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Zusammenfassung 

 

 

Es gibt immer mehr Hinweise, dass epigenetische Prozesse eine wichtige Rolle in 

der Regulation der Genexpression spielen. Ein epigenetischer Prozess ist die DNA-

Methylierung, welche die Genregulation ohne eine Änderung in der DNA-Sequenz 

erlaubt. Das Methylierungsprofil jedes Zelltyps ist einmalig und globale 

Hypomethylierung in Kombination mit lokaler Hypermethylierung sind charakteristisch 

für die Tumorgenese. Eine Verbindung zwischen chronischer Entzündung und einer 

Regulation der DNA-Methylierung wird immer wahrscheinlicher. Für eine chronische 

Entzündung ist die Anwesenheit von proinflammatorischen Cytokinen, welche zu 

einer Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase und einer hohen Freisetzung von 

Stickstoffmonoxid führen, charakteristisch. Die Regulation der iNOS ist hochkomplex 

und es gibt zusätzlich Hinweise auf eine epigenetische Regulation. In dieser Arbeit 

zeigen wir, dass die DNA-Methylierung eine Schlüsselrolle in der Regulation der 

iNOS Expression spielt und das NO die DNA-Methylierung des gesamten Genoms 

beeinflusst. Hier wurde ein klassischer Feedback-Mechanismus gefunden, wobei die 

Demethylierung zu einer gesteigerten Expression führt, was zu einer gesteigerten 

NO-Produktion führt und dann über eine Remethylierung die iNOS Expression 

inhibiert. Wir konnten zeigen, dass hierbei auch die NFκB Bindungsstelle reguliert 

wird. Die Remethylierung nicht nur der iNOS, sondern auch des gesamten Genoms 

wird von einer gesteigerten Aktivität der DNMT 1 und DNMT 3a begleitet. Die 

gesteigerte Aktivität könnte über eine erleichterte DNA-Methylierung aufgrund der S-

Nitrosierung der an der enzymatischen Reaktion beteiligten Thiole erklärt werden. 

Dies könnte eine Verbindung zwischen chronischer Entzündung und Tumorgenese 

darstellen. 
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Summary 

 

 

During the last decade emerging data demonstrate that epigenetic processes play an 

important role in gene regulation. One mechanism of epigenetic control is DNA-

methylation, which allows gene regulation without sequence alterations. The 

methylation profile of each cell type is unique and alterations in methylation like hypo- 

as well as hypermethylation are hallmarks of cancer development. Increasing 

evidence points to a direct connection between chronic inflammation and regulation 

of DNA-methylation. Chronic inflammation is characterized by the presence of 

proinflammatory cytokines, which lead to the expression of the inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) and high-output nitric oxide (NO) synthesis. The regulation of the 

iNOS in human cells is highly complex and so far only one publication suggests its 

involvement in epigenetic control. Our work shows that DNA-methylation plays a key 

role in the regulation of iNOS-expression and NO regulates DNA-methylation of the 

whole genome. We find a feedback mechanism, where demethylation of the iNOS-

promoter leads to an increase in its expression following increased production of NO 

which in turn causes whole genome re-methylation which then stops or limits iNOS-

expression. Further confirmation in the importance of cellular imprinting comes from 

the finding that treatments leading to decreased methylation correlate with increased 

NFκB activity, where it is known that its binding sites are susceptible to methylation. 

Interestingly, we can show that the NO-induced re-methylation occurs in the whole 

genome, thereby providing a direct link between abnormal methylation and 

inflammatory reactions. This remethylation process was mediated by an increase in 

the activity of DNMT 1 and DNMT 3b. We postulate that the S-nitrosation of the thiols 

in the enzymatic reaction during the DNA-methylation process facilitates the DNA-

methylation. This finding may provide a new link between chronic inflammation and 

tumorigenesis. 
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1 Einleitung 

  

1.1. Epigenetik 

 

Der Begriff Epigenetik ist zusammengesetzt aus dem griechischen Präfix 

„epi“- neben oder auf- und dem ebenfalls aus dem griechisch stammenden 

Wort „Genetik“ –der Wissenschaft von den Grundlagen und 

Gesetzmäßigkeiten der Vererbung-. Conrad Waddington (1905-1975) 

definierte als Erster die Epigenetik als „Zweig der Biologie, der die kausalen 

Wechselwirkungen zwischen Genen und ihren Produkten untersucht, welche 

den Phänotyp hervorbringen“ (Waddington C.H. 1942). Heute definiert man 

Epigenetik als „Studium der erblichen Veränderungen in der Genomfunktion, 

die ohne eine Änderung der DNA-Sequenz auftreten“ (Esteller M. 2008). 

Dabei unterscheidet man derzeit zwischen Veränderungen der 

Chromatinstruktur, ausgelöst durch DNA-Methylierung und Histon-

Modifikationen, welche in einem ständigen Zusammenspiel stehen, sowie der 

RNA-Interferenz. In der vorliegenden Arbeit konzentrierten wir uns auf die 

DNA-Methylierung im Säugetiergenom. 

 

1.2 DNA-Methylierung 

 

Mechanismus der DNA-Methylierung 

Bei der DNA-Methylierung handelt es sich um eine Übertragung und Bindung 

einer Methylgruppe (CH3) von S-Adenosyl-Methionin (SAM) an die C5-Position 

des Cytosinrings durch DNA-Methyltransferasen. Die DNA-Methyltransferase 

bindet kovalent an die C6-Position, wobei es Elektronen an die C5-Position 

abgibt, dadurch kann ein negativer Alkylrest die Methylgruppe von SAM 

angreifen. Nach dem Methyltransfer wird ein endständiges H-Atom von der 

Methylgruppe abgespalten, gleichzeitig wird vom benachbarten C-Atom 

Diethylsulfid abgespalten und es entsteht eine C=C Doppelbindung. Während 

dieses Vorgangs der β-Elimination wird die DNA-Methyltransferase wieder 

regeneriert (Abb. 1.1) (Bestor 2000). 
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Abb. 1.1: Mechanismus der DNA-Methylierung 

a.) Thiolattacke am 6-Carbon (C6) des Substrates Cytosin b.) die Methylgruppe von S`-
Adenosylmethionin wird von Enamine attakiert c.) ein Proton aus dem 5-C (C5) des 
Substrates Cytosin wird freigesetzt d.) ß-Elimination regeneriert das freie Enzym (Bestor 
2000) 

 
Diese Reaktion ist unter anderem abhängig von der Konzentration des 

Substrats SAM, welches von der essentiellen Aminosäure Methionin 

synthetisiert wird. Eine Diät mit einem geringen Anteil an Folsäure, Vitamin  

B 12 und Vitamin B 6 vermindert den Aufbau der essentiellen Aminosäure 

Methionin, was in einer verminderten DNA-Methylierung resultiert (Kanai 

2008). 

 

CpG 

Das humane Genom ist zu 4-6 % methyliert (Ehrlich and Wang 1981), wobei 

ausschließlich das Palindrom CpG methyliert wird (Razin and Riggs 1980). 

Das Palindrom wird zu 80-90% methyliert, wobei die meisten CpGs in 

Transposons und retroviraler DNA liegen und durch Methylierung stilllegen 

(Yoder et al. 1997, Bestor 1998). Die Suppression der Expression und Aktivität 

der Retrotransposons grenzt ihre Ausbreitung im Genom ein und schützt so 

die Genomintegrität (Yoder et al. 1997). 
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Hingegen sind CpGs in CpG-reichen Sequenzen „CpG-Inseln“, definiert als 

DNA-Abschnitte von 0,2 - 5 kb Länge, einem Guanin:Cytosin-Gehalt von 

50 % und einer Häufung von CpG-Dinukleotiden (>30 CpG/500 Nukleotide) 

(Antequerera et al. 1993, Caiafa et al. 2005), meist unmethyliert (Gardiner-

Garden et al. 1987). Ausgenommen sind geprägte Gene, wie auch das 

inaktive X-Chromosom, deren CpG-Inseln methyliert sind (Reik and Walter 

2001). Bei der Hälfte aller Gene mit spezifischer Expression und bei 

Haushaltsgenen findet man im Promotorbereich und im ersten Exon CpG-

Inseln (Larsen et al. 1992). Die Häufigkeit des Palindroms CpG liegt 20 % 

unter der errechenbaren Wahrscheinlichkeit, was sich dadurch erklären lässt, 

dass das methylierte Cytosine zu Thymin desaminiert wird und diese 

Veränderung nur ineffizient von der Thymin-DNA-Glykosylase detektiert und 

repariert werden kann (Jiricny 1996). Dies führt zu einer Punktmutation und 

stört somit die Genomintegrität und ist eine Erklärung für den Verlust von 

CpGs im Laufe der Evolution. Unmethyliertes Cytosin hingegen wird zu Uracil 

desaminiert, welches effektiv von der Uracil-DNA-Glykosylase detektiert und 

repariert werden kann (Jones et al. 1992). 

 

1.2 DNA-Methyltransferasen 

 

Die drei Gruppen der DNA-Methyltransferasen (DNMT) 1, 2 und 3 katalysieren 

die DNA-Methylierung. 

DNMT 1

DNMT 2

DNMT 3a

DNMT 3b

DNMT 3L

Cys-reich

Cys-reich

Cys-reich

Cys-reich

I

I

I

I

IV

IV

IV

IV

VI

VI

VI

VI

VIII

VIII

IX

IX

IX

IX

X

X

X

X

I VI VIIIIV

N-terminale Region C-terminale Region

 
Abb.1.2 : Die drei Familien der DNMTs 

Ausgenommen der DNMT 2 enthalten alle DNMTs eine N-terminale Region mit einer Cystein-
reiche (Cys-reich) Domäne. In der C-terminalen Region findet man 10 charakteristische 
Sequenzmotive, welche für die SAM-Bindung und die Bindung an die DNA wichtig sind. 
(modifiziert nach Bestor 2000). 
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Alle drei Gruppen besitzen eine C-terminale katalytische Region, hingegen 

weisen nur die DNMT 1 und DNMT 3 eine N-terminale regulatorische Region 

auf (Abb. 1.2) (Hermann et al. 2004). Die C-terminale Region enthält 10 

spezifische Sequenzmotive, die für die Bindung an die DNA und an SAM 

essentiell sind (Hermann et al. 2004). Eine Cystein-reiche Region findet man 

hingegen in der N-terminalen Domäne (Hermann et al. 2004). 

 

DNMT 1 

Die DNMT 1 sorgt für eine stabile Weitergabe des Methylierungsmusters an 

die Tochterzelle, indem dieses von hemi-methylierter DNS kopiert wird 

(Chuang et al. 1997). Eine kleinere keimzellspezifische Form der DNMT 1, die 

DNMT 1ο kommt im Zytoplasma von Oocyten und im preimplantierten Embryo 

vor und zeigt eine De novo Aktivität (Yoder et al. 1997, Howell et al. 2001). Die 

DNMT 1 hingegen kommt ausschließlich im Zellkern somatischer Zellen vor 

(Bestor 2000). An die N-terminale Region der DNMT 1 binden viele Proteine, 

die einen Einfluss auf den Zellzyklus haben (z.B. PCNA, p21WAF1) sowie die 

Lokalisation der DNMT 1 in der S-Phase mit dem Proteinkomplex der 

Replikationsmachinerie bewirken (Chuang et al. 1997). Die N-terminale 

Region enthält zudem eine Cystein-reiche Zn2+ Bindungsdomäne vom CXXC-

Typ (Bestor 1992, Chuang et al. 1997). Diese Domäne beinhaltet acht 

konservierte Cysteine in zwei CXXCXXC Gruppen und zwei freie Cysteine, 

wobei hier zwei Zn2+ Ionen gebunden werden können, und ist wichtig für die 

Bindung an die DNA (Fatemi et al. 2001). Zudem interagiert die DNMT 1 mit 

Histon-modifizierenden Enzymen, mit Methyl-CpG-Bindungsproteinen sowie 

mit der DNMT 3a und der DNMT 3b (Hermann et al. 2004).  

 

DNMT 2 

Die Funktion der DNMT 2 ist noch nicht vollständig aufgeklärt. In murinen 

embryonalen Stammzellen fand man eine De novo Aktivität (Okano et al. 

1998), während keine Aktivität der DNMT 2 in vitro (Hermann et al. 2003) 

nachgewiesen werden konnte. 
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Goll et al. (2006) berichten von einer Funktion der DNMT 2 als tRNA-

Methyltransferase, die durch eine Methylierung am 3’ Ende von kleinen nicht-

kodierende RNAs diese stabilisiert. Eine Erkennung von metyhlierten RNAs 

über Toll-like Rezeptoren - Transmembranrezeptoren, welche pathogen-

assoziierte molekulare Muster erkennen- und damit eine Verbindung zur 

Entzündungsreaktion wird hierbei diskutiert (Roughi et al. 2008)  

 

DNMT 3 

Die Familie besteht aus den miteinander verwandten, aber von 

unterschiedlichen Genen kodierten DNMT 3a und DNMT 3b, sowie der DNMT 

3L. Die beiden ersteren Enzyme sind für die De novo Methylierung während 

der Embryonalentwicklung zuständig (Kim et al. 2009). Die DNMT 3a zeigt 

eine Präferenz für die DNA-Methylierung einzelner Gene (Hata et al. 2002), 

während die DNMT 3b die DNA-Methylierung perizentromerischer Sequenzen 

bevorzugt (Lin et al. 2002). Die DNMT 3L zeigt Interaktionen mit den anderen 

beiden Enzymen, eine eigenständige Funktion ist noch nicht bekannt (Hata et 

al. 2002). Alle DNMTs der Familie werden hauptsächlich während der 

Gametogenese und der Embryogenese exprimiert (Hata et al. 2002, Bourc’his 

et al. 2001). Die DNMT 3a und die DNMT 3b enthalten in ihrer N-terminalen 

Region eine Domäne für die Bindung an die DNA (PWWP Domäne) und eine 

Cytsein-reiche Zn2+ Bindungsdomäne (Hermann et al. 2004). Diese Domäne 

erlaubt eine Unterdrückung der Transkription, unabhängig von der Aktivität 

(Bachman et al. 2001). Auch hier findet man eine Interaktion mit 

histonmodifizierenden Enzymen und Methyl-CpG-bindenden Proteinen 

(Hermann et al. 2004). Im Gegensatz zu den anderen DNMTs ist eine 

Mutation der DNMT 3b nicht letal, führt aber zum ICF (Immundefizienz, 

Instabilität der Centromere, Gesichtsveränderungen) Syndroms (Bestor 2000).  

 

1.4 Wirkung der DNA-Methylierung 

 

Die DNA-Methylierung kann die Transkription von Genen durch drei 

Mechanismen inhibieren.  
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Abb.1. 3: Mechanismen der DNA-Methylierung, welche die Gentranskription behindern 

a.) Methylierung des Promotors inhibiert die Bindung von Transkriptionsfaktoren und somit die 
Gentranskription  
b.) Methylbindende Proteine (MBPs) binden an die methylierten Cytosine und blocken somit 
die Bindung von Transkriptionsfaktoren  
c.) MBPs binden an methylierte Cytosine und bilden Komplexe mit der Histondeacetylase und 
Cofaktoren, welches zu Histondeacetylierung, Chromatinkondensation und zu einer Inhibition 
der Transkription führt. 
(Attwood et al. 2002) 
 
Durch die Bindung der Methylgruppen an die DNA kann sterisch die Bindung 

von Transkriptionsfaktoren und somit die Transkription verhindern werden 

(Abb. 1.3 a). Ein weiterer Mechanismus besteht aus der Rekrutierung von 

methylbindenen Proteinen (MBP) an methylierte DNA, welcher die Bindung 

von Transkriptionsfaktoren blockiert (Abb. 1.3 b). Zudem können 

methylbindende Proteine Komplexe mit Co-Repressoren und der 

Histondeacetylase bilden. Diese fördern die Histondeacetylierung, welche eine 

Chromatin-Kondensation zur Folge hat (Abb. 1.3 c) und somit die Bindung 

von Transkriptionsfaktoren und die Genexpression inhibiert (Attwood et al. 

2002) (Abb.1.3 c). Die DNA-Methylierung kontrolliert die differenzierte 

Expression von maternalem und paternalem Allel und die X-Chromosom 

Aktivierung, welche schon während der Gametogenese implantiert wird 

(Bourc’his et al. 2001). Defekte im Imprinting führen zu verschiedenen 

Krankheiten wie Beckwith-Wiedemann, Prader-Willi und Angelman Syndrom 

(Bogdanovic and Veenestra 2009).  
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Veränderungen der DNA-Methylierung findet man während der Tumorgenese 

und im soliden Tumor. Charakteristisch ist hierbei eine globale 

Hypomethylierung in Kombination mit einer regionalen Hypermethylierung. Die 

globale Hypomethylierung resultiert in einer chromosomalen Instabilität, 

Reaktivierung von Transposons und Verlust des Imprintings (Gaudet et al. 

2003, Jelinic and Shaw 2007), während regionale Hypermethylierung häufig 

Tumorsuppressor-Gene betrifft, aber abhängig vom Tumortyp ist (Esteller 

2008). In Korrelation findet man eine erhöhte Expression der DNMT 1, DNMT 

3a und besonders der DNMT 3b in Tumoren (Robertson et al. 1999). Die 

Methylgruppe verändert zudem das für Cytosin charakteristische 

Absorptionsspektrum, wodurch die Bildung von Pyrimidin-Dimeren, in der DNA 

von Hautzellen erhöht und die Entstehung von Hautkrebs begünstigt wird 

(Pfeifer et al. 2005). 

 

DNA-Demethylierung 

Eine globale Demethylierung findet während der Gametogenese und vor der 

Implantation statt (Morgan et al. 2005). Es gibt Hinweise auf eine passive 

Demethylierung durch eine Blockierung der DNMT 1, welche das vorhandene 

Methylierungsmuster nicht mehr aufrechterhalten kann (Cedar and Verdine 

1999), und einer aktiven Demethylierung vermittelt über Gadd 45α 

(Wachstumsstopp und DNA-Schädigung-induziertes Gen 45 α). Der 

Zusammenhang zwischen einer erhöhten mRNA-Expression von Gadd 45α 

und einer Demethylierung des Genoms (Barreto et al. 2007) wird 

widersprüchlich diskutiert (Jin et al. 2008). Der genaue Mechanismus ist 

bisher unbekannt. 

 

Histonmodifikationen 

Die Basis des Chromatins bildet das Nukleosom, bestehend aus 147 bp DNA 

gewunden um ein Histon-Oktamer. Dieses besteht aus jeweils zwei Kopien 

der Proteine H2A, H2B, H3 und H4 (Luger et al. 1997). Diese weisen im N-

terminalen Bereich sehr häufig die basische Aminosäure Lysin (K) auf und 

sind daher für die Interaktion mit den negativ geladenen Nukleinsäuren 

bestens geeignet. Die N-terminalen Enden der Histone ragen aus dem 

Chromatin hervor und können von Enzymen,  
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welche Acetyl-, Methyl- oder Phosphat-Gruppen übertragen, leicht modifiziert 

werden (Kouzarides 2007, Santos-Rosa and Caldos. 2005). Die strukturellen 

Eigenschaften des Chromatins werden zum einen durch Acetylierungs-

/Deacetylierungs-Vorgänge reguliert und zum anderen durch Methylierung der 

Lysine, vor allem in den Histonen H3 und H4 (Kouzarides 2007).  

 

Methylbindende Proteine (MBP) 

Methylierte DNA rekrutiert methyl-CpG Bindungsproteine (MBP) und methyl-

CpG Zinkfinger Proteine der Kaiso-Familie (Kaiso/ZBTB33, ZBTB3 und 

ZBTB38) (Bogdanovic and Veenstra 2009). Man unterscheidet vier Gruppen 

an MBP: MeCP 2, MBD 1, MBD 2, MBP 3 und MBP 4. Parallel zur Bindung an 

methylierte DNA ist MeCP 2 mit anderen Co-Repressoren wie Sin3a, NCoR 

und c-Ski assoziiert (Kokura et al. 2001) und verhindert somit die 

Transkription. MBD 1 und MBD 2 interagieren mit vielen anderen Repressoren 

oder epigenetischen Mechanismen (Bogdanovic and Veenstra 2009) um die 

Transkription zu blockieren. Die MBD 3 kann nicht direkt an methylierte DNA 

binden, weist aber Wechselwirkungen mit anderen epigenetischen 

Mechanismen auf (Saito and Ishikawa 2002). Das MBD 4 erkennt eine durch 

Desaminierung von Methylcytosin entstandene G/T Mutation und initiiert eine 

Basenaustausch Reparatur (Li et al. 2007). Die Proteine der Kaiso-Familie 

binden spezifisch über Zinkfinger an methylierte DNA und können ebenfalls 

die Transkription verhindern (Li et al. 2007).   

 

1.5 Stickstoffmonoxid (NO) 

 
Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Radikal mit einer Halbwertszeit von mehreren 

Sekunden und ist damit –im Vergleich zu anderen Radikalen- nicht sehr 

reaktiv (Monacada et al. 1991, Kröncke et al. 2001). Aufgrund seiner geringen 

Größe und lipophilen Eigenschaften kann es gut durch Zellmembranen 

überwinden penetrieren. In biologischen Geweben kommt es in 

Konzentrationen im µM-Bereich vor (Kröncke et al. 2001). NO kann in 

Anwesenheit von Sauerstoff über höhere Stickoxide wie N
2
O

3 
oder N

2
O

4 

(ROI),  



  Einleitung 
   

  9 

zu seinen stabilen inaktiven Endprodukten Nitrit (NO
2
-) und Nitrat (NO

3
-) 

oxidiert werden (Abb. 1.4). Die Reaktivität der verschiedenen Intermediate 

(ROI) mit den unterschiedlichen Zielgruppen erklärt die pleiotropen Effekte von 

NO in biologischen Systemen (Stamler et al. 1992). 

 

2 NO. + O2 2 NO2
.

2 NO2
. N2O4

H2O NO2
- + NO3

-

NO2
. NO. N2O3 2 NO2

-+
H2O

 
Abb. 1.4: Reaktionsprodukte von NO mit molekularem Sauerstoff 

Die verschiedenen chemischen Reaktionen hängen primär von der lokalen NO-Konzentration 
ab. Stabile Oxidationsprodukte sind Nitrit und Nitrat. Unstabile und hochreaktive Intermediate 
sind in dieser Abbildung grau gedruckt. (nach: Kröncke et al. 2001) 
 

NO kann mit Fe2+ interagieren und Enzyme, mit Ausnahme der löslichen 

Guanylatcyclase, inhibieren. Bei der löslichen Guanylatcyclase bindet NO an 

Fe 2+, was eine Konformationsänderung bewirkt und zur Aktivierung des 

Enzyms mit der Freisetzung von cGMP (Guanosin 3’5’-cyclisches 

Monophosphat) führt. Dieser NO-cGMP-Signalweg reguliert Vasodilatation, 

intraneuronale Kommunikation und die gastrointetionale Motilität (Gao 2009). 

S-Nitrosierungen von Cystein-Resten sind häufig auftretende NO-mediierte 

Proteinmodifikationen (Gao 2009). So sind eine Reihe von Enzymen bekannt, 

deren katalytische Zentren reduzierte SH-Gruppen beinhalten, die nach 

erfolgter S-Nitrosierung, auch ohne das Vorhandensein komplexierter Metalle, 

einen temporären Funktionsverlust des Proteins zur Folge haben (Sun et al. 

2006). Aber auch die Aktivierung von Proteinen mittels S-Nitrosierung wurde 

gefunden, so z.B. beim kleinen GTP-bindenden Protein p21
ras 

(Sun et al. 

2006). Die S-Nitrosierung ist reversibel und das resultierende nitrosierte Thiol 

kann als „Transporter“ und „Vorrat“ aufgrund der geringeren Aktivität 

angesehen werden (Kröncke et al. 2001). NO kann aber auch irreversibel 

durch S-Nitrosierung Zinkfinger (ZN-S) zerstören. Es kommt zur Freisetzung 

von Zn 2+ und die Bindung an die DNA wird verhindert (Kröncke et al. 1994). 

Durch eine Reaktion von NO mit O2
- entsteht Peroxynitrit (ONOO-).  
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Unter pathophysiologischen Bedingungen wird viel Peroxynitrit und dessen 

Derivate (ROS) produziert, dieses führt zu einer irreversiblen Schädigung der 

Atmungskette, Inhibition der ATP-Synthese, Cytochrom C Freisetzung und 

Induktion von Caspase-abhängiger Apoptose (Gao et al. 2009). Die S-

Nitrosierung von Proteinthiolen durch NO schützt diese vor einer irreversiblen 

oxidativen Modifikation durch ROS (Haendeler et al. 2002). 

 

NO-Synthasen 

Die Familie der Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) katalysiert die Reaktion 

von molekularem Sauerstoff und L-Arginin zu NO und L-Citrullin. 

 

Reduktase

Oxygenase

Fe

BH4

FAD

FMN

e-

e-

e-

NAPDH

NAPD+

H+ Arginin
O2

Citrulline
NO

Calmodulin
Ca 2+

 
Abb.1.5 : Schematische Reaktion der NOS 

Von NAPDH werden Elektronen von der reduktiven Seite der NOS aufgenommen und über 
FAD und FMN Redoxüberträger zur Oxygenaseseite. Dort interagieren sie mit dem Eisen von 
Häm und BH4 an der aktiven Seite und katalysieren die Reaktion von Arginin und Sauerstoff 
zu NO und Citrullin (nach Alderton et al. 2001) 
 

In einer 5-Elektronen Reaktion wird L-Arginin unter Beteiligung der 

essentiellen Co-Faktoren, Flavinmononukleotid (FMN), 

Flavinadenindinukleotid (FAD), Protophorphyrin IX Häm und 

Tetrahydrobiobterin (BH
4
), zum freien Radikal NO oxidiert (Abb. 1.5). Das 

aktive iNOS Protein ist ein Homo-Dimer, in welchem die N-terminale 

Oxygenase Domäne die Bindungsstellen für Häm und Tetrahydrobiopterin 

BH
4
enthält. L-Arginin ist über eine Calmodulin-Bindungsstelle mit der C-

terminalen Reduktase Domäne verbunden, in welcher die Bindungsstellen der 

Ko-Faktoren FAD, FMN und NADPH lokalisiert sind. (Alderton et al. 2001). 
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Tetrahydrobiopterin scheint die aktive dimerische Form der NOS zu 

stabilisieren (Nathan 1992). 

Man unterscheidet drei Isoformen der NO-Synthasen, die durch 

unterschiedliche Gene kodiert werden (Zhang et al. 2000) und eine 51-57 % 

Homologie aufweisen (Kleinert et al. 2000). Zwei Isoformen werden aufgrund 

ihrer konsitutiven Expression als konsitutive NO-Synthasen definiert. Hierzu 

zählen die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und die neutrophile NO-

Synthase (Marsden et al. 1992, Nakane et al. 1993), die nach den Geweben, 

in welchen sie zuerst entdeckt wurden, benannt sind. Die konstitutiven NO-

Synthasen werden über Ca2+ aktiviert (Monacada et al. 1991) und 

synthetisieren niedrige NO-Konzentrationen (pm-Bereich) die pulsatil 

freigesetzt werden. Nach der Stimulation von spezifischen Rezeptoren mit 

verschiedenen Agonisten (z.B. Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin, Adenosin, 

Histamin und Thrombin) steigt die intrazelluläre Konzentration an freiem Ca2+. 

Die Bindung von Ca2+ an die Ca2+ /Calmodulin Untereinheit des Enzyms 

aktiviert dessen Produktion von NO. Von der eNOS-gebildetes NO beeinflusst 

die Relaxation der glatten Muskelzellen, die Regulation des Blutdrucks und 

Thrombocytenreifung. Im zentralen Nervensystem ist nNOS-gebildetes NO ein 

Faktor für die klinische Manifestation von Depressionen (Buechler et al 1994). 

Im autonomen Nervensystem in nicht-adrenogenen, nicht-cholingerischen 

Nerven, inhibiert NO Neurotransmitter und führt zur Relaxation im Gastro-

intestinal Trakt und im Corpus Cavernosum (Bult et al. 1990, Desai et al. 

1991, Burnett et al. 1992). 

Die dritte Isoform der NO-Synthasen ist die induzierbare NO-Synthase (iNOS), 

die zur Ca2+-unabhängigen Expression einen entzündlichen Reiz benötigt, z. 

B. durch proinflammatorische Cytokine (TNF-α, IL-1ß, IFN-γ) oder bakterielle 

Proteine wie Lipopolysaccharid (LPS). Die Induktion der iNOS-Expression ist 

dabei zell- und speziesspezifisch (Kleinert et al. 2000) Nach Induktion 

synthetisiert die iNOS über einen Zeitraum von Stunden bis Tagen hohe, 

scheinbar unregulierte, Mengen an NO (Drapier et al. 1988). Die Funktionen 

des durch die iNOS gebildeten NO sind vielfältig. Protektive Effekte sind z. B. 

antimikrobielle und antivirale Aktivitäten (MacMicking et al. 1997, Croen et al. 

1993, Karupiah et al. 1993, Saura et al. 1999, Shiloh et al. 1999, Anstey et al. 

1996, Nussler et al.1991),  
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antiapoptotische Effekte sowie der Schutz vor UV-induzierter Zellschädigung 

(Kröncke et al. 2000, Hemmrich et al. 2003). Destruktive Effekte sind z. B. 

DNA Schädigung und Mutagenität  (Wink and Mitchell. 1991). Zudem stellt 

iNOS-produziertes NO ein wichtiges Signal zur Regulation von Differenzierung 

und Proliferation dar (Krischel et al. 1998), dies ist wichtig für 

Wundheilungsprozesse (Boissel et al. 2004). 

 

Regulation der iNOS-Expression und Aktivität 

Das humane iNOS-Gen ist auf dem Chromosom 17 an der Position 17cen-

q11.2 lokalisiert (Chartrain et al. 1994). Es ist 36 kb lang und besteht aus 26 

Exons und 25 Introns mit einem offenen Leseratser von 3459 bp. Das Enzym 

besteht aus 1153 Aminosäuren und hat ein errechnetes Molekulargewicht von 

131 kDa. Im Vergleich von humaner und muriner iNOS zeigt sich eine 60 % 

Homologie in den proximalen 400 bp der 5’-flankierende Promotorregion, 

welche sich auf 44 % reduziert, wenn die ersten 1,5 kb beider Promotoren 

verglichen werden (DeVera et al. 1996). 

-10 kb -5 kb -1 kp

TATA
κκ κ κ κ κ κ

1 1GASGAS

 
Abb. 1.6: Struktur des humanen iNOS-Promotors 

Gezeigt sind die -10 kp des humanen iNOS-Promotors mit den Bindestellen für AP-1 (1), 
NFκB (κ) und STAT-1 α (GAS). TATA markiert die TATA-Box. (modifiziert nach: Kleinert et al. 
2003) 
 
Der humane iNOS-Promotor enthält in der -8.7 kb 5’-flankierende Region viele 

Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, wie AP-1 (Aktivatorprotein 1), 

NFκB (Nukleärer Faktor κB), γ-IRE (IFN-γ responsible Element), NF-IL-6 

(nukleärer Faktor für IL-6), GAS (γ-aktivierte Seite), IRF-E (IFN regulatorisches 

Faktor-Element), ISRE (IFN-stimuliertes responsible Element), TNF-RE (TNF 

responsible Element) und X box (Abb. 1.6) (Chu et al. 1998). Zusätzlich findet 

man drei Alu-Sequenzen (Chu et al. 1998). Die Transkriptionsfaktoren NF-B, 

Stat-1 und AP-1 sind hierbei besonders zu betrachten (Kleinert et al. 2003). 
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Den fünf NFκB Bindungsstellen zwischen -5,2 kb und -6,5 kb wird eine 

wichtige Funktion für die Induktion der iNOS zugeschrieben (Taylor et al. 

1998), während die Bedeutung der downstream NFκB Bindungsstelle 

kontrovers diskutiert wird (Taylor et al. 1998, Nunokawa et al. 1996). Eine 

Aktivierung von NFκB durch LPS, IL-1ß, TNF-α induziiert eine Expression der 

iNOS, hingegen zeigt eine Inhibition von NFκB durch Glucocorticoide, TGF-1ß 

oder Antoxidantien auch eine Inhibition der iNOS-Expression (Ghosh et al. 

1998). Diese Inhibition resultiert aus einem Abfangen von NFκB durch Protein-

Protein-Interaktionen (Mukaida et al. 1994), Inhibition der Kerntranslokation 

(Jeon et al. 1998), Inhibierung der NFκB Transaktivität (Yu and Kone 2002) 

oder von einer verminderten Expression von I-κB, einem spezifischen Inhibitor 

von NFκB (DeVera et al. 1997). Es findet sich bei -6,7 bp auch ein NFκB 

repressing factor (NRE), welcher für die negative transkriptionale Regulation 

von NFκB wichtig ist (Feng et al. 2002). STAT-1α stimuliert die iNOS Induktion 

durch eine direkte Bindung an die DNA oder durch eine Aktivierung von IRF-1 

(Interferon regulatorischer Faktor 1) (Ganster et al. 2001). Man weiß, dass AP-

1 eine essentielle Rolle bei der Inhibition der iNOS spielt, aber der genaue 

Mechanismus ist noch nicht bekannt (Kleinert et al. 2003). Auch ein Einfluss 

der 3’-flankierende Region des iNOS-Promotors auf deren Induktion wurde 

gezeigt (Nunokawa et al.1997). Es scheint keine Regulation der 

Enzymaktivität zu geben (Kleinert et al.2003). Jedoch besteht eine 

Selbstregulation der iNOS durch NO über folgende Mechanismen: 

 Hochregulation der zellulären cGMP Konzentration; 

 Verhinderung der p53 Aktivität, welche den iNOS-Promotor inhibiert 

(Forrester et al. 1996); 

 Reduktion der Aktivität von HIF-1 (Hypoxie-induzierter Faktor 1) 

(Yin et al. 2000); 

 Inhibition der cytokininduzierten NFκB Aktivität (Taylor et al. 1997) 

oder 

 Nitrierung des Tyrosins von STAT-1α (Llovera et al. 2001). 

Es konnte aber auch eine Erhöhung der cytokininduzierten iNOS-Expression 

durch NO gezeigt werden (Kleinert et al. 2003). 
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NFκB 

Nukleärer Faktor kappa B (NFκB) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher im 

Cytoplasma jeder Zelle als inaktiver Komplex, gebunden an inhibitorische 

Proteine der IκB Familie, vorkommt. Nach Stimulierung wird IκB phosphoryliert 

und über eine Ubiquitin-vermittelte Proteolyse degradiert, worauf NFκB in den 

Zellkern wandert und dort an regulatorische Bindungsstellen bindet (Kröncke 

2003). NFκB wird aktiviert durch eine Reihe von Faktoren: Stress, 

Zigarettenrauch, Viren, Bakterien, Cytokine, freie Radikale, Tumorgenese und 

Endotoxine. Bei Aktivierung reguliert NFκB mehr als 400 Gene, wie Enzyme 

(z.B. COX-2, 5-LOX und iNOS), Cytokine (z.B. TNF, IL-1, IL-6, IL-8 und 

Chemokine), Ahäsionsmoleküle, virale Proteine etc. (Schmitz et al. 2004). Die 

konstitutive Aktivierung von NFκB korreliert mit einer Reihe von Krankheiten 

wie Asthma, Atherosklerose, rheumatische Arthritis, Diabetes, Alzheimer und 

Krebs. Die Aktivität von NFκB wird von Th2 Cytokinen (Il-4, Il-13, IL-10), 

Interferonen, endokrinen Hormonen oder Phytochemikalien inhibiert (Ahn et 

al. 2005). Auch NO hat eine regulatorische Funktion auf NFκB. Dabei ist die 

Aktivierung von NFκB an die Konzentration von NO gebunden. Während bei 

geringen Mengen NO eine verstärkte NFκB DNA Bindungsaktivität zu sehen 

ist, zeigen hohe NO Mengen einen gegenteiligen Effekt (Kröncke 2003). 

 

1.6 Entzündung und Epigenetik 

 

Verschiedene Verbindungen zwischen Enzündungsreaktionen und 

epigentischen Modifikationen sind bekannt.  

Bei der Regulation der Genexpression im Immunsytems, wie z.B. bei CD4, 

CD8 und MHC, ist die DNA-Methylierung beteiligt. Auch bei der 

Pathogenabwehr ist diese essentiell. Virale und bakterielle DNA weisen keine 

DNA-Methylierung auf und werden daher beim Eindringen in den Körper vom 

TLR 9 erkannt und eine Signalkaskade zur Elimination des Pathogens wird in 

Gang gesetzt (Scheule 2000). Vermehrt zeigen Studien zudem, das 

epigenetische Modifikationen eine Rolle bei der Antigen-Präsentation, der 

Selbst-Fremd Unterscheidung und der Balance zwischen Toleranz und 

Autoimmunität spielen (Fitzpatrick and Wilson, 2003). 
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Auch in pathophysiologischen Prozessen zeigen beide Mechanismen eine 

Wechselwirkung. 25 % aller Krebsfälle gehen auf eine Infektion oder 

chronische Entzündung zurück (Hussain and Harris 2007). Wobei eine globale 

Hypomethylierung in Kombination mit einer lokalen Hypermethylierung 

charakteristisch für die Tumorentstehung ist. In einer Entzündungsreaktion 

ensteht oxidativer Stress, welcher ein Initatior der Tumorgenese sein kann. 

Dieser kann durch Oxidation oder Nitrosierung die DNA schädigen oder 

spezifische Mutationen hervorrufen. Am besten ist hierbei die Oxidation von 

Guanosin zu 8-Hydroxy-2-deoxyguanosin charakterisiert. Diese Veränderung 

führt zu einer G-T Transversion, die DNA kann nicht mehr methyliert werden 

und ein erster Schritt in Richtung Tumorgenese kann erfolgen (Maltseva et al. 

2008). Die NO-Synthasen produzieren diesen oxidativen Stress und es gibt 

immer mehr Evidenzen, dass diese wiederrum von epignetischen Prozessen 

reguliert werden können. 
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2 Fragestellung 

 

In den letzten Jahren gab es vermehrte Hinweise über eine Regulation der 

NO-Synthasen durch epigenetische Prozesse. Bei der eNOS fand man 

sowohl eine Regulation über die DNA-Methylierung (Chan et al. 2004) als 

auch über Veränderungen in den Histonmodifikationen (Fish et al. 2005). 

Auch die murine iNOS zeigt eine Regulation über die DNA-Methylierung (Yu 

et al. 2004, Cvetkovic et al. 2004) und die Histonacetylierung (Yu and Kone 

2005). Humane eNOS und murine iNOS weisen eine 50 %ige 

Sequenzhomologie mit der humanen iNOS auf. Im Vergleich zu dieser sind 

jedoch der Aufbau des Promotors, die Expression und die Regulation 

verschieden. Möglicherweise wird die humane iNOS ebenfalls über 

epigenetische Modifikationen reguliert, was in dieser Arbeit geklärt werden 

sollte. Chan et al. (2005) zeigten eine Korrelation des DNA-

Methylierungsstatus mit der iNOS-Expression, sowie eine weitere 

epigenetische Modifikation, H3 Lysine 9 Methylierung, welche deren 

Induzierbarkeit in DLD-1 Zellen vermindert. Zudem führte die Inhibition der 

Methylierung, mit Methylierungsinhibitoren wie mit antisense DNA gegen die 

DNMT 3b, zu einer erhöhten iNOS Promotoraktivität (Yu et al. 2004). Im 

Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss der DNA-Methylierung auf die 

Promotoraktivität und mRNA-Expression der humanen iNOS untersucht 

werden und die Promotorregion über welche diese Regulation erfolgt, 

eingegrenzt werden. Eine Arbeit von Hdmadcha (et al. 1999) zeigte das NO 

die Aktivität der DNA-Methyltransferasen erhöhen kann. In vivo findet man 

einen erniedrigten DNA-Methylierungsstatus in Karzinomzellen. Daher 

stellten sich die Fragen ob NO regulatorisch, vielleicht sogar 

autoregulatorisch, die DNA-Methylierung verändern kann und ob diese 

Regulation auch in Karzinomzellen erfolgt. 

Dies könnte eine neue Verbindung zwischen Entzündungsprozessen und 

epigenetischer Regulation darstellen. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Materialien 

 

Chemikalien 

Die Produkte werden in alphabetischer Reihenfolge angegeben. 

Albumin aus Rinderserum: BSA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland); Dinatriumhydrogenphosphat: Na2HPO4 (Merck, Darmstadt, 

Deutschland); Natriumsalz (Alexis, Grünberg, Deutschland); 

Dimethylsulfoxid: DMSO (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland); Ethylendinitrilo-tetraessigsäure Dinatriumsalz-Dihydrat: EDTA 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland); Isopropanol 

(Merck, Darmstadt, Deutschland); 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, Deutschland); Natriumchlorid: NaCl (Merck, Darmstadt, 

Deutschland); Trishydroxymethylaminomethan: Tris (Roth, Karlsruhe, 

Deutschland); Triton X-100 (Serva, Heidelberg, Deutschland); Viralex 

Trypsin (0,25 %) (PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland); 

Polyoxyethylensorbitan Monolaurat: Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, Deutschland). 

 

Puffer und Lösungen 

Tabelle 3.1.1: Verwendete Puffer und Lösungen 

PUFFER UND LÖSUNGEN ZUSAMMENSETZUNG 
20× PBS 2,740 M NaCl  

0,160 M Na2HPO42 H2O 
0,030 M KH2PO4 

1× PBS 50 ml 20×PBS 
ad 1 l bidest. H2O 

1× PBS/0,02 % EDTA 50 ml 20× PBS 
200 mg EDTA 
ad 1 l bidest. H2O 

20× TBS 20 mM TRIS 
150 mM NaCl 
pH 7,5 

1× TBS 50 ml 20× TBS 
ad 1 l bidest. H2O 
pH 7,5 

1× TBS/0,05 % Tween 1 l 1×TBS 
500 µl Tween 20 

1× TBS/1 % BSA 50 ml 1×TBS 
0,5 g BSA 
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Cytokine 

Rekombinantes humanes Interleukin 1ß (IL-1 β), rekombinantes humanes 

Interferon γ (IFN- ) und rekombinanter Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-) 

von Strathman Biotech (Hamburg, Deutschland) 

 

Antikörper 

Monoklonaler Maus-anti-5-Methylcytosine Antikörper (Calbiochem, USA und 

Eurogentec, Belgien); Polyklonaler Ziege-anti-Maus Immunoglobulin 

Antikörper, HRP-gekoppelt (BD Biosystems, USA). 

 

Zellkulturmedien und Zusätze für die Zellkultur  

Tabelle 3.1.2: Zellkulturmedien und Einfriermedien 
Zellkulturmedien Zusammensetzung Zelllinien 

10 % FCShq RPMI 1640 

RPMI 1640 
1 mM Natriumpyruvat 
60 U/ml Penicillin-Streptomycin 
3 mM Glutamax I 
1× MEM nicht essentielle 
Aminosäuren 
10 mM Hepes 
10 % FCShq (Endotoxingehalt 
                        ≤ 0,45 ng/ml) 

A549iNOS 
A549_NFκB 
LNCAP 
5367 

10 % FCShq RPMI1640/ 
10 % DMSO 
 

10 ml 10 % FCShq RPMI 1640 
1 ml DMSO 

 
A549iNOS 
A549_NFκB 
LNCAP 
5367 
(Einfriermedium)
 

Keratinocyten SFM 

Keratinocytenmedium SFM 
Supplements for Keratinocyten 
SFM 
60 U/ml Penicillin/Streptomycin 
3 mM Glutamax 
0,9 mM CaCl2 

Keratinocyten 

Keratinocytenmedium/ 
10 % DMSO 

10 ml Keratinocytenmedium 
SFM 
1 ml DMSO 

Keratinocyten 
(Einfriermedium)

 
Die Zellkulturplatten und die sterilen Materialien für die Zellkultur sind von 

Greiner Labortechnik. RPMI 1640, fötales endotoxin-armes Kälberserum 

(FCShq), Natriumpyruvat (100×), nicht-essentielle Aminosäuren (MEM), 4-

(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic Säure (HEPES, 1 M), Penicillin-

Streptomycin und Trypsin/EDTA sind von PAA Laboratories (Pasching, 

Österreich). 
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100× L-alanyl-Glutamin (GlutaMax), Keratinocytenmedium SFM und 

Supplements für Keratinocyten SFM sind von der Firma Gibco (Gibco 

Laboratories, Eggenstein, Deutschland). 

 

Donoren und Inhibitoren von Stickstoffmonoxid (NO) 

Der NO-Donor DetaNO (Z)-1-[2-(2-Aminoethyl)-N-(2-amminonio-ethyl) 

amino] diazen-1-ium-1,2-diolate] hat bei 37°C im Zellkulturmedium eine 

Halbwertzeit von ca. 8 Stunden (Hrabie et al. 1993). Unmittelbar vor 

Gebrauch wurde eine 50 mM Stocklösung auf Eis hergestellt, und mit dem 

Zellkulturmedium auf die benötigte Endkonzentration verdünnt. DetaNO 

wurde alle 24 Stunden erneut zu den Zellen gegeben. DetaNO wurde uns 

freundlicherweise von Prof. Dr. Klaus Kröncke (Institut für Biochemie und 

Molekularbiologie I, HHU Düsseldorf) zur Verfügung gestellt. DetaNO bildet 

bei einer Konzentration von 1 mM ungefähr 3 µM NO pro Minute (Berendji et 

al. 1997). 

Der NO-Donor DeaNO 2-(N,N-Diethylamino)-diazenolate-2-oxide 

diethylammoniumsalz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) hat eine Halbwertzeit von 2,1 Minuten bei 37°C und einem ph-

Wert von 7,4 (Morley et al. 1993). 

Eine Inhibierung der NO-Synthasen erfolgte mit L-NIO L-N-(Iminoethyl)-

ornithin-dihydrochlorid (Alexis, Biochemicals, Grünberg, Deutschland), 

welches die Substratbindung des Enzyms hemmt (McCall et al. 1991, 

Mulligan et al.1992), jedoch nicht auf DNA/RNA-Ebene eingreift (Rees et al. 

1990). Aus einer 50 mM Stammlösung in bidest. H2O wurde die benötigte 

Konzentration im Zellkulturmedium verdünnt. 

 

Abb. 3.1.1: Strukturformel von DetaNO (a.) und DeaNO (b.) 
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Inhibitoren der DNA-Methylierung 

Zur Inhibierung der DNA-Methylierung wurde 5-Aza-2`-deoxycytidine und 

Trichostatin A verwendet. 5-Aza-2’-deoxycytidine (Aza, Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) ist ein Cytosinanalogon und als 

solches inhibiert es die DNA-Methylierung (Christmann 2002). Aus einer 1 M 

Stammlösung wurden die benötigten Konzentrationen Aza kurz vor 

Verbrauch mit PBS verdünnt. Trichostatin A (TSA, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, Deutschland) inhibiert die Histondeacetylierung (Marks et 

al. 2001). Als 2,2 mM Stammlösung wurde TSA in EtOH gelöst und die 

benötigten Konzentrationen kurz vor Gebrauch mit PBS verdünnt. 

 

Abb. 3.1.2: Strukturformel von 5-Aza-2`-deoxycytidine (a.) und Trichostatin A (b.) 
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3.2 Methoden 

 

Zellen und Zellkulturtechniken 
 
Verwendete Zellen 
Die humane Lungenepithel-Zelllinie A549/8-pXPZ-iNOS (A549iNOS) wurde 

uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Kleinert (Institut für 

Pharmakologie, Universität Mainz) zur Verfügung gestellt. A549iNOS sind 

stabil mit einem 16kb Fragment des iNOS-Promotors vor einem 

Luciferasereportergen transfiziert (Plasmid pXPZ-iNOS im Anhang). Die 

Zellen wurden in 10 % FCShq RPMI 1640 kultiviert und alle 5-8 Passagen 

mit 1 mg/ml Geniticin G 418 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) selektiert. 

Von der Firma Panomics (Fremont, USA) wurde die humane Lungenepithel-

Zelllinie A549/NFκB-luc (A549_NFκB) bezogen. Durch eine Kotransfektion 

von pNFκB-luc (Plasmid im Anhang) und pHyg der humanen Lungenepithel-

Zellline A549, gefolgt von einer Selektion mit Hydromycin, wurden die Zellen 

hergestellt. Durch die chromosomale Integration eines Luciferase 

Reporterkonstrukts, reguliert von mehreren Kopien der NFκB Bindestelle, 

wird eine Beobachtung der Aktivität des NFκB Transkriptionsfaktors möglich. 

Die Aktivierung der Zellen erfolgte mit 500 U/ml TNF-α. Die Zellen wurden in 

10 % FCShq RPMI 1640 kultiviert und alle 5-8 Passagen mit 10 µg/ml 

Hydromycin B (Roche Diagnostic, Mannheim, Deutschland) selektiert.  

Die humane Prostatakarzinomzelllinie LNCAP (Horoszewicz et al. 1983) und 

die humane Blasenkarzinomzelllinie 5367 (Welte et al. 1985) wurden uns 

freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Schulz (Urologisches Forschungslabor, 

Universität Düsseldorf) zur Verfügung gestellt. Beide Zelllinien wurden in 10 

% FCShq RPMI 1640 kultiviert. 

Humane primäre epidermale Keratinocyten wurden von der Firma Gibco 

(Gibco Laboratories, Eggenstein, Deutschland) bezogen. Die Zellen wurden 

aus adulter Haut isoliert und nach negativer Testung auf Mycoplasmen, 

Hepatitis B, Hepatitis C und HIV von der Firma ausgeliefert. Die primären 

Zellen wurden in Keratinocyten SFM Medium kultiviert und in der 3-5 

Passage für die Versuche eingesetzt. 
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank (Heraeus® Hera Cell® 

(Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Deutschland) bei 37°C und 5 

% iger CO2-Atmosphäre. 

Alle Zelllinien wurden nach dem Auftauen und nach jeder 10. Passage auf 

Mycoplasmen-Kontamination getestet (Mycoplasmen Test PCR, Minerva) 

und waren stets negativ. 

Kultur der Zellen 

Zur Subkultivierung wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 75-80 % 

passagiert. Hierzu wurden die Zellen mit 1× PBS/0,02 % EDTA gewaschen 

und mit 1% Trypsin/0,3 % EDTA behandelt. Die Trypsinierungsdauer wurde 

lichtmikroskopisch kontrolliert und mit 10 % FCShq RPMI 1640 abgestoppt. 

Die Zellen wurden bei 500 g (1000 rpm) in der Allegra 6KR Zentrifuge 

(Beckman Coulter GmbH - Diagnostics, Fullerton (CA), USA), zentrifugiert 

und in Zellkulturmedium (s. Tab.3.1.2) resuspendiert. In der Neubauer 

Kammer (0.0025 mm2 x 0.1 mm; Brand, Wertheim, Deutschland) mit einem 

Zeiss Axiovert 200 Mikroskop (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Köln, 

Deutschland) wurden die Zellen gezählt und in der benötigten Zellzahl 

ausgesät. Die Subkultivierung der Zellen erfolgte in 10-cm Zellkulturschalen. 

Für die Experimente wurden 10×104 Zellen in 6-Well Kulturschalen 

(Neutralrotfärbung), 50×104 Zellen in 6-Well Kulturschalen (Luciferase-

Assay, Real-Time PCR) und 50×104 Zellen in 10-cm Zellkulturschalen (DNA-

Präparation, Dnmts Assay) ausgesät und, wie in den Experimenten 

beschrieben, behandelt. 

Einfrieren und Auftauen der Zellen 

Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, trypsiniert und das Zellpellet in 

kaltem FCS hq resuspendiert. In einem 1:2 Verhältnis wurde die 

Zellsuspension mit kaltem Einfriermedium (s. Tab.3.1.2) vermischt und in 

einem Kyroröhrchen in einem 5100 Cyro 1°C Freezing Container (Nalgene 

Labware, Rochester (NY), USA) bei -80°C eingefroren. Zum Auftauen 

wurden die Zellen bei 37°C aufgetaut und in Zellkulturmedium resupendiert. 

Nach einer Zentrifugation bei 500 g (1000 rpm, Allegra 6KR Centrifuge; 

Beckman Coulter GmbH - Diagnostics, Fullerton (CA), USA.) wurde das 

Zellpellet in Zellkulturmedium resuspendiert und die Zellen auf 

Zellkulturplatten ausgesät. 



  Material und Methoden 
   
 

  23 

Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Neutralrot-Färbung 

Die Zellen wurden für 90 Minuten mit einer Neutralrot-Lösung (1:100 

Verdünnung einer 3 % Lösung, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland) inkubiert, zweimal mit 1 × PBS gewaschen, getrocknet und mit 

0,05 M HCl in Isopropanol lysiert. 100 µl des Zelllysats wurden bei 530 nm in 

einem Photometer (FLUOstar OPTIMA von BMG Labtech, Offenburg, 

Deutschland) gemessen. Nur stoffwechselaktive Zellen können durch 

Neutralrot angefärbt werden, wobei die Extinktion mit der Zellzahl linear 

korreliert (Finter 1969). 

 

Bestimmung von apoptotischen und nekrotischen Zellen 

Die Quantifizierung apoptotischer Zellen erfolgte mit einer Höchst-Färbung 

(BisBenzimid Farbstoff), die gleichzeitige Propidiumiodid-Färbung erlaubt die 

Quantifizierung nekrotischer Zellen. Der Farbstoff BisBenzimid (HOE 33342) 

bindet spezifisch an adenin- und thymidinreiche Sequenzen, somit wird die 

DNA im Zellkern angefärbt und es werden Veränderungen im Zellkern 

sichtbar. Der Farbstoff Propidium-Iodid dringt nur in die Zelle ein und 

interkaliert in die DNA, wenn die Zellmembran z.B. durch Nekrose 

permeabel ist. Zu dem Zellmedium wurden die Farbstoffe BisBenzimid (4 

µg/ml; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 

Propidiumiodid (1 µg/ml; Promega, Mannheim, Deutschland) gegeben und 

für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Fluoreszenz der Zellkerne wird mittels 

eines Zeiss Fluoreszenz Mikroskop (Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 

Deutschland) -für die Höchst-Färbung bei einer Extinktion von 355 nm und 

der Emission von 465 nm und für die Propidiumiodid-Färbung bei einer 

Extinktion von 520 nm und einer Emission von 610 nm- gemessen und 

optisch ausgewertet.  

 

Bestimmung der iNOS-Promotoraktivität und der NFκB Aktivität  

mittels Luciferase-Assay 

Die Zellen wurden mit dem Reporter Gen Assay Lyse Puffer (Roche 

Diagnostics GmbH) lysiert und für 2 Minuten bei 1000 g (16000 rpm, 4°C) 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und unverzüglich eingefroren (-80°C). 
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Der Luciferase Assay Puffer (30 mM Tricine, 0,1 mM EDTA, 15 mM MgSO4, 

10 mM DTT) wurde mit 0,27 mM Coenzym-A, 0,53 mM ATP, und mit 0,5 mM 

des Substrates D-Luciferin, versetzt. 100 µl des Luciferase-Substrats wurden 

7 sec vor der Messung von einer Injektionspumpe im Luminometer 

(FLUOstar OPTIMA von BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) auf 10 µl 

der Probe gegeben und die Lumineszenz wurde quantifiziert. Die 

gemessenen Licht-Einheiten (LU) wurden gegen den Proteingehalt, 

bestimmt durch den Lowry Assay, der Proben normiert. Die Aktivität des 

iNOS-Promotors sowie die Aktivität von NFκB wurden im Verhältnis zu den 

unbehandelten Zellen angegeben. 

 

Proteinbestimmung 

Basierend auf dem Lowry Assay (Lowry et al. 1951) wurde die Proteinmenge 

mit dem BioRad DC Protein Assay (Bio-Rad) -gemäß Herstellerangaben 

durchgeführt- ermittelt. Aus einer Stammlösung von 20 mg/ml BSA in 

bidest.H2O wurde die Standardreihe (20000 µg/ml, 15000 µg/ml, 10000 

µg/ml, 7500 µg/ml, 5000 µg/ml, 2500 µg/ml, 1250 µg/ml, 250 µg/ml, 0 µg/ml) 

verdünnt. Die Proben und die Standardreihe wurden in derselben Weise 

behandelt. Die Absorption wurde bei 750 nm (FLUOstar OPTIMA von BMG 

Labtech, Offenburg, Deutschland) gemessen und die Proteinkonzentration 

der Proben gegen die Standardreihe errechnet. 

 

Charakterisierung der Genexpression 

Zelllyse und Reverse Transkription 

Die Zellen wurden in einem RLT Lysepuffer (Qiagen, Hilden, Deutschalnd) 

mit 1 % 2-Mercaptoethanol lysiert und anschließend im QIAschredder 

Zentrifugationsröhrchen (Qiagen, Hilden, Deutschland) homogenisiert. Das 

Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland), zur Isolierung 

zellulärer RNA, wurde nach Herstellerprotokoll verwendet. Die Reinheit und 

Menge der gesamten RNA wurde im NanoDrop (peQLab, Erlangen, 

Deutschland), anhand des Absorptionsspektrum (A260/A280), ermittelt. Die 

reverse Transkription erfolgte mit 1 µg RNA mittels QuantiTect® Reverse 

Transkription Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben. 
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Real-time RT-PCR 

In der Real-Time PCR wird das Power SyBRgreen PCR Master Mxt Kit 

(Applied Biosystems) im ABI PRISM 7900 (Applied Biosystem) nach dem 

Programm 15’ 95°C (15’’ 95°C, 30’’ 60°C, 30’’ 72°C (40 Zyklen) eingesetzt. 

Aus der Literatur (Schneider-Stock et al. 2005, Bruch-Gerharz et al. 2003) 

wurden die Primersequenzen entnommen und mit dem Homologievergleich 

von Blast (NCBI) kontrolliert. Die Effizienz und Spezifität der Primer wurde 

durch Amplifikationen einer Probe -aus einer Sammlung vieler 

unterschiedlich vorbehandelter Proben- getestet und durch die Analyse der 

Schmelzkurve überprüft. 

Die Auswertung des relativen Expressionsniveaus erfolgte mit der 

Rest®Software nach dem folgendem mathematischen Modell von Pfaffl 

(Pfaffel et al. 2002, Muller et al. 2002): 

 

        (E target) CP target (MEAN control-MEAN sample) 

R= ---------------------------------------------------------------------------- 

         (E ref)  CP ref (MEAN control-MEAN sample) 

 

E target : real-time PCR Effizienz des zu untersuchenden Gentranskripts 

E ref : real-time PCR Effizienz des Referenz-Gentranskripts 

 CP target: CP des durchschnittlichen CP des zu untersuchenden Gens 

 CP ref:  CP des durchschnittlichen CP des Referenzgens 

 

Tabelle 3.2.1: In dieser Studie verwendete Real-Time PCR Primer 

NAME 
ACCESSION 
NUMMER 

PRIMERSEQUENZ 
FRAGMEN
T-GRÖßE 

humane 
iNOS 

NM_000625.4 
5’-CCATGGAACATCCCAAATAC-3’ 
5’-TCTGCATGTACTTCATGAAGG-3’ 

357 bp 

humane 
Dnmt 1 

NM_001379 
5’-GCTTCTACTTCCTCGAGGCCTA-3’ 
5’-GTTGCAGTCCTCTGTGAACACTGTG-3’ 

332 bp 

humane 
Dnmt 3a 

AF067972 
5’-GTCACACAGAAGCATATCCAGGAGTG-3’ 
5’-GTCCTCACTTTGCTGAACTTGGC-3’ 

428 bp 

humane 
Dnmt 3b 

XM_009449 
5’-AATGTGAATCCAGCCAGGAAAGGC-3’ 
5’-ACTGGATTACACTCCAGGAACCGT-3’ 

191 bp 

humane 
Gadd45α 

NM_001924 
5’-CTGCGTGCTGGTGACGAA-3’ 
5’-AGGGAGTAACTGCTTGAGTAACTA-3’ 

212 bp 

humane 
18S 

X01117 
5’-CATGGTGACCACGGGTGAC-3’ 
5’-TCCCTTGGATGTGGTAGCCG-3’ 

79 bp 

 



  Material und Methoden 
   
 

  26 

DNA-Präparation 

Die Lyse der Zellen und die Präparation der DNA erfolgten mithilfe des 

Qiagen Blood Cell & Culture Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Mit 

Ausnahme von zwei Modifizierungen wurde dem Herstellerprotokoll gefolgt. 

Zum einem wurden die Kerne in 10 ml G2-Puffer mit 95 µl 

Qiagen®Proteinase K (Qiagen, Hilden, Deutschland) und 10 µl 100 mg/ml 

DNase free RNase (Qiagen, Hilden, Deutschland) bei 50°C über Nacht 

lysiert. Zum anderen wurde die Resuspension der DNA im TE-Puffer 

(Qiagen, Hilden, Deutschland) durch eine einstündige Erhitzung auf 55°C, 

gefolgt von einer 30 minütigen Inkubation bei 94°C, verbessert. Die DNA 

wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert. Ein mehrmaliges Auftauen und 

Einfrieren wurde vermieden. Für die weiteren Versuche wurde die DNA-

Konzentration im Nanodrop (peQlab, Erlangen, Deutschland) ermittelt. 

 

Bestimmung des genomischen DNA-Methylierungs Levels 

Zur Bestimmung des DNA-Methylierungsgehaltes des Genoms wurde ein 

neuer Assay, basierend auf dem ELISA-Prinzip, etabliert. 10 ng DNA in 50 µl 

1× TBS wurden für exakt 2 Minuten bei 94°C denaturiert, direkt auf eine 

Microtiterplatte (Nunc, Roskilde, Dänemark) gegeben und über Nacht ,unter 

leichtem Schütteln bei 4°C, inkubiert. Mit 180 µl 1× TBS/1 % BSA (1 h, RT, 

60 rpm) wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert. Zur Detektion von 

5-Methylcytosin wurden 50 µl 0,1 µg/µl anti-5-Methylcytosine Maus mAb 

(Calbiochem, Darmstadt, Deutschland oder Eurogentec, Belgien) für 1 

Stunde unter Schütteln (60 rpm) bei Raumtemperatur inkubiert. Auf ein 

fünfmaliges Waschen mit 180 µl 1× TBS/0,05 % Tween erfolgte eine 

einstündige Inkubation (RT, 60 rpm) mit 50 µl HRP-gekoppeltem 

polyklonalem Ziege-anti-Maus Immunoglobulin Antikörper (BD Bioscience, 

USA). Anschließend wurde fünfmal mit 180 µl 1× TBS/0,05 % Tween 

gewaschen. Die Detektion erfolgte mit 100 µl H2O2/Tetramethylbenzidin-

Substratlösung (Substrate Reagent Pack von R&D Systems, USA) für 15 

min, abgestoppt durch 50 µl 1 M H2SO4. 
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Im Photometer (FLUOstar OPTIMA von BMG Labtech, Offenburg, 

Deutschland) wurde die optische Farbdichte der Proben bei 450 nm und die 

Absorption der Platte bei 540 nm gemessen. Zum Ausgleich von 

Plattenfehlern wurde von der Absorption der Proben die Plattenabsorption 

abgezogen. 

 

Bestimmung der Aktivität der DNA-Methyltransferasen 

Kernextraktion 

Zur Extraktion der Kerne wurde das EpiQuik™ Nuclear Extraction Kit 

(Epigentek, NY, USA) nach Herstellerangaben verwendet. 

Dnmts Assay 

Mittels des Lowry-Assays wurde die Proteinkonzentration der Kernextrakte 

ermittelt und 8 µg Protein wurden im Epi Quick TM DNA Methyltransferase 

Activity/Inhibitin Assay Kit (Epigentek, NY, USA) eingesetzt. 

Dieser, auf dem ELISA-Prinzip basierende Assay erlaubt die Detektion der 

Aktivität der DNA-Methyltranferasen (DNMTs) und wurde nach den Angaben 

des Herstellers durchgeführt. Die Normierung erfolgte auf die Aktivität der 

DNMTs in unbehandelten Zellen. 

 

Aktivitätsbestimmung der DNMT 1 und DNMT 3b  

Die Aktivität der DNA-Methyltransferase 1 (DNMT 1) und der DNA-

Methyltransferase 3b (DNMT 3b) wurde in in vitro Assays bestimmt. Die 

Firma Epigentek (NY, USA) benutzt in ihren, auf dem ELISA-Prinzip 

basierenden, EpiQuikTM DNA Methyltransferase 1 activity/ inhibitor screening 

assay kit und EpiQuikTM DNA Methyltransferase 3 activity/inhibitor screening 

assay kit, rekombinante Dnmts zur Aktivitätsbestimmung. Die Assays 

wurden nach den Herstellerprotokollen durchgeführt und auf die mitgelieferte 

Positivkontrolle normiert. 

 

Massenspektrometrische Messung 

DNA-Hydrolyse 

Die Hydrolyse der DNA und die massenspektrometrische Messung basieren 

auf einem Protokoll von Song et al. (2005). Genomische DNA (3 µg) wurde 

bei 100°C für 3 min denaturiert. 
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Es folgte eine zweistündige Inkubation bei 45°C mit 1/10 Volumen 0,1 M 

Ammoniumacetat (ph 5,3) und 6 U Nuklease P1 (Roche Molecular 

Biochemicals, Mannheim, Deutschland). Danach wurden 1/10 Volumen 1 M 

Ammoniumbicarbonat und 0,006 U Venome Phsphodiesterase I (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) zu den Proben gegeben 

und 2 h bei 37°C inkubiert. Zuletzt erfolgte eine Zugabe von 1,5 U Shrimp 

Alkaline Phosphatase (Fermentas) für 1 h bei 37°C. 

Electrospray Ionization Mass Spectrometry (ESI-MS) 

Nach der Hydrolyse der DNA wurde diese 1:2 mit 60 % Methanol/ 1 % 

Ameisensäure verdünnt. Die Messung der Massenspektren erfolgte im 

Biologisch-medizinischem Forschungszentrum (HH-Universität, Düsseldorf) 

am Elektrospray Quadrupole Time-offlight Mass Spektrometer (QSTAR 

Pulsar I; Applied Biosystems) mit einer Nanospray Quelle (Protana, Odense, 

Denmark). Die Massenspektren wurden manuell ausgewertet. Die 

Messungen wurden freundlicherweise mit Hilfe von Frau Dr. Sabine Metzger 

(BMFZ, Düsseldorf) durchgeführt. 

 

Statistische Analyse 

Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung 

angegeben. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student-T-Testes 

(zweiseitig, ungepaart) berechnet. Als signifikant wurden p<0,05 angesehen. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Bestimmungen der Cytotoxizität  

 

Toxizität der Methylierungsinhibitoren 5-Aza-2`-deoxycytidine und 

Trichostatin A 

Zur Unterdrückung der DNA-Methylierung setzt man den Zellkulturen die 

Methylierungsinhibitoren 5-Aza-2’-deoxycytidine (Aza) und Trichostatin A 

(TSA) zu. Eine gute Suppression der Methylierung erreicht man durch eine 

zweistufige Vorgehensweise. In einem ersten Schritt wurden die Zellen für 

zwei Tage in der Anwesenheit von Aza (hier: 5 µM/ 2,5 µM) kultiviert, gefolgt 

von einer 48stündigen Behandlung mit beiden Methylierungsinhibitoren (Aza; 

hier 5 µM/ 2,5 µM, TSA; hier 10 nM/ 20 nM). Üblicherweise wird Aza täglich 

ersetzt, obwohl seine Halbwertzeit 12 h beträgt (Christmann 2002). Einen 

signifikanten Unterschied zwischen eines täglichen und eines zwölfstündigen 

Wechsels konnten wir nicht feststellen (Vorversuch, Daten hier nicht 

gezeigt), daher ersetzten wir Aza alle 24 h. Mittels einer Neutralrotfärbung 

wurde die Zellproliferation nach dem –oben beschriebenen- zweistufigen 

Vorgehen bestimmt, da sowohl Aza (Oka et al. 2005) als auch TSA (Wu et al 

2010) cytotoxische Effekte zugeschrieben werden. 
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Abb. 4.1: Einfluss der Methylierunginhibitoren (Aza und TSA) auf die Zellproliferation 

10×104 Zellen wurden ausgesät und 24 h später mit Aza (2,5 µM oder 5 µM) für 48h 
behandelt. Es folgte eine 48 stündige Inkubation mit Aza (2,5 µM; 5 µM) und TSA (10 nM; 
20 nM), bevor die Zellproliferation mittels Neutralrotfärbung ermittelt wurde. Es sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung von 3-5 unabhängigen Experimenten angegeben (* 
p≥0,05, ** p≥0,001). Für die nachfolgenden Experimente wurde eine Kombination aus 5 µM 
Aza und 20 nM TSA verwendet. 
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Primäre humane Keratinocyten zeigen eine Proliferationssteigerung bei der 

Behandlung mit 2,5 µM Aza (10 nM TSA/20 nM TSA) (Abb. 4.1). Ein 

vermindertes Zellwachstum findet man hingegen bei einer Kombination von 

5 µM Aza und 10 nM TSA auf A549iNOS (Abb. 4.1). Bei allen untersuchten 

Zellen sind keine signifikanten Veränderungen in der Zellproliferation, im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen, bei einer Kombination von 5 µM Aza und 

20 nM TSA (Abb. 4.1) sichtbar. Eine weitere Überprüfung fand mit einer 

kombinierten Höchst/Propidiumiodid-Färbung statt. 

A549iNOS

5 µM Aza
20 nM TSA

Höchst PJ

A549_NFκB

5 µM Aza
20 nM TSA

Keratinocyten

5 µM Aza
20 nM TSA

 
Abb. 4.2: Höchst/PI-Färbung nach Behandlung mit 5 µM Aza und 20 nMTSA 

10×104 Zellen wurden ausgesät und 24 h später mit Aza (2,5 µM oder 5 µM) für 48h 
behandelt. Es folgte eine 48 stündige Inkubation mit Aza (2,5 µM; 5 µM) und TSA (10 nM; 
20 nM), bevor die Zellen mit Höchst/PJ gefärbt wurden. Gezeigt sind repräsentative Bilder 
von drei Versuchen. Keine PJ-Färbung deutet darauf hin, dass keine Nekrose vorliegt. 

 
Die Färbung (Abb. 4.2) zeigt, dass es keine physiologischen 

Zellveränderungen in der Anwesenheit von 5 µM Aza und 20 nM TSA gibt. 

Daher wurden diese Konzentrationen für die weiteren Versuche verwendet. 
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Toxizität des Stickstoffmonoxid-Donors DetaNO 

Wie schon einleitend erwähnt, vermutet man einen Effekt von 

Stickstoffmonoxid (NO) auf die DNA-Methylierung (Hmadcha et al. 1999). 

Aufgrund dessen wird in dieser Arbeit auch der Einfluss von NO, mittels des 

exogenen NO-Donors DetaNO, untersucht. In vitro Studien mit NO-Donoren 

an humanen Keratinocyten haben gezeigt, dass NO einen biphasischen 

Effekt auf die Proliferation und Differenzierung hat: während niedrige NO-

Donor-Konzentrationen (< 250 μM) eine gesteigerte Proliferationsrate 

bewirken, führen hohe NO-Konzentrationen (≥ 250 μM) zur terminalen 

Zelldifferenzierung (Krischel et al. 1998). In Vorversuchen wurde ein 

tägliches Zusetzen von DetaNO, trotz seiner achtstündigen Halbwertzeit, als 

optimal ermittelt (Daten hier nicht gezeigt). 
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Abb. 4.3: Einfluss von NO auf die Zellproliferation 

Die Zellen wurden in einer Dichte von 10×104 Zellen ausgesät und 24 h später für 48 h mit 
unterschiedlichen Konzentrationen (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM) des NO-Donors 
DetaNO behandelt, wobei DetaNO, aufgrund seiner Halbwertzeit von 8 h, alle 24 h 
zugegeben wurde. Die Proliferation wird auf die unbehandelten Zellen normiert. Aus drei 
unabhängigen Versuchen stammen die Mittelwerte und Standardabweichungen (* p≥0,05, ** 
p≥0,005). Für die weiteren Experimente wurde eine Konzentration von 1 mM DetaNO 
verwendet. 
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A549iNOS, A549_NFκB und primäre humane Keratinocyten werden durch 1 

mM und 2 mM DetaNO in ihrem Wachstum gehemmt, wobei 2 mM DetaNO 

die Zellproliferation –im Vergleich zu unbehandelten Zellen- um die Hälfte 

senkt (Abb. 4.3). Auf DetaNO reagieren LNCAP und 5367 sensitiver und 

zeigen schon bei einer Konzentration von 0,25 mM DetaNO eine verringerte 

Zellproliferation (Abb. 4.3). 

Um zwischen einem DetaNO-mediierten Wachstumsstopp oder einer 

cytotoxischen Wirkung zu unterscheiden wurde eine Färbung mit Höchst und 

Propidiumiodid durchgeführt. Ein leicht toxischer Effekt von 1 mM DetaNO 

auf die Zellen, ist durch Chromatinkondensationen im Zellkern sichtbar (Abb. 

4.4.). Da diese Konzentration den physiologischen Bedingungen enspricht 

(Kröncke and Carlberg 2000), wurde sie für die weiteren Versuche 

verwendet. 
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A549iNOS

1 mM DetaNO

Höchst PJ

A549_NFκB

1 mM DetaNO

Keratinocyten

1 mM DetaNO

5367

1 mM DetaNO

LNCAP

1 mM DetaNO

 

 

Abb. 4.4: Höchst/PI-Färbung nach Behandlung mit 1mM DetaNO 

10×104 Zellen wurden ausgesät und 24 h später für 48 h mit 1 mM DetaNO behandelt, 
wobei DetaNO, aufgrund seiner Halbwertzeit von 8 h, alle 24 h zugegeben wurde, bevor die 
Zellen mit Höchst/PJ angefärbt wurden. Die gezeigten Abbildungen sind repräsentativ für 
drei Versuche. 
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4.2. DNA-Methylierung und Stickstoffmonoxid: 

 Einfluss auf die Aktivität der iNOS 

 

Die Promotoraktivität der iNOS 

Um die Aktivität des iNOS Promotors zu untersuchen, wurden A549 Zellen 

verwendet, die mit einem 16-kb Fragment der 5´-Sequenz des humanen 

iNOS Gen vor Luciferase stabil transfiziert sind (s. Anhang).  
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Abb. 4.5: Einfluss von Methylierungsinhibitoren und NO 

   auf die iNOS-Promotoraktivität 

A549iNOS wurden in einer Dichte von 50×104 Zellen auf eine 6-Well Kulturschale ausgesät. 
Nach einer 48stündigen Inkubation mit 5 µM Aza erfolgte eine Behandlung mit 5 µM Aza 
und 20 nM TSA für zwei Tage. Anschließend wurden die Zellen 6 h mit einem Cytokinmix 
(100 U/ml IFN-γ, 200 U/ml IL-1β, 500 U/ml TNF-α) aktiviert. Um den Effekt von NO auf die 
Promotoraktivität der iNOS zu untersuchen, wurden die Zellen für weitere 48 h mit 1 mM 
DetaNO behandelt. Daraufhin wurden die Zellen für 6 h aktiviert (100 U/ml IFN-γ, 200 U/ml 
IL-1β, 500 U/ml TNF-α). Aza und DetaNO wurden alle 24 h zu den Zellen gegeben. 
Angegebenen sind Mittelwerte ± Standardabweichung von fünf unabhängigen 
Experimenten. (**p≥0,005, *** p≥0,001) Nach Inhibition der Methylierung und Aktivierung mit 
proinflammatorischen Cytokinen erhöht sich die Promotoraktivität der iNOS auf 8,30 ± 3,72. 
Eine Zugabe von DetaNO blockiert diesen Effekt. 

 
Die iNOS wird in einer Entzündungsreaktion exprimiert, daher werden die 

Zellen mit proinflammatorischen Cytokinen behandelt (Liew et al. 1991). In 

Vorversuchen wurde die optimale Konzentration an proinflammatorischen 

Cytokinen (IL-1 200 U/ml, TNF- 500 U/ml, IFN- 100 U/ml) als auch die 

Inkubationszeit von 6 h bestimmt (Daten hier nicht gezeigt), welche zu einer 

3,54 ( ±0,71)fachen Aktivierung der Promotoraktivität führt (Abb. 4.5). Eine 

Suppression der DNA-Methylierung führt zu einem geringen Anstieg der 

Promotoraktivität (2,5× ± 0,61),  
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was in Anwesenheit von proinflammatorischen Reizen auf das 8,30 (± 

3,72)fache gesteigert werden kann (Abb. 4.5). Die Induzierbarkeit des iNOS-

Promotors durch Cytokine wird durch die Inhibition der Methylierung nicht 

verhindert (Chan et al., 2005), sondern im Vergleich zur ausschließlichen 

Aktivierung mit proinflammatorischen Cytokinen, signifikant gesteigert (Abb. 

4.5). Wird hingegen exogen Stickstoffmonoxid (1 mM DetaNO) zu den Zellen 

gegeben, sinkt die Aktivität des iNOS-Promotors auf bzw. unter die basalen 

Werte (Abb. 4.5). Es zeigt sich ein deutlicher Einfluss der DNA-Methylierung 

sowie von Stickstoffmonoxid auf den iNOS-Promotor, den wir im Weiteren 

genauer untersuchten. 

 

Einfluss auf NFκB Bindungsstellen 

Die iNOS-Promotorsequenz, mit welcher die Zelllinie A549 transfiziert wurde, 

enthält mehrere cytokininduzierbare Elemente. Es finden sich auch sieben 

NFκB Bindungsstellen in dieser Sequenz (siehe Anhang, 6.1), da NFκB eine 

essentielle für die Regulation der iNOS ist (Kleinert et al. 2000), wurde diese 

im Weiteren untersucht. Dazu wurden humane Lungenepithelzellen A549, 

welche mit mehreren Kopien der NFκB Bindungsstelle vor Luciferase stabil 

transfiziert sind (siehe Anhang, 6.1), verwendet.  
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Abb. 4.6: Einfluss von Methylierungsinhibitoren und NO auf  

   die Aktivierbarkeit von NFκB 
A549 Zellen wurden mit mehreren Kopien der NFκB Bindungsstellen stabil transfiziert. Die 
Zellen wurden in einer Dichte von 50×104 Zellen auf eine 6-Well Kulturschale ausgesät. Auf 
eine Inkubation von 48 h mit 5 µM Aza erfolgte eine Behandlung mit 5 µM Aza und 20 nM 
TSA für zwei Tage. Um den Effekt von NO zu untersuchen, wurden die Zellen für weitere 48 
h mit 1 mM DetaNO behandelt. Daraufhin wurden die Zellen für 8 h mit 500 U/ml TNF-α 
aktiviert. Aza und DetaNO wurden alle 24 h zu den Zellen gegeben. Angegebenen sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung von fünf unabhängigen Experimenten. (** p≥0,005, *** 
p≥0,001). Stickstoffmonoxid verhindert die Aktivierbarkeit von NFκB Bindungsstellen. 



  Ergebnisse 
   
 

  36 

Die höchste Aktivität der NFκB Bindestellen zeigt sich bei einer 

achtstündigen Inkubation (siehe Anhang, Abb. 6.2.1) mit 500 U/ml TNF-α mit 

einer 45,24 (± 10,13)fachen Steigerung (Abb. 4.6). Bei einer Blockade der 

DNA-Methylierung erreicht man eine Zunahme der Aktivität um das 2,05 (± 

0,64)fache, welche durch eine Behandlung mit TNF-α signifikant gesteigert 

(61,88× ± 16,94) werden kann (Abb. 4.6). Bei gleichzeitige Zugabe von 

exogenem Stickstoffmonoxid (5 µM Aza, 20 nM TSA, 1 mM DetaNO) sinkt 

die Aktivität wieder auf das 4,94 (± 0,195)fache (Abb. 4.6).  

Die alleinige Anwesenheit von Stickstoffmonoxid verhindert eine Bindung an 

die NFκB Bindungsstelle und senkt somit die Aktivität (Abb. 4.6). 

 

Wir konnten hier zeigen, dass eine Blockierung der DNA-Methylierung die 

Zugänglichkeit der NFκB Bindungsstelle für die Bindung von NFκB erhöht, 

während Stickstoffmonoxid diese reduziert. 
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Die mRNA-Expression und die Enzymaktivität der iNOS 

Im nächsten Schritt wurde die mRNA-Expression der iNOS unter oben 

beschriebenen Bedingungen in den Zelllinien A549iNOS und A549_NFκB, 

mittels Real-Time PCR bestimmt. 
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Abb. 4.7: Gleichzeitige Inhibition der Methylierung und der NO-Produktion führt 

    zu einer stark erhöhten iNOS mRNA-Expression 

Die mRNA-Expression der iNOS wurde mittels Real-Time PCR detektiert. A549iNOS (a.,b) 
und A549_NFκB (c.) wurden in einer Zelldichte von 50×104 Zellen pro Well in eine 6-Well 
Zellkulturplatte ausgesät. Nach eine Inhibition der Methylierung (48 h 5 µM Aza; 48 h 5 µM 
Aza, 20 nM TSA) erfolgte eine Behandlung mit Cytokinen (100 U/ml IFN-γ, 200 U/ml IL-1β, 
500 U/ml TNF-α), einem NO-Inhibitor (250 µM NIO) und einem NO-Donor (1 mM DetaNO) 
für weitere 48 h. In obigen Abbildungen sind die Mittelwerte ± Standardabweichung von drei 
unabhängigen Experimenten gezeigt (** p≥0,005, *** p≥0,001; n.d. nicht detektierbar). Die 
iNOS mRNA-Genexpression wird bei Cytokinaktivierung und gleichzeitiger Inhibierung der 
Methylierung erhöht, welches sich durch Blockade der NO-Synthese auf 26,61 ± 9,85 
(A549iNOS) bzw. 398,10 ± 89,57 (A549_NFκB) erhöhen lässt. 
 

Parallel wurden die Veränderungen auf Enzymaktivitätsebene mittels der 

Messung der NO-Verbindungen durch die Gas-Chemilumineszenz (siehe 

Anhang, 6.3) untersucht.  
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Abb. 4.8: NO-Freisetzung nach Blockierung der Methylierung und 

                unter Entzündungsbedingungen 

Die Bildung von NO-Verbindungen wurde mittel der Gas-Chemilumineszenz bestimmt und 
normiert auf die unbehandelten Zellen. A549iNOS wurden für 72 h mit 5 µM Aza-CdR 
behandelt und anschließend zusätzlich für 24 h mit 20 nM TSA. Danach wurden die Zellen 
für 48 h mit proinflammatorischen Cytokinen (IL-1 200 U/ml, TNF- 500 U/ml, IFN- 100 
U/ml) behandelt Der Versuch erfolgte in nitratfreiem Medium. In obiger Abbildung sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten gezeigt (** 
p≥0,005) (Daten aus meiner Diplomarbeit „ DNA-Methylierung und die Kontrolle der iNOS-
Expression in humanen Zellen“ angefertigt in der Forschungsgruppe Immunbiologie, 2006) 
 

Bei einer sechsstündigen Behandlung mit proinflammatorischen Cytokinen 

zeigte sich die höchste iNOS-Promotoraktivität, wohingegen eine maximale 

mRNA-Expression der iNOS erst nach 48stündiger Anwesenheit von 

Entzündungsreizen erreicht wurde (Vorversuch, Daten hier nicht gezeigt). 

Dabei steigt die mRNA-Expression auf das 1,95 (± 0,24)fache (Abb. 4.7) und 

die Anzahl der NO-Verbindungen auf das 1,29 (± 0,19)fache im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen (Abb. 4.8). Eine Blockierung der Methylierung 

resultiert jedoch in keiner Veränderung weder in der mRNA-Expression 

(Abb. 4.7) noch in der Enzymaktivität (Abb. 4.8). Eine gleichzeitige 

proinflammatorische Aktivierung steigert die iNOS-Genexpression auf das 

5,45fache (± 1,48; A549iNOS) bzw. 184,92fache (± 4,98; A549_NFκB) (Abb. 

4.7) als auch die Anzahl an NO-Verbindungen (2,73× ± 0,75) (Abb. 4.8). Bei 

einer Inhibition der endogenen NO-Produktion durch NIO zeigen sich eine 

drastische Steigerung der iNOS mRNA-Expression auf 26,61× (± 9,85; 

A549iNOS) bzw. 398,10× (± 89,57; A549_NFκB) im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen (Abb. 4.7). 
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Eine Zugabe von Stickstoffmonoxid (1 mM DetaNO) führt zu einer fast 

vollständigen Inhibierung der Genexpression (Abb. 4.7). Wir konnten hier 

zeigen, dass sowohl endogenes als auch exogenes Stickstoffmonoxid eine 

regulatorische Wirkung auf die iNOS, vermutlich über die Methylierung der 

DNA, aufweist. 

 

4.3. DNA-Methylierung und Stickstoffmonoxid:  

Einfluss auf den Methylierungsstatus 

 

Etablierung einer massenspektrometrischen Messung von 5-

Methylcytosin 

Bis zu diesem Zeitpunkt haben wir indirekt durch Inhibition der Methylierung 

mit 5-Aza-2`-deoxycytidine und Trichostatin A den Einfluss der Methylierung 

untersucht. Uns interessierte nun die direkte Messung der Methylierung des 

gesamten Genoms. Es besteht die Möglichkeit einzelne repräsentative 

Elemente der DNA mittels Bisulfit-PCR (Yang et al. 2004) oder der 

Sequenzierung bisulfitumgewandelter DNA (Eads et al. 2000, Ibrahim et al. 

2006) zu untersuchen, um auf den DNA-Methylierungsgrades des gesamten 

Genoms zu schließen. In der Literatur gibt es auch einige direkte Methoden 

zur Detektion des DNA-Methylierungsstatus des Genoms, welche auf dem 

enzymatischen oder chemischen Loslösen von Desoxynukleotiden oder 

Basen aus dem Genom, gefolgt von einer chromatographischen Auftrennung 

und Detektion, basieren. Diese Methoden umfassen hochauflösende 

Flüssigkeitschromatographie (Betz et al. 2004), Dünnschichtchromato-

graphie (Dahl and Guldberg 2003), Kapillarelekthrophorese (Stach et al. 

2003) oder Flüssigkeitschromatographie/Massenspektromerie (Song et al. 

2005). Aufbauend auf der Veröffentlichung von Song et al. (2005) haben wir 

eine Methode zur Bestimmung des globalen Methylierungsstatus etabliert. 

Nach der Denaturierung der DNA (3 min, 100°C) folgt eine enyzmatische 

Hydrolyse der DNA. Die Desoxynukleotide werden in der Elektrospray- 

Massenspektrometrie aufgetrennt und detektiert. Zur Standardisierung wird 

Cytosin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 5-

Methylcytosin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

eingesetzt. 
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Abb. 4.9: Evaluierung der ESI-MC zur Feststellung der Methylierung 

a./b) Spektrogramme von Cytosin (1 mM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland) c./d.) Spektrogramme von 5-Methylcytosin (1 mM, Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, Steinheim, Deutschland). Die gezeigten Spektrogramme sind repräsentativ für drei 
Versuche. 

 
Die Masse [+H]+ von 5-Methylcytosin liegt bei m/z 126,1, während sie bei 

Cytosin m/z 122,1 beträgt (Song et al. 2005). 5-Methylcytosin zeigt eine 

Intensität von 6700 im Vergleich zu Cytosin, was eine Intensität von 11,3 bei 

einer Masse von 126,1 zeigt (Abb. 4.9). Auffallend sind unterschiedliche 

Massen von 5-Methylcytosin bei m/z 126,08, 126,18 und 126,30 was auf 

eine Instabilität des Nukleotids hinweist (Abb. 4.9). Dies wird dadurch 

gestützt das im Spektrogramm von 5-Methylcytosin auch bei einer Masse 

von 122,1 eine Intensität von 8,0 angezeigt wird (Abb. 4.9). Diese Instabilität 

ist ein Grund für die Probleme bei der Quantifikation des 

Methylierungsgrades. Daher wurde im nächsten Schritt ein DNA-ELISA zur 

Quantifikation der Methylierung des Genoms etabliert. 
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Etablierung eines DNA-ELISA zur Quantifizierung des globalen 

Methylierungsstatus 

 

In Ergänzung zu den chromatographischen Methoden gibt es noch andere 

Möglichkeiten wie den SssI Annahmeassay, den Chloracetaldehyde Assay, 

immunchemische Methoden und noch andere Techniken (Yang et al. 2004), 

den Methylierungsgrad des Genoms zu messen. Diese Methoden beruhen 

auf dem spezifischen Markieren und Detektieren von 5-Methylcytosin. Im 

Jahr 1990 wurde eine Publikation veröffentlicht (Reynaud and Niveleau 

1990), welche erstmals die Generation eines Antikörpers gegen 5-

Methylcytosin und den Einsatz dieses Antikörpers in einem Enzyme-linked 

Immunoassay (ELISA) zur Ermittlung der globalen DNA-Methylierung, 

beschrieb. Auf Basis dieser Publikation haben wir einen DNA-ELISA 

etabliert, welcher die Quantifizierung des Methylierungsgehaltes des 

Genoms erlaubt. Zuerst wurde die Menge an DNA bestimmt, die benötigt 

wurde. Dazu wurden unterschiedliche Mengen an DNA (0,5 ng, 1 ng, 5 ng, 

10 ng, 25 ng, 50 ng) von A549iNOS und der monoklonale Maus-anti-5-

Methylcytosin Antikörper von Eurogentec (Belgien) benutzt. Eine Korrelation 

zwischen Absorption und DNA-Konzentration ist sichtbar. Als Mittelweg 

zwischen niedriger DNA-Konzentration und hoher Absorption wurde für die 

folgenden Versuche eine DNA-Menge von 10 ng verwendet (Abb. 4.10,a). 

Im Weiteren wurde der monoklonale Maus-anti-5-Methylcytosin Antikörper 

von Calbiochem (USA) verwendet, da er eine bessere Stabilität und eine 

höhere Spezifität (Daten hier nicht gezeigt) zeigte. Der Denaturierungsschritt 

(94°C) ist essentiell um die DNA an die Microtiterplatte zu binden und die 

Offenheit der DNA für die Bindung des Antikörpers zu erhöhen. Ein Problem 

besteht darin, dass ein Aufheizen der DNA diese zerstören kann. Daher 

wurden 10 ng der DNA von A549iNOS für 1 min, 2 min, 4 min und 6 min auf 

94° erhitzt und es zeigt sich das bei einem zweiminütigen Denaturieren die 

niedrigste Standartabweichung zu beobachten ist (Abb. 4.10,b). Für die 

weiteren Experimente wurde 10 ng DNA bei 94°C für 2 min denaturiert und 

auf eine Microtiterplatte (16h, 4°C) gebunden. Der Detektion von 

methyliertem CpG mit einem anti-5-Methylcytosin Maus monoclonalem 

Antikörper folgte dessen Markierung  
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mit einem HRP-gekoppelten Polyklonaler Ziege-anti-Maus Immunoglobulin 

Antikörper. Durch eine Farbreaktion mit einer H2O2/Tetramethylbenzidin-

Substratlösung lässt sich die Menge an methyliertem CpG im Genom 

quantifizieren.  
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Abb. 4.10: Etablierung eines DNA-ELISA zur Quantifikation  

    des genomischen Methylierungsstatus 

(a.) DNA von A549iNOS wurde für 1 min, 2 min, 4 min und 6 min denaturiert. (b.) In den 
Konzentrationen von 0,5 ng, 1 ng, 5 ng, 10 ng, 25 ng und 50 ng wurde die DNA von 
A549iNOS für 2 min denaturiert und im ELISA gemessen, (c./d.) Aus humaner methylierter 
und nicht-methylierter DNA (Zymo Research) wurden unterschiedliche Methylierungsgrade 
(0 %, 1 %, 2 %, 3 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 100 %) gemischt und in einer Konzentration 
von 10 ng im DNA-ELISA eingesetzt. Die Absorption bei 450 nm wurde gemessen und 
gegen den Methylierungsgrad aufgetragen Alle Daten repräsentieren den Mittelwert ± 
Standardabweichung von fünf abhängigen Experimenten. Eine Linerarität besteht zwischen 
1 % bis 10 %. 
 

Eine Standardkurve wurde aus nicht methylierter –aus einer 

hypomethylierten Zelllinie gewonnene- DNA (0 %) und vollständig 

methylierter -mittels MssI enzymatisch metyhliert– DNA (100 %) 

zusammengestellt (Abb. 4.10 c/d). Eine absolute Bestimmung des 

Methylierungsgrades ist daher nicht möglich, da es jedoch –aus unserer 

Kenntnis- keine Alternative gibt, wurde der Methylierungsgrad so definiert. 
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Eine lineare Korrelation besteht zwischen 1 % bis zu 10 % (Abb. 4.10 c/d), 

welches auch dem Methylierungsgrad des humanen Genoms entspricht. 

Eine Methylierung unter 1 % kann nicht quantifiziert werden (Abb. 4.10 c/d).  

 

Bestimmung der Veränderungen des Methylierungsstatus in A549iNOS 

Nachdem zwei Methoden entwickelt wurden, um Aussagen über die 

Veränderungen des Methylierungslevels des Genoms machen zu können, 

wurden A549iNOS mit Methylierungsinhibitoren und exogenem 

Stickstoffmonoxid behandelt und mittels LC-MS und DNA-ELISA untersucht.  
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Abb. 4.11: Messung des DNA-Methylierungsstatus mittels ESI-MC 

A549iNOS wurden in einer Zelldichte von 50×104 Zellen in eine 10 cm-Zellkulturplatte 
ausgesät. Neben den unbehandelten Zellen (a.), wurden Zellen nach einer Inhibition der 
Methylierung (48 h 5 µM Aza; 48 h 5 µM Aza, 20 nM TSA) (b.) und Zellen mit einer 
zusätzlichen Behandlung mit 1 mM DetaNO (c.), gezeigt. Die gezeigten Spektrogramme 
sind repräsentativ für drei Versuche.  
Die Inhibition der Methylierung wird durch Stickstoffmonoxid aufgehoben 

 

Eine Inhibition der Methylierung zeigt eine deutliche Abnahme an 5-

Methylcytosin im Genom (Abb. 4.11). Durch Zugabe von Stickstoffmonoxid 

lässt sich der Gehalt an 5-Methylcytosin wieder steigern (Abb. 4.11). Die 

Quantifizierung erfolgte mittels DNA-ELISA. 
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Abb. 4.12: Endogenes und exogenes Stickstoffmonoxid führen 

      zu einer Remethylierung des Genoms 

Die Ermittlung des DNA-Methylierungsstatus des gesamten Genoms erfolgte mittels eines 
DNA-ELISAs. A549iNOS wurden in einer Zelldichte von 50×104 Zellen in eine 10 cm-
Zellkulturplatte ausgesät. Nach einer Inhibition der Methylierung (48 h 5 µM Aza; 48 h 5 µM 
Aza, 20 nM TSA) erfolgte eine Behandlung mit Cytokinen (100 U/ml IFN-γ, 200 U/ml IL-1β, 
500 U/ml TNF-α), einem NO-Inhibitor (250 µM NIO) und einem NO-Donor (1 mM DetaNO) 
für weitere 48h. In obigen Abbildungen sind die Mittelwerte ± Standardabweichung von drei 
unabhängigen Experimenten abgebildet. (*** p≥0,001) NO führt zu einer Remethylierung 
des Genoms. 

 

Die Blockierung der DNA-Methylierung reduziert effizient den globale DNA-

Methylierungsstatus auf die Hälfte (0,57 ± 0,445) (Abb. 4.12). Unter einer 

Entzündungssituation (48 h) und damit einhergehender NO-Produktion 

erfolgt eine Remethylierung des gesamten Genoms (Abb. 4.12). Verhindert 

man die NO-Produktion durch die Anwesenheit von NIO, vermindert sich der 

DNA-Methylierungsgrad auf das 0,25 (± 0,081)fache (Abb. 4.12) im Bezug 

zum basalen Status. Wird hingegen ein exogener Stickstoffmonoxid-Donor 

(1 mM DetaNO) zu den Zellen gegeben, kommt es zu einer Remethylierung 

des gesamten Genoms (Abb. 4.12). Hier zeigt sich, dass sowohl endogenes 

als auch exogenes Stickstoffmonoxid, trotz der ständigen Gegenwart von 

DNA-Methylierungsinhibitoren, zu einer Remethylierung des Genoms führt.  

 

Bestimmung der Veränderungen des Methylierungsstatus in primären 

humanen Keratinocyten 

Um der Situation in vivo näher zu kommen, haben wir den Effekt von 

Stickstoffmonoxid auf den DNA-Methylierungsstatus von primären humanen 

Keratinocyten untersucht.  
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Abb. 4.13: Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die DNA-Methylierung 

      in primären humanen Keratinocyten 

Primäre humane Keratinocyten wurden in einer Zelldichte von 50×104 Zellen in eine 10 cm-
Zellkulturplatte ausgesät. Nach eine Inhibition der Methylierung (48 h 5 µM Aza; 48 h 5 µM 
Aza, 20 nM TSA) erfolgte eine Behandlung mit Cytokinen (100 U/ml IFN-γ, 200 U/ml IL-1β, 
500 U/ml TNF-α), einem NO-Inhibitor (250 µM NIO) und einem NO-Donor (1 mM DetaNO) 
für weitere 48h. (* p≥0,05) In obigen Abbildungen sind die Mittelwerte ± 
Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten abgebildet. Eine Blockierung 
der Methylierung in Kombination mit Stickstoffmonoxid erhöht den Methylierungsstatus des 
Genoms. 

 

Es lässt sich kein Effekt der Behandlung mit Methylierungsinhibitoren auf 

den DNA-Methylierungsstatus erkennen (Abb. 4.13). Die gleichzeitige 

Zugabe von Stickstoffmonoxid führt zu einer Hypermethylierung (1,29× ± 

0,18) des Genoms (Abb. 4.13). Andere signifikante Veränderungen des 

Methylierungsstatus lassen sich nicht erkennen (Abb. 4.13). Hier zeigen sich 

auch die Schwierigkeiten des Arbeitens mit primären Keratinocyten, da die 

DNA-Methylierung altersabhängig (Veras et al. 1989) und abhängig von der 

während der Isolierung vorhandenen Calciumkonzentration(Rockwell et al. 

1987), verändert ist. Dieses spiegelt sich auch in den obigen hohen 

Standardabweichungen wider. Aus diesen Gründen wurden die folgenden 

Untersuchungen an der Zelllinie A549iNOS durchgeführt. 
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4.4 DNA-Methylierung und Stickstoffmonoxid: 

Einfluss auf die DNA-Methyltransferasen 

 

Die Expression der DNA-Methyltransferasen 

In den vorherigen Versuchen wurde eine remethylierende Wirkung von 

Stickstoffmonoxid auf das Genom gefunden. Die Frage stellte sich nun, 

welche Mechanismen hinter diesem Effekt stehen.  

Ein Augenmerk liegt hierbei auf den DNA-Methyltransferasen, wobei die 

DNMT 3a und DNMT 3b für die De novo Methylierung zuständig sind, 

während die DNMT 1 die Methylierung zwischen den Zellgenerationen 

aufrecht hält. In einem ersten Schritt wird die mRNA-Expression der Dnmt 

3a, Dnmt 3b und Dnmt 1 mittels Real-Time PCR bestimmt.  

Widersprüchliche Hinweise gibt es über Gadd 45α im Zusammenhang mit 

einer aktiven DNA-Demethylierung (Barreto et al. 2007, Jin et al. 2008), 

daher wurde auch die mRNA-Expression von Gadd 45α ermittelt.  

Nach Aktivierung mit proinflammatorischen Cytokinen wurde in 

unterschiedlichen Zeitabständen (6 h, 12 h, 24 h und 48 h) die mRNA-

Expression gemessen und es zeigen sich Steigerungen sowie 

Erniedrigungen der Expression, aber eine eindeutige Aussage lässt sich 

nicht erkennen (Abb. 4.14).  

Da die Expression der Dnmts mit dem Zellzyklus korreliert, können wir nur 

vermuten, dass sich ein Hauptteil der Zellen zu den verschiedenen 

Zeitpunkten in einem anderen Teil des Zellzyklus befand und daher diese 

unterschiedliche mRNA-Expression mit hohen Standardabweichungen 

aufweist.  

Auch die Proteinexpression der DNMTs zeigt keine eindeutige Steigerung 

oder Inhibierung (siehe Anhang, Abb. 6.2.2). 
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Abb. 4.14: mRNA-Expression der Dnmt 1, Dnmt 3a, Dnmt 3b und Gadd 45α 

A549iNOS wurden in einer Zelldichte von 50×104 Zellen pro Well in eine 6-Well 
Zellkulturplatte ausgesät. Nachfolgend der Blockierung der Methylierung (48 h 5 µM Aza; 48 
h 5 µM Aza, 20 nM TSA) erfolgte eine Behandlung mit Cytokinen (100 U/ml IFN-γ, 200 U/ml 
IL-1β, 500 U/ml TNF-α), einem NO-Inhibitor (250 µM NIO) und einem NO-Donor (1 mM 
DetaNO) für weitere 6 h, 12 h, 24 h oder 48 h. In den obigen Abbildungen sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten gezeigt. (* p≥0,05) 
Es kann keine eindeutige Aussage getroffen werden. 
 

Die Aktivität der DNA-Methyltransferasen 

Da die mRNA-Expression sowie die Proteinexpression der DNA-

Methyltransferasen keinen regulatorischen Effekt gezeigt haben, wurde in 

einem nächsten Schritt die Aktivität der DNMTs im Kernextrakt der 

unterschiedlich behandelten Zellen bestimmt. Hierbei wurden die Zellen nach 

der zweistufigen Inhibition der DNA-Methylierung für zwei Tage mit 

proinflammatorischen Cytokinen, NIO und/oder DetaNO behandelt. 
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Abb. 4.15: relative DNMTs Aktivität in A549iNOS  

A549iNOS wurden in einer Zelldichte von 50×104 Zellen in eine 10 cm-Zellkulturplatte 
ausgesät. Nach einer Inhibition der Methylierung (48 h 5 µM Aza; 48 h 5 µM Aza, 20 nM 
TSA) erfolgte eine Behandlung mit Cytokinen (100 U/ml IFN-γ, 200 U/ml IL-1β, 500 U/ml 
TNF-α), einem NO-Inhibitor (250 µM NIO) und einem NO-Donor (1 mM, 0,25 mM DetaNO) 
für weitere 48h. Die Aktivität der Dnmts wurde mithilfe des Epi Quick TM DNA 
Methyltransferase Activity/Inhibitin Assay Kit bestimmt. In der obigen Abbildung sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten abgebildet. (* 
p≥0,05) Eine Inhibition der Methylierung führt zu einer Aktivitätssteigerung der Dnmts in 
vivo. 
 

Eine Blockierung der DNA-Methylierung führt zu einer 1,61 (± 0,32)fachen 

Steigerung der Aktivität der DNMTs (Abb. 4.15). Auffallend ist eine 

reduzierte Aktivität auf die Hälfte (0,56 ± 0,16) bei einer Inhibition der DNA-

Methylierung (5 µM Aza, 20 nM TSA) und der NO-Synthese (250 µM NIO), 

sowie einer Aktivierung mit proinflammatorischen Cytokinen (100 U/ml IFN-γ, 

200 U/ml IL-1β, 500 U/ml TNF-α) in Anwesenheit von Stickstoffmonoxid 

(0,25 mM DetaNO) (Abb.4.15). Die verwendete Methode lässt nur einen 

groben Einblick in die Aktivität aller DNMTs zu. Daher wurden die Aktivität 

der Dnmt1 und der Dnmt 3b im Einzelnen untersucht. 

 

Einfluss von NO auf die DNA-Methyltransferase 1 

Zur Bestimmung des Einflusses von NO auf die Aktivität der DNMT 1 

benutzten wir einen in vitro Assay von der Firma Epigentek (USA). 
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Abb. 4.16: NO steigert die Aktivität der DNMT 1 

Den Einfluss von NO auf die Aktivität der DNMT1 lässt sich mittels des in vitro assays 
EpiQuikTM DNA Methyltransferase 1 activity/ inhibitor screening assay kit bestimmen. Die 
mitgelieferte DNMT 1 wurde 16 h bei 37°C mit dem NO-Donor DetaNO in einer 
Konzentration von 1 mM inkubiert und in den Assay eingesetzt. Die Normierung erfolgte auf 
eine unbehandelte DNMT 1. Die oben gezeigte Graphik zeigt den Mittelwert ± 
Standardabweichung von vier unabhängigen Versuchen. NO steigert signifikant die Aktivität 
der DNMT 1. 

 
 

Es wurde auf eine maximal aktive DNMT 1 normiert und die Aktivität der 

DNMT 1 erhöht sich auf das 1,32 (± 0,12) fache bei einer 16stündigen 

Vorinkubation der DNMT 1 in Anwesenheit von Stickstoffmonoxid (1 mM 

DetaNO) (Abb. 4.16).  

 

 

Einfluss von NO auf die DNA-Methyltransferase 3b 

Um zu testen ob dieser Effekt auf die DNMT 1 beschränkt ist oder auch auf 

die DNMT 3b zutrifft wurde auch deren Aktivität in einem in vitro Assay 

bestimmt. 
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Abb. 4.17: NO in Kombination mit L-Cystein steigert die Aktivität der DNMT 3b 

Die Aktivität der DNMT 3b wurde mithilfe des in-vitro-assays EpiQuikTM DNA 
Methyltransferase 3 activity/inhibitor screening assay kit, bestimmt. Die mitgelieferte Dnmt 
3b wurde 1 h bei RT mit dem NO-Donor DeaNO (1 mM) und L-Cystein (1 M) inkubiert. Die 
Normierung erfolgte auf eine unbehandelte DNMT 3b. Die oben gezeigte Abbildung zeigt 
den Mittelwert ± Standardabweichung von vier unabhängigen Versuchen. NO in 
Kombination mit L-Cystein erhöht die Aktivität der DNMT 3b. 

 

Aufgrund seiner Halbwertzeit von 8 h wurde DetaNO für 16 h bei einer 

Temperatur von 37 °C mit den DNMTs inkubiert und anschließend die 

Veränderungen in der Aktivität gemessen. Bei der DNMT 3b zeigte diese 

Behandlungsweise eine signifikante Reduktion der basalen Aktivität 

(Vorversuch, Daten hier nicht gezeigt). Als alternativer NO-Donor wurde 

daher DeaNO verwendet, welcher durch seine Halbwertzeit von ca. 2 min 

eine verkürzte Vorinkubation von 1 h erlaubt. Es zeigte sich jedoch keine 

Erhöhung der DNMT 3b Aktivität (Abb. 4.17). Bei einer kombinierten 

Behandlung mit DeaNO und L-Cystein steigt sich die Aktivität der Dnmt 3b 

auf das 1,45 (± 0,25)fache (Abb. 4.17).  

Wir konnten zeigen, das NO die Remethylierung des Genoms über eine 

Aktivierung der DNMT 1 und DNMT 3b bewirkt. Nun stellte sich die Frage, ob 

dies auch unter pathophysiologischen Bedingungen möglich ist. 

 

Einfluss von NO auf hypomethylierte Zellen 

Eine Veränderung der Methylierung findet man während der Tumorgenese, 

die durch globale Hypomethylierung gepaart mit einer lokalen 

Hypermethylierung charakterisiert ist.  
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Die humane Prostatakarzinomzelllinie LNCAP (Horoszewicz et al. 1983) 

sowie die humane Blasenkarzinomzelllinie 5367 (Welte et al. 1985) wurden 

hierfür als Modellzelllinien benutzt. 
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Abb. 4.18: Methylierungsstatus im Vergleich von A549iNOS, 5367 und LNCAP 

50×104 Zellen wurden in einer 10-cm Kulturschale ausgesät und nach 48 h der globale 
DNA-Methylierungsgrad bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von 
drei unabhängigen Versuchen. (** p≥0,005) 

 
Beide Zelllinien weisen eine globale Hypomethylierung (5367: 0,65 × ± 0,10; 

LNCAP: 0,54 × ± 0,05) im Vergleich zu A549iNOS auf (Abb. 4.18). 
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Abb. 4.19: Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die DNA-Methylierung und die Aktivität  

      der DNMTs in LNCAP und 5367 

50×104 Zellen wurden in einer 10-cm Kulturschale ausgesät und für 48 h mit 1 mM (und 
0,25 mM) DetaNO behandelt. Im Anschluss wurde der globale DNA-Methylierungsgrad (a.) 
und die Aktivität der DNA-Methyltransferasen (b.) bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung von drei unabhängigen Versuchen. Stickstoffmonoxid erhöht den 
Methylierungsstatus in LNCAP, während die Aktivität der DNMTs reduziert wird. 
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Stickstoffmonoxid zeigt einen gegenteiligen Effekt auf die beiden Zelllinien, 

während der Methylierungsstatus des Genoms  in 5367 gesenkt wird (0,66 × 

± 0,18), erhöht er sich bei LNCAP (1,37 × ± 0,21) (Abb. 4.19). Hingegen wird 

die Aktivität der Dnmts in beiden Zelllinien durch exogen zugeführtes 

Stickstoffmonoxid gesenkt (Abb. 4.19). 

 

Es konnte hier gezeigt werden, dass eine durch Stickstoffmonoxid vermittelte 

Remethylierung unter pathophysiologischen Bedingungen möglich ist. 
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5 Diskussion 

 

Zur Untersuchung der Relevanz von epigenetischen Prozessen auf die 

Expression der iNOS und eines Einflusses von NO auf die DNA-

Methylierung wurden humane Lungenkarzinomzellen (A549), primäre 

Endothelzellen, humane Prostatakarzinomzellen (LNCAP) und humane 

Blasenkarzinomzellen (5367) verwendet. Wichtig für unsere Untersuchungen 

war, dass man unter Zellkulturbedingungen in einem Überschuss an 

Folsäure, Vitamin B 12 und Vitamin B 6 arbeitet, sodass das Substrat SAM 

keinen limitierenden Faktor für die DNA-Methylierung darstellt (Kanai 2008). 

 

5.1 Wie wird die DNA-Methylierung untersucht? 

 

Um den DNA-Methylierungsstatus von humanen Zellen experimentell zu 

verändern, setzt man Substanzen ein, welche die DNA-Methylierung 

blockieren. Dies führt zu einer genomweiten Inhibition der Methylierung, eine 

selektive Demethylierung einzelner Gene ist nicht möglich. Zum einen 

verwendet man Cytosinanaloga wie 5-Azacytidine, 5-Aza-2’-deoxycytidine, 

1-ß-D-Arabinofuranosyl-5-azacytosine oder Dihydro-5-Azacytidine (Goffin & 

Eisenhauer 2002). In dieser Arbeit wurde 5-Aza-2’-deoxycytidine (Aza) 

benutzt, das während der Replikation anstelle von Cytosin in die DNA 

eingebaut wird (Christman 2002). Während der DNA-Methylierung bildet sich 

ein 5,6-Dihydropyrimidin Zwischenprodukt (Christman 2002), das zur Bildung 

eines stabilen Komplexes zwischen DNA und DNA-Methyltransferase (siehe 

Anhang, Abb.6.4.1) führt. Dieser Komplex verhindert die Ablösung der DNA-

Methyltransferase und bewirkt folglich die Demethylierung des Genoms (Liu 

et al. 2003). Die DNA-Methyltransferase 1 kann direkt durch Aza blockiert 

werden, wobei diskutiert wird, ob dieser Effekt durch eine 

posttranskriptionelle Modifikation oder durch ein Festhalten der Dnmt1 in der 

Replikationsgabel (Milutinovic et al. 2003) mediiert wird. Die resultierende 

DNA-Demethylierung führt zur Aktivierung stillgelegter Gene, 

Dekondensation des Chromatins aber auch zur Induktion der 

Zelldifferenzierung (Jüttermann et al. 1994). 
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Es konnte gezeigt werden, dass der zytotoxischer Effekt von Aza 

hauptsächlich auf der Bildung des stabilen DNA-Dnmts Komplexes beruht 

(Oka et al. 2005). Eine weitere Substanz, Trichostatin A (TSA), verhindert 

zum einen die Histondeacetylierung (Marks et al. 2001) indem es in die 

katalytische Seite der Histondeacetylase interkaliert (Marks et al. 2001), 

andererseits reduziert es die mRNA Stabilität und Aktivität der Dnmt 3b. 

Ferner vermindert es die mRNA Stabilität und Proteinstabilität der Dnmt1 

(Januchowski et al. 2007). Eine toxische Wirkung auf humane Zellen ist 

möglich, wobei der auslösende Mechanismus jedoch noch unbekannt ist 

(Januchowski et al. 2007). Da die Toxizität beider Substanzen zwischen 

Zellen unterschiedlichen Ursprungs variiert (Januchowski et al. 2007, Oka et 

al. 2005), werden die in dieser Arbeit verwendeten Zellen zunächst auf ihre 

Sensitivität gegen Aza und TSA geprüft. 

Üblicherweise verwendet man eine kombinierte, schrittweise Behandlung der 

Zellen mit den beiden Methylierungsinhibitoren Aza und TSA. Auf eine 

zweitägige Behandlung mit Aza folgt eine weitere Inkubation mit Aza und 

TSA für weitere zwei Tage. Eine Kombination aus 5 µM Aza und 20 nM TSA 

zeigte weder einen cytotoxischen Effekt noch eine Inhibition des 

Zellwachstums (Abb. 4.1) in Kombination mit einer signifikanten Reduktion 

der DNA-Methylierung (Abb. 4.12) auf humane Lungenepithelzellen. Als 

weiteren Marker für die Toxizität der gewählten Behandlung wurde die 

mRNA-Expression von Gadd 45α (Wachstumsstopp und DNA-Schädigungs-

induziertes Gen 45 α) gemessen. Gadd 45α hat Einfluss auf die Inhibition 

des Zellwachstums, die DNA Reparatur und die Aufrechterhaltung der 

genomischen Stabilität (Hildesheim et al. 2002). Zudem findet man eine 

erhöhte Genexpression bei Aza-induzierter DNA-Schädigung (Schneider-

Stock et al. 2005). Eine Verbindung zwischen der mRNA-Expression von 

Gadd 45α und der globalen DNA Demethylierung wird kontrovers diskutiert 

(Jin et al. 2008, Barreto et al. 2007). Die Behandlung der Zellen mit 5 µM 

Aza und 20 nM TSA hat keine Veränderung der mRNA-Expression von 

Gadd 45α zur Folge (Abb. 4.14). Dies unterstreicht dass die von uns 

verwendeten Konzentrationen nicht toxisch für die humanen 

Lungenepithelzellen sind. 
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Diese Voruntersuchungen schließen sowohl eine toxische Ursache als auch 

eine Zellzyklusinhibierung, als Ursache für die von uns gefundenen 

Veränderungen aus (Bestor 2000). 

 

5.2 Welche Auswirkungen hat die Blockierung der Methylierung auf  

die iNOS? 

 

Humane Lungenkarzinomzellen (A549) gehören zu den 

bestcharakterisierten in vitro Modellen der iNOS Induktion. Nach einer 

Aktivierung mit Cytokinen oder LPS zeigen sie eine moderate iNOS-

Expression (Asano et al. 1994, Robbins et al. 1994). Chan et al. (2005) 

konnten zeigen das die moderate iNOS mRNA-Expression in A549iNOS mit 

einer moderaten DNA-Methylierung der -289 bp bis +117 bp spannenden 

Region des iNOS-Promotors korreliert. Es konnte außerdem gezeigt werden, 

dass bei mehreren Zelllinien der Methylierungsgrad dieser Promotorregion 

mit der mRNA-Expression der iNOS korreliert, sowie das Inhibition der 

Methylierung in humanen Dickdarmkarzinomzellen (DLD-1) die 

Aktivierbarkeit mit Cytokinen (4h) reduziert (Chan et al. 2005). Eine effiziente 

aber untoxische Blockierung der DNA-Methylierung (Abb. 4.1, Abb. 4.12) 

erhöht signifikant die humane iNOS-Promotoraktivität (Abb. 4.5) und auch 

die Cytokininduzierbarkeit bleibt erhalten, da eine gleichzeitige Anwesenheit 

von proinflammatorischen Reizen die Promotoraktivität nochmals steigert 

(Abb. 4.5). Im Vergleich zur Studie von Chan et al. (2005) wurden die Zellen 

für sechs Stunden aktiviert und deren Promotoraktivität direkt gemessen. Für 

diese Messung wurden A549 Zellen verwendet, welche mit einer 16 kb 

Promotorsequenz der iNOS vor Luciferase transfiziert sind. Diese 

Promotorsequenz enthält die essentiellen cytokininduzierbaren 

Bindungsstellen (Yao et.al. 2003) und sieben NFκB Bindungsstellen. Der 

humane iNOS-Promotor enthält keine CpG-Inseln und hat einen geringen 

CpG-Gehalt (1:100), der typisch für gewebespezifisch exprimierte Gene ist 

(Antequera 2003). Je nachdem ob ein positiv oder negativ regulatorisches 

Element methyliert wird, erfolgt eine Steigerung oder Erniedrigung des 

Transkriptionslevels gewebespezifischer Gene (Dolinoy et al. 2007; Hanson 

and Gluckman, 2008). 
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Es stellte sich nun die Frage, ob und welche Bindungsstelle im iNOS-

Promotor von der Regulation über die DNA-Methylierung betroffen ist. Da die 

transfizierte Promotorsequenz sieben NFκB Bindungsstellen enthält und im 

Mausmodell bereits gezeigt werden konnte, das die Methylierung der DNA 

die Bindung von NFκB verhindert (Yu and Kone. 2004), wurden im weiteren 

Verlauf der Arbeit die NFκB Bindungsstellen untersucht. Zur direkten 

Messung der Veränderungen der DNA-Methylierung an den NFκB 

Bindungsstellen des iNOS-Promotors könnte man die Bisulfitsequenzierung 

benutzen. Bei dieser Methode nach Clark (Clark et al. 1994), werden alle 

unmethylierten Cytosine desaminiert und sulfoniert, was zu einer 

Umwandlung zu Uracil führt, während alle methylierten Cytosine unverändert 

bleiben. Der iNOS-Promotor weist nach der Desaminierung mehrere 

Thymidin-Wiederholungen in der Nähe der NFκB Bindungsstellen auf und 

verhindert somit die anschließende Amplifikation (siehe Anhang, 6.1.1). Es 

wurden daher A549, welche mit mehreren NFκB Bindungsstellen transfiziert 

sind, verwendet. Wir konnten zeigen, dass eine Behandlung mit Aza und 

TSA die Aktivität von NFκB und damit die Zugänglichkeit der NFκB 

Bindungsstelle deutlich erhöht, während exogen zugeführtes NO diese 

komplett verhindert (Abb. 4.6). Das stützt unsere Hypothese, dass die NFκB 

Bindungsstelle essentiell bei der Regulation der iNOS über die DNA-

Methylierung ist. Aufgefallen ist, das NO die NFκB Aktivität inhibiert. Die 

verwendete Konzentration von 1 mM DetaNO ist leicht toxisch für die Zellen 

(Abb. 4.4), eine DNA-Demethylierung aufgrund von DNA-Schädigung ist 

aber nicht sichtbar (Abb.4.12) (Panayiotidies et al. 2004). Von 1 mM 

DetaNO werden ~3 µM NO/min generiert, welches vergleichbar mit der 

basalen NO-Konzentration in unmittelbaren Umgebung eines aktivierten 

Zellmonolayers (Kröncke and Carlberg 2000) ist und somit einer 

physiologischen Freisetzung von NO entspricht. Eine Inhibierung der DNA-

Methylierung alleine reicht nicht aus, um die mRNA-Expression der iNOS zu 

induzieren, aber eine gleichzeitige Aktivierung mit proinflammatorischen 

Cytokinen resultiert in einer erhöhten Expression (Abb. 4.7) als auch in einer 

erhöhten NO-Freisetzung (Abb. 4.8). Die Induzierbarkeit der humanen iNOS 

bleibt auch bei gleichzeitiger Blockierung der Methylierung bestehen.  
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Die Hemmung der endogenen NO-Produktion steigert drastisch die mRNA-

Expression der iNOS, während exogenes NO diese wieder vollständig 

inhibiert (Abb. 4.8). Ein ähnliches Expressionsprofil zeigen auch A549_NFκB 

bei gleichem DNA-Methylierungsstatus (Daten hier nicht gezeigt), wobei die 

drastische Steigerung des Expression im Vergleich zu A549iNOS zurzeit 

nicht erklärbar ist (Abb 4.8). Dies belegt unsere Hypothese, dass NO über 

die DNA-Methylierung eine autoregulatorische Funktion ausübt. Eine 

Aktivitätserhöhung der Dnmts über NO konnte in Mäusezellen schon gezeigt 

werden (Hmadcha et al. 1999). 

 

5.3 Der Einfluss von NO auf das gesamte Genom 

 

Da hier auch TSA, ein Histondeacetylase-Inhibitor verwendet wurde und 

eine Regulation über Histonmodifikationen bei der murinen iNOS (Yu and 

Kone, 2005) und der humanen eNOS (Fish et al. 2005) bekannt ist, können 

wir dies auch hier nicht ausschließen. Daher wurde zur Bestimmung der 

globale DNA-Methylierung zum einen eine massenspektrometrische 

Messung sowie einen DNA-ELISA etabliert. Die massenspekrometrische 

Messung erlaubt keine Quantifizierung, wohingegen der DNA-Elisa die 

Bestimmung einer kleinen Menge DNA (50 ng) in einem Messrahmen von 1 

% bis 10 % relativer DNA-Methylierung erlaubt. Die Behandlung der Zellen 

mit den Methylierungsinhibitoren zeigt eine deutliche Reduktion des DNA-

Methylierungsstatus des gesamten Genoms (Abb. 4.12). Endogenes, durch 

iNOS produziertes NO, als auch exogen zugeführtes NO, bewirken eine 

Remethylierung des Genoms, auch in Anwesenheit der 

Methylierungsinhibitoren (Abb. 4.12). Die primären Keratinocyten können 

nach Aktivierung mit TNFα oder IL-1ß die iNOS exprimieren (Rao 2000). Die 

durch NO-vermittelte DNA-Methylierung findet man auch in primären 

Keratinocyten (Abb. 4.13). Dies lässt vermuten, dass dieser Mechanismus 

nicht nur auf eine Zelllinie beschränkt ist. Dieser NO-Effekt kann einmal 

durch eine erhöhte Aktivität oder eine Zerstörung der 

Methylierungsinhibitoren vermittelt werden. Eine globale Hypomethylierung 

in Kombination mit einer regionalen Hypermethylierung ist chrakteristisch für 

Karzinomzellen (Esteller 2008). 
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Bei der humanen Prostatakarzinomzelle (LNCAP) und der humanen 

Blasenkarzinomzellline (5367) findet man die tumorcharakteristische 

Hypomethylierung (Abb. 4.18). Durch Behandlung mit NO steigt die DNA-

Methylierung bei LNCAP, während sie bei 5367 sinkt (Abb. 4.19). In 9 % 

aller Todesfälle durch Krebserkrankungen in Europa ist Prostatakrebs die 

Ursache. Bei Prostatakrebs wird die iNOS exprimiert, dabei korreliert die 

Expression mit einer schnelleren Proliferationsrate, Dedifferenzierung und 

einer schlechteren Prognose (Cronauer et al. 2007). Diese Effekte der iNOS 

werden hauptsächlich über den Androgen-Rezeptor vermittelt, welcher auch 

in der Zelllinie LNCAP vorhanden und induzierbar ist (Horoszewicz et al. 

1983). Dies ist die erste Beschreibung, dass NO einen positiven Effekt auf 

die humane Prostatakarzinomzellinie über die teilweise Aufhebung der 

pathophysiologischen Hypomethylierung hat. Im Gegensatz dazu, folgt bei 

5367 eine weitere Demethlylierung des Genoms. Blasenkarzinomzellen 

segregieren ständig Cytokine (Quentenmeier et al. 1997) und diese könnten 

daher schon andere Effekte ausgelöst haben, welche mit der NO-mediierten 

Remethylierung korrelieren. Ein genauer Mechanismus bedarf der weiteren 

Aufklärung. Dies zeigt, zum einen dass die Remethylierung des Genoms 

direkt durch NO vermittelt wird und es in der Krebstherapie, jeweils abhängig 

vom Karzinomtyp eingesetzt werden könnte. 

 

5.4 Welcher Mechanismus bewirkt die Remethylierung? 

 

Nachdem NO einen remethylierenden Effekt auch in Abwesenheit der 

Methylierungsinhibitoren aufweist, kann dieser nicht durch eine Zerstörung 

von Aza und TSA mediiert sein. Daher wurden die DNA-Methyltransferasen 

genauer untersucht. Weder die mRNA-Expression (Abb. 4.14) noch die 

Proteinexpression (Abb. 6.2.2, Daten von Frau Dipl. Biol. Christina Klaus) 

zeigen eine deutliche Veränderung. Eine Publikation aus dem Jahre 1999 

(Hdmadcha et al. 1999) zeigte, dass iNOS-produziertes NO eine Rolle bei 

der Aktivitätserhöhung der DNMTs in Rattenzellen spielt. In einem in vivo 

Versuch konnten wir zeigen, dass nur die Blockierung der Methylierung die 

Aktivität aller DNMTs steigert (Abb. 4.15). 
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Ein Problem bestand hierbei in der Kernextraktion, da die DNMTs sehr 

instabil sind, daher wurde die Aktivität der DNMT 1 und der DNMT 3b in 

einem in vitro Assay bestimmt. Die DNMT 1 ist in allen somatischen Zellen 

aktiv, da sie die Übertragung des Methylierungsmusters auf die 

Tochterstränge bewirkt (Chuang et al. 1997) und kann in ihrer Aktivität durch 

NO gesteigert werden (Abb. 4.16). Die Regulation der Aktivität der DNMTs 

ist weitesgehend unbekannt. Eine Erhöhung der Aktivität wurde in einigen 

Krebsarten beschrieben, aber ein funktionaller Zusammenhang mit der 

Tumorgenese ist nicht beschrieben (Rountree et al. 2001). Es stell sich nun 

die Frage, wie NO die Aktivität der DNMT 1 erhöht. Ein Angriffspunkt für NO 

wäre die Cystein-reiche Zn 2+ Bindungsdomäne der DNMT 1, was bei einer 

S-Nitrosylierung zu einem Verlust der Bindungsfähigkeit an die DNA führen 

könnte (Kröncke et al. 1994). Dies würde eher zu einer Inaktivierung der 

DNMT 1 führen. 

Auffallend ist, das auch die DNMT 3b eine Aktivitätserhöhung bei 

gleichzeitiger Anwesenheit von NO und L-Cytsein zeigt (Abb.4.17). In der 

Embryogenese ist die DNMT 3b hauptsächlich aktiv, wobei es jedoch immer 

mehr Hinweise auf eine Aktivität auch in somatischen Zellen gibt. Yu and 

Kone (2004) konnten zeigen, das ein Ausschalten der DNMT 3b zu einer 

erhöhten iNOS-Expression in murinen Zellen führt. So könnte auch die 

DNMT 3 an dem remethylierenden Effekt von NO beteiligt sein. 

Eine Möglichkeit der Reaktion von NO mit Proteinen ist die S-Nitrosierung 

von Thiolen, welche über drei Mechanismen erfolgen kann (Martinez-Ruiz ad 

Lamas 2007). 

P-S. + . NO P-S-NO

N2O3 + RSH RSNO + H+ + NO2
-

R-S-H + R‘-S-NO R-S-NO + R‘-S-H

a.)

b.)

c.)

 

Eine direkte Reaktion ist nur bei einem vorliegenden Thyilradikal möglich 

(a.). Am wichtigsten ist hierbei die Reaktion von N2O3 welches zu einer S-

Nitrosierung führt (b.). Bei der Aktivitätssteigerung der DNMT 3b vermuten 

wir, dass die Transnitrosierung (c.) am wichtigsten ist, da in Anwesenheit 
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von Cystein die Aktivität der DNMT 3b gesteigert werden kann. Mit der 

Bildung von R-S-H könnte die Thiolattacke erleichtert werden.  

Es wurde auch gezeigt, das während der Nitrosierung von Thiolen ein 

Thiylradikal (RS*) als Zwischenprodukt gebildet wird, was die Thiolattacke 

und damit die DNA-Methylierung erleichtern würde (Handy and Loscalzo 

2006). 

Wenn man sich den Mechanismus der DNA-Methylierung anschaut, gibt es 

hier zwei mögliche Angriffsstellen für NO. Zum einen könnte die Thiolattake 

der DNMT (a.) erleichtert werden oder die ß-Elimation und die daraus 

erfolgende Freilassung der DNMT (d.). 
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Abb. 5.1: Mechanismus der DNA-Methylierung und mögliche S-Nitrosylierung des 

Thiols 

Die Enzymreaktion bei der DNA-Methylierung, modifiziert nach Bestor (2000). 
a.) Thiolattacke am 6-Carbon (C6) des Substrates Cytosin b.) die Methylgruppe von S`-
Adenosylmethionin wird von Enamine attakiert c.) ein Proton aus dem 5-C (C5) des 
Substrates Cytosin wird freigesetzt d.) ß-Elimination regeneriert das freie Enzym. 
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5.5 Der vollständige Regulationsmechanismus 

 

Die Expression der iNOS korreliert mit dem Methylierungsstatus und eine 

Inaktivierung der DNA-Methylierung resultiert in einer gesteigerten 

Promotoraktivität derselbigen. Die Induzierbarkeit der iNOS bleibt hierbei 

bestehen und die Regulation über die DNA-Methylierung wird vermutlich 

über die NFκB Bindungsstellen vermittelt. Das durch die iNOS-produzierte 

NO führt zu einer Aktivitätssteigerung der DNMT 1 und DNMT 3b, vermutlich 

aufgrund einer erleichterten DNA-Methylierung durch s-Nitrosierung von 

Thiolen, welche bei der Reaktion beteiligt sind. Dies führt zu einer 

Remethylierung des gesamten Genoms (Abb. 5.2) und kann auch unter 

pathophysiologischen Bedingungen beobachtet werden. Da eine Regulation 

der NFκB Bindungsstelle gezeigt wurde, könnte der Mechanismus zudem 

regulatorische Effekte auf zahlreiche NFκB abhängige Gene haben. Ein 

neuer Bezug zwischen der Entzündungsreaktion und der epigenetischen 

Regulation konnte aufgedeckt werden. Bei einigen Krebsarten kommen 

Methylierungsinhibitoren zum Einsatz, zeigen jedoch starke individuelle 

Unterschiede in der Wirksamkeit und Toxizität. Der in dieser Arbeit 

gefundene Mechanismus stellt möglicherweise eine Erklärung dafür dar und 

könnte ein Angriffspunkt für die Krebstherapie sein. 

TSA
Aza

Aktivität Dnmt1 

und Dnmt3b

NO

iNOS

iNOS

NfkB

 

Abb.5.2: Feedback-Regulationsmechanismus 
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6. Anhang 
  
6.1 Plasmide und Plasmidsequenzen 
 
6.1.1 Plasmid für A549iNOS 
 

Yao et.al. 2003 

 
Plasmidsequenz 

 
Die Zellen wurden mit einem 16 kb Promotorfragment der iNOS transfiziert, welches 7 NFκB 
Bindungsstellen enthält. Anbei ist der erste Teil (bis -8 kb), welcher 6 NFκB Bindungsstellen 
enthält, gezeigt. (Accession Nummer AF_017634) 
 
cccgggagcccctggggaactcctgcattgctcagtccttcctccagggccctgacagcatcacagatcatttcattgattttcctgcctcttcccc
aggagctgtctttgccctttaaacagttgttgtctacaagagcttggtcttgggtgagagagggctgccttgagcctcagaccggtggtgtccctaa
gatgctcctcccagaagcatttggaatcaaatggacctgaatcttggttctgcagctttagctgtatgatcttgggaaaaattctttaatcttcctaag
cctcaattttgtcatctgtaaaatagggttgacacagctcacctcacagtgtggtggtgtggaatgcatgagataacacattaaaaaggccctgg
cagtcagctgggcattgtttcttgagctccagcatgtgccaggtgctgggagaatagcagtaggcagagccagccagctcggtgctgctgctct
gctaaagctacagctacgctccggctctggcaagataggagcgtgctcaagctgaactgcagggcaggtgctgcgtacatcctctcgctactc
ctccccaaggcttgaggaggtggggactctgtgattatccacactttacagataagcaaactgaaaccaaaagtaacctctccaatgcccaca
gatgaatttaggtggcaggcctgagacttgtccctgagtctgcctgacagtggcctctgccgttattaatagcttgccccccacagcctcccactc
aaattgctggaggaattacccttcctcccttcctccaattcttccttcacccaccaagagccagaccccacctctgtttcaagagtgagccgctca
gctttggccaaccgtcctagcattttgatgcacttggcctgtccccctggtttccactctgtttttaaggaggcagcccctgtcccccaaatgcaccg
cctccaacaggctctgggactcatcttgccatctctattggcagcagagtggggagggagagagacagccagcttgtctgccatcactcacca
ctggatccccagggcccagcttggaaaactcacggacgatgctcagaaaaccggtgtaactcctgcagaacagccaggggcgtgggcag
ccgccctctctgtgcctcctgtaatgaaaatgggcgctagaggctcttttcctttgggaaaggtgaattactggcacagccacacgtctgagatag
tatttcaaaaagtaaggagtcactttttatattataaaactaacatatgcacagatagcaaatacagagaagggtaaagaaaagataactattg 
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cccataattctaccactttttaatattttagtatttttttctcacattttttctgtctttattttacatgttaggggttatcatttttctactgatatcatgaacattattt
cttatcataaagactcttttttttttttttaagagatcagagtctcactgttgcctaggctggagagtgcaatggtgcaatcatagctcactgcggtctctt
aattcctcagctcaagtgatcctcccacctcagttagtagctaggtctacaggtgcttgtcacgatgcccagctaaataaatccttttttttgaaaca
gggtctcactttgttgcccaggctggggtgcaatggtacaatcacagctcactgcagcatcgacctcctggtctcaagcgatcctcccaccccag
cctctcgagtagctgggactgcaggtgttcaccaccacacttggctaatttttgtaatttttgtattttttgtacagacagggttttgccatgttggcaag
gctggtctcaaactcctgggctcaagcaatcctcccatcttagcctcccaaaatgctagaatttacaggcatgagctaccacacctggccaaaa
aattcttaatacactttttttttggccacgtaatggtacactataaagctggcctggtgtgcctttctctatgctgatcacttgggttgtttctggctctcgta
gagagcgatgctccagacatctctgtgcacacagtggtcaggctctgcagaagttgccagtcgttgctacattctgcctttcaggggcactctggt
ggggaagataacttttccaagagcatcaaagaccagatatgtatgaggtggggagactcagaaagcccagataccacagctggaaaggcc
tcagagacccttaactgaggaaagggaggcccggagggcttatgtggcctaaccaaagatgcagcgcttcttagggaaggatacaagagg
gtgggcttagctgaagctcttggcatttagaacttcttggatcagcatccagcaccctcagaggctgtacctggggaggaggtacctctcttcctc
catttgacccaattctaaaccccctgtagcagtgacgtctgtcttcgtctcattccagtgcactttgtgaattctagagggctttcccagaaccaagg
aaggctgctctgcccacagcaggccttgggaatttaacctccctgggagcagcctcaatgagtgatgctctggaactgctgggtcagtagccc
agcccctggccccttggatgggatcatttgaagccctgttttctgcaccatttttcaagttccctggtggggctgagtctggttgcaaatcgtgaaag
ctgccctatagtacttttaccagctgcctccctttctctgtctcacttcctcattcccctcctgatgtcccctgcacttcccagatacactacttgcccctg
aatcttgccccttgaaccatcacaccctgggactaccccaggtgccactctgtttgttgtttctccgcctagaaggacgggcacccaggaagca
aaacgggagggcagggaagggagggtgttctggggaggcttgacaagaaacgaggcttttaaaagaaacagcagcaaagtgccaggcc
tgcaccagccagcttgagtcacactccagggactcagcaaagcttgtccaccttcctggtccaccctgggcctgtccatcctggagtgaccacc
gggcgtttccagtaaaaatcccttcacttcacttccgtcatctccgagtcaggcaaggtggtggaaaccggggaagacctcagcttcggagctg
ctggaatttgtgtgactcacgccctccagtggtcacttgacaaatgacatagggctcacggtctggggacttgagcttgttagggcctcagaacc
gggagggtcccaggaatgcctcttctcaatgccttcctttgacagctgagtggagtgaaggccccacaggacacgtgactcgccacgggaca
tgcacacacacaaatagagagtaagagccacgcccctgtgtttccttcacgtcccacctttatcatttgtgtcacatctgcatgcacctatactgtta
tttgcttaaacattttaccttaaactggctctctttaaaccttaaatatatttctaaaataaaatttttatcactttctgtgaggcggggcacacagtagga
actccgtctcctccttccatggccttgcacagagctggcaccagacactgacatggaggggagaacattcaaccccaggtaatcctcagctcct
accttgatctcagtttcccactctctcattgtcacctctccttgcccctgggtgtactcacctgtagcaaaatgggtaagcacacagtgggcgcaca
agtggggtccagtcaaggtctcagacctgggtcagtcctcagctttgccacttacaaactgagtgacattgagctggtcgctcaaactttctgtgtc
tcggtttccttattggtgaattggggatagtattataatagtacctgccacacaacgttgttggaggattaactgagataataaatggaaagcccag
ggcctggctgtatttatggagcaagcaccagagcaagtgcaagctgggactccagggttgtagccctgccaccacctgactgtgtggtcttgga
caagtcatttggctttgcttagcctcaatttccccatctataaaatggggctagtgatcattcccaccccataggactgttgtgtggattaaatgcttgg
tatgtttaagtgccttgctcagtaaacgttagctctgatcaattgtttttgtagaaaagccttcaaagttgctaacttccgagggctaactggatctgaa
ccatcttcacagcctggcatagaaacagatcaaatcaatccagtggaaaatcaattccaggataatgagcccaagacattcccgtgctgattg
ctgtcagcatggtgcctaggacagcctgggaaggcagggaggagggcatttctccacagcagcctcggaacctctatcgccaccctccggg
gggcccacctgtcccccgcctgcccttcaaggtgctctttgatttctccccagcagaattcacctgctgcatccatcatcagaagaggccaggaa
tgtggcctgctgggtgggcagggccaagaagaaggcagccgtgcaggcccaggaagccgtaggagacttgccaacctccaggaggggg
ccagccctggaccctgcagacaggcgctctggggagggtaccagaagctcactgtttgtcccggcttgaaggctgtttgctgtgtgaccttggtg
agtctcctaacctctgtgtatcatcacaatcattatcactatttttactctcctcctcttcctatttgccggttaagagaggattgggatagtggtcatggtt
atacaacattgtgaatattctaaaaaccattgcattttacactttaaaatagttaattggtaattttatgttatgtgaaatttattccaattaaaaattaaa
aatacatacatgaatttaatgttacaaagggagagagaggaccgggaatttaaaagcaggtgtttgtggtgggacggggacctgtctgagga
aggatacttcagaaggcaagtcctggcatccacttgctctttgtcaaaagggaaattgttactctctgactcccagcaaggataataaattcttact
tggctgactttttgctcaatggctcaaagcatttcttgtatctcgtttatttacttttatttttatcaccttttgtcacgagaaaagtcaggcccagagagaa
gtggcttttccaagatcacatggtaggtcagcagtgaagctgtgcctcgaacctgggacctttcaggctaaaggaaaccagaacatgccacgc
ccagatatgccgatatggcatcctgattatctccagctgaaggcatttgagaaagagcagctagagagagggctatctgaactgccctgtcctg
cctgcagcaagccataaacattccttggagaaagatgctttcccagcatcaagatgagaagataacttttatcagctcagagatggcaccaga
gccatctacaaatacaaacaaaccttgctatcctactccttagctcacttccacatgtttaccttctcacagcttgccacccctggaagcctacaac
tgcattcgtcttgtcacctttctcttctttctttctttctctctttcctttcctttcttttcctttcctttcctttcctttcctttcctttcctttcctttcctttcctttcctttcctttc
ctttcctttcctcctttccctcttttttttccttttttttttgagacaggctagggtgcagtggcgcgaccatagctctctgcagcctctaactcccagactca
attgatcctcccacctgatcctcctgagtagctaggactacagtagctgggcatgccagcatacccagctaatttattttcaatttttctgtagagatt
ggatctcactatgttgcccaggctggtctcgaactcctggcctcaagcaatctgcccacctcagcctcccaaattgctgggattccaggcatgaa
ccaccgtgcccagccatcttgtcactttctaaaatgcattgctcttcatggcagatgctccataagccagagttctaagccgcagcattgagttactt
tcactgaggcttctcctgcgtggtgtgcatcacagacattaacaaacttgcttttttttctctattattaatctgtcttttgttacagtgtctttcccaacaaat
aacttaagatgattgaggagaaattatatttccttcccagctggctaattccaaatgtgtcctcaagcctggtgcttggactcaaaccctgccacag
gtcaagaatgccacaccaagcagacgctgtgttagaggggcacctgaggtgacatgtttgacagatcacataactgaataactgcattttctga
aggaaaatcaacgaagtgctttgaggccaagtagatgggattcttgaggattccatgaatagcaaatagtagtatccccctcagaggctcttgg
gtgggggcattaaatgtgttaatacatgtgtttgctgcaggtatagccagaatatgtgaaagcagctacagggaatagagtgtagcaaactccta
atcatccctcaaaaccctgccctggtgtcctctcccttgtaaactttccttgaacaaggcagaaccagctacatcagcaccataccatccctccat
cactacagatatcactctgtactataattatccatttatttttctaggccttgcactccctaaggccaggattctgactctttccctgagtgctgtttacctg
aactgaaccggcatgaaccaccacgcccggccatcttgtcactttctaaaatgcattgctcttcgtggcagatgctccataagccagagctctaa
gccgcagcattgagccgcagcattgagctgaagcctgaagggaagatggctttgatatgttaaaactcattccagtttactcctatttttcattcatt
catccacacattcactcaacaaagatccttgagctctgatatccatgtcttttttgtggctcttagtttatctttgacaaagttaatatattatgctgaattt
aacttgggaaagacaagaaggaaatgagtggacagtggtagcaaagtgttgggacggtgagatcaagggtgactttttttccctttgcttctcaa
cttctccctaatgtagttgttattttacttttatgatggaaaaatgcatatgtatgggaatactgtatttcaggcattataaggaatgaaattataggccg 
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ggcattgtggctaacccttgtaatcctagcactttgagaggctgaagtgggcagatcacttgagcttcagagttcgagaccagcatggacaaca
tggtgaaacccagtctctaccaaaaacacaaaaatattagctgggtgtggtggtgcatgcctgtagtcccagctactcaggaggctgaggtgg
gaggatcgcttgagcctgggaggcagaagttgcaatgagcagagatcgtgccactccgctccagtcttggtgacagaatgagactccatctca
aaaataaataaataaataaaataaatgaaatgaaattataagaaattaccactttttcatgtaagaagtgatcatttccattataagggaaggaa
tttaatcctacctgccattccaccaaagcttacctagtgctaaaggatgaggtgttagtaagaccaacatctcagaggcctctctgtgccaatagc
cttccttcctttcccttccaaaaacctcaagtgactagttcagaggcctgtctggaataatggcatcatctaatatcactggccttctggaacctggg
cattttccagtgtgttccatactgtcaatattcccccagcttcctggactcctgtcacaagctggaaaagtgagaggatggacagggattaaccag
agagctccctgctgaggaaaaaatctcccagatgctgaaagtgaggccatgtggcttggccaaataaaacctggctccgtggtgcctctgtctt
agcagccaccctgctgatgaactgccaccttggacttgggaccagaaagaggtgggttgggtgaagaggcaccacacagagtgatgtaac
agcaagatcaggtcacccacaggccctggcagtcacagtcataaattagctaactgtacacaagctggggacactccctttggaaaccaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaagagacctttatgcaaaaacaactctctggatggcatggggtgagtataaa 
 
(CG unterstrichen, NFκB Bindungsstellen gelb unterlegt, tata Box grün unterlegt) 
 
6.1.2 Plasmid A549_NFκB 
 
Von der Firma Panomics (Fremont, USA) 

 
 
Plasmidsequenz 
 
von der Firma Panomics (Fremont, USA) 
 
ggtaccgagctcttacgcgtgctagcagatctgggtatataatggaagcttggcattccggtactgttggtaaagccaccatggaagacgccaa
aaacataaagaaaggcccggcgccattctatccgctggaagatggaaccgctggagagcaactgcataaggctatgaagagatacgccct
ggttcctggaacaattgcttttacagatgcacatatcgaggtggacatcacttacgctgagtacttcgaaatgtccgttcggttggcagaagctatg
aaacgatatgggctgaatacaaatcacagaatcgtcgtatgcagtgaaaactctcttcaattctttatgccggtgttgggcgcgttatttatcggagt
tgcagttgcgcccgcgaacgacatttataatgaacgtgaattgctcaacagtatgggcatttcgcagcctaccgtggtgttcgtttccaaaaagg
ggttgcaaaaaattttgaacgtgcaaaaaaagctcccaatcatccaaaaaattattatcatggattctaaaacggattaccagggatttcagtcg
atgtacacgttcgtcacatctcatctacctcccggttttaatgaatacgattttgtgccagagtccttcgatagggacaagacaattgcactgatcat
gaactcctctggatctactggtctgcctaaaggtgtcgctctgcctcatagaactgcctgcgtgagattctcgcatgccagagatcctatttttggca
atcaaatcattccggatactgcgattttaagtgttgttccattccatcacggttttggaatgtttactacactcggatatttgatatgtggatttcgagtcgt
cttaatgtatagatttgaagaagagctgtttctgaggagccttcaggattacaagattcaaagtgcgctgctggtgccaaccctattctccttcttcg
ccaaaagcactctgattgacaaatacgatttatctaatttacacgaaattgcttctggtggcgctcccctctctaaggaagtcggggaagcggttg 
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ccaagaggttccatctgccaggtatcaggcaaggatatgggctcactgagactacatcagctattctgattacacccgagggggatgataaac
cgggcgcggtcggtaaagttgttccattttttgaagcgaaggttgtggatctggataccgggaaaacgctgggcgttaatcaaagaggcgaact
gtgtgtgagaggtcctatgattatgtccggttatgtaaacaatccggaagcgaccaacgccttgattgacaaggatggatggctacattctggag
acatagcttactgggacgaagacgaacacttcttcatcgttgaccgcctgaagtctctgattaagtacaaaggctatcaggtggctcccgctgaa
ttggaatccatcttgctccaacaccccaacatcttcgacgcaggtgtcgcaggtcttcccgacgatgacgccggtgaacttcccgccgccgttgtt
gttttggagcacggaaagacgatgacggaaaaagagatcgtggattacgtcgccagtcaagtaacaaccgcgaaaaagttgcgcggagg
agttgtgtttgtggacgaagtaccgaaaggtcttaccggaaaactcgacgcaagaaaaatcagagagatcctcataaaggccaagaaggg
cggaaagatcgccgtgtaattctagagtcggggcggccggccgcttcgagcagacatgataagatacattgatgagtttggacaaaccacaa
ctagaatgcagtgaaaaaaatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccattataagctgcaataaacaagttaacaacaaca
attgcattcattttatgtttcaggttcagggggaggtgtgggaggttttttaaagcaagtaaaacctctacaaatgtggtaaaatcgataaggatcc
gtcgaccccgccaaccagatgatctgttctcccgccaaccagatgatctgttctcgatgcccttgagagccttcaacccagtcagctccttccggt
gggcgcggggcatgactatcgtcgccgcacttatgactgtcttctttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggcagcgctcttccgcttcctcg
ctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggat
aacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccg
cccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctgg
aagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcac
gctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggta
actatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggc
ggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcgga
aaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaag
gatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaa
ggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatca
gtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactccccgtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatct
ggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcg
cagaagtggtcctgcaactttatccgcctccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaac
gttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatc
ccccatgttgtgcaaaaaagcggttagctccttcggtcctccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagca
ctgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccg
agttgctcttgcccggcgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaa
aactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctg
ggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatat
tattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccg
aaaagtgccacctgacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgccagcgcc
ctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctccctttagggttccgattt
agtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgatagacggtttttcgccctttgacgt
tggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttttgatttataagggattttgccgattt
cggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttcccattcgccattcaggctg
cgcaactgttgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagcccaagctaccatgataagtaagtaatattaaggtacgggag
gtacttggagcggccgcaataaaatatctttattttcattacatctgtgtgttggttttttgtgtgaatcgatagtactaacatacgctctccatcaaaac
aaaacgaaacaaaacaaactagcaaaataggctgtccccagtgcaagtgcaggtgccagaacatttctctatcgata 
 
(CG unterstrichen, NFκB Bindungsstellen gelb unterlegt) 
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6.2 Ergänzende Abbildungen 
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Abb. 6.2.1: Zeitreihe der TNF-α Aktivierung 

A549 wurden mit mehreren Kopien der NFκB Bindungsstellen stabil transfiziert. Die Zellen 
wurden in einer Dichte von 50×104 Zellen auf eine 6-well Kulturschale ausgesät. Die Zellen 
wurden für 4h, 6h und 8 h mit 500 U/ml TNF-α aktiviert. Angegebenen sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung von fünf unabhängigen Experimenten. (* p≥0,05, ** p≥0,005, *** 
p≥0,001) Eine optimale Aktivierung erhält man nach achtstündiger Behandlung mit TNF-α. 
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Abb. 6.2.2: Western Blot Analyse von DNMT 1, DNMT 3a, DNMT 3b und Gadd45 α 
 

20 µg Protein der mit 5 µM Aza für 5 Tage, 20 nM TSA für 3 Tage, 200 U/ml IL-1β, 100U/ml 
IFN-γ, 500 U/ml TNF-α für 2 Tage, 250 µM NIO für 2 Tage und 1 mM DetaNO für 2 Tage 
behandelten Proben wurden mittels Western-Blot aufgetrennt und mit den Antikörpern Maus-
anti-human-DNMT 1, anti-DNMT 3a, anti-DNMT 3b und anti-Gadd45α inkubiert. Alle Werte 
wurden relativ zur unbehandelten Kontrolle, bezogen auf ß-Aktin, errechnet. N=3 *p≥0,05 
(Daten mit freundlicher Zustimmung aus der Diplomarbeit „Modulierende Effekte von 
Stickstoffmonoxid auf Expression, Aktivität und subzelluläre Lokalisation der DNA-
Methyltransferasen“ von Frau Dipl.-Biol. Christina Klaus, angefertigt in der Forschungsgruppe 
Immunbiologie,2008) 
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6.3 Ergänzende Methoden 
 

Für Abb. 4. 8: Gas-Chemilumineszenz 

Material 
Calciumchlorid (CaCl2) Sigma-Alderich, Taufkirchen 

Eisessig (konz. Essigsäure) Merck, Darmstadt 

Jodid (J2) Sigma-Alderich, Taufkirchen 

Kaliumdihydrogenphoshat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 

Kaliumjodid (KJ) Merck, Darmstadt 

L-Lysin (free base 95-97%) Sigma-Alderich, Taufkirchen 

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt 

Natriumnitrit (NaNO2)  Merck, Darmstadt 

Phenolrot Merck, Darmstadt 

RPMI 1640 Medium mod.  

(ohne L-Glutamin, Ca(NO3)2, L-Arginin) 

Biochrom, Berlin 

Tricine Sigma-Alderich, Taufkirchen 

Tris-Base Roth, Karlsruhe 

 
Methode 
Mittels der Gas-Chemilumineszenz lässt sich äußerst sensitiv und spezifisch Stickstoffmonoxid 

bestimmen (Cox 1980, Hampl et al. 1996). Dabei werden Lichtquanten gemessen, welche 

stöchiometrisch bei der Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Ozon frei werden. Die Probe wird 

zunächst durch eine Jodid/Trijodid-Reduktionslösung geleitet, wodurch zuerst aus Nitrit 

Nitrosiumionen (1) frei werden und anschließend mit Jodid (I -) weiter zu NO reagieren (2, 3).  

NO2
- + 2H+                 NO+ + H2O                     (1) 

NO+  + I-                    ONI                                 (2) 

2 ONI                        2 NO + I2                         (3) 

NO wird äquimolar aus Nitrit gebildet und ein konstanter Fluss an Helium erleichtert den Übertritt von 

NO in die Gasphase. Dem NO-Probengas wird Ozon zugesetzt, welches spezifisch mit NO zu 

Stickstoffdioxid reagiert, wobei 20 % in einen angeregten Zustand (NO2*) übergehen (4, 5). Diese 

Reaktion läuft sehr schnell ab (10-7 l  mol –1  s-1 bei RT ) (Hampl et al. 1996) und somit lassen sich 

auch schnelle Änderungen der NO-Konzentration erfassen. Die Energie des angeregten Zustandes 

kann durch Interaktion mit anderen Gasmolekülen oder als Photon (hv) abgegeben werden (6) 

(Hampl et al. 1996). 

NO + O3                    NO2* + O2                     (4) 

NO + O3                    NO2 + O2                       (5) 

NO2*                         NO2 + hv                        (6) 

Es wird dabei Licht im Rot- und Infrarotbereich (600 – 3000 nm) mit einem Emissionsmaximum bei 

1200 nm emittiert. Da höhere Stickoxide langsamer mit Ozon reagieren (Johnston et al. 1954), ist das 

emittierte Licht in einem großen Konzentrationsbereich linear proportional zum NO-Gehalt der Probe 

(Fontijn et al. 1970). Vor dem Detektor wird der Gasstrom durch eine 1 M Natriumhydroxidlösung  

(4 °C) geleitet, um Spuren von Jodid und Säure zu entfernen. 
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Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgt im Photoverstärker, welcher schwache Lichtsignale in 

elektrische Impulse umwandelt. Die Menge an Nitrit korreliert hierbei mit der Fläche des gemessenen 

Maximums, da die Höhe von anderen Faktoren, wie der Geschwindigkeit der Probeninjektion, 

abhängig ist (Marley et al. 2000). 

Die Chemilumineszenzreaktion von NO und Ozon ist temperaturabhängig (Gorimar 1985), daher 

müssen die vorgegebenen Temperaturen exakt eingehalten werden. 

Vor und während des Versuchs werden die Zellen in nitrat-freiem Medium (RPMI 1640 mod. (w/o 

Glutamin, w/o Arginin, w/o L-Lysin, w/o CaNO2, w/o Phenolrot), 1 mM Natriumpyruvat, 60 U/ml 

Penicillin-Streptomycin, 2 mM GlutaMax, 1 nicht essentielle Aminosäuren, 10 mM Hepes, 10 % FCS 

hq (Endotoxingehalt  0,45 ng/ml), 0,1 mg/ml Phenolrot, 400 mg/l CaCl2, 240 mg/l L-Arginin, 40 mg/l 

L-LysinHCl) kultiviert. Die Zellen werden mit PBS (4 °C) gewaschen und mit 350 µl Zell-Lyse-Puffer 

(50 mM Tris-HCl (pH 7,4). 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1 mM Neocuproine, 1 % Triton-X-100) 

lysiert. Anschließend werden die Proben kurz beschalt (3, 10 sec, auf Eis) und vor Lichteinfall 

geschützt auf Eis aufbewahrt um thermolytische und photolytische Prozesse zu verhindern. Es 

werden 100 µl der Probe in die Gas-Chemilumineszenz-Anlage (Jodid/Trijodid-Reduktionslösung, 45 

mM KJ, 10 mM J2, 1,5 ml H2O, 100 ml Eisessig) injiziert und die Fläche unterhalb des Maximums 

mittels des Eurochrom for Windows Programs ermittelt. Es wird zudem eine Standardkurve aus 

Natriumnitrat (50 nM, 100 nM, 150 nM, 200 nM, 1000 nM) erstellt, um die Konzentrationen in den 

Proben zu quantifizieren. Die Proteinkonzentration der Proben wurde parallel mittels des Protein Bio 

Rad-Assays bestimmt und die Probenwerte auf den Proteingehalt normiert. 

 

Für Abb. 6.2.2 Western Blot 
 
Material 
Antikörper Maus-anti-human-Dnmt 1 (monoklonal) Imgenex, USA 
Antikörper Maus-anti-human-Dnmt 3a (monoklonal) Imgenex, USA 
Antikörper Maus-anti-human-Dnmt 3b (monoklonal) Imgenex, USA 
Antikörper Maus-anti-human-Gadd45 α 
(monoklonal) 

Santa Cruz Biotechnology, 
USA 

Antikörper Ziege-anti-maus-HRP Pierce, USA 
Bicine Sigma, Deutschland 
Bis-Tris Roth, Deutschland 
NuPage 7% Tris-Acetat Gel 1.5 mm×10 well Invitrogen, USA 
NuPage Antioxidans Invitrogen, USA 
NuPage LDS Probenpuffer Invitrogen, USA 
NuPage Proben-reduzierendes Agens Invitrogen, USA 
SDS Roth, Deutschland 
 
Methode 
Die Kernextraktion erfolgte mithilfe des „Nuclear Extraction Kit I“ der Firma Epigentek (USA), welches 

nach Herstellerangaben verwendet wurde. 20 µl der Probe werden mit 5 µl NUPAGE LDS 

Probenpuffer und 2 µl Reduktionsmittel versetzt und für 10 min bei 70 °C denaturiert. Die Proben 

werden in ein 7 % Tris-Acetat Gel geladen und bei 40 mA für ca. 1,5 Stunden aufgetrennt. Beim 

Blotten wird das Gel mit einer Nitrozellulosemembran in einem entsprechenden Blot-Modul fixiert und 

die Proteine von einem Tris-Acetat Gel bei 30 V auf die Nitrozellulosemembran übertragen 



  Anhang 
   
 

  69 

(NUPAGE Transferpuffer: 30,6 g Bicine, 39,37 g Bis-Tris, 2,25 g EDTA ad 375 ml bidest. H2O; 20 × 

Tris-Acetat SDS Laufpuffer: 42 g Tricine, 28,4 g Tris, 4,7 g SDS ad 234,6 ml bidest. H2O). Das 

Blocken der unspezifischen Antikörper-Bindungsstellen erfolgt mit der Blocklösung TBS/T0,05% + 2 % 

BSA (ph 7,8) für 16 h bei 4°C (60 rpm). Die monoklonalen Antikörper Maus-anti-human-Dnmt 1, anti-

Dnmt 3b, anti-Dnmt 3a und anti-Gadd45 α werden 1:200 mit TBS/T0,05% + 0,5 % BSA (ph 7,8) 

verdünnt und für 1 h bei RT inkubiert. Anschließend wird die Membran 3 × mit TBS/T0,05% gewaschen. 

Der Zweitantikörper Ziege-anti-Maus-HRP wird 1:5000 mit TBS/T0,05% + 0,5 % BSA verdünnt und 1 h 

bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit werden die Membranen 2 × mit TBS/T0,05%  gewaschen 

und für 5 min bei RT mit der Substratlösung benetzt. Die densitrometrische Auswertung erfolgte mit 

Hilfe des Programms ImageJ. 

 
6.4 Ergänzende Graphiken 
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Abb. 6.4.1 DNA-Methylierungsreaktion mit Aza-substituierte DNA 
Mechnismus der DNA-Methylierung mit Aza-substituierter DNA was zu einem Methylgruppentransfer 
an N-5 von Aza führt und zur Formierung eines stabilen Dnmt-DNA-Komplex führt. (Liu et al. 2003) 
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7.2 Abbildungsverzeichnis 
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welche die Gentranskription behindern 
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Abb. 1.5:  Schematische Reaktion der NOS 

Abb. 1.6:  Struktur des humanen iNOS-Promotors 

 

3. Material und Methoden 

 

Abb. 3.1.1: Strukturformel von DetaNO (a.) und DeaNO (b.) 

Abb. 3.1.2: Strukturformel von 5-Aza-2`-deoxycytidine (a.) und Trichostatin A (b.) 

 

4. Ergebnisse 

 

Abb. 4.1:  Einfluss der Methylierunginhibitoren (Aza und TSA)auf die Zellproliferation 

Abb. 4.2:  Höchst/PI-Färbung nach Behandlung mit 5 µM Aza und 20 nMTSA 

Abb. 4.3:  Einfluss von NO auf die Zellproliferation 

Abb. 4.4:  Höchst/PI-Färbung nach Behandlung mit 1mM DetaNO 

Abb. 4.5:  Einfluss von Methylierungsinhibitoren und NO auf  

die iNOS-Promotoraktivität 

Abb. 4.6:  Einfluss von Methylierungsinhibitoren und NO auf die Aktivierbarkeit 

von NFκB 

Abb. 4.7:  Gleichzeitige Inhibition der Methylierung und der NO-Produktion führt zu  

einer stark erhöhten iNOS mRNA-Expression 

Abb. 4.8:  NO-Freisetzung nach Blockierung der Methylierung und  

unter Entzündungsbedingungen 
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Abb. 4.9:  Evaluierung der ESI-MC zur Feststellung der Methylierung 

Abb. 4.10: Etablierung eines DNA-ELISA zur Quantifikation  

des genomischen Methylierungsstatus 
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Abb. 4.12: Endogenes und exogenes Stickstoffmonoxid führen zu 
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Abb. 4.13: Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die DNA-Methylierung 
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Abb. 4.14: mRNA-Expression der Dnmt 1, Dnmt 3a, Dnmt 3b und Gadd 45α 

Abb. 4.15: relative DNMTs Aktivität in A549iNOS 
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5. Diskussion 

 

Abb. 5.1:  Mechanismus der DNA-Methylierung und mögliche S-Nitrosylierung 

des Thiols 

Abb.5.2:  Feedback-Regulationsmechanismus 

 

6. Anhang 

 

Abb. 6.2.1: Zeitreihe der TNF-α Aktivierung 

Abb. 6.2.2: Western Blot Analyse von DNMT 1, DNMT 3a, DNMT 3b und Gadd45 α 

(mit freundlicher Zustimmung aus der der Diplomarbeit „Modulierende Effekte 
von Stickstoffmonoxid auf Expression, Aktivität und subzelluläre Lokalisation 
der DNA-Methyltransferasen“ von Frau Dipl.-Biol. Christina Klaus, angefertigt 
in der Forschungsgruppe Immunbiologie,2008) 
 

Abb. 6.4.1: DNA-Methylierungsreaktion mit Aza-substituierter DNA 
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7.3. Abkürzungsverzeichnis 

 

A 

 AP-1  Aktivatorprotein 1 

 ATP  Adenosintriphosphat 

 Aza  5-Aza-2’-deoxycytidine 

B 

 BH4  Tetrahydrobiopterin 

 bp  Basenpaare 

 BSA  Rinderserumalbumin 

C 

 CLD  Chemilumineszenzdetektion 

D 

 DeaNO  2-(N,N-Diethylamino)-diazenolate-2-oxide dietylammoniumsalz 

 DetaNO (Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammoniumethyll)amino]diazen-1-ium-1,2-diolat 

DNA   Desoxyribonucleinsäure 

 DNMT  DNA-Methyltransferase 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

E 

EDTA  Ethylendinitriol-tetraessigsäure Dinatriumsalz-Dihydrat 

ELISA  Enzymgekoppelter Immunaborptionstest  

 eNOS  endotheliale NO-Synthase 

 EtOH  Ethanol 

F 

FCS  Fötales Kälber Serum 

H 

 HIV  humaner Immunschwächevirus 

I 

 IFN  Interferon 

 IκB  Inhibitor von NFκB 

 IL  Interleukin 

 iNOS  induzierbare NO-Synthase 

K  

kB  kilobasen 

kDa  Kilodalton 

L 

 LPS  Lipopolysaccharid 
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N 

 NFκB  Nukleärerfaktor κB 

 NIO  L-N-(Iminoethyl)-ornithin-dihydrochlorid 

 nNOS  neuronale NO-Synthase 

 NO  Stickstoffmonoxid 

 NOS  NO-Synthasen 

P 

 PBS  gepufferte Salzlösung 

 PCR  Polymerase Kettenreaktion 

PI  Propidiumiodid 

R 

RNA  Ribonukleinsäure 

ROS  Reaktive Sauerstoff-Spezies 

Rpm  Umdrehungen pro Minute 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute 

RT  Raumtemperatur 

S 

SAM  S-Adenosylmethionin 

SDS  Sodium Dodecyl Sulfat 

18s RNA ribosomale NA 

T 

 TBS  Tris-gepufferte Salzsäure 

 TNF  Tumornekrosefaktor 

 Tris  Trishydroxymethylaminomethan 

 TSA  Trichostatin A 

 Tween 20 Polyoxyethyensorbitan Monolaurat 
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