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ZUSAMMENFASSUNG

Das Magenkarzinom ist durch eine hohe Mortalitdtsrate gekennzeichnet. Durch den
Einsatz einer neoadjuvanten (prdoperativen) Behandlung, basierend auf den Chemo-
therapeutika Cisplatin und 5-Fluorouracil (5-FU), kann eine signifikante Verbesserung
der Uberlebensraten erzielt werden, wobei jedoch eine relativ geringe Ansprechrate der
Patienten beobachtet wird. Daher ist es von grofdter Bedeutung Biomarker zu
identifizieren, die das Ansprechen auf die Therapie vorhersagen konnen, und dartiber
hinaus alternative Therapiestrategien zu entwickeln.

Epigenetische Alterationen, die DNA-Methylierung und Histonmodifikationen betreffen,
sind eng mit der humanen Karzinogenese verbunden. Sie verdandern die Chromatin-
struktur und damit die Transkription und kénnen den Effekt DNA-schadigender
Chemotherapeutika beeinflussen.

Daher war es Ziel dieser Arbeit, anhand von pratherapeutischen Tumorproben, die
prognostische und pradiktive Bedeutung der Expression epigenetischer Effektor-
proteine wie DNA-Methyltransferasen (DNMTs), Histondeacetylasen (HDACs) und
Polycombproteine fiir neoadjuvant chemotherapierte Magenkarzinome zu untersuchen.
Auffallige Proteine sollten anschliefdend in einem in vitro Modell auf einen funktionellen
Zusammenhang mit der Chemosensitivitit tiberpriifen werden. Dartiber hinaus sollte an
Magenkarzinomzelllinien die potentielle Anwendbarkeit von epigenetisch aktiven
Chemotherapeutika wie DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und Histondeacetylase-
Inhibitoren als alternative Therapieoptionen fiir Magenkarzinompatienten analysiert
werden.

In der tumorspezifischen Analyse wurde in 83 % (105/127) der untersuchten
pratherapeutischen Tumorbiopsien eine hohe Expression von DNMT1 und in 62 %
(79/127) eine hohe Expression von DNMT3b festgestellt. Patienten mit niedriger
DNMT1-Expression zeigten ein signifikant besseres Uberleben (P=0,001) und
Therapieansprechen sowohl basierend auf einer histopathologischen (P =0,037) als
auch auf einer klinischen (P = 0,008) Evaluation. Die Expressionsanalyse von DNMT3b

lieferte keine Hinweise auf eine prognostische oder pradiktive Bedeutung des Proteins.
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Im in vitro Modell resultiert eine shRNA vermittelte Herabregulation der DNMT1-
Expression in der Magenkarzinomzelllinie AGS in einer signifikanten Reduktion der
Koloniebildungskapazitat nach Cisplatin-Behandlung sowie einer signifikant reduzierten
Zellviabilitat durch Cisplatin in Gegenwart einer geringen Menge des DNMT-Inhibitors
DAC (5-Aza-2’deoxycytidin). Dies weist auf einen funktionellen Zusammenhang
zwischen DNMT1-Expression und Chemosensitivitat hin. Eine Kombinationsbehandlung
der Cisplatin-resistenten Zelllinie AGS mit beiden Substanzen fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Zellviabilitdt, basierend auf einem synergistischen Effekt.
Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass DNMT1 als prognostischer und pradiktiver
Biomarker von Bedeutung ist und dariiber hinaus auch eine vielversprechende
therapeutische Zielstruktur darstellen kdnnte.

Beziiglich der Histondeacetylasen wurde eine hohe Expression von HDAC1 und HDAC2
in 54 % (69/127) bzw. 85 % (108/127) der Tumoren detektiert. Diese war nicht mit
dem Uberleben und dem Ansprechen auf die Chemotherapie assoziiert. Es zeigte sich
jedoch eine signifikante Assoziation einer hohen HDAC1-Expression mit einem
schlechteren Uberleben (P=0,005) in der Subgruppe der auf die Therapie
ansprechenden Patienten. Die Bestimmung der HDAC1-Expression kénnte daher fiir die
Risikobewertung in dieser Patientengruppe von Interesse sein. In vitro fiihrte eine
sequenzielle Behandlung von Magenkarzinomzelllinien mit dem HDAC-Inhibitor SAHA
(Suberoylanilide-Hydroxamsaure) und Cisplatin, unabhdngig von der urspriinglichen
Cisplatin-Sensitivitat, zu einer synergistischen Reduktion der Zellviabilitit. Aus diesem
Grund erscheint es sinnvoll auch eine Integration von HDAC-Inhibitoren in neue
Chemotherapieschemata fiir die Behandlung von Magenkarzinompatienten in Erwagung
zu ziehen.

Fiir die Expression der Polycombproteine BMI-1 und EZH2 wurde in dieser Arbeit keine
prognostische oder pradiktive Wertigkeit nachgewiesen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass eine verstarkte Expression epigenetisch
relevanter Proteine haufig in Magenkarzinomen zu beobachten ist. In der hier
vorgelegten Arbeit konnte DNMT1 sowohl als potentieller prognostischer und
pradiktiver Biomarker als auch als vielversprechende Zielstruktur fiir die Behandlung
von Magenkarzinomen identifiziert werden. Die Ergebnisse unterstiitzen eine

weiterfithrende Evaluation von DNMT1 in praklinischen und klinischen Studien.



1 EINLEITUNG

1.1 Das Magenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Magenkarzinom gehort weltweit zu einer der haufigsten Tumorerkrankungen.
Betrachtet man die Inzidenz unabhangig des Geschlechts, so ist es mit weltweit 989.000
Neuerkrankungen im Jahr 2008, was 8,7 % aller Krebsneuerkrankungen entspricht, die
vierthaufigste Tumorentitat nach Lungen-, Mamma-, und Kolorektalkarzinomen. Dabei
befindet sich das Magenkarzinom bei Mannern auf Platz drei hinter Lungen- und
Prostatakarzinomen und bei Frauen auf Platz finf hinter Mamma-, Kolorektal-; Cervix-,
und Lungenkarzinomen (Ferlay et al, 2010). Die altersstandardisierten Inzidenzraten
zeigen, dass Manner ca. doppelt so haufig betroffen sind wie Frauen. Das
Erkrankungsalter liegt bei den meisten Patienten zwischen 50 und 70 Jahren (Vogiatzi et
al., 2007). Geographisch ist die Verteilung des Magenkarzinoms durch grofde Variabilitat
gekennzeichnet. Als Hochrisikogebiete gelten Ostasien (China, Japan), Osteuropa und
Teile Zentral- und Siidamerikas, wohingegen in Siidasien, Nord- und Ostafrika,
Nordamerika, Australien und Neuseeland die Inzidenzraten sehr niedrig sind (Ferlay et
al, 2010). Diese Unterschiede in den Inzidenzraten haben eine starke umweltbedingte
Komponente. Dies zeigt sich daran, dass Migranten, die aus Hochrisikogebieten in
Gebiete mit niedrigem Risiko umsiedeln, in Abhangigkeit ihres Alters, mit einer
verminderten Wahrscheinlichkeit ein Magenkarzinom entwickeln (Parkin et al., 2005).

Meist wird das Magenkarzinom aufgrund seines zunachst asymptomatischen Verlaufes
erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, wodurch nur noch begrenzte
Behandlungsmoglichkeiten zur Verfligung stehen (Catalano et al, 2009; Correa, 2004).
Dies fiihrt zu der hohen Mortalitdtsrate, durch die das Magenkarzinom gekennzeichnet
ist. Jahrlich sind 738.000 Todesfille auf diese Tumorentitiat zuriickzufithren, wodurch

das Magenkarzinom in der Gesamtbevolkerung die zweithdufigste Ursache fiir einen
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tumorbedingten Todesfall darstellt (Ferlay et al, 2010). Die 5-Jahres-Uberlebensrate

liegt weltweit bei nur ca. 25 % (Kamangar et al,, 2006).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Zu den exogenen Faktoren, welche die Entstehung eines Magenkarzinoms beglinstigen,
gehoren Erndhrungsgewohnheiten, wie der Genuss von salz- und nitrithaltigen
Lebensmitteln (Palli, 2000; Wang et al., 2009b). Auch Alkohol- und Tabakkonsum sowie
Fettleibigkeit, vor allem jedoch eine chronische Infektion mit dem gram-negativen
Bakterium Helicobacter pylori, zahlen zu den Risikofaktoren (Catalano et al, 2009; Crew
et al, 2006; Forman et al, 2006; Kelley et al., 2003). Obwohl die grofde Mehrheit der
Magenkarzinome sporadisch auftritt lasst sich bei ca. 10 % der Falle eine familidre
Anhaufung feststellen (Vogiatzi et al, 2007). Dabei wird angenommen, dass 1-3 % auf
das hereditary diffuse gastric cancer syndrome (HDGC) zuriickzufiihren sind (Fitzgerald
et al, 2010; Keller et al, 2005). Dieses Syndrom ist durch das Auftreten von
Magenkarzinomen des diffusen Typs gekennzeichnet und zusatzlich mit einem erh6hten
Risiko fiir die Erkrankung an einem lobuldaren Mammakarzinom verbunden (Becker et
al, 2010). Als molekulare Ursache dieser Erkrankung wurde eine Keimbahnmutation
des Zelladhasionsmolekiils CDH1 (E-Cadherin) zum ersten Mal in drei Maori-Familien
festgestellt (Guilford et al, 1998). Nach heutigem Erkenntnisstand liegt die
Wahrscheinlichkeit an einem Magenkarzinom zu erkranken sowohl fiir weibliche als
auch fir mannliche Trager dieser Keimbahnmutation bei ca. 80 % (Fitzgerald et al,
2010). Das Magenkarzinom ist jedoch auch als eine Manifestation verschiedener
anderer hereditarer Krebs-Syndrome bekannt, wie beispielsweise dem hereditdaren
nicht-polyposen kolorektalen Karzinom (HNPCC), dem Li-Fraumeni Syndrom, oder der
familidaren adenomatdsen Polyposis (FAP) (Becker et al, 2010; OMIM-Datenbank;
Vogiatzi et al., 2007).

Die Inzidenz des Magenkarzinoms hat sich in den letzen Jahrzehnten verringert
(Bertuccio et al, 2009). Die Griinde fiir diesen Riickgang sind noch nicht voéllig
aufgeklart, aber der verringerte Verzehr von salz- und nitrithaltigen Lebensmitteln, die
grofdere Verfligbarkeit von frischen Friichten und Gemiisen, aber auch die Reduktion der

Fille von chronischer H. pylori Infektion aufgrund von verbesserten Hygiene-
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bedingungen und der Verfiigbarkeit von Antibiotika scheinen eine tragende Rolle zu

spielen (Crew et al., 2006; Jemal et al., 2010).

1.1.3 Pathologie und Klassifikation

Bei ca. 90 % der bosartigen Tumoren des Magens handelt es sich um Adenokarzinome,
also um Tumoren, die aus dem Drisenepithel der Magenschleimhaut hervorgehen
(Milne et al, 2007). Sie entstehen durch sukzessive Verdanderungen der normalen
Mukosa und koénnen in unterschiedlichen histologischen Erscheinungsformen auftreten.
Fur die histopathologische Klassifikation der Adenokarzinome des Magens wurden
verschiedene Systeme vorgeschlagen, wobei die am haufigsten angewendeten Systeme
die Klassifikation nach Lauren und die Klassifikation der WHO (World Heath
Organisation) darstellen.

Die Lauren-Klassifikation beruht auf der mikroskopischen Morphologie der Tumoren
(Lauren, 1965). Dabei wird zwischen Tumoren des intestinalen und des diffusen Typs
unterschieden, wobei sich beide histologischen Typen ebenfalls durch unterschiedliche
klinische und epidemiologische Charakteristika auszeichnen (Satoh et al, 2007). Die
Veranderungen, die zum besser differenzierten intestinalen Typ fithren, der in einer
driisigen, meist gut abgegrenzten Form in das Magenlumen hineinwachst, sind dabei
bisher besser verstanden. Hierbei fiihrt eine atrophische Gastritis zur Entstehung einer
intestinalen Metaplasie, wobei sich das Risiko der Weiterentwicklung zu einer
intraepithelialen Neoplasie und zuletzt zu einem Karzinom proportional zur Flache der
von der intestinalen Metaplasie betroffenen Magenschleimhaut verhalt (Catalano et al,
2009; Stemmermann, 1994). Der diffuse Typ hingegen besteht aus nicht-kohasiven
Zellen, die infiltrativ in die Magenwand wachsen, wodurch ein schlecht abgegrenzter
und undifferenzierter Tumor entsteht (Lauren, 1965). Neben den rein intestinalen oder
diffusen Adenokarzinomen wird auch das Auftreten von Mischformen beobachtet, die
Tumorzellen beider histologischer Typen beinhalten.

Gemafd der WHO werden Adenokarzinomen des Magens aufgrund ihres histologischen
Wachstumsmusters in vier unterschiedliche Subgruppen eingeteilt. Es wird dabei
zwischen tubularen, papillairen und muzinésen Adenokarzinomen sowie dem Siegelring-

zellkarzinom unterschieden (Hamilton et al, 2000).
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Die Stadieneinteilung der Tumoren erfolgt durch die TNM-Klassifikation, bei der die
Ausdehnung des Primartumors (T) und das Fehlen oder Vorhandensein von Lymph-

knotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M) bestimmt wird.

1.1.4 Molekulare und genetische Alterationen

Ca. 90 % der Magenkarzinome treten sporadisch, aufgrund von umweltbedingten
Faktoren auf. Bei der Entstehung handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess, bei
dem multiple genetische Alterationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen zur
Entstehung und Progression beitragen. Dabei sind unter anderem Gene der Zell-Zyklus-
Kontrolle, der DNA-Reparatur, der Zelladhdsion und der Differenzierung betroffen,
sowie auch Gene, die fiir Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren kodieren (Tahara,
2004; Yasui et al, 2000). Auch genetische Instabilitit und die Aktivierung des
Telomerasegens tragen zum Prozess der Tumorentstehung im Magen bei (Panani,
2008). Es lasst sich feststellen, dass besondere Kombinationen dieser genetischen
Alterationen in den beiden, gemaf der Lauren-Klassifikation definierten, histologischen
Subtypen (siehe 1.1.3) des Magenkarzinoms variieren (Becker et al., 2010; Keller et al.,
2005; Tahara, 2004).

Das Auftreten einer Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI) wird allgemein als eine der
frithsten Verdnderungen in der Karzinogenese betrachtet. Bei der MSI kommt es nach
spontanen DNA-Replikationsfehlern zu Langenverdnderungen von Nukleotid-
Wiederholungen unter anderem in den codierenden Regionen tumorrelevanter Gene.
Ein Beispiel hierfiir ist die Langenveranderung einer Mononukleotid-Wiederholung bei
TGF-BR2 (transforming growth factor [ Receptor 2), der in der Vermittlung von
wachstumseinschrankenden Signalen und Apoptose eine Rolle spielt (Pinto et al., 2003).
Die Entstehung der MSI ist dabei auf den Verlust der Expression der Mismatch-
Reparatur-Gene hMLH1, hMSHZ2, hMSH6 oder PMSZ2 zuriickzufiihren und ist bei ca. 20 %
der Magenkarzinome zu finden, wobei sie deutlich 6fter bei Tumoren des intestinalen
Typs vorkommt (Becker et al., 2010; Buonsanti et al, 1997; dos Santos et al., 1996;
Keller et al., 1995).

Zu den mit Magenkarzinomen assoziierten Onkogenen gehort das c-met Gen, das fiir den

transmembranen Tyrosinkinase-Rezeptor fiir HGF (hepatocyte growth factor) kodiert,
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sowohl in diffusen als auch intestinalen Tumoren amplifiziert ist und mit der
Anwesenheit von Lymphknotenmetastasen und der Tiefe der Tumorinvasion korreliert
(Arkenau, 2009; Kuniyasu et al, 1993). Spezifisch fiir den diffusen Typ scheint die
Amplifikation des Onkogens K-sam (KATO-III cell derived stomach cancer amplified gen)
zu sein (Hattori et al, 1990). Eine Amplifikation des Onkogens c-erbBZ hingegen,
welches fiir die Rezeptortyrosinkinase HER2/neu (human epidermal growth factor
receptor 2) kodiert und einen Marker fiir Invasion und Lymphknotenbefall darstellt, ist
in intestinalen, nicht aber in diffusen Magenkarzinomen zu finden (Kim et al., 2007;
Yonemura et al., 1991).

Auch Allelverluste (LOH; loss of heterozygosity) in den chromosomalen Regionen 1p, 5q,
7q, 11p, 13q, 17p und 18q werden in einer Vielzahl von Magenkarzinomen festgestellt,
wodurch es zum Verlust von verschiedenen Tumorsuppressorgenen kommt (Panani,
2008; Vogiatzi et al, 2007). Ein Beispiel hierfiir ist das vermutlich bekannteste
Tumorsuppressorgen TP53, welches haufig durch LOH oder Mutationen innerhalb des
Gens inaktiviert ist, wodurch die wichtige Funktion des Proteins p53 als
Zellzyklusregulator und ,Waichter des Genoms“ verloren geht (Wu et al, 2010).
Mutationen des Zelladhdsionsmolekiils E-Cadherin spielen auch in sporadischen
Magenkarzinomen eine Rolle. In ca. 40-50 % der sporadischen Magenkarzinome des
diffusen Typs werden E-Cadherin Mutationen detektiert, in Tumoren des intestinalen
Typs sind diese jedoch nicht zu finden.

Neben dem Verlust oder der Mutation verschiedener Tumorsuppressorgene ist aber
auch die epigenetische Inaktivierung solcher Gene beschrieben, worauf in Abschnitt 1.2
genauer eingegangen wird.

In Abb. 1.1 sind, geordnet nach ihrem Auftreten in bestimmten Tumorstadien,
verschiedene molekulare Veranderungen des intestinalen und diffusen Magenkarzinoms

zusammengefasst.
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Diffuser Typ Intestinaler Typ

Normale Magenmukosa

MSI-H (5-10%) | MSI-H (15-40%)
Metaplasi Telomerase Aktivierung
CDH1 Mutation (41-50%) €taplasie TERT Expression
| TP53 Mutation (25-63%)
K-ras Mutation (10%)
TP53 Mutation (0-33%) (Adenom) p27 Reduktion
APC Mutation (40-60%)
) Bcl-2 Verlust (43%)
CD44 _gberrante Transkripte \” l c-met Amplifikation (19%)
Cyclin-E Uberexpression (10%) .
CDC25B Uberexpression Frithes Karzinom Cyclin-E Uberexpression (14-20%)
18q (DCC) Verlust (50%)
) v v [-Catenin Ml_lt_atio_n (27%)
N-Cadherin Uberexpression c-erB2 Ampllflkatlon (10'20%)
Twist 1 Uberexpression Karzinom CD44 aberrante Transkripte
K-sam Amplifikation (33%) E-Cadherin Reduktion (60%)
c-met Amplifikation (39%) SIP1 Uberexpression (55%)
EGFR Uberexpression (25-30%) Y Y EGFR Uberexpression (14-50%)
nm23 Reduktion (<52%) Metastasen nm23 Reduktion (52%)

Abb. 1.1: Genetische Alterationen des Magenkarzinoms. Die molekularen Verdnderungen unterscheiden
sich zwischen den beiden histologischen Typen des Magenkarzinoms. Die Verdnderungen (Mutation,
Uberexpression, Amplifikation) sind nach ihrem Auftreten in bestimmten Stadien der Tumorentwicklung
geordnet. Der Prozentsatz in Klammern stellt die beobachtete Hdufigkeit der Alterationen dar. Abkiirzungen:
APC, adenomatous polyposis coli; Bcl-2, B-cell CLL/lymphoma 2; CD44, CD44 antigen; CDC25B, cell division
cycle 25B; CDH1, E-Cadherin; c-erbB2, v-erb-b2 erythroblastic leukaemia viral Onkogene homologue 2; c-met,
met proto-Onkogene (hepatocyte growth factor receptor); DCC, deleted in colon cancer; EGFR, epidermal
growth factor receptor; K-ras, v-Kiras2 Kirsten rat sarcoma viral Onkogene homologue; K-sam, encodes
fibroblast growth factor receptor 2; MSI-H, microsatellite instability-high; nm23, nonmetastatic cells 1
(protein, NM23, expressed in); p53, tumour protein p53 (Li-Fraumeni syndrome); SIP1, SMAD-interacting
protein 1; TERT, telomerase reverse transcriptase; TWIST1, twist homologue 1. Modifiziert nach Keller et al,,
2005.

1.1.5 Multimodale Therapiekonzepte

In den westlichen Landern der Welt wird das Magenkarzinom bei einem Grof3teil der
Patienten erst in einem lokal fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Sogar nach der
chirurgischen Entfernung des kompletten Tumors (RO Resektion) tritt bei ca. einem
Drittel der Patienten nach 2 bis 3 Jahren ein Rezidiv auf und die 5-Jahres Uberlebensrate

betragt nur ca. 25 % (Catalano et al, 2009; Ott et al, 2003a). Um die Prognose der
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Patienten mit lokal fortgeschrittenem Magenkarzinom zu verbessern, wurden in den
letzen Jahren verstarkt praoperative Therapiestrategien entwickelt. Dabei wurde in
verschiedenen Phase-II und -III Studien die Wirkung einer neoadjuvanten (pra-
operativen) Chemotherapie untersucht, wobei gezeigt werden konnte, dass diese
Behandlung mit einer akzeptablen Toxizitdt fiir die Patienten einhergeht und keine
erhohte postoperative Sterberate zur Folge hatte. Zudem konnte die Rate der
Komplettresektionen durch die Verkleinerung der Tumoren (down-staging) erhoht
werden (Ajani et al., 1991; Kelsen, 1996; Lordick et al., 2005). Es wurde festgestellt, dass
durch die Anwendung eines Behandlungsschemas, basierend auf den Chemo-
therapeutika Cisplatin und 5-Fluorouracil (5-FU), eine signifikante Verbesserung der
Uberlebensraten erzielt werden kann (Cunningham et al, 2006). Daher wird diese
Therapie haufig bei lokal fortgeschrittenen Magenkarzinomen eingesetzt, wobei jedoch
eine relativ geringe Ansprechrate zwischen 20 und 40 % beobachtet wird. (Cunningham
etal, 2006; Lowy et al, 1999; Ott et al., 2003a; Schuhmacher et al,, 2001).

Cisplatin, eines der altesten in der Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzten
Chemotherapeutika, wird intravenés verabreicht und wird sowohl durch passive
Diffusion (Gately et al., 1993) als auch durch aktiven Transport in Zellen aufgenommen
(Ishida et al, 2002). Durch die im Vergleich zum Blutstrom in der Zelle geringere
Salzkonzentration werden die Chlorliganden von Cisplatin durch H20 ersetzt
(Hydrolyse), wodurch ein reaktives, positiv geladenes Molekiil entsteht. Dies bewirkt
durch die praferentielle Interaktion mit der nukleophilen N7 Position der Purinbasen
die Entstehung von hauptsachlich DNA-intra-Strang-Addukten zwischen zwei Guanin-
basen (Crul et al.,, 2002). Zusatzlich kann Cisplatin auch die Quervernetzungen der DNA
mit Proteinen verursachen. Die Schadigung der DNA wird dabei in der Zelle unter
Beteiligung verschiedener Proteine registriert, die an der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur (NER) und der Mismatch-Reparatur (MMR) beteiligt sind. Auch DNA
abhangige Kinasen und die Gruppe der HMG-Proteine (high mobility group proteins)
spielen eine Rolle und sind letztendlich an der Induktion von Apoptose beteiligt
(Eastman, 1990; Siddik, 2003). Der andere Hauptbestandteil der neoadjuvanten
Chemotherapie ist 5-FU, ein Nukleosidanalogon aus der Klasse der Antimetabolite,
welches ebenfalls schon lange in der Krebstherapie eingesetzt wird. Dabei wird 5-FU

nach der Aufnahme in die Zelle in das aktive Metabolit 5-Fluoro-2-desoxyuridin-
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Monophosphat (FdUMP) umgewandelt welches einen Suizidinhibitor der
Thymidylatsynthase (TS) darstellt. Die TS katalysiert die Umwandlung von
Desoxyuridin-Monophosphat (dUMP) zu Desoxythimidin-Monophosphat (dTMP), was
einen entscheidenden Schritt in der Nukleinsaurebiosynthese darstellt. In Anwesenheit
von FAUMP entsteht ein stabiler Komplex zwischen der TS und dem aktiven 5-FU
Metaboliten, was zu Inhibierung der TS und damit der de novo Synthese von
Pyrimidinen fiihrt. Dadurch kommt es zur Hemmung der DNA-Synthese und DNA-
Reparatur und anschlief3end zur Einleitung der Apoptose (Longley et al., 2003; Mader et
al, 1998; Pinedo et al, 1988). In Abb. 1.2 sind die Strukturformeln der beiden
Zytostatika Cisplatin und 5-FU gezeigt.

A B

F
Cl NH,
\ / | NH
Pt
7N /g
Cl NH, N7 o

Abb. 1.2: Strukturformeln der in der neoadjuvanten Chemotherapie des Magenkarzinoms
eingesetzten Zytostatika Cisplatin (A) und 5-FU (B).

Aufgrund der relativ geringen Ansprechrate auf die neoadjuvante auf Cisplatin und 5-FU
basierende Chemotherapie ist die Identifikation von Biomarkern, die das Ansprechen
vorhersagen konnen von grofder Bedeutung. Verschiedene Studien haben sich bereits
mit dieser Problematik auseinandergesetzt, wobei Marker untersucht wurden, die mit
der Wirkung der Chemotherapeutika in Zusammenhang stehen. Es wird beispielsweise
angenommen, dass eine niedrige intrinsische Expression der an der NER beteiligten
Gene ERCC1, ERCCZ und ERCC4 wichtig fiir die optimale Wirkung von Cisplatin ist und
damit eine Sensitivitat gegeniiber diesem Therapeutikum vorhersagen kann. Allerdings
sind die Daten zur Vorhersagekraft in einem neoadjuvanten Therapieschema bisher
inkonsistent (Fareed et al., 2009; Keller et al., 2008). Fiir GADD45, ein Gen, welches an
der Kontrolle des Zellzyklusarrest durch Cisplatin induzierte DNA-Schiaden beteiligt ist,
konnten in einer Studie Hinweise fiir eine Assoziation von niedriger Expression mit
einem besseren Ansprechen auf die Therapie gezeigt werden. Auch zur Expression von
Genen, welche am 5-FU-Stoffwechsel beteiligt sind, wie die Thymidylatsynthase (TS), die
Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) und die Thymidin-Phosphorylase (TP), sind
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verschiedene Studien in der Literatur vorhanden. Dabei stellt die TS das am besten
untersuchte Gen im 5-FU-Stoffwechesl dar. Es konnte in der Mehrzahl der Studien
gezeigt werden, dass eine niedrige Expression des Proteins bzw. das Vorhandensein
eines zu einer niedrigen Expression fiihrenden Genpolymorphismus mit einem besseren
Ansprechen auf die Chemotherapie assoziiert ist (Fareed et al., 2009; Keller et al., 2008).
Interessanterweise konnte auch eine erhéhte LOH-Rate, die auf genetische Instabilitat
hinweist, in neoadjuvant behandelten Magenkarzinompatienten mit einem besseren
Ansprechen auf die Therapie assoziiert werden (Keller et al, 2008). Bisher wird
allerdings keiner dieser Marker aufgrund der teils inkonsistenten Daten und der
fehlenden Standardisierung der Analysen in der klinischen Praxis eingesetzt.

Neben der neoadjuvanten chemotherapeutischen Behandlung von Magenkarzinom-
patienten wird auch eine neoadjuvante Radiotherapie in verschiedenen Studien
untersucht, wobei hier bisher aufgrund von limitierten Daten noch kein Aussage tber
die eindeutige Wirksamkeit getroffen werden kann (Rajdev, 2010).

Fur die Behandlung von fortgeschrittenen, metastasierten Magenkarzinomen, die nicht
mehr resezierbar sind, werden ebenfalls verschieden chemotherapeutische
Behandlungsstrategien angewendet. Aufierdem werden neuartige Therapiestrategien
entwickelt, die gezielt auf spezielle Veranderungen in den jeweiligen Tumoren
einwirken sollen und als targeted therapy bezeichnet werden (Kim et al, 2010). Die
Integration des monoklonalen Antikérpers Trastuzumab (Herceptin) in das Chemo-
therapieschema fiir die Behandlung fortgeschrittener, metastasierter Magenkarzinome
ist die erste und bisher einzige Anwendung einer gezielten Tumortherapie beim
Magenkarzinom. Mit dem Antikorper, der gegen die Rezeptortyrosinkinase HER2
gerichtet ist, werden Patienten behandelt, bei denen eine Proteiniiberexpression oder
eine Genamplifikation von HERZ2Z nachgewiesen werden konnte. Bisher wurde das
Medikament nur zur Behandlung metastasierter Mammakarzinome eingesetzt, es
konnte aber in einer internationalen randomisierten Phase-III Studie (ToGA-Studie)
auch eine Verbesserung der Prognose von bereits Metastasen aufweisenden
Magenkarzinompatienten nachgewiesen werden, was anschlief3end zur Zulassung in der
klinischen Praxis gefiihrt hat (Bang et al,, 2010; Kim et al., 2010). Auch die Beeinflussung
des EGFR-Signalwegs in metastasierten Magenkarzinomen durch die Kombination der

chemotherapeutischen Behandlung mit dem monoklonalen Antikérper Cetuximab wird
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momentan in verschiedenen Phase-II und Phase-III Studien untersucht (Arkenau, 2009;

Kim et al., 2010; Lordick et al., 2010).

1.2 Epigenetische Alterationen und ihre Rolle in der Tumor-

entstehung und Tumorprogression

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Tatsache etabliert, dass das Genom aus zwei
Arten der Information besteht. Zum einen aus der genetischen Information, die durch
die Abfolge der Basen in der DNA bestimmt wird und zum anderen aus der
epigenetischen Information. Der Begriff Epigenetik definiert dabei alle vererbbaren
Veranderungen der Genexpression, die nicht auf eine Verdnderung der DNA-Sequenz
zuriickzufiihren sind (Holliday, 1987). Die epigenetische Information ist ein der DNA-
Sequenz libergeordneter Regulationsmechanismus der Genexpression, der teils auf der
Methylierung von DNA und teils auf posttranslationalen Modifikationen der DNA-

assoziierten Histonproteine beruht.

1.2.1 Epigenetische Regulation und ihre physiologische Bedeutung

Wahrend der Entwicklung und Differenzierung eines Organismus sind dessen Zellen
morphologischen und funktionellen Verianderungen unterworfen, ohne dass eine
Veranderung der DNA-Sequenz stattfindet. Erste Hinweise liber die Regulation dieser
Prozesse lieferte die Beobachtung, dass die Aktivitit von Genen mit dem Methylierungs-
status der betreffenden Promotorregion korreliert (Schapira, 1983). Dabei war eine
verstarkte Methylierung mit einer verminderten Expression verbunden. DNA-
Methylierung, die eine Ebene der epigenetischen Regulation darstellt, ist eine
postreplikative, kovalente Modifikation der DNA mit einer Methylgruppe (CH3), die in
Eukaryonten ausschliefdlich an der C5 Position von Cytosinen vorkommt und dabei
iiberwiegend bei Cytosinen, auf die eine Guaninbase folgt (Bird, 2002). Diese werden als
CpG-Dinukleotide bezeichnet und kommen nicht zufallig tiber das Genom verteilt vor,
sondern treten gehduft als sogenannte CpG-Inseln in den Promotorregionen von 40-
60 % aller humaner Gene auf (Craig et al., 1994; Herman et al., 2003; Weber et al,, 2007).
Die Ubertragung der Methylgruppe auf das Cytosin erfolgt durch DNA-Methyl-
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transferasen (DNMTs) unter der Verwendung von S-Adenosylmethionin (SAM) als
Methylgruppen-Donor (Holliday, 1990) (siehe Abb. 1.3). Verglichen mit den CpG-
Dinukleotiden des Grofdteils der genomischen DNA, die stak methyliert vorliegen, sind
die CpG-Dinukleotide der CpG-Inseln meist unmethyliert, wodurch die Expression dieser
Gene stattfinden kann (Baylin, 2005; Bird, 2002). Ausnahmen sind dabei einige
gewebespezifische Gene und Gene die nur wahrend der Embryogenese oder in
Keimzellen aktiv sind. Von Bedeutung ist die Methylierung aber auch fiir die
Stabilisierung der Chromosomen, fiir das genomische Imprinting (Pragung) und die
Stilllegung des zweiten X-Chromosoms der Frau (Esteller, 2008; Feinberg et al.,, 2002;
Jones et al., 2007; Luczak et al., 2006; Lund et al., 2004; Reik et al., 2005). Zusatzlich wird
die Integritit des gesamten Genoms durch die Verhinderung der Transkription und
Translokation von repetitiven Elementen wie LINES (long interspersed elements) und
Alu-Sequenzen durch Methylierung dieser Abschnitte gewahrleistet (Bird, 1992; Walsh
etal, 1998).

NH, NH,
SAM SAH CH
NZ | \/4 NZ | 3
O)\ N T O)\ N
H DNMT H
Cytosin 5-Methylcytosin

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Umwandlung von Cytosin in 5-Methylcytosin durch eine DNA-
Methyltransferase. SAM, S-Adenosylmethionin; SAH, S-Adenosyl-Homocystein; DNMT, DNA-Methyltrans-
ferase.

Im Zusammenhang mit der Methylierung von DNA treten auch chemischen
Modifikationen der DNA-assoziierten Histonproteine auf, welche eine eng verkniipfte
weitere Ebene der epigenetischen Kontrolle darstellen. Die Histonproteine liegen als
Bestandteil des Chromatins zu Nukleosomen organisiert im Zellkern vor. Dabei besteht
ein Nukleosom aus ca. 146 bp DNA, die in zweifacher Windung um ein Histon-Oktamer
aus jeweils zwei Untereinheiten der Histone H2A, H2B, H3 und H4 geschlungen sind
(Khorasanizadeh, 2004; Luger et al., 1997). Die N-terminalen Enden der Histone kénnen
mit verschiedenen posttranslationalen Modifikationen versehen sein. Neben der
Acetylierung von Lysinresten, kommt auch die Methylierung von Arginin- und

Lysinresten, die Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten und die
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Ubiquitinierung sowie Sumoylierung von Lysinresten vor. Die Entdeckung der
vielfaltigen Modifikationsmoglichkeiten der Histonproteine fiihrte in Anlehnung an den
Begriff des ,genetischen Codes” zur Pragung des Ausdrucks ,Histon Code“ (Jenuwein et
al, 2001). Die unterschiedlichen Modifikationen der Histone beeinflussen die
Transkription verschiedener Gene durch die Veranderung der Chromatinstruktur.
Chromatin kann sowohl in einer offenen als auch einer geschlossen Konformation
vorliegen, die als Euchromatin bzw. Heterochromatin bezeichnet wird. Die geschlossene
Konformation ist assoziiert mit einer transkriptionellen Inaktivitit der Chromatin-
region. Dabei ist die Acetylierung der Lysinreste, die durch Histonacetyltransferasen
(HATs) und ihre Gegenspieler die Histondeacetylasen (HDACs) reguliert wird, mit einer
offenen Chromatinstruktur assoziiert. Sie fithrt zu Neutralisierung der positiven Ladung
der Histone, was die Lockerung der Interaktion mit der negativ geladenen DNA zu Folge
hat. Die dadurch entstandene lockerere Chromatinstruktur ist nun zugdnglich fiir die an
der Transkription beteiligten Faktoren. (Esteller, 2008; Gregory et al, 2001). Die
funktionelle Auswirkung einer Histon-Methylierung allerdings ist abhangig von der
Position, so ist eine Methylierung des Histons H3 am Lysinrest 4 (K4) mit einer
transkriptionellen Aktivierung assoziiert, wohingegen eine Methylierung von H3 an
Lysinrest 9 (K9), Lysin 27 (K27) oder an Histon H4 an Lysin 20 (K20) mit trans-
kriptioneller Repression verbunden ist (Esteller, 2008).

Es wurden verschiedene Mechanismen vorgeschlagen, um die Funktionsweise der
transkriptionellen Repression durch DNA-Methylierung zu erkldren. Zum einen ein
Mechanismus, bei dem die Methylierung der CpG-Dinukteotide selbst direkt die Bindung
verschiedener Transkriptionsfaktoren an ihre Bindestellen in der Promotorsequenz
verhindert, wie es beispielsweise fiir die Transkriptionsfaktoren AP-2, E2F und NFxB
beschrieben ist (Tate et al, 1993). Es ist allerdings unwahrscheinlich, dass dieser
Mechanismus sehr weit verbreitet ist, da die meisten Bindestellen flir Transkriptions-
faktoren keine CpG-Dinukleotide in ihrer Sequenz beinhalten. Der alternative
Mechanismus ist dabei weitaus komplizierter und involviert eine Gruppe von Proteinen,
die selektiv an methylierte DNA binden und daher als MBD-(methyl binding domain)
Proteine bezeichnet werden. Einige dieser Proteine wie beispielsweise MBD1, MBD2
und MeCP2 sind mit Repressor-Protein-Komplexen assoziiert, die Histondeacetylasen

wie HDAC1 und HDAC2 enthalten. Durch die katalytische Aktivitit der Histon-
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deacetylasen kommt es zur Entfernung von Acetylresten der Histonproteine und damit
zur Kondensation der Chromatinstruktur (Luczak et al, 2006; Robertson, 2001).
Abb. 1.4 stellt schematisch das Zusammenspiel zwischen DNA-Methyltransferasen,
methylbindenden Proteinen und Histondeacetylasen dar, welches zur Chromatin-

kondensation und damit zur transkriptionellen Stilllegung von Genen fiihrt (Rice et al.,

2001).

DNMT

HDAC OCCH3
MBP
| 7, | >
T ﬁ
. N 4 a

Abb. 1.4: Methylierungsassoziiertes Modell der Genstilllegung. Cytosin-Nukleotide werden durch eine
DNA-Methyltransferase (DNMT) methyliert, was die Affinitit von methylbindenden Proteinen (MBP) fiir DNA
erhéht. Diese Proteine sind mit Repressor-Protein-Komplexen assoziiert, die Histondeacetylasen (HDAC)
enthalten, welche die Acetylgruppen von den Lysinresten (K) der Histonproteine entfernt. Dies fiihrt zur
Kondensierung der Chromatinstruktur und zur transkriptionellen Stilllegung der betroffenen Gene.
Modifiziert nach Rice et al., 2001.

DNA

1.2.2 Epigenetische Verdnderungen in malignen Zellen

In Gegensatz zum epigenetischen Status in normalen Zellen, ist das Gleichgewicht der
Methylierung in einer Vielzahl von Tumoren gestort. Die erste Veranderung, die in
humanen Tumoren entdeckt wurde, war eine globale Hypomethylierung des Genoms
(Feinberg et al, 1983). Diese betrifft dabei verstarkt repetitive DNA Sequenzen,
wodurch es zu einer vermehrten Chromosomeninstabilitit und zur Aktivierung von
Transposons kommt. Neben dem Verlust des genomischen Imprintings werden auch
verschiedene, normalerweise stillgelegte Onkogene, wie beispielsweise das PAXZ-Gen
aktiviert, welches fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert und unter anderem an der
Zellproliferation beteiligt ist (Esteller, 2007; Esteller, 2008; Wu et al,, 2005).

Neben der globalen Hypomethylierung ist die Hypermethylierung von CpG-Inseln in den
Promotorregionen von Tumorsupressorgenen ein bedeutender Vorgang in der

Entstehung vieler Tumorentititen. Die ersten Gene, bei denen diese Art der
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Inaktivierung identifiziert werden konnte, waren Tumorsuppressorgene wie das
Retinoblastom-Gen (Rb1) und das von Hippel Lindau (VHL) Gen (Herman et al., 1994;
Sakai et al, 1991). Inzwischen ist die Liste der Gene, die in den verschiedensten
Tumorentitiaten durch Promotorhypermethylierung inaktiviert vorliegen konnen, sehr
umfangreich. Betroffen sind unter anderem Gene des Zellzyklus, der DNA-Reparatur, des
Zellstoffwechsels, der Zell-Zell-Interaktionen, der Angiogenese und der Apoptose. Dabei
kann der Vorgang der epigenetischen Stilllegung, auch als Epimutation bezeichnet, im
Zusammenspiel mit einer Mutation oder einem LOH, sowohl den ersten als auch den
zweiten Schritt der Inaktivierung im Sinne der Two-Hit-Hypothese von Knudson
darstellen. Sogar beide Allele kdnnen gemeinsam von einer Hypermethylierung
betroffen sein. Auch in der Tumorentitit des Magenkarzinoms sind epigenetische
Veranderungen ein haufig auftretendes Phdnomen. So ist die Hypermethylierung einer
ganzen Reihe von Genen wie p144RF, h\MLH1, CDH1, APC, DCC, PTEN, CHFR, COX2, GATA4,
RARB, RUNX3, GSTP1, RASSF1A und TIMP-3 fiir das Magenkarzinom belegt (Esteller,
2007; Panani, 2008; Tamura, 2006; Vogiatzi et al, 2007). Auch die gleichzeitige
tumorspezifische Hypermethylierung der CpG-Inseln multipler Gene, bezeichnet als
,CpG island methylator phenotype“ (CIMP), wurde fiir 30-40 % der Magenkarzinome
beschrieben (An et al., 2005; Etoh et al, 2004; Toyota et al, 1999). Zusatzlich ergaben
sich in einer vorangegangen Studie, bei welcher der Methylierungsstatus sechs
verschiedener Gene in einem neoadjuvant chemotherapierten Patientenkollektiv
untersucht worden war, Hinweise sowohl auf ein schlechteres Uberleben der Patienten,
die eine hohere Methylierungsrate in den Tumoren aufwiesen, als auch auf eine
Assoziation einer stirkeren Methylierungsrate mit einem Nicht-Ansprechen auf die
neoadjuvante Chemotherapie (Napieralski et al., 2007).

Die Hypermethylierung von CpG-Inseln von Tumorsuppressorgenen ist in Tumorzellen
mit besonderen Kombinationen von Histonmodifikationen assoziiert. Es kommt in
genreichen Regionen, die Tumorsuppressorgene enthalten, zu einem Verlust der mit
aktiver Transkription assoziierten Histonmodifikationen, wie der Acetylierung der
Histone H3 und H4. Zusatzlich kommt es zu einem Zugewinn an Modifikationen, die mit
einem repressiven Chromatinstatus einhergehen, wie beispielsweise der Dreifach-
methylierung des Histons H3 an Lysinrest 27. In Bereichen des Genoms, die

beispielsweise repetitive DNA-Sequenzen und wenige Genen enthalten, kommt es in
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Gegensatz dazu zum Verlust repressiver und dem Zugewinn aktivierender
Modifikationen (siehe Abb. 1.5).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im Verlauf der Tumorprogression neben
der Akkumulation genetischer Defekte auch Verdnderungen auf epigenetischer Ebene
stattfinden. Es kommt zur Abnahme des Gesamtgehalts an methylierten Cytosinbasen,
jedoch zu einer ansteigenden Methylierung von CpG-Inseln. Auch die Verdnderungen
des Histonmodifikations-Musters nehmen im Laufe der Tumorprogression zu (Esteller,

2007).

Gen-reiche Regionen Heterochromatin-Regionen
z.B. Tumorsuppressorgene z.B. repetitive DNA

\L Zentromer

Normale Zelle

Abb. 1.5: Histonmodifikationen in normalen Zellen und Tumorzellen. Oktamere aus den Histonen H2A4,
H2B, H3 und H4 werden durch graue Zylinder dargestellt. Das gezeigte Chromatid stellt die Beziehung zur
jeweiligen chromosomalen Region der dargestellten Histonoktamere dar. Es ist die Actetylierung (griine
Kugeln) und die Di- bzw. Trimethylierung (blaue Kugeln) von Lysinresten (K) der Histone gezeigt. In
normalen Zellen sind genomische Regionen, die Promotoren von Tumorsuppressoren beinhalten,
angereichert mit Histonmodifikationen die mit aktiver Transkription assoziiert sind, wie die Acetylierung von
H3-und H4-Lysinresten (z.B. K5, K8, K9, K12, K16) und Trimethylierung von K4 des H3. In derselben Zelle sind
heterochromatische Regionen wie beispielsweise repetitive DNA Sequenzen durch Trimethylierung von K27
und Dimethylierung von K9 des H3 und der Trimethylierung von K20 des H4 charakterisiert, die als
repressive Modifikationen fungieren. In Tumorzellen kommt es zum Verlust der aktivierenden
Histonmodifikationen in den Regionen der Tumorsupressorgene und zum Verlust repressiver Histon-
modifikationen in Regionen mit repetitiven DNA-Sequenzen und umgekehrt. Modifiziert nach Esteller, 2007.
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1.2.3 Wichtige Effektoren der epigenetischen Regulation

1.2.3.1 DNA-Methyltransferasen

Das Muster der globalen Cytosin-Methylierung wird durch ein komplexes Zusammen-
spiel von mindestens drei unabhidngig voneinander im Genom codierten DNA-
Methyltransferasen (DNMTs) sichergestellt: DNMT1, DNMT3a und DNMT3b (Robertson,
2001). Dabei gelangt das zu modifizierende Cytosin in das aktive Zentrum des Enzyms,
woraufthin eine Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) auf die C5 Position des
Cytosins uUbertragen wird (Goll et al.,, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass DNMT1 eine
ca. 10- bis 40-fach hohere Praferenz fiir hemimethylierte DNA aufweist (Pradhan et al,
1999) und an den Replikationsgabeln mit PCNA (proliferating cell nuclear antigen), dem
Prozessivitatsfaktor der DNA Polymerase 6 interagiert. Demzufolge wird angenommen,
dass DNMT1 hauptsachlich fiir die Aufrechterhaltung der Methylierungsmuster tiber die
Zellteilungen hinweg zustidndig ist und wird daher als maintainance DNA-Methyl-
transferase bezeichnet. Im Gegensatz dazu wird vermutet, dass DNMT3a und DNMT3b
fiir die de novo Methylierung, also die Methylierung von zuvor unmethylierten CpG
Dinukleotiden verantwortlich sind (Okano et al, 1999). Es wurden jedoch auch
tiberlappende Funktionen der Proteine beschrieben (Rhee et al., 2000; Rhee et al., 2002;
Robertson et al,, 2000). Fiir eine weitere DNA-Methyltransferase, DNMT2, wurde bisher
in vitro nur eine sehr geringe Fahigkeit zur Methylierung von DNA nachgewiesen, sie
scheint allerdings in die Methylierung von tRNA involviert zu sein (Gibney et al, 2010;
Goll et al,, 2005). In der Maus konnte unter Verwendung eines homozygoten Knockout-
Modells gezeigt werden, dass DNMT1, DNMT3a und DNMT3b fir die normale
embryonale Entwicklung notwendig sind.

DNA-Methyltransferasen enthalten eine C-terminale katalytische Domadne, die sich
durch die Anwesenheit von 5 konservierten Aminosduremotiven (I, IV, VI, IX, X)
auszeichnet und sowohl fiir die DNA-Bindung als auch die SAM-Bindung zustdndig ist.
Die N-terminale regulatorische Domdne von DNMT1 beinhaltet eine Bindestelle fiir
PCNA (PBD), ein NLS (nuclear localisation signal), ein cysteinreiches Zink-Finger DNA-

Bindemotif (ATRX) und eine Domaine fiir die Interaktion mit den Replikations-Foci
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(Robertson, 2001). In Abb. 1.6 ist der strukturelle Aufbau der DNA-Methyltransferasen
dargestellt.

In welcher Weise die DNMTs zur verdanderten Methylierung in Tumoren beitragen ist
bisher noch nicht vollstindig geklirt, aber eine Uberexpression der DNA-
Methyltransferasen konnte bereits in verschiedene Tumorentititen einschlief}lich dem
Magenkarzinom nachgewiesen werden (Amara et al, 2010; Etoh et al., 2004; Girault et

al,2003; Lietal, 2003; Peng et al., 2005; Qu et al., 2010; Saito et al., 2003).

Regulatorische Doméne Katalytische Domane
Konservierte
Methyltransferase Motive
SAM
Bindung
DNA
KGm Katalyse Blndung
DNMT1 [ ] - I iz»:f
PBD Interaktion Cys- ~vs-reich I IV VI XX
mit
Replikations
-Foci

SUTIERN o |

IV VI
Regulatorische Doméne Katalytische Domane
DNMT3a [ -4 1L 11 11

ATRX

[ IV VI IXX

Cys- relch

Abb. 1.6: Struktur der humanen DNA-Methyltransferasen (DNMTs). DNMT1, 3a und 3b zeigen eine
regulatorische und eine katalytische Domdne. Konservierte Motive, die an der Katalyse beteiligt sind, sind
durch schwarze Rechtecke gekennzeichnet (rémische Ziffern). KG;): Verkniipfung der Domdnen durch sieben
Lysin-Glycin Wiederholungen. Die N-terminale regulatorische Domdne von DNMT1 beinhaltet eine
Bindestelle fiir PCNA (PBD), ein NLS (nuclear localisation signal) ein cysteinreiches Zink-Finger DNA-
Bindemotif (ATRX) und eine Domdne fiir die Interaktion mit den Replikations-Foci. Modifiziert nach
Robertson, 2001.
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1.2.3.2 Histondeacetylasen

Die Histondeacteylasen (HDACs) regulieren gemeinsam mit ihren Gegenspielern den
Histonacetyltransferasen (HATs) den Acetylierungsstatus von Lysinresten der Histon-
proteine. Die Familie der Histondeacetylasen besteht aus 18 Genen, die basierend auf
der Homologie zu ihren entsprechenden Orthologen in der Hefe, in vier verschiedene
Gruppen (Klasse I-1V) eingeteilt werden (de Ruijter et al., 2003; Kristensen et al., 2009).
Die Klasse I, bestehend aus HDAC1, 2, 3 und 8, ist mit Ausnahme von HDAC3 primar im
Zellkern lokalisiert. HDACs der Klasse Il (HDAC4; 5, 6, 7,9, 10) sind in der Lage zwischen
Nukleus und Zytoplasma zu pendeln (Witt et al, 2009). Die Klasse III besteht aus SIRT1
bis SIRT7 und wird in verschiedenen Zellkompartimenten gefunden. Die Klasse IV
besteht aus nur einem Vertreter (HDAC11) und weist Eigenschaften sowohl der Klasse I
als auch der Klasse Il HDACs auf. Als Kofaktor fiir ihre Aktivitat benétigen die Klassen I,
Il und IV ein Zink-lon (Zn?*), wohingegen die Klasse III, die Sirtuine, NAD+ als Kofaktor
benotigt. Das aktive Zentrum der Klassen I, II und IV besteht aus einer zylindrischen
Tasche, die ein Zink-Ion und ein einzelnes Wassermolekiil beinhaltet und mit dem zu
modifizierende Lysinrest bei der Deacetylierung interagiert (Wang et al, 2005). Neben
ihrer Funktion bei der Acteylierung von Histonproteinen, zeigen immer mehr Studien,
dass HDACs auch an der Acetylierung der Lysinresten von nicht-Histonproteinen wie
beispielsweise p53, c-Myc, NFkB und HSP90 beteiligt sind (Chen et al., 2001; Gu et al,
1997; Kovacs et al., 2005; Patel et al., 2004).

Die am besten charakterisierten HDAC-Isoformen sind HDAC1 und HDAC2.
Untersuchungen von Knockout-Maus-Modellen zeigen, dass die Histondeacetylasen
HDAC1 und HDAC2 eine wichtige Rolle in der Differenzierung spielen, da die genetische
Deletion der Gene im embryonalen oder aber perinatalen Stadium zum Tode fiihrt (Lane
et al, 2009). HDAC1 und HDAC2 werden in normalem Gewebe ubiquitdr exprimiert,
aber eine verstarkte Expression wurde in Magenkarzinomen und in verschiedenen
anderen Tumorentititen festgestellt und war zum Teil auch mit einer schlechten
Prognose fiir die Patienten assoziiert (Choi et al, 2001; Fritzsche et al, 2008; Nakagawa
et al, 2007; Suzuki et al.,, 2009; Weichert et al., 2008a; Weichert et al., 2008b; Weichert
et al,, 2008c; Weichert et al.,, 2008d).
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1.2.3.3 Polycombproteine

Die Familie der Polycombproteine (PcG) stellt eine weitere Gruppe der epigenetischen
Regulatoren dar, die als Multikomponentenkomplexe vorliegen und wie auch die DNA-
Methyltransferasen und Histondeacetylasen an der transkriptionellen Stilllegung von
Genen beteiligt sind. Die Forschung der letzen zehn Jahre hat dabei zwei Hauptkomplexe
der Polycombproteine identifiziert, die als PCR1 (polycomb repressive complex 1) und
PCR2 (polycomb repressive complex 2) bezeichnet werden. Obwohl die Polycomb-
proteine hautsachlich fiir ihre Rolle bei der Regulation der Hox Gene in Drosophila
melanogaster und damit bei der Ausbildung der Anterior-Posterior-Achse dieser Tiere
bekannt waren, konnte einige Vertreter der Polycombproteine in Sdugetieren mit der
Kontrolle der Zellproliferation und der Entstehung von Neoplasien in Zusammenhang

gebracht werden (Simon et al.,, 2009; Sparmann et al., 2006; Valk-Lingbeek et al., 2004).

1.2.3.3.1 BMI-1

Eine Hauptkomponente des PCR1, BMI-1 (B-cell-specific molony murine leukemia virus
integration site 1) wurde als Onkogen identifiziert, das mit MYC bei der Initiierung von
Lymphomen kooperiert (Haupt et al, 1991). Inzwischen ist bekannt, dass BMI-1 an
einer Vielzahl von biologischen Prozessen wie Embryonalentwicklung, Organbildung,
Selbsterneuerung von Stammzellen, Differenzierung und eben auch der Tumor-
entstehung beteiligt ist (Dimri et al, 2002; Godlewski et al, 2008; Jiang et al,, 2009).
AufRerdem konnte in verschiedenen Tumorentititen bereits eine Uberexpression von
BMI-1 nachgewiesen werden (Kim et al, 2004; Liu et al, 2008; Song et al, 2006;
Vonlanthen et al,, 2001).

1.2.3.3.2 EZH2

Ein weiteres den Polycombproteinen zugehoriges Protein ist EZH2 (enhancer of zeste
homolog 2), die katalytische Untereinheit und damit Hauptkomponente des PCR2. EZH2
fungiert als Histonmethyltransferase, deren Zielstruktur der Lysinrest 27 des Histons
H3 darstellt (Simon et al, 2008). Wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, ist diese Art der
Histonmodifikation in malignen Zellen in der Promotorregion von Tumorsuppressor-

genen zu finden und ist mit einer repressiven Chromatinstruktur assoziiert. Auferdem
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konnte fiir EZH2 eine direkte Interaktion mit allen drei funktionellen DNA-
Methyltransferasen (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) gezeigt werden, wodurch diese an
EZH2-Zielpromotoren rekrutiert werden, was in der Folge zur Stilllegung der Zielgene
fiihrt (Vire et al, 2006). Auch eine Uberexpression von EZH2 konnte in verschiedenen
Tumoren gezeigt werden (Kleer et al., 2003; Raman et al, 2005; Varambally et al., 2002).
Im Gegensatz dazu konnten in Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom somatische
Mutationen von EZH2 detektiert werden, die vermutlich zu einem Funktionsverlust des
Proteins fiihren (Nikoloski et al, 2010). Gemeinsam mit der Beobachtung, dass andere
Komponenten der PCR1 und PCR2Z Komplexe in der Lage sind eine Stilllegung der
mitogenen JAK-STAT- und Notch-Signalwege zu vermitteln, liefert dies Hinweise darauf,
dass EZH2 ebenso als Tumorsuppressor fungieren kann (Classen et al, 2009; Martinez

etal, 2009).

1.2.4 Epigenetisch aktive Therapeutika

Epigenetische Mechanismen wie die Methylierung von DNA und die Modifikation von
Histonproteinen sind in der Lage die Chromatinstruktur zu regulieren und letztendlich
die Expression genetischer Information zu steuern. Die kovalenten Modifikationen der
DNA und der Lysinreste der Histone ist dabei so stabil, dass sie liber die Zellteilungen
hinweg von Zelle zu Zelle weitergegeben werden. Anders als bei Mutationen, die passiv
durch die Replikation der DNA weitergegeben werden, miissen jedoch Modifikationen
wie DNA-Methylierung oder Histonmodifikationen aktiv aufrechterhalten werden und
sind potentiell reversibel (Bird, 2002). Die Reversibilitat der epigenetischen Information
macht diese aus klinischer Sicht zu einem hochst attraktiven Ziel fiir eine therapeutische
Intervention (Lyko et al, 2005). Dies fiihrte zu einer intensiven Suche nach neuen
Medikamenten mit der Fahigkeit fehlerhafte Modifikationen pharmakologisch zu
korrigieren und dadurch in Tumoren die Reexpression von Proteinen zu ermdglichen,
die sowohl Apoptose und Differenzierung induzieren als auch die Zellproliferation

inhibieren (Kristensen et al., 2009).



EINLEITUNG 23

1.2.4.1 DNA-Methyltransferase-Inhibitoren

Einen wichtigen Angriffspunkt fiir die epigenetische Intervention stellen die DNA-
Methyltransferasen dar. Das epigenetisch aktive Therapeutikum Decitabin (5-Aza-
2‘deoxycytidin, DAC; Abb. 1.7 A), ein Nukleosidanalogon, inhibiert DNA-Methyl-
transferasen und befindet sich bereits in der klinischen Anwendung. Decitabin ist von
der FDA (US Food and Drug Administration) fiir die Behandlung des Myelodysplastischen
Syndroms zugelassen (Warlick et al., 2007).

Die antineoplastische Wirkung von Decitabin beruht auf dessen Einbau in neu
synthetisierte DNA-Strange, weswegen Decitabin auch als S-Phasen-spezifisches Agens
bezeichnet wird (Momparler, 2005). Alle drei aktiven DNA-Methyltransferasen (DNMT1,
DNMT3a, DNMT3b) binden wahrend des Methylierungsvorgangs kovalent mit ihrem
aktiven Zentrum an das als Triphosphat in die DNA eingebaute Decitabin, wodurch es zu
einer irreversiblen Hemmung der DNMT-Aktivitat kommt. Dabei hat Decitabin einen
dualen Wirkmechanismus: Die Verabreichung von hohen Dosen Decitabin wirkt
zytotoxisch. Es kommt zu einer grofden Anzahl von DNA-DNMT-Addukten, was zu einer
Inhibierung der DNA-Synthese flihrt und damit den Tod der betroffenen Zelle zur Folge
hat (Issa et al,, 2009; Lyko et al., 2005). Niedrigere Dosen fithren dazu, dass die DNA-
DNMT-Addukte aus der DNA ausgeschnitten und im Proteasom degradiert werden
(Ghoshal et al.,, 2005; Issa et al, 2009). Dies resultiert in einer Verringerung der zur
Verfligung stehenden DNA-Methyltransferasen und fithrt somit zur Hypomethylierung
der neusynthetisierten DNA.

Sowohl die Hypomethylierung der DNA als auch die Reexpression verschiedener Gene
konnte bereits in vitro und in vivo als Konsequenz einer Decitabin-Behandlung
nachgewiesen werden (Bender et al, 1998; Daskalakis et al, 2002; Issa et al., 2005;
Jabbour et al., 2008). Ein Problem bei der Anwendung von Decitabin ist seine chemische
Instabilitat in Wasser und die geringe Halbwertszeit, was die Verabreichung in vielen
Zyklen notig macht um den gewiinschten Effekt zu erzielen. Ein weiteres Problem
stellen auch Nebenwirkungen dar, wie etwa eine starke Neutropenie, die bei der
Anwendung von Decitabin beobachtet wird (Issa et al,, 2009).

Ein anderer DNMT-Inhibitor mit dem Namen Zebularin (1-[B-D-ribofuranosyl]-1,2-
dihydropyrimidin-2-1, Abb. 1.7 B), der auch ein Nukleosidanalogon darstellt, befindet
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sich noch in der praklinischen Erprobung (Kristensen et al, 2009). Im Vergleich zu
Decitabin ist er stabiler in wassrigen Losungen und weist eine deutlich ldngere
Halbwertszeit auf, was den Einsatz als oral verabreichtes Therapeutikum moglich
machen konnte (Yoo et al, 2004). Die Fahigkeit zur Demethylierung von DNA und zur
Reexpression verschiedener Gene, einhergehend mit einer geringeren Toxizitat, konnte
fiir Zebularin sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt werden (Holleran et al., 2005). Fir
Zebularin ist neben der Wirkung als Inhibitor der DNA-Methyltransferasen auch eine
Wirkung als Inhibitior der Cytidin-Deaminase beschrieben, was mdoglicherweise auf ein
anderes Wirkungsspektrum dieses Inhibitors hinweist (Yoo et al, 2004).

Sowohl fir Decitabin als auch fiir Zebularin zeigen sich in vitro Hinweise auf eine
synergistische Wirkung mit klassischen Chemotherapeutika wie beispielsweise
Cisplatin, was die Moglichkeit der Anwendung von kombinierten Therapieschemata

nahelegt (Qiu et al, 2005; Suzuki et al, 2007; Zhang et al., 2006b).
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Abb. 1.7: DNA-Methyltransferase-Inhibitoren. Strukturformeln von Decitabin (A) und Zebularin (B)

1.2.4.2 HDAC-Inhibitoren

Die pharmakologische Manipulation der Histondeacetylasen ist eine weitere Moglichkeit
auf epigenetische Modifikationen Einfluss zu nehmen. Im Moment befinden sich HDAC-
Inhibitoren, unter anderem aus den Stoffklassen der kurzketteigen Fettsduren, der
Hydroxaminsauren und der Benzamide, in verschieden Stadien der praklinischen und
klinischen Erprobung (Kristensen et al.,, 2009). SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid,
Vorinostat, Abb. 1.8 A) ist der bisher einzige von der FDA fiir die Behandlung einer
Tumorerkrankung zugelassene Histondeacetylase-Inhibitor und wird in der Therapie

des kutanen T-Zell-Lymphoms eingesetzt (Mann et al., 2007).



EINLEITUNG 25

Die meisten HDAC-Inhibitoren so wie auch SAHA wurden so synthetisiert, dass sie mit
der katalytischen Domadne der Histondeacetylasen interferieren. SAHA wird als Pan-
HDAC-Inhibitor bezeichnet, weil er, wie auch die anderen HDAC-Inhibitoren aus der
Gruppe der Hydroxaminsduren durch die Bindung des Zink-Ions, das fiir die katalytische
Funktion des Proteins notwendig ist, alle Zink-abhangigen HDACs und somit die Klassen
I, Il und IV inhibiert (Kristensen et al, 2009). Die kurzkettige Fettsdaure Valproinsdure
(VPA, Abb. 1.8 B), die in der klinischen Praxis seit langerem bei Epilepsie und manisch-
depressiven Erkrankungen eingesetzt wird, wurde erst deutlich spater als HDAC-
Inhibitor identifiziert (Gottlicher et al, 2001). Seit dieser Entdeckung zeigen
verschiedene Untersuchungen eine starke antineoplastischen Wirkung von VPA sowohl
in praklinischen als auch in klinischen Studien (Duenas-Gonzalez et al., 2008).

Die Wirkung der HDAC-Inhibitoren ist in beiden Fallen vielfaltiger Natur. Es kommt zu
einem Anstieg der Histonacetylierung in der Zelle auf globaler aber auch auf
genspezifische Ebene (Li et al, 2005). Sowohl in vitro als auch in vivo konnte fiir die
Behandlung mit HDAC-Inhibitoren eine antiproliferative Wirkung wie auch eine
differenzierende Wirkung nachgewiesen werden (Butler et al, 2000; Minucci et al,
2006). Aufderdem zeigten verschiedene Untersuchungen eine tumorspezifische
Induktion von proapoptotischen Signalwegen (Insinga et al., 2005). Neben der Wirkung
auf Histone, werden durch HDAC-Inhibitoren auch Nicht-Histon-Proteine beeinflusst.
Eine Hyperacetylierung von p53 beispielsweise, tragt zu dessen Stabilisierung bei,
wodurch ein Zellzyklus-Arrest eingeleitet wird. Ein weiteres Beispiel ist das
proangiogenetische Molekiil HIF-1a, dessen Acetylierung die Degradation des Proteins
zu Folge hat (Lane et al.,, 2009).

Wie fir die DNMT-Inhibitoren bereits beschrieben, konnte in vitro auch fir die HDAC-
Inhibitoren gezeigt werde, dass Zellen mit ihrer Hilfe fiir die Behandlung mit anderen
Chemotherapeutika sensitiviert werden konnen, was die Grundlage fiir die Entwicklung

von kombinatorischen Therapieschemata darstellt (Kim et al., 2003; Lin et al., 2008).
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Abb. 1.8: Histondeacetylase-Inhibitoren. Strukturformeln von SAHA (A) und VPA (B).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Lokal fortgeschrittene Magenkarzinome werden haufig mit einer auf Cisplatin und 5-FU
basierenden Chemotherapie behandelt, wobei die Ansprechrate relativ gering ist.
Epigenetische Alterationen, die DNA-Methylierung und Histonmodifikationen betreffen,
sind eng mit der humanen Karzinogenese verbunden. Sie verandern die Chromatin-
struktur und Transkription und koénnen den Effekt DNA-schiadigender Chemo-

therapeutika beeinflussen.
Ziel dieser Arbeit war es,

1. die prognostische und pradiktive Bedeutung der Expression epigenetischer
Effektorproteine wie der DNA-Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3b, der Histon-
deacetylasen HDAC1 und HDAC2 und der Polycombproteine BMI-1 und EZH2 fiir
neoadjuvant chemotherapierte Magenkarzinome anhand von pratherapeutischen

Biopsien zu untersuchen.

2. spezifische Gene, die in der Tumoranalyse eine Assoziation mit dem Therapie-
ansprechen zeigten, in vitro auf einen funktionellen Zusammenhang mit der Chemo-

sensitivitat zu iiberprifen.

3. die potentielle Anwendbarkeit von epigenetisch aktiven Chemotherapeutika wie den
DNA-Methyltransferase-Inhibitoren DAC und Zebularin und den Histondeacetylase-
Inhibitoren SAHA und VPA als alternative Therapieoptionen fiir Magenkarzinom-

patienten anhand von Untersuchungen an Magenkarzinomzelllinien zu evaluieren.
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2 MATERIAL

2.1 Tumormaterial

2.1.1 Gewebe

Fiur die retrospektive, explorative Analyse zur prognostischen und pradiktiven
Bedeutung von epigenetisch relevanten Proteinen fiir das Magenkarzinom standen 127
pratherapeutische Biopsien von Magenkarzinompatienten zur Verfligung, die im
Zeitraum zwischen 1994 und 2006 am Klinikum rechts der Isar der Technischen
Universitait Miinchen mit einer neoadjuvanten, auf Cisplatin und 5-FU basierenden
Chemotherapie behandelt worden sind. Die Biopsien wurden unter standardisierten
Bedingungen im Routinebetrieb des Institutes fiir allgemeine Pathologie und
Pathologische Anatomie in Formalin fixiert, in Paraffinblocke eingegossen und
archiviert. Die Verwendung des Gewebes wurde vom lokalen Ethik-Komitee des
Institutes genehmigt. Fiir die Untersuchungen wurden Biopsieblocke von Patienten
ausgewahlt, die bestimmte Einschlusskriterien erfiillen. Es wurden Patienten mit lokal
fortgeschrittenen Magenkarzinomen (Tumor-Kategorie cT3 und cT4) eingeschlossen,
die mehr als 50 % der vorgesehenen Chemotherapie-Dosis von zwei Therapiezyklen
erhalten haben. Ein zusadtzliches Einschlusskriterium war die Verfiigbarkeit einer
ausreichenden Menge Gewebe fiir die Analyse. Bei den eingeschlossenen Patienten
handelt es sich um ein gut charakterisiertes Kollektiv, bei dem die klinischen Daten
ausfiihrlich erfasst und dokumentiert sind. Um zu zeigen, dass die ausgewahlten Falle
einen reprasentativen Querschnitt aus allen 347 im beschrieben Zeitraum behandelten
Patienten darstellen, wurde die Verteilung der klinischen und histopathologischen

Parameter verglichen, wobei keine signifikanten Unterschiede festgestellt wurden.
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2.1.2 Prdoperative Chemotherapie

Das Behandlungsprotokoll von 120 Patienten bestand aus Cisplatin (50 mg/m?2
Korperoberflache) in Woche 1, 3 und 5, Leucovorin (500 mg/m?2 Korperoberflache) und
5-FU (2000 mg/m? Korperoberfliche) in Woche 1, 2, 3, 4, 5 und 6. Zwei Patienten
erhielten zuséatzlich Epirubicin (30 mg/m?2 Koérperoberflache) in Woche 2, 4 und 6. Bei

finf Patienten wurde Cisplatin durch Oxaliplatin (85 mg/m? Koérperoberflache) ersetzt.

2.1.3 Beurteilung des Therapieansprechens

Ein Endpunkt der Untersuchung war das Ansprechen (Respons) der Patienten auf die
neoadjuvante chemotherapeutische Behandlung. Fur alle Patienten lagen Daten zum
Therapieansprechen vor, die sowohl basierend auf einer histopathologischen als auch
einer Kklinischen Evaluation unter standardisierten Bedingungen erhoben wurden
(Becker et al, 2003; Ott et al, 2003b). Gemafd der histopathologischen Respons-
beurteilung wurden alle Patienten, deren Resektat weniger als 10 % residuale
Tumorzellen enthielt, was dem Regressionsgrad 1 nach Becker entspricht, als histo-
pathologische Responder Kklassifiziert. Der Prozentsatz der residualen Tumorzellen
bezieht sich dabei auf die Ausdehnung des Tumorbetts. Patienten die einen Regressions-
grad 2 (10-50 % residuale Tumorzellen) oder Regressionsgrad 3 (> 50 % residuale
Tumorzellen) aufwiesen oder deren Tumor sich wiahrend der Behandlung vergrofderte,
wurden als Nonresponder eingestuft. Fiir die Beurteilung des klinischen Ansprechens
wurden Daten aus computertomographischen und endoskopischen Untersuchungen
zugrundegelegt. Patienten, die eine Reduktion des Primartumors um mindestens 50 %
aufwiesen, wurden als klinische Responder eingestuft, alle iibrigen Patienten als

klinische Nonresponder.

2.1.4 Bestimmung des Gesamtiiberlebens und der Nachbeobachtungszeit

Neben dem Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie stellt das
Gesamtiiberleben der Patienten einen weiteren Endpunkt der Untersuchung dar. Dabei

wurde das Gesamtiiberleben definiert als der Zeitraum zwischen dem ersten Tag der
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chemotherapeutischen Behandlung und dem Tod bzw. dem letzten Nachsorgetermin.
Das mediane Uberleben der Kollektivs wurde mit Hilfe der Kaplan-Meier Uberlebens-
analyse bestimmt. Der Nachbeobachtungszeitraum wurde definiert als der Zeitraum
zwischen dem ersten Tag der Chemotherapie dem letzten Nachsorgetermin. Die
mediane Nachbeobachtungszeit des Patientenkollektivs wurde mit Hilfe der reversen

Kaplan-Meier-Analyse berechnet.

2.2 Magenkarzinomzelllinien

Die Magenkarzinomzelllinien MKN28, MKN45, AGS und KATOIIl wurden aufgrund ihres

publizierten unterschiedlichen Methylierungsstatus ausgesucht (Yamashita et al., 2006).

MKN28

Herkunft Dr. Wacheck, Fachbereich fiir klinische Pharmakologie
(Medizinische Universitat Wien)

Ursprung Lymphknotenmetastase eines intestinales Magenkarzinoms
einer 70-jahrigen Frau

histologischer Subtyp moderat differenziertes, tubuldares Adenokarzinom

des Primartumors

Morphologie
liberpriifte Mutationen
MKN45

Herkunft

Ursprung
histologischer Subtyp
des Primartumors

Morphologie

tiberpriifte Mutationen

epithelial; adharent; pflastersteinartig; bildet dichte, scharf
abgegrenzte Kolonien

TP53 Mutation in Exon 7 (¢.751A>C; p.I1251L)
(Yokozaki, 2000)

Prof. Ebert, II. Medizinische Abteilung, Klinikum rechts der
Isar, Miinchen

Lebermetastase eines diffusen Magenkarzinoms einer 62-
jahrigen japanischen Frau

schlecht differenziertes Adenokarzinom

epithelial; wachst adharent; kugelig bis spindelférmig; bildet
lockere, traubenartige Kolonien

CDH1 Mutation in Exon 6 (c.821_832del12; p.G273_P276del)
(Oda et al., 1994; Yokozaki, 2000)
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AGS
Herkunft
Ursprung

histologischer Subtyp
des Primdrtumors

Morphologie

liberpriifte Mutationen

KATOIII
Herkunft
Ursprung

histologischer Subtyp
des Primartumors

Morphologie

tiberpriifte Mutationen

European Collection of Cell Culture (ECACC, Port Down, UK)

Primartumor eines diffusen Magenkarzinoms einer 54
jahrigen kaukasischen Frau

schlecht differenziertes Adenokarzinom

epithelial; adharent; eckig; bildet enge Kolonien ohne scharfe
Abgrenzung

K-RAS Mutation in Exon 2 (c.35G>A, p.G12D)

CTNNB1 Mutation in Exon 3 (c.101G>A; p.G34E)

CDH1 Mutation in Exon 12 (c.1733_1734insC; p.G579fs*9)
(Bamford et al., 2004)

European Collection of Cell Culture (ECACC, Port Down, UK)

Pleuraerguss eines diffusen Magenkarzinoms eines 55
jahrigen asiatischen Mannes

schlecht differenziert; Siegelringzellkarzinom

spharisch; ca. 70% adharent, 30% in Suspension; kugelig;
bildet lockere Gruppen

CDH1 Mutation in Exon 7 (c.1008G>A; p.E336E)
(Oda et al.,, 1994; Yokozaki, 2000)

KATOIII

Abb. 2.1: Morphologie der Magenkarzinomzelllinien MKN28, MKN45, AGS und KATOIII. Gezeigt sind
phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien unter den iiblichen Kultivierungsbedingungen
unter Verwendung des Mikroskops Axiovert 135 und eines 10 x Objektivs (oberes Panel) bzw. eines 32 x
Objektivs (unteres Panel). Der Mafsstabsbalken entspricht 100 um.
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Lentiviral transduzierte AGS

Die Zelllinie AGS wurde von der Firma Sirion Biotech (Martinsried) lentiviral mit drei
verschiedenen shRNA-Konstrukten transduziert, von denen eine zur mRNA von DNMT1
komplementdre shRNA generiert wird (shl, sh2, sh3). Auferdem wurde als Kontrolle
ein Konstrukt transduziert, welches eine Sequenz beinhaltet, die zu keiner bekannten
menschlichen mRNA-Sequenz komplementir ist (C). Fiir die Herstellung der
transduzierten AGS Zellen wurden lentivirale Transduktionspartikel von Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA) mit den folgenden Identifikationsnummern verwendet: SHC002V (C),
NM_001379.1-1577s1cl (sh1l), NM_001379.1-1687s1cl (sh2) und NM_001379.1-
3168s1cl (sh3). Zellen, welche die shRNA Konstrukte stabil exprimieren, wurden durch
eine dreitagige Selektion in 2,5 pg/ml puromycinhaltigem Medium generiert.

In der folgenden Abbildung ist die Vektorkarte der Konstrukte ohne das spezifische

Insert gezeigt:

\00%n :
Sense Strand N Antisense Strand

o CCOGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTCOAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT T —
o GGCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGCTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNASALS s—

(W) Psi pLKO.1-puro

RSV/S' LTR | 7,091:5p

Sense Strand

5 %
3 uU 5

Antisense Strand

Abb. 2.2: Karte des Vektorgrundgeriists pLKO.1-puro von Sigma Aldrich. cppt: Zentraler Polyuridin
Abschnitt; hPGK: Humaner Phosphoglyceratkinasepromoter; puroR: Puromycin-Resistenzgen fiir die
Selektion in Mammaliazellen; SIN/LTR: 3' sich selbst inaktivierendes LTR (long terminal repeat); f1 ori: f1
Replikationsursprung; ampR: Ampicillin-Resistenzgen fiir die Selektion in Bakterien; pUC ori: pUC
Replikationsursprung; 5' LTR: 5" long terminal repeat; Psi: RNA Pack-Signal; RRE: Rev Respons Element.
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Die jeweiligen in die transduzierten Konstrukte integrierten Sequenzen sind in Tab. 2.1

aufgefiihrt.

Tab. 2.1: Sequenzen der verwendeten shRNA Inserts

Identifikationsnummer Bezeichnung  Sequenz 5'—»3’

SHCO002V C CCG GCA ACA AGA TGA AGA GCA CCA ACT CGA
GTT GGT GCT CTT CAT CTT GTT GTT TTT

NM_001379.1-1577s1cl  shl CCG GCG TCT CTT GAA GGT GGT GTT ACT CGA
GTA ACA CCA CCT TCA AGA GACGTT TTT

NM_001379.1-1687s1cl  sh2 CCG GGC CGA ATA CAT TCT GAT GGA TCT CGA
GAT CCA TCA GAA TGT ATT CGG CTT TTT

NM_001379.1-3168s1cl  sh3 CCG GCG ACT ACA TCA AAG GCA GCA ACT CGA

GTT GCT GCC TTT GAT GTA GTCGTT TTT

2.3 Antikoérper

2.3.1 Primarantikorper

polyklonaler AK Ziege-Anti-DNMT1 Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
#sc-10219

monoklonaler AK Maus-Anti-DNMT3b Imgenex (San Diego, USA)
Klon 52A1018
# IMG-184A

polyklonaler AK Kaninchen-Anti-HDAC1 Abcam (Cambridge, UK)
#ab15316

monoklonaler AK Maus-Anti-HDAC2 Abcam (Cambridge, UK)
#ab12169

monoklonaler AK Maus-Anit-BMI1 Upstate/Millipore (Billerica, USA)
Klon F6
# 05-637

polyklonaler AK Kaninchen-Anti-EZH2 Zymed/Invitrogen (Carlsbad, USA)
# 36-6300

monoklonaler AK Maus-Anti-3-Aktin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Klon AC-15
# A5441
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2.3.2 Sekundirantikorper

Ziege-Anti-Kaninchen IgG, HRP-gekoppelt
#7074

Schaf-Anti-Maus IgG, HRP-gekoppelt
# NA931

Kaninchen-Anti-Ziege 1gG, HRP-gekoppelt
# ab6741

2.4 Enzyme

AmpliTaq Gold®

Proteinase K

RNase Inhibitor RNaseOUT™
Restriktionsenzym Hhal

Reverse Transkriptase Superscript [I™

Thrombin

2.5 Primer und Sonden

Cell Signaling (Davers, USA)

Amersham (Braunschweig)

Abcam (Cambridge, UK)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden im Helmholtz-Zentrum Miinchen (Miinchen-

Neuherberg) mit einem Applied Biosystems 394 DNA/RNA-Synthesizer hergestellt oder

stammen von Sigma-Aldrich (St. Louis,

USA) und wurden in nukleasefreiem

Chromatographiewasser (Merck, Darmstadt) gelost und verdiinnt. Die Stammlésung

sowie eine 20 pmol/pl Gebrauchslosung wurden bei -20 °C gelagert. Primer/Sonden-

Mischungen fiir die real-time PCR wurden gebrauchsfertig von Applied Biosystems

(Foster City, USA) bezogen und ebenfalls bei -20 °C gelagert.
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Tab. 2.2: Sequenzen der Primer fiir den Nachweis von Mycoplasmen (Uemori et al. 1992)

Primerbezeichnung Sequenz 5'—3’

Myco-Fw1 ACA CCA TGG GAG CTG GTA AT
Myco-Fw1t ACA CCA TGG GAG TTG GTA AT
Myco-Rev1 CTT CAT CGA CTT TCA GAC CCA AGG CAT

Myco-Rev1tt
Myco-Revlcat
Myco-Revlac

CTT CTT CGA CTT TCA GAC CCA AGG CAT
CCT CAT CGA CTT TCA GAC CCA AGG CAT
CTT CAT CGA CTT CCA GAC CCA AGG CAT

Myco-Fw?2
Myco-FwZ2a
Myco-FwZ2cc
Myco-Rev2
Myco-Rev2ca
Myco-Rev2at

GTT CTT TGA AAA CTG AAT
ATT CTT TGA AAA CTG AAT
GCT CTT TCA AAA CTG AAT
GCATCC ACC AAAAACTCT
GCATCCACCACA AACTCT
GCATCCACCAAATACTCT

Tab. 2.3: Sequenzen der Primer fiir den Nachweis PDHB (Grillo et al.,, 1990)

Primerbezeichnung Sequenz 5'—>3’
PDHB-Fw CTT CCA CAG CCC TCG ACT AA
PDHB-Rev GGT ATG GAT GAG GAC CTG GA

Tab. 2.4: Primer und Sonden fiir die quantitative Real Time PCR

Gen Sequenz 5'—3’ oder Assay ID Markierung
18srRNA  18s-Fw CCC TGT AAT TGG AAT GAG TCC AC
18s-Rev GCT GGA ATT ACC GCG GCT
18s-Sonde TGC TGG CAC CAG ACT TGC CCT C 5" 6-FAMa
3" TAMRAP
DNMT1 20x Primer/Sonden-Mix TaqMan® Gene Expression Assay 5" 6-FAMa
Hs00945900_g1 3" NFQe
DNMT3b 20x Primer/Sonden-Mix TaqMan® Gene Expression Assay 5" 6-FAM
Hs01003405_m1 3" NFQe

a 6-FAM-Phosphoradamit; P 6-Carboxyl-Tetramethylrhodamin; ¢ non-fluorescent quencher

Tab. 2.5: Primer fiir die direkte Sequenzierung

Gen Exon Primer Sequenz 5'—3’
CDH1 6 Fw CTT CCT CAT CAG AGC TCA AGT CAC
Rev TGG GTC CAA AGA ACC TAA GAG TC
7 Fw AGC TTG TCT AAA CCT TCATC
Rev GCT TAG ACC ATC ACT GTATT
12 Fw TGG GGA TTC ATT ACT GTT GC
Rev GCA TGG CAG TTG GAG CAA AG
CTNNB1 3 Fw CTAATG CTAATACTGTTT CG
Rev TGA CTT TTA GTA AGG CAA TC
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Gen Exon Primer Sequenz 5'—>3’
K-RAS 2 Fw GGT GGA GTATTT GAT AGT GTA TTA ACC
Rev CCT CTATTG GAT CAT ATT CG
TP53 7 Fw CCA AGG CGC ACT GGC CTC ATC
Rev CAG AGG CTG GGG CAC AGC AGG

2.6 Grofdenstandards

DNA Marker HAE 111

Dual Color Precision Plus Protein™ Standard

Fermentas (St. Leon-Roth)
Bio-Rad (Hercules, USA)

2.7 Kommerzielle Analysesysteme und vorgefertigte Losungen

Avidin/Biotin Blocking Kit

CASYton®
Cell Proliferation Kit II (XTT)

Dako REAL™ Detection System, Peroxidase/
DAB*, Rabbit/ Mouse

Diff-Quik Farbeset

Gene Scan - 500 ROX size Standard
Natriumpyruvatlosung
Penicillin/Streptomycin-Losung

Phase Lock Gel™ (light)
Proteaseinhibitor Tabletten Complete Mini
Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Protein-Standard II (1,48 mg BSA/ml)
QIAquick® PCR Purification Kit

gPCR Core Kit

RNeasy® Mini Kit

T-Per® Proteinextraktionspuffer
Trypsin/EDTA

SALSA® MS-MLPA® Kit Me001B
Tumor suppressor-1

Vector Laboratories
(Burlingame, USA)

Innovatis (Reutlingen)
Roche Diagnostics (Mannheim)

Dako (Glostrup/ Danemark)

Siemens Healthcare Diagnostics
(Deerfield, USA)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Gibco/Invitrogen (Carlsbad, USA)
PAA (Pasching, Osterreich)
Eppendorf (Hamburg)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Bio-Rad (Hercules, USA)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Qiagen (Hilden)

Eurogentec (K6ln)

Qiagen (Hilden)
ThermoScientific (Surrey, UK)
PAA (Pasching, Osterreich)

MRC Holland
(Amsterdam, Niederlande)
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2.8 Medien fiir die Zellkultur

Zellkulturmedium RPMI-1640
Zellkulturmedium DMEM /F12

Gibco/Invitrogen (Carlsbad, USA)
Gibco/Invitrogen (Carlsbad, USA)

2.9 Chemikalien

5-Aza-2’-deoxycytidin (DAC)
5-Fluorouracil (5-FU)

Aceton

Acrylamid/Bis Losung, 40% (37,5:1)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ammoniumacetat

Aqua Spiillésung
Bromphenolblau

Casein

Chromatographiewasser
Cisplatin

p-Coumarinsaure
Citronensauremonohydrat

Dako REAL Antibody Diluent
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Dulbeccos’s PBS

Essigsdure (100%, 96%)
Ethanol (70 %, 96 %)
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fotales Kalberserum (FCS), Sera Plus
Fibrinogen
Formamid

Glycin

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Delta Select (Pfullingen)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)

Dako (Glostrup, Danemark)
Serva (Heidelberg)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
PAA (Pasching, Osterreich)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Eurobio (Les Ullis, Frankreich)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
PAN (Aidenbach)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
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Glyzerin

Glyzerin-Gelatine

Glykogen

Hamatoxylinlésung
Isopropanol

L-Glutamin (200 mM)
Low-Melting-Agarose NuSieve GTG Agarose
Luminol

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Methanol

B-Mercaptoethanol
Natriumchlorid

Natronlauge (2N)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Nonidet P40

Nukleotid-Mix
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP 1:1:1:1; je 1,25 mM)

Penicillin-Streptomycin (100x)
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)

Polyoxyethylensorbitan Monolaurat
(Tween-20)

POP-7

Puromycin

Random Hexamere

Rinderserumalbumin (BSA)

Salzsaure (25 %, 37 %)
Suberoylanilid-Hydroxamséaure (SAHA)
Seakem LE Agarose
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Triton-x

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Gibco/Invitrogen (Carlsbad, USA)
BMA (Rockland, USA)

Alexis Biochemicals (Lorrach)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

PAA (Pasching, Osterreich)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Sigma (Deisenhofen)
Fermentas (St. Leon-Roth)
Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe)

Alexis Biochemicals (Lorrach)
Cambrex (Rockland, USA)
Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
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Valproinsaure
Wasserstoffperoxid 30%
Xylol

Zebularin

Ziegen-Serum

2.10 Zytostatika-Stocklosungen

Alexis Biochemicals (Lorrach)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Dako (Glostrup, Ddnemark)

Tab. 2.6: Ubersicht iiber die verwendeten Zytostatika-Stocklésungen

Zytostatikum Konzentration Losungsmittel
Cisplatin 2,5 mM H-0

5-FU 5 mM DMSO

DAC 5 mM H>0
Zebularin 50 mM DMSO

SAHA 10 mM DMSO

VPA 1M H,0

2.11 Allgemeine Puffer und Losungen

APS 10 %
Ammoniumpersulfat 5g
H:0 50 ml

Aliquots bei -20°C gelagert

Blockierungslésung 0,5 % Casein in TBS

Tris Base 20 mM
NaCl 137 mM
Casein 0,5% (w/v)

mit 1N HCI auf pH 7,4 einstellen

Blockierungslésung 5 % Magermilchpulver in TBST

Magermilchpulver 25¢g
TBST 50 ml

Citratpuffer (pH 6)
Citronensauremonohydrat 10 mM
mit 2 N NaOH auf pH 6 einstellen
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DNA-Ladepuffer fiir Gelelektrophorese (10x)

Formamid
Bromphenolblau
Xylencyanol

Chemilumineszenz-Substrat (ECL)

Losung 1:
Luminol
p-Coumarinsdure
Tris-HCI pH 8,6

Losung 2:
H202
Tris-HCI pH 8,6

80 % (v/v)
0,5 % (w/v)
0,5% (v/v)

2,5 mM
400 uM
100 mM

0,15% (v/v)
100 mM

bei 4°C lagern, direkt vor Gebrauch Lsg. 1 und Lsg. 2 im Verhaltnis 1:1 mischen

Laufpuffer fiir SDS-PAGE
Tris Base
Glycin
SDS

Laemmli-Puffer (5x)
Tris-HCI, pH 6,8
Glycerin
B-Mercaptoethanol
SDS
Bromphenolblau

Lysepuffer fiir Proteinlysate
T-Per® Extraktionspuffer
Proteaseinhibitor Tabletten
Complete Mini

PCR Puffer (10 x)
Tris-HCI pH 8,3
KCl
Gelatine
MgCl»

PK Puffer (pH 8)
Tris-HCl
EDTA
Tween

25 mM
192 mM
0,1% (w/v)

312,5 mM
50 % (v/v)
25% (v/v)
10 % (w/v)
0,05% (v/v)

10 ml
1 Stiick

100 mM
500 mM
0,1% (w/v)
15 mM

50 mM
1 mM
0,5% (v/v)
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RLN Puffer (pH 8)

Tris-HCl 50 mM
NaCl 140 mM
MgCl2 1,5 mM

Nonident P-40 0,5% (v/v)

TBST
Tris Base 20 mM
NaCl 137 mM
Tween20 0,1% (v/v)

TE Puffer (pH 8)

Tris-HCI 10 mM

EDTA 1 mM
Transferpuffer

Tris Base 25 mM

Glycin 192 mM

SDS 0,1 % (w/v)

Methanol 20% (v/v)

Tris Puffer fiir Immunhistochemie (pH 7.,6)
Tris Base 50 mM
NaCl 150 mM

2.12 Verbrauchsmaterial

96-Well Platten, 6-Well Platten
Absolute QPCR Seal

Cryovial PK/100 Cryocaps
Deckglaser

Discadit II 20 ml Plastikspritze
Einmal-Filterhalter 0,2 um
Hyperfilm ECL

Kivetten
Nitrozellulosemembran BA85
Objekttrager

Objekttrager Superfrost

Biochrom (Berlin)
ThermoScientific (Surrey, UK)
Roth (Karlsruhe)
ThermoScientific (Surrey, UK)
BD (Franklin Lakes, USA)
Hartenstein (Wiirzburg)
Amersham (Braunschweig)
Hartenstein (Wiirzburg)
Schleicher & Schuell (Dassel)
ThermoScientific (Surrey, UK)
ThermoScientific (Surrey, UK)
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Parafilm

Pasteurpipetten
PCR-Reaktionsgefafde (0,5 ml, 0,2 ml)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft
Reaktionsgefafe (1,5, 2,0 ml)
Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)
Skalpellklingen

Thermo-Fast 96 well Plates
Whatman-Filterpapier
Zellkulturflaschen (25, 75 cm?)
Zellkulturschalen (100, 150 mm @)
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

2.13 Gerite

Eismaschine

Pechiney Plastic Packaging Company

(Chicago, USA)

Hartenstein (Wiirzburg)
Biozym (Oldendorf)

Fisher Scientific (Schwerte)
Biozym (Oldendorf)
Eppendorf (Hamburg)

BD (Franklin Lakes, USA)
Sapphire (Pocasset, USA)
ABgene (Epsom, UK)
Schleicher & Schuell (Dassel)
Biochrom (Berlin)
Biochrom (Berlin)
Biochrom (Berlin)

Sarstedt (Niimbrecht)

Scotsman Ice (Vernon Hills, USA)
Entwicklermaschine SRx-101A Konica Minolta (Langenhagen)
Asys (Eugendorf, Osterreich)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Expert Plus Photometer
Gelelektrophoresekammer WVV Mini Sub Cell

Kapillarelektrophoresegerat 3130 Genetic Applied Biosystems (Foster City, USA)

Analyser
Kippschiittler 3D Rocking Plattform Stuard Scientific (Oregon, USA)
Kiihltruhe Ultra Low Freezer

Kihlzentrifuge 4K15

Sanyo (Miinchen)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Laborwaage Sartorius (Gottingen)
Carl Zeiss AG (Jena)
Leitz (Wetzlar)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Lichtmikroskop Axioplant 2
Lichtmikroskop Labovert FS
Mini PROTEAN® 3 Cell System
Mini Trans-Blot Cell System
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MS1 Minishaker

PCR-Gerat 2720 Thermal Cycler
PCR-Gerat GeneAmp PCR System 9700
PCR-Gerat Mastercycler Gradient
PCR-Gerat Primus 96Plus
Phasenkontrastmikroskop Axivoert 135
Photosystem Eagle Eye II

pH-Meter (pH 211)

Pipetten Eppendorf Research
(10,100, 1000 pl)

Pipette Pipetman (20, 100, 200, 1000 pl)
Pipetus-akku Pipetierhilfe
Spannungsquelle Power Pac 300
Spektralphotometer Nano Drop 1000
Sterilwerkbank Hera Safe Zellkulturhaube

TagMan PCR-Gerat ABI Prism 7700 Sequence
Detector

Thermomixer compact
UV-Spektrometer Ultraspec 200

UV /Vis Spektrophotometer DU® 530
Wasserbad

Zellinkubator Heracell 240i
Zellzahlgerat Casyl TT

Zentrifuge 5415D

Zentrifuge 5417R

2.14 Software

3/30 Genetic Analyser Data Collection
Software V 3.0

Adobe Photoshop

Adobe Illustrator

IKA Works (Willmington, USA)
Applied Biosystems (Foster City, USA)
Applied Biosystems (Foster City, USA)
Eppendorf (Hamburg)

MWG-Biotech (Ebersberg)

Carl Zeiss AG (Jena)

Stratagene (La Jolla, USA)

HANNA instruments Inc. (Woonsocket,
USA)

Eppendorf (Hamburg)

Gilson (Middleton, USA)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Bio-Rad (Hercules, USA)
ThermoScientific (Waltham, USA)
Kendro (Hanau)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Eppendorf (Hamburg)
Amersham (Braunschweig)
Beckman (Fullerton, USA)

GFL (Burgwedel)
ThermoScientific (Waltham, USA)
Scharfe Systems (Reutlingen)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

Adobe Systems (San Jose, USA)
Adobe Systems (San Jose, USA)
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Coffalyser V7

Connect Plus
Gene Mapper V 3.7
Image] 14.2q

Microsoft Office 2007
OriginPro 7.5

Scion Image Software
Sequence Detector V 1.7
SPSS Statistics 17.0/18.0

MRC Holland (Amsterdam,
Niederlande)

Asys (Eugendorf, Osterreich)
Applied Biosystems (Foster City, USA)

National Institutes of Health
(Bethesda)

Microsoft (Redmond, USA)
OriginLab (Northhampton, USA)
Scion Corporation (Frederick, USA)
Perkin Elmer (Waltham, USA)

SPSS Inc. (Chicago, USA)
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3 METHODEN

3.1 Immunhistochemie

3.1.1 Durchfiihrung der Firbung

Um die Expression der verschiedenen Proteine im Paraffinmaterial von Magen-
karzinomen zu untersuchen, wurden zunachst 2 um dicke Schnitte vom jeweiligen
Tumorblock angefertigt und auf einen Objekttrager aufgebracht. Eine Inkubation tiber
Nacht bei 56°C stellte die Anhaftung der Schnitte sicher. Anschliefend wurden die
Schnitte 20 min in Xylol getaucht, um die vollstindige Entfernung des Paraffins zu
gewahrleisten. Nach dem Rehydrieren des Gewebes in einer absteigenden Alkoholreihe
wurden die Schnitte zundchst in destilliertem Wasser und spater in frischem 10 mM
Tris-Puffer (pH 7,6) gespiilt. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte in
Abhangigkeit des nachzuweisenden Antigens entsprechend vorbehandelt. Eine
Behandlung der Schnitte mit 3 %igem H:02 wurde zur Blockierung der endogenen
Peroxidase durchgefiihrt. Die Detektion des Antigens erfolgte durch Inkubation mit dem
spezifischen Antikérper in einer feuchten Kammer. Sowohl die jeweiligen Vor-
behandlungsbedingungen als auch die verwendeten Antikérperverdiinnungen fiir den
spezifischen Nachweis sind in Tab. 3.1 dargestellt.

Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper wurden die Schnitte dreimal mit 10 mM
Tris Puffer (pH 7,6) gespilt und fiir 30 min bei RT mit einem Biotin-markierten
Sekundarantikoérper (Losung A des Dako REAL™ Detection System) inkubiert. Nach drei
weiteren Waschschritten erfolgte die Inkubation mit dem Streptavidin-Peroxidase-
Komplex (Losung B des Dako REAL™ Detection System) fiir 30 min bei RT, wodurch das
Streptavidin mit seinen je vier Bindungsstellen fiir Biotin an den Sekunddrantikérper
gebunden wird. Der Kkolorimetrische Nachweis erfolgte anschlieflend durch eine
Inkubation der Schnitte mit dem Substrat Diaminobenzidin (3,3 -diaminobenzidine
tetrahydrochloride; Losung C des Dako REAL™ Detection System) fiir 5 min, wobei das

Substrat von der Peroxidase in einen braunen Farbstoff umgesetzt wurde. Die Farb-
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reaktion wurde durch das Waschen der Schnitte in destilliertem Wasser abgestoppt, die
Schnitte zur Gegenfarbung der Zellkerne fiir 30 s in Himatoxylin getaucht und fiir 5 min
unter Spiilen mit Leitungswasser geblaut. Nach der Dehydrierung des Gewebes in einer
aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte mit Glycerin-Gelatine bedeckt und mit
Deckglasern versehen. Bei jeder Farbung wurden geeignete Positiv- und Negativ-

Kontrollen mitgefiihrt.

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die optimalen Bedingungen fiir den immunhistochemischen Antigen-
nachweis

Antikorper Kontrolle Vorbehandlung  Verdiinnung Inkubation

DNMT1 Magenmukosa Dampfkochtopf  1:500 60 min RT
7 min
Citratpuffer
pH=6

DNMT3b Magenmukosa Dampfkochtopf  1:200 4°CUN
7 min
Citratpuffer
pH=6

HDAC1 Magenmukosa Dampfkochtopf  1:10 60 min RT
7 min
Citratpuffer
pH=6

HDAC2 Magenmukosa Dampfkochtopf  1:200.000 4°C UN
7 min
Citratpuffer
pH=6
BMI-1 Tonsille Mikrowelle 1:50 90 min RT
2x 10 min
Citratpuffer
pH=6
EZH2 Tonsille Dampfkochtopf  1:400 60 min RT
7 min
Citratpuffer
pH=6
RT: bei Raumtemperatur; UN: iiber Nacht
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3.1.2 Evaluierung der Farbung

In Abhangigkeit des spezifischen Farbemusters der Antikérper wurden der Prozentsatz
positiver Tumorzellen und die Intensitdt der Farbung bewertet. Die Kategorien fiir den
Prozentsatz an positiven Tumorzellen wurden dabei in Anlehnung an verschiedene
Publikationen ausgewahlt (Collett et al, 2006; Etoh et al, 2004; Liu et al, 2008;
Weichert et al., 2008a).

Die Bewertung wurde von zwei unabhdngigen Personen (Kathrin Mutze, Dr. med.
Rupert Langer) durchgefiihrt und nicht iibereinstimmende Bewertungen wurden an
einem Diskussionsmikroskop nochmals diskutiert bis ein Konsens gefunden wurde.
Durch die Multiplikation der Wertung fiir den Prozentsatz an positiven Tumorzellen und
der Wertung fiir die Intensitit wurde ein Index ermittelt, der beide Kriterien der
Beurteilung zusammenfasst und als SI (staining index) bezeichnet wurde.

In der nachfolgenden Tabelle sind die verschiedenen moglichen Wertungen fiir die

einzelnen Proteine aufgefiihrt:

Tab. 3.2: Ubersicht iiber die méglichen Wertungen zur Bestimmung des Staining Index

positive Tumorzellen (%)

Wertung  —UMT1  DNMT3b HDACI  HDAC2  BMI1 _ EZH2 Intensitat »
0 0 0 0 0 0 0 negativ
1 <30 <30 <10 <10 <10 <10 schwach
2 30-50 30-50 10-50  10-50  10-50  10-50  moderat
3 >50 >50 51-80  51-80 >50 >50 stark
4 } ; >80 >80 ; ; -

a Intensitat der Immunfarbung

Um die untersuchten Biopsien in hoch und niedrig exprimierende Tumore (d.h. zwei
Kategorien) einteilen zu kénnen, wurden verschiedene Grenzwerte getestet, die sich
zum einen nur auf den Prozentsatz an positiven Tumorzellen und zum anderen auf den
SI beziehen. Anschliefend wurde der Grenzwert ermittelt, bei dem sich beziiglich des
Gesamtiiberlebens der Patienten die beste Trennung der beiden Gruppen (hohe versus
niedrige Expression) ergab. Die ermittelten Trennwerte sind zum Teil auch in der
Literatur wiederzufinden (Etoh et al, 2004; Weichert et al.,, 2008a). In Tab. 3.3 sind die
Definitionen von hoher und niedriger Expression dargestellt, die sich aus der
Grenzwertbestimmung fiir die einzelnen Proteine ergeben haben und die der

statistischen Auswertung zugrunde liegen.
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Tab. 3.3: Definition von hoher und niedriger Proteinexpression fiir die immunhistochemische
Férbung von Tumorproben

Protein
Expression DNMT1 DNMT3b HDAC1 HDAC2 BMI-1 EZH2
positive Tumorzellen (%) Sla
niedrig <30 <50 0-6 0-6 0-4 0-6
hoch =30 =250 8-12 8-12 6-9 9

a Staining Index = Produkt aus Wertung fiir den Prozentsatz an positiven Tumorzellen und der Wertung
fiir die Intensitat der Immunfiarbung

3.2 Arbeiten mit Magenkarzinomzelllinien

3.2.1 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien

Die Magenkarzinomzelllinien MKN28, MKN45, AGS und KATOIII wurden in RPMI 1640
Medium mit 10% (v/v) steril filtriertem Serum, 2mM Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Lentiviral tranduzierte AGS wurden in DMEM/F12
Medium mit 10 % steril filtriertem Serum, 2 mM Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin,
1 mM Natriumpyruvat und 1 pg/ml Puromycin kultiviert. Die Kultivierung aller
Zelllinien erfolgte bei 37 °C, 5% CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Das
Zellkulturmedium wurde alle zwei bis drei Tage erneuert. Alle Arbeiten mit Zellen
wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Bei Erreichen einer 80-90 %igen
Konfluenz, wurden die Zellen im Verhdltnis 1:5 bis 1:10 passagiert. Daflir wurde das
Medium abgesaugt, der Zellrasen mit auf 37°C vorgewarmtem PBS (ohne Ca?* und Mg?+)
gewaschen und mit Trypsin/EDTA tuberschichtet und die Kulturflasche fiir ca. 5 min bei
37°C inkubiert. Durch den in der Losung enthaltenen Chelatkomplexbildner EDTA
werden zweiwertige lonen wie Mg?2+* und Ca?* komplexiert, welche fir die Auf-
rechterhaltung der Zelladhdasion durch Membranproteine notwendig sind. Das Trypsin
zerstort zusatzlich verbleibende Zelladhdsionsmolekiile durch seine proteolytische
Wirkung. Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen vom Boden der Flasche abgeldst.
Anschliefdend wurde ein Teil der Suspension in eine neue Kulturflasche iiberfiihrt und in
frischem Medium resuspendiert. Sollte eine Bestimmung der Zellzahl erfolgen, wurde
ein Aliquot der mit Medium versetzten Zellsuspension entnommen und mit dem

Zellzahler CASY1 gezahlt.
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3.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

Um den Alterungsprozess von Zelllinien und die damit verbundenen mdglichen
Veranderungen der Zelllinien unter Dauerkultur zu minimieren, wurden die Zelllinien
nach 25 Passagen verworfen und frische Zellen in Kultur genommen. Damit jedoch ein
ausreichend grofier Vorrat an frischen Zellen gewdahrleistet werden konnte, wurden von
allen Zelllinien bei moglichst geringer Passagenzahl Kryokulturen hergestellt. Fiir die
Kryokonservierung wurden die Zellen in Zellkulturschalen (@ 15 cm) ausgelegt und bis
zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Die Zellen wurden anschlief3end abgeldst, in
10 ml Medium resuspendiert und 5 min bei 300 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 4 ml gekiihltem Zellkulturmedium mit 15 % (v/v) FCS und
10 % (v/v) DMSO aufgenommen und auf vier 2 ml Kryoréhrchen aufgeteilt. Da der
Einfriervorgang mdglichst langsam erfolgen soll um das Auskristallisieren der
Zellfliissigkeiten zu verhindern, wurden die Rohrchen zunachst fiir 1 h bei -20°C,
anschlieflend tiber Nacht bei -80°C inkubiert, am darauffolgenden Tag in fliissigen
Stickstoff (-186°C) uiberfiihrt und dort gelagert.

Im Gegensatz zum Einfrieren soll der Auftauvorgang schnell erfolgen. Die
Einfrierr6hrchen mit den kryokonservierten Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C fast
vollstandig aufgetaut, so dass nur noch ein kleiner Eiskern vorhanden war. In einem
10 ml Zentrifugen-Réhrchen wurde 5 ml im Wasserbad vorgewarmtes Kulturmedium
vorgelegt, in das die aufgetaute Zellensuspension tropfenweise tberfiihrt wurde. Die
Zellen wurden 5 min bei 300 x g sedimentiert, in frischem Kulturmedium resuspendiert

und in eine Zellkulturflasche passender Grofie gegeben.

3.2.3 Test auf Kontamination mit Mycoplasmen

Die Zellkultur ist trotz der Verwendung von Antibiotika anfallig fiir Kontaminationen
mit Mycoplasmen, einer sehr kleinen und damit schlecht unter dem Mikroskop
sichtbaren extrazelluldr parasitierenden Bakterienart. Die Kontamination der Zelllinien
mit Mycoplasmen kann Einfluss auf verschiedenste Stoffwechselaktivititen der Zellen
haben und damit Versuchsergebnisse verfilschen. Aus diesem Grund wurden frisch

aufgetaute Zellen unter Verwendung einer nested-PCR, mit der gleichzeitig verschiedene
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Mycoplasmenstimme identifiziert werden konnen, auf eine Kontamination getestet
(Uemori et al., 1992). Dazu wurden die Zellen bis zu einer 90 %igen Konfluenz kultiviert,
100 pl des Zellkulturiiberstandes abgenommen und 5 min bei 95°C inkubiert. Die Probe
wurde anschliefRend 5s bei 13.000 rpm zentrifugiert und 5 pl des Uberstandes in die
erste PCR eingesetzt. Tab. 3.4 zeigt den verwendeten PCR-Ansatz.

Tab. 3.4: Ansatz fiir die PCR 1 zum Nachweis von Mycoplasmen

Menge pro Endkonzentration

Reaktion2in pl in der PCR
H>0 12,25
Tris-HCI pH 8,3 (100 mM) 10 mM
KCI (500 mM) 10x PCR 25 50 mM
Gelatine (0,1%) Puffer ’ 0,01 %
MgCl; (15 mM) 1,5 mM
dNTPs (je 1,25 mM) 4 je 200 uM
Primer-Supermix 1b 1 0,8 uM
Tag-Polymerase (5000 U/ml) 0,25 1,25U
Probe 5

a25 pl Ansatz
b bestehend aus je zwei Teilen Myco-Fw1 und Myco-Fw1t und je einem Teil Myco-Rev1, Myco-Rev1tt,

Myco-Rev1cat und Myco-Revlac, Sequenzen siehe Tab. 2.2.

Mogliche Mycoplasmen-DNA-Fragmente wurden anschliefend unter Verwendung des

folgenden PCR-Programms amplifiziert.

95 °C, 10 min
(Aktivierung der | =
AmpliTaq Gold)

94°C,30s > 72 °C, 7 min 4°C,
(Denaturierung) (Synthese) (Abkiihlung)

|

72 °C, 1 min
(Synthese)

} [35x]

55°C, 2 min
(Annealing)

In die zweite PCR wurden anschiefdend 0,5 pl des PCR-Produkts der ersten PCR als
Template eingesetzt. Dabei wurde der gleiche PCR-Ansatz verwendet, es wurde jedoch

der Primer-Supermix 2 (bestehend aus je einem Teil Myco-Fw2, Myco-Fw2a, Myco-
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Fw2cc, Myco-Rev2, Myco-Rev2ca und Myco-Rev2at, Sequenzen siehe Tab. 2.2.)
eingesetzt.

Die Amplifikation erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie die erste PCR, allerdings
wurden nur 30 Zyklen verwendet. In beiden Reaktionen wurden eine Negativ-Kontrolle
(H20) und eine Positiv-Kontrolle (auf -20°C gelagerter Kulturiiberstand mycoplasmen-
kontaminierter Zellen) mitgefiihrt. 4 ul der Produkte der zweiten PCR wurden
anschlieffend mit 1pul 5x Auftragspuffer gemischt, gemeinsam mit einem DNA-
Grofdenstandard (HAE III) auf einem 2 %igen Agarosegel mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid
bei 120 V fiir 30 min aufgetrennt, mit Hilfe des Photosystems Eagle Eye II unter UV Licht
sichtbar gemacht und fiir die Dokumentation fotografiert. In der folgenden Tabelle sind
die Fragmentlingen fiir die verschiedenen detektierbaren Mycoplasmenstimme

zusammengefasst.

Tab. 3.5: Ubersicht iiber die Produktlingen beim Nachweis verschiedener Mycoplasmenstimme

Mycoplasmenstamm Produktlange der nested PCR (bp)
M. hyopneumoniae 237

M. neurolyticum 196

M. fermentans 195

M. hyorhinis 211

M. orale 179

M. arthritidis 157

M. salivarium 151

M. hominis 147, 148

M. arginini 145

3.2.4 Herstellung von Zellpellets

Fir die Herstellung von Formalin-fixierten in Paraffin eingebetteten Zellpellets wurden
4 Zellkulturschalen (@ 15 cm, 90 % konfluent) 3 x mit PBS (4°C, mit Ca2* und Mg?*)
gewaschen, die Zellen mit einem Zellschaber in je 2 ml PBS abgeschabt und in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen tuberfiihrt. Nach der Sedimentation der Zellen fiir 5 min bei 4°C
und 300 x g wurde das Pellet in 10 % Formalin resuspendiert und fiir 30 min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Zellen in PBS gewaschen. Das Pellet wurde wahrend einer Inkubation auf Eis mit 150 pl
Thrombin (100 U/ml), 750 ul Casein (10 mg/ml) und 600 pl Fibrinogen (25 mg/ml)
gemischt und auf zwei Eppendorfgefafde aufgeteilt. Anschlieffend wurden diese fiir 2 h

bei 4°C inkubiert und die festgewordenen Pellets in einem Einbettautomaten in
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Paraffinblocke eingebettet. Von den entstandenen Blécken wurden, wie in Kapitel 3.1.1
beschrieben, Schnitte angefertigt und fiir immunhistochemische Untersuchungen

verwendet.

3.2.5 Chemosensitivititsanalyse

3.2.5.1 Viabilititsassay

Um den Einfluss verschiedener Chemotherapeutika auf die Viabilitit der
Magenkarzinomzelllinien zu untersuchen wurde der XTT-Assay verwendet, bei dem die
jeweilige metabolische Aktivitit (Surrogatmarker fiir Viabilitat) der untersuchten Zellen
mittels eines kolorimetrischen Verfahrens in 96-Well-Platten bestimmt werden kann.
Der Assay basiert auf der Spaltung des gelben Tetrazoliumsalzes XTT (2,3-Bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid), welche unter Zugabe
eines Elektonenkopplungsreagenzes (N-methyl-dibenzopyrazin-Methylsulfat, PMS),
durch eine mitochondriale Dehydrogenase unter Beteiligung des Koenzyms NADH
bewirkt wird. Die Spaltung hat die Entstehung eines orangefarbenen wasserloslichen
Formazans zur Folge, welches anschliefRend in einem Multiwell-Spektralphotometer
(ELISA-Platten-Lesegerdat) bei einer Wellenlainge von 492 nm wund einer
Referenzwellenlinge von 620 nm iber die Ermittlung der Optische Dichte (OD)
quantifiziert werden kann. Da die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes nur in lebenden
Zellen stattfindet und sich proportional zu Menge an lebenden Zellen verhilt, kann

somit die Zellproliferation oder Viabilitat der untersuchten Zellen bestimmt werden.

3.2.5.1.1 Dosis-Wirkungs-Kurven und Bestimmung der ICso

Der Einfluss der verschiedenen Chemotherapeutika auf die Viabilitit wurde zundchst
durch die Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven ermittelt. Dazu wurden, angelehnt an
das Protokoll des US National Cancer Institute (http://dtp.nci.nih.gov/branches
/btb/ivclsp.html), parallel in zwei verschiedenen 96-Well-Platten Zellen in einer
definierten Zellzahl (je nach Zelllinie zwischen 0,5 x 103 und 2x 103) in 75 pl
Zellkulturmedium ausgelegt und im Brutschrank fiir 24 h inkubiert um die Anheftung zu

ermoglichen. Nach Zugabe von 25 pl Medium zu jedem Well der ersten Platte wurde
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durch Zugabe von 50 pl eines frisch angesetzten XTT/PMS Gemischs (50:1) und einer
Inkubation fiir 2 h bei 37°C die metabolische Aktivitat der Zelllinien als Ausgangswert
zum Zeitpunkt 0 (Tz) bestimmt. Den Zellen der zweiten 96-Well-Platte wurden
unterschiedliche Konzentrationen der zu testenden Zytostatika in einem Volumen von
25 pl zugesetzt. Als Kontrolle wurden Zellen mitgefiihrt, die nur mit dem Losungsmittel
des jeweiligen Zytostatikums behandelt wurden. Zusatzlich wurden Leerwertproben
eingeschlossen die nur das Zellkulturmedium, jedoch keine Zellen enthielten. Je nach
Zytostatikum erfolgte die Inkubation fiir weitere 48 oder 96 h bevor der abschlieféende
XTT-Test durchgefiihrt wurde. Bei der Verwendung des 96-stiindigen Zeitschemas
wurde das Zytostatikum-haltige Medium nach 48 h erneuert. In der folgenden Tabelle
sind die Inkubationszeiten und verwendeten Endkonzentrationen der verschiedenen

Zytostatika dargestellt.

Tab. 3.6: Inkubationszeiten und Zytostatika-Konzentrationen der Dosis-Wirkungs-Kurven

Zytostatikum eingesetzte Endkonzentrationen Inkubationszeit
Cisplatin uM 1; 2,5; 5; 10; 25; 50 48 h
5-FU uM 0,1;0,5; 1; 5;10; 50 48 h
DAC uM 0,01;0,1;0,5; 1; 10; 50 96 h
Zebularin uM 1; 50; 100; 250; 500; 750 96 h
SAHA uM 1; 2; 3;5;10; 25 48 h
VPA mM 0,3;0,5;1;5;10; 50 48 h

Die aus den XTT-Tests stammenden Daten der OD unter verschiedenen Versuchs-
bedingungen (unterschiedliche Zytostatika-Konzentrationen) kénnen nun, korrigiert um
die OD der Leerwertproben, unter Anwendung der nachfolgenden Formeln fiir die

Berechnung der metabolischen Aktivitat herangezogen werden:

Fiir Ti >Tz gilt:
((Ti-Tz)/(C-Tz)) x 100 = metabolische Aktivitat [%]

Fir Ti<Tz gilt:
((Ti-Tz)/Tz) x 100 = metabolische Aktivitat [%]

In den angegebenen Formeln steht Ti fiir den OD-Wert des XTT-Tests nach der
Behandlung mit dem jeweiligen Zytostatikum, Tz ist als OD-Wert des XTT-Tests zum
Zeitpunkt 0 (24 h nach dem Auslegen der Zellen) definiert und C steht fiir den OD-Wert
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des XTT-Tests der Kontrollzellen die nur mit dem Losungsmittel und nicht dem
Zytostatikum behandelt wurden.

Der Prozentsatz der metabolischen Aktivitit kann nun gegen die jeweils verwendete
Konzentration aufgetragen werden, woraus sich die Dosis-Wirkungskurve ergibt. Erhalt
man einen Wert von 100 % fiir die Behandlung mit einer bestimmten Zytostatika-
Konzentration, so bedeutet dies, dass sich kein Einfluss auf die Proliferation oder
Viabilitat ergibt, die Zellen also in gleichem Maf3e aktiv sind wie Zellen, die nur mit dem
Losungsmittel behandelt wurden. Ein Wert von 0 % zeigt demnach an, dass die Zellzahl
verglichen mit dem Ausgangszeitpunkt gleich geblieben ist. Ein Wert von -100 % sagt
aus, dass alle Zellen wahrend der Behandlung abgestorben sind. Um eine gewisse
Aussage liber die Sensitivitat einer Zelllinie gegeniiber einer getesteten Substanz treffen

zu konnen, kann unter Verwendung der Dosis-Wirkungskurve anhand der Formel

((Ti-Tz)/(C-TZ)) x 100 = 50

die Konzentration der Substanzen bestimmt werden, die eine Reduktion der
metabolischen Aktivitit um 50 % zur Folge hat. Diese Konzentration wird als ICso
(Median Inhibitory Concentration) bezeichnet und kann zum Vergleich der Sensitivitat
verschiedener Zelllinien herangezogen werden. Je nach Fragestellung kann durch die
Berechnung der Dosis-Wirkungskurve auch eine Konzentration fiir eine Substanz
berechnet werden, die eine geringere Reduktion (z.B. IC20) oder eine starkere Reduktion
(z.B.1C70) der metabolischen Aktivitit bewirkt. Zur Erstellung der Dosis-
Wirkungskurven wurde fiir jeden Einzelwert eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt

und jeder Versuch mindestens dreimal unabhéngig wiederholt.

3.2.5.1.2 Kombinationsbehandlung

Flr die Kombination von Cisplatin (CP) mit den epigenetisch aktiven Zytostatika DAC
und SAHA wurden verschiedene Kombinationsschemata verwendet. Dabei wurden
sowohl fiir Cisplatin als auch fiir DAC und SAHA Kklinisch relevante Konzentrationen
eingesetzt (Appleton et al., 2007; Gyorffy et al, 2006; Kelly et al., 2003; Stresemann et
al, 2006). Damit konnte die Wirkung der verschiedenen Kombination auf die Viabilitat
der Zelllinien jeweils mit der Wirkung der Einzelsubstanzen verglichen werden. Als

Kontrollen wurden wiederum Zellen mitgefiihrt die lediglich mit dem Lésungsmittel der
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jeweiligen Substanz behandelt wurden. In der folgenden Tabelle sind die verschiedenen

Kombinationsschemata aufgefiihrt:

Tab. 3.7: Kombinationsschemata fiir eine Kombination von Cisplatin mit DAC bzw. SAHA

Kombination Inkubationschema

DAC — CPa 1 uM DAC fiir 48 h, gefolgt von 2 uM Cisplatin fiir 48 h;

DAC — CP2/DAC 1 uM DAC fiir 48 h, gefolgt von 2 pM Cisplatin und 1 uM DAC fiir 48 h
CP2/SAHA 2 UM Cisplatin und 1,5 uM SAHA fiir 48 h

CP2 — SAHA 2 pM Cisplatin fiir 24 h, gefolgt von 1,5 pM SAHA fiir 24 h

SAHA — CP» 1,5 pM SAHA fiir 24 h, gefolgt von 2 pM Cisplatin fiir24 h

a Cisplatin

Die Bestimmung der Viabilitdt der Zellen nach der Kombinationsbehandlung erfolgte

ebenfalls mit dem XTT-Assay unter Verwendung der Formeln aus Abschnitt 3.2.5.1.1.

3.2.5.1.3 Synergismus-Analyse der Kombinationsbehandlung

Die Synergismus-Analyse wurde basierend auf der Methode von Chou und Talalay fiir
die Kombinationen durchgefiihrt, die eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat zur
Folge hatten. Mit dieser Methode wird ein Kombinations-Index (CI) berechnet, der durch

die folgende Gleichung beschrieben werden kann:

CI = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)z + (D)1 x (D)2/(Dx)1 x (Dx)2

In dieser Gleichung reprasentieren (D): und (D)2 die Konzentration der Substanzen eins
und zwei, die in der Kombination verwendet wurden und den Effekt X erzielen. (Dx)1
und (Dx)2 entsprechen den Konzentrationen der Substanzen eins und zwei, die den
gleichen Effekt X erzielen, wenn sie einzeln angewendet werden. Dabei liefert der CI eine
qualitative Information tiber die Art der Interaktion der beiden Substanzen. Dabei weist
ein Cl <1 auf eine synergistische, ein CI=1 auf eine additive und ein CI >1 auf eine

antagonistische Wirkung der beiden Substanzen hin (Chou et al., 1984).

3.2.5.2 Koloniebildungstest

Fir die Untersuchung des Einflusses der Chemotherapeutika auf die Fahigkeit der Zellen

nach bzw. wahrend einer Behandlung Kolonien zu bilden wurde der Koloniebildungstest
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verwendet. Dafiir wurden je 5 x 103 Zellen in 6-Well-Platten in 2 ml Zellkulturmedium
ausgelegt und fiir 24 h bei 37°C inkubiert, um die Anheftung der Zellen zu ermdglichen.
Anschliefdend wurde das Medium abgesaugt und durch 2 ml Zellkulturmedium ersetzt,
welches die jeweilige Konzentration des verwendeten Zytostatikums (Cisplatin bzw. 5-
FU) enthielt. Nach einer Inkubation von weiteren 48 h wurde das Medium erneut
entfernt, die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und mit frischem Zytostatika-freien Medium
versehen. Nach einer anschliefienden Inkubation der Platten fiir weitere 5 Tage wurden
die entstandenen Kolonien unter Verwendung des Diff-Quik Farbesets gemafd den
Angaben des Herstellers fixiert und durch Anfarben mit Eosin und Thiazin sichtbar
gemacht. Die 6-Well-Platten wurden eingescannt und die Anzahl an gebildeten Kolonien
mit Hilfe der Software Image] 14.2q bestimmt. Alle Versuche wurden in Triplikaten

durchgefiihrt und mindesten dreimal unabhéangig voneinander wiederholt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Isolation von Nukleinsauren

3.3.1.1 DNA Isolation

Zur Isolation genomischer DNA aus Magenkarzinomzelllinien wurden zwischen 5 x 105
und 1 x 106 Zellen aus ca. 80-90 % konfluenten Kulturen geerntet, fiir 5 min bei 300 x g
und 4°C sedimentiert und 2 x mit kaltem PBS gewaschen. Anschliefiend wurden die
Zellen wiederum sedimentiert und in 200 pl PK-Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe
von 2 pl Proteinase K (Endkonzentration 200pg/ml) wurden die Proben iiber Nacht in
einem Thermoschiittler bei 55°C inkubiert. War die Lyse nicht ganz vollstdandig, wurden
die Proben nochmals mit 2 pl Proteinase K versetzt und weitere 3 h inkubiert.
Anschliefiend wurde die Proteinase K durch eine Inkubation bei 95°C fiir 10 min
inaktiviert. Die DNA-haltige Losung wurde nun bei -20°C eingefroren oder zur weiteren

Aufarbeitung bei 4°C gelagert.
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3.3.1.2 Aufreinigung von DNA

Da fiir verschiedene Anwendungen wie zum Beispiel fiir eine Methylierungsanalyse DNA
von sehr guter Qualitdt benotigt wird, wurde diese durch eine Phenol-Chloroform-
Fallung aufgereinigt. Dafiir wurden Phase Lock Gele™ in 1,5 ml Eppendorfgefiafien
verwendet, die zundchst fiir 30 s zentrifugiert wurden (alle Zentrifugationsschritte
wurden, wenn nicht anders erwahnt, bei 13.000 rpm und RT durchgefiihrt).
Anschliefdend wurde die DNA-L6sung aus dem Proteinase K Verdau (200 pl) auf das Gel
gegeben. Nach der Zugabe von 200pul einer 25:24:1 Phenol/Chloroform/
[soamylalkohol-Mischung wurden die Gefafde kraftig geschiittelt und fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand, der sich nun iiber dem Gel befand (wissrige, DNA-haltige
Phase) wurde in ein neues Phase-Lock-Gefafd tberfiihrt und der Vorgang wurde
wiederholt. Der verbliebene Uberstand wurde anschlieRend mit 100 ul 7,5M
Ammoniumacetat, 750 pl eiskaltem Ethanol (100 %) und 1 pl einer 5 mg/ml Glycogen-
l6sung gemischt und tiber Nacht bei -20°C inkubiert um die DNA zu fallen. Anschliefsend
wurden die Proben fiir 3 h bei 4°C bei 13.000 rpm sedimentiert und das entstandene
Pellet nach zweimaligem Waschen mit 70 %igem Ethanol in 30 ul H20 aufgenommen.
Vor dem Einfrieren der DNA bei -20°C zur Lagerung, erfolgte die Bestimmung der DNA-

Konzentration mit dem Spektrophotometer NanoDrop.

3.3.1.3 Isolation von RNA

Die Isolation von Gesamt-RNA aus den Magenkarzinomzelllinien wurde mit Hilfe des
RNeasy®-Mini-Kit durchgefiihrt. Zunachst wurden 1 x 10 Zellen aus 80 % konfluenten
Kulturen geerntet fiir 5 min bei 300 g und 4°C sedimentiert und 2 x mit kaltem PBS
gewaschen, in 1 ml kaltem PBS aufgenommen, in ein 1,5 ml Eppendorfgefaf3 tiberfiihrt
und 1 min bei 4°C und 13.000 rpm sedimentiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes
wurden die Zellen in 175 pl (nicht im RNeasy®-Mini-Kit enthaltenen) RLN-Puffer (siehe
Abschnitt 2.11) resuspendiert, fiir 5 min auf Eis inkubiert und fiir 2 min bei 4°C und
13.000 rpm sedimentiert. Der Uberstand wurde in eine neues Gefaf iiberfiihrt und mit
600 pl RLT Puffer versetzt. Nach dem Mischen der Losung auf dem Vortexer, wurden

430 ul 96 %iges Ethanol zugegeben, die Losung durch pipettierten gemischt und
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nacheinander je 600 pl der Mischung auf die Extraktionssdule gegeben und jeweils fiir
30 s bei RT und 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und durch die
Zugabe von 700 pul RW1 Puffer, erneuter Zentrifugation und zweimaliger Zugabe von
500 pl RPE-Puffer wurde die an der Sdule haftende RNA gereinigt. Nach einem Trocken-
zentrifugationsschritt wurde 50 ul RNAse-freies Wasser auf die Sdule gegeben und 5 min
bei RT inkubiert. Durch einen Zentrifugationsschritt von 1 min bei 13.000 rpm wurde
die RNA eluiert. Vor dem Einfrieren der RNA bei -80°C zur Lagerung, erfolgte die

Bestimmung der Konzentration mit dem Spektrophotometer NanoDrop.

3.3.2 cDNA Synthese aus Gesamt-RNA (Reverse Transkription)

Das Umschreiben von Gesamt-RNA in cDNA ist die Grundvoraussetzung fiir die
Bestimmung der Menge eines spezifischen Transkripts in einer Probe und wird als
Reverse Transkription bezeichnet. Bei dieser Reaktion wird eine virale reverse
Transkriptase verwendet, welche aus RNA mit Hilfe von kurzen Oligonukleotiden mit
freien 3’'0H Enden (Random Hexamere) unter Verwendung von dNTPs einen
komplementédren cDNA Strang synthetisieren kann. Dafiir wurde zunachst 1 ug RNA mit
RNAse-freiem Wasser auf ein Volumen von 17,5 pl gebracht, 1 ul Random Hexamere
(200 ng/pl) hinzugegeben und der Ansatz fiir 5 min bei 70°C in einem Thermoblock
inkubiert um die Anlagerung der Hexamere zu ermoglichen. Anschlief3end wurde der
Ansatz fiir ca. 5 min auf Raumtemperatur abgekiihlt und diesem 6 pl RT Puffer, 3 pl
0,1 M DTT, 1 ul 10 mM dNTPs, 0,5 pul RNAseOUT™ und 1 pl reverse Transkriptase (200 U
Superscript™ [I) zugesetzt. Die Reverse Transkription wurde dann fiir 1 h bei 42°C auf
einem Thermolock durchgefiihrt und die cDNA bei -20°C gelagert.

Zur Kontrolle der reversen Transkription und zum Ausschluss einer Verunreinigung mit
genomischer DNA wurde anschlieféend an die cDNA-Synthese eine PCR durchgefiihrt,
bei der das Transkript der Untereinheit B der Pyruvat-Dehydrogenase (PDHB)
amplifiziert wurde. Die dafiir eingesetzten Primer sind so ausgewahlt, dass sich bei der
Amplifikation von cDNA ein Produkt von 103 bp ergibt, bei der Amplifikation von
genomischer DNA aber ein Produkt von 185 bp. Nach einer gelelektrophoretischen

Auftrennung des PCR-Produkts kann daher eine Verunreinigung mit genomischer DNA
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durch das Auftreten einer Bande bei 185 bp erkannt werden. Tab. 3.8 zeigt den

verwendeten PCR Ansatz.

Tab. 3.8: PCR Ansatz zu Uberpriifung der cDNA-Synthese

Menge pro Reaktionain Endkonzentration in der

ul PCR
H>0 15,25
Tris-HCI pH 8,3 (100 mM) 10 mM
KCI (500 mM) 10x PCR 25 50 mM
Gelatine (0,1%) Puffer ’ 0,01 %
MgCl; (15 mM) 1,5 mM
dNTPs (je 1,25 mM) 4 je 200 uM
Primer PDHB-Fw? (20 pmol/ul) 0,5 0,4 uM
Primer PDHB-Rev® (20 pmol/pl) 0,5 0,4 uM
Tag-Polymerase (5000 U/ml) 0,25 1,25U
Probe 2

a 25 pl Ansatz; P Sequenz siehe Tab. 2.3

Die Amplifikation wurde unter Verwendung des folgenden Programms durchgefiihrt:

95°C, 10 min | 94°C,30s - 72 °C, 7 min - 4°C, 0
55°C,30s
»lz 35x
72°C,30s

Anschliefend wurden 4 pl des PCR Produkts mit 1 pl 5x Auftragspuffer gemischt,
gemeinsam mit einem DNA-Grof3enstandard (HAE III) auf einem 2 %igen Agarosegel mit
0,1 pg/ml Ethidiumbromid bei 120 V fiir 30 min aufgetrennt, mithilfe des Photosystems
Eagle Eye Il unter UV-Licht sichtbar gemacht und fiir die Dokumentation fotografiert.
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3.3.3 Quantitative Real-Time PCR

3.3.3.1 Grundlagen der quantitativen Real-Time PCR mit TagMan®-Sonden

Zur Untersuchung moglicher unterschiedlicher Expressionsstirken der DNA-
Methyltransferasen in den Magenkarzinomzelllinien auf mRNA Ebene wurde die
Methode der quantitativen Real-Time PCR unter Verwendung von TagMan®-Sonden
durchgefiihrt. Mit dieser Methode kann cDNA in einer PCR amplifiziert werden, wobei
die Amplifikatmenge nach jedem PCR-Zyklus bestimmt wird (real time). Die Detektion
des PCR-Produktes erfolgt dabei tiber eine fluoreszenzmarkierte Sonde, die spezifisch an
die Zielsequenz bindet. Die TagMan®-Sonden zeichnen sich durch die Markierung mit
einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff an einem Ende der Sonde und der Markierung mit
einem Quencher (,Loscher”) auf der anderen Seite aus. Basierend auf dem Prinzip des
Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) wird dabei die durch Anregung bei einer
bestimmten Wellenldnge entstehende Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes (Donor),
vom Quencher (Akzeptor) unterdriickt, wenn sich die beiden in ausreichender Nahe
befinden (Didenko, 2001). Geht diese Nahe aufgrund der 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat der
Taqg-Polymerase, die zur Hydrolyse der Sonde bei der Primerverlangerung fiihrt,
verloren, so kann das Fluoreszenzsignal des Reporters abgestrahlt und gemessen
werden. Dabei verdoppelt sich idealerweise bei jedem PCR-Zyklus die messbare
Fluoreszenzintensitat, die sich proportional zur zu Beginn der Reaktion in der Probe
befindlichen Zielsequenz verhalt. In Abb. 3.1 ist die Funktionsweise der TagMan®-

Sonden schematisch dargestellt:
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Abb. 3.1: Funktionsweise von TaqMan®-Sonden: (A) Fiir die Real-Time PCR kénnen TagMan®-Sonden
verwendet werden, die mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (R) und einem Quencher (Q) markiert sind.
(B) Die TagMan®-Sonde bindet bei ihrer optimalen Annealingtemperatur an die spezifische DNA-Sequenz,
wobei die Fluoreszenz des Reporters aufgrund des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) durch den
Quencher unterdriickt wird. (C) Wdhrend der PCR werden die Primer verldingert und die Sonde wird
teilweise vom DNA-Strang abgelést. (D) Durch die 5°-3’-Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase wird die
Sonde abgebaut und die Fluoreszenz des Reporters kann aufgrund der fehlenden Nidhe zum Quencher nicht
mehr unterdriickt werden, was zu einem messbaren Fluoreszenzsignal fiihrt.

Fir die Quantifizierung der Amplifikatmenge muss die Fluoreszenz in der
exponentiellen Phase der PCR gemessen werden. Dafiir wird der Ct-Wert (cycle
threshold) bestimmt, der den Zyklus der PCR angibt, bei dem das Fluoreszenzsignal zum
ersten Mal iber den Grenzwert der Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Je grofder dabei die
Ausgangsmenge der spezifische cDNA in einer Probe ist, desto weniger PCR-Zyklen

werden benotigt um die Hintergrundfluoreszenz zu libersteigen (siehe Abb. 3.2.).
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Quantifizierung spezifischer cDNA durch die Ermittlung des
Ct-Wertes. In der Grafik ist die Fluoreszenzintensitdt gegen den PCR-Zyklus aufgetragen. Die Kurven stellen
die ansteigende Fluoreszenzintensitdt der Proben a und b dar, die in der Real-Time PCR amplifiziert werden.
Der Ct-Wert gibt den PCR-Zyklus an, bei dem die gemessene Fluoreszenz zum ersten Mal die Hinter-
grundfluoreszenz iibersteigt.

3.3.3.2 Durchfiithrung der Quantitativen Real-Time PCR

Sowohl fiir die Expressionsanalyse von DNMT1 als auch DNMT3b wurden vorgefertigte
Expressions-Assays eingesetzt (siehe Tab. 2.1), wobei bei der Auswahl darauf geachtet
wurde, dass die Primer Intron-Grenzen iiberspannen, um eine Amplifikation von
genomischer DNA zu vermeiden. Fiir die Amplifikation von cDNA in der Real-Time PCR
wurde das qPCR Core Kit von Eurogentec eingesetzt. Alle Reaktionen wurden auf dem
ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems) durchgefiihrt und liefen in 96-
Well-Platten in Triplikaten ab. In jedem Versuch wurde eine Kontrolle mitgefiihrt, die
keine cDNA enthielt, um Kontaminationen in den Reaktionen ausschliefSen zu konnen.
Die aus den Zelllinien stammende cDNA wurde unverdiinnt eingesetzt. Um
Schwankungen aufgrund von Unterschieden in der eingesetzten RNA-Menge und der
Effektivitit der cDONA-Synthese zu eliminieren wurde die Expressionsdaten der Zielgene
auf die Expression des Housekeeping-Gens 18s rRNA normalisiert, wobei hier die cDNA
in einer 1:100 Verdiinnung eingesetzt wurde. Die Vergleichbarkeit unterschiedlicher
Laufe wurde durch das Mitfilhren einer cDNA Loésung mit bekannter 18s rRNA-

Konzentration als Kalibrator gewahrleistet. Die Quantifizierung der Expression wurde
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unter Verwendung der Standardkurven-Methode durchgefiihrt. Dafiir wurde zunachst
mittels cDNA aus der Zelllinie MKN28 ein PCR Produkt von DNMT1 und DNMT3b
generiert, welches mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Quiagen gemafd den
Angaben des Herstellers aufgereinigt wurde. Nach der Bestimmung der Konzentration

des PCR-Produkts wurden unter Verwendung der Formel

1 pg einer 1000 bps DNA = 9,1 x 1011 Kopien

serielle Verdiinnungen hergestellt (1 x 106 bis 1 x 102 Kopien) und in der Real Time PCR
eingesetzt. Dabei wurden fiir einen 22 pl Ansatz 2,2 pl 10 x Reaktionspuffer, 2,2 pl 50
mM MgClz, 0,9 ul 5mM dNTPs, 1,1 pl 20x Primer/Sonden-Mix, 0,1 ul HotGoldStar
Polymerase, 13,5 pl H20 und 2 pl der Probe in die Reaktion eingesetzt. Dabei entsprach
die Endkonzentration der Primer je 900 nM und die der Sonde 250 nM.

Die Amplifikation erfolgte unter Verwendung des folgenden PCR-Programms.

50 °C, 2 min - 95°C, 10 min | 95°C,15s - 60 °C, 1 min

T 40 x

Die Erstellung der Standardkurven erfolgte anschliefiend durch das Auftragen der Ct-
Werte gegen die Kopienzahl und der Verwendung einer Trendkurve zur Ermittlung der
Geradengleichung. In den folgenden Abbildungen sind die Standardkurven fiir DNMT1
und DNMT3b dargestellt:

A B
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Abb. 3.3: Standardkurven fiir DNMT1 und DNMT3b zur Quantifizierung in der Real-Time PCR.
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Das PCR-Protokoll zur Bestimmung der DNMT1 und 3b Expression in den Zelllinien
wurde analog zum Versuchsansatz fiir die Herstellung der Standardkurven durch-
gefilhrt. Anschlieffend wurden die ermittelten Ct-Werte in die nach x aufgeloste
Geradengleichung eingesetzt und dadurch die Kopienzahl (Quantitiat) bestimmt. Durch
die Normalisierung auf die Quantitat der 18s rRNA konnte die relative mRNA Menge des

jeweiligen Zielgens bestimmt werden.

3.3.4 Methylierungsanalyse und Bestimmung von Kopienzahl-

veranderungen

3.3.4.1 Grundlagen der MS-MLPA (methylation specific multiplex ligation-
dependent probe amplification) Technik

Um den Methylierungsstatus und mogliche Verianderungen der Kopienzahlen
verschiedener Gene in den Zelllinien zu untersuchen wurde die MS-MLPA-Technik
eingesetzt. Es handelt sich dabei um eine PCR-basierte Methode, die es erlaubt in vier
aufeinander folgenden Teilschritten sowohl den Methylierungsstatus von CpG-Inseln,
die sich im Promotorbereich verschiedener Tumorsuppressorgene befinden, zu
bestimmen, als auch die vorhandene Kopienzahl dieser Gene zu untersuchen. Dabei
kann in einem Reaktionsgefdfd der Methylierungsstatus von 24 Genen und die
Kopienzahl von 39 Genen einer DNA-Probe untersucht werden (Nygren et al., 2005). Die
vier Teilschritte bestehen aus einem Denaturierungs- und Hybridisierung-Schritt, einem
Ligations- und Verdau-Schritt, einer PCR und einer anschliefienden Fragmentanalyse.
Zunachst wird die DNA der Proben denaturiert und mit den Sondensequenzen des MS-
MLPA-Kits (SALSA® MS-MLPA® KIT MEOQOO0O1-B Tumor suppressor-1; MCR-Holland)
hybridisiert (Abb. 3.4 A). Diese setzen sich aus zwei Teilstliicken mit jeweils einer
spezifischen Sequenz fiir das zu untersuchende Gen und einer Universal-Primer-
Sequenz zusammen. Ein Teilstlick enthalt zusitzlich eine Fiillsequenz, die fiir jedes
untersuchte Gen eine unterschiedliche Lange aufweist, um die einzelnen, nach
Teilschritt drei entstandenen PCR-Produkte ihrer Grof3e nach unterscheiden zu kénnen.
Im zweiten Teilschritt wird die denaturierte und hybridisierte Probe aufgeteilt, die eine

Halfte mit einer Ligase und einem methylierungssensitiven Restriktionsenzym versehen,
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die zweite Halfte nur mit Ligase. Die Ligase-Aktivitat fitlhrt in beiden Probenhélften zu
einer Ligation der Teilstiicke der Sondensequenz. Das Restriktionsenzym sorgt dafiir,
dass DNA und Sonde wieder zerschnitten werden, wenn das spezifische CpG-
Dinukleotid nicht methyliert ist (Abb. 3.4 B). Dies fiihrt dazu, dass in der dritten
Reaktion, der PCR, nur die methylierten Proben amplifiziert werden kénnen (Abb. 3.4
C). Vergleicht man nun die Teilprobe mit und ohne Restriktionsverdau durch eine
Fragmentanalyse, lasst sich fiir jede Probe eine Aussage liber den Methylierungsstatus
der verschiedenen CpG-Dinukleotide treffen (Abb. 3.4 D).

Fiir die Bestimmung der Kopienzahl der verschiedenen Gene jeder Probe werden nur
die ungeschnittenen Teilproben verwendet, die mit einer Kontroll-DNA verglichen
werden um eine Amplifikation oder den Verlust eines Genes zu detektieren. Zur
Auswertung der Daten der Fragmentanalyse wurde die Software Coffalyser V 7
verwendet. Fir die Auswertung des Methylierungsstatus wird hierbei fiir jedes Gen das
Verhaltnis zwischen der geschnittenen und der ungeschnittenen Teilprobe errechnet.
Dabei wurde ein Gen bei einem Verhaltnis (Ratio) von 0 bis 0,19 als unmethyliert, bei
einem Verhaltnis von 0,2 bis 0,69 als mittelstark methyliert, und bei einem Verhaltnis
> 0,69 als stark methyliert definiert (Worsham et al, 2006). Die Auswertung der
Kopienzahl erfolgt durch die Berechnung des Signal-Verhaltnisses zwischen den
ungeschnittenen Teilproben und einer Kontroll-DNA, die jeweils zwei Kopien der
betreffenden Gene besitzt. Hier wurde ein Verhaltnis von 0 als homozygoter Allelverlust
und ein Verhaltnis von 0,1 bis 0,69 als Verlust eines Allels gewertet. Ein Wert von 0,7 bis
1,3 zeigte das Vorhandensein von zwei Kopien an, ein Wert von > 1,3 wurde als eine
Amplifikation gewertet (Worsham et al., 2006). Tab. 3.9 gibt eine Ubersicht iiber die im
verwendeten SALSA® MS-MLPA® KIT MEOO1-B Tumor suppressor-1 enthaltenen Sonden.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung des MS-MLPA-Tests. (A) Die DNA wird denaturiert und mit den
Sonden des MS-MLPA-Kits, bestehend aus zwei Teilen und gekoppelt an eine Fiill-Sequenz und die
Primersequenzen X und Y, hybridisiert. (B) Durch Inkubation einer Hdlfte der Probe mit einer Ligase und
einer methylierungssensitiven Nuklease werden die beiden Teile der Sonde ligiert und nicht methylierte DNA
zerschnitten. Die andere Hdlfte der Probe wird nur ligiert. (C) Beide Teilproben werden in eine PCR
eingesetzt bei der nur DNA amplifiziert wird, die methyliert vorliegt. (D) Der Vergleich der Teilproben in
einer Fragmentanalyse erlaubt die Bestimmung von methylierten und nicht methylierten CpG-Dinukleotiden.

Modifiziert nach Nygren et al, 2005.
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Tab. 3.9: Ubersicht iiber die im SALSA® MS-MLPA® KIT enthaltenen Sonden

Gen Sonden ID Chromosomale Position Lange des PCR Produkts (bp)
TP73 4050-L1263M 01p36 400
CASPS8 2761-L2210M 02gq33-q34 265
VHL 3810-L1211M 03p26-p25 355
RARB 4040-L1698M 03p24 193
MLH1 1686-L1266M 03p21.3 166
MLH1 2260-L1747M 03p21.3 463
RASSF1 2248-11734M 03p21.3 328
RASSF1 3807-L2159M 03p21.3 382
FHIT 2201-L1699M 03p14.2 409
APC 2065-L1586M 05921 148
ESR1 2202-L1700M 06925.1 373
CDKNZ2A 1524-11744M 09p21 160
CDKN2B 0607-L0591M 09p21 211
DAPK1 1677-L1257M 09q34.1 346
PTEN 2203-L1701M 10g23.31 292
CD44 3817-L1731M 11p13 319
GSTP1 1638-L1176M 11q13 454
ATM 4044-1.3849M 11g22.3 184
IGSF4 3819-L3848M 11923 427
CDKN1B 7949-L7730M 12p13.1 274
CHFR 3813-L3753M 12q24.33 238
BRCA2 4042-L3755M 13q12 301
CDH13 7946-L7727M 16q24.2 436
HIC1 3804-L0949M 17p13.3 220
BRCA1 5162-14543M" 17921 247
TIMP3 2255-L3752M 22q12.3 142
CTNNB1 3984-L3251¢ 03p22 472
CASR 2683-L2148¢ 03q13.3-g21 481
PARK?2 3366-L2750¢ 06q925.2-q27 154
CDK6 3184-1L.2523¢ 07921.3 310
CREM 0981-L0566¢ 10p12.1 136
Al651963 1234-L0781¢ 10p14 364
TNFRSF1A 0554-L01c23¢ 12p13 175
TNFRSF7 0678-L0124¢ 12p13 445
PAH 2334-L1820¢ 12923 229
BRCAZ2 1617-L1199¢ 13q12.3 418
MLH3 1245-L0793¢ 14q24.3 202
TSC2 1832-L1397¢ 16p13.3 283
CDH1 2416-L1862¢ 16q22.1 337
BCL2 0587-L0382¢ 18q921.3 256
KLK3 0713-L0108¢ 19q13 391

MSonden mit Hhal Schnittstelle fiir die Methylierungsanalyse und die Bestimmung der Kopienzahl
CSonden ohne Hhal Schnittstelle, fungieren in der Methylierungsanalyse als Kontrollen und werden fiir
die Bestimmung der Kopienzahl verwendet
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3.3.4.2 Durchfiihrung des MS-MLPA-Tests

Die Durchfiihrung des MS-MLPA Tests erfolgte mit DNA, die durch Proteinase K Verdau
und Phenol-Chloroform-Fallung aus den Magenkarzinomzelllinien gewonnen wurde. Als
Kontrolle wurde eine aus Lymphozyten extrahierte DNA einer gesunden Person
mitgefiihrt. Alle Versuche wurden in 0,2 pl Eppendorf-Gefafien im PCR-Gerat 2720
Thermal Cycler durchgefiihrt. Zunachst wurde die DNA auf 80 ng/ul eingestellt und
davon 5 pl (400 ng) im PCR-Gerat fir 10 min auf 98°C erhitzt (Denaturierung). Nach
dem Abkiihlen wurden 1,5 pl SALSA-Sonden-Mix und 1,5 pul MLPA Puffer zugegeben und
sorgfaltig gemischt. Der Ansatz aus DNA und SALSA-Sonden wurde fir 1 min bei 95°C
erhitzt und anschlief3end fiir 16-18 h im PCR-Gerat bei 60°C inkubiert (Hybridisierung).
Nach Zugabe von 3 pl Ligase-Puffer A und 10 ul H20 (Merck) wurden 10 pl des Ansatzes
in ein neues Gefaf? tiberfiihrt. Beide Ansatze wurden nun fiir mindestens 1 min bei 49°C
inkubiert und anschliefend wurde ein Ansatz im PCR-Gerat bei einer Temperatur von
49°C mit 1,5 pl Ligase-65-Puffer, 8,25 pl H20 und 0,25 pl Ligase-65 gemischt. Der andere
Ansatz wurde, ebenfalls im Gerat, mit 1,5 pl Ligase-65-Puffer, 7,85 pl H20, 0,25 pl Ligase-
65 und 0,4 pl Restriktionsenzym Hhal gemischt. Beide Ansdtze wurden nun fiir 30 min
bei 49°C und anschliefdend fiir 5 min bei 98°C inkubiert (Ligation und Verdau). Fiir die
nachfolgende PCR wurden in einem neuen Reaktionsgefafs 15,75 pl H20, 2 pl SALSA
PCR-Puffer, 1 pul SALSA PCR-Primer 1 pl SALSA Enzym Verdiinnungspuffer und 0,25 pl
SALSA Polymerase gemischt, 5 pl des Verdaus bzw. der Ligation zugegeben und in das
auf 72°C vorgeheizten PCR-Gerdt gestellt. Die PCR wurde unter Verwendung des
folgenden Protokolls durchgefiihrt:

72°C,5s > 95°C,30s = | 72°C,20min |[—= 4°C,

60 °C, 1 min

@ 35x

72 °C, 1 min
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Die Fragmentanalyse der in der PCR generierten Produkte wurde mit dem 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Dafiir wurden 5 pl der PCR-Produkte mit
15 pl Formamid und 0,5 pl ROX 500 Grofienstandard in 96-Well Platten vorgelegt, 2 min
bei 95 °C inkubiert und nach den Angaben des Herstellers analysiert. Die Analyse ergibt
dabei quantitative Werte fiir die Intensititen der einzelnen Signale der amplifizierten
Fragmente. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit der von MCR-Holland
bereitgestellten Software Coffalyser V 7. Dabei wurde fiir die Methylierungs-Analyse nach
einer Normalisierung mit den Kontrollproben das Verhéltnis der Intensititen der
einzelnen Signale zwischen den korrespondierenden verdauten und unverdauten
Proben gebildet. Fiir die Kopienzahlanalyse wurden nur die unverdauten Proben

verwendet und mit der mitgefiihrten Kontroll-DNA verglichen.

3.3.5 Direkte Sequenzierung von DNA

Um die Identitat der verwendeten Magenkarzinomzelllinien zu bestatigen wurde fiir
jede Zelllinien mindestens eine bekannte Mutation tiberpriift. Dies wurde mit einem im
Rahmen der molekularpathologischen Diagnostik des Instituts etablierten Protokoll
mittels direkter DNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Die Sequenzierung erfolgte unter
Verwendung einer Cycle-PCR mit fluoreszenzmarkierten BigDye-Terminatoren und
anschliefdender Auftrennung mit dem Genetic Analyzer 3100. Die Primersequenzen fiir
die jeweiligen Exons der Gene CDH1, CTNNBI1, K-RAS und TP53 sind in Tab. 2.5

verzeichnet. Die jeweiligen Mutationen sind in Abschnitt 2.2 aufgefiihrt.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Zellaufschluss zur Herstellung von Protein-Lysaten

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden die Zellen bis zu 90 %iger Konfluenz in
Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm kultiviert. Zum Zeitpunkt der Lyse
wurden die Schalen auf Eis gestellt, das Medium entfernt und der Zellrasen zweimal mit
kaltem PBS gewaschen. Unter Verwendung eines Zellschabers wurden ca. 5 x 106 Zellen

von der Schale in 150 pl T-Per Puffer (supplementiert mit Proteinaseinhibitor-
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Tabletten) abgeldst und fiir 20 min unter gelegentlichem Mischen auf dem Vortexer auf
Eis inkubiert. Die Proben wurden anschliefdend fiir 20 min bei 4°C und 13.000 rpm
zentrifugiert. Die proteinhaltigen Uberstinde wurden abgenommen und bei -80°C
eingefroren. Ein Aliquot von 5 pl wurde fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration

verwendet.

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der hergestellten Proteinlysate
wurde mit der Methode nach Bradford (1967) durchgefiihrt. Grundlage dieser Methode
ist die Bindung des Farbstoffes Coomassie Briliant Blue G-250 an positiv geladene Reste
der Proteine im sauren Milieu. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffes verschiebt
sich durch die Bindung an Proteine von 465 nm nach 595 nm wodurch ein
Farbumschlag von rétlich-braun nach blau erfolgt, der sich proportional zur Protein-
menge verhdlt (Bradford, 1976). Der Farbumschlag kann somit in einem Spektral-
photometer bei einer Wellenldnge von 595 nm quantifiziert werden. Dafiir wurde
zunachst das Bradford-Reagenz (Protein Assay Dye Reagent Concentrate) im Verhaltnis
1:5, eine Proteinlésung (Bio Rad Protein-Standard 1I) mit bekannter Protein-
konzentration (1,48 mg BSA/ml) im Verhaltnis 1:10 mit H20 bidest. verdiinnt und eine
Standardkurve erstellt (siehe Tab. 3.10).

Tab. 3.10: Standardkurve fiir die Proteinbestimmung nach Bradford

Protein Assay Dye Reagent Protein Standard Il Proteinkonzentration
Concentrate (1:5) (1,48 mg BSA/ml) (1:10) in pg/ml
990 pl 10 pl 1,48
970 ul 30 pl 4,44
950 ul 50 ul 7,40
930 ul 70 pl 10,36

Um die Proteinbestimmung der Proben durchzufiihren, wurden 995 ul des verdiinnten
Bradford-Reagenz mit 5 pl Probe gemischt und alle Ansatze fiir 5 min bei RT inkubiert.
Die Bestimmung der Optischen Dichte der Proben wurde in 1 ml Plastikklivetten mit
dem UV/Vis Spectrophotometer DU® 530 bei einer Wellenldnge von 595 nm durch-
gefiihrt. Auf der Grundlage des Lambert-Beer’schen Gesetzes wurde mit Hilfe der

Standardkurve die Proteinkonzentration der Proben berechnet.
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3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Die denaturierten Proteine wurden durch vertikale, diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) elektrophoretisch aufgetrennt (Laemmli,
1970). Proteine konnen entsprechend ihrer jeweiligen Aminosdure-Zusammensetzung
entweder positiv oder negativ geladen sein. Das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)
lagert sich an das gesamte Protein an, linearisiert es und verleiht ihm eine negative
Ladung. Dies ermoglicht die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekular-
gewichts, da diese im elektrischen Feld unabhéngig von ihrer Eigenladung zur Anode
wandern. Unter Verwendung des Mini-PROTEAN® 3 Cell Systems wurden Gele mit
Glasplatten und Abstandhaltern von 1,5 mm Dicke gegossen. Es wurde ein 10 %iges
Trenngel und ein 5 %iges Sammelgel verwendet (siehe Tab. 3.11). Die Auftragstaschen
wurden durch einen Kamm geformt, der nach vollstindiger Polymerisierung des
Sammelgels entfernt wurde. Die Proben wurden mit 5 x Laemmli-Puffer (siehe Abschnitt
2.11) versetzt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Pro Geltasche wurden in der Regel
zwischen 30 bis 50 pg Proteinlysat aufgetragen. Als Grofdenstandard wurden 5 pl des
vorgefarbte Proteinmarker Dual Color Precision Plus Protein™ Standard von Biorad
verwendet. Um gleiche Salzkonzentrationen in jeder Spur zu gewahrleisten wurden
unbenutzte Geltaschen mit 5-10 ul 5 x Laemmli-Puffer beladen.

Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V fiir ca. 75 min mit dem Laufpuffer fiir SDS-PAGE
(siehe Abschnitt 2.11). Anschlieffend wurden die Proteine im Western Blot (siehe

Abschnitt 3.4.4) auf Nitrozellulosemembranen iibertragen.

Tab. 3.11: Schema zu Herstellung von Trenn- und Sammelgelen

Losung Sammelgel (5%) Trenngel (10%)
Hz0 3,05 ml 7,33 ml

0,5 M Tris, pH 6,8 1,25 ml -

1 M Tris, pH 8,8 - 3,75 ml

40 % Acrylamid/Bis 630 ul 3,75 ml

20 % SDS 25 ul 75 ul

10 % APS 40 pl 90 ul

TEMED 4ul 9 ul
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3.4.4 Ubertragung von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran

(Western Blot)

Fiir den immunologischen Nachweis der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
durch Antikérper wurden diese auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (Towbin et
al, 1992). Fiir den Transfer wurde die Mini Trans-Blot Cell System Nassblot-Apparatur
von Biorad verwendet. Zundchst wurde mit Bleistift die Riickseite der Nitrozellulose-
membran markiert. Schwamme, Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran wurden
5 min in Transfer-Puffer (siehe Abschnitt 2.11) eingeweicht. Zwischen die Transfer-
Halterung wurden im ,Sandwich-Verfahren” Schwamm, Filterpapier, Acrylamidgel,
Nitrozellulosemembran, ein weiteres Filterpapier und ein zweiter Schwamm gelegt.
Eventuelle Luftblasen zwischen Nitrozellulosemembran und Acrylamidgel wurden
vorsichtig entfernt. Anschliefend wurde die Halterung so in die Blot-Apparatur gehangt,
dass sich die Nitrozellulosemembran auf der zur Anode gewandten Seite des
Acrylamidgels befand. Nachdem die Blot-Apparatur mit Transferpuffer aufgefiillt wurde
fand der Transfer fiir 90 min bei 100 V unter Eiskiihlung statt. Die Membran wurde

anschlief3end in TBST (siehe Abschnitt 2.11) gewaschen.

3.4.5 Immundetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Nach dem Transfer auf die Nitrozellulosemembranen erfolgte die Proteindetektion
durch Antikoérper. Um unspezifische Bindestellen auf der Membran zu blocken, wurde
diese zunachst in der fiir den jeweiligen Antikorper etablieren Blockierungslosung fiir
mindestens eine Stunde inkubiert. AnschlieRend wurde die Nitrozellulosemembran UN
bei 4°C mit dem in der Blockierungslosung verdiinnten primaren Antikorper auf einem
Schiittler inkubiert (siehe Tab. 3.12). Es folgten drei Waschschritte a 10 min in TBST auf
dem Schiittler. Danach wurde die Membran auf gleiche Weise fiir 1 h bei RT mit dem
zweiten, Peroxidase-gekoppelten sekunddren Antikorper inkubiert und erneut dreimal
mit TBST fiir je 10 min gewaschen. Die Membran wurde nun kurz auf einem Papiertuch
abgetrocknet und zur Detektion 5 min in einer Chemilumineszenz-Substratlésung,
welche durch Mischen von 4 ml Losung-1 (Luminol) mit 4 ml Losung-2 (Wasserstoff-

peroxidlosung) hergestellt wurde (siehe Abschnitt 2.11), inkubiert. Anschlief3end wurde
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die Membran kurz auf einem Papiertuch abgetrocknet. Die an den zweiten Antikérper
gekoppelte Meerrettichperoxidase 16st die Chemilumineszenzreaktion aus. Dabei wird
das Luminol oxidiert und geht in den angeregten Zustand tiber. Beim Zurtickfallen in den
Grundzustand erfolgt die Freisetzung von Energie in Form von Licht, welches mittels
eines Rontgenfilms liber Autoradiographie detektiert werden kann. Die Membran wurde
dazu luftblasenfrei zwischen eine Klarsichtfolie gelegt und in einer Filmkassette
platziert. Der Film wurde in der Dunkelkammer auf die Membran gelegt, und die
Kassette lichtundurchldssig verschlossen. Die Belichtungszeiten betrugen je nach
Signalstarke zwischen 10 Sekunden und 10 Minuten. Anschlieféend wurde der Film im
Filmentwicklergerat SRx-101A entwickelt. Eine densitometrische Auswertung der

Bandenintensitidten erfolgte mit der Software Scion Image.

Tab. 3.12: Ubersicht iiber die Bedingungen des Antikérpergebrauchs beim Western Blot

Antikorper Blockierung- bzw. Verdiinnungslésung Verdiinnung
Anti-DNMT1 0,5 % Casein 1:2000
Anti-HDAC1 5% MP 1:30
Anti-3-Aktin 5% MP 1:15 000

Anti-Kaninchen 5 % MP 1:10 000

Anti-Maus 5 % MP 1:10 000

Anti-Ziege 5 % MP 1:5000

3.5 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden mithilfe von zweiseitigen Tests mit der Software
SPSS Statistics 17.0 durchgefiihrt. Es wurde ein Signifikanzlevel von 0,05 festgesetzt. Fur
den Vergleich von qualitativen Merkmalen zwischen verschiedenen Patientengruppen
wurden der x2-Test nach Pearson, der Fisher Exakt Test oder der Freeman-Halton Test
angewendet. In der univariaten Uberlebensanalyse wurden die Uberlebensraten anhand
von Kaplan-Meier-Kurven berechnet und mittels des Log-Rank-Tests verglichen.
Zusatzlich wurde das relative Risiko der Patientengruppen berechnet indem die Hazard
Ratios (HRs) auf der Grundlage von Cox-Regressionsmodellen bestimmt wurden. In der
multivariaten Uberlebensanalyse erfolgte eine schrittweise Auswahl der kategorialen
Variablen basierend auf Wahrscheinlichkeitstests. Das relative Risiko der Gruppen
wurde wie bereits beschrieben berechnet. Unterschiede in quantitativen Merkmalen

wurden mit Hilfe des Student-T-Tests berechnet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Prognostische und pradiktive Bedeutung der Expression epi-

genetisch relevanter Proteine in Magenkarzinomen

4.1.1 Klinisch-pathologische Charakteristika des Patientenkollektivs

Die Patientencharakteristika des untersuchten Kollektivs sind in Tab. 4.1 zusammen-
gefasst. Die Assoziation der klinisch-pathologischen Parameter sowohl mit dem
Gesamtiiberleben der Patienten als auch mit dem histopathologischen bzw. dem
klinischen Ansprechen ist durch die Angabe des P-Wertes dargestellt. Das mediane
Gesamtiiberleben des Kollektivs betrug 50,6 Monate (Zeitspanne: 3,9-112,3 Monate;
95 % Konfidenzintervall [CI]: 24,6-76,6 Monate) die mediane Nachbeobachtungszeit
betrug 52,8 Monate (Zeitspanne: 7,0-112,3 Monate; 95 % CI: 40,9-64,7 Monate). Fiir alle
Patienten lagen vollstdndige Nachsorgedaten vor.

Basierend auf der histopathologischen Responsebeurteilung bestand das Kollektiv aus
27 % (34/127) Respondern und 73 % (93/127) Nonrespondern. Legt man die klinische
Responsebeurteilung zugrunde handelte es sich um 35 % (44/127) Responder und
65 % (83/127) Nonresponder (siehe Abschnitt 2.1.3). Dabei korrelierten das histo-
pathologische und das klinische Ansprechen hoch signifikant (P < 0,001).

Sowohl das histopathologische als auch das klinische Ansprechen auf die neoadjuvante
Chemotherapie sind in diesem Kollektiv signifikant mit einem besseren Uberleben
assoziiert (P <0,001). Abb. 4.1 zeigt das Gesamtiiberleben der Patientengruppen der
Responder und Nonresponder unter Verwendung von Kaplan-Meier-Kurven. Neben
dem Ansprechen auf die Chemotherapie sind erwartungsgemafd auch der
Resektionsstatus RO (komplette Resektion des Tumors) und niedrige ypTNM Stadien
(pathologische Beurteilung der Ausdehnung des Primartumors, des Lymphknotenstatus
und des Metastasestatus nach Chemotherapie) mit einem signifikant besseren

Uberleben assoziiert. Sowohl das histopathologische als auch das klinische Ansprechen
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auf die neoadjuvante Chemotherapie war mit einem besseren Differenzierungsgrad der

Tumors, einer Komplettresektion und niedrigeren ypTNM Stadien korreliert.

Tab. 4.1: Ubersicht iiber die Patientencharakteristika des Kollektivs

Pa
' 0 .
Anzahl Patienten % Uberleben . Ansprechep .
histopath.  klinisch

Praoperative Charakteristika
Gesamt 127 100

Alter, Jahre

mittleres Alter

Altersspanne 39,2-77,6

o ;; e <0001 0,185 0,190
Geschlecht

e 2% s o oo
Lokalisation

proximales Drittel 92 72

mittleres Drittel 18 14

distales Drittel 12 10 0,264 0,092 0,067

Linitis 5 4
Laurén Klassifikation

intestinal 53 42

nicht intestinal 74 58 0,444 0.121 0,079
Differenzierungsgrad

g;ﬁ 1(2)(7) éi 0,202 < 0,001 0,009
Ansprechen

histopath. Responder 34 27 <0001

histopath. Nonresponder 93 73 ’

klinische Responder 44 35

klinische Nonresponder 83 65 <0,0001
Postoperative Charakteristika
Resektion 124/127 98

Resektionskategorie

Eg/z 12;;1;1 5 <00001 0006 0,044
ypT-Kategoriec

ypTO0/1 17/124 14

ypT2/3/4 107/124 36 0,009 <0,0001 <0,0001
ypN-Kategoriec

§§§2/z/3 ;;ﬁgi ‘5‘; <0,0001  <0,0001  <0,0001
ypM-Kategoriec

gm 32;31 Z‘i <0,0001 0,011 0,004

a Log-Rank-Test; » Chi-Quadrat-Test; < UICC 2002
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Abb. 4.1: Kaplan-Meier Uberlebenskurven des Patientenkollektivs. Gezeigt ist das Gesamtiiberleben
beziiglich des histopathologischen (A) bzw. des klinischen (B) Ansprechens. Den angegebenen P-Werten liegt
der Log-Rank-Test zugrunde.

4.1.2 Expression der Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2

4.1.2.1 Haufigkeiten und Assoziation der Expression mit klinisch-pathologischen

Parametern

Die Untersuchung der HDAC-Expression ergab eine hohe HDAC1-Expression (SI = 0-6)
in 54 % (69/127) und eine niedrige Expression (SI=8-12) in 46 % (58/127) der
untersuchten Falle. Beziiglich HDAC2 zeigten 85 % (108/127) der Tumoren eine hohe
(SI=0-6) und 15 % (19/127) eine niedrige (SI = 8-12) Expression (siehe Abb. 4.2). Fiir
HDAC1 konnte eine signifikante Assoziation von hoher Expression mit einem hoheren
Alter der Patienten nachgewiesen werden (P = 0,011). Es ergab sich keine Korrelation
der HDAC1-Expression mit dem Geschlecht, der Tumorlokalisation, der histo-
pathologische Klassifikation oder dem Differenzierungsgrad der Tumoren. Eine hohe
Expression von HDAC2 zeigte eine signifikante Assoziation mit schlechterer
Tumordifferenzierung und einem nicht intestinalem Tumortyp. In Bezug auf Alter,

Geschlecht und Tumorlokalisation ergab sich keine Assoziation (Tab. 4.2).
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Abb. 4.2: Expression der Histondeacetylasen 1 und 2 in Magenkarzinombiopsien. Gezeigt sind
immunhistochemisch gefdrbte Schnitte von Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten prdtherapeutischen
Adenokarzinombiopsien des Magens, die (A) eine niedrige HDACI-, (B) hohe HDAC1-, (C) niedrige HDACZ2-
bzw. (D) hohe HDAC2-Expression aufweisen. Positive Zellen zeigen ein nukledres Fidrbemuster. Verdiinnung

der verwendeten Primdrantikérper: HDAC1 — 1:10; HDAC2 — 1:200000. Der Maf3stabsbalken entspricht
100 uM.
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Tab. 4.2: Ubersicht iiber die Assoziation von klinisch-pathologischen Parametern mit der HDAC1- und
HDAC2-Expression

Anzahl Patienten = HDAC1-Expression HDAC2-Expression
n(%) nl2 nd P nl2 n1b P

Praoperative Charakteristika
Gesamt 127 (100) 58 69 19 108

Alter, Jahre
mittleres Alter, 60 Jahre

<60 55(43) 32 23 . 6 49 .
=60 72 (57) 26 46 0,013 13 59 0,263
Geschlecht
weiblich 33(26) 17 16 . 6 27 .
méannlich 94 (74) 41 53 0,433 13 81 0,575
Lokalisation
proximales Drittel 92 (72) 38 54 15 77
mittleres Drittel 18 (14) 10 8 d 2 16 d
distales Drittel 12 (10) 6 6 0.275 1 11 0,836
Linitis 5(4) 4 1 1 4
Laurén Klassifikation
intestinal 53(42) 26 27 . 12 41 .
nicht intestinal 74 (58) 32 42 0,517 7 67 0,040
Grading
G1/2 20(16) 9 11 . 7 13 .
G3/4 107 (84) 49 58 0,948 12 95 0,013
Postoperative Charakteristika
Resektion 124/127 (98)
R-Kategorie
RO 101/124 (81) 47 54 11 90 0.008e
R1/2 23/124(19) 9 14 8 15 ’
ypT-Kategorief
ypTO0/1 17/124 (14) 11 6 . 4 13 .
ypT2/3/4 107/124 (86) 45 62 0,081 15 92 0,294
ypN-Kategorief
ypNO 51/124 (41) 23 28 . 10 41 .
ypN1/2/3 73/124(59) 33 40 991 9 64 0268
ypM-Kategorief
ypMO 98/124 (79) 47 51 . 12 86 .
ypM1 26/124(21) 9 17 2% 7 19 0074

a piedrige Expression; P hohe Expression; ¢ Chi-Quadrat-Test nach Pearson; 4 Freeman-Halton Test; ©
Exakter Test nach Fisher; fUICC 2002
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4.1.2.2 Assoziation der Expression mit dem Therapieansprechen

Die Expression der Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2 zeigte keine signifikante

Assoziation mit dem Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie (siehe Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Verteilung der Responder und Nonresponder in den Patientengruppen mit hoher und
niedriger HDAC1- bzw. HDAC2-Expression

HDAC1 HDAC2

Gesamt 42 o pe 42 b pe

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Gesamt 127 (100) 58 (46) 69 (54) 19 (15) 108 (85)
Histopath. Ansprechen
Responder 3. (27) 17 (29) 17 (25) .., 6 (32) 28 (260) 0o
Nonresponder 93  (73) 41 (71) 52 (75) "~ 13 (68) 80 (74)
Klinisches Ansprechen
Responder 44 (35) 22 (38) 22 (32) .. 8 (42) 36 (33) .
Nonresponder 83  (65) 36 (62) 47 (68) 11 (58) 72 (67)

aniedrige Expression; P hohe Expression; ¢ Chi-Quadrat-Test

4.1.2.3 Assoziation der Expression mit dem Uberleben

Es ergab sich keine signifikante Assoziation der HDAC1- oder HDAC2-Expression mit
dem Gesamtiiberleben der Patienten (P = 0,145 und P = 0,581), obwohl eine erheblich
kiirzeres Uberleben der Patienten mit hoher HDAC1-Expression verglichen mit den
Patienten mit niedriger Expression festgestellt werden konnte (medianes Uberleben:

44,0 versus 74,1 Monate) (siehe Tab. 4.4 und Abb. 4.4).

Tab. 4.4: Medianes Uberleben und relatives Risiko der Patienten mit niedriger und hoher HDAC1-
bzw. HDAC2-Expression

Kaplan-Meier Analyse Cox-Regression
Medianes Uberleben 95 04 CJ 2 pb HRe 95 04 CJ 2 p
(Monate)

HDAC1

Jd 74,1 40,3-107,9 1

e 44,0 26,8-61,2 0,145 1,5 09-25 0,147
HDAC2

L 42,1 0,0-96,6 1

e 50,6 24,1-77,0 0,982 1,1 05-20 0,982

a Konfidenzintervall; P Log-rank-Test; ¢ Hazard Ratio; 4 niedrige Expression; ¢ hohe Expression; f nicht
erreicht. Berechnung der Uberlebenszeiten mit der Kaplan-Meier Analyse und Bestimmung der relativen
Risiken mit der Cox-Regressions-Analyse.
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Abb. 4.3: Kaplan-Meier Analyse fiir die Expression der Histondeacetylasen. Die Abbildungen zeigen das
kumulative Uberleben (Y-Achse) vom Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie in Monaten (X-Achse) fiir die
Gruppen der (A) HDAC1 und (B) HDACZ2 hoch und niedrig exprimierenden Patienten.

Betrachtet man die Subgruppe der histopathologisch bzw. klinisch ansprechenden
Patienten getrennt von den nicht ansprechenden Patienten, so zeigt sich eine
signifikante Assoziation von hoher HDAC1-Expression mit reduzierter Uberlebenszeit
(P=0,005 bzw. P<0,001). In der Subgruppe der nicht ansprechenden Patienten war
diese Assoziation nicht vorhanden (P=0,788 bzw. P=0,581) (siehe Abb. 4.4). Im
Hinblick auf die HDAC2-Expression ergab sich in den histopathologischen und
klinischen Respondern ebenfalls eine Assoziation von hoher Expression und
schlechterem Uberleben, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte (P =0,138
bzw. P=0,098) In der Gruppe der Nonresponder zeigten Patienten mit hoher HDAC2-

Expression ein besseres Uberleben (P = 0,021).
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Abb. 4.4: Kaplan-Meier Analyse fiir die Expression von HDAC1 in den Subgruppen der Responder und
Nonresponder: Die Abbildungen zeigen das kumulative Uberleben (Y-Achse) vom Beginn der neoadjuvanten
Chemotherapie in Monaten (X-Achse) fiir die Subgruppen der (A) histopathologischen bzw. (B) klinischen
Responder und (C) histopathologischen bzw. (D) klinischen Nonresponder in Abhdngigkeit der HDAC1-
Expression.

4.1.2.4 Kombination der HDAC1- und HDAC2-Expressionsdaten

Zusatzlich zur separaten Auswertung der Expressionsdaten von HDAC1 und HDAC2

wurde auch eine Kombinationsauswertung beider Histondeacetylasen gemeinsam

durchgefiihrt. Daflir wurden 3 verschiedene Expressionsgruppen unterschieden:

Zunachst Patienten mit einer a) sowohl hohen HDAC1- als auch HDAC2-Expression, b)
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Patienten mit einer sowohl HDAC1 als auch HDAC2 niedrigen Expression und Patienten,
die eine c) hohe Expression von HDAC1 oder HDAC2 aufwiesen.
Durch die Kombination der Expressionsdaten wurde keine signifikante Assoziation mit

dem Uberleben der Patienten oder dem Ansprechen auf die Therapie festgestellt.

4.1.2.5 HDAC1-Expression in korrespondierenden Resektaten

Da die Expression der Histondeacetylase 1 in pratherapeutischen Biopsien nur im
Zusammenhang mit einer erfolgreichen neoadjuvante Chemotherapie, also einem
betrdchtlichen Schrumpfen des Tumors, eine prognostische Relevanz zeigte, stellte sich
die Frage nach der Expression in den korrespondierenden resezierten Tumoren. Gemaf3
der Krebsstammzellhypothese reprasentieren die Tumorzellen, die nach einer
Chemotherapie zuriickbleiben eine Subpopulation, die vermehrt Stammzell-dhnliche
Eigenschaften, wie zum Beispiel eine intrinsische Chemoresistenz, besitzen konnen. Da
epigenetische Veranderungen als friithe Ereignisse bei der Entwicklung von
Tumorstammzellen diskutiert werden, wurden 12 Resektate von Patienten mit
Regressionsgrad 1b (1-10 % residuale Tumorzellen) und 12 Resektate von Patienten
mit Regressionsgrad 3 (> 50 % residuale Tumorzellen) auf ihre HDAC1-Expression
untersucht. Die Expression wurde anschliefend mit der in den korrespondierenden
Biopsien detektierten Expression verglichen. In der Gruppe der Patienten mit
Regressionsgrad 1b zeigten tiber 50 % der Resektate eine Reduktion der Expression im
Vergleich zur Biopsie. In der Gruppe der Patienten mit Regressionsgrad 3 konnte in ca.
65 % eine gleiche oder reduzierte HDAC1-Expression festgestellt werden (siehe Abb.
4.5). Auch wenn es sich bei dieser Analyse um eine geringe Patientenanzahl handelt,
lasst sich doch feststellen, dass die Zellen die im Tumorbett verbleiben nicht

notwendigerweise diejenigen sind, die verstarkt HDAC1 exprimieren.
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Abb. 4.5: HDAC1-Expression in Resektaten bezogen auf die Expression in den korrespondierenden
Biopsien. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Resektaten, die bezogen auf die korrespondierende
Biopsie einen niedrigeren, gleichen oder hoheren SI aufweisen.

4.1.3 Expression der DNA-Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3b

4.1.3.1 Haufigkeiten und Assoziation der Expression mit klinisch-pathologischen

Parametern

Eine hohe nukledre Expression von DNMT1 (=30 % positive Tumorzellen) konnte in
83 % (105/127) der Magenkarzinombiopsien festgestellt werden, wohingegen 17 %
(22/127) der Fille eine niedrige Expression (<30 % positive Tumorzellen) zeigten.
Beziiglich DNMT3b wurden 62 % (79/127) hoch exprimierende (=50 % positive
Tumorzellen) und 48 (38 %) niedrig exprimierende (<50 % positive Tumorzellen)
Tumoren detektiert (siehe Abb. 4.6). Dabei zeigte sich fiir eine hohe DNMT1-Expression
eine signifikante Assoziation mit einem schlechteren Differenzierungsgrad der Tumoren
(P=0,008), sowie einem hoherem ypT-(P=0,013), ypN-(P=0,004) und ypM-
(P=0,007) Stadium. Eine hohe Expression der DNA-Methyltransferase 3b war mit
proximaler Tumorlokalisation assoziiert (P = 0,048) und es zeigte sich ein Trend fiir eine
Assoziation mit einem intestinalem Tumortyp (P = 0,062). Es wurde keine Korrelation

mit dem Alter oder dem Geschlecht der Patienten festgestellt (siehe Tab. 4.5).
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Abb. 4.6: Expression der DNA-Methyltransferasen 1 und 3b in Magenkarzinombiopsien. Gezeigt sind
immunhistochemisch gefdrbte Schnitte von Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten prdtherapeutischen
Adenokarzinombiopsien des Magens, die eine (A) niedrige DNMT1-, (B) hohe DNMT1-, (C) niedrige DNMT3b-
bzw. (D) hohe DNMT3b-Expression aufweisen. Positive Zellen zeigen ein nukledres Fdrbemuster. Verdiinnung

der verwendeten Primdrantikérper: DNMT1 — 1:500; DNMT3b — 1:200. Der Maf3stabsbalken entspricht
100 uM.
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Tab. 4.5: Ubersicht iiber die Assoziation von klinisch-pathologischen Parametern mit der DNMT1-
und DNMT3b-Expression

Anzahl Patienten DNMT1-Expression DNMT3b-Expression
n(%) nl2 nd P nl2 n1b P

Praoperative Charakteristika
Gesamt 127 (100) 22 105 48 79

Alter, Jahre
mittleres Alter, 60 Jahre

<60 55(43) 10 45 . 21 34 .
=60 72 (57) 12 60 0,823 27 45 0,937
Geschlecht
weiblich 33(26) 4 29 . 16 17 .
mannlich 94 (74) 18 76 0,359 32 62 0,141
Lokalisation
proximales Drittel 92 (72) 18 74 29 63
mittleres Drittel 18(14) 2 16 d 10 8 d
distales Drittel 12 (10) 1 11 0,709 5 7 0,048
Linitis 5(4) 1 4 4 1
Laurén Klassifikation
intestinal 53(42) 11 42 . 15 38 .
nicht intestinal 74 (58) 11 63 0,387 33 41 0,062
Grading
G1/2 20 (16) 8 12 . 5 15 .
G3/4 107 (84) 14 93 0,008 43 64 0,199
Postoperative Charakteristika
Resektion 124/127 (98)
R-Kategorie
RO 101/124 (81) 20 81 . 35 66 .
R1/2 23/124 (19) 2 21 0,363 11 12 0,238
ypT-Kategorief
ypT0/1 17/124 (14) 7 10 . 7 10 .
ypT2/3/4 107/124 (86) 15 92 0,013 39 68 0,708
ypN-Kategorief
ypNO 51/124 (41) 15 36 . 22 29 .
ypN1/2/3 73/124(59) 7 66 00% oy 49 0244
ypM-Kategorief
ypMO 98/124 (79) 22 76 . 35 63 .
ypM1 26/124(21) O 26 0,007 11 15 0,536

aniedrige Expression; » hohe Expression ¢ Chi-Quadrat-Test nach Pearson; 4 Freeman-Halton Test;
e Exakter Test nach Fisher; fUICC 2002
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4.1.3.2 Assoziation der Expression mit dem Therapieansprechen

Beziiglich des Ansprechens ergab sich eine signifikante Korrelation von hoher
Expression mit schlechterem histopathologischen (P = 0,03) bzw. klinischen (P = 0,008)
Ansprechen auf die Chemotherapie fiir DNMT1 nicht aber fiir DNMT3b (P = 0,239 und
P =0,531). Es zeigte sich, dass in der Gruppe der DNMT1 niedrig exprimierenden
Patienten eine relativ gleichmafdige Verteilung von Respondern (45 %) und
Nonrespondern (55 %) gegeben war, wohingegen in der Gruppe der Patienten mit
hoher DNMT1-Expression der Anteil an Nonrespondern mit 77 % deutlich hoher lag.
Tab. 4.6 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung von Respondern und Nonrespondern
in den Patientengruppen mit niedriger und hoher DNMT1 bzw. DNMT3 Expression.
Abb. 4.7 zeigt die Assoziation von hoher DNMT1-Expression mit schlechterem histo-

pathologischen bzw. klinischen Ansprechen.

Tab. 4.6: Verteilung der Responder und Nonresponder in den Patientengruppen mit hoher und
niedriger DNMT1 bzw. DNMT3b-Expression

DNMT1 DNMT3b
Gesamt 2 b pe $a b pe
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Gesamt 127 (100) 22 (17) 105 (83) 48 (38) 79 (62)
Histopath. Ansprechen
Responder 34 (27) 10 (45) 24 (23) .5, 10 (1) 24 (30) .
Nonresponder 93  (73) 12 (55) 81 (77) ” 38 (79) 55 (70) "~
Klinisches Ansprechen
Responder 44 (35 13 (59) 31 (30) 0.008 15 (31) 29 (37) 0531
Nonresponder 83  (65) 9 (41) 74 (70) 33 (69) 50 (63)

a niedrige Expression; » hohe Expression ¢ Chi-Quadrat-Test
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Abb. 4.7: Graphische Darstellung der Assoziation von hoher DNMT1-Expression mit schlechterem
histopathologischen (A) und klinischen (B) Ansprechen. Auf der Y-Achse ist der Prozentsatz der
Patienten dargestellt, die X-Achse zeigt die hohe bzw. niedrige DNMT1-Expression an. Die angegebenen P-
Werte beruhen auf dem Chi-Quadrat Test nach Pearson.

4.1.3.3 Assoziation der Expression mit dem Uberleben

Um die Gesamtiiberlebensraten der Patienten in Abhangigkeit der DNMT1-Expression
zu untersuchen, wurde zunéachst eine univariate Analyse unter Verwendung von Kaplan-
Meier Uberlebenskurven durchgefithrt. Vergleicht man das Gesamtiiberleben der
Patienten mit hoher DNMT1-Expression, so zeigen diese ein medianes Uberleben von
39,1 Monaten (95 % CI 25,3 - 52,9 Monate), wohingegen das mediane Uberleben der
Patienten mit niedriger DNMT1-Expression nicht erreicht wurde. Von den Patienten der
DNMT1 niedrig exprimierenden Gruppe verstarben im Verlauf des Beobachtungs-
zeitraums nur 23 % (5/22), in der Gruppe der hoch exprimierenden Patienten jedoch
55 % (58/105). Zusammenfassend ldsst sich also ein signifikant reduziertes Uberleben
der DNMT1 hoch exprimierenden Patienten feststellen (Progrank=0,001). Aus der
Uberlebenszeitanalyse basierend auf der Cox-Regression ergab sich fiir diese Patienten
ein ca. vierfach erhohtes Risiko zu versterben (HR 4,1; 95 % CI 1,6-10,3; P = 0,003). Die
Expression von DNMT3b ergab keine Korrelation mit dem Uberleben (Ppog-rank = 0,670).
Es ergab sich eine relative Risikorate von 0,9 fiir Patienten mit hoher DNMT3b-
Expression verglichen mit Patienten mit niedriger Expression (95 % CI 0,5-1,5;
P =0,607) (siehe Tab. 4.7). Abb. 4.8 zeigt die Uberlebenskurven der Kaplan-Meier-
Analyse.
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Tab. 4.7: Medianes Uberleben und relatives Risiko der Patienten mit niedriger und hoher DNMT1-
bzw. DNMT3b-Expression

Kaplan-Meier Analyse Cox-Regressions-Analyse
Medianes Uberleben  4¢ % CI a pb HRe 95 9 Cl a p
(Monate)

DNMT1

Jd n.e.f n.e.f 1

e 39,1 25,3-52,9 0,001 4,1 1,6 -10,3 0,003
DNMT3b

Jd 48,5 13,9-83,1 1

e 65,9 36,5-95,3 0,670 0,9 05-15 0,670

a Konfidenzintervall; ® Log-rank-Test; ¢ Hazard Ratio; 4 niedrige Expression; ¢ hohe Expression; f nicht
erreicht. Berechnung der Uberlebenszeiten mit der Kaplan-Meier Analyse und Bestimmung der relativen
Risiken mit der Cox-Regressions-Analyse.
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Abb. 4.8: Kaplan-Meier Analyse fiir die Expression der DNA-Methyltransferasen. Die Abbildungen
zeigen das kumulative Uberleben (Y-Achse) vom Beginn der neoadjuvanten Chemotherapie in Monaten (X-
Achse) fiir die Gruppen der (A) DNMT1 und (B) DNMT3b hoch und niedrig exprimierenden Patienten-
gruppen.

Aufgrund der signifikanten Assoziation von hoher Expression mit schlechterem
Uberleben in der univariaten Kaplan-Meier-Analyse, wurde fiir die DNMT1-Expression
zusatzlich eine multivariate Analyse basierend auf der Cox-Regressions-Analyse
durchgefiihrt, um zu iiberpriifen ob die DNMT1-Expression einen unabhdngigen
prognostischen Faktor darstellt. In die multivariate Analyse wurden alle Faktoren
eingeschlossen, die schon in der univariaten Analyse eine signifikante Assoziation mit

dem Uberleben zeigten: Histopathologisches Ansprechen, Kklinisches Ansprechen,
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Resektionsstatus, ypT-, ypN-, ypM-Status und DNMT1-Expression. In Tab. 4.8 sind die
Ergebnisse der multivariaten Analyse zusammengestellt. Es zeigt sich als starkster
prognostischer Faktor der Resektionsstatus mit einem 6,2-fach hoheren Risiko zu
versterben flir Patienten, bei denen keine Komplettresektion moglich war (P < 0,0001),
gefolgt vom klinischen Ansprechen mit einem relativen Risiko von 3 fiir nicht
ansprechende Patienten (P=0,001). Als dritter unabhangiger prognostischer Faktor
ergibt sich aus der multivariaten Analyse die Expression von DNMT1 mit einem 3,3-fach

hoheren Risiko zu versterben wenn eine starke Expression vorliegt (P = 0,012).

Tab. 4.8: Multivariate Analyse der signifikant mit dem Uberleben assoziierten Parameter unter
Verwendung der Cox-Regression

Gesamtiiberleben (n = 127)

Faktor
HRa 95% CI® P

Resektionsstatus

RO 1

R1/2 6,2 3,5-10,8 <0,0001
Klinisches Ansprechen

Responder 1

Nonresponder 3,0 1,5-5,7 0,001
DNMT1-Expression

Le 1

M 3,3 1,3-8,2 0,012

a Hazard Ratio; ® Konfidenzintervall; <niedrige Expression; dhohe Expression

Angegeben ist das jeweilige relative Risiko mit 95 % Konfidenzintervall und dem zugehoérigen P-Wert. In
die Analyse eingeschlossen wurden histopathologisches bzw. klinisches Ansprechen, Resektionsstatus,
ypT-, ypN-, ypM-Kategorie und DNMT1-Expression

4.1.3.4 Assoziation der DNMT-Expression mit dem Methylierungsstatus

Da aus vorangegangenen Untersuchungen (Napieralski et al, 2007) fiir einen Teil der
Tumoren (n = 53) Informationen zum Methylierungsstatus von 6 verschiedenen Genen
vorhanden waren, konnte eine Analyse zur Assoziation der DNMT-Expression mit dem
Methylierungsstatus der Tumoren durchgefiihrt werden. Fiir die Gene 14-3-30, E-
Cadherin, HPP1, LOX, MGMT und pl6 wurde die Promotormethylierung mittels
MethyLight Technologie untersucht und sowohl der Methylierungsstatus der einzelnen
Gene als auch ein Gesamtmethylierungsstatus mit zwei unterschiedlichen Grenzwerten
ermittelt. In der Korrelationsanalyse zeigte sich eine signifikante Assoziation von hoher

DNMT1-Expression und der Promotormethylierung der einzelnen Gene 14-3-3c
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(P=0,043) und LOX (P=0,026). Bezliglich des Gesamtmethylierungsstatus ergab sich
ein Trend fiir eine Korrelation zwischen hoher DNMT1-Expression und der
Methylierung von mehr als einem Gen (P =0,097) und eine signifikante Korrelation
zwischen hoher Expression und der Promotormethylierung von mehr als 4 der 6
untersuchten Gene (P=0,031). Fiur die Expression von DNMT3b konnte Kkeinerlei
Assoziation zum Methylierungsstatus gezeigt werden. In der nachfolgenden Tab. 4.9

sind die P-Werte der Analyse zusammengefasst.

Tab. 4.9: Ubersichtstabelle zu Assoziation der DNMT-Expression mit dem Methylierungsstatus in
prdtherapeutischen Biopsien

. Pa
Methylierungsstatus (n = 53) DNMT1 DNMT3b
einzelne Gene

14-3-30 0,043 0,199
E-Cadherin 1 0,736
HPP1 0,235 1
LOX 0,026 0,611
MGMT 0,168 0,319
plé 0,123 0,524
Gesamtb
METSTAT 1 ¢ 0,097 1
METSTAT 24 0,031 0,524

a Chi-Quadrat-Test; P Gesamtmethylierungsstatus der sechs getesteten Gene; © 0 bis 1 Gen methyliert
versus > 1 Gen methyliert; 4 < 4 Gene methyliert versus = 4 Gene methyliert

4.1.3.5 Kombination der DNMT1- und DNMT3-Expressionsdaten

Analog zu den Histondeacetylasen wurde auch fiir die DNA-Methyltransferasen eine
Kombinationsauswertung durchgefiihrt. Es wurde jedoch durch die Kombination der
Expressionsdaten keine signifikante Assoziation mit dem Uberleben der Patienten
festgestellt, welche die prognostische und pradiktive Signifikanz der DNMT1-Expression

verbesserte.

4.1.4 Expression der Polycombproteine BMI-1 und EZH2

Die Expression der Polycombproteine BMI-1 und EZH2 wurde im Gegensatz zur
Expression der DNA-Methyltransferasen und der Histondeacetylasen nur an 71 pra-

therapeutischen Biopsien durchgefiihrt.
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4.1.4.1 Haufigkeiten der Expression und Assoziation mit klinisch-pathologischen

Parametern

Eine hohe Expression von BMI-1 (SI=6-9) konnte in 30/71 (42%) der
Magenkarzinombiopsien festgestellt werden, wohingegen 41/71 Falle (58 %) eine
niedrige Expression (SI=0-4) aufwiesen. Beziiglich EZH2 ergaben sich 33/71 (46 %)
hoch exprimierende (SI =9) und 38/71 (54 %) niedrig exprimierende (SI = 0-6) Proben
(siehe Abb. 4.9). Die Expression der Polycombproteine BMI-1 und EZH2 ergab keine

Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern (siehe Tab. 4.10).

Abb. 4.9: Expression der Polycombproteine BMI-1 und EZH2 in Magenkarzinombiopsien. Gezeigt sind
immunhistochemisch gefirbte Schnitte von Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten prdtherapeutischen
Adenokarzinombiopsien des Magens, die eine (A) niedrige BMI-1-, (B) hohe BMI-1-, (C) niedrige EZH2- bzw.
(D) hohe EZHZ2-Expression aufweisen. Positive Zellen zeigen ein nukledres Fdrbemuster. Verdiinnung der
verwendeten Primdrantikérper: BMI1 — 1:50; EZH2 — 1:400. Der MafSstabsbalken entspricht 100 uM.
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Tab. 4.10: Ubersicht iiber die Assoziation von klinisch-pathologischen Parametern mit der BMI-1 und
EZH2-Expression

Anzahl Patienten BMI1 Expression EZH2-Expression
n(%) nd2 n1d P n2 n7® P
Praoperative Charakteristika
Gesamt 71(100) 41 30 38 33
Alter, Jahre
<60 37(52) 21 16 . 21 16 .
=60 34 (48) 20 14 0,860 17 17 0,569
Geschlecht
weiblich 16 (23) 11 5 . 11 5 .
ménnlich 55(77) 30 25 O3 55 g 0165
Lokalisation
proximales Drittel 52(73) 25 27 27 25
mittleres Drittel 11(16) 9 2 d 5 6 d
distales Drittel 5(7) 5 0 0,089 4 1 0,581
Linitis 3(4) 2 1 2 1
Laurén Klassifikation
intestinal 34 (48) 18 16 . 19 15 .
nicht intestinal 37(52) 23 14 0,432 19 18 0,702
Grading
G1/2 12(17) 5 7 . 7 5 .
G3/4 59(83) 36 23 0.216 31 28 0,714
Postoperative Charakteristika
Resektion 68/71 (96)
R-Kategorie
RO 57/68 (84) 31 26 . 32 25 .
R1/2 11/68(16) 9 2 0,108 5 6 0,515
ypT-Kategorief
ypT0/1 13/68(19) 8 5 . 9 4 .
ypT2/3/4 55/68 (81) 32 23 0825 28 27 0,233
ypN-Kategorief
ypNO 27/68 (40) 14 13 . 15 12 .
ypN1/2/3 41/68 (60) 26 15 0,343 22 19 0,878
ypM-Kategorief
ypMO 54/68 (79) 29 25 . 30 24 .
ypM1 14/68 (21) 11 3 0,092 7 7 0,710

a piedrige Expression; P hohe Expression; ¢ Chi-Quadrat-Test nach Pearson; 4 Freeman-Halton Test; ©
Exakter Test nach Fisher; fUICC 2002
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4.1.4.2 Assoziation der Expression mit dem Ansprechen

Auch in Bezug auf das Ansprechen ergab sich keinerlei Korrelation der BMI-1- bzw.

EZH2-Expression (siehe Tab. 4.11).

Tab. 4.11: Verteilung der Responder und Nonresponder in den Patientengruppen mit hoher und
niedriger BMI-1 bzw. EZH2-Expression

BMI-1 EZH2
Gesamt Ja T pe e T Pe
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Gesamt 71 (100) 41 (58) 30 (42) 38 (54) 33 (46)
Histopath. Ansprechen
Responder 23 (32) 11 (27) 12 (40) 0.241 12 (32) 11 (33) 0.875
Nonresponder 48 (68) 30 (73) 18 (60) 26 (68) 22 (67)
Klinisches Ansprechen
Responder 22 (31) 11 (27) 11 (37) 0.376 13 (34) 9 (27) 0,528

Nonresponder 49 (69) 30 (73) 19 (63)

aniedrige Expression; P hohe Expression; ¢Chi-Quadrat-Test

25 (66) 24 (73)

4.1.4.3 Assoziation mit dem Uberleben

Es konnte keine Korrelation der Expression von BMI-1 und EZH2 mit dem Uberleben
festgestellt werden. Tab. 4.12 fasst die Uberlebensdaten zusammen. Die zugehérigen
Kaplan-Meier Kurven sind Abb. 4.10 zu entnehmen.

Auch die Kombination der Expressionsdaten von BMI-1 und EZH2 ergab keine

Assoziation mit dem Uberleben.

Tab. 4.12: Medianes Uberleben und relatives Risiko der Patienten mit niedriger und hoher BMI-1-
bzw. EZH2-Expression

Kaplan-Meier Analyse Cox-Regression
Medianes Uberleben  4¢ % CI a pb HRe 95 04 Cl a p
(Monate)

BMI-1

N 50,6 14,7 - 86,5 1

e 83,9 58,8-109,1 0,251 0,7 03-13 0,254
EZH2

Jd 69,8 31,9-107,7 1

e n.e.f n.e.f 0,468 0,8 04-15 0,469

a Konfidenzintervall; P Log-rank-Test; ¢ Hazard Ratio; 4 niedrige Expression; ¢ hohe Expression; f nicht
erreicht. Berechnung der Uberlebenszeiten mit der Kaplan-Meier Analyse und Bestimmung der relativen
Risiken mit der Cox-Regressions-Analyse.
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Abb. 4.10: Kaplan-Meier Analyse fiir die Expression der Polycombproteine. Die Abbildungen zeigen das
kumulative Uberleben (Y-Achse) vom Zeitpunkt des Beginns der neoadjuvanten Chemotherapie in Monaten
(X-Achse) fiir die Gruppen der BMI-1 (A) und EZHZ (B) hoch und niedrig exprimierenden Patientengruppen.
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4.2 Invitro Untersuchung der pradiktiven Bedeutung der HDAC- und
DNMT-Expression und Evaluation epigenetischer Therapie-

konzepte fiir das Magenkarzinom

4.2.1 Charakterisierung von Magenkarzinomzelllinien

Um die Ergebnisse, die sich aus der Untersuchung von Patientenmaterial ergeben haben,
in einem Modellsystem genauer untersuchen zu kénnen, wurden die Magenkarzinom-
zelllinien MKN28, MKN45, AGS und KATOIIl aufgrund ihres in der Literatur
beschriebenen unterschiedlichen Methylierungsstatus ausgewahlt (Yamashita et al,
2006). Zunachst wurden die Zelllinien beziiglich ihres Proliferationsverhaltens, ihres
Methylierungsstatus und ihrer Sensitivitat gegeniiber den Standardchemotherapeutika

Cisplatin und 5-FU charakterisiert.

4.2.1.1 Proliferationsverhalten der Magenkarzinomzelllinien

Als Grundcharakterisierung wurde die Verdopplungszeit der Zelllinien unter
Verwendung des XTT-Assays bestimmt. Dafiir wurde die Zellviabilitat zu verschiedenen
Zeitpunkten (siehe Abb. 4.11) bestimmt und die Verdopplungszeit berechnet. Es zeigt
sich ein unterschiedliches Proliferationsverhalten der verschiedenen Magenkarzinom-
zelllinien. Mit einer Verdopplungszeit von ca. 25 bzw. 27 Stunden weisen die Zelllinien
AGS und MKN28 eine hohere Proliferationsrate auf als die Zelllinien MKN45 und
KATOIII mit ca. 37 und 42 Stunden.
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Abb. 4.11: Proliferation der Magenkarzinomzelllinien MKN28, MKN45, AGS und KATOIII (A) Die X-
Achse zeigt die Inkubationszeiten der Zellen nach dem Ausplattieren bis zum Zeitpunkt des XTT-Tests. Auf der
Y-Achse sind die OD-Werte bei einer Wellenldnge von 492 nm nach Abzug des Leerwertes angegeben. Die
Berechnung der Mittelwerte und der Standardabweichungen beruht auf drei unabhdngigen Versuchen mit 4-
fach-Bestimmung. (B) Angegeben sind die aus den Proliferationskurven der Abbildung A errechneten
Verdopplungszeiten (Y-Achse) der verschiedenen Magenkarzinomzelllinien.

4.2.1.2 Ermittlung des Methylierungsstatus und der Kopienzahlverinderungen

der Magenkarzinomzelllinien

Da sich in einem vorangegangenen Projekt (Napieralski et al, 2007) in neoadjuvant
chemotherapierten Magenkarzinomen Hinweise flir eine Assoziation von verstirkter
Promotormethylierung mit einem schlechteren Uberleben und Therapieansprechen
ergaben und zusétzlich in der hier vorgelegten Studie in Magentumoren zum einen eine
signifikante Assoziation von hoher DNMT1-Expression mit schlechterem Uberleben und
Ansprechen und zum anderen mit einem hoheren Methylierungsstatus gezeigt werden
konnte (siehe Abschnitt 4.1.3.2, 4.1.3.3 und 4.1.3.4) wurde der Methylierungsstatus der
Zelllinien untersucht. Fir die Methylierungsanalyse wurde der MS-MLPA-Test
eingesetzt (siehe Abschnitt 3.3.4), mit dem zusatzlich auch Kopienzahlverdnderungen
nachgewiesen werden kénnen.

Die Untersuchung zeigte, dass sich die verschiedenen Magenkarzinomzelllinien im
Ausmafs der detektierten Veranderungen unterscheiden, wobei eine inverse Korrelation
zwischen Methylierungs- und Kopienzahlveranderungen beobachtet werden konnte. Die
Zelllinien AGS und KATOIIl wiesen mit 13/24 und 10/24 methylierten Genen eine
starkere Methylierung als die Zelllinien MKN28 und MKN45 mit 7/24 und 5/24

methylierten Genen auf, jedoch geringere Verdnderungen beziiglich der Kopienzahl.
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Es zeigte sich in der Analyse, dass die Gene APC, ESR1, CDH13 und TIMP3 in allen 4
Magenkarzinomzelllinien methyliert vorliegen. In drei Zelllinien ist IGSF4 methyliert
und in je zwei Zelllinien findet sich die Methylierung der Gene RASSF1, FHIT, CD44, TP73,
CDKNZ2A und CHFR. Betrachtet man die Kopienzahlveranderungen, so tritt in den
Zelllinien haufiger ein Allelverlust als eine Amplifikation auf, wobei die Zelllinie KATOIII
mit zwei Allelverlusten und sechs Amplifikationen eine Ausnahme darstellt. Auffallig
sind Allelverluste von TIMP3 und BCLZ und eine Amplifikation von GSTPI1, da diese in
jeweils drei der vier untersuchten Zelllinien nachzuweisen waren. Auf3erdem war in den
Zelllinien MKN28 und MKN45 deutlich zu erkennen, dass einige Gene sowohl von einer
Methylierung als auch von einem Allelverlust betroffen sein konnen, wie es
beispielsweise bei RASSF1, FHIT, CDH13 und TIMP3 der Fall war. Weiterhin war in den
Zelllinien MKN28 und MKN45 die Deletion der Gene CDKNZA und CDKNZB auffillig, die
fiir wichtige Inhibitoren des Zellzyklus kodieren.

Zusammenfassend ist in Abb. 4.12 der Prozentsatz an Verdnderung der Methylierung
und der Kopienzahl in den Magenkarzinomzellen im Vergleich zur DNA eines gesunden
Individuums dargestellt. In Tab. 4.13 sind die jeweils verdnderten Gene der Zelllinien

bezlglich Methylierung, Allelverlust und Genamplifikation zusammengestellt.
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Abb. 4.12: Prozentualer Anteil an Verdnderungen der Methylierung und der Kopienzahl in
Magenkarzinomzelllinien. Nachweis der Verdnderungen mittels MS-MLPA Assays unter Verwendung von
DNA aus Magenkarzinomzellen. Dargestellt ist das Ergebnis aus drei unabhdngigen Versuchen. Eine
Verdnderung wurde als solche gewertet wenn diese in allen Versuchen zu detektieren war.
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Tab. 4.13: Ubersicht iiber die mit dem MS-MLPA Test ermittelten Verinderungen der Methylierung
(n=24) und der Kopienzahl (n=39) der getesteten Gene in Magenkarzinomzelllinien

Verind Zelllinien
eranderung MKN28 MKN45 AGS KATOIII
Methylierung RASSF1 APC TP73 TP73
FHIT ESRI RARB FHIT
APC IGSF4 RASSF1 APC
ESRI CDH13 APC ESRI
CD44 TIMP3 ESRI CDKN2A
CDH13 CDKN2A IGSF4
TIMP3 DAPK1 CHFR
CD44 CDH13
GSTP1 HIC1
IGSF4 TIMP3
CHFR
CDH13
TIMP3
Allelverlust RASSF1 CASPS8 TIMP3 TP73
FHIT ESRI CDH1 CHFR
CDKN2A CDKN2A BCL2
CDKN2B CDKN2B
CD44 DAPK1
TIMP3 ATM
TSC2 CDH13
BCL2 TIMP3
PARK2
PAH
TSC2
BCL2
Amplifikation TP73 GSTP1 BRCA2 GSTP1
DAPK1 CREM MLH3 ATM
GSTP1 TNFRSF1A KLK3 IGSF4
ATM TNFRSF7 BRCA1
IGSF4 CTNNBI
CHFR CDK6

Die Analyse zu Grundstatus der Zelllinien wurde im Rahmen einer Masterarbeit von Felix Schuhmacher
durchgefiihrt
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4.2.1.3 Chemosensitivitit der Magenkarzinomzelllinien gegeniiber den

Chemotherapeutika Cisplatin und 5-FU

Als Mafd fir die Chemosensitivitit der Zelllinien gegeniiber verschiedenen
Chemotherapeutika wurde anhand von Dosis-Wirkungskurven jeweils die ICso
bestimmt, also die Konzentration einer Substanz, welche die Proliferationsrate um 50 %
reduziert. Zundchst wurden die Dosis-Wirkungskurven und die ICso flir die
konventionellen Zytostatika Cisplatin und 5-FU ermittelt, welche die Basis der
neoadjuvanten Chemotherapie beim Magenkarzinom darstellen. Dies bietet die
Grundlage, um die Expression der Proteine, die an Patientenmaterial untersucht wurden
ebenfalls in den Magenkarzinomzelllinien mit dem Ansprechen der Zelllinien auf
Cisplatin und 5-FU zu vergleichen. In Bezug auf Cisplatin liefden sich fiir die Zelllinien
AGS (18,5 pM) und KATOIII (10,6 uM) deutlich héhere ICso Werte feststellen, als fiir die
Zelllinien MKN28 (8,5 uM) und MKN45 (7,1 uM). Die ICs0 Werte, die fiir die Behandlung
der Zelllinien mit 5-FU ermittelt wurden, zeigten die stirkste Sensitivitit bei der
Zelllinie KATOIII (0,5 uM), gefolgt von MKN45 (1,8 uM) und AGS (2,4 uM). Die geringste
Sensitivitat beziiglich 5-FU wies die Zelllinie MKN28 (4,3 uM) auf.

In der folgenden Abbildung sind die Dosis-Wirkungskurven fiir Cisplatin (Abb. 4.13 A)
und 5-FU (Abb. 4.13 B) sowie die ICso (Abb. 4.13 C) der beiden Agenzien fiir die

verschiedenen Magenkarzinomzelllinien dargestellt.
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Abb. 4.13: Dosis-Wirkungskurven und ICso fiir Cisplatin und 5-FU. Dargestellt ist die auf die
unbehandelte Kontrolle bezogene prozentuale Lebensfihigkeit (Y-Achse) der Magenkarzinomzelllinien
MKN28, MKN45, AGS und KATOIII als Funktion der (A) Cisplatin- bzw. der (B) 5-FU- Konzentration nach
einem Behandlungszeitraum von 48h. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei
unabhdngigen Versuchen mit 4-fach-Bestimmung. Die grau gestrichelten Linien markieren die Reduktion der
Viabilitdt um 50 %. (C) Dargestellt ist die ICs fiir Cisplatin und 5-FU, die sich aus den Dosis-Wirkungskurven
berechnen ldsst.

Tab. 4.14: Ubersicht iiber die ICso Werte fiir Cisplatin und 5-FU

. ICsp
Zelllinie
Cisplatin [uM] 5-FU*[uM]
MKN28 8,51 +0,53 4,29 + 0,28
MKN45 7,15+ 0,82 1,84 +1,10
AGS 18,48 + 2,59 2,36 +1,02
KATOIII 10,60 + 1,27 0,48 + 0,20

*die Daten zu 5-FU wurden im Rahmen einer Masterarbeit von Felix Schuhmacher erhoben. Angegeben
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus mindestens drei unabhingigen Versuchen mit 4-fach-
Bestimmung.
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Ein Vergleich der Chemosensitivitait der Zelllinien gegentber Cisplatin mit ihrem
Methylierungsstatus ergab fiir die Zelllinie AGS, welche den héchsten Methylierungs-
status (54 %) aufwies, die hochste ICsp fiir Cisplatin (18,5 uM). Die Zelllinie KATOIII mit
der ndchsthoheren ICso (10,6 uM) fiir Cisplatin zeigte auch den zweithéchsten
Methylierungsstatus (42 %). Die beiden sensitiveren Zelllinien MKN28 und MKN45 (ICso
Cisplatin: 8,5 uM bzw. 7,1 puM) wiesen jedoch einen niedrigeren Methylierungsstatus
(29% bzw. 21%) auf (Vergleiche Abb. 4.13 C und Abb. 4.12). Beziiglich der Sensitivitat
gegeniiber 5-FU liefd sich diese Assoziation nicht feststellen. Hier zeigte die Zelllinie
MKN28, die zu den sensitiveren in Bezug auf Cisplatin gehorte und einen eher niedrigen
Methylierungsstatus aufwies, die geringste Sensitivitit. Die gegeniiber Cisplatin
insensitivere und eher stirker methylierte Zelllinie KATOIII hingegen reagierte am

sensitivsten auf 5-FU (ICso 5-FU: 0,48 uM).

4.2.2 Chemosensitivitat der Magenkarzinomzelllinien gegeniiber epigene-

tisch aktiven Chemotherapeutika

Um zu untersuchen ob die Behandlung mit epigenetisch aktiven Therapeutika wie den
Histondeacetylase-Inhibitoren SAHA und VPA oder den DNA-Methyltransferase-
Inhibitoren DAC und Zebularin in einem praklinischen in vitro Modell Hinweise auf eine
Eignung dieser Substanzen als alternative Behandlungsstrategien fiir Magenkarzinom-
patienten liefern kdnnen, wurden fiir diese Substanzen ebenfalls Dosis-Wirkungskurven

erstellt und deren ICsg berechnet.

4.2.2.1 Chemosensitivitit gegeniiber den HDAC-Inhibitoren SAHA und VPA

4.2.2.1.1 HDAC-Inhibitoren als Einzelsubstanzen

Die Zelllinien KATOIII und AGS, welche die hochsten ICso Werte fiir Cisplatin aufwiesen,
zeigten bezliglich der HDAC-Inhibitoren SAHA (2,7 uM und 3,3 uM) und VPA (beide
2,8 mM) die starkste Sensitivitat. Allerdings lagen die ICso Werte der beiden anderen
Zelllinien MKN28 und MKN45 fiir SAHA (4,5 uM und 3,9 uM) und VPA (3,6 mM und
4,3 mM) nur geringfiigig h6her. Sowohl die Dosis-Wirkungskurven fiir SAHA und VPA als

auch die daraus berechneten ICso Werte sind in Abb. 4.14 dargestellt.
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Abb. 4.14: Dosis-Wirkungskurven und ICs fiir die HDAC-Inhibitoren SAHA und VPA. Dargestellt ist die
auf die unbehandelte Kontrolle bezogene prozentuale Lebensfihigkeit (Y-Achse) der Magen-
karzinomzelllinien MKN28, MKN45, AGS und KATOIIl als Funktion der (A) SAHA bzw. der (B) VPA
Konzentration nach einem Behandlungszeitraum von 48h. Angegeben sind Mittelwerte mit Standard-
abweichung aus drei unabhdngigen Versuchen mit 4-fach-Bestimmung. Die grau gestrichelten Linien
markieren die Reduktion der Viabilitdt um 50 %. (C) Dargestellt ist die ICsy fiir SAHA und VPA, die sich aus
den Dosis-Wirkungskurven berechnen ldsst.

Tab. 4.15: Ubersicht iiber die ICso Werte fiir die HDAC-Inhibitoren

. ICso
Zelllinie
SAHA [pM] VPA* [mM]
MKN28 4,48 + 0,50 3,66+0,22
MKN45 3,88+1,22 4,26 + 1,38
AGS 2,75 +0,20 2,80 + 0,41
KATOIII 3,36 +0,15 2,85+0,31

*die Daten zu VPA wurden im Rahmen einer Masterarbeit von Felix Schuhmacher erhoben. Angegeben
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Versuchen mit 4-fach-
Bestimmung.
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4.2.2.1.2 Kombination von Cisplatin mit dem HDAC-Inhibitor SAHA

Im Hinblick auf die Moglichkeit, dass eine Kombinationstherapie bestehend aus
konventionellen und epigenetisch aktiven Substanzen eine weitere alternative
Behandlungsstrategie fiir Magenkarzinompatienten darstellen konnte, wurden
Kombinationen der verschiedenen Therapeutika getestet. Aufgrund der Tatsache, dass
in einigen Publikationen fiir die Kombination von Cisplatin mit HDAC-Inhibitoren
bereits synergistische Wirkungsweisen in in vitro Modellen nachgewiesen werden
konnten, stellte sich die Frage ob sich im hier verwendeten Zellkulturmodell mit einer
Kombination von klinisch relevanten Konzentrationen der Agenzien Cisplatin (2 pM)
und SAHA (1,5 uM) eine verstarkte Reduktion der Zellviabilitit erreichen lasst. Fiir diese
Untersuchungen wurden die Zelllinien MKN28 und AGS ausgesucht, da sie sich beziiglich
ihrer Sensitivitat gegeniiber Cisplatin und SAHA gegenldufig verhalten, und eine
ahnliche Proliferationszeit aufweisen.

Die Kombination von Cisplatin mit SAHA wurde unter Verwendung von drei
verschiedenen Kombinationsschemata durchgefiihrt. Zum einen erfolgte eine
gleichzeitige Inkubation mit Cisplatin und SAHA, zum anderen zwei sequenzielle
Behandlungen bei denen einmal die Cisplatin-Behandlung auf die Behandlung mit SAHA
folgte und umgekehrt. Die Vorbehandlung der Zellen mit SAHA mit anschlief3ender
Cisplatin-Inkubation resultierte in beiden Zelllinien in einer statistisch signifikanten
Reduktion der Zellviabilitdt verglichen mit der Behandlung der Zellen mit Cisplatin
(AGS: P=0,004; MKN28 P =0,008) oder SAHA (AGS: P=0,022; MKN28 P = 0,01) alleine.
Durch eine gleichzeitige Behandlung mit beiden Agenzien konnte nur bei der Cisplatin-
resistenteren Zelllinie AGS (P =0,003 und P = 0,02 verglichen mit Cisplatin bzw. SAHA
als Einzelagenzien) nicht aber bei der Zelllinie MKN28 (P=0,095 und P=0,93
verglichen mit Cisplatin bzw. SAHA alleine) eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat
erreicht werden. Abb. 4.15 fasst die Ergebnisse der Kombination zwischen Cisplatin und

SAHA zusammen:
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Abb. 4.15: Zellviabilitit nach Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und SAHA. Dargestellt ist die auf
die unbehandelte Kontrolle bezogene prozentuale Lebensfihigkeit (Y-Achse) der Magenkarzinomzelllinien
(A) MKN28 und (B) AGS nach Behandlung mit drei unterschiedlichen Kombinationsschemata verglichen mit
Cisplatin (CP) und SAHA alleine (CP/SAHA: 2 uM CP und 1,5 uM SAHA fiir 48 h; CP—SAHA: 2 uM CP fiir 24 h
gefolgt von 1,5 uM SAHA fiir 24 h; SAHA—CP: 1,5 uM SAHA fiir 24 h gefolgt von 2 uM CP fiir 24 h). Angegeben
sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen mit 4-fach-Bestimmung. Die P-
Werte wurden mit dem Student-T-Test berechnet: *P < 0,05; **P < 0,01.

Fiir die Kombination von Cisplatin mit SAHA wurde der Kombinations-Index berechnet
um einen moglichen Synergismus der beiden Substanzen nachzuweisen (siehe Abschnitt
3.2.5.1.3). Die nachfolgende Tab. 4.16 zeigt deutlich, dass die Reduktion der Viabilitat
durch die Kombination von Cisplatin und SAHA in beiden Zelllinien auf einer
synergistischen Wirkungsweise beruht, da die Berechnung des jeweiligen CI einen Wert

<1 ergab.

Tab. 4.16: Berechnung des Kombinations-Index (CI) fiir die Kombination von Cisplatin und SAHA

Konzentration in pM

Zelllinie Kombination = % Lebensfahigkeit Cla
(D)iccpy (D)2esanay (Dx)icpy  (Dx)zcsanay

CP/SAHA 30,51 2 1,5 22,18 2,81 0,67

AGS CP — SAHA 48,24 2 1,5 18,84 2,73 0,71

SAHA — CP 26,34 2 1,5 22,92 2,83 0,66

MKN28 SAHA — CP 42,48 2 1,5 8,99 4,06 0,67

a Combination Index : CI = (D)1/(Dy)1 + (D)2/(Dy)z + (D)1 (D)2/(Dx)1 (D>
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4.2.2.1.3 Assoziation von Chemosensitivitit und HDAC-Expression

Die Expression der Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2 wurde in den Zelllinien
ermittelt, um ein mogliche Korrelation mit der Chemosesitivitit gegeniiber Standard-
chemotherapeutika aber auch gegeniiber den HDAC-Inhibitoren zu untersuchen. Die in
Abb. 4.16 dargestellte Analyse der Proteinexpression ergab eine schwache Expression
von HDAC1 in den Zelllinien AGS und KATOIII, eine mittlere Expression in der Zelllinie
MKN28 und eine starke Expression bei MKN45. Dabei zeigten die Untersuchungen
mittels Western Blot und die Immunhistochemie von Zellpellets libereinstimmende
Ergebnisse. Vergleicht man die HDAC1-Expression mit der Sensitivitat der Zelllinien
gegeniiber Cisplatin und den HDAC-Inhibitoren, lasst sich erkennen, dass die Zelllinien
AGS und KATOIII, welche die niedrigste Expression zeigen, die héchsten ICso Werte fiir
Cisplatin und die niedrigsten fiir SAHA und VPA aufweisen. In Bezug auf die HDAC2-
Expression, ermittelt an Zellpellets, ergaben sich nur geringfligige Unterschiede
zwischen den Zelllinien (Abb. 4.16 D). Die Zelllinie MKN28, die sich am un-
empfindlichsten gegen SAHA und VPA zeigte, wies verglichen mit den anderen Zelllinien,

die eine mittlere Expression zeigten, eine geringfligig hohere HDAC2-Expression auf.
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Abb. 4.16: Expression von HDAC1 und HDAC2 in Magenkarzinomzelllinien: Dargestellt ist (A) ein
reprdsentativer Western Blot zur Proteinexpression von HDAC1 in Zelllysaten der angegebenen
Magenkarzinomzelllinien. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet. (B) Densitometrische Quantifizierung
der HDAC1 Proteinexpression normalisiert auf die Expression von B-Aktin. Mittelwerte mit Standard-
abweichung aus drei unabhdngigen Western Blot Analysen sind gezeigt. (C) Immunhistochemischer
Nachweis der HDAC1 Proteinexpression an Schnitten von Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten
Zellpellets. (D) Immunhistochemischer Nachweis der HDACZ2 Proteinexpression an Schnitten von Formalin-
fixierten, Paraffin-eingebetteten Zellpellets.

4.2.2.2 Chemosensitivitiat gegeniiber den DNMT-Inhibitoren DAC und Zebularin

4.2.2.2.1 DNMT-Inhibitoren als Einzelsubstanzen

Die Sensitivitdit der untersuchten Zelllinien unterscheidet sich in Abhangigkeit des
verwendeten Inhibitors. Die beiden Cisplatin-resistenteren Zelllinien AGS und KATOIII
zeigten eine deutlich geringere ICso fir DAC (0,9 uM und 0,5 uM) als die Cisplatin-
sensitivere Zelllinien MKN28, die eine hohere ICso von 33,9 uM fiir DAC aufwies. Allein
die Zelllinie MKN45 zeigte sowohl fiir Cisplatin als auch fiir DAC (ICso 0,1 uM) eine
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vergleichsweise niedrigen ICso. Das Ansprechen der Zelllinien auf den anderen DNMT-
Inhibitor Zebularin lasst sich nicht mit dem Ansprechen auf DAC vergleichen. Zebularin
wies erst in deutlich hoherer Konzentration (ICso 87 bis 423 uM) als DAC eine
antiproliferative Wirkung auf. Was weiterhin auffallt, ist dass die Zelllinien AGS, KATOIII
und MKN45, die eine gute Sensitivitat beziiglich DAC zeigten, sich als die resistentesten
in Bezug auf Zebularin erwiesen. Abb. 4.17 zeigt die Dosis-Wirkungskurven und ICso-

Wert der DNMT-Inhibitoren.
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Abb. 4.17: Dosis-Wirkungskurven und ICs, fiir die DNMT-Inhibitoren DAC und Zebularin. Dargestellt ist
die auf die unbehandelte Kontrolle bezogene prozentuale Lebensfdhigkeit (Y-Achse) der Magen-
karzinomzelllinien MKN28, MKN45, AGS und KATOIII als Funktion der (A) DAC- bzw. der (B) Zebularin-
Konzentration nach einem Behandlungszeitraum von 96h. Angegeben sind Mittelwerte mit Standard-
abweichung aus mindestens drei unabhdngigen Versuchen mit 4-fach-Bestimmung. Die grau gestrichelten
Linien markieren die Reduktion der Viabilitdt um 50 %. (C) Dargestellt ist die ICs fiir DAC und Zebularin, die
sich aus den Dosis-Wirkungskurven berechnen Idsst.
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Tab. 4.17: Ubersicht iiber die ICso Werte fiir die DNMT-Inhibitoren

. ICso
Zelllinie
DAC*[uM] Zebularin [uM]
MKN28 33,94+ 047 78,45 + 29,62
MKN45 0,13 £0,06 191,10 £ 63,96
AGS 0,94 £ 0,08 303,12 £ 84,05
KATOIII 0,50 £ 0,09 423,73 £179,41

*die Daten zu DAC wurden zum Teil im Rahmen einer Masterarbeit von Felix Schuhmacher erhoben.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Versuchen
mit 4-fach-Bestimmung.

4.2.2.2.2 Kombination von Cisplatin mit dem DNMT-Inhibitor DAC

Wie der HDAC-Inhibitor SAHA wurde auch der DNMT-Inhibitor DAC in der Kombination
mit Cisplatin getestet, wobei auch hier wieder klinisch relevante Konzentrationen der
beiden Agenzien (2 uM Cisplatin und 1 uM DAC) und die Zelllinien MKN28 und AGS
verwendet wurden (Gyorffy et al., 2006; Stresemann et al., 2006; Appleton et al,, 2007).
Fir die Kombination wurden zwei unterschiedliche Kombinationsschemata eingesetzt.
Zum einen eine Inkubation mit DAC gefolgt von einer Inkubation mit Cisplatin und zum
anderen eine Inkubation der Zellen mit DAC und anschlief}ende Behandlung mit
Cisplatin und DAC gleichzeitig. Wie aus Abb. 4.18 zu entnehmen ist, resultierte keine der
Kombinationen der Agenzien Cisplatin und DAC in der Zelllinie MKN28 in einer
signifikanten Reduktion der Zellviabilitat (siehe Abb. 4.18 A).

Die Behandlung mit DAC gefolgt von Cisplatin fiihrte allerdings in der Cisplatin-
resistenteren Zelllinie AGS zu einer signifikanten Reduktion der Viabilitdat im Vergleich
zur Behandlung mit Cisplatin als Einzelsubstanz (P = 0,047). Eine signifikante Reduktion
der Viabilitat verglichen mit beiden Agenzien alleine konnte auch durch die gleichzeitige
Behandlung mit DAC und Cisplatin beobachtet werden (P = 0,039 im Vergleich zu DAC
alleine und P = 0,009 im Vergleich zu Cisplatin als Einzelsubstanz) (siehe Abb. 4.18 B).
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Abb. 4.18: Zellviabilitit nach Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und DAC. Dargestellt ist die auf
die unbehandelte Kontrolle bezogene prozentuale Lebensfihigkeit (Y-Achse) der Magenkarzinomzelllinien
(A) MKN28 und (B) AGS nach Behandlung mit zwei unterschiedlichen Kombinationsschemata verglichen mit
Cisplatin (CP) und DAC alleine. (DAC—CP: 1 uM DAC fiir 48 h gefolgt von 2 uM CP fiir 48 h; DAC—CP/DAC:
1uM DAC fiir 48 h gefolgt von 2uM CP und 1uM DAC fiir 48 h). Angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen mit 4-fach-Bestimmung. Die P-Werte wurden mit
dem Student-T-Test berechnet: * P < 0,05.

Die Berechnung der Kombinations-Indices fiir die Kombination von Cisplatin mit DAC
weist auf ein synergistisches Zusammenspiel der Agenzien hin, wie sich aus Tab. 4.18

ersehen lasst.

Tab. 4.18: Berechnung des Kombinations-Index (CI) fiir die Kombination von Cisplatin und DAC

Konzentration in uyM

Zelllinie Kombination = % Lebensfahigkeit Cla
(D)icpy (D)2macy (Dx)iepy  (Dx)2(pac)

AGS DAC — CP 34,82 2 1 21,39 1,36 0,90

DAC — CP/DAC 33,54 2 1 21,02 1,40 0,88

2 Combination Index : CI = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2 + (D)1 (D)2/(Dx)1 (Dx)2

4.2.2.2.3 Assoziation von Chemosensitivitit und DNMT-Expression

Da die Expression der DNA-Methyltransferase 1 in den pratherapeutischen Biopsien
neoadjuvant behandelter Magenkarzinompatienten eine signifikante Assoziation mit
dem Uberleben und dem Therapieansprechen zeigte, stellte sich die Frage, ob diese
Assoziation auch im Modellsystem der Magenkarzinomzelllinien wiederzufinden ist.
Aufierdem konnte die Expression der DNA-Methyltransferasen auch im Zusammenhang

mit der Sensitivitit der Zelllinien fiir DNMT-Inhibitoren stehen. Aus diesem Grund
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wurden Expressionsanalysen sowohl auf RNA Ebene (DNMT1 und 3b, quantitative Real-
Time PCR) als auch auf Proteinebene (IHC an Zellpellets fiir DNMT1 und 3b; Western
Blot fiir DNMT1) durchgefiihrt. Beziiglich der mRNA Expression von DNMT1 zeigte sich
folgendes Bild: Die Zelllinie MKN28 wies deutlich die hochste Expression auf,
wohingegen die Zelllinien AGS, MKN45 und KATOIIl eine um mindestens 50 %
niedrigere Expression zeigten (Abb. 4.19 A). Betrachtet man die Proteinexpression
mittels Western Blot (Abb. 4.19 B und C) so lasst sich feststellen, dass die
Proteinexpression der DNMT1 aufier fiir die Zelllinie MKN45 (niedrigere mRNA
Expression im Vergleich zu Proteinexpression) relativ gut mit der mRNA Expression
tibereinstimmte. Auch hier zeigt sich die Zelllinie MKN28 als diejenige mit der starksten
DNMT1-Expression. Vergleichbare Ergebnisse zur DNMT1-Expression konnten durch
Immunhistochemie an Zellpellets nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.19 D).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass zumindest fiir die begrenzte Anzahl der
untersuchten Zelllinien keine Assoziation zwischen hoher DNMT1-Expression und
schlechterem Ansprechen auf Cisplatin gezeigt werden konnte. Auch eine Assoziation
zwischen Methylierungsstatus und DNMT1-Expression lief3 sich in den Zelllinien nicht

nachweisen (Vergleiche Abb. 4.12).



ERGEBNISSE 110

>
wy)

50 -
%
i
5 & o
Y S

= e &&
z NN 4
2 30
= i
2 S " S | DNMTI
1%
[}
é- 20 (
< L |.¢-- B-Aktin
Z 104
=4
£

0

MKN28 AGS MKN45  KATOIII
MKN28 « | AGS
% 5 .

1,6 q . o-. o o
g ~ .;.. 7
A 1,4 ;
$ Sy ”
(=9 1,2
3 v o o 5
S 1,01 — — — T aE s A
£ 1
g 081 | MKN45 KATOIII -
£ I o ‘ o
<I 0,6 1 r - .... y ..
(<=} & »a a .
= o3 od " ‘s F
) -
= 029 " e ¢

® k3 B

Q ~

00 D e o~ SO

MKN28 AGS MKN45  KATOIII - oo,

Abb. 4.19: Expression von DNMT1 in Magenkarzinomzelllinien. Dargestellt ist die (A) relative DNMT1
mRNA Expression der Zelllinien MKN28, AGS, MKN45 und KATOIIl, normalisiert auf die 18s rRNA Expression.
Mittelwerte und Standardabweichungen basieren auf drei unabhdngigen Versuchen. (B) Reprdsentativer
Western Blot zur Proteinexpression von DNMT1 in Zelllysaten der angegebenen Magenkarzinomzelllinien.
Als Ladekontrolle wurde [(3-Aktin verwendet. (C) Densitometrische Quantifizierung der DNMT1 Protein-
expression normalisiert auf die Expression von f(-Aktin. Mittelwerte und Standardabweichung aus drei
unabhdngigen Western Blot Analysen sind angegeben. (D) Immunhistochemischer Nachweis der DNMT1
Proteinexpression an Schnitten von Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Zellpellets.

Die Expressionsanalyse fiir DNMT3b zeigte deutliche Unterschiede zwischen mRNA und
Proteinexpression. Beziiglich der mRNA wies die Zelllinie AGS die hochste Expression
auf, die Zelllinie MKN28 eine mittlere und MKN45 und KATOIII eine vergleichsweise
niedrige Abb. 4.20 A). Auf Proteinebene wies DNMT3b, (Immunhistochemie an
Zellpellets, Abb. 4.20 B) eine stake Expression in den Zelllinien MKN28, MKN45 und AGS
auf. Lediglich die Zelllinie KATOIII zeigte im Vergleich zu den anderen eine geringfiigig

niedrigere Expression.
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Abb. 4.20: Expression von DNMT3b in Magenkarzinomzelllinien: Dargestellt ist die (A) relative DNMT3b
mRNA Expression der Zelllinien MKN28, AGS, MKN45 und KATOIIl, normalisiert auf die 18s rRNA Expression.
Mittelwerte und Standardabweichungen basieren auf drei unabhdngigen Versuchen. (B) Immunhisto-
chemischer Nachweis der DNMT3b Proteinexpression an Schnitten von Formalin-fixierten, Paraffin-
eingebetteten Zellpellets, bestimmt mittels

4.2.2.2.4 Einfluss von DNMT-Inhibitoren auf die Methylierungsrate der Zelllinien
MKN28 und AGS

Ob der Einsatz von DNA-Methyltransferase-Inhibitoren wie DAC und Zebularin in den
verwendeten Zelllinien effektiv die Demethylierung verschiedener Gene bewirken kann,
wurde anhand der Zelllinien MKN28 und AGS mit dem MS-MLPA Assay analysiert. Die
folgenden Tabellen zeigen die Methylierungsrate der Zelllinien MKN28 und AGS nach
einer 96-stiindigen Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen der DNMT-
Inhibitoren DAC und Zebularin. Dafir wurden sowohl Konzentrationen verwendet, die
der jeweiligen inhibitorischen Wirkung auf die Viabilitit entsprechen (jeweilige IC20 und
ICso flir MKN28 und AGS) als auch die Konzentrationen 1 uM fiir DAC, welche in den
Kombinationsversuchen eingesetzt wurde und 100 uM fiir Zebularin.

Die nachfolgenden Tabellen stellen den Einfluss der Behandlung auf die Methylierung

der einzelnen Gene und der Gesamtmethylierungsrate dar.
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Tab. 4.19: Methylierungsrate der Zelllinie MKN28 nach der Behandlung mit DAC

Methylierungsrate von MKN28 nach DAC-Behandlung

Gen unbehandelt 1C20 1Cs0 1uM
TP73 0,01 0,2 0,11 0,14
CASP8 0 0,03 0 0
VHL 0 0 0 0
RARB 0,14 0,1 0,12 0,07
MLH1 (Locus 1) 0 0,06 0,04 0,03
MLH1 (Locus 2) 0 0 0 0
RASSF1 (Locus 1) 0,83 0,29 0,34 0,38
RASSF1 (Locus 2) 0,89 0,72 0,75 0,49
FHIT 1 0,72 0,34 0,31
APC 0,88 0,64 0,66 0,52
ESR1 0,81 0,48 0,48 0,53
CDKNZ2A 0 0,09 0,28 0,09
CDKNZB 0 0 0 0
DAPK1 0 0,06 0 0
PTEN 0,04 0,2 0,18 0,11
CD44 0,93 0,7 0,47 0,68
GSTP1 0,13 0,53 0,38 0,37
ATM 0 0,08 0,05 0,04
IGSF4 0 0,09 0,08 0
CDKN1B 0 0 0 0
CHFR 0 0 0 0
BRCAZ 0 0,11 0,1 0,05
CDH13 0,58 0,52 0,34 0,28
HIC1 0 0,25 0,09 0,08
BRCA1 0,01 0,03 0,03 0,02
TIMP3 0,7 0,54 0,34 0,53
% Methyl 2 27 25 20 18
unmethyliert (0-0,19) med. methyl. (0,2-0,69) stark methyl. (> 0,69)

a 0 Methylierungsrate, Verhaltnis zwischen Hhal verdauten und unverdauten Teilproben, bezogen auf
alle getesteten Loci. Angegeben ist die Methylierungsrate der Zelllinie nach der Behandlung mit
unterschiedlichen DAC-Konzentrationen. Die Zellen wurden 96 h behandelt, die DNA extrahiert,
aufgereinigt und in den MS-MLPA-Test eingesetzt.
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Tab. 4.20: Methylierungsrate der Zelllinie MKN28 nach der Behandlung mit Zebularin

Methylierungsrate von MKN28 nach Zebularin Behandlung

Gen unbehandelt 1C20 1Cs0 100 uM
TP73 0,01 0,07 0,05 0,02
CASP8 0 0 0 0
VHL 0 0 0 0
RARB 0,14 0,13 0,12 0,12
MLH1 (Locus 1) 0 0 0 0
MLH1 (Locus 2) 0 0 0 0
RASSF1 (Locus 1) 0,83 1,06 0,87 0,83
RASSF1 (Locus 2) 0,89 1,24 1,41 1,21
FHIT 1 0,76 0,88 1
APC 0,88 0,96 1,13 1,09
ESR1 0,81 0,99 1,07 0,92
CDKNZ2A 0 0 0 0
CDKN2B 0 0 0 0
DAPK1 0 0 0 0
PTEN 0,04 0,03 0,04 0,05
CD44 0,93 0,94 0,95 0,91
GSTP1 0,13 0,12 0,22 0,11
ATM 0 0 0 0
IGSF4 0 0 0 0
CDKN1B 0 0 0 0
CHFR 0 0 0 0
BRCA2 0 0 0 0
CDH13 0,58 0,81 0,66 0,68
HIC1 0 0 0 0
BRCA1 0,01 0 0 0
TIMP3 0,7 0,57 0,65 0,44
% Methyl 2 27 30 31 28
unmethyliert (0-0,19) med. methyl. (0,2-0,69) stark methyl. (> 0,69)

a 0 Methylierungsrate, Verhaltnis zwischen Hhal verdauten und unverdauten Teilproben, bezogen auf
alle getesteten Loci. Angegeben ist die Methylierungsrate der Zelllinie nach der Behandlung mit
unterschiedlichen Zebularin-Konzentrationen. Die Zellen wurden 96 h behandelt, die DNA extrahiert,
aufgereinigt und in den MS-MLPA-Test eingesetzt.
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Tab. 4.21: Methylierungsrate der Zelllinie AGS nach der Behandlung mit DAC

Methylierungsrate von AGS nach DAC Behandlung

Gen unbehandelt 1C20 1Cs0 1uM
TP73 0,67 0,56 0,61 0,55
CASP8 0 0 0,02 0
VHL 0 0 0 0
RARB 1,05 0,58 0,46 0,55
MLH1 (Locus 1) 0 0 0 0,02
MLH1 (Locus 2) 0 0 0 0
RASSF1 (Locus 1) 0,91 0,69 0,37 0,45
RASSF1 (Locus 2) 1,32 0,67 0,39 0,67
FHIT 0 0 0 0
APC 1,17 0,67 0,54 0,61
ESR1 1,02 0,73 0,45 0,43
CDKNZ2A 1,77 1,29 0,86 0,88
CDKNZB 0 0 0 0
DAPK1 0,94 0,71 0,46 0,55
PTEN 0,05 0,06 0,06 0,06
CD44 0,53 0,43 0,28 0,33
GSTP1 1,18 0,99 1,04 1,5
ATM 0 0 0 0,02
IGSF4 0,82 0,43 0,3 0,4
CDKN1B 0 0 0 0
CHFR 1,43 0,7 0,48 0,59
BRCAZ 0 0 0,02 0,02
CDH13 1 0,68 0,51 0,53
HIC1 0,08 0,04 0,05 0,06
BRCA1 0 0 0,02 0
TIMP3 0,54 0,48 0,48 0,34
% Methyl 2 56 37 28 31
unmethyliert (0-0,19) med. methyl. (0,2-0,69) stark methyl. (> 0,69)

a 0 Methylierungsrate, Verhaltnis zwischen Hhal verdauten und unverdauten Teilproben, bezogen auf
alle getesteten Loci. Angegeben ist die Methylierungsrate der Zelllinie nach der Behandlung mit
unterschiedlichen DAC-Konzentrationen. Die Zellen wurden 96 h behandelt, die DNA extrahiert,
aufgereinigt und in den MS-MLPA-Test eingesetzt.
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Tab. 4.22: Methylierungsrate der Zelllinie AGS nach der Behandlung mit Zebularin

Methylierungsrate von AGS nach Zebularin Behandlung

Gen unbehandelt 1C20 1Cs0 100 uM
TP73 0,67 0,84 0,52 1,36
CASP8 0 0 0 0
VHL 0 0 0 0
RARB 1,05 0,76 0,71 1,02
MLH1 (Locus 1) 0 0 0 0
MLH1 (Locus 2) 0 0 0 0
RASSF1 (Locus 1) 0,91 0,77 0,68 0,86
RASSF1 (Locus 2) 1,32 1,16 1,14 1,45
FHIT 0 0 0 0
APC 1,17 0,79 1,11 0,91
ESR1 1,02 0,81 0,79 0,9
CDKNZ2A 1,77 1,28 1,53 1,49
CDKN2B 0 0 0 0
DAPK1 0,94 0,8 0,54 0,87
PTEN 0,05 0,04 0,06 0,08
CD44 0,53 0,5 0,41 0,56
GSTP1 1,18 1,95 0,84 1,31
ATM 0 0 0 0
IGSF4 0,82 0,51 0,46 0,58
CDKN1B 0 0 0 0
CHFR 1,43 0,81 0,97 1,02
BRCA2 0 0 0 0
CDH13 1 0,86 0,81 0,97
HIC1 0,08 0,04 0,04 0,03
BRCA1 0 0 0 0
TIMP3 0,54 0,7 0,34 0,71
% Methyl 2 56 49 42 54
unmethyliert (0-0,19) med. methyl. (0,2-0,69) stark methyl. (> 0,69)

a 0 Methylierungsrate, Verhaltnis zwischen Hhal verdauten und unverdauten Teilproben, bezogen auf
alle getesteten Loci. Angegeben ist die Methylierungsrate der Zelllinie nach der Behandlung mit
unterschiedlichen Zebularin-Konzentrationen. Die Zellen wurden 96 h behandelt, die DNA extrahiert,
aufgereinigt und in den MS-MLPA-Test eingesetzt.

Betrachten man die Tabellen fiir die Zelllinie MKN28, so zeigt sich fiir die unbehandelten
Zellen die Methylierung von 7 der 24 untersuchten Gene, was einem Prozentsatz von 29
entspricht. Berechnet man die Methylierungsrate, indem die Verhaltnisse mit Hhal
verdauten und unverdauten Teilproben des MS-MLPA Assays fiir die einzelnen Gene
addiert und auf die 26 getesteten Loci bezogen werden, so ergibt sich eine
Methylierungsrate von 27 %. Fiir die Zelllinie AGS liegt die Anzahl an methylierten
Genen bei 54% (13 von 24), die Methylierungsrate bei 56 %.
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Auch der Einfluss der DNMT-Inhibitoren auf die Methylierungsrate der Zelllinien ist aus
den Tabellen abzulesen. So zeigte sich bei MKN28 fiir keine der getesteten Zebularin-
Konzentrationen eine Reduktion der Methylierungsrate nach einer 96-stiindigen
Behandlung, fiir AGS lief? sich eine leichte Reduktion bei der Behandlung mit der ICzo
und ICso feststellen. Im Gegensatz dazu zeigte sich nach der Behandlung mit DAC bei
beiden Zelllinien eine Reduktion der Methylierungsrate ab der ICzo. Diese Reduktion fiel
fiir die Zelllinie AGS starker aus als fiir MKN28. Allerdings zeigte sich fiir keine der
Zelllinien eine komplette Demethylierung einzelner Gene. In Abb. 4.21 A und B sind die
Methylierungsraten fiir beide Zelllinien nach der Behandlung mit Zebularin bzw. DAC

dargestellt.
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Abb. 4.21: Einfluss der Behandlung mit DNMT-Inhibitoren auf die Methylierungsrate. Die X-Achse zeigt
den Prozentsatz der Methylierungrate bezogen auf alle getesteten Loci (n=26) fiir die Behandlung mit (A)
DAC und (B) Zebularin in den Zelllinien MKN28 und AGS.

4.2.2.2.5 Einfluss von DAC auf die Expression von DNMT1

Da in der Literatur die Abnahme der DNMT1-Expression als der primdre und die
Reduktion der Methylierung als der sekundire Effekt einer Behandlung mit DAC
beschrieben ist (Issa et al., 2009) und in Abschnitt 4.2.2.2.4 bereits der Einfluss einer
Behandlung mit dem DNMT-Inhibitor DAC auf den Methylierungsstatus der Zelllinien
MKN28 und AGS gezeigt werden konnte, sollte nun auch der Einfluss auf die
Proteinexpression von DNMT1 untersucht werden. Dafiir wurden MKN28 und AGS

Zellen fiir 48 h mit verschiedenen DAC Konzentrationen behandelt und die aus diesen
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Zellen gewonnenen Proteinlysate mittels Western Blot Analyse untersucht. Wie sich in
Abb. 4.22 A zeigt, konnte fiir beide Zelllinien eine Verminderung der DNMT1-Expression
erzielt werden. Eine Quantifizierung der DNMT1-Expression nach DAC-Behandlung in
drei unabhingigen Versuchen ergab fiir beide Zelllinien eine Reduktion von ca. 50 %
nach der Behandlung mit 1 pM DAC. Die Behandlung mit einer héheren Dosis (2 uM
DAC) schien diesen Effekt nur geringfiigig zu verstarken (Abb. 4.22 B). Beziiglich der
Reduktion der Methylierungsrate nach DAC-Behandlung in Abschnitt 4.2.2.2.4 zeigte

sich fiir die Zelllinie AGS eine starkere Wirkung.
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Abb. 4.22: DNMT1 Proteinexpression nach der Behandlung mit dem DNMT-Inhibitor DAC. (A) Gezeigt
ist ein Western Blot zur Proteinexpression von DNMT1 in Zelllysaten von AGS und MKNZ28. Die Zellen wurden
vor der Lyse fiir 48 h mit den angegebenen DAC-Konzentrationen behandelt. Als Ladekontrolle wurde -Aktin
verwendet. (B) Densitometrische Quantifizierung der DNMT1 Proteinexpression normalisiert auf die
Expression von -Aktin. Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhdngigen Western Blot Analysen
sind angegeben.

4.2.3 Herabregulation der DNMT1-Expression in der Magenkarzinom-

zelllinie AGS

Die Assoziation einer hohen Expression von DNMT1 mit einer hoheren Promotor-
methylierung, schlechterem Uberleben und einem schlechteren Ansprechen auf die
neoadjuvante Chemotherapie lief3en sich im Zellkulturmodell unter Verwendung von
vier Magenkarzinomzelllinien nicht direkt bestatigen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Zelllinie AGS, die am schlechtesten auf eine
Behandlung mit Cisplatin ansprach (hochste ICso fiir Cisplatin) und die stdrkste

Methylierungsrate der Zelllinien besaf3, eine deutlich niedrigere Expression von DNMT1
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aufwies als beispielsweise die Zelllinie MKN28, die deutlich sensitiver auf Cisplatin
reagierte und einen niedrigeren Methylierungsstatus zeigte. Da sich die in vitro Daten
allerdings auf eine geringe Anzahl von Zelllinien beziehen und diese einen
unterschiedlichen genetischen Hintergrund aufweisen (siehe Abschnitt 4.2.1.2), war es
Ziel der folgenden Untersuchungen in einem isogenen Modellsystem einen moglichen
Zusammenhang zwischen DNMT1-Expression und Chemosensitivitat beziiglich Cisplatin
und 5-FU zu priifen.

Es wurde die relativ Cisplatin-unempfindliche und stark methylierte Zelllinien AGS
ausgesucht, um in dieser selektiv unter Verwendung von drei verschiedenen lentiviral
transduzierten shRNA-Konstrukten die Expression von DNMT1 herabzuregulieren
(siehe Abschnitt 2.2).

Zunachst wurde die Expression von DNMT1 auf mRNA und Proteinebene tiberpriift. Es
zeigte sich, dass die Transduktion des Konstrukts shl bezogen auf die Kontrolle C zu
einer Reduktion der DNMT1 mRNA auf 51 % fiihrt. Fiir die Konstrukte sh2 und sh3 war
eine Reduktion auf 40 % bzw. 23 % der Kontrolle festzustellen. In Abb. 4.23 A ist die
Reduktion der DNMT1 mRNA durch die verschiedenen Konstrukte zu verschiedenen
Zeitpunkten dargestellt. Zwischen Tag 0 und Tag 7 wurde dem Kulturmedium kein
Puromycin zugefiigt, um zu iiberpriifen, ob die Herabregulation auch ohne den
Selektionsdruck des Puromycins iliber einen gewissen Zeitraum stabil bleibt. Auf
Proteinebene, ermittelt durch Western Blot-Analysen, zeigt sich ebenfalls eine
Reduktion der DNMT1-Expression. Die Quantifizierung der Expression in drei

unabhdngigen Versuchen zeigte leichte Abweichungen im Vergleich zur mRNA-Ebene.
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Abb. 4.23: Expression von DNMT1 nach Herabregulation in AGS Zellen. (A) gezeigt ist die relative
DNMT1 mRNA Expression in der mit verschiedenen DNMT1 herabregulierenden Konstrukten transduzierten
Zelllinie AGS. Die DNMT1-Expression wurde auf die 185 rRNA Expression normalisiert und auf die Expression
der Kontrolle C bezogen. Mittelwerte und Standardabweichungen basieren auf drei unabhdngigen
Versuchen. (B) Reprdsentativer Western Blot zur Proteinexpression von DNMTI1 in Zelllysaten der
angegebenen Zellen. Als Ladekontrolle wurde (-Aktin verwendet. (C) Densitometrische Quantifizierung der
DNMT1 Proteinexpression normalisiert auf die Expression von -Aktin. Mittelwerte und Standardabweichung
aus drei unabhdngigen Western Blot Analysen sind gezeigt.

4.2.3.1 Einfluss der DNMT1-Herabregulation auf die Proliferation von AGS Zellen

Da in verschiedenen Publikationen eine Reduktion der Proliferationsrate bei Zellen mit
reduzierter DNMT1-Expression beschrieben worden ist, wurde eine Proliferationskurve
der Zellen erstellt. Wie der Abb. 4.24 zu entnehmen ist, war in diesem Versuchsaufbau
eines XTT-Assays iiber den Verlauf von 96 h unabhingig von der Stirke der DNMT1-
Herabregulation keine Verringerung der Proliferation zu erkennen. Der Verlauf der
Proliferationskurven und die daraus errechneten Verdopplungszeiten der

unterschiedlich tranduzierten Zellen zeigten keine Abweichungen.
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Abb. 4.24: Proliferation der DNMT1-Knockdownzellen C, sh1, sh2 und sh3. (A) Die X-Achse zeigt die
Inkubationszeiten der Zellen nach dem Ausplattieren bis zum Zeitpunkt des XTT-Tests. Auf der Y-Achse sind
die OD-Werte bei einer Wellenlinge von 492 nm nach Abzug des Plattenhintergrunds angegeben. Die
Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung beruht auf drei unabhdngigen Versuchen mit 4-
fach-Bestimmung. (B) Angegeben sind die aus den Proliferationskurven der Abbildung A errechneten
Verdopplungszeiten (Y-Achse) der verschiedenen Zellen.

4.2.3.2 Einfluss der DNMT1-Herabregulation auf die Chemosensitivitit von AGS

Zellen

4.2.3.2.1 Chemosensitivitit gegeniiber einzelnen Chemotherapeutika

Aquivalent zum Versuchsaufbau in Abschnitt 4.2.1.3 wurde die Chemosensitivitit der
AGS Zellen mit verminderter DNMT1-Expression gegeniiber Cisplatin unter
Verwendung des XTT-Tests untersucht.

Wie in Abb. 4.25 A am Verlauf der Proliferationskurve und in Abb. 4.25 B an der
errechneten ICso zu sehen ist, zeigten die C-, shl, sh2- und sh3-Zellen in diesem Test
keine Unterschiede in der Chemosensitivitit. Der Versuch wurde auch unter
Verlangerung der Inkubationszeit mit Cisplatin von 48 auf 96 h wiederholt (Daten nicht
gezeigt), wodurch allerdings ebenfalls keine Unterschiede erkennbar waren. Anders
verhielt es sich bei der Verwendung eines Koloniebildungsassays. In Abb. 4.25 C ist zu
sehen, dass die sh3-Zellen mit der stirksten DNMT1-Herabregulation bei der
Behandlung mit 2 um Cisplatin eine signifikant geringere Anzahl von Kolonien bildeten

als die Kontrollzellen C.
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Abb. 4.25: Einfluss der DNMT1-Herabregulation auf die Chemosensitivitdit gegeniiber Cisplatin. (A)
Dargestellt ist die auf die unbehandelte Kontrolle bezogene prozentuale Lebensfihigkeit (Y-Achse) der
DNMT1-Knockdownzellen nach einer 48-stiindigen Behandlung mit unterschiedlichen Cisplatin-
Konzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen
mit 4-fach-Bestimmung. Die grau gestrichelte Linie markiert die Reduktion der Viabilitdt um 50 %.
(B) Dargestellt ist die ICs fiir Cisplatin, die sich aus den Dosis-Wirkungskurven errechnen ldsst. (C) Gezeigt
ist der Prozentsatz der Anzahl an Kolonien bezogen auf die Kontrolle C, die sich nach einer 48-stiindigen
Behandlung mit unterschiedlichen Cisplatin-Konzentrationen bilden. Angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen mit 3-fach-Bestimmung. Die Berechnung der
Signifikanz beruht auf dem Student-T-Test: * P < 0,05.

Neben der Untersuchung des Einflusses der DNMT1-Herabregulation auf die Cisplatin-
Sensitivitdt wurde auch die Sensitivitat gegentiber 5-FU unter Verwendung der gleichen
Versuchsansatze getestet. Der folgenden Abbildung, die sowohl einen XTT Test als auch
einen Koloniebildungsassay beinhaltet, ist zu entnehmen, dass die Herabregulation der
DNA-Methyltransferase 1, zumindest in dem Ausmaf3, wie er in der Zelllinie AGS erreicht
werden konnte, unter den verwendeten Versuchsbedingungen keinen Einfluss auf die 5-

FU-Sensitivitit zu haben scheint.
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Abb. 4.26: Einfluss der DNMT1-Herabregulation auf die Chemosensitivitit gegeniiber 5-FU. (A)
Dargestellt ist die auf die unbehandelte Kontrolle bezogene prozentuale Lebensfihigkeit (Y-Achse) der
DNMT1-Knockdownzellen nach einer 48-stiindigen Behandlung mit unterschiedlichen 5-FU-
Konzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen
mit 4-fach-Bestimmung. Die grau gestrichelte Linie markiert die Reduktion der Viabilitdt um 50 %.
(B) Dargestellt ist die ICsy fiir 5-FU, die sich aus den Dosis-Wirkungskurven errechnen ldsst. (C) Gezeigt ist
der Prozentsatz der Anzahl an Kolonien bezogen auf die Kontrolle C, die sich nach einer 48-stiindigen
Behandlung mit unterschiedlichen 5-FU-Konzentrationen bilden. Angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen mit 3-fach-Bestimmung.

4.2.3.2.2 Kombination von Cisplatin mit dem DNMT-Inhibitor DAC

Da moglicherweise die verbleibende Expression von DNMT1 in den lentiviral
transduzierten AGS Zellen dazu fiihrt, dass im XTT-Assay keine Unterschiede zwischen
den Zellen mit verschieden starker DNMT1-Herabregulation zu erkennen war, war es
das Ziel der folgenden Versuche, durch die Zugabe des DNMT1-Inhibitors DAC die
verbliebene DNMT1-Expression zu vermindern um mdoglicherweise einen Effekt

beobachten zu kénnen. Dafiir wurden die Zellen C, sh1, sh2 und sh3 in einem XTT Assay
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mit Cisplatin und DAC als Einzelagenzien und in Kombination behandelt. Wie in Abb.
4.27 A zu sehen, zeigte sich bei einer Behandlung mit 2 pM Cisplatin und 0,1 uM DAC
kein Unterschied zwischen den verschiedenen Zellen. Die Kombination mit 0,5 uM DAC
(Abb. 4.27 B) bewirkte eine geringe Reduktion der Viabilitat in den sh3-Zellen im
Vergleich zur Kontrolle C, die jedoch nicht statistisch signifikant war. Bei Verwendung
von 1 uM DAC (Abb. 4.27 C) in der Kombination kam es zu einer signifikanten Reduktion

der Lebensfahigkeit von sh3-Zellen im Vergleich zu Kontrolle C.
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Abb. 4.27: Zellviabilitdt nach Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und DAC in Zellen mit
herabregulierter DNMT1-Expression. Dargestellt ist die auf die unbehandelte Kontrolle bezogene
prozentuale Lebensfihigkeit (Y-Achse) der DNMT1-Knockdown-Zellen nach einer Behandlung mit Cisplatin
(CP), DAC und einer Kombination aus beiden. (DAC—DAC/CP: (A) 0,1 uM DAC fiir 48 h gefolgt von 2 uM CP
und 0,1 uM DAC fiir 48 h; (B) 0,5 uM DAC fiir 48 h gefolgt von 2 uM CP und 0,5 uM DAC fiir 48 h; (C) 1 uM
DAC fiir 48 h gefolgt von 2uM CP und 1uM DAC fiir 48 h;). Angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichung aus drei unabhdngigen Versuchen mit 4-fach-Bestimmung. Der P-Wert wurde mit dem
Student-T-Test berechnet: * P < 0,05.
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4.2.3.2.3 Methylierungsrate nach DAC Behandlung in Zellen mit herab regulierter
DNMT1-Expression

Um zu untersuchen, ob die erhohte Chemosensitivitit gegentiber Cisplatin in den Zellen
mit der stirksten DNMT1-Herabregulation moglicherweise auf eine verringerte
Methylierung verschiedener Tumorsuppressorgene zuriickzufiihren ist, wurde die
Methylierungsrate der Zellen bestimmt. Fiir den Versuch wurde sowohl DNA von
unbehandelten Zellen als auch DNA von DAC behandelten Zellen eingesetzt. Es zeigte
sich fiir die unbehandelten Zellen eine Reduktion der Methylierungsrate von 50 % (C)
auf ca. 40 % in den Zellen mit der starksten DNMT1-Herabregulation (sh3). Nach der
Behandlung mit verschiedenen DAC-Konzentrationen ergab sich eine deutliche
Reduktion der Methylierungsrate fiir alle Zellen unabhangig von ihrer DNMT1-
Expression. Die Unterschiede zwischen den Zellen mit verschiedener DNMT1-
Expression sind nach der Behandlung mit 0,5 uM und 1 pM gering und nach der
Behandlung mit 2 pM lassen sich keine Unterschiede mehr feststellen. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass eine verringerte Methylierung der untersuchten
Tumorsuppressorgene nicht den primaren Grund fiir die erhohte Chemosensitivitat der
sh3-Zellen darstellt.

60 -
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[ sh2
[ Ish3

Lhn

unbehandelt 0,5 uM DAC 1 uM DAC 2 uM DAC

% Methylierungsrate der
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Abb. 4.28: Einfluss einer DAC-Behandlung auf die Methylierungsrate in Zellen mit herab regulierter
DNMT1-Expression. Die X-Achse zeigt den Prozentsatz der Methylierungsrate bezogen auf alle getesteten
Loci (n=26) fiir die Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen an DAC in AGS Zellen mit
unterschiedlich starker DNMT1-Expression.
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5 DISKUSSION

Unter Berticksichtigung der relativ niedrigen Ansprechrate auf die tblicherweise bei
Patienten mit lokal fortgeschrittenem Magenkarzinom eingesetzte neoadjuvante
Chemotherapie, ist es unbedingt notwendig Biomarker zu identifizieren, die ein
Ansprechen auf die Therapie und damit den Nutzen fiir die betreffenden Patienten
vorhersagen konnen. Aufderdem ist es zwingend erforderlich alternative Therapie-
optionen zu entwickeln, um die Uberlebensrate der Patienten zu verbessern, die nicht
von der konventionellen neoadjuvanten, auf einem Platinderivat und 5-FU basierenden

Chemotherapie profitieren.

5.1 DNA-Methyltransferasen

5.1.1 Bedeutung von DNMT1 und DNMT3b als pradiktive und

prognostische Biomarker

In der hier vorgelegten Arbeit wurde zum ersten Mal eine signifikante Assoziation der
Expression der DNA-Methyltransferase 1 mit dem Ansprechen auf eine Chemotherapie
bei Magenkarzinomen und generell bei soliden Tumoren gezeigt. Eine niedrige DNMT1-
Expression in pratherapeutischen Biopsien korrelierte signifikant mit einem besseren
Ansprechen und einem lingeren Uberleben der Patienten nach einer Platin/5-FU
basierten neoadjuvanten Chemotherapie. Zusitzlich konnte in einer multivariaten
Analyse die Expression von DNMT1 als unabhdngiger prognostischer Faktor identifiziert
werden. In die gleiche Richtung weisen Ergebnisse anderer Studien, die eine
prognostische Relevanz der DNMT1-Expression in verschiedenen Tumorentitaten wie
beispielsweise dem Pankreas-, Lungen- und Leberzellkarzinom zeigen (Lin et al, 2007;
Peng et al., 2005; Saito et al., 2003). Diese sind jedoch nicht direkt vergleichbar, da die in
die betreffenden Studien eingeschlossenen Patienten keine chemotherapeutische

Behandlung erhalten haben.
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Neben der Assoziation mit dem Ansprechen und der Prognose wurde auch eine
signifikante Korrelation der DNMT1-Expression mit dem Differenzierungsgrad der
Tumoren festgestellt. Dies bekraftigt Resultate, die eine Assoziation zwischen geringer
Tumordifferenzierung und hoher DNMT1-Expression in Magen-, Leberzell-,
Pankreaskarzinomen und dem Retinoblastom nachweisen und deutet auf einen
Zusammenhang der DNMT1-Expression mit der Aggressivitat der Tumoren hin (Etoh et
al, 2004; Qu et al,, 2010; Saito et al., 2003; Wang et al., 2009a).

In der hier vorgelegten Arbeit wurde, ebenso wie in einer anderen Studie, keine
Assoziation zwischen der Expressionsstirke von DNMT1 und dem histologischen
Phanotyp festgestellt (Etoh et al, 2004). Diese Beobachtung legt nahe, dass die
Uberexpression von DNMT1 generell mit der Karzinogenese im Magen assoziiert ist und
sich unabhangig vom histologischen Subtyp verhalt.

Eine hohe Proteinexpression von DNMT1 wurde in 83 % (105/127) der untersuchten
pratherapeutischen Tumoren detektiert. In einer Studie, in der eine vergleichbare
Anzahl an primir resezierten Magenkarzinomen untersucht wurde, liegt der
Prozentsatz von hochexprimierenden Tumoren mit 72 % etwas niedriger (Etoh et al,
2004). In verschiedenen Publikation wurde ein Anstieg der DNMT1-Expression im
Verlauf der Tumorprogression gezeigt (Peng et al., 2005; Peng et al., 2006; Saito et al,
2001). Da aufgrund der Einschlusskriterien fiir die Behandlung mit einer neoadjuvante
Chemotherapie in der hier vorgelegten Arbeit nur Patienten mit lokal fortgeschrittenen
Magenkarzinomen (T3, T4) untersucht wurden, liegt der hohere Prozentsatz an DNMT1
hoch exprimierenden Tumoren moglicherweise in der unterschiedlichen Zusammen-
setzung der untersuchten Kollektive begriindet.

Flir einen Teil der untersuchten Tumoren lagen aus einem vorangegangenen Projekt
Daten zur Promotormethylierung verschiedener Genen vor (Napieralski et al., 2007). In
diesem Projekt ergaben sich Hinweise auf eine Assoziation von verstarkter
Promotormethylierung mit einem schlechterem Uberleben und Therapieansprechen der
Patienten. Aufgrund der vorliegenden Daten konnte fiir eine begrenzte Anzahl von
Tumoren eine Assoziation zwischen der Proteinexpression von DNMT1 und dem
Methylierungsstatus untersucht werden. Dabei wurde festgestellt, dass Tumoren mit
einer hohen Expression von DNMT1 signifikant haufiger eine Promotormethylierung

mehrerer Gene aufwiesen als Tumoren mit niedriger Expression. In der Literatur finden
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sich bezuglich einer Assoziation der DNMT1-Expression mit dem Methylierungsstatus
inkonsistente Daten. Untersuchungen, die auf einer immunhistochemischen Analyse der
Proteinexpression von DNMT1 beruhen, zeigen meist eine signifikante Assoziation mit
der gleichzeitigen Methylierung verschiedener CpG Inseln (Etoh et al,, 2004; Nakagawa
et al, 2005; Peng et al, 2006), wohingegen in anderen Studien, grofdtenteils basierend
auf der Analyse der mRNA, keine Korrelation gezeigt wurde (Eads et al.,, 1999; Kim et al,,
2006; Park et al, 2006). Einen moglichen Grund fiir diese Kontroverse konnten
Unterschiede in den verwendeten Grenzwerten darstellen, auf denen die Einteilung der
Tumoren in eine hoch- bzw. niedrig-exprimierende Gruppe beruht. Dartiber hinaus ist
bekannt, dass die Expressionsstirke verschiedener Gene auf mRNA-Ebene nicht
notwendigerweise mit der Expression auf Proteinebene korreliert (de Sousa Abreu et al.,
2009).

Um die Resultate der hier vorgelegten retrospektiven, an pratherapeutischen Biopsien
durchgefiihrten Analyse zu stiitzen und einen moglichen funktionellen Zusammenhang
zwischen Chemosensitivitit und DNMT1-Expression zu iiberpriifen, wurden in vitro
Untersuchungen durchgefiihrt, bei denen die DNMT1-Expression mittels drei
verschiedener lentiviral transduzierter shRNA-Konstrukte herab reguliert wurde. Da
DNMT1 durch die Regulation der DNA-Methylierung in der Lage ist Einfluss auf die
Chromatinstruktur zu nehmen, die wiederum die Zuganglichkeit der DNA fiir DNA-
schadigende Substanzen wie Cisplatin beeinflussen koénnte, wurde fiir diese
Untersuchungen die Cisplatin-resistente Zelllinie AGS verwendet (Davies et al., 2000;
Kristensen et al., 2009).

Eine Analyse der Koloniebildungskapazitat zeigte, dass die Herabregulation der DNMT1-
Expression auf ca. 25 % (mRNA) bzw. 32 % (Protein) der urspriinglichen Expression in
einer signifikant erhohten Chemosensitivitit gegeniiber Cisplatin resultiert. Die
Beobachtung, dass eine schwachere Herabregulation diesen Effekt nicht herbeifiihren
konnte, weist darauf hin, dass ein gewisser Schwellenwert unterschritten werden muss
um die Chemosensitivitat gegeniiber Cisplatin zu erhohen. Bei der Untersuchung der
Zellviabilitait nach einer Behandlung mit Cisplatin konnte kein Einfluss auf die
Chemosensitivitat gezeigt werden. Unter Verwendung des Koloniebildungsassays lasst
sich untersuchen, welcher Anteil einer Zellpopulation nach der Behandlung mit einem

Chemotherapeutikum noch in der Lage ist sich zu teilen und eine klonale Kolonie zu
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bilden. Die Bestimmung der Zellviabilitit hingegen beruht auf der Messung der
metabolischen Aktivitidt der Zellen, wobei keine Aussage dariiber getroffen werden
kann, ob eine verringerte Viabilitit durch Apoptoseinduktion oder moglicherweise
durch einen Zellzyklusarrest bedingt ist. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der
unterschiedlichen Ansatze liegt daher moglicherweise in der Messung unterschiedlicher
Parameter begriindet. Fiir die Messung der Effekte von zytotoxischen Substanzen wird
der Koloniebildungsassays als Goldstandard betrachtet (Katz et al, 2008). Jedoch ist
dieser Assay sehr zeitaufwendig und im verwendeten 6-Well-Format nicht fiir grof3e
Ansdtze geeignet, sodass als Screening-Methode die Messung der metabolischen
Aktivitat eingesetzt wurde.

Durch den Zusatz einer geringen Menge des DNA-Methyltransferase-Inhibitors DAC zur
Verstarkung der nicht vollstandigen Herabregulation der DNMT1-Expression allerdings
zeigte sich eine erhohte Sensitivitat auch im Viabilitatsassay.

Im Gegensatz zur Wirkung auf die Sensitivitat gegeniiber Cisplatin konnte durch die
Herabregulation der DNMT1 beziiglich 5-FU kein Effekt festgestellt werden. Dies kdnnte
auf die unterschiedlichen Wirkmechanismen von Cisplatin und 5-FU zurilickzufiihren
sein. Die Ausbildung von Cisplatin-DNA-Addukten ist moglicherweise durch die
Zuganglichkeit der DNA aufgrund der Beschaffenheit der Chromatinstruktur
beeinflussbar, wohingegen der Haupteffekt von 5-FU auf der Inhibierung der
Thymidylat-Synthase beruht und damit eher unabhangig von der Chromatinstruktur ist
(Kristensen et al., 2009; Longley et al., 2003).

Die in vitro Resultate stimmen dabei im Wesentlichen mit einer Studie iiberein, in der
gezeigt wurde, dass eine Kolonkarzinomzelllinie, bei der beide Allele von DNMT1 durch
homologe Rekombination deletiert worden waren, eine erhohte Chemosensitivitat
gegeniiber Cisplatin aufwies (Mishra et al, 2008). Zusatzlich konnten Mishra et al
nachweisen, dass die Uberexpression von DNMT1 in einer Rattenfibroblastenzelllinie zu
einem gegeniiber Cisplatin resistenteren Phanotyp fiihrte. Um allerdings festzustellen,
ob die erhohte Chemosensitivitit in der hier vorgelegten Arbeit auf eine verdnderte
Transkription verschiedener Gene zuriickzufiihren ist, die fiir die Wirkung von Cisplatin
notwendig sind, oder auf eine offenere Chromatinstruktur, die eine verstiarkte
Zuganglichkeit der DNA fiir Cisplatin bewirken konnte, sind weitere Studien notig. In der

hier vorgelegten Arbeit wurde unter Verwendung des MS-MLPA-Tests in AGS-Zellen, die
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eine durch shRNA vermittelte reduziertere DNMT1 Expression aufwiesen, kein
deutlicher Unterschied in der Methylierungsrate im Vergleich zu den Kontrollzellen
festgestellt. Dies weist darauf hin, dass eine verstarkte Demethylierung, zumindest der
untersuchten Gene im verwendeten Testsystem, nicht den primdaren Mechanismus
darstellt, welcher der erhohten Chemosensitivitdt im Koloniebildungstest zugrundeliegt.
Der Einfluss einer Herabregulation oder einer homozygoten Deletion von DNMT1 auf
den Methylierungsstatus von CpG Inseln wird im Allgemeinen kontrovers diskutiert. So
finden sich sowohl Publikationen, die zeigen, dass die DNMT1-Expression fiir die
Aufrechterhaltung aberranter Methylierung von CpG-Inseln notwendig ist, als auch
andere, die belegen, dass ungeachtet einer DNMT1-Herabregulation oder einer
homozygoten Deletion die Hypermethylierung von CpG-Inseln aufrechterhalten wird
(Chen et al, 2007; Rhee et al, 2000; Robert et al., 2003; Ting et al., 2004). In einer Arbeit
von Tan et al. wurde gezeigt, dass der Zellzyklusregulator p21WAF1 welcher durch das
Auftreten von DNA-Schiden induziert werden kann, in der Lage ist, die Expression der
DNA-Methyltransferase 1 auf transkriptioneller Ebene zu vermindern (Tan et al., 2009).
Auch scheint DNMT1 in die zellulire Antwort auf DNA-Schadigung involviert zu sein
(Palii et al, 2008), was zusatzlich zum synergistischen Effekt zwischen DNMT1-
Herabregulation und einer Cisplatin-Behandlung beitragen kénnte.

Um einen Hinweis auf eine unterschiedliche Genregulation in den untersuchten Zellen
mit herab regulierter DNMT1-Expression zu erhalten, wurde ein im Rahmen eines
anderen Projekts etablierter Microarray verwendet, mit dem die mRNA-Expression
verschiedener ausgewahlter stammzellassozzierter Gene untersucht werden kann. Die
Analyse lieferte praliminare Hinweise darauf, dass moglicherweise Gene des Wnt- und
des Hedgehog-Signalwegs unterschiedlich reguliert sein konnten.

Zusammenfassend weisen die Daten auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen
DNMT1-Expression und einer Chemosensitivitit gegeniiber Cisplatin hin und bestirken
die Ergebnisse aus pratherapeutischem Tumorgewebe, in dem eine Assoziation
zwischen niedriger DNMT1-Expression und dem Ansprechen der Patienten auf eine
neoadjuvante Chemotherapie gezeigt werden konnte. Um diese Ergebnisse weiter zu
stiitzen und eine generelle Gultigkeit der vorgefundenen Assoziation zu tiberpriifen, ist
es notwendig und sinnvoll den gezeigten Zusammenhang in zusatzlichen Patienten-

kollektiven zu validieren.
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Ein Vergleich der DNMT1-Expression mit der Cisplatinsensitivitit zeigte in den vier
untersuchten Magenkarzinomzelllinien keine Assoziation. Da neben der Expression von
DNMT1 auch eine unterschiedliche Enzymaktivitit von Bedeutung sein kénnte, wurde
diese unter Verwendung eines ELISA-basierten, kommerziell erhaltlichen DNMT-
Aktivitatsassays untersucht, der jedoch auch nach verschiedenen Optimierungsschritten
keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferte. Daher kann zur DNMT-Aktivitit keine
Aussage gemacht werden.

Auch der Methylierungsstatus der Zelllinien zeigte keine Korrelation mit der DNMT1-
Expression. Fiir die Zelllinien AGS und KATOIII, die eine geringere DNMT1-Expression,
jedoch einen eher hohen Methylierungsstatus aufweisen, ist im Vergleich zu anderen
Magenkarzinomzelllinien eine reduzierte Genauigkeit bei der Replikation von
Methylierungsmustern beschrieben worden, wobei das Kopieren der Methylierung eines
einzelnes CpG Dinukleotids zur Methylierung ganzer CpG-Inseln fiihren kann (Ushijima
et al, 2005; Watanabe et al.,, 2006). Diese Ungenauigkeit konnte moglicherweise Einfluss
auf den Methylierungsstatus nehmen und nicht direkt mit der Expression von DNMT1 in
Verbindung stehen. Obwohl in den Zelllinien kein Zusammenhang der DNMT1-
Expression mit dem Methylierungsstatus und der Sensitivitait gegeniiber Cisplatin
gezeigt werden konnte, lassen diese Beobachtungen allerdings aufgrund der geringen
Anzahl der untersuchten Zelllinien, die demnach nicht die grofle Heterogenitiat der
Magenkarzinome abbilden konnen, keine generelle Schlussfolgerung zu.

Eine erhohte Expression der DNA-Methyltransferase 1 wurde bereits in verschiedensten
Tumorentititen beschrieben (Amara et al., 2010; Etoh et al., 2004; Peng et al., 2005; Qu
et al, 2010). Da DNMT1 in vitro eine Praferenz fiir hemimethylierte DNA aufweist
(Pradhan et al, 1999) und wahrend der S-Phase der DNA-Replikation an PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), dem Prozessivititsfaktor der DNA Polymerase §,
bindet (Chuang et al, 1997) wird sie als maintanance DNMT betrachtet, die
Methylierungsmuster auf neu synthetisierte DNA-Strange tibertragt. Aus diesem Grund
besteht eine anhaltende Diskussion dartber, ob eine erhohte Expression von DNMT1
nicht lediglich einen sekundiren Effekt einer verstarkten Proliferationsrate in
Tumorgewebe darstellt. Um auf diese Fragestellung einzugehen, wurde in
verschiedenen Tumorentititen, in denen eine Uberexpression der DNMT1 gezeigt

werden konnte, auch die Expression des Proliferationsmarkers PCNA bestimmt. Dabei
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wurde in Nierenzell- Lungen- und Blasentumoren festgestellt, dass die Expression von
DNMT1 nicht mit der Expression von PCNA und damit mit der Teilungsrate in den
untersuchten Tumoren korrelierte (Arai et al, 2006; Nakagawa et al, 2003; Sawada et
al, 2007). Vor allem aber konnte dies auch in einer Studie an 134 Magenkarzinomen
gezeigt werden, bei der dieselbe Methode zur Bestimmung der DNMT1-Expression
eingesetzt wurde, die auch in der hier vorgelegten Arbeit verwendet wurde. Dies deutet
darauf hin, dass der Uberexpression von DNMT1 andere Ursachen als eine verstirkte
Proliferationsrate zugrundeliegen (Etoh et al, 2004). Zusatzlich weist die Assoziation
der DNMT1-Expression mit einer verstirkten Promotormethylierung sowohl in der
erwahnten Studie als auch in den hier vorgelegten Arbeit auf eine Beteiligung von
DNMT1 an der Entstehung aberranter Methylierungsmuster hin (Etoh et al.,, 2004).

Die Auffassung, dass DNMT1 ausschlief3lich fiir das Kopieren von Methylierungsmustern
auf den neusynthetisierten DNA-Strang verantwortlich ist, hat sich durch Erkenntnisse
aus verschiedenen Studien verandert. Es wurde gezeigt, dass DNMT1 und DNMT3b bei
der Stilllegung von Genen kooperieren kénnen und dass DNMT1 unabhangig von der
Anwesenheit von DNMT3a und 3b eine starke Fahigkeit zu de novo Methylierung zuvor
unmethylierter CpG Inseln besitzt (Jair et al., 2006; Rhee et al., 2000). Weitere Hinweise
auf eine bedeutende Rolle von DNMT1 bei der Methylierung von CpG Dinukleotiden in
den Promotorregionen von Tumorsuppressorgenen in Tumoren, ergaben sich durch
eine Studie, in der mit Hilfe eines Chromatin-Immunoprazipitations-PCR Assays (ChIP-
PCR Assays) die physikalische Bindung der DNMT1 an hypermethylierte
Promotorregionen von Tumorsuppressorgenen in Tumorgewebe nachgewiesen werden
konnte (Lin et al.,, 2007).

Neben der Expression von DNMT1 wurde in der hier vorgelegten Arbeit auch die
DNMT3b-Expression in den pratherapeutischen Biopsien untersucht und mit den
Uberlebensdaten und dem klinischen sowie histopathologischen Ansprechen der
Patienten auf eine neoadjuvante Chemotherapie korreliert. Dabei wurde eine hohe
Expression von DNMT3b in 62 % (79/127) der Tumoren detektiert. Die bisher einzige
Publikation zur Proteinexpression von DNMT3b in Magenkarzinomen dokumentiert
eine hohe Expression in 68 % der untersuchten Tumoren (Ding et al, 2008). Fiir die
DNA-Methyltransferase 3b, die eine nukledre Lokalisation in der Zelle aufweist

(Jurkowska et al.,, 2010), wird in dieser Veroffentlichung allerdings ausschliefdlich eine
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zytoplasmatische Expression beschrieben. Dies weckt Zweifel an der Spezifitit des
verwendeten Antikorpers, wodurch ein Vergleich der Ergebnisse nicht aussagekraftig
ist. Auf mRNA Ebene konnte eine Uberexpression von DNMT3b in 85% der
untersuchten Magenkarzinome detektiert werden (Kanai et al., 2001), wobei wiederum
mRNA- und Proteinebene nicht notwendigerweise direkt vergleichbar sind.

Beziiglich des Uberlebens und des Ansprechens auf die neoadjuvante Chemotherapie
wurde in der hier vorgelegten Arbeit keine Assoziation mit DNMT3b gefunden. Auch ein
Vergleich der Methylierungsdaten eines Teils der Tumoren mit der Expression von
DNMT3b zeigte keine Korrelation. Dies deutet auf eine vorwiegende Bedeutung von
DNMT1 fiir das Ansprechen und Uberleben in dem untersuchten Patientenkollektiv hin.
Fliir andere Tumorentititen, wie beispielsweise fiir das B-Zell-Lymphom und das
Leberzellkarzinom, wurde die Expression von DNMT3b allerdings bereits mit der
Prognose in Verbindung gebracht (Amara et al,, 2010; Oh et al,, 2007). Auch wurde in
Mammakarzinomzelllinien ein Zusammenhang zwischen hoher DNMT3b-Expression
und den CIMP-Phinotyp nachgewiesen. Zusatzlich wurde ein Polymorphismus im
DNMT3b Promotor beschrieben, der mit einer hoheren Promotoraktivitit und einem
erh6hten Risiko fiir mehrere Tumorentitaten assoziiert ist, jedoch in Magenkarzinomen
keine Rolle zu spielen scheint (Hu et al, 2010; Jones et al, 2006; Montgomery et al,
2004; Shen et al, 2002). Dies legt die Vermutung nahe, dass eine verstarkte Expression
verschiedener DNA-Methyltransferasen und die daraus resultierende Konsequenz, in
Abhangigkeit der Tumorentitit variieren konnen. Moglicherweise spielt bei der
Entstehung und Progression von Tumoren nicht notwendigerweise die generelle
DNMT3b-Expression die entscheidende Rolle, sondern die differenzielle Expression
verschiedener Splicevarianten des Proteins, die eine unterschiedliche Aktivitat
aufweisen konnen, wie in verschiedenen Publikationen vermutet wird (Ostler et al.,
2007; Suetal, 2010).

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Assoziation einer Uberexpression von DNMT1
mit einem geringeren Ansprechen auf eine neoadjuvante chemotherapeutische
Behandlung legt die Moglichkeit nahe, dass DNMT1 fiir Magenkarzinompatienten, neben
der potentiellen Verwendung als pradiktiver und prognostischer Marker, auch eine
geeignete molekulare Zielstruktur fiir eine alternative Behandlungsstrategie darstellen

konnte.
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5.1.2 Potentielle Integration von DNMT-Inhibitoren in die Behandlung

von Magenkarzinompatienten

DNA-Methyltransferase-Inhibitoren wie Azacitidin und Decitabin (DAC) sind bereits von
der FDA (US Food and Drug Administration) fiir die Behandlung des myelodysplastischen
Syndroms zugelassen und zusdtzliche DNMT-Inhibitoren werden gegenwartig in
klinischen Studien getestet (Kristensen et al, 2009). Aufderdem legt der in der hier
vorgelegten Arbeit gezeigte Zusammenhang zwischen der Herabregulation von DNMT1
und einer erh6hten Chemosensitivitidt gegeniiber Cisplatin, eine potentielle Anwend-
barkeit von DNMT-Inhibitoren nahe. Die Untersuchung der Sensitivitit von
Magenkarzinomzelllinien gegeniiber den DNMT-Inhibitoren DAC und Zebularin zeigt
eine gewisse Variabilitit in Abhdngigkeit der Zelllinie und des DNMT-Inhibitors.
Generell lag die Konzentration von Zebularin, die bendétigt wurde um eine 50 %ige
Reduktion der Zellviabilitit zu erreichen deutlich héher als die von DAC. Diese
Beobachtung stimmt mit in vitro Studien liberein, in denen eine geringere Toxizitdt von
Zebularin im Vergleich zu DAC nachgewiesen wurde (Cheng et al., 2003; Scott et al,
2007). Die Tatsache, dass beispielsweise die Zelllinie KATOIII unter den untersuchten
Zelllinien die hochste ICsp fiir Zebularin aufweist, jedoch zu den sensitivsten beziiglich
DAC gehort, legt die Vermutung nahe, dass den beiden Inhibitoren ein anderer
Wirkmechanismus zugrunde liegt. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass in die DNA
eingebautes Zebularin die Methylierungsreaktion verhindert, die mit den DNA-
Methyltransferasen gebildeten kovalenten Komplexe jedoch reversibel sind, was bei
einer Komplexbildung der DNMTs mit DAC nicht der Fall ist (Champion et al,, 2010). Fir
Zebularin ist neben der Wirkung als DNA-Methyltransferase-Inhibitor auch eine
hemmende Wirkung auf die Cytidin-Deaminase beschrieben, was ebenfalls eine
unterschiedliche Sensitivitat der Zelllinien gegeniiber DAC und Zebularin bedingen
konnte (Stresemann et al., 2006; Yoo et al., 2006).

In einer Untersuchung der Auswirkungen einer DAC bzw. Zebularin-Behandlung auf die
Methylierung von CpG-Dinukleotiden in verschiedenen Genpromotoren in den Zelllinien
AGS und MKN28 konnte eine unterschiedliche Effektivitit in der demethylierenden
Wirkung der beiden Substanzen festgestellt werden. Die Behandlung der Magen-

karzinomzelllinien mit DAC fiihrte zu einer offensichtlichen Reduktion der
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Methylierungsrate. Die demethylierende Wirkung von Zebularin jedoch fiel deutlich
schwacher aus, oder war, wie im Falle der Zelllinie MKN28, nicht detektierbar. Dies ldsst
darauf schliefien, dass der antiproliferative Effekt der Zebularin-Behandlung in den
untersuchten Zelllinien eher auf einen von der Methylierung unabhdngigen
Mechanismus zurilickzufiihren ist. Eine demethylierende Wirkung von Zebularin und
auch eine daraus resultierende Reexpression verschiedener Gene wurde in mehreren
Publikationen nachgewiesen, allerdings scheint diese schwécher als die von DAC zu sein
(Billam et al, 2010; Cheng et al, 2003; Marquez et al, 2005; Scott et al, 2007;
Stresemann et al., 2006; Zhou et al., 2002). Auch fiir DAC konnte in der hier vorgelegten
Arbeit in einem Konzentrationsbereich zwischen der jeweiligen 1C20 und ICso der
Zelllinien MKN28 und AGS sowie fiir die Behandlung mit der klinisch relevanten
Konzentration von 1 puM keine komplette Demethylierung einzelner Gene festgestellt
werden. Es muss allerdings berticksichtigt werden, dass DNA-Methylierung einen
graduellen Prozess darstellt und auch die Verringerung der Methylierung schon zu einer
Reexpression von Genen fithren kann (Issa et al., 2009; Jung et al., 2007). Da es durch die
DAC-Behandlung zu einer deutlichen Reduktion, nicht jedoch nicht zu einer
vollstandigen Inhibierung der DNMT1-Expression kam, ist es moglich, dass die
Restaktivitait von DNMT1 ausreicht, um einen gewissen Methylierungsstatus
aufrechtzuerhalten. Daher ist moglicherweise eine langere DAC-Exposition notwendig,
um eine starkere Demethylierung zu erreichen.

Im Gegensatz zu den klaren Erfolgen, die bei der Behandlung von hamatologischen
Krebserkrankungen durch den Einsatz von DAC erzielt wurden, fielen Studien an
Patienten mit soliden Tumoren, die mit einer DAC-Monotherapie behandelt wurden,
bisher aufgrund der hoher Toxizitit der Behandlung in Form von starker
Myelosuppression und einer geringen Ansprechrate enttduschend aus (Aparicio et al.,
2002; Samlowski et al, 2005; Schrump et al, 2006). In diesen Studien wurde DAC
allerdings in sehr hohen Dosen eingesetzt und inzwischen ist bekannt, dass eine
Behandlung mit DAC je nach Dosis variierende Effekte haben kann. So kénnen hohe
DAC-Konzentrationen die DNA-Synthese inhibieren und einen Zellzyklus-Arrest
induzieren. Andererseits fiihrt die Behandlung mit einer niedrigen DAC-Konzentration
zur kovalenten Bindung von DNA-Methyltransferasen an die DNA, wodurch diese

degradieren, ohne dass ein Zellzyklusarrest stattfindet. Die Fortsetzung der DNA-
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Replikation in Abwesenheit von DNMTs fiihrt anschlieféend zu einer Hypomethylierung
der DNA (Issa et al., 2009; OKi et al., 2007). Da das letzere Szenario fiir die Wirksamkeit
gegeniiber Tumoren favorisiert wird, ist es notwendig die Anwendung reduzierter DAC-
Dosen in klinischen Studie an soliden Tumoren zu iiberpriifen (Plimack et al., 2007).

Ein Ziel dieser Arbeit war es, kombinierte Anwendungsschemata des DNMT-Inhibitors
DAC mit Cisplatin zu untersuchen. Grundsatzlich werden Kombinationen von
verschiedenen Behandlungen in der Kklinischen Praxis eingesetzt, um sowohl die
Ansprechrate und -Dauer zu verldngern, als auch die Toxizitdit der Behandlung zu
verringern. Daher wurden von beiden Substanzen niedrige, klinisch relevante
Konzentrationen eingesetzt, die alleine nur einen moderaten Effekt erzielen (Appleton
et al., 2007; Gyorffy et al., 2006; Stresemann et al., 2006). Die hier prasentierten Daten
zeigen einen signifikanten synergistischen Effekt einer Kombination von Cisplatin und
DAC in Bezug auf die Zellviabilitat in der Cisplatin-resistenteren Zelllinie AGS. Jedoch
konnte dies nicht fiir die Cisplatin-sensitivere Zelllinie MKN28 nachgewiesen werden.
Dies deutet moglicherweise darauf hin, dass eine DAC-Behandlung vor allem fiir die
Uberwindung einer Cisplatinresistenz von Nutzen ist (Plumb et al, 2000; Reu et al.,
2006).

DNMT-Inhibitoren haben sich bereits in einigen in vitro Untersuchungen als niitzliche
Agenzien fiir die Sensibilisierung von Zelllinien, Magenkarzinomzelllinien einge-
schlossen, gegeniiber Bestrahlung und verschiedenen giangigen chemotherapeutischen
Substanzen erwiesen (Balch et al., 2005; Qiu et al., 2009; Zhang et al., 2006b). Dabei ist
zu erwahnen, dass vor allem eine Vorbehandlung der Zelllinien vor der Inkubation mit
dem Chemotherapeutikum vielversprechende Resultate lieferte, wohingegen die
umgekehrte Reihenfolge keinen Effekt zeigte (Kristensen et al.,, 2009; Plumb et al., 2000;
Reu et al, 2006). Diese Erkenntnisse sind eine wichtige Grundlage fiir die Umsetzung
einer Kombinationstherapie in einem klinischen Ansatz (Plimack et al., 2007).

Die erste Studie in Phasel zur Untersuchung von kombinatorischen Behandlungs-
strategien mit niedrigdosiertem Decitabin zeigte, dass es moglich ist Decitabin, welches
einige Tage vor der ersten Chemotherapie-Dosis verabreicht wurde, mit Carboplatin bei
der Behandlung solider Tumoren zu kombinieren, ohne dass eine nicht tolerierbare
Toxizitdt gegeben war (Appleton et al, 2007). Auch in einer Studie, bei der Patienten mit

Platin-resistenten epithelialen Ovarialkarzinomen behandelt wurden, lief3 sich dies
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bestatigen. Es zeigte sich zusatzlich, dass diese Behandlung auch eine biologische
Aktivitat aufwies, die sich in Form von DNA-Hypomethylierung und dem Ansprechen
einiger Patienten auf die Behandlung dufderte (Fang et al., 2010). In einer Publikation
von Plimack et al. wird jedoch eine Kombination von Decitabin mit Cisplatin als
geeignetere Alternative diskutiert, da sowohl eine Behandlung mit Decitabin als auch
eine Behandlung mit Carboplatin mit einer verstarkten Myelosuppression in Verbindung
gebracht wird. Dariiber hinaus befinden sich weitere DNMT-Inhibitoren gegen DNMT1
in der Entwicklung, die nicht aus der Gruppe der Nukleosidanaloga stammen, sondern
zu der Gruppe der small molecule inhibitors oder oligonukleotid antisense inhibitors
gehoren, von denen eine grofdere Spezifitit und geringere Toxizitat erwartet wird
(Plummer et al., 2009; Suzuki et al., 2010).

Zusammenfassend liefern die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Resultate
Anhaltspunkte, dass die Proteinexpression von DNMT1 mit dem Ansprechen auf die
Platin/5-FU basierte neoadjuvante Chemotherapie bei Magenkarzinompatienten
assoziiert ist. Die in vitro Untersuchung der Chemosensitivitit von Zellen mit herab-
regulierter DNMT1-Expression sprechen fiir einen funktionellen Zusammenhang
zwischen DNMT1-Expression und Cisplatinsensitivitit. Zusatzlich konnte in einer
Cisplatin-resistenten Zelllinie ein synergistischer Effekt von Cisplatin und DAC gezeigt
werden. Daher konnte DNMT1, neben einer potentiellen Funktion als pradiktiver
Biomarker, auch eine vielversprechende therapeutische Zielstruktur darstellen. Dies
unterstreicht den moglichen Nutzen einer kombinierten Therapie durch die Integration
eines DNMT-Inhibitors fiir Magenkarzinompatienten mit einer hohen Expression von

DNMT1.

5.2 Histondeacetylasen

5.2.1 Bedeutung von HDAC1 und HDAC2 als pradiktive und prognostische

Biomarker

Die Untersuchung der Histondeacetylasen ergab eine hohe HDAC1-Expression in 54 %

(69/127) der untersuchten Tumoren. Dies ist vergleichbar mit einer Studie, bei der
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fortgeschrittene Magenkarzinome (T3, T4) mit einer analogen Methode der
immunhistochemischen Detektion und Bewertung untersucht wurden und bei der eine
hohe Expression von HDAC1 in 65 % bzw. 36 % der Tumoren in einem Trainingsset und
einem Validierunsset detektiert wurde (Weichert et al, 2008a). Eine hohe HDAC2-
Expression wurde in derselben Studie in 70 % bzw. 63 % der Tumoren gezeigt, was ein
wenig niedriger ist als in der hier vorgelegten Arbeit, in der eine hohe Expression von
HDAC2 in 85 % der untersuchten pratherapeutischen Biopsien festgestellt wurde. Eine
Uberexpression von HDAC1 und HDAC2 wurde bereits in verschiedenen Publikationen
fiir das Magenkarzinom (Choi et al., 2001; Song et al., 2005; Weichert et al.,, 2008a) aber
auch fiir andere Tumorentititen wie Kolorektal- Leberzell- Pankreas- Prostata- und
Ovarialkarzinome bestédtigt (Halkidou et al., 2004; Ishihama et al, 2007; Miyake et al.,
2008; Rikimaru et al, 2007; Weichert et al.,, 2008c; Weichert et al, 2008d; Zhu et al,
2004).

In der hier vorgelegten Arbeit wurde weder fiir HDAC1 noch fiir HDAC2 eine Assoziation
der Expression mit dem Ansprechen oder dem Uberleben der Patienten gezeigt. Die
prognostische Relevanz von Klasse I HDACs wurde in verschiedenen humanen
Tumorentititen demonstriert, obwohl die in der Literatur vorhandenen Daten zum Teil
inkonsistent sind (Weichert et al., 2008a; Weichert et al., 2008b). Eine Korrelation einer
hohen Expression der Histondeacetylasen 1, 2 und 3 mit einer schlechteren Prognose
wurde fiir primar resezierte fortgeschrittene Magenkarzinome beschrieben (Weichert et
al, 2008a), jedoch sind die Ergebnisse nicht direkt vergleichbar, da es sich um eine
unbehandeltes Patientenkollektiv handelt.

Eine der wichtigsten Erkenntnisse beziiglich der HDAC-Expression war die signifikante
Assoziation einer hohen HDAC1-Expression mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben von
Patienten, die nach histopathologischen bzw. klinischen Kriterien auf die neoadjuvante
Chemotherapie angesprochen haben. Dies weist darauf hin, dass eine Bestimmung der
HDAC1-Expression in dieser Patientengruppe moglicherweise fiir eine Risiko-
Stratifikation nach einer chemotherapeutischen Behandlung niitzlich sein kénnte.

Die HDAC1-Expression war interessanterweise nur im Zusammenhang mit einer
betrachtlichen Reduktion der Tumormasse von prognostischer Bedeutung. Der
Krebsstammzellhypothese zufolge reprasentieren residuale Tumorzellen, die nach einer

chemotherapeutischen Behandlung im Tumorbett verbleiben, eine Zellpopulation die
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mit intrinsisch chemoresistenten Tumorstammzellen angereichert ist (Dean et al,
2005). Aufgrund der Tatsache, dass epigenetische Verdnderungen als frithe Ereignisse
bei der Entstehung von Tumorstammzellen diskutiert werden (Feinberg et al., 2006;
Jones et al, 2007), stellte sich die Frage, ob mdglicherweise jene, nach der
Chemotherapie zuriickbleibende Tumorzellen, verstarkt HDAC1 exprimieren und damit
einen Hinweis auf eine Beteiligung von HDAC1 am Phéanotyp von Tumorstammzellen
liefern koénnten. Der Vergleich der HDAC1-Expression zwischen pratherapeutischer
Biopsie und korrespondierenden Resektat, die jeweils den Status vor und nach der
chemotherapeutischen Behandlung reprasentieren, wurde fiir einen Teil der Patienten
durchgefiihrt, ergab jedoch in der Analyse keinen Anhaltspunkt fiir eine verstarkte
HDAC1-Expression in den Resektaten der Patienten mit einer starken Tumorregression.
Bezogen auf das gesamte Kollektiv zeigte sich eine Assoziation von hoher HDAC2-
Expression mit einer reduzierten Tumordifferenzierung, die auch in anderen Studien in
unterschiedlichen Tumorentititen einschliefdlich dem Magenkarzinom dokumentiert

wurde (Weichert et al.,, 2008a; Weichert et al., 2008b; Zhu et al., 2004).

5.2.2 Potentielle Integration von HDAC-Inhibitoren in die Behandlung von

Magenkarzinompatienten

Der Bestimmung der Expression der Histondeacetylasen der Klasse I in Tumoren wird
aufgrund der Verfiigbarkeit von HDAC-Inhibitoren als vielversprechende neue Agenzien
in der Krebstherapie in letzter Zeit ein steigendes Interesse entgegengebracht
(Kristensen et al, 2009; Minucci et al, 2006). Trotz zahlreicher Untersuchungen zum
Effekt von HDAC-Inhibitoren in Karzinomzelllinien, ist im speziellen in Magen-
karzinomzelllinien wenig iiber den Nutzen von klinisch einsetzbaren HDAC-Inhibitoren
als Einzelagenzien, aber vor allem in Kombination mit Cisplatin bekannt (Kim et al,
2003; Lee et al., 2006; Lin et al., 2008; Owonikoko et al.,, 2010; Zhang et al., 2006a). In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Behandlung von vier unterschiedlichen
Magenkarzinomzelllinien mit den HDAC-Inhibitoren VPA oder SAHA innerhalb einer
relativ geringen Konzentrationsspanne zu einer 50 %igen Reduktion der Zellviabilitat
fiihrte, wohingegen fiir Cisplatin eine deutlich breitere Konzentrationsspanne der ICsg

zu beobachten war. Beachtenswert ist dabei, dass die Zelllinie AGS, die sich am
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resistentesten gegeniiber Cisplatin zeigte, am sensitivsten auf VPA und SAHA reagierte.
Ahnliche Resultate stammen aus Untersuchungen an Ovarialkarzinomzelllinien, bei
denen eine erhohte Sensitivitat gegeniiber VPA in Zellen mit erworbener Cisplatin-
resistenz festgestellt werden konnte (Lin et al, 2008). Ob dies allerdings auf einem
generell inversen Verhaltnis zwischen der Sensitivitat gegeniiber Cisplatin und HDAC-
Inhibitoren beruht, bleibt in weiteren Analysen zu untersuchen.

Eine Kombination von Cisplatin mit SAHA unter Verwendung von Kklinisch relevanten
Konzentrationen (Gyorffy et al, 2006; Kelly et al, 2003), wurde in zwei Zelllinien
getestet, die sich deutlich in Bezug auf ihre Cisplatinsensitivitit unterscheiden.
Interessanterweise konnte durch eine Vorbehandlung der Zellen mit SAHA, unabhéangig
von der urspringlichen Cisplatinsensitivitit der Zelllinien, eine betrachtliche
Sensitivierung fiir Cisplatin erreicht werden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass dieser Effekt
auf einer synergistischen Wirkungsweise der beiden Agenzien beruht und nicht lediglich
einen additiven Effekt darstellt. Dabei stimmen die hier gezeigten Ergebnisse im
Wesentlichen mit den Resultaten der bisher durchgefiihrten in vitro Studien tliberein, in
denen der Effekt einer Kombination von HDAC-Inhibitoren mit DNA-schiadigenden
Agenzien untersucht wurde (Kim et al, 2003; Lin et al, 2008). Die Behandlung mit
HDAC-Inhibitoren kann betrachtliche pleiotrope Effekte induzieren, aber es konnte mit
Hilfe von spektroskopischen Analyseverfahren nachgewiesen werden, dass die
Hyperacetylierung von Histonen durch Histondeacetylaseinhibitoren die Zuganglichkeit
von Chromatin fiir fluoreszenzmarkierte Dextrane erhoht (Gorisch et al., 2005) und die
hier gezeigten Daten unterstiitzen die Theorie einer verbesserten Zuganglichkeit der
DNA fiir DNA-bindende Agenzien durch die Vorinkubation mit einem HDAC-Inhibitor
(Siegel et al., 2009).

In Magenkarzinomzelllinien wurde durch eine Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor
Trichostatin A (TSA) eine Sensitivierung fiir etliche Chemotherapeutika erzielt (Lee et
al, 2006; Owonikoko et al, 2010), allerdings ist TSA aufgrund des Auftretens von
schweren toxischen Nebenwirkungen nicht in der Klinik einsetzbar (Kristensen et al,
2009). Der einzige bisher von der FDA fiir die Behandlung einer Tumorerkrankung
zugelassene HDAC-Inhibitor ist SAHA (Vorinostat oder Zolinza), der zur Behandlung des
kutanen T-Zell-Lymphoms eingesetzt wird (Kristensen et al, 2009; Mann et al., 2007).

Verschiedene klinische Studien zur Anwendung von HDAC-Inhibitoren wurden
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inzwischen auch fiir solide Tumoren durchgefiihrt und zeigen zwar akzeptable
Sicherheit in der Anwendung, allerdings in Abhadngigkeit der Tumorentitiat deutliche
Unterschiede in der Effektivitit (Lane et al, 2009; Siegel et al, 2009). Die bisher
durchgefithrten Phase-I Studien zu Kombination von SAHA mit verschiedenen
etablierten Chemotherapeutika zeigen bei Patienten mit fortgeschrittenen soliden
Tumoren generell eine gute Vertraglichkeit und es wurde in Patienten mit nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) unter Verwendung von SAHA, Carboplatin
und Paclitaxel bereits eine vielversprechende Antitumoraktivitit festgestellt
(Ramalingam et al, 2007; Siegel et al, 2009). Daher unterstiitzen die hier gezeigten
Resultate in Magenkarzinomzelllinien den Ansatz der Entwicklung eines Chemo-
therapieschemas zur Behandlung von Magenkarzinompatienten, das einen Kklinisch
einsetzbaren HDAC-Inhibitor und Cisplatin beinhaltet.

Aufgrund dieser Entwicklung stellt sich die Frage nach pradiktiven Markern fiir eine
Behandlung mit HDAC-Inhibitoren. Dabei wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Expression von Klasse | HDACs einen pradiktiven Faktor fiir den Erfolg einer HDAC-
Inhibitor basierten Therapie darstellten konnte (Stimson et al, 2009; Weichert et al.,
2008a). Hinweise ergaben sich aus der Beobachtung, dass die Herabregulation von
HDAC1, nicht aber HDAC2, in einer humanen Zervixkarzinomzelllinie in einer
verstarkten Resistenz gegeniiber dem HDAC-Inhibitor Belinostat resultierte (Dejligbjerg
et al., 2008). Vergleicht man die Proteinexpression von HDAC1 und HDAC2 in den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Magenkarzinomzelllinien mit dem Effekt der HDAC-
Inhibitoren SAHA und VPA, so exprimierten die Zelllinien AGS und KATOIII basierend
auf Immunhistochemie- und Western-Blot-Analysen die geringste Menge an HDAC1 und
HDAC2 und zeigten sich am sensitivsten gegeniiber SAHA und VPA.

Eine Schlussfolgerung ist aufgrund der geringen Anzahl an getesteten Zelllinien deutlich
limitiert, aber die Hypothese einer einfachen, direkten Beziehung zwischen hoher
HDAC-Expression und einem Ansprechen auf eine Therapie basierend auf HDAC-
Inhibitoren wird durch diese Ergebnisse nicht gestiitzt. Weiterhin konnte erst kiirzlich
in einer Genom-weiten Untersuchung durch die Verwendung von shRNAs eine Gruppe
von Genen identifiziert werden, die eine HDAC-Inhibitor-induzierte Apoptose ver-
hinderten, wenn sie herab reguliert wurden. In der Gruppe dieser Proteine befand sich

keine Histondeacetylase, was darauf schliefien lasst, dass deren Expression nicht im
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Zusammenhang mit einem Ansprechen auf einen HDAC-Inhibitor steht. Eines der in der
Studie identifizierten, potentiell prognostisch relevanten Gene, HR23B, das am
proteasomalen Abbau von Transportproteinen beteiligt ist, wurde dabei als besonders
vielversprechend eingestuft und wird im Moment in verschiedenen Ansdtzen weiter
untersucht (Fotheringham et al, 2009; Stimson et al,, 2009).

Zusammenfassend wurde in der hier vorgelegten Arbeit gezeigt, dass die Expression von
HDAC1 oder HDAC2 keinen geeigneten Marker darstellt, um das Ansprechen oder das
Uberleben von Magenkarzinompatienten vorherzusagen, die mit einer Platin/5-FU
basierten neoadjuvanten Chemotherapie behandelt wurden. Die dargestellten Daten
zeigen allerdings eine deutliche prognostische Relevanz der HDAC1-Expression in der
Gruppe der Patienten die auf die Therapie ansprechen, was auf eine mogliche
Anwendbarkeit der Bestimmung der HDAC1-Expression zur Risikobewertung in dieser
Patientengruppe hindeutet. Dies konnte helfen diejenigen Patienten zu identifizieren,
bei denen die Auschopfung =zusatzlicher Therapieoptionen ungeachtet eines
Ansprechens auf die Chemotherapie, notwendig erscheint.

In vitro wurde durch die Vorbehandlung von Magenkarzinomzelllinien mit SAHA der
antiproliferativen Effekt von Cisplatin unabhdngig von der urspriinglichen Cisplatin-
sensitivitat verstarkt. Dies lasst fiir die Behandlung von Magenkarzinompatienten die
Entwicklung von alternativen Chemotherapieschemata sinnvoll erscheinen, die einen

HDAC-Inhibitor beinhalten.

5.3 Polycombproteine

Die Proteine BMI-1 und EZH2, die der Familie der Polycombproteine angehéren, sind
ebenfalls an epigenetischen Regulationsmechanismen beteiligt und wurden daher in die
Expressionsuntersuchung an Tumorgewebe eingeschlossen.

Eine hohe Expression von BMI-1 wurde in 42% (30/71) der untersuchten
Magenkarzinombiopsien festgestellt. Dabei ergaben sich keine signifikanten
Assoziationen der Expression mit klinisch-pathologischen Parametern, dem Uberleben
der Patienten oder deren Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie. In einer
2008 veroffentlichten Studie, bei der eine Expressionsanalyse von BMI-1 auf Basis einer

immunhistochemischen Untersuchung an Magenkarzinomen durchgefiihrt wurde,
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wurde eine hohe Expression in 67,8 % der Falle detektiert, wobei jedoch ein anderer
Grenzwerte zur Einstufung der Expressionsstirke verwendet wurde (Liu et al., 2008).
Dabei war eine hohe Expression von BMI-1 mit einem hoheren T-Stadien und dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen assoziiert. Vor allem jedoch ergab sich eine
signifikante Korrelation mit einem kiirzeren Uberleben der Patienten (Liu et al., 2008).
Zu erwdhnen ist allerdings, dass es sich bei dem untersuchten Patientenkollektiv um
Falle von primar resezierten Magenkarzinomen handelt, die nicht chemotherapeutisch
behandelt wurden. Auch in anderen Tumorentititen wie Pankreas-, Ovarial- und
Kolonkarzinomen wurde unldngst eine prognostische Relevanz der BMI-I Expression
gezeigt (Li et al, 2010; Song et al., 2010; Yang et al., 2010). Zusatzlich wurde in vitro
nach der Herabregulation von BMI-1, neben einer Reduktion der Proliferationsrate und
der Invasivitit der Magenkarzinomzelllinien AGS, auch eine erhdhte Apoptoserate
dokumentiert (Xiao et al, 2009). In einem Tiermodell wurde aufierdem nachgewiesen,
dass die verminderte BMI-1-Expression einer Pankreaskarzinomzelllinie zu einer
Suppression des Tumorwachstums fiihrte (Song et al.,, 2010).

Beziiglich der Expression von EZH2Z zeigten 46 % (33/71) der untersuchten
pratherapeutischen Biopsien eine starke Expression von EZH2. Ebenso wie fiir BMI-1
wurde auch fir EZH2 keine Assoziation der Expression mit klinisch-pathologischen
Parametern, dem Ansprechen oder dem Uberleben der Patienten gefunden. Fiir das
Magenkarzinom ist in anderen Studien durch immunhistochemische Untersuchungen
eine hohe Expression von EZH2 in 56,6 % bis 78,8 % der untersuchten Falle
nachgewiesen worden, wobei hier unterschiedliche Definitionen von hoher Expression
angewendet wurden (Choi et al., 2010; Matsukawa et al., 2006; Mattioli et al., 2007).
Dabei sind die Daten fiir die prognostische Signifikanz diskrepant. Eine Studie zeigte,
dass eine erhéhte Expression von EZH2 mit einem schlechteren Uberleben der Patienten
einhergeht (Matsukawa et al, 2006), wohingegen diese Assoziation in einer anderen
nicht festgestellt wurde (Choi et al,, 2010). In beiden Studien wurde das Auftreten von
Metastasen mit einer erhohten EZH2-Expression in Zusammenhang gebracht. Auch fiir
andere Tumorentititen, wie beispielsweise fiir das Nierenzellkarzinom, wurden
heterogene Daten veroéffentlicht. Eine Assoziation einer hohen EZH2-Proteinexpression
mit einer schlechteren Prognose wurde von Wagener et al. beschrieben, wohingegen

eine Publikation von Hinz et al. von einer Assoziation einer hohen mRNA Expression mit
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einer verringerten Rezidivrate berichtet (Hinz et al, 2009; Wagener et al., 2010). Fir
verschiedene Tumorentititen wurde jedoch bereits gezeigt, dass eine erhohte EZH2-
Expression mit einer verstarkten Aggressivitit der Tumoren und einer schlechten
Prognose verknlipft ist (Bachmann et al., 2006; Kleer et al, 2003; Sudo et al., 2005;
Varambally et al, 2002). Interessanterweise wurde in einer kirzlich erschienenen
Studie an pratherapeutischen Biopsien von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus, eine Assoziation von erhohter EZH2-Expression mit einer schlechteren
Prognose und aufderdem einem schlechteren Ansprechen auf eine Chemoradiotherapie
gezeigt. Auch in verschiedenen in vitro Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass
Tumorzellen, die eine Uberexpression von EZH2 aufweisen, eine erhohte Proliferations-
rate und verstdrkte Invasivitdt zeigten, eine Herabregulation jedoch zur Wachstums-
einschrankung und erhdhter Apoptoserate fiihrte (Tan et al, 2007; Tang et al, 2004;
Varambally et al., 2002; Wagener et al., 2008).

Zusammengenommen deuten die in der Literatur vorhandenen Daten auf eine Rolle
sowohl von BMI-1 als auch von EZH2 im Zusammenhang mit der Karzinogenese in
verschiedenen Tumorentititen hin. In der hier vorgelegten Arbeit wurde kein
Zusammenhang der Expression mit der Prognose oder dem Ansprechen auf eine
Chemotherapie festgestellt. Vergleichbare Daten zur prognostischen und pradiktiven
Bedeutung von BMI-1 und EZH2 fiir neoadjuvant chemotherapierte Magenkarzinom-

patienten liegen in der Literatur nicht vor.

5.4 Ausblick

In der hier vorgelegten Arbeit zeigte die DNMT1-Expression eine prognostische und
pradiktive Wertigkeit fiir neoadjuvant chemotherapierte Magenkarzinompatienten. Eine
grundlegende Voraussetzung fiir die Etablierung der DNMT1-Expression als pradiktiver
und auch prognostischer Biomarker fiir neoadjuvant behandelte Magenkarzinom-
patienten ist eine Evaluierung der hier gezeigten Ergebnisse an einem unabhdngigen
Patientenkollektiv und dariiber hinaus im Rahmen von prospektiven klinischen Studien.
Die hier gezeigten Untersuchungen an Magenkarzinomzelllinien deuten darauf hin, dass
ein funktioneller Zusammenhang zwischen DNMT1-Expression und der Chemo-

sensitivitat gegeniiber Cisplatin besteht. Der diesem Zusammenhang zugrunde liegende
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Mechanismus muss in weiterfiihrenden Studien untersucht werden. Um diesen zu
charakterisieren scheint es sinnvoll, die pralimindren Ergebnisse zur differenziellen
Genexpression von Komponenten des Wnt- und des Hedgehog-Signalwegs in AGS Zellen
mit shRNA-vermittelter herab regulierter DNMT1-Expression zu validieren. Weiterhin
ware es moglich durch eine Expressionsanalyse, bei der auch mit dem DNMT-Inhibitor
DAC behandelte Zellen eingeschlossen werden, Gene zu identifizieren, die sowohl durch
eine shRNA- als auch eine DNMT-Inhibitor-vermittelte Herabregulation der DNMT1
differentiell exprimiert werden. Da bisher unklar ist, ob die verminderte Zellviabilitat
nach DNMT1-Herabregulation bzw. DAC-Behandlung auf eine erhdhte Apoptoserate
oder auf den Eintritt der Zellen in einen Zellzyklusarrest zuriickzufiihren ist, konnte
dieser Punkt durch eine Zellzyklusbestimmung und eine Untersuchung apoptose-
relevanter Signalwege ausfiihrlicher hinterfragt werden.

Die in der vorgelegten Arbeit gezeigten Ergebnisse zur Kombination von epigenetisch
wirksamen Inhibitoren mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin liefern erste Hinweise
auf die klinische Anwendbarkeit bei Magenkarzinompatienten. Um die Anwendbarkeit
der kombinatorischen Behandlung unter Verwendung von Cisplatin und DAC zu
validieren, ist eine Erweiterung der praklinischen Modelle notwendig. Zum einen ist die
Integration von normalen Fibroblasten in kombinatorischen Chemosensitivitatstests ein
Ausgangspunkt um maogliche toxische Auswirkungen auf normale Zellen auszuschliefsen.
Zum anderen ist auch die Ubertragbarkeit der in vitro Ergebnisse auf die in vivo
Situation durch die Etablierung geeigneter Tiermodelle zu priifen, um sowohl die
Wirksamkeit zu bestdtigen, als auch eine Toxizitat gegeniiber normalen Organen aus-
schlieflen zu konnen. Dariiber hinaus ist die Durchfiihrung von klinischen Phase-I
Studien fiir die Weiterentwicklung dieser neuen Therapiestrategie notwendig. Dabei
muss sowohl die Vertraglichkeit der Kombination in Abhangigkeit der verabreichten
Dosen der eingesetzten Therapeutika, als auch das optimale zeitliche

Behandlungsschema genauer charakterisiert werden.
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