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ZUSAMMENFASSUNG

HPV-induzierte Genmethylierung von Cyclin A1 bei malignen Tumoren des Rachens

Kovacic, Alina Isabel

Humane Papillomaviren (HPV) sind für eine Vielzahl an Karzinomen verantwortlich. Insbeson-

dere HPV16 verursacht Kopf-Hals- sowie Zervixkarzinome. HPV16 besitzt zwei Onkogene, E6

und E7, welche hauptsächlich für die karzinogene Entartung der infizierten Zellen verantwortlich

sind. Zur Entartung tragen genetische und epigenetische Veränderungen bei. Eine wichtige

epigenetische Veränderung ist die Promotormethylierung. Es gibt Studien zum Tumorsuppressor-

gen Cyclin A1, welche auf eine HPV-assoziierte Methylierung hindeuten. In dieser Arbeit sind

benigne Humane Orale Keratinozyten (HOK) mit HPV16 E6E7 immortalisiert und kultiviert

worden. Die Expression von E6E7 in den HOK wurde mit einer Polymerase Kettenreaktion

(PCR) bestätigt. Es wurde, nach einer Bisulfit-Behandlung der DNA, anhand einer methylie-

rungsspezifischen PCR der Methylierungsstatus von Cyclin A1 bei den immortalisierten und den

gesunden HOK erschlossen. Mit einer reversen Transkriptase PCR wurde die Expression von

Cyclin A1 und der Methyltransferasen DNMT1, DNMT3a und DNMT3b der HOK gemessen.

Danach wurde eine für E6 bzw. E7 spezifische, partiell doppelsträngige, interferierende RNA

(miRNA) erstellt, um E6 und E7 einzeln hemmen zu können und damit zu eruieren, welches

Onkogen die HPV-assoziierte Methylierung bewirkt.

Die Bestimmung der Promotormethylierung und der Expression von Cyclin A1 konnte keine

vermehrte Methylierung/Expression bei den immortalisierten HOK zeigen. Allerdings konnte

eine erhöhte Expression der DNA-Methyltransferasen (DNMT) in den E6E7 positiven HOK

im Vergleich zu den gesunden HOK nachgewiesen werden. Die relative Quantifizierung der

PCR-Ergebnisse der DNMT ergab eine 6,8-fache Erhöhung der Expression von DNMT1, eine

2,75-fache Erhöhung der DNMT3b und eine 1,09-fache Erhöhung der DNMT3a.

In dieser Arbeit konnte eine erhöhte Expression der relevanten DNA-Methyltransferasen in

immortalisierten HOK nachgewiesen werden. Dies lässt eine vermehrte Methylierung von Genen

in diesen Zellen vermuten. Allerdings konnte in den Zellkulturen keine veränderte Cyclin A1

Expression oder Methylierung in den HPV16E6E7 positiven Zellen gezeigt werden. Dies deutet

auf Prozesse in vivo hin, welche in diesem Modell nicht nachgestellt wurden.
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Erklärung

Ich gebe hiermit die Erklärung ab, dass ich die Dissertation mit dem Titel:

HPV-induzierte Genmethylierung von Cyclin A1 bei malignen Tumoren des Rachens

in der Klinik:
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promovieren.

Außerdem gilt mein Dank Frau M. Menke, ohne sie wäre ich im Labor verloren gewesen. Ich
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Kapitel 1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie des Pharynx

Hinter der Mundhöhle liegt der Rachen, auch Pharynx genannt. Er ist 12-15 cm lang und ein

muskulärer Schlauch. Die wichtigsten Funktionen des Pharynx sind die Weiterleitung von

Atemluft und Nahrung. Um dies zu bewerkstelligen, sind im Pharynx wichtige Hilfsstrukturen

wie die Epiglottis und das Gaumensegel lokalisiert [3].

Der Schluckakt ist ein komplexer Vorgang. In diesem wird als erstes der vordere Bereich

des Pharynx über den Speisebrei gezogen, dabei wird der Passavant-Wulst gebildet, dieser

verhindert, dass Nahrung in den Nasopharynx gerät. Anschließend wird die Epiglottis auf den

Kehlkopfeingang gedrückt und somit ein Verschlucken verhindert. Nun wird die Nahrung weiter

in die tieferen Teile des Pharynx geschoben, bis diese im Ösophagus ankommt und die Peristaltik

einsetzt [3].

Die Gefäßversorgung des Pharynx wird vor allem durch Arteria pharyngea ascendes und Äste

der Arteria facialis gewährleistet, beide entspringen der Arteria carotis externa [50]. Die nervöse

Versorung erfolgt hauptsächlich durch Äste des Nervus vagus und des Nervus glossopharyngeus

[3]. Der Pharynx wird in drei Teile unterteilt: den Nasopharynx (auch Epipharynx genannt), den

Oropharynx (auch Mesopharynx genannt) und den Laryngopharynx (auch Hypopharynx genannt).

Die Anatomie ist in Abbildung 1 veranschaulicht. Im Nasopharynx befindet sich respiratorisches

Epithel, im Oro- und Laryngopharynx unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel [3].

Der Waldeyer-Rachenring gehört ebenfalls zum Pharynx, dieser ist Teil des mucosal associated

lymphoid tissue (MALT) [3]. Er besteht aus der Tonsilla pharyngealis (Rachenmandel), den

Tonsillae tubariae (Tubenmandeln), den Tonsillae palatinae (Gaumenmandeln), der Tonsilla

lingualis (Zungenmandel) und lymphatischem Gewebe in der Mukosa [3].

Im mittleren Abschnitt des Rachens liegt der Oropharynx, in ihm treffen Luft- und Speiseröhre

aufeinander [3]. Die Grenzen des Oropharynx werden gebildet durch: ventral die Gaumenbögen,

kranial das Gaumensegel und kaudal den Oberrand der Epiglottis. Die hintere Wand des Oropha-

rynx und das Gaumensegel werden aus unverhorntem Plattenepithel mit einer Lamina Propria

und Muscularis gebildet [39].

Die Tonsillae palatinae und die Tonsilla lingualis sind im Oropharynx lokalisiert. Jede Tonsille

der Tonsillae palatina besteht aus 10-30 Krypten. Dadurch wird die Oberfläche jeder Tonsille

auf ca. 300 cm2 erweitert. Die Krypten werden von unverhorntem Plattenepithel bedeckt. An

manchen Stellen der Tonsillen gibt es Follikel-assoziiertes Epithel, dort wird das Plattenepithel

von Lymphzellen infiltriert. Das Epithel wird durch Desmosomen und Keratin zusammengehalten.

Die Oberfläche ist an diesen Stellen sehr dünn und besteht nur aus einschichtigem Plattenepithel,

dies ermöglicht den Lymphozyten einen schnellen Zugang zum Lumen. Die Tonsilla lingualis

besteht ebenfalls aus Follikel-assoziiertem Epithel, allerdings sind dort die Krypten flacher [3, 39].

Durch Humane Papilloma Viren induzierte Karzinome sind fast ausschließlich im Oropharynx

lokalisiert [15, 44, 160].
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Kapitel 1 Einleitung

Abbildung 1: Pharynx im Mediansagittalschnitt

(Quelle: [139])

1.2 Neoplasien

Neoplasie ist das griechische Word für neues Wachstum und stellt eine abnormale und unkontrol-

lierte Proliferation von Zellen im Gewebe oder in Organen dar. Maligne (bösartige) Neoplasien

können benachbarte Strukturen infiltrieren und sich durch das lymphatische System oder das

Blut im Körper ausbreiten und Metastasen bilden [16]. Maligne Neoplasien werden auch als

Krebs bezeichnet. Die meisten malignen Neoplasien gehen von Epithelien aus und sind damit

definitionsgemäß Karzinome [68]. 70 % der bösartigen Neoplasien gehen von Drüsengewebe

aus (Adenokarzinome). 15 % sind Plattenepithelkarzinome, Urothelkarzinome und kleinzellige

Karzinome (häufig in der Lunge lokalisiert) [68]. Zudem können maligne Neoplasien aus dem

blutbildenden Knochenmark (z. B. Leukämie), lymphatischem Gewebe (Lymphome), Gliazellen

und aus Pigment bildenden Zellen (Melanome) entstehen. Zu den seltener auftretenden Krebs-

arten gehören noch die Sarkome und Mesotheliome [68]. Das Zentrum für Krebsregisterdaten

schätzt, dass 2012 ca. 478 000 Krebserkrankungen erstmalig diagnostiziert wurden. Das Zentrum

veröffentlichte ebenfalls, dass 51 % aller Männer und 43 % aller Frauen im Laufe ihres Lebens

an Krebs erkranken [68].
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Kapitel 1 Einleitung

1.3 Kopf-Hals-Karzinome

Nach ICD-10 werden bösartige Neubildungen der Lippe, der Mundhöhle und des Pharynx (C00-

C14) zusammengefasst. Zu den Kopf-Hals-Tumoren gehören ebenfalls bösartige Neubildungen

der Nasenhöhle und des Mittelohres (C30.-), bösartige Neubildung der Nasennebenhöhlen (C31.-)

und bösartige Neubildungen des Larynx (32.-) [116]. Sie sind, wenn die Inzidenzen der einzelnen

Karzinome zusammengezählt werden, nach dem GLOBOCAN 2012 die acht-häufigste Neuer-

krankung von malignen Neoplasien. 95 % der Kopf-Hals-Tumore sind Plattenepithelkarzinome

[86]. Männer sind ca. dreimal so häufig betroffen wie Frauen [116].

Die größten Risikofaktoren zur Entwicklung dieser Karzinome sind der Alkohol- und Tabak-

konsum [143]. Die dadurch verursachten Karzinome machen ca. 80 % der Kopf-Hals-Karzinome

aus [94].

Zigaretten verursachen oxidativen Stress [143] und dadurch Genmutationen. Kopf-Hals-

Karzinome waren die ersten Karzinome, bei denen eine Verbindung zwischen Mutationen des

Tumorsuppressorgens p53 und Tabakkonsum hergestellt werden konnte [143]. Das Benzopyren

war das erste entdeckte Karzinogen in Zigaretten, von dem ebenfalls ein Metabolit zu p53 Muta-

tionen führt [54]. Mittlerweile sind über 60 verschiedene Karzinogene in Zigaretten gefunden

worden. Prinzipiell sind die starken Karzinogene in geringeren Mengen in Zigaretten enthal-

ten als die schwachen. Zu den starken Karzinogenen gehören z. B. polyzyklische aromatische

Kohlenwasserstoffe, Nitrosamine und aromatische Amine, von diesen sind ca. 1-200 ng in einer

Zigarette enthalten. Zu den schwachen Karzinogenen gehören z.B Acetylaldehyde, Katechole

und Isoprene [16, 54].

Ein anderer großer Risikoaktor für Kopf-Hals-Karzinome ist der Alkoholkonsum. Es konnte

ein Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und Krebs in der Mundhöhle, im Pharynx, im

Larynx, im Ösophagus, in der Leber, im Dickdarm, im Rektum und bei Frauen in der Mamma

hergestellt werden. Der genaue karzinogene Mechanismus von Alkohol ist noch nicht vollständig

verstanden. Alkohol enthält an Karzinogenen z. B. Ethanol, Acetaldehyde, Aflatoxine und Ethyl-

Carbamat. Wobei Ethanol das stärkste Karzinogen ist. Allerdings gibt es nach dem bisherigen

Verständnis verschiedene Mechanismen, die für die Krebsentstehung wichtig sind. Zum einen

werden durch Acetaldehyde, welche die meisten Metabolite vom Ethanol darstellen, DNA-

Schäden verursacht. Zum anderen wird p450 2E1 und damit oxidativer Stress induziert, die

Östrogenkonzentration steigt an, es gibt Veränderungen im Folsäuremetabolismus und in den

DNA-Reparaturmechanismen. In der Kombination mit Zigarettenkonsum dient der Alkohol

zusätzlich als Lösungsmittel für die Toxine im Tabak [16, 99].

Ein weiterer Risikofaktor ist die Infizierung mit dem Humanen Papilloma Virus (HPV). Durch

HPV verursachte Karzinome sind nahezu ausschließlich im Oropharynx zu finden (siehe nächstes

Kapitel).

Zusätzlich zu den sporadisch auftretenden Tumoren gibt es ebenfalls hereditäre, diese treten

meist in jüngerem Alter auf. Zu den Erkrankungen, welche mit hereditären Tumoren einhergehen

3
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können, zählen z. B. die Fanconi-Anämie, das Bloom-Syndrom und die Xeroderma pigmentosum

[143].

1.4 Oropharynxkarzinome

1.4.1 Epidemiologie

Nach dem Globocan 2012 erkranken jährlich ca. 142 000 Menschen an Oropharynx- und Hy-

popharynxkarzinomen und ca. 96 105 Menschen versterben an der Diagnose. In den letzten

Jahren hat die Inzidenz der Oropharynxkarzinome zugenommen [60, 66, 122], was vor allem auf

einen Anstieg der HPV induzierten Karzinome zurückzuführen ist. In den Niederlanden wurden

Oropharynxkarziome auf HPV-DNA und p16 Expression untersucht, wobei p16 ein Zellzyklus

regulierendes Protein ist, welches regelhaft in HPV positiven Zellen überexprimiert wird [165].

So konnte zwischen 1990 und 2010 ein Anstieg von 5,1 % auf 29,0 % festgestellt werden [126].

Dieser Trend ist ebenfalls in anderen Regionen zu beobachten [45].

1.4.2 Risikofaktoren

Insgesamt können zwei verschiedene Risikogruppen unterschieden werden. Für die eine Gruppe

ist der größte Risikofaktor die HPV-Infektion, wobei nicht aus jeder Infektion ein Karzinom

entsteht. Für die andere Gruppe sind die größten Risikofaktoren der Tabakkonsum und exzessiver

Alkoholkonsum [153], das Erkrankungsalter für diese Gruppe liegt vorwiegend höher als 60

Jahre. Die HPV assoziierten Karzinome kommen eher bei jüngeren Menschen mit einem höheren

sozioökonomischen Status vor. Für die Infektion mit HPV ist der wichtigste Risikofaktor der

orale Geschlechtsverkehr. Dabei steigt die Inzidenz bei frühem ersten Geschlechtsverkehr und

bei Promiskuität [44, 74, 96].

Ebenso wie die Inzidenz der HPV induzierten Karzinome hat sich das Sexualverhalten der

Menschen geändert, so hatten 15 % der Männer, die vor 1930 geboren sind, in ihrem Leben

Oralsex und 54 % der Männer, die nach 1930 geboren sind; bei den Frauen sind es 13 % der vor

1930 geborenen und 69 % der jüngeren. In dieser Studie waren Länder weltweit (Argentinien,

Australien, Brasilien, Kanada, Kuba, Indien, Italien, Spanien, Polen, Puerto Rico, Russland und

die USA) mit einbezogen, wobei die Zahlen je nach Region sehr unterschiedlich sind [55].

In der HPV assoziierten Risikogruppe sind 84 % der Betroffenen Männer (in der anderen

sind es 76 %) [112]. Bei ihnen treten die Karzinome größtenteils an den Tonsillen und dem

Zungengrund auf. Allerdings sind bei Diagnosestellung häufig bereits Absiedlungen (Metastasen)

in den Halslymphknoten vorhanden [103]. Trotzdem haben die Patienten, deren Karzinome

durch eine HPV-Infektion entstanden sind, eine bessere Prognose und weniger Zweittumoren

[62].

4
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1.4.3 Stadien

Zur Einteilung des Stadiums von malignen Tumoren hat sich die TNM-Klassifikation etabliert.

In dieser steht im Allgemeinen das T für die lokale Tumorausbreitung des Primärtumors, das N

für den Lymphknotenbefall und das M für die Fernmetastasierung (nur 0 und 1). Eine genauere

Einteilung der TNM-Klassifikation bei Oropharynxkarzinomen ist in Tabelle 1 und 3 aufgeführt.

Bei den Oropharynxkarzinomen gibt es seit dem 01.01.2017 eine TNM-Klassifikation für HPV

positive Karzinome und eine für HPV negative. Zusätzlich wird noch die Differenzierung des

Tumors klassifiziert. Es gibt ”Grade” 1-4, wobei 1 für eine hohe Differenzierung der Zellen

steht und 4 für eine niedrige [16]. Die TNM-Klassifikation kann nach der UICC (Union for

International Cancer Control) zusätzlich in die Stadien I-IV zusammengefasst werden (siehe

Tabellen 2 und 4).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation von HPV1 (p16) positiven Karzinomen im Oropharynx (klinisch

und pathologisch)

T/N/M2-Stadium Definition

T0 Primärtumor unbekannt

T1 Tumor ≤2 cm

T2 Tumor >2 cm, aber ≤4 cm

T3 Tumor >4 cm

T4 Invasion benachbarter Strukturen (Knochen, Muskel, Halsweichteile,

Haut etc.)

NX regionale Halslymphknoten können nicht beurteilt werden

N0 keine Lymphknoten befallen

klinische Beurteilung der Lymphknoten

cN1 ein oder mehr ipsilaterale Halslymphknoten, keiner >6 cm

cN2 kontralaterale oder bilaterale Halslymphknoten, keiner >6 cm

cN3 Lymphknoten >6 cm

pathologische Beurteilung der Lymphknoten

pN1 Metastasen in ≤4 Halslymphknoten

pN2 Metastasen in mehr als 4 Halslymphknoten

M0 keine entfernten Metastasen

M1 es liegen entfernte Metastasen vor

1 Humanes Papillomavirus
2 tumor, node, metastasis

Quelle: [164]
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Tabelle 2: UICC1 Stadium von HPV2 (p16) positiven Karzinomen im Oropharynx (pathologisch

und klinisch)

T-Stadium3 N-Stadium M-Stadium UICC Stadium

pathologisch

T0, T1 oder T2 N0, N1 M0 I

T0, T1 oder T2 N2 M0 II

T3 oder T4 N0, N1 M0 II

T3 oder T4 N2 M0 III

Jedes T Jedes N M1 IV

klinisch

T0, T1 oder T2 N0, N1 M0 I

T0, T1 oder T2 N2 M0 II

T3 N0, N1 oder N2 M0 II

T0, T1 ,T2, T3 oder T4 N3 M0 III

T4 N0, N1, N2 oder N3 M0 III

Jedes T Jedes N M1 IV

1 Union for International Cancer Control
2 Humanes Papillomavirus
3 TNM: tumor, node, metastasis

Quelle: [164]

Tabelle 3: TNM-Klassifikation von HPV1 (p16) negativen Karzinomen im Oropharynx

T/N/M2-Stadium Definition

TX unbekannter Primärtumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor ≤2 cm

T2 Tumor >2 cm, aber ≤4 cm

T3 Tumor >4 cm oder Befall der lingualen Oberfläche der Epiglottis

T4a & b Invasion benachbarter Strukturen (Knochen, Muskel, Halsweichteile,

Haut etc.)

N0 keine Lymphknoten befallen

N1 ein solitärer Halslymphknoten ≤3 cm und ENE3 neg.

N2a solitärer ipsilateraler Halslymphknoten >3 bis ≤6 cm und ENE neg.

N2b multiple ipsilaterale Halslymphknoten ≤6 cm und ENE neg.

N2c bilaterale oder kontralaterale Halslymphknoten ≤6 cm und ENE neg.

N3a Halslymphknoten >6 cm und ENE neg.

N3b jeder Lymphknoten ENE pos.

M0 keine entfernten Metastasen

M1 es liegen entfernte Metastasen vor

1 Humanes Papillomavirus
2 tumor, node, metastasis
3 extranodal extension

Quelle: [164]
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Tabelle 4: UICC1 Stadium von HPV2 (p16) negativen Karzinomen im Oropharynx (pathologisch

und klinisch)

T-Stadium3 N-Stadium M-Stadium UICC Stadium

Tis N0 M0 0

T1 N0 M0 I

T2 N0 M0 II

T3 N0 M0 III

T1, T2, T3 N1 M0 III

T4a N0, N1 M0 IVA

T1, T2, T3, T4a N2 M0 IVA

Jedes T N3 M0 IVB

T4b Jedes N M0 IVB

Jedes T Jedes N M1 IVC

1 Union for International Cancer Control
2 Humanes Papillomavirus
3 TNM: tumor, node, metastasis

Quelle: [164]

1.4.4 Therapie und Prognose von Oropharynxkarzinomen

Therapie

Die Therapie ist unter anderem vom Stadium, von der Resektabilität des Tumors und vom

Wunsch des Patienten abhängig. Insgesamt sind die therapeutischen Möglichkeiten vielfältig

und jeder Fall gesondert zu betrachten. So ist als kurativer Ansatz eine Operation mit oder

ohne anschließender/vorangehender Radiochemotherapie möglich. Ebenso kann eine definitive

Strahlentherapie oder Radiochemotherapie angestrebt werden [97]. Metastasen sind meistens in

den zervikalen Lymphknoten zu finden, in dem Fall werden diese ebenfalls therapiert [116].

Ziel einer Operation ist eine R0-Resektion (eine vollständige Resektion des Tumors), mit

mindestens 5 mm Sicherheitsabstand im gesunden Gewebe. Dies kann je nach Lokalisation des

Tumors durch den Mund, also transoral, oder über eine Eröffnung des Pharynxschlauches von

außen (laterale Pharyngotomie) geschehen. Bei größeren operativ entstandenen Defekten im

Rachen werden diese meist mithilfe von Transplantaten (sog. Lappenplastiken) gedeckt und so

Form und Funktion des Rachens wieder hergestellt [50, 58]. Bei der früher häufiger propagierten

radikalen Neck-Dissection wurde sowohl das gesamte zervikale Fettgewebe der (möglicherweise)

betroffenen Halsregionen (Level) inklusive der darin enthaltenen Lymphknoten als auch der Mus-

culus sternocleidomastoideus, der Nervus accessorius und die Vena jugularis entfernt. Heute wird

bei Oropharynxkarzinomen, bei denen Lymphknoten mit betroffen sind bzw. mitbetroffen sein

könnten, meist eine selektive Neck-Dissection durchgeführt. In dieser werden die Lymphknoten

der Level entfernt, welche ausgehend vom bekannten Lymphabflussweg wahrscheinlich betroffen

sein könnten bzw. die anhand der präoperativen Bildgebung betroffen sind [157]. Neuerdings

gibt es die Transoral Robotic Surgery (TORS) als Alternative Behandlungsmethode im T1 oder

7
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T2 Stadium. Welchen Stellenwert die Therapie einnehmen wird, bleibt noch abzuwarten [70].

Chemotherapie ist die Gabe von zytotoxischen Medikamenten. Dies greift vor allem sich

schnell teilende Zellen an. Da Tumorzellen sich sehr schnell teilen, sind dies die Zellen, die von

der Zytotoxizität am stärksten betroffen sind. Chemotherapie kann mit Radiotherapie zusammen

eingesetzt werden, dadurch wird die Sensitivität für die Radiotherapie verstärkt. Außerdem kann

sie eingesetzt werden, um den Tumor vor der Radiotherapie oder einer Operation zu verkleinern.

Es können auch zwei oder drei Chemotherapeutika gleichzeitig eingesetzt werden, dies verstärkt

die Toxizität für den Tumor, aber auch die Nebenwirkungen. Als Chemotherapeutika bei Oro-

pharynxkarzinomen kann z. B. Cisplatin oder 5-Fluorouracil gegeben werden [97]. Schließlich

werden Chemotherapeutika auch als palliative Therapie eingesetzt.

Radiotherapie ist eine andere etablierte Behandlung von Karzinomen. Sie greift ebenfalls, wie

die Chemotherapie, sich schnell teilende Zellen an. Durch radioaktive Strahlung wird die DNA

von diesen Zellen geschädigt und der normale Reparaturmechanismus der Zelle wird behindert.

Es werden abgesehen von den Tumorzellen ebenfalls die sich schnell teilenden gesunden Zellen

geschädigt, in der Kopf-Hals-Region sind dies hauptsächlich die Speicheldrüsen und die orale

Mukosa. Die meisten Tumoren in der Region werden mit Photonen bestrahlt [77]. Normalerweise

wird ein Tumor im Oropharynxbereich mit ca. 2 Gy am Tag bestrahlt, an 5 Tagen pro Woche

[97]. Bei einer definitiven Strahlentherapie wird eine Strahlendosis von 70 - 72 Gy verwendet

[2]. Bei einer adjuvanten (post-operativen) Strahlentherapie hingegen 60 - 66 Gy [101].

Da Patienten mit HPV positiven Karzinomen häufig jünger und gesünder sind, wird eine

Deeskalation der Therapie diskutiert. Chemo- und Radiotherapie können vor allem bei den

jüngeren Patienten langfristig zu Komplikationen führen. Komplikationen der Radiochemothera-

pie sind z. B. Mukositis, Nierenversagen, Ösophagusstenosen, Muskelfibrosen und ein zweiter

Primärtumor [115, 70]. Wie bereits erwähnt, sprechen HPV positive Karzinome besser auf die

Radiochemotherapie an als HPV negative.

Die letzte zu erwähnende Therapiemöglichkeit sind die Biologicals. Biologicals sind Arz-

neimittel, deren aktive Form natürlicherweise in lebenden Organismen vorkommt. Sie können

entweder aus dem lebenden Organismus oder durch biochemische Verfahren gewonnen werden.

Sie können z. B., wie das Biological Nivolumab (ein monoklonaler PD1-Antikörper), das eigene

Immunsystem gegen den Krebs unterstützen [38].

Ein weiteres Biological ist das Cetuximab, ein EGFR-spezifischer Antikörper [86, 121].

Prognose

Neben dem TNM-Stadium ist der HPV- Status ein wichtiger prognostischer Faktor bei Oropha-

rynxkarzinomen [123].

Zur Zeit liegt die 5-Jahres-Überlebensrate nach Diagnose eines Kopf-Hals-Karzinoms bei

40-50 % [44]. Laut dem Robert Koch Institut lag die 5-Jahres-Überlebensrate für Frauen im Jahr

2013/2014 für Mundhöhlen und Rachenkarzinome bei 59 % und für Männer bei 48 %. Eine

Ursache der unterschiedlichen Überlebensrate ist, dass bei Frauen der Anteil der durch Alkohol-
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und Tabakkonsum induzierten Karzinome geringer ist [43]. In einer Studie zum Vergleich von

intensivierter Radiotherapie zu Radiochemotherapie lag insgesamt die 8-Jahres- Überlebensrate

bei HPV positiven Karzinomen bei 71 % und bei negativen bei 30 %. In diese Studie waren nur

Patienten im fortgeschrittenen Stadium eingeschlossen [110].

Insgesamt weisen HPV positive Karzinome bei gleicher Therapie eine bessere Prognose

als HPV negative Karzinome auf [160, 116]. In einer Metaanalyse zu HPV-DNA positiven

Oropharynxkarzinomen ist ein 28 % geringeres Risiko am Tumor zu sterben als bei HPV

negativen Tumoren nachgewiesen worden [119]. In einer anderen Studie wurde für HPV positive

Karzinome eine bessere krankheitsspezifische 5-Jahres-Überlebensrate (85,7 % gegen 11,1 %)

gezeigt. In dieser Studie sind alle Patienten mit einer Radiotherapie behandelt worden, teilweise

noch zusätzlich mit einer Chemo- oder Immuntherapie [89]. In einer Studie von Patienten, die

operiert worden sind, lag die krankheitsspezifische 5-Jahres-Überlebensrate bei HPV positiven

Karzinomen bei 91 % und bei HPV negativen bei 69 % [27].

Es gibt verschiedene Ursachen für die bessere Überlebensrate. HPV positive Tumore sprechen

besser auf die Therapie an, wahrscheinlich vor allem auf die Strahlentherapie. Die Immunantwort

bei der Radiotherapie bei HPV positiven Karzinomen ist durch die bessere Perfusion und

Oxygenierung besser als bei den HPV negativen [154]. Außerdem liegt bei HPV positiven

Karzinomen meist ein p53-Wildtyp vor. Sie sind damit weiterhin apoptosefähig und sogar

sensitiver für Apoptose durch manche Chemotherapeutika [92].

Bei Alkohol- und Zigarettenkonsum können durch genetische oder epigenetische Veränderung-

en präneoplastische Felder von Mukosazellen entstehen. Bei HPV positiven Karzinomen könnten

durch eine fehlende Feldkanzerisierung weniger Zweittumoren zustande kommen. Ebenfalls

könnten die geringeren Komorbiditäten Einfluss nehmen [74]. Für Oropharynxkarzinomen wurde

nachgewiesen, dass eine niedrige Expression des Onkogens EGFR (Rezeptor für den epidermalen

Wachstumsfaktor) und eine hohe p16 Expression mit einem guten Ansprechen auf Radio- und

Chemotherapie und guter Prognose einhergehen, während hohe EGFR Expression und Rauchen

eine schlechtere Prognose bedeuten [44, 74, 79]. In den letzten Jahren hat zwar die Inzidenz

der Oropharynxkarzinome zugenommen [60, 66], aber die Prognose hat sich verbessert. Beide

Umstände sind am ehesten auf eine Zunahme der HPV induzierten Karzinome zurückzuführen

[45, 66].

Primäre Prävention

2006 wurde ein Impfstoff gegen HPV16 und 18 und ein weiterer, der zusätzlich gegen HPV6 und

HPV11 (Verursacher von Genitalwarzen) schützt, zugelassen. Die Effektivität dieser Impfstoffe

zur Prävention von CIN (Zervikale intraepitheliale Neoplasie) 2 Läsionen oder höher liegt bei

ca. 99 % [28]. Die Ständige Impfkommission des Robert Koch Instituts empfiehlt seitdem die

Impfung von Mädchen zwischen 9 und 14 Jahren. Ab August 2018 wird die Impfung ebenfalls für

Jungen empfohlen. Inwieweit dieser Impfstoff auch vor HPV-induzierten Kopf-Hals-Karzinomen

schützt, ist noch nicht nachgewiesen. In Deutschland wird in einer S3-Leitlinie (Leitlinien
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sind Richtlinien für Ärzte zur Entscheidungsfindung) die frühzeitige Impfung aller Jungen und

Mädchen ab dem 9. Lebensjahr empfohlen. 2014 ist zusätzlich ein Impfstoff eingeführt worden,

welcher gegen 9 verschiedene HP-Viren schützt. So bietet er einen zusätzlichen Schutz gegen

die HP-Viren 31, 33, 45, 52, und 58 [72, 117].

1.5 Humane Papilloma Viren

HPV sind unbehüllte, doppelsträngige DNA-Viren und gehören zu der Familie der Papillomavi-

ridae. Sie synthetisieren zwei Kapsid-Proteine: late 1 (L1) und late 2 (L2) [108] und die Proteine

early 1 bis early 7 (E1-E7). Davon sind E5-E7 Onkoproteine, wobei E5 in der Karzinogenese im

Gegensatz zu E6 und E7 einen untergeordneten Stellenwert hat [37, 14]. Eine Beschreibung der

Funktionen der Proteine findet sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Funktionen der Proteine von HPV1

Protein Funktion

L21 enthält Epitope, welche die Immunantwort neutralisieren [33]

L2 Verkapselung der viralen DNA [33]

E31 Helikase (Replikation, Transkription) [91]

E2 Origin-Erkennungsprotein (bei der Replikation, Transkription) [91]

E3 unklar [33]

E4 Freisetzung von HPV aus der Zelle [33]

E5 interagiert mit Rezeptoren für Wachstumsfaktoren [33]

E6 Deaktivierung von p53, Aktivierung der Telomerase [33, 162]

E7 aktiviert Gene zur Zellproliferation, bindet an das Retinoblastomprotein [33, 156]

1 Humanes Papillomavirus
2 Late
3 Early

Es gibt mehr als 100 Subtypen von HPV [34]. Die Viren können in high-risk und low-risk

unterteilt werden [107]. Die WHO hat eine genauere Unterteilung vorgenommen:

• Gruppe 1, humankarzinogen: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

• Gruppe 2A, wahrscheinlich karzinogen: 68

• Gruppe 2B, möglicherweise karzinogen: 26, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85, 97

• Gruppe 3, karzinogenes Potential fraglich: 6, 11, 42, 44, 54, 62, 72, 81, 83, 84, 90, 91

Die low-risk-Typen verursachen meist nur Warzen und sind eher ungefährlich.

HPV infizieren die Basalzellen von Plattenepithel. Vor allem in den Tonsillen und der Zunge

sind die Basalzellen durch das Kryptenepithel oberflächlich gelegen, deshalb sind dort die

meisten HPV positiven Karzinome im Kopf-Hals-Bereich zu finden [15, 53, 137, 148]. In diesem

Bereich werden die meisten Karzinome von HPV16 verursacht [46].
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Bereits seit 1990 ist eine Assoziation zwischen HPV und Gabärmutterhalskrebs bekannt, dort

konnten sie in 90-100 % der Karzinome nachgewiesen werden [11]. Gebärmutterhalskrebs wird

meistens durch HPV16 oder 18 verursacht [11]. Es konnte eine Prävalenz von 5 - 20 %, bei

Frauen, welche von der Studie als passend für eine epidemiologische Kontrollgruppe befunden

wurden, festgestellt werden. Einbezogen wurden Frauen aus Spanien, Kolumbien, Brasilien,

Marokko, Paraguay, Philippinen, Thailand und Peru [11]. Neue HPV-Infektionen sind zunächst

gutartig. Um Gebärmutterhalskrebs zu entwickeln, ist eine persistierende HPV-Infektion Voraus-

setzung. Ohne eine persistierende HPV-Infektion ist das Risiko zur Entwicklung eine Karzinoms

extrem gering. Bei 5-10 % der infizierten Frauen kann eine Persistenz gezeigt werden, die Ent-

wicklung eines Karzinoms bei 3 % [138]. Dieser Prozess findet bei allen durch HPV verursachten

Karzinomen statt. Für Frauen über 35 Jahren wird seit Ende 2016 zur Sekundärprävention eine

Kombinationsuntersuchung (HPV-Test und zytologische Untersuchung) im Abstand von 3 Jahren

angeboten [87].

Außerdem wird HPV für Anal- und Peniskarzinome verantwortlich gemacht [108].

1.5.1 Nachweis von HPV

Da der HPV-Status eines Karzinoms Einfluss auf die Prognose und zukünftig evtl. auch auf die

Therapie besitzt, ist die Testung darauf von Bedeutung. Bis jetzt gibt es keinen Goldstandard.

Aktuelle Tests sind unterschiedlich im Bias und im Preis-Benefit-Verhältnis. Die Tests haben

unterschiedliche Ziel-Strukturen, diese sind z. B. HPV-DNA, HPV-RNA, virale Onkoproteine,

HPV spezifische Antikörper im Serum oder zelluläre Proteine. Zudem gibt es unterschiedliche

Methoden z. B. PCR oder in-situ Hybridisierung [163, 165]. Wichtig für die Aussagekraft ist,

dass die Präsenz von HPV detektiert wird, aber auch, dass das karzinogene Potential erfasst wird,

da nicht jede HPV-Infektion zu einem Karzinom führt [163].

Durch eine PCR (zur Funktionsweise der PCR siehe Kapitel 2.2.6) kann auch in Zellen mit

einer sehr niedrigen Viruslast HPV-DNA nachgewiesen werden, das Vorliegen der DNA ist aller-

dings nicht unbedingt klinisch relevant [86, 163]. Möglich ist deswegen eine quantitative PCR.

Bei einer hohen Viruslast wird öfter E6 und E7 exprimiert und damit ist die Entartungsgefahr

höher [163]. Es hat sich gezeigt, dass HPV gut durch eine PCR der E6 und E7 DNA oder mRNA

nachgewiesen werden kann [96, 155]. Die Bestimmung der E6 und E7 mRNA hat den Vorteil,

dass die klinische Relevanz direkt mit erfasst wird [163].

Eine weitere Nachweismethode ist die in-situ Hybridisierung. Bei dieser Methode wird eine

Sonde mit der spezifischen Ziel-DNA/RNA verbunden. Die Sonde sendet ein Signal aus (z. B.

Fluoreszenz) und kann dadurch detektiert werden. Diese Methode hat gegenüber der PCR

den Vorteil, dass sie besser bei in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben

funktioniert. Dadurch kann sie in den meisten Laboren besser angewendet werden [96, 163].

Unter einem Mikroskop kann die genaue Ausbreitung der HPV-Infektion gesehen werden, so

ist detektierbar, ob die HPV-Infektion nur in dem Tumorgewebe vorliegt oder auch in dem

umliegenden Gewebe [165]. Die in-situ Hybridisierung ist weniger sensitiv als die PCR. Da
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allerdings bei geringer Viruslast die klinische Relevanz nachlässt, ist dies kein großer Nachteil

[36, 163]. Mit dieser Methode kann ebenfalls entweder die HPV-DNA oder E6/E7 mRNA

nachgewiesen werden, wobei hier wieder die Vor- und Nachteile der Strukturen ähnlich zur PCR

bestehen [163].

Eine weitere Methode ist die immunhistochemische Färbung des Produktes des Tumorsup-

pressorgens CDKN2A/p16 (kurz p16). Infektionen mit high-risk HPV-Typen gehen signifikant

häufig mit einer p16ink4a Überexpression einher [76]. Bei diesem Verfahren werden spezifische

Antikörper benutzt, um p16 anzufärben. Hierdurch ist die Quantität und die Lokalisation er-

kennbar [51]. Dieses Verfahren funktioniert ebenfalls bei in Formalin fixierten und in Paraffin

eingebetteten Geweben und ist kostengünstig [86, 163]. Bei einer Erhöhung von p16 müssen,

im Gegensatz zum E6/E7 Nachweis, ebenfalls andere Ursachen in Betracht gezogen werden

[163]. Dieses Verfahren hat eine gute Sensitivität, aber eine schlechtere Spezifität. Deshalb ist

diese Methode vor allem für Oropharynxkarzinome geeignet, da dort häufig HPV16 Infektionen

vorliegen. Eine Kombination mit einem HPV-DNA Nachweis kann vor allem bei positivem

Ergebnis sinnvoll sein [96, 163, 165]. Die Bestimmung einer p16-Überexpression wird für

die neue TNM-Klassifikation vereinfacht zum Nachweis einer HPV-Ätiologie bei Karzinomen

herangezogen (siehe Kapitel 1.4.3).

1.5.2 Entstehung eines Karzinoms durch high-risk HPV

Nach erfolgter Infektion der Zelle kann es entweder zu einer latenten Infektion oder einer Per-

sistenz kommen. Bei bis zu 10 % der Bevölkerung kann HPV im oberen Hals-Rachen-Bereich

nachgewiesen werden. In den meisten Fällen wird das Virus innerhalb von neun Monaten vom

Immunsystem beseitigt [44]. Eine persistierende Infektion führt zu einer vermehrten Expres-

sion von E6 und E7, dadurch kommt es zu einer Aneuploidie und zur genetischen Instabilität.

Anschließend wird durch die Reparaturmechanismen der Zelle die HPV-DNA integriert. Ein

Schema der Pathogenese ist in Abbildung 2 zu sehen.

Im Genom gibt es instabile Positionen, die eher zu Brüchen im Chromosom neigen, und damit

einen Angriffspunkt für die Integration fremder DNA bieten. So gibt es eine hohe Korrelation

zwischen diesen bruchanfälligen Loki und den Stellen, an denen die HPV-DNA integriert

wird [161]. In einer Studie von Matzner et al. [98] wurde die Integration eines Vektors zur

Multirestistenz gegen Chemotherapeutika bei Brustkrebszellen unter Chemotherapie erforscht.

Dieser Vektor wurde an einem zufälligen Lokus in das Genom integriert, durch Selektion haben

sich aber nur bestimmte Positionen durchsetzen können. Es gibt eine signifikante Überschneidung

der Loki der Integration dieses Vektors, der bruchanfälligen Loki und der Loki, an denen die

HPV-DNA integriert wird (diese Positionen sind: 1p36, 1q21, 6q21, 9q34, 12q13 und 13q22).

Deshalb kommen Wentzensen et al. zu dem Schluss, dass nach der Integration der HPV-DNA

eine Selektion stattfindet. Die Zellen, bei denen die Integration an besonders guten Positionen

stattgefunden hat, haben eine höhere Expression von E6 und E7 und vermehren sich besser als

die anderen Zellen [175, 161].
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Abbildung 2: Schema zur high-risk HPV vermittelten Pathogenese

(eigene Übersetzung, Quelle: [175], genehmigt von Oxford University Press )

1.6 Epigenetik

Epigenetik ist die Veränderung in der Expression von Genen ohne eine Änderung der Ami-

nosäuresequenz. Epigenetische Prozesse sind wichtig für die Entwicklung und Differenzierung,

finden aber ebenfalls bei erwachsenen Menschen statt, entweder durch Zufall oder durch den

Einfluss der Umgebung. Sie geben dem Genom die Möglichkeit sich anzupassen [65]. Ebenso

kann die Epigenetik Einfluss auf die Entstehung von Karzinomen nehmen.

Die Möglichkeiten der Tumorentstehung sind im Allgemeinen vielfältig. Onkogene und Tu-

morsuppressorgene sind dabei häufig in die Entstehung involviert. Bei den Onkogenen kann eine

vermehrte Expression zur Karzinomentstehung beitragen und bei den Tumorsuppressorgenen

eine verminderte oder gar vollständig fehlende [75]. Nach der Two-Hit-Hypothese von Knudson

müssen beide Gene eines Tumorsupressorgens betroffen sein, um einen Ausfall zu erwirken. Dies

kann entweder durch einen familiären Gendefekt der Fall sein, durch eine zufällig auftretende

Mutation oder durch epigenetische Prozesse. Ist bereits vorher eines der Gene geschädigt, hat

ein Verlust des zweiten Gens unmittelbare Konsequenzen [57].

Epigenetische Veränderungen können z. B. durch Methylierung der Promotorregion oder durch

eine Modifikation der Histone geschehen. Histone können durch Acetylierung, Phosphorylierung,

Methylierung und Ubiquitinylierung modifiziert werden. Es gibt zwei verschiedene Theorien zur

Funktionsweise der Histonmodifizierung. Eine Theorie besagt, dass sie die Chromatinstruktur

direkt beeinflusst und die andere, dass sie eine besondere Oberfläche zur Interaktion mit anderen

Proteinen schafft [8].

1975 wurden erstmals zwei unabhängige Artikel veröffentlicht, in denen postuliert wurde, dass

die Methylierung von Cytosin in CpG-Inseln eine epigenetische Veränderung in der Säugetier-
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DNA darstellen könnte und dass dies zum Gene-Silencing führen könnte [59, 127]. Nach

heutigem Kenntnisstand findet bei dieser Art der epigenetischen Veränderung eine Methylierung

der Promotorregion statt. Die Promotorregion liegt vor dem Transkriptionsstart eines Gens,

dort sind Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Inseln (CpG-Inseln) lokalisiert. Diese weisen einen CG

Gehalt von über 55 % auf und umfassen mindestens 200 Basenpaare (bp) [147]. Wird diese

Region methyliert, wird das Gen vermindert oder gar nicht mehr exprimiert, dies wird auch

Gene-Silencing genannt [19].

Ebenso gibt es CpG-Dinukleotide, welche nicht in CpG-Inseln liegen. Diese sind normaler-

weise überwiegend methyliert. Bei einem Karzinom ist dies nicht der Fall: Die CpG-Inseln, die

normalerweise nicht methyliert sind, sind häufiger methyliert und die CpG-Dinukleotide sind

seltener methyliert (siehe Abbildung 3) [57].

Abbildung 3: DNA-Methylierung und Karzinome

”Das Diagramm zeigt eine repräsentative Region der genomischen DNA einer normalen Zelle. Die

gezeigte Region enthält wiederholungsreiches, hypermethyliertes, perizentromeres Heterochromatin und

ein aktiv transkribiertes Tumorsuppressorgen (TSG), assoziiert mit einer hypomethylierten CpG-Insel

(angezeigt in rot). In Tumorzellen wird wiederholungsreiches Heterochromatin hypomethyliert und

das trägt zu einer genomischen Instabilität, welche ein Kennzeichen von Tumorzellen darstellt, durch

erhöhte mitotische rekombinative Ereignisse bei. De novo Methylierung von CpG-Inseln erscheint auch

in Karzinomzellen und kann in der transkriptionellen Ausschaltung von wachstumsregulierenden Genen

resultieren. Diese Veränderungen in der Methylierung sind frühe Ereignisse in der Tumorgenese.“

(eigene Übersetzung, Quelle: [129], genehmigt von Springer Nature)

1.7 Genetische und epigenetische Veränderungen bei

Oropharynxkarzinomen

Es gibt verschiedene bekannte genetische Mutationen, die häufig zur Entartung der Zelle beitra-

gen. Die wichtigsten betreffen die Signaltransduktionswege von p53, von Retinoblastom-Protein,
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von EGFR oder von PI3K-PTEN-AKT [86]. Es gibt mehrere etablierte Krebs-Gene zur Entste-

hung von Kopf-Hals-Karzinomen. Diese können in Tumorsupressorgene und Onkogene unterteilt

werden. Die bekannten Tumorsuppressorgene sind nach Leemans et al. [86]: CDKN2A/p16,

PTEN, TP53 und SMAD4. Zu den bekannten Onkogenen gehören: PIK3CA, EGFR, MET und

CCND1. Ebenso gibt es bekannte epigenetische Veränderungen bei den Kopf-Hals-Karzinomen.

Es konnten vermehrte Metyhlierungen in den Promotorregionen von MGMT, CDKN2A/p16,

DAPK, TIMP3, CDH1, RASSF1, Cyclin A1 und MLH1 in verschiedenen Studien nachgewiesen

werden [158, 95, 128, 140, 152].

1.7.1 Veränderungen durch HPV

Vor allem die Onkoproteine E6 und E7 führen zu relevanten Veränderungen. E6 führt zusammen

mit der in der Zelle vorliegenden Ubiquitinligase E6AP zu einer Deaktivierung und zum Abbau

von p53, welches den Zellzyklus reguliert (siehe Abbildung 4) [162, 165]. p53 ist bei HPV

positiven Karzinomen im Gegensatz zu den HPV negativen Karzinomen als Wildtyp vorhan-

den [79]. Zusätzlich erhöht E6 die humane Telomerase-Aktivität (in der Abbildung hTERT)

und ermöglicht der Zelle somit ein längeres Leben [162, 165]. E7 bindet an Inhibitoren der

cyclinabhängigen Kinase und beeinflusst die Expression von p16.

CDKN2A/p16

p16 wird ebenfalls p16ink4a oder Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) genannt. Es

ist ein Tumorsupressorgen, welches die Cyclin dependet Kinase 4A inhibiert. So verhindert p16

in der gesunden Zelle den Übergang von der G1 in die S-Phase im Zellzyklus. Bei einer aktiv

mit HPV infizierten Zelle bindet E7 an pRB, wodurch E2F und dadurch p16 vermehrt exprimiert

werden (siehe Abbildung 4) und es der Zelle ermöglicht wird, in die S-Phase überzugehen [82,

156]. Durch diese vermehrte Expression kann p16 zur Diagnostik herangezogen werden, ob

Karzinomzellen aktiv mit HPV infiziert sind [82, 165]. Es konnte nachgewiesen werden, dass

die p16ink4a Expression mit der HPV-Viruslast korreliert [74]. HPV16 und 18 gehen signifikant

häufig mit einer vermehrten p16 Expression einher [76].

1.7.2 Veränderungen bei HPV positiven und negativen Karzinomen im Vergleich

Bei den Oropharynxkarzinomen gibt es die durch HPV verursachten Karzinome und die durch

Noxen verursachten. Karzinome, die durch Alkohol- und Zigarettenkonsum entstehen, entarten

durch eine Ansammlung von Replikationsfehlern. Dadurch können Tumorsuppressorgene deakti-

viert und Onkogene aktiviert werden und es kann zu einem Verlust der kontrollierenden Faktoren

des Zellzyklus kommen (siehe Abbildung 4). Durch die unterschiedliche Genese dieser Tumore

gibt es große genetische Differenzen (siehe Tabelle 6). So ist bei HPV negativen Tumoren

p53 meistens mutiert, wobei es bei den HPV positiven zwar durch E6 herunter reguliert wird,

jedoch noch in seiner Wildtyp-Form vorliegt [46]. Bei den Noxen assoziierten Karzinomen

wird p16ink4a vermindert und EGFR, Survivin und Cyclin D1 vermehrt exprimiert. Insbesondere
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Abbildung 4: Karzinomentstehung durch HPV und durch Noxen

”
a Nicht HPV assoziierte Karzinogenese und Kontrolle des Zellzyklus durch p16 und p53

b HPV assoziierte Karzinogenese und Deregulation des Zellzyklus durch die viralen Onkoproteine

HPVE6 und HPVE7”

(Quelle: [165], genehmigt von Springer Nature)

die verminderte Synthese des antiproliferativ wirkenden p16ink4a ist ein frühes Ereignis in der

Noxen assoziierten Genese. Bei den HPV assoziierten wird pRb vermindert und p16ink4a, p14,

p21 vermehrt exprimiert [74, 79, 96].

1.8 Cyclin A1

Die Proteine Cyclin A1 und Cyclin A2 sind beteiligt an der Regulation des Zellzyklus. Sie

binden beide unter anderem an die Cyclin-dependet Kinase 2 (CDK-2). Die CDK-2 initiiert

die DNA-Replikation [26]. Cyclin A1 kontrolliert bedeutende Punkte im Zellzyklus. Während

des regulären Zellzyklus herrscht in der G0-Phase in der Zelle eine niedrige Konzentration der

Cyclin A1 mRNA, in der S-Phase und G2/M dagegen eine hohe, wodurch die DNA-Synthese in

Säugetierzellen ermöglicht wird [64, 48]. Außerdem interagiert Cyclin A1 mit E2F-1 und Rb,

welche im Zellzyklus ebenfalls eine wichtige Funktion innehaben [170]. Somit ist Cyclin A1 ein

wichtiges Tumorsupressorgen. In gesunden Zellen wird Cyclin A1 im Hoden vermehrt exprimiert,

es ist aber auch in den meisten anderen Geweben vorhanden [170, 26].

Bei Zervixkarzinomen konnte bei integrierter HPV-DNA eine gesteigerte Methylierung der

Promotorregion nachgewiesen werden [168], dort korrelierte der Cyclin A1 Status mit der Invasi-
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Tabelle 6: Gegenüberstellung der Veränderungen von HPV1 positiven und negativen Karzinomen

HPV positive Karzinome HPV negative Karzinome

HPV16 DNA ↑

E6 & E7 ↑ [165]

p53 Wildtyp [46] mutiert [46]

p16ink4a ↑ [74, 79, 96] ↓

EGFR2 ↑ [74]

Survivin ↑ [74]

Cyclin D1 ↑[74]

pRb3 ↓ [74]

p14 ↑ [74, 79, 96]

p21 ↑ [74, 79, 96]

E2F ↑ [156]

1 Humanes Papillomavirus
2 Epidermal Growth Factor Receptor
3 Retinoblastom-Protein

vität [73]. Santopietro et al. konnten eine gesteigerte Expression von Cyclin A als unabhängigen

Risikofaktor von high-risk HPV Karzinomen bei Zervixkarzinomen feststellen [135]. In einer

anderen Studie ist bei HPV16 infizierten Zervixkarzinomzellen eine verminderte Expression von

Cyclin A1 festgestellt worden [20].

Von Yang et al. konnte eine vermehrte Promotormethylierung von Cyclin A1 bei malignen

Tumoren gezeigt werden. Eingeschlossen in die Analyse waren Kopf-Hals-Karzinome, nicht-

kleinzellige Lungenkarzinome, kolorektale Karzinome, nasopharyngeale Karzinome, Blasenkar-

zinome und hepatozelluläre Karzinome [169]. Für Mundhöhlenkarzinome hingegen wurde eine

inverse Korrelation der Cyclin A1 Methylierung und dem histologischen Grad gezeigt [140].

Tokumaru et al. [149] wiesen nach, dass die Promotorregion von Cyclin A1 in Kopf-Hals-

Tumoren mit einem p53 Wildtyp vermehrt methyliert vorlag, allerdings ist in dieser Studie der

HPV-Status nicht berücksichtigt worden. Bei HPV16 positiven Oropharynxkarzinomen wurde

von mehreren Arbeitsgruppen eine vermehrte Promotormethylierung von Cyclin A1 festgestellt

[24, 158, 136], wobei dies unabhängig vom Vorliegen einer p53-Mutation war [71].

Bei HPV16 positiven Kopf-Hals-Karzinomen konnte jedoch auch eine Erhöhung der Ex-

pression von Cyclin A1, welche insbesondere mit der Expression von p16 (ein CDK-Inhibitor)

korrelierte, nachgewiesen werden. Unabhängig vom HPV-Status bedingte die vermehrte Syn-

thetisierung von Cyclin A1 ebenfalls eine geringere Rezidivrate. Außerdem wiesen gutartige

Tonsillentumoren eine inverse Korrelation der Cyclin A1 Expression zum Alter auf [159].

1.9 DNA-Methyltransferasen

DNA-Methyltransferasen (DNMT) katalysieren eine Reaktion, in der eine Methyl-Gruppe von

S-Adenosyl-Methionin an eine CpG-Insel transferiert wird [134].
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Abbildung 5: Katalysemechanismus und Struktur der DNA (Cytosin-5)-Methyltransferase

”
Die Protonation von der N3-Position wird vermittelt von dem hochkonservierten ENV Tripeptid in motif

VI. Die Base, die das 5-Proton nach dem Methyltransfer absorbiert, ist nicht in allen Fällen bekannt.”

(eigene Übersetzung, Quelle: [9], genehmigt von Oxford University Press)

Dies führt zum bereits erwähnten Gene-Silencing. So können DNMT zur Karzinogenese

beitragen und sind Gegenstand aktueller Forschungen [144]. Es gibt vier bekannte DNMT in

Säugetieren: DNMT1, DNMT3a, DNMT3b und DNMT3L. Die DNMT1 ist für den Erhalt von

bestehenden Methylierungsmustern der DNA verantwortlich, für das genomische Imprinting

sowie für die Inaktivierung des X-Chromosoms [142]. Sie ist ubiquitär vorhanden und wird vor

allem in proliferierenden Zellen vermehrt exprimiert [131]. Bei HPV16 positiven Karzinomen ist

eine erhöhte Expression von der DNMT1 in Zervixkarzinomzellen (SiHa) nachgewiesen worden

[20]. Sie bildet zudem einen Angriffspunkt für E7 von HPV16, die CR3 Zinkfingerdomäne von

E7 kann an die DNMT1 binden und die Aktivität erhöhen [17]. In einer anderen Studie ist gezeigt

worden, dass E6 von HPV16 in Zervixkarzinomzellen die DNMT1 über p53 reguliert [172].

Die DNMT3a und die DNMT3b sind für die Etablierung neuer Methylierungsmuster zuständig

[6]. Sie spielen beide eine wichtige Rolle sowohl in der normalen Entwicklung als auch bei der

Entwicklung von Krankheiten. Die DNMT3b methyliert außerdem Satelliten-DNA bei den Zen-

tromeren [114]. Die DNMT3L übt ihre Funktion hauptsächlich bei der mütterlichen genomischen

Prägung aus [13]. Es gibt viele andere Karzinome, in denen bereits eine vermehrte Expression der

DNMT nachgewiesen wurde [144]. Robertson [130] hat die These aufgestellt, dass DNMT mit

vielen anderen Proteinen interagieren, diese können sie davon abhalten, bestimmte Regionen zu

methylieren, oder aber sie von den Regionen weg titrieren. Zu den Proteinen, die mit der DNMT1

interagieren, zählt er z. B. Annexin V [113], p23 [174], Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen [22],

Histon-Deacetylase 1 [41] und Histon-Deacetylase 2 [132].
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1.10 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob in mit HPV16 E6/E7 immortalisierten Humanen

Oralen Keratinozyten die Methyltransferasen vermehrt exprimiert werden und ob es einen

Zusammenhang zwischen dem Cyclin A1 Methylierungsstatus und der Expression gibt oder ob

Cyclin A1 trotz einer Promotormethylierung vermehrt exprimiert wird.

Dazu werden zuerst HOK mit HPV16 E6 und E7 immortalisiert und mit Hilfe einer real-

time-PCR die Synthese von E6 und E7 überprüft. Ist dies geschehen, werden die Expression der

Methyltransferasen, der Methylierungsstatus von Cyclin A1 und die Expression von Cyclin A1

zwischen den E6/E7 positiven und den E6/E7 negativen HOK gemessen. Dadurch sollen folgende

Fragen beantwortet werden:

1. Führt die HPV-bedingte Immortalisierung (der HOK) zur vermehrten Methylierung von

Cyclin A1?

2. Führt die HPV-bedingte Immortalisierung (der HOK) zu Änderungen der Expression von

Cyclin A1?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen Methylierung und Expression von Cyclin A1, speziell

in Abhängigkeit einer HPV-Infektion?

4. Führt eine HPV-bedingte Immortalisierung zu einer vermehrten Expression einer oder mehre-

rer Methyltransferasen?

Wird ein signifikanter Unterschied festgestellt, werden in einem nächsten Schritt die E6/E7

positiven HOK mit E6-miRNA und E7-miRNA transfiziert, um einen selektiven knock-down zu

erreichen. Diese Arbeit endet mit der Herstellung der miRNA.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Die folgenden Zelllinien entstammen der American Type Culture Collection (Manassas, Virginia,

USA).

Zelllinie Zelltyp/Entnahmeregion

A549 alveoläre Basalzellen eines Adenokarzinoms der Lunge,

Human

CaSki Epidermoidkarzinom der Zervix, Human

HeLa Adenokarzinom der Zervix, Human

U937 Pleuraerguss bei histiozytärem Lymphom, Human

PA317 LXSN 16 E6/E7 Fibroblasten, Mausembryo
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Die folgende Zelllinie ist von ScienCell Research Laboratories (Carlsbad, CA, USA).

Zelllinie Zelltyp/Entnahmeregion

Humane Orale Keratinozyten orale Mukosazellen, Human

2.1.2 Zellkulturmaterialien

Hersteller Produktname

American Type Culture Collection,

Manassas, Virginia, USA

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM)

RPMI 1640 Medium

Greiner bio one, Frickenhausen CELLSTAR Filter Top Zellkulturflasche, T25

CELLSTAR Filter Top Zellkulturflasche, T75

Merck Millipore, Darmstadt G 418 Sulfate, Cell Culture Tested

Polybrene Infection/Transfection Reagent

PAA Laboratories GmbH, Cölbe FCS Gold

Accutase

PanReac AppliChem, Darmstadt Ethanol absolute

Sarstedt AG & Co., Nümbrecht Filtropur S 0.45

TC-Flasche T25, Cell+, PE Vented Cap

TC-Flasche T75, Cell+, PE Vented Cap (gelb)

ScienCell Research Laboratories,

Carlsbad, CA, USA

Poly-L-Lysin

Oral Keratinocyte Medium (OKM)

- eine Flasche enthält 500 mL Basalmedium

- 5 mL oral kertinocyte growth supplement

- bei Bedarf: 5 mL Penicillin/Streptomycin

Merck Millipore, Darmstadt Dimethylsulfoxide (DMSO)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA

Lennoy LB Broth Base

LB Agar
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2.1.3 Kits

Firma Produktname

Qiagen, Hilden EpiTect Bisulfite Kit

Rneasy Mini Kit

QIAamp DNA Mini Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA

SuperScript II Reverse Transcriptase

Block-iT Pol II miR RNAi Expression Vector Kit with

EmGFP

PureLink® HQ Mini Plasmid Purification Kit

2.1.4 PCR- und Sequenzierungs-Materialien

Firma Produktname

GE Healthcare, München Sephadex G 50

Merck Millipore, Darmstadt 96-Well MultiScreen-HV 0,45 µL Platte

MultiScreen96 PCR Filter-Platte

S7821, CpGenome Universal Methylated DNA

S7822, CpGenome Universal Unmethylated DNA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

TaqMan® Universal PCR Mastermix

Purelink HQ Plasmid Pur. Kit

MicroAmp Optical 384-Well Reaction Plate with Bar-

code

Optical Adhesive Cover
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2.1.5 Primer und Sonden

Alle Primer und Sonden wurden von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) bezogen

und bei -20 ◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die TaqMan-Sonden waren am 5’-Ende

mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM und am 3’-Ende mit dem Quencher TAMRA gelabelt und

wurden möglichst vor Lichteinstrahlung geschützt. Die Primer waren in H2O aufgelöst, sodass

sie eine Konzentration von 100 µM hatten.

Primer und Sonden Sequenz

HPV16E6 forward Primer 5’-CTG CAA TGT TTC AGG ACC CA-3’

HPV16E6 reverse Primer 5’-TCA TGT ATA GTT GTT TGC AGC TCT

GT-3’

HPV16E6 TaqMan Sonde 5’-AGG AGC GAC CCG GAA AGT TAC CAC

AGT T-3’

HPV16E7 forward Primer 5’-AAG TGT GAC TCT ACG CTT CGG TT-3’

HPV16E7 reverse Primer 5’-GCC CAT TAA CAG GTC TTC CAA A-3’

HPV16E7 TaqMan Sonde 5’-TGC GTA CAA AGC ACA CAC GTA GAC

ATT CGT A-3’

cDNA CCNA1 forward Primer 5’-GCA CCC TGC TCG TCA CTT G-3’

cDNA CCNA1 reverse Primer 5’-AGCC CCC CAA TAA AAG ATC CAG-3’

cDNA CCNA1 TaqMan Sonde 5’-AGA CCG GCT TTC CCG CAA TCA TG-3’

cDNA GAPDH forward Primer 5’-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3’

cDNA GAPDH reverse Primer 5’-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3’

cDNA GAPDH TaqMan Sonde 5’-CAA GCT TCC CGT TCT CC-3’

CCNA1 QMSP forward Primer 5’-TCG CGG CGA GTT TAT TCG-3’

CCNA1 QMSP reverse Primer 5’-CCG ACC GCG ACA AAC G-3’

CCNA1 QMSP TaqMan Sonde 5’-AGA GTG GAG TTG TGC TGG CT-3’

cDNA DNMT1 forward Primer 5’-CGG TTC TTC CTC GAG AAT GTC A-3’

cDNA DNMT1 reverse Primer 5’-CAC TGA TAG CCC ATG CGG ACC A-3’

cDNA DNMT1 TaqMan Sonde 5’-AAC TTT GTC TCC TTC AAG CGC TCC

ATG GTC-3’

cDNA DNMT3a forward Primer 5’-CAA TGA CCT CTC CAT CGT CAA C-3’

cDNA DNMT3a reverse Primer 5’-CAT GCA GGA GGC GGT AGA A-3’

cDNA DNMT3a TaqMan Sonde 5’-AGC CGG CCA GTG CCC TCG TAG-3’

cDNA DNMT3b forward Primer 5’-CCA TGA AGG TTG GCG ACA A-3’

cDNA DNMT3b reverse Primer 5’-TGG CAT CAA TCA TCA CTG GAT T-3’

cDNA DNMT3b TaqMan Sonde 5’-CAC TCC AGG AAC CGT GAG ATG TCC

CT-3’

EmGFP (Sequ.) forward Primer 5’-GGC ATG GAC GAG CTG TAC AA-3’
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miRNA (Sequ.) reverse Primer 5’-CTC TAG ATC AAC CAC TTT GT-3’

2.1.6 Geräte

Hersteller Produktname

BD Bioscience, Heidelberg Conical Tube 15 m

Conical Tube 50 mL

Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf Biophotometer plus

Mastercycler

Research Plus (Pipette) 0.1-2,5 µL

Research Plus (Pipette) 0.5-10 µL

Research Plus (Pipette) 10-100 µL

Research Plus (Pipette) 100-1000 µL

Safe-Lock Tubes, 1,5 mL (Biopur)

UVette 220-1 600 nm

Heraeus Instruments, Hanau Brutschrank

Biofuge Pico

Infors HT, Bottmingen, Schweiz Multitron

Hettich Laborapparate, Tuttlingen Rotanta Zentrifuge

Merck Millipore, Darmstadt IKA® MS 1 Minishaker

Julabo, Seelbach Wasserbad

Leica, Wetzlar Mikroskop

Qiagen, Hilden QIAshredder (50)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 3730xl DNA Analyzer

Massachusetts, USA

Gene Amp PCR System 9700

2.1.7 Software

Produzent Software

Technelysium Pty Ltd, South Bris-

bane, Australia

Chromas

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA

SDS 2.3

SeqScanner

U.S. National Library of Medicine,

Bethesda, Maryland, USA

Nucleotide BLAST
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2.2 Methoden

In dieser Arbeit wird hauptsächlich auf die Humanen Oralen Keratinozyten eingegangen, es wird

für diese Zellen die Anzucht und das Erstellen der miRNA beschrieben. Bei der Isolierung der

DNA, RNA, der Bisulfit-Behandlung und den anschließenden Real-time-PCR wurden zusätzlich

bereits in dem Labor vorhandene Zelllinien als Kontrollgruppe verwendet. Die miteinbezogenen

Zellreihen waren Hela, Caski, U937, PA317 und A549. Im Folgenden sind kurz die Eigenschaften

dieser Zellreihen aufgeführt.

• HeLa Zellen sind mit HPV 18 infizierte Zellen eines Adenokarzinoms der Zervix, bei

diesen Zellen ist eine Methylierung der Promotorregion für Cyclin A1 nachgewiesen [104],

• CaSki Zellen sind mit HPV16 infizierte Zellen eines Epidermoidkarzinoms der Zervix,

• U937 Zellen sind aus einem Pleuraerguss eines Patienten mit einem histiozytären Lym-

phom isoliert worden,

• PA317 Zellen sind Zellen von einem Mausembryo mit Herpes Thymidinkinase-Gen und

• A549 sind alveoläre Basalzellen von einem Adenokarzinom der Lunge.

2.2.1 Humane Orale Keratinozyten

Initiierung der HOK Kultur

Die HOK wurden von ScienCell Research Laboratories (Carlsbad, CA, USA) bezogen. Beim

Ansetzen der HOK Kultur wurde steril gearbeitet. Es wurden Cell+ Kulturflaschen (TC-Flasche

T75) (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) bereitgestellt. Diese wurden erst wie vom Hersteller

empfohlen mit Poly-L-Lysin (2 µg/cm2) vorbereitet. Dazu wurden 10 mL steriles Wasser und

15 µL von der Poly-L-Lysin Stocklösung in die Kulturflaschen pipettiert und diese über Nacht

im Inkubator bei 37 ◦C inkubiert. Als Nächstes wurde das Medium (OKM) vorbereitet. Hierzu

wurde das Medium nach Herstellerangaben mit dem mitgelieferten Supplement versetzt. In dieser

Arbeit ist mit dem Oralen Keratinozytenmedium (OKM) immer das supplementierte Medium

gemeint. In die vorbereiteten Kulturflaschen wurden 15 mL von dem OKM hineinpipettiert.

Nun wurden die kryokonservierten Zellen transferiert: Die gefrorene Probe der HOK wurde

in einem 37 ◦C warmen Wasserbad aufgetaut. Dann wurden die Zellen in die vorbereiteten

Kulturflaschen pipettiert, bis eine Zelldichte von 5000 Z/cm2 bestand. Nun wurden die Kultur-

flaschen vorsichtig geschwenkt, damit ein konfluent wachsender Zellrasen entstehen konnte, und

im Brutschrank inkubiert. Nach 24 h wurde das OKM gewechselt, um die letzten Reste DMSO

zu entfernen. Als in den Kulturflaschen eine Konfluenz von ca. 90 % erreicht war, wurden die

Zellen passagiert. Für die weitere Anzucht wurden unbehandelte (nicht mit den Poly-L-Lysin

vorbereitete) TC-Flaschen, Cell+ (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) verwendet. Diese besitzen

eine Cell+-Wachstumsoberfläche für sensitiv adhärente Zellen.
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Anzucht der HOK

Zur Kultivierung der HOK wurde OKM verwendet. Die Zellen wurden in T75 Kulturflaschen

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) kultiviert und bei 37 ◦C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit

inkubiert. Zum Schutz vor der Infizierung mit Bakterien wurde sicherheitshalber parallel zu

den Zellen ohne Antibiotikum eine mit Streptomycin versehene Flasche kultiviert. Alle zwei

bis drei Tage wurde das OKM in den Zellkulturflaschen ausgetauscht, sodass immer genügend

Nährstoffe für die Zellen vorhanden waren.

Passagierung

War eine Konfluenz von 85 % bis 95 % erreicht, wurden die Zellen passagiert, um optimale

Bedingungen für eine weitere Proliferation zu erhalten. Das Kulturmedium wurde entfernt,

danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 10 min mit 2 mL Accutase inkubiert,

bis sich die Zellen von der Flasche lösten. Zur Deaktivierung der Accutase wurden die Zellen mit

OKM und 10 % FCS versetzt und anschließend wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefäß

überführt. Es wurde nochmals mit PBS gewaschen und die Zelllösung danach ebenfalls in das

Röhrchen pipettiert, um auch die restlichen Zellen zu transferieren. Anschließend erfolgte die

Zentrifugation bei 10 000 U/min für 5 min, danach wurden die pelletierten Zellen in OKM

resuspendiert. Nach einer Zellzählung wurden ca. 200 000 Zellen in eine neue Flasche ausgesät.

Die restlichen Zellen wurden zur späteren Verwendung eingefroren.

Einfrieren und Auftauen der HOK

Es wurden 106−1, 5 mio Z/mL mit 10 % FCS und 5 % DMSO zunächst bei -70 ◦C eingefroren

und einige Tage später in die Langzeitlagerung in flüssigem Stickstoff bei -196 ◦C überführt.

Zur weiteren Verwendung wurden die eingefrorenen Zellsuspensionen im Wasserbad bei 37 ◦C

aufgetaut. Anschließend wurde der Inhalt in eine Kulturflasche mit Medium überführt und im

Brutschrank inkubiert. Einige Stunden später wurde das alte Medium entfernt, da das enthaltene

DMSO zellschädigend ist, und durch neues Medium ersetzt.

Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 30 µL der Zelllösung in eine Neubauerkammer zur

Zellzählung überführt. Die großen Quadrate der Zählkammer hatten eine Fläche von 1 mm2 und

eine Tiefe von 0,1 mm, woraus sich ein Volumen von 1 µL ergibt. Es wurden jeweils acht große

Quadrate ausgezählt. Der durch das Auszählen der großen Quadrate erhaltene Mittelwert der

Zellzahl wurde mit 10 000 multipliziert. So ergab sich die Anzahl der Zellen, die pro mL in der

Zelllösung vorhanden waren.

Erstellen der Impfstoffkultur

Als Nächstes wurde die Impfstoffkultur erstellt, mit der die Zellen mit E6/E7 immortalisiert

wurden. E6 und E7 sind die onkogenen Abschnitte der HPV-DNA. Hierzu wurde das Polybrene

Infection / Transfection Reagent (Merck Millipore, Darmstadt) verwendet und nach Herstelleran-

gaben gearbeitet. Die Zellen zur Herstellung der Impfstoffkultur stammten aus der American
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Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA). Es wurde die Zelllinie PA317/LXSN16E6E7

verwendet.

Die PA317/LXSN16E6E7 Zellen wurden zusammen mit 9 mL PBS in ein Reaktionsgefäß

umgefüllt. Die Zellen wurden 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Danach wurde der Überstand

abgenommen und die Zellen in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (American Type

Culture Collection, Manassas, Virginia, USA) mit 10 % FCS supplementiert. Anschließend

wurde die Zellsuspension in eine CELLSTAR Filter Top Zellkulturflasche T75 (Greiner bio

one, Frickenhausen) überführt und bis zu einer Menge von 10 mL mit Medium aufgefüllt. Die

Zellen wurden 96 h inkubiert, anschließend wurde das Medium entfernt und die Zellen mit

PBS gewaschen. Es wurden 2 mL Accutase zugefügt. Nach ca. 10 min, als sich die Zellen

gelöst hatten (mikroskopische Kontrolle), wurden sie mit 5 mL Wachstumsmedium aus der

Flasche entnommen. Die Kulturflasche wurde nochmals mit PBS gespült, um die restlichen

Zellen ebenfalls zu transferieren. Es wurden je 3 · 106 Zellen mit 15 mL Medium in 15 Filter

Top Zellkulturflasche T75 (Greiner bio one, Frickenhausen) kultiviert. Nach drei Tagen waren

die Zellen zu einer Dichte von 90 % angewachsen. Das Medium wurde entfernt und OKM

mit 5 % FCS hinzugefügt. Nun wurden die Zellen 20 h inkubiert und das Medium wurde mit

Hilfe eines Filtropur S 0.45 (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) steril filtriert. Die derart erstellte

Impfstoffkultur wurde bei -20 ◦C gelagert.

Immortalisieren der HOK mit E6/E7

Diese Methode zur Immortalisierung der HOK wurde von Pritinder Kaur et al. [69] etabliert und

wie folgt durchgeführt.

1. Tag: Es wurden drei TC-Flaschen T75 (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) mit 10 mL OKM

versetzt und 6 · 105 HOK ausgesät. Die restlichen Zellen wurden in eine weitere T75 (Sarstedt

AG & Co.) Flasche überführt.

2. Tag: Zwei der Kulturflaschen wurden verworfen. Zu der letzten Flasche wurden 3 mL der

Impfstoffkultur, 7 mL von OKM und 40 µL Polybrene hinzugefügt. Danach wurden die

Zellen 6 h inkubiert. Nun wurde die gesamte Flüssigkeit in der Flasche durch 10 mL OKM

ersetzt.

3. Tag: Es wurde eine T75 Flasche als Kontrolle mit 6 · 105 Zellen mit 10 mL OKM angesetzt.

4. Tag: Zur immortalisierten Zellsuspension wurde Selektionsmedium hinzugefügt: 10 mL

OKM mit 7,8 µL G418 (Konzentration von 50 µg/mL) von EMD Millipore. G418 gehört

zu der Gruppe der Aminoglycosid Antibiotika. Der durch die Impfstoffkulutur integrierte

retrovirale Vektor in den transfizierten Zellen enthält ein Neomycin-Geneticin-Resistenzgen,

welches die Zelle vor der zelltoxischen Wirkung von G418 schützt.

5. Tag: Das Wachstum der Zellen wurde kontrolliert.

6. Tag: Das Medium wurde gewechselt.

7. Tag: Die Zellen wurden wiederum in 10 mL Selektionsmedium kultiviert. Es waren viele

Zellen abgerundet. Ein Teil der nicht immortalisierten Zellen der Kontrollflasche wurde bei
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-70 ◦C eingefroren, um DNA und RNA aus den Zellen zu isolieren.

8. Tag: Das Wachstum der Zellen wurde kontrolliert.

9. Tag: Die immortalisierten Zellen wurden erneut in 10 mL Selektionsmedium kultiviert. Die

Zellen der Kontrollflasche wurden ab jetzt mit OKM + Streptomycin kultiviert.

10. Tag: Das Wachstum der Zellen wurde kontrolliert.

11. Tag: Die immortalisierten Zellen wurden mit OKM ohne das Selektionsmedium kultiviert.

Mittlerweile war die Anzahl der Zellen deutlich reduziert. Bei den Zellen in der Kontrollfla-

sche wurde ebenfalls das Medium gewechselt.

Die Zellen wurden weiterhin in OKM kultiviert. Nun wurde auch zu den immortalisierten Zellen

Streptomycin hinzugefügt.

2.2.2 DNA-Isolation

Vorbereitung der Zellen

Die kultivierten Zellen wurden zur DNA-Isolation vorbereitet. Sie bildeten in ihrer Kulturflasche

eine Monolayerschicht. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und danach mit 2 mL Accutase

behandelt. Nachdem sie sich gelöst hatten (mikroskopische Kontrolle), wurde die Accutase mit

Nährmedium und 10 % FCS deaktiviert und die Zellsuspension in ein Reaktionsgefäß überführt,

dann wurde die Kulturflasche nochmals mit PBS gewaschen, um auch die letzten Zellen zu

transferieren. Nach dem Zählen wurden 5·106 Zellen in ein 15 mL Falconröhrchen pipettiert

und bei 10 000 U/min für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 5 · 106

Zellen in 200 µL PBS resuspendiert. Die Zellen wurden bei -20 ◦C eingefroren.

DNA-Isolation

Nach Herstellerangaben wurde die DNA mit Hilfe des QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)

isoliert. Das Prinzip dieses Kits beruht auf einer Silica-Gel-Membran, welche die DNA bindet.

Die gewonnene DNA kann eine Länge von bis zu 50 000 Basenpaaren haben. In einer Probe

können bis zu 50 µg DNA gewonnen werden.

Es wurde bei Raumtemperatur gearbeitet. Die DNA wurde aus HeLa, CaSki, U937, P317,

A549, HOK (E6/E7 pos.) und nicht E6/E7 immortalisierten HOK isoliert. Dazu wurden die

Proben aufgetaut und 20 µL von der Qiagen Protease hinzugefügt. Danach wurde 200 µL AL-

Puffer hinzugefügt, dieser war wie die folgenden im Kit enthalten, und 15 sek gevortext. Dann

wurden die Zellen bei 56 ◦C für 10 min inkubiert und anschließend zentrifugiert. Als Nächstes

wurden 20 µL Ethanol (96-100 %) hinzugefügt, danach wurde die Lösung 1 sek gevortext und

zentrifugiert. Nun wurde die Lösung in eine QIAamp-Spinsäule überführt und zentrifugiert.

Durch diesen Schritt wird die DNA in der Membran der QIAamp-Spinsäule gebunden. Der

Durchfluss wurde anschließend verworfen. In den beiden folgenden Schritten wurde die DNA

gewaschen, um mögliche Verunreinigungen zu entfernen. Es wurde 500 µL Puffer AW1 in die

Spinsäule pipettiert und 1 min lang bei 8 000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.

Dann wurden 500 µL AW2 Puffer hinzugefügt und bei maximaler Geschwindigkeit 3 min lang
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zentrifugiert. Es wurde ein weiterer Zentrifugationsschritt durchgeführt (1 min, bei maximaler

Geschwindigkeit). Der folgende Schritt wurde zweimal durchgeführt: Zu der Probelösung

wurden 200 µL AE Puffer hinzugefügt und eluiert. Es wurde bei Raumtemperatur inkubiert und

anschließend für 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und ein

2. Eluat erhalten.

2.2.3 Bisulfit-Behandlung der DNA

Für die Bisulfit-Behandlung wurde das EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Mit

dieser Behandlung wird die Quantifizierung der Methylierung der DNA ermöglicht. Durch

Methylierung der Promotorregion wird die Expression eines Gens herunterreguliert. Durch Inku-

bation der DNA mit Natriumbisulfit wird unmethyliertes Cytosin in Uracil-Sulfonat überführt,

während methyliertes Cytosin unverändert bleibt. Die Desulfonation des Uracil-Sulfonats wird

zum Schluss durch den Desulfonationspuffer chemisch erreicht (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Schema der Bisulfit-Reaktion

Schritt 1: Es wird ein sulfoniertes Cytosin-Derivat gebildet, diese Reaktion braucht einen niedrigen

pH-Wert.

Schritt 2: Cytosin-SO3 wird durch hydrolytische Desulfonation zu Uracil-SO3, für diese Reaktion wird

ein pH-Wert unter 7 benötigt.

Schritt 3: Zum Schluss erfolgt die Desulfonation unter alkalischen Bedingungen.

(Quelle: [145], genehmigt von Oxford University Press)

Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet. Als Erstes wurde die DNA von den gesunden

HOK, den mit E6/E7 immortalisierten HOK, A549, CaSki, HeLa, PA317 und U937 aufgetaut.

Dann wurde der Bisulfit Mix vorbereitet, indem 800 µL RNase freies Wasser in die Probe
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gegeben und durch Vortexen gemischt wurde, bis es komplett gelöst war. Danach wurde in ein

200 µL Röhrchen 85 µL Bisulfit Mix, 35 µL DNA Protect Puffer und 2 µg DNA (außer PA317:

1 µg und U937: 0,528 µg) pipettiert. Die Röhrchen wurden anschließend mit RNase freiem

Wasser auf 140 µL aufgefüllt und gevortext. Danach erfolgte das Thermocycling mit Hilfe des

Gene Amp PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), das Programm

des Thermocycling ist in Tabelle 7 aufgeführt.

Tabelle 7: Thermocycling bei der Bisulfit-

Behandlung der DNA

Dauer Temperatur Schritt

5 min 99 ◦C Denaturierung

25 min 60 ◦C Inkubation

5 min 99 ◦C Denaturierung

85 min 60 ◦C Inkubation

5 min 99 ◦C Denaturierung

175 min 60 ◦C Inkubation

Durch sich wiederholende Reaktionsschritte aus Denaturierung und Inkubation wurde eine

nahezu vollständige Umsetzung der unmethylierten Cytosinbasen in Uracil erzielt. Durch das

saure Milieu und die hohen Temperaturen wird DNA beschädigt, sodass die Ausbeute am Ende

geringer ist als die Ausgangsprobe. Die Proben wurden nach Beendigung des Thermocycling-

Programms bei Raumtemperatur gelagert. Als Nächstes wurden die Proben zentrifugiert und

560 µL Puffer BL (welcher im Kit enthalten war) mit 10 µg/mL carrier RNA hinzugefügt und

nochmals zentrifugiert, damit auch geringe Mengen DNA an die Membran der Epitec Spinsäule

gebunden wurden. Anschließend wurde die Probe in eine Epitec Spinsäule überführt. Nun

wurde 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der Durchfluss wurde verworfen.

Dann wurden 500 µL BW Puffer hinzugefügt und nochmals ein Zentrifugationsschritt bei

maximaler Geschwindigkeit durchgeführt und der Durchfluss wurde verworfen. Nun wurden

500 µL BD Puffer (Desulfonationspuffer), welcher zur chemischen Umwandlung des Cytosins

diente, dazupipettiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 1 min Zentrifugieren bei

maximaler Geschwindigkeit wurde der Durchfluss verworfen. Es wurden 500 µL BW Puffer

hinzugefügt und 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der Durchfluss wurde

verworfen. Der vorherige Schritt wurde einmal wiederholt und im Anschluss erfolgte ein weiterer

Zentrifugationsschritt bei maximaler Geschwindigkeit. Anschließend wurden 20 µL Puffer AE

auf die Membran pipettiert und 1 min bei 12 000 U/min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde

zweimal wiederholt, um zwei Eluate zu erhalten.
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2.2.4 RNA-Isolation

Da die RNA nur als Einzelstrang vorliegt, ist diese Enzymen gegenüber sehr empfindlich.

Deswegen wurden vor dem Versuch alle Materialien mit RNase und DNase Inhibitoren gereinigt.

Auch die Röhrchen und die Pipettenspitzen waren RNase frei. Aufgrund der Instabilität der RNA

wurde zügig gearbeitet. Zur Isolierung der RNA wurde das RNeasy Mini-Kit der Firma Qiagen

(Hilden) verwendet. Das Prinzip dieses Kits beruht auf einer Silikon-Gel-Membran, welche die

RNA bindet, wiederholtem Zentrifugieren und speziellen Puffersystemen. Dieses Kit ermöglicht

eine Gewinnung von bis zu 100 µg RNA ab einer Länge von 200 Basenpaaren. Am Ende des

Vorgangs ist hauptsächlich mRNA vorhanden, da 5.8S rRNA, 5S rRNA und tRNAs kürzer als

200 Basenpaare sind und diese mit diesem Kit nicht erfasst werden.

Vorbereitung der Zellen

Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet. Die kultivierten Zellen lagen in einer Monolayer-

schicht vor. Sie wurden zuerst mit PBS gewaschen, dann mit 2 mL Accutase behandelt. Nachdem

sie sich gelöst hatten, wurden sie in der Neubauerkammer gezählt und 3 · 106 Zellen in ein Reak-

tionsgefäß pipettiert und zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen. Die

Zellen wurden zunächst in 96-100 % Ethanol gelöst und in RLT Puffer resuspendiert. Diese

Pufferlösung enthält Guanidine und Thiocyanate, welche die RNasen denaturieren, um somit

möglichst reine, intakte RNA zu gewährleisten. Nun wurden die Zellen direkt auf eine Qia-

shreddersäule gegeben, um sie dann in dem Qiashreddder (50) No 79654 (Qiagen, Hilden) bei

maximaler Geschwindigkeit 2 min zu zentrifugieren. Der Durchfluss wurde für weitere Versuche

verwendet. Schließlich wurden die Zellen bei -70 ◦C eingefroren.

RNA-Isolation

Es wurde bei Raumtemperatur gearbeitet. Die Proben der mit E6/E7 immortalisierten HOK und

der E6/E7 negativen HOK wurden aufgetaut, gevortext und zentrifugiert. Dann wurden 350 µL

70 % Ethanol dazugegeben, um im folgenden Schritt eine optimale Bindung der RNA an die

Membran in der RNeasy Spinsäule zu erzielen. Im Anschluss wurden die Proben in die RNeasy

Spinsäule pipettiert, 15 sek bei 10 000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dann

wurden 350 µL RW1 Puffer auf die Säule gegeben, 15 sek bei 10 000 U/min zentrifugiert und

wieder der Durchfluss verworfen. Anschließend wurden 80 µL DNase-Mix (10 µL DNase +

70 µL RDD Puffer) auf die Säule gegeben und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit

auch die letzten Reste eventuell noch vorhandener DNA eliminiert wurden. Nun wurden 350 µL

RW1 Puffer auf die Säule gegeben, 15 sek bei 10 000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss

verworfen. 500 µL RPE Puffer wurden auf die Säule pipettiert, danach wurde 15 sek bei

10 000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Durch das häufige Waschen werden

mögliche Verunreinigungen herausgespült. Es wurden nochmals 500 µL RPE Puffer auf die

Säule gegeben und zur Trocknung der Säule erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei

10 000 U/min für 2 min. Die Elution erfolgte in 50 µL RNase freiem Wasser. Zum Schluss

wurde für 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Durchlauf ergab das 1. Eluat.
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Der letzte Schritt wurde wiederholt, um das 2. Eluat zu erhalten.

2.2.5 Reverse Transkription der RNA

Zur Synthese der cDNA wurde das SuperScript II Reverse Transcriptase Kit (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet. Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet. Die

RNA muss in cDNA umgeschrieben werden, um die PCR zur Auswertung durchführen zu

können.

Es wurde cDNA aus HeLa, CaSki, U937, P317, A549, HOK (E6/E7 pos.) und gesunden HOK

Zellen gewonnen. Die RNA wurde während der Arbeit auf Eis gelagert. Es wurden 1 µL Random

Primer (dies sind zufällige Hexamerprimer, die an beliebiger Stelle an der mRNA binden, damit

alle mRNA-Bereiche am Ende in cDNA umgewandelt sind), 250 ng RNA und RNase freies

Wasser in ein Reaktionsgefäß pipettiert, bis ein Endvolumen von 12 µL entstand. Die Lösung

wurde 5 min lang bei 65 ◦C inkubiert, um sekundäre RNA Strukturen aufzuschmelzen. Danach

wurde die RNA direkt wieder auf das Eis gestellt und kurz in einer Kühlzentrifuge zentrifugiert.

Anschließend wurden der Lösung 4 µL 5X First Strand Puffer, 2 µL 0,1 M DTT und 1 µL RNase

freies Wasser hinzugefügt und bei 25 ◦C für 2 min inkubiert. Nun wurde 1 µL SuperScript II

RT dazupipettiert. Es wurde 10 min bei 25 ◦C inkubiert, anschließend 50 min bei 42 ◦C und

zum Schluss 15 min bei 70 ◦C, um die SuperScript II RT zu deaktivieren. Die Lösung wurde

bei -20 ◦C gelagert.

2.2.6 Quantitative real-time PCR

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur Amplifizierung von bestimmten Gensequen-

zen (Templates). Die Grundlagen für diese Methode wurden 1986 von K. Mullis et al. [106]

erforscht. Durch dieses Verfahren wird eine exponentielle Vervielfältigung der gewünschten

Gensequenz erreicht. Diese wird durch verschiedene Faktoren limitiert (z. B. eingeschränkte

Verfügbarkeit der Reagenzien), sodass irgendwann eine Plateauphase erreicht wird, in welcher

keine Quantifizierung mehr stattfinden kann. Grundsätzlich werden für die quantitative real-

time PCR die zu untersuchende DNA, Primer und Sonden benötigt. Die Primer bestehen aus

Nukleotiden und bilden immer ein Paar aus jeweils komplementären Sequenzen. Sie dienen

der DNA-Polymerase als Startpunkt, außerdem sind sie wichtig, um die zu amplifizierende

Gensequenz zu markieren.

Ein PCR-Zyklus setzt sich aus drei Phasen zusammen. Der erste Schritt umfasst die Denatu-

rierung, dazu wird die DNA auf ca. 95 ◦C erhitzt. Durch die Temperatur werden die Wasserstoff-

brückenbindungen zwischen den komplementären Basen aufgebrochen und die DNA-Stränge

aufgetrennt. In der zweiten Phase (Hybridisierung) lagern sich die Primer an die DNA an. Jeder

Primer hat eine spezifische Temperatur, mit der die besten Ergebnisse erzielt werden können. In

der letzten Phase (Polymerisation), die bei ca. 70 ◦C stattfindet, füllt die DNA-Polymerase die

Lücken zwischen den Primern mit freien Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTP) auf. Dadurch
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entstehen aus den DNA-Einzelsträngen wieder DNA-Doppelstränge.

Bei der quantitativen real-time PCR wird die DNA zusätzlich zur Amplifizierung quantifiziert.

Dafür gibt es verschiedene Arten von Sonden, in diesem Versuch wurden TaqMan-Sonden

verwendet. Sonden hybridisieren an die jeweilige Zielsequenz. TaqMan Sonden, auch Hydrolyse

Sonden genannt, setzen sich aus einem Quencher am 3’-Ende und einem Reporter am 5 ’-Ende

zusammen, der Reporter besteht aus einen Fluoreszenzfarbstoff (Tamra oder FAM). Solange der

Reporter und der Quencher nah beieinander sind, findet ein Förster-Resonanzenergietransfer

statt, das heißt die Energie wird vom Reporter auf den Quencher übertragen, sodass vom

Reporter keine Fluoreszenz gemessen werden kann. Während des Synthesevorgangs des neuen

Stranges durch die Polymerase baut diese ebenfalls durch ihre Exonuklease-Aktivität die Sonde

ab. Dadurch werden Quencher und Reporter voneinander getrennt, es findet kein Energietransfer

vom Reporter zum Quencher mehr statt und die Fluoreszenz des Reporters kann gemessen

werden (siehe Abbildung 7) [47].

Abbildung 7: Mechanismus der TaqMan-Sonden

Auf der Abbildung ist eine TaqMan Sonde zu sehen, die dazu genutzt wird, ein Signal zu erzeugen. Die

Taq-DNA-Polymerase spaltet durch ihre Exonuklease-Aktivität die Sonde. Sobald die Sonde gespaltet

ist, findet kein Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) mehr statt und der Reporter kann ein Signal

aussenden.

(eigene Übersetzung, Quelle: [47], genehmigt von Elsevier)

Das Thermocycling gibt die Temperaturen an, die eingestellt werden, damit diese Phasen

optimal durchlaufen werden können. Durch die Messung der Fluoreszenz ist eine Quantifizierung

möglich. Es ist üblich, als Angabe den Ct-Wert zu verwenden. In den ersten Zyklen findet noch

eine geringe Vervielfältigung der Gensequenz statt. Der Ct-Wert gibt den Zyklus an, in welchem

ein bestimmter Schwellenwert überschritten wird. Dies markiert den Beginn des exponentiellen

Wachstums. Da sich in jedem Zyklus die DNA verdoppelt, bedeutet ein Ct-Wert, der um eins

niedriger ist, die doppelte Menge an ursprünglich vorhandener DNA [56, 61]. Das Thermoycling

und die Messung des Ct-Wertes wurde mit dem Mastercycler (Eppendorf AG, Wesseling-
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Berzdorf) durchgeführt. Als Vorbereitung für die Durchführung jeder PCR wurde ein Mastermix

nach dem Protokoll in Tabelle 8 hergestellt. Dieser war für jede der folgenden PCR gleich. Für

die PCR wurden MicroAmp Optical 384-Well Reaction Plate mit Barcode verwendet.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Mastermixes

Stamm-

lösung

Vorver-

dünnung

gesetzte Kon-

zentration

Endkon-

zentration

1 x

forward Primer 100 µM 1 : 2 50 µM 900 nM 0,09 µL
reverse Primer 100 µM 1 : 2 50 µM 900 nM 0,09 µM
Sonde 100 µM 1 : 20 5 µM 250 nM 0,25 µL
Universal Mastermix 2,50 µL
H2O 0,07 µL

Real-time-PCR zur Bestimmung der Integration von E6/E7

Mit dieser Real-time-PCR wurde die Integration von HPV16 E6/E7 in die mit der Impfstoffkultur

behandelten Zellen überprüft. Zur Bestimmung von E6 wurden der forward Primer HPV16

E6, der reverse Primer HPV16 E6 und die TaqMan Sonde HPV16 E6 verwendet. Für die

Basensequenzen siehe Kapitel 8, Primer und Sonden. Die Bestimmung von E7 erfolgte mit dem

forward Primer HPV16 E7, dem reverse Primer HPV16 E7 und der TaqMan Sonde HPV16 E7.

Es wurde die isolierte DNA der mit E6/E7 immortalisierten HOK, der HPV negativen HOK

und der CaSki verwendet (siehe Kapitel 2.2.2). Für jede Probe wurden 2 µL DNA und 3 µL

Mastermix verwendet, als Negativkontrolle diente H2O und als Positivkontrolle CaSki. Die

Zusammensetzung des Mastermixes wird in Tabelle 8 aufgeführt. Es wurden 5-7 ng DNA/µL

eingesetzt. Die Proben wurden in Zweifachbestimmung aufgetragen. Die Temperaturen des

Thermocycling dieser PCR sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Thermocycling der PCR von E6/E7

Zyklen Dauer Temperatur Schritt

1 5 min 50 ◦C UNG Inkubierung

10 min 95 ◦C Aktivierung

40 15 sek 95 ◦C Denaturierung

1 min 60 ◦C Annealing/Extension

PCR zur Bestimmung der Promotormethylierung von Cyclin A1

Zur Bestimmung des Methylierungsstatus der Promotorregion von Cyclin A1 wurde eine QMSP

(quantitative methylation specific PCR) durchgeführt. Dazu wurden der forward und der reverse

Primer CCNA1 QMSP und die TaqMan Sonde CCNA1 QMSP verwendet. Das Programm des

Thermocycling dieser PCR ist in Tabelle 10 zu finden. Für diese PCR wurden 2 µL DNA und
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3 µL Mastermix verwendet. Die eingesetzte DNA-Konzentration lag jeweils in 1 µg/µL vor. Es

wurden Proben verwendet, welche zuerst der Bisulfit-Behandlung unterzogen worden waren

(siehe Kapitel 2.2.3). Für die Positivkontrolle wurden 2 µg CpGenome Universal Methylated

DNA (Merck Millipore, Darmstadt) und für die Negativkontrolle wurden 2 µg CpGenome

Universal Unmethylated DNA (Merck Millipore, Darmstadt) und H2O genommen. Es wurde

zuerst eine Kontroll-PCR der PCR-Bedingungen durchgeführt, in dieser wurden die Proben der

E6/E7 negativen HOK und der E6/E7 positiven HOK gemessen. Danach wurde eine zweite PCR

unter den gleichen Bedingungen durchgeführt. In dieser sind die Proben der HOK, der HOK

E6/E7, der A549, der CaSki, der HeLa, der PA317 und der U937 gemessen worden. Bei beiden

PCR wurden Proben in Zweifachbestimmungen durchgeführt.

Tabelle 10: Thermocycling der PCR zur Bestimmung der Promotormethylierung von Cyclin A1

Zyklen Dauer Temperatur Schritt

1 2 min 50 ◦C UNG Inkubierung

10 min 95 ◦C Aktivierung

50 15 sek 95 ◦C Denaturierung

1 min 60 ◦C Annealing/Extension

Real-time Reverse-Transkriptase-PCR zur Bestimmung der Expression von Cyclin A1

und GAPDH

Für die Bestimmung der Expression von Cyclin A1 wurden der forward Primer CCNA1, der

reverse Primer CCNA1 und die TaqMan Sonde CCNA1 eingesetzt, die Basensequenzen sind in

Kapitel 8 aufgelistet. Für diese PCR wurden je Probe 1 µL DNA, 1 µL H2O und 3 µL Mastermix

verwendet, zur Zusammensetzung des Mastermixes siehe Tabelle 8. Es sind Proben genommen

worden, bei denen zunächst die RNA isoliert und dann mit der reversen Transkriptase in cDNA

umgeschrieben worden war. Die Konzentration betrug 250 ng RNA/µL. Es wurden folgende

Proben gemessen: gesunde HOK, mit E6/E7 immortalisierte HOK und HeLa. Die Proben sind in

Doppelbestimmung verwendet worden und als Negativkontrolle diente H2O. Das Protokoll des

Thermocycling ist in Tabelle 11 dargestellt.

Zur relativen Quantifizierung (siehe 2.2.7) wurde ebenfalls eine PCR zur Bestimmung der

Expression von GAPDH durchgeführt. GAPDH ist ein Haushaltsgen, bei diesen handelt es sich

um nicht regulierbare Gene, deren Expression unabhängig von Umwelteinflüssen erfolgt.

In dieser PCR wurde gleichzeitig ein zweites Mal die Expression von Cyclin A1 bestimmt. Sie

wurde exakt zu den gleichen Bedingungen durchgeführt wie die erste PCR.
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Tabelle 11: Thermocycling der PCR zur Expression von Cyclin A1 und GAPDH

Zyklen Dauer Temperatur Schritt

1 5 min 50 ◦C UNG Inkubierung

2 min 95 ◦C Aktivierung

45 2 min 95 ◦C Denaturierung

2 min 50 ◦C Annealing/Extension

Real-time Reverse-Transkriptase-PCR zur Bestimmung der DNA-Methyltransferasen

Es wurde die Aktivität der Methyltransferasen DNMT1, DNMT3a und DNMT3b gemessen.

Dafür wurden die jeweiligen forward und reverse Primer mit den zugehörigen TaqMan-Sonden

verwendet. Die Basensequenzen sind in Kapitel 8 zu finden. Es sind Proben genommen wor-

den, bei denen zunächst die RNA isoliert und dann mit der reversen Transkriptase in cDNA

umgeschrieben worden war. Die verwendete cDNA hatte eine Konzentration von 10-20 ng/µL.

Es wurden jeweils 1 µL cDNA, 1 µL Wasser und 3 µL Mastermix je Vertiefung in die 96-

Kavitäten-Platte pipettiert. Die Zusammensetzung des Mastermixes ist in Tabelle 8 aufgeführt.

Zuerst wurde eine PCR zur Probe der Primer und Sonden durchgeführt. Mit der PCR wurde die

cDNA von E6/E7 negativen HOK, HOK E6/E7, U937, CaSki, HeLa, A549 und P317 sowie eine

Negativprobe mit H2O analysiert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. Zur Kontrolle

wurden die anderen Zellreihen mitbestimmt. Das Protokoll des Thermocycling ist in Tabelle 12

zusammengefasst.

Tabelle 12: Thermocycling bei der PCR der DNMT

Zyklen Dauer Temperatur Schritt

1 2 min 50 ◦C UNG Inkubierung

15 min 95 ◦C Aktivierung

50 1 min 94 ◦C Denaturierung

1 min 60 ◦C Annealing/Extension

2.2.7 Relative Quantifizierung

Zur relativen Quantifizierung wurde die ∆∆ − Ct-Methode von Livak und Schmittgen [93]

verwendet. Mit dieser Methode kann die Relation bestimmt werden, um welche die Expression

von DNMT und Cyclin A1 in den immortalisierten HOK Zellen verändert ist. Für die Berechnung

wird ein Referenzgen benötigt, dieses Gen sollte konstitutiv in der Zelle exprimiert werden. In

dieser Arbeit wurde als Referenzgen GAPDH verwendet. Die Formel von Livak und Schmittgen
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dazu lautet:

∆Ct = Ct Zielgen − Ct Referenzgen

∆∆Ct = ∆Ct HPV pos. −∆Ct HPV neg.

Ratio = 2
−∆∆Ct

Quelle: [93]

2.2.8 Erstellen der miRNA

MicroRNA ist ca. 22 Nukleotide lang und gehört zu den kleinen nicht-codierenden RNA [5]. Die

Genregulation durch RNA wird auch RNA interference (RNAi) genannt. Dies ist ein ebenfalls

natürlich vorkommender Prozess zur Regulierung der Genexpression. Zu dieser RNA-Gruppe

gehören die small interfering RNA (siRNA), microRNA (miRNA) und piwi-interacting RNA [18].

Im Gegensatz zu siRNA hat miRNA wenig Variation an den Enden der Basensequenz, dadurch

interagiert die miRNA exakt mit der Targeting mRNA und schaltet diese so aus. Aus diesem

Grund ist miRNA spezifischer als siRNA [18].

Die Transkription der pri-miRNA erfolgt normalerweise durch die RNA-Polymerase II, danach

wird sie mit einer Cap-Struktur versehen und polyadenyliert [85]. Die pri-miRNA ist mehrere

tausend Basenpaare lang und bildet eine Haarnadel-Struktur [85]. Die RNase III schneidet die

pri-miRNA in ca. 70 bp lange Sequenzen, die pre-miRNA, diese werden bei Tieren (bei Pflanzen

bleiben sie im Zellkern) durch Exportin-5 vom Zellkern ins Zytoplasma transportiert [10, 84]. Die

doppelsträngige Vorläufer RNA von der miRNA wird durch verschiedene Enzyme, in kleinere ca.

22 bp lange Stücke geschnitten [18]. Einzelsträngige miRNA lagert sich zusammen mit anderen

Faktoren an eine Endonuklease, die Argnonaute, an und bildet damit den RNA-induced silencing

complex (RISC). An diesen Komplex kann sich nun der miRNA komplementäre mRNA anlagern,

diese wird dann von der Argnonaute zerschnitten und somit funktionsuntüchtig gemacht [18,

150].

Es wurde E6-miRNA und E7-miRNA erstellt. Diese wird dazu genutzt, einen selektiven

knock-down der einzelnen Onkogene in den immortalisierten HOK zu erzeugen. Die miRNA

wurde mit den Oligonukleotiden für E6 und E7 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

und dem Block-iT Pol II miR RNAi Expression Vector Kit with EmGFP (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) hergestellt. Hierbei wurde nach Angabe des Herstellers ein pcDNATM

6.2-GW/EmGFP-miR Vektor verwendet, dadurch wird in die pre-miRNA von E6 und E7 ein

Pol II Promotor des humanen Cytomegalovirus und die Thymidinkinase des Herpes simplex

Virus eingebracht. Der Pol II Promoter bietet den Ansatzpunkt für die Polymerase II (der vom

CMV hat besonders hohe Expressionsraten und funktioniert in den meisten Säugetierzellen),

die Thymidinkinase übernimmt das Anhängen der Cap-Struktur und die Polyadenylierung.

Emerald Green Fluorescent Protein (EmGFP) ist aufgrund seiner Lumineszenz ein natürlicher

Reporter. Durch EmGFP wird eine Detektion der miRNA ermöglicht, dies ist von Vorteil, da
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seine Expression eine strenge Korrelation mit dem funktionierenden knock-down der Ziel-DNA

aufweist. Die Struktur der pre-miRNA orientiert sich an der miR-155 Sequenz von Mäusen

[80] und ist von Invitrogen optimiert worden. Unter Anleitung von Thermo Fisher Scientific

wurden die einzelsträngigen Oligonukleotide für E6 und E7 entworfen, in Tabelle 13 sind die

Basensequenzen aufgelistet.

Tabelle 13: Basensequenzen der einzelsträngigen Oligonukleotide von E6 und E7

Einzelsträngiger

Oligonukleotid

Basensequenz

E6 oberer Strang 5’- TGC TGA TGT ATA GTT GTT TGC AGC TCG TTT TGG CCA

CTG ACT GAC GAG CTG CAC AAC TAT ACA T -’3

E6 unterer Strang 5’- CCT GAT GTA TAG TTG TGC AGC TCG TCA GTC AGT GGC

CAA AAC GAG CTG CAA ACA ACT ATA CAT C -’3

E7 oberer Strang 5’- TGC TGT AGT GTG CCC ATT AAC AGG TCG TTT TGG CCA

CTG ACT GAC GAC CTG TTT GGG CAC ACT A -’3

E7 unterer Strang 5’- CCT GTA GTG TGC CCA AAC AGG TCG TCA GTC AGT GGC

CAA AAC GAC CTG TTA ATG GGC ACA CTA C- ’3

Die entworfene pre-miRNA wird von dem BLOCK-iTTM Pol II miR RNAi Expression Vector

und den miR-155 umrahmt. Ebenso besitzt sie einen vier Nukleotide langen 5’-Überhang, der

komplementär zu dem Vektor ist, sodass die DNA in den pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miR expression

Vector ligiert werden kann.

Zu dem Kit gehört ebenfalls eine Kontrolle mit LacZ. Sie dient als Positivkontrolle der miRNA

Erstellung. LacZ wird bei der Sequenzierung mitbestimmt und die Zellen können ebenfalls

mit der LacZ miRNA transfiziert werden, wodurch ein knock-down der β-galactosidase erzielt

werden sollte. Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet.

Double-Stranded Oligonukleotide generieren

In diesem Schritt lagern sich die komplementären einzelsträngigen Oligonukleotide von Thermo

Fisher Scientific an. Bei diesem Versuch wurde bei Raumtemperatur gearbeitet. Die Reaktion

wurde in einem sterilen 0,5 mL Röhrchen angesetzt, dazu wurden 5 µL Top-Strand DNA-

Oligonukleotide (200 µM ), 5 µL Bottom-Strand DNA-Oligonukleotide (200 µM), 2 µL 10X

Oligo-annealing Puffer und 8 µL DNase/RNase freies Wasser in das Röhrchen pipettiert. Es gab

jeweils einen separaten Ansatz für die E6 und einen für E7. Als Nächstes wurde die miR.lacZ

positive ds control Oligo kurz zentrifugiert und ebenfalls in ein steriles 0,5 mL Röhrchen pi-

pettiert. Die Proben wurden nun 4 min bei 95 ◦C inkubiert. Anschließend wurden sie 10 min

auf Raumtemperatur heruntergekühlt und kurz zentrifugiert. Danach wurde 1 µL von den ds-

Oligonukleotiden in ein Reaktionsgefäß überführt und die restlichen ds-Oligonukleotide wurden

bei -20 ◦C eingefroren. Die nicht eingefrorenen ds-Oligonukleotide wurden mit 99 µL DNa-

se/RNase freiem Wasser verdünnt. Davon wurde wieder 1 µL in ein neues Röhrchen pipettiert

und mit 5 µL 10X Oligo annealing Puffer und 44 µL DNase/RNase freiem Wasser verdünnt.
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Dadurch wurde eine Konzentration von 10 nM erhalten, nun wurden diese ds-Oligonukleotide

ebenfalls bei -20 ◦C gelagert.

Ligationsreaktion

Die doppelsträngigen Oligonukleotide wurden in den pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miR expression

Vektor kloniert. Hierzu wurde die in dem Kit enthaltene T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) verwendet. Diese verbindet 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxyl-Enden, sodass

eine Phosphodiesterbindung entsteht und die Oligonukleotide in den Vektor ligiert werden.

Die verwendeten Lösungen wurden auf Eis aufgetaut. Dann wurde die Ligationsreaktion

angesetzt, hierzu wurden in drei Eppendorf Röhrchen jeweils 4 µL 5X Ligation Puffer, 2 µL

pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miR, linearized (5 ng/µL) pipettiert. Es wurden in zwei Röhrchen

jeweils 4 µL der im vorherigen Schritt hergestellten miR ds-Oligonukleotide (10 nM ) hinzu-

gefügt. In das dritte Röhrchen wurde die ebenfalls im vorherigen Schritt hergestellte miR-LacZ

positive ds control Oligo (10 nM ) als Positivkontrolle pipettiert. Eine weitere Probe wurde

als Negativkontrolle eingesetzt. Dann wurde zu allen Röhrchen DNase/RNase freies Wasser

hinzugefügt, sodass in in jedem Röhrchen 19 µL Reagenz vorhanden waren. Jetzt wurde zu allen

vier Röhrchen jeweils 1 µL T4 DNA Ligase (1 U/µL) hinzugefügt. Jede Probe wurde gemischt

und danach 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Schluss erfolgte die Reaktion auf Eis

und es wurde direkt mit der Hitzeschock-Transformation fortgefahren.

Hitzeschock-Transformation

Die molekularbiologische Methode der Transformation beschreibt das Einbringen von Plasmid-

DNA in chemisch- oder elektrokompetente Bakterienzellen [23]. Dazu wurden die chemisch

kompetenten One Shot TOP 10 Competent E. coli aus dem Block-iT Pol II miR RNAi Expres-

sion Vector Kit with EmGFP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet. Die

Bakterien wurden mit Lennoy LB Broth Base (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

angezüchtet.

Zur Transformation wurden 2 µL der Ligationsreaktion zu One Shot TOP 10 E. coli hinzupi-

pettiert. Die Lösung wurde 8 min auf Eis, dann bei 42 ◦C für 30 sek im vorgewärmten Wasserbad

und anschließend wieder auf Eis inkubiert. Durch den kurzfristigen Hitzeschock von 42 ◦C

wurde die Membran der E. coli permeabilisiert und die Plasmid-DNA konnte aufgenommen

werden. Danach wurden 250 µL vom Raumtemperatur warmen SOC Medium hinzugefügt. Der

Ansatz wurde nun 60 min bei 37 ◦C im Multitron (Infors HT, Bottmingen, Schweiz) horizontal

geschüttelt. Dann wurden von jedem Röhrchen 60 µL auf einer Agarplatte und 150 µL auf

einer zweiten Agarplatte ausgestrichen. Es wurden LB Agarplatten (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) mit 50 µg/mL Spectinomycin, die bei 37 ◦C vorgewärmt waren, verwendet.

Die Zellen wurden bei 37 ◦C 20 h inkubiert. Dann wurden von jedem Ansatz fünf einzelne

Kolonien in 1 mL SOB Medium mit 50 µL/L Spectinomycin in ein Reaktionsgefäß pipettiert,

sodass in jedem Röhrchen eine Kolonie vorhanden war. In der pcDNATM 6.2-GW/EmGFP-miR

ist ein Spectinomycin Resistenzgen enthalten, sodass die Zellen, die den Ziel-Vektor enthalten,
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überleben und eine Selektion stattfindet. Die Kolonien wurden 20 h inkubiert.

Isolieren der Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Kulturen der E. coli erfolgte mit dem PureLink® HQ

Mini Plasmid Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nach Hersteller-

angaben. Die Proben aus dem vorherigen Schritt wurden 15 min bei 1 500 x g zentrifugiert und

der Überstand wurde verworfen. Die Resuspension Solution wurde anschließend mit RNase vor-

bereitet und die Pellets in 240 µL der Resuspension Solution resuspendiert. Nun wurden 240 µL

Lysepuffer hinzugefügt und gemischt, indem die Röhrchen invertiert wurden. Ein dreiminütiger

Inkubationsschritt wurde anschließend durchgeführt. Dann wurden 340 µL Neutralisations-

/Bindungspuffer hineinpipettiert und durch Invertieren gemischt. Anschließend wurde 10 min

bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Daraufhin wurde die Lösung auf eine Spinsäule

geladen. Diese wurde bei 14 000 x g 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Es

wurden 650 µL Waschpuffer hinzugefügt und wieder 1 min bei 14 000 x g zentrifugiert. Der

Durchfluss wurde wiederum verworfen und die Lösung wurde nochmals 3 min bei 14 000 x g

zentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer zu entfernen. Die Elution erfolgte in 50 µL Elu-

tionspuffer. Die Proben wurden für 1 min inkubiert und anschließend 1 min bei maximaler

Geschwindigkeit zentrifugiert. Eine weitere Elution erfolgte ebenfalls in 50 µL Elutionspuffer,

sodass ein zweites Eluat erhalten wurde.

2.2.9 Photometrische Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration

Die photometrische Quantifizierung von DNA und RNA erfolgte mit dem Biophotometer plus

(Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf) und den UVetten 220 - 1 600 nm (Eppendorf AG, Wesseling-

Berzdorf). Um Störungen durch Hintergrundabsorptionen zu umgehen, wird erst eine Blank-

Messung mit dem jeweiligen Puffer, in dem die Nukleinsäure vorliegt, durchgeführt. RNA und

DNA haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, das von Proteinen liegt bei 280 nm. Dieser

Umstand ermöglicht eine Differenzierung zwischen DNA/RNA und Proteinen und weist Verun-

reinigungen der Proben durch Proteine nach [32]. Der Quotient der beiden Absorptionsmaxima

(A260/A280) bestimmt die Reinheit der Proben. Der Wert für reine DNA liegt nach Qiagen

zwischen 1,7 und 1,9, der für reine RNA zwischen 1,9 und 2,1, Die Angaben variiieren je nach

Literatur. Nach Desjardins et al. liegt die Ratio für reine RNA oder DNA bei ca. 2 [32].

Es erfolgte die spektrophotometrische Quantifizierung der DNA und der Plasmid DNA, indem

in 1 mL Kuvetten 100 µL von der Probe pipettiert wurden. Die Blank-Messung wurde mit dem

Puffer AE aus dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) durchgeführt. Es wurden Messungen

bei einer Wellenlänge von 260 nm und bei einer Wellenlänge von 280 nm durchgeführt. Es

erfolgte ebenfalls eine spektrophotometrische Quantifizierung der RNA, dazu wurde eine 1 mL

Kuvette mit jeweils einer Probe von 100 µL verwendet. Als Eichwert diente RNase freies

Wasser. Es wurden Messungen bei einer Wellenlänge von 260 nm und bei 280 nm durchgeführt.

Anschließend wurden die Proben zur weiteren Verwendung bei -20 ◦C gelagert.
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2.2.10 Sequenzierung

Zur Kontrolle der korrekten Basensequenz der miRNA und zur Verifizierung, dass die erstellten

Oligonukleotide inseriert wurden, wurde eine Sequenzierung durchgeführt. Diese eignete sich

dazu, Mutations-, Insertions- oder Deletionsereignisse zu erkennen. Nach Herstellerangaben

sind in 20 % aller Klone Mutationen zu finden, meistens sind 1-2 bp in den Oligonukleotiden

gelöscht. Es wurden Sequenzierungen für die E6-miRNA, die E7-miRNA und LacZ durchgeführt.

Die Sequenzierung wurde nach einer modifizierten Methode von Sanger, welche auch als

Kettenabbruchmethode bezeichnet wird, durchgeführt. Bei dieser Methode wird eine PCR mit

Didesoxyribonukleosid-Triphosphaten (ddNTPs) und Primern, welche die zu sequenzierenden

Gensequenenzen umrahmen, durchgeführt. Die ddNTPs sind im BigDye Terminator Ready

Reaction Mix aus dem Kit enthalten. Es gibt für jede Base ein ddNTP, also ddATP, ddTTP, ddGTP

und ddCTP. Diese sind jeweils mit einem bestimmten Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die ddNTPs

besitzen am 3’-Kohlenstoff-Atom keine Hydroxygruppe, sodass bei der Polymerisation das

nächste Nukleotid nicht angehängt werden kann und ein Abbruch erfolgt. Durch die Markierung

mit dem Fluoreszenzfarbstoff kann gemessen werden, bei welcher Base der Abbruch erfolgt

[141, 133]. Die Messung erfolgte mit dem 3730xl DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA). Die Daten wurden mit Hilfe des SeqScanners (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) ausgewertet.

Es wurde das BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) verwendet und nach Herstellerangaben gearbeitet. Die Ampli Taq DNA

Polymerase wurde ebenfalls von Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) bezogen. Es

wurden die Proben mit der E6-miRNA, E7-miRNA und LacZ zur Kontrolle sequenziert. Dafür

wurde zunächst eine AmpliTaq-PCR durchgeführt. Die Zusammensetzung des Mastermixes für

die PCR ist in Tabelle 14 zusammengefasst. Die Programmierung und das Temperaturprofil für

die Ampli-Taq PCR ist in Tabelle 15 dargestellt.

Zur Kontrolle wurde eine Agarose Gelelektrophorese durchgeführt. Danach wurden die

Proben mit einer Multi-Screen96 PCR Filter-Platte (Merck Millipore, Darmstadt) aufgereinigt.

Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers gearbeitet. Der Ansatz für die Sequenzierung

erfolgte in einer 96-Kavitätenplatte. Bestimmungen wurden für die Proben von E6, E7 und LacZ

durchgeführt, für diese wurden jeweils zwei Ansätze für den reverse Primer und zwei für den

forward Primer erstellt. Davon enthielt jeweils ein Ansatz 5 µL DNA und einer 10 µL DNA.

Die Zusammensetzung des Mastermixes ist in Tabelle 16, das Programm des Thermocycling in

Tabelle 17 einzusehen. Für das Thermocycling wurde das Gene Amp PCR System 9700 (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet. Die in der Tabelle angegebenen Temperaturen

des Thermocycling wurden mit 1 ◦C/sek erreicht. Anschließend wurden die Proben zentrifugiert

und nach Herstellerangaben mit Sephadex G 50 (GE Healthcare, München) in einer 96-Well

MultiScreen-HV 0,45 µL Platte (Merck Millipore, Darmstadt) aufgereinigt. Die miRNA wurde

mit Hilfe des 3730xl DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) analysiert.
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Tabelle 14: Ansatz des Mastermixes für die Ampli Taq-PCR zur Sequenzierung der miRNA

Reagenzien Volumen

EmGFP forward Primer 2,5 µL
miRNA reverse Primer 2,5 µL
Puffer II 12,5 µL
Mg Cl2 (25 mM) 10 µL
dNTPs (10 nM) 5 µL
Ampli Taq Pol (5 u/µL) 1,3 µL
DNA 1 µL
H2O 86,2 µL

Tabelle 15: Einstellungen des Thermocycling der Ampli-Taq PCR zur Sequenzierung

Zyklen Dauer Temperatur Schritt

1 4 min 96 ◦C initiale Denaturierung

40 45 sek 96 ◦C Denaturierung

45 sek 60 ◦C Annealing

45 sek 72 ◦C Elongation

1 7 min 72 ◦C finale Elongation

22 ◦C Lagerung

Tabelle 16: Mastermix-Ansatz für die Sequenzierung

Reagenzien 1. Volumen 2. Volumen

Primer 0,32 µL 0,32 µL
Terminator Ready Reaction Mix 8 µL 8 µL
DNA 5 µL 10 µL
DMSO 1 µL 1 µL
H2O 5,68 µL 0,68 µL

Tabelle 17: Einstellungen des Thermocycling der Sequenzierung der miRNA

Zyklen Dauer Temperatur Schritt

1 1 min 96 ◦C Aktivierung

25 10 sek 96 ◦C Denaturierung

5 sek 50 ◦C Annealing

4 min 60 ◦C Extension

4 ◦C Lagerung
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstum der Humanen Oralen Keratinozyten

Die HOK Zellen ließen sich gut kultivieren. Allerdings wuchsen die HOK langsam und waren

anfällig für Verunreinigungen, weswegen Antibiotikum zum Medium hinzufügt wurde. Nach der

Immortalisierung der HOK mit E6/E7 war ein deutlich schnelleres Wachstum zu beobachten.

Zudem waren die Zellen unempfindlicher gegenüber Kontaminierungen. Mit dem Fortschreiten

der Versuche wurden für die immortalisierten HOK CELLSTAR Filter Top Zellkulturflaschen

(Greiner bio one, Frickenhausen) benutzt. Es wurden drei verschiedene Nährböden verwendet:

Cell+ Kulturflaschen (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht), welche mit Poly-L-Lysin behandelt

wurden, Cell+ Kulturflaschen ohne Poly-L-Lysin und CELLSTAR Filter Top Zellkulturflaschen

(Greiner bio one, Frickenhausen). Die Zellen wuchsen auf allen drei Nährböden gleich gut.

3.2 Nukleinsäurekonzentrationen der isolierten DNA und RNA

Es wurde eine photometrische Bestimmung der DNA nach ihrer Isolierung von den HPV

negativen HOK und den E6/E7 positiven HOK durchgeführt. Die Blank-Messung wurde mit

dem Puffer AE aus dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) vorgenommen. Um die Reinheit

des Eluats zu prüfen, wurde das Ergebnis von 260 nm durch das von 280 nm dividiert. Der Wert

für reine DNA liegt nach Qiagen zwischen 1,7 und 1,9. Nach Desjardins et al. liegt die 260 nm /

280 nm Ratio für reine RNA oder DNA bei ca. 2 [32]. Durch diese Messung sollen vor allem

Verunreinigungen durch Proteine nachgewiesen werden, dabei wird die Ratio kleiner. Werte, die

größer sind, sprechen für eine gute DNA-Isolierung.

Für die gesunden HOK lag das Ergebnis des ersten Eluats bei 2,1 und des zweiten Eluats

bei 2,0. Bei den HOK mit E6/E7 lag es für das erste Eluat bei 2,11 und für das zweite bei 2,14.

Demnach wurde reine DNA isoliert.

Es wurde ebenfalls eine photometrische Bestimmung der RNA der E6/E7 negativen HOK und

der E6/E7 positiven HOK durchgeführt. Hier diente als Eichwert RNase freies Wasser. Reine

RNA erzielt nach Qiagen einen Wert zwischen 1,9 und 2,1. Bei den gesunden HOK lag das

Ergebnis des ersten Eluats bei 1,93, des zweiten bei 2,18. Bei den HOK mit E6/E7 lag das erste

Eluat bei 2,00 und das zweite bei 1,56. Demnach wurde größtenteils reine RNA gewonnen. Nur

das zweite Eluat der E6/E7 HOK zeigte kein gutes Ergebnis, für unsere Bestimmungen wurde

das 1. Eluat verwendet.

Nach dem Isolieren der Plasmid-DNA wurde ebenfalls eine photometrische Bestimmung

durchgeführt. Als Eichwert diente der Puffer AE aus dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen,

Hilden). Der Wert für reine DNA liegt zwischen 1,7 und 1,9. Es wurden Messungen für Kolonien

mit miRNA von E6, für Kolonien mit miRNA von E7 und für Kolonien mit LacZ durchgeführt.

Stichprobenartig wurden drei Einzelkolonien isoliert. Von diesen wiederum wurde das erste und

das zweite Eluat gemessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 zusammengefasst. Bis auf die

42



Kapitel 3 Ergebnisse

DNA der ersten Kolonie von E6 konnten gute Ergebnisse erzielt werden.

Tabelle 18: Spektrophotometrie-Ergebnisse der Plasmid-DNA

Kolonie E6 E7 LacZ

1. Eluat 2. Eluat 1. Eluat 2. Eluat 1. Eluat 2. Eluat

1. 0,006 1,19 1,94 1,76 1,94 1,78

2. 1,92 1,66 1,94 1,74 1,93 1,73

3. 1,92 1,71 1,94 1,71 1,95 1,78

3.3 Ergebnisse der Real-time-PCR zur Bestimmung der Expression von

E6/E7 in den HOK

Es wurde eine PCR der DNA der mit E6/E7 immortalisierten HOK, der HPV-negativen HOK

und den CaSki (Positivkontrolle) durchgeführt. Für die nicht immortalisierten HOK war kein

Ct-Wert messbar, für die immortalsierten hingegen schon. Damit ist die DNA von E6 und E7 im

Genom der immortalisierten HOK vorhanden. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse wird in

Tabelle 19 gezeigt. Die Negativprobe (H2O) fiel wie erwünscht negativ aus.

Tabelle 19: Ergebnisse der HPV16 E6/E7 DNA Real-time-PCR in HOK, immortalisierten HOK

und CaSki Zellen (jeweils Doppelbestimmung)

Probe Detektor Ct-Mittelwert

HOK 1 E6/E7 HPV16 E6 27,282

CaSki2 HPV16 E6 17,475

HOK E6/E7 HPV16 E7 27,847

CaSki HPV16 E7 16,279

1 HOK: Humane orale Keratinozyten
2 CaSki: Humane Epidermoidkarzinom der Zervix

Für die folgenden Versuche war die Bestätigung der Integration von E6 und E7 in die HOK

wichtig, weil dadurch Aussagen über den Unterschied der mit E6/E7 immortalisierten zu den

nicht immortalisierten HOK getroffen werden können.

3.4 Ergebnisse der QMSP zur Bestimmung der Methylierung der

Promotorregion von Cyclin A1

Nach der Bisulfit-Behandlung wurde die Methylierung des Gens für Cyclin A1 bei den HPV

negativen HOK und den E6/E7 positiven HOK sowie den Zellreihen A549, CaSki, HeLa, PA317

und U937 überprüft. Bei beiden HOK Zellreihen konnte keine Methylierung des Gens gezeigt
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werden. Nur bei der Positivkontrolle (CpGenome Universal Methylated DNA) und den HeLa

Zellen konnte eine Methylierung nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Für HeLa

ist bereits eine Methylierung des Gens nachgewiesen worden [104]. Im Gegensatz dazu sind

U937 HPV negativ und die Promotorregion von Cyclin A1 ist nicht methyliert [105]. Das

Ergebnis zeigt, dass die PCR verlässliche Ergebnisse zum Methylierungsstatus hervorbrachte.

3.5 Real-time Reverse-Transkriptase-PCR-Ergebnisse zur Bestimmung

der Expression von Cyclin A1

Es wurde die cDNA der RNA aus den immortalisierten und den nicht immortalisierten HOK Zell-

reihen verwendet. Zusätzlich wurde die cDNA der RNA der HeLa-Zellen (Cyclin A1 methyliert)

überprüft. Die Ergebnisse der PCR sind in Tabelle 20 aufgeführt.

Tabelle 20: Real-time Reverse-Transkriptase-PCR zur Bestimmung der Expression von Cyclin A1

in HOK und immortalisierten HOK (jeweils Mehrfachbestimmungen)

Probe Detektor Ct-Mittelwert

HOK1 cDNA CCNA12 31,993

HOK E6/E7 cDNA CCNA1 31,996

1 Humane orale Keratinozyten
2 Cyclin A1

Tabelle 21: Real-time Reverse-Transkriptase-PCR zur Bestimmung der Expression von GAPDH

in HOK und immortalisierten HOK (jeweils Mehrfachbestimmungen)

Probe Detektor Ct-Mittelwert

HOK1 cDNA GAPDH2 19,329

HOK E6/E7 cDNA GAPDH 19,328

1 Humane orale Keratinozyten
2 Referenzgen

Für die ∆∆Ct-Methode von Livak und Schmittgen wird ein Referenzgen benötigt, dazu

wurde GAPDH verwendet (siehe Tabelle 21). Wenn die Ct-Werte eingesetzt werden, ergibt sich

folgende Analyse:
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Tabelle 22: Ct-Mittelwerte und ∆Ct- Werte der Real-time Reverse-Transkriptase-PCR für die

Bestimmung der relativen Genexpression von Cyclin A1 bei HPV16 positiven HOK

und HOK

Cyclin A1

HPV pos.

HOK1

Cyclin A1

HOK

GAPDH2

HPV pos.

HOK

GAPDH

HOK

∆Ct HPV

pos. HOK

∆Ct HOK

31,996 31,993 19,328 19,329 12,668 12,664

1 Humane orale Keratinozyten
2 Referenzgen

∆∆Ct Cyclin A1 : 12, 668− 12, 664 = 0, 004

2
−∆∆Ct : 2

−0,004
= 0, 997

Quelle: [93]

Somit ergibt sich mit einem Wert von 0,997 in der relativen Quantifizierung kein relevanter

Unterschied in der Expression von Cyclin A1 zwischen den mit HPV immortalisierten und den

nativen HOK.

3.6 Ergebnisse der Real-time Reverse-Transkriptase-PCR zur

Bestimmung der DNMT

Tabelle 23: Real-time Reverse-Transkriptase-PCR zur Bestimmung der Expression der DNMT

in HOK und immortalisierten HOK (jeweils Mehrfachbestimmung)

Probe Detektor Ct-Mittelwert

HOK1 E6/E7 DNMT21 22,971

HOK DNMT1 25,689

HOK E6/E7 DNMT3a 25,128

HOK DNMT3a 25,260

HOK E6/E7 DNMT3b 26,359

HOK DNMT3b 27,723

1 Humane orale Keratinozyten
2 DNA-Methyltransferase

In der PCR wurde zur Bestimmung der Expression der DNMT die cDNA von den HOK E6/E7

und den nativen HOK verwendet. Die Ergebnisse der PCR sind in Tabelle 23 zusammengefasst.

Um eine Veränderung in der Expression der DNA-Methyltransferasen festzustellen, wurde die

relative Quantifizierung nach der ∆∆Ct-Methode von Livak und Schmittgen angewandt. Als

Referenzgen wurde GAPDH verwendet, die Ergebnisse der PCR für GAPDH sind in Tabelle 21
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dargestellt. Die Analysen zur Exprimierung von DNMT1 (Tabelle 24), DNMT3a (Tabelle 25)

und DNMT3b (Tabelle 26) sind wie folgt:

Tabelle 24: Ct-Mittelwerte und ∆Ct- Werte der Real-time Reverse-Transkriptase-PCR für die

Bestimmung der relativen Genexpression von DNMT1 in HPV16 positiven HOK

und HOK

DNMT11

HPV pos.

HOK2

DNMT1

HOK

GAPDH3

HPV pos.

HOK

GAPDH

HOK

∆Ct HPV

pos. HOK

∆Ct HOK

22,971 25,689 19,328 19,329 3,643 6,360

1 DNA-Methyltransferase
2 Humane orale Keratinozyten
3 Referenzgen

∆∆Ct DNMT1 : 3, 643− 6, 36 = −2, 717

2
−∆∆Ct : 2

−−2,717
= 2

2,717
= 6, 575

Tabelle 25: Ct-Mittelwerte und ∆Ct- Werte der Real-time Reverse-Transkriptase-PCR für die

Bestimmung der relativen Genexpression von DNMT3a in HPV16 positiven HOK

und HOK

DNMT13a

HPV pos.

HOK2

DNMT3a

HOK

GAPDH3

HPV pos.

HOK

GAPDH

HOK

∆Ct HPV

pos. HOK

∆Ct HOK

25,128 25,260 19,328 19,329 5,800 5,931

1 DNA-Methyltransferase
2 Humane orale Keratinozyten
3 Referenzgen

∆∆Ct DNMT3a : 5, 8− 5, 931 = −0, 131

2
−∆∆Ct : 2

−−0,131
= 2

0,131
= 1, 095
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Tabelle 26: Ct-Mittelwerte und ∆Ct- Werte der Real-time Reverse-Transkriptase-PCR für die

Bestimmung der relativen Genexpression von DNMT3b in HPV16 positiven HOK

und HOK

DNMT13b

HPV pos.

HOK2

DNMT3b

HOK

GAPDH3

HPV pos.

HOK

GAPDH

HOK

∆Ct HPV

pos. HOK

∆Ct HOK

26,359 27,723 19,328 19,329 7,031 8,394

1 DNA-Methyltransferase
2 Humane orale Keratinozyten
3 Referenzgen

∆∆Ct DNMT3b : 7, 031− 8, 394 = −1, 363

2
−∆∆Ct : 2

−−1,363
= 2

1,363
= 2, 572

Quelle: [93]

Die relative Quantifizierung hat für DNMT1 ergeben, dass die Expression in den E6/E7 positi-

ven HOK im Gegensatz zu den E6/E7 negativen HOK 6,575-fach erhöht war. Die Expression

von DNMT3b war 2,572-fach und die von DNMT3a 1,095-fach erhöht. Damit ist die Expres-

sion von DNMT3a in beiden Zellreihen fast gleich geblieben. Die DNMT1 hingegen sind in

den immortalisierten Zellen deutlich vermehrt exprimiert worden und die Expression von den

DNMT3b war ebenfalls etwas erhöht.

3.7 Auswertung der Sequenzierung der miRNA

Zur Kontrolle der korrekten Basensequenz und zur Verifizierung, dass die erstellten Oligo-

nukleotide inseriert wurden, wurde eine Sequenzierung durchgeführt. Diese eignet sich dazu,

Mutations-, Insertions- oder Deletionsereignisse zu erkennen. Nach Herstellerangaben sind in

20 % aller Klone Mutationen zu finden, meistens sind 1-2 bp in den Oligonukleotide gelöscht.

Zur Sequenzierung wurden der EmGFP forward Primer und der miRNA reverse Primer aus

dem Block-iT Pol II miR RNAi Expression Vector Kit with EmGFP (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) verwendet. Für die Karte der pcDNA TM 6.2-GW/EmGFP-miR siehe Abbil-

dung 8. In der Sequenzierung wurde das Alignment zwischen den angegebenen Abschnitten und

den generierten Oligonukleotiden überprüft. Die Proben mit LacZ und E7 zeigten ein korrektes

Alignment. Die Sequenzierung hat gezeigt, dass die Ligierung in den Zielvektor ohne relevante

Mutationen erfolgreich war. In den Abbildungen 9 und 10 sind Auszüge der Chromatogramme

der Basensequenzen der Sequenzierung dargestellt.
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Abbildung 8: Karte der pcDNATM 6.2-GW/EmGFP-miR

EmGFP forward Primer: Basen 1409-1428

miRNA reverse Primer: Basen 1607-1626

Quelle: Herstellerangabe

Abbildung 9: Auszug aus dem Chromatogramm der Sequenzierung von E7

Abbildung 10: Auszug aus dem Chromatogramm der Sequenzierung von LacZ
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4 Diskussion

Die Kopf-Hals-Karzinome zählen, wenn die Inzidenzen der einzelnen Karzinome unterschiedli-

cher Sublokalisation zusammengezählt werden, nach dem GLOBOCAN 2012 zur acht-häufigsten

Neuerkrankung von malignen Neoplasien. Risikofaktoren für Kopf-Hals-Karzinome sind vor

allem der Zigaretten- und Alkoholkonsum [153]. Zudem gibt es die HPV-assoziierten Karzinome.

Diese treten vor allem im Oropharynx auf. Das Erkrankungsalter für durch Noxen verursachte

Karzinome liegt vorwiegend höher als 60 Jahre. Die HPV positiven Karzinome kommen eher

bei jüngeren Menschen mit einem höheren sozioökonomischem Status vor. Hierfür ist der wich-

tigste Risikofaktor der orale Geschlechtsverkehr. Dabei steigt die Inzidenz bei frühem ersten

Geschlechtsverkehr und bei Promiskuität [44, 74, 96].

HPV16 ist mit ca. 90 % das häufigste HP-Virus bei Kopf-Hals-Karzinomen [46, 78, 29], deswe-

gen wurde in dieser Arbeit HPV16 verwendet. Es kann bei bis zu 10 % der gesunden Bevölkerung

HPV im Hals-Rachen-Bereich nachgewiesen werden [44]. Nicht jede HPV-Infektion führt direkt

zu einer Erkrankung, in den meisten Fällen schafft es das Immunsystem, das Virus innerhalb von

neun Monaten zu beseitigen [44]. Die Immortalisierung der ursprünglich gutartigen Schleim-

hautepithelzelle durch HPV wird durch verschiedene Mechanismen verursacht. Vor allem die

Onkoproteine E6 und E7 spielen dabei eine wichtige Rolle [37, 14]. In den letzten Jahren

konnte nachgewiesen werden, dass epigenetische Veränderungen und insbesondere die Gen-

Methylierung von entscheidender Bedeutung sind. Die Gen-Methylierung geschieht durch eine

Reaktion, welche durch die DNA Methyltransferasen katalysiert wird [134]. Ebenso könnte der

Methylierungsstatus und damit zusammenhängend die Expression von Cyclin A1 zur Karzinoge-

nese beitragen. Aus diesem Grund beschäftigt die hier vorgestellte Arbeit sich eingehender mit

den Methyltransferasen und Cyclin A1.

In dieser Arbeit wurden Humane Orale Keratinozyten mit E6 und E7 von HPV16 immor-

talisiert. Die Integration von E6 und E7 wurde mittels einer Real-time-PCR überprüft und

bestätigt. Nachdem eine Immortalisierung der HOK mit E6 und E7 nachgewiesen war, wurden

Real-time-PCRs für die Genmethylierung von Cyclin A1, die Expression von Cyclin A1 und

der Methyltransferasen DNMT1, DNMT3a und DNMT3b durchgeführt. Für Cyclin A1 konnte

weder in der Methylierung des Gens noch in der Expression ein Unterschied zwischen den

mit E6/E7 immortalisierten und den gesunden Zellen festgestellt werden. Dafür konnte eine

erhöhte Expression der DNA-Methyltransferasen (DNMT1, DNMT3a und DNMT3b) in den

immortalisierten Zellen nachgewiesen werden. Die relative Quantifizierung ergab vor allem eine

vermehrte Expression der DNMT1, die DNMT3a und DNMT3b waren hingegen nur gering

erhöht. Anschließend wurde miRNA für HPV16 E6 und E7 erstellt. Die Erstellung der miRNA

wurde mittels Sequenzierung überprüft und die Erstellung der E7 miRNA konnte erfolgreich

abgeschlossen werden.
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4.1 Kultivierung der HOK und Immortalisierung durch HPV16 E6 und

E7

Zunächst sind die HOK kultiviert worden. Da dies vor der Immortalisierung gesunde Schleim-

hautzellen waren, wuchsen diese wie erwartet langsam an. Nachdem die kultivierten HOK mit

E6 und E7 immortalisiert wurden, wurde eine Real-time-PCR zur Überprüfung der Expression

von E6 und E7 durchgeführt. Die PCR zeigte, dass E6 und E7 in den immortalisierten HOK

exprimiert wurden (siehe Tabelle 19). Diese Methode zur Immortalisierung der HOK wurde von

Pritinder Kaur et al. [69] veröffentlicht.

Es gibt verschiedene Studien dazu, dass eine Infektion der Zellen mit E6 und E7 zur Immorta-

lisierung ausreicht. Dies ist allerdings die erste Arbeit, die HOK mit E6 und E7 immortalisiert,

um ein grundsätzliches Zellmodell zu entwickeln, in dem durch HPV bedingte genetische und

epigenetische Veränderungen nachvollzogen werden können. Aus diesem Grund ist kein direkter

Vergleich mit anderen Arbeitsgruppen möglich. Es konnten beispielsweise Halbert et al. [52] zei-

gen, dass in manchen Zellen alleine die Expression von HPV16 E7 zur Immortalisierung reicht.

Band et al. [4] hingegen wiesen nach, dass E6 von HPV16 in Epithelzellen der Mamma essentiell

zur Immortalisierung ist. Pritinder Kaur et al. [69] vermuteten deshalb, dass zellspezifische Fak-

toren ebenfalls einen Einfluss besitzen. Hudson et al. zeigten [63], dass humane Keratinozyten,

welche E6 und E7 von HPV 18 exprimieren, meist immortalisiert sind und nur eine geringe

morphologische Differenzierung aufweisen. McMurray et al. [100] führten Versuche an humanen

Vorhautkeratinozyten in vitro mit HPV durch. Sie erschlossen, dass die Funktion von E6 zur

Degradation von p53 essentiell zur Immortalisierung der Zellen ist. Durch Mutationen wurden

verschiedene Funktionen von E6 ausgeschaltet. Solange die Möglichkeit zur Inaktivierung von

p53 bestand, konnte E6 in Kombination mit E7 die Zellen immer immortalisieren.

Es war eine Veränderung des Wachstumsverhaltens der immortalisierten Zellen zu beobachten,

diese Zellen vermehrten sich deutlich schneller als die nicht immortalisierten Zellen. Außerdem

waren sie weniger anfällig für Verunreinigungen. Diese Veränderungen und der Nachweis der

Expression von E6 und E7 sprechen für eine erfolgreiche Immortalisierung der Zellen.

4.2 Methylierung von Cyclin A1 bei HOK und HPV16 E6 und E7

positiven HOK

Zur Untersuchung der Promotormethylierung von Cyclin A1 wurde die DNA zuerst mit Bisulfit

behandelt und danach eine QMSP für CCNA1 durchgeführt. Die Methoden zur Überprüfung

des Methylierungsstatus der DNA sind vielfältig [40], wobei die hier angewandte Methode eine

hohe Sensitivität und Spezifität aufweist [25, 19, 35]. In der QMSP konnte bei den mit E6 und

E7 immortalisierten HOK keine vermehrte Methylierung des Gens für Cyclin A1 gezeigt werden.

Dies war nicht das erwartete Ergebnis, da es bereits Studien zur Methylierung der Promotorre-

gion von Cyclin A1 in verschiedenen HPV positiven Karzinomen gibt, die Veränderungen des
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Methylierungsstatus zeigen.

Die epigenetischen Veränderungen und damit auch der Methylierungsstatus spielen in der

Erforschung der Karzinogenese eine große Rolle. So findet sich bei Karzinomen häufig eine

Hypermethylierung von CpG-Islands [67]. Bei einer Methylierung dieser Region wird das Gen

vermindert oder gar nicht mehr exprimiert [19]. Wohingegen CpG-Dinukleotide, welche nicht in

CpG-Inseln liegen, normalerweise überwiegend methyliert vorliegen, sind diese bei Karzinomen

seltener methyliert [57]. Es ist nachgewiesen worden, dass eine Hypomethylierung der gesamten

DNA eine Verminderung von intestinalen Tumoren bewirkt [81]. In mehreren Studien konnte

gezeigt werden, dass die Infektion mit HPV mit einer vermehrten Methylierung von bestimmten

Promotorregionen einhergeht. Allerdings muss noch weiter erforscht werden, wie das genaue

Methylierungsmuster aussieht [111]. Für die Gene RASSF1, TCF21 und MGMT variieren die

Ergebnisse des Methylierungsstatus in den Studien [24, 30, 146, 111]. Für Cyclin A1 gibt es

mehrere Studien, die eine vermehrte Promotormethylierung nachweisen konnten [20, 24, 158]

So konnten beispielsweise Kitkumthorn et al. [73] in einer Studie zeigen, dass vor allem

in den aggressiven, HPV positiven Zervixzellkarzinomen eine Methylierung von Cyclin A1

stattgefunden hatte. Ebenso wiesen Tokumaru et al. [149] nach, dass die Promotorregion von

Cyclin A1 in Kopf-Hals-Tumoren mit einem p53 Wildtyp vermehrt methyliert vorlag. In dieser

Studie ist zwar der HPV-Status nicht berücksichtigt worden, allerdings liegt bei HPV negativen

Tumoren, im Gegensatz zu den HPV positiven Karzinomen, meist p53 mutiert vor [46]. Auch

bei kolorektalen Karzinomen konnte eine Hypermethylierung von Cyclin A1 gezeigt werden

[167]. Chalertpet et al. [20] führten eine Studie durch, die in mehreren Punkten für diese Arbeit

interessant ist. Sie haben unter anderem an Zervixkarzinomzellen (SiHa), welche mit HPV16

infiziert wurden, zeigen können, dass die Promotorregion von Cyclin A1 bei den SiHa Zellen

vermehrt methyliert ist. Chalertpet et al. erzielten durch Transfektion der SiHa Zellen mit E7-

siRNA einen selektiven knock-down, wodurch die Methylierung zurückging und Cyclin A1

wieder vermehrt exprimiert wurde. Ein ähnliches Ergebnis erzielte ein knock-down von DNMT1,

dadurch konnte die Methylierung der Promotorregion von Cyclin A1 gesenkt werden.

Eine Studie zur Korrelation der Promotormethylierung von Cyclin A1 und malignen Tumoren

wurde von Yang et al. [169] durchgeführt. Sie sind zu dem Schluss gekommen, dass bei Krebs-

patienten die Promotorregion vermehrt methyliert vorliegt. Dies deutet laut Yang et al. auf eine

signifikante Verbindung zwischen Cyclin A1 und der Tumorentwicklung hin. Eingeschlossen in

die Analyse sind Kopf-Hals-Karzinome, nichtkleinzellige Lungenkarzinome, kolorektale Karzi-

nome, nasopharyngeale Karzinome, Blasenkarzinome und hepatozelluläre Karzinome. Es konnte

zudem eine gesteigerte Methylierung der Promotorregion bei Zervixkarzinomen nachgewiesen

werden, wenn die HPV-DNA integriert war [168]. Insgesamt hätte eine Promotormethylie-

rung von Cyclin A1 bei den mit E6/E7 immortalisierten HOK dem aktuellen Forschungsstand

entsprochen. Es stellt sich die Frage, warum dies nicht das Resultat war.

Für HeLa ist bereits eine Methylierung des Gens nachgewiesen worden, was sich in dieser

Arbeit ebenfalls bestätigt hat [104]. In der Positivkontrolle und in den HeLa-Zellen wurden Me-
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thylierungen nachgewiesen, weshalb ein methodischer Fehler unwahrscheinlich ist. Allerdings

wurden andere Studien mit einer größeren Probenanzahl durchgeführt. In diesen Studien ist

nicht in allen Proben eine Methylierung festgestellt worden, sondern nur in einem bestimmten

Prozentsatz. Dies lässt den Schluss zu, dass die Cyclin A1-Methylierung eventuell keine obligate,

sondern nur eine mögliche epigenetische Veränderung ist. Eine andere Erklärung des Ergeb-

nisses wäre, dass es einen entscheidenden Unterschied macht, dass alle genannten Beispiele

an Gewebeproben durchgeführt worden sind, wohingegen bei dieser Arbeit eine Zelllinie in

vitro mit E6 und E7 immortalisiert wurde. Dadurch ist das Ergebnis dieser Arbeit interessant,

da dies die Frage aufwirft, ob für die Methylierung noch andere Faktoren von HPV oder dem

umgebenden Milieu im Gewebe notwendig sind. Es sind viele Faktoren denkbar, diese können

innerhalb der Zelle lokalisiert sein oder außerhalb. Beispielsweise könnten Umwelteinflüsse wie

Rauchen oder Alkoholkonsum involviert sein.

4.3 Expression von Cyclin A1 und deren Korrelation zur

Promotormethylierung

Die Real-time Reverse-Transkriptase-PCR zur Bestimmung der Expression von Cyclin A1 zeigte

keinen relevanten Unterschied der mit E6/E7 immortalisierten HOK zu den nicht immortalisierten

HOK.

Andere Studien, die bei Gewebeproben die Expression von Cyclin A1 untersuchten und mit

dem HPV-Status bzw. dem Cyclin A1 Methylierungsstatus verglichen, kamen zu teilweise un-

terschiedlichen Ergebnissen. Bei Zervixkarzinomzellen, welche mit HPV16 infiziert waren, ist

eine verminderte Expression von Cyclin A1 festgestellt worden [20]. Kitkumthorn et al. haben in

in Zervixkarzinomen eine verminderte Expression der CCNA1 mRNA nachgewiesen [73] und

Pyeon et al. haben zeigen können, dass Cyclin A1 bei HPV positiven Zervix- und Kopf-Hals-

Karzinomen von HPV16 herunterreguliert wird [118]. Es gibt aber ebenfalls Studien, in denen

eine gesteigerte Expression von Cyclin A1 bei HPV positiven Karzinomen nachgewiesen wurde.

Santopietro et al. identifizierten eine gesteigerte Expression von Cyclin A als unabhängigen

Risikofaktor bei HPV positiven Zervixtumoren [135]. Außerdem ist in Leukämiezellen eine

gesteigerte Expression zu finden [171]. In weiteren Experimenten zeigte sich eine Erhöhung der

Expression von Cyclin A1 bei HPV16 positiven Kopf-Hals-Karzinomen, insbesondere korrelierte

hier die Erhöhung mit der Expression von p16 (ein CDK-Inhibitor). Die vermehrte Expression

von Cyclin A1 war mit einer geringeren Rezidivrate assoziiert, unabhängig vom HPV-Status.

Außerdem wurden in Tonsillengewebe, welches von Patienten mit akut rezidivierenden Tonsil-

litiden gewonnen wurde, eine Verminderung der Expression von Cyclin A1 mit Fortschreiten des

Lebensalters nachgewiesen [159].

Inwiefern die Expression Cyclin A1 mit dessen Promotormethylierung zusammenhängt, ist

bis jetzt unklar. Weiss et al. [159] wiesen eine vermehrte Expression von Cyclin A1 trotz Me-

thylierung der Promotorregion an HPV16 positiven Gewebeproben von Kopf-Hals-Karzinomen
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nach. Allerdings ist in Zelllininen (unter anderem CaSki und Zelllinien von der University of

Michigan) von HPV positiven Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs eine vermehrte

Methylierung der Promotorregion und verminderte Expression von Cyclin A1 gezeigt worden

[136]. In der bereits erwähnten Studie von Chalertpet et al. [20] ist zudem ein Zusammenhang

der verminderten Expression von Cyclin A1 zu dessen Promotormethylierung demonstriert

worden. Durch einen knock-down von DNMT1 wurde die Methylierung der Promotorregion von

Cyclin A1 gesenkt und das Expressionsniveau von Cyclin A1 wurde erhöht. Allerdings wurde in

einer anderen Studie zur Messung der Hypermethylierung der Promotorregion von Cyclin A1

und zur Expression von Cyclin A1 ermittelt, dass es keine inverse Korrelation zwischen der

Methylierung und Expression dieses Gens geben muss [104]. Die Forschungsergebnisse von

Müller et al. [105], zeigen, dass bei leukämischen Zellen eine Methylierung der Promotorregion

von Cyclin A1 zu einer verminderten Exprimierung führt, wohingegen im Hoden eine Hyper-

methylierung keine verminderte Expression bewirkt. In anderen gesunden Geweben, in denen

Cyclin A1 im normalen Zustand nur wenig exprimiert wurde, war die Expression unabhängig von

der Promotormethylierung von Cyclin A1. Es bleibt also eine Frage für weitere Forschungen, für

welche Zellen ein Zusammenhang zwischen der Promotormethylierung und der Expression von

Cyclin A1 herzustellen ist und für welche nicht oder anders formuliert, warum es bei manchen

Zellen eine Korrelation gibt und bei anderen nicht.

Insgesamt konnte demnach eine vermehrte Methylierung der Promotorregion erwartet werden.

Daraus hätten sich zwei Möglichkeiten ergeben. Die erste wäre gewesen, dass trotzdem eine ver-

mehrte Exprimierung von Cyclin A1 hätte nachgewiesen werden können. Die zweite Möglichkeit

wäre eine Verminderung der Expression gewesen, in diesem Fall hätte ein Zusammenhang

zwischen der Methylierung und der Exprimierung hergestellt werden können. Dadurch, dass

weder eine vermehrte Promotormethylierung noch eine vermehrte Expression von Cyclin A1

festgestellt werden konnten, bestätigt sich keine der beiden Theorien.

Wie bereits in Kapitel 4.2 dargestellt wurde, ist es auch bei der Expression von Cyclin A1

möglich, dass durch die alleinige Infektion mit E6 und E7 wichtige Einflüsse der Umwelt fehlten.

Die anderen Studien sind an Gewebeproben durchgeführt worden, sodass dort durchaus auch

andere Faktoren Einfluss nehmen konnten.

4.4 Expression der Methyltransferasen bei nativen und mit HPV16

immortalisierten HOK

Mittels Real-time Reverse-Transkriptase-PCR wurde die Expression von DNMT1, DNMT3a

und DNMT3b bei gesunden und bei mit E6 und E7 immortalisierten HOK bestimmt. Die

Ergebnisse wurden durch eine relative Quantifizierung ausgewertet, dabei wurde GAPDH als

Referenzgen verwendet. Die relative Quantifizierung ergab, dass die Synthetisierung von DNMT1

in den immortalisierten HOK deutlich erhöht und die der DNMT3b etwas erhöht war. Die

Expression der DNMT3a war nicht relevant erhöht. Für viele andere Karzinome wurde bereits
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eine Erhöhung der DNMT nachgewiesen. DNMT1, 3a und 3b werden bei Leukämiezellen

[102], bei Hepatozellulären Karzinomen [109], bei Pankreaskarzinomen [42], Colonkarzinomen

[131] und Mammakarzinomen [49] vermehrt exprimiert [144]. DNMT1 wird ebenfalls bei

Glioblastomen vermehrt exprimiert [120].

In mehreren Studien konnte eine mit HPV assoziierte Erhöhung der DNMT Expression gezeigt

werden. In einer Studie konnte für die beiden Zervixkarzinomzelllinien SiHa und CaSki gezeigt

werden, dass bei einem knockdown von HPV16 E6 p53 wieder vermehrt exprimiert wird und es zu

einer Erniedrigung der Expression und Aktivität von DNMT1 kommt. Ein p53 knockdown führte

zu einer Erhöhung von DNMT1, sodass DNMT1 möglicherweise über eine HPV16 E6 bedingte

Beeinflussung von p53 reguliert wird [172]. Leonard et al. haben herausgefunden, dass eine

Transfektion von humanen Vorhautkeratinozzyten mit high-risk HPV zu einer Hochregulierung

von DNMT1 und DNMT3b und zu einer Veränderung des Methylierungsstatus der zellulären

Gene führt [88]. Lechner et al. verglichen Gewebeproben von Kopf-Hals-Karzinomen, in diesen

konnten sie teilweise HPV18 nachweisen. In den mit HPV18 infizierten Proben konnte eine

Erhöhung der mRNA Expression von DNMT1 und DNMT3a ermittelt werden [83]. Burgers

et al. [17] zeigten, dass E7 von HPV16 mit der CR3 Zinkfingerdomäne an DNMT1 binden und

die Aktivität von DNMT1 erhöhen kann. Das Ergebnis ihrer Arbeit weist darauf hin, dass dies

auch bei Humanen Oralen Keratinozyten auf diese Weise funktionieren könnte.

Ebenso interessant sind die Auswirkungen einer gesteigerten DNMT Expression. Wu et al.

[166] fügten ein exogenes eukaryotisches Gen für DNMT in NIH 3T3 Zellen (Fibroblasten eines

Mausembryos) ein und demonstrierten damit, dass ein erzwungenes erhöhtes Expressionslevel

der DNMT bei diesen Zellen zur zellulären Transformation führt. Bei humanen Fibroblasten

findet durch eine Erhöhung der DNMT eine vermehrte de novo Methylierung von einigen CpG-

Inseln statt [151]. In den bisher angeführten Studien wurde zur Untersuchung der Funktion

der DNMT das Expressionslevel erhöht, Rhee et al. haben im Gegensatz dazu die Gene aus-

geschaltet, um die Funktion der DNMT zu untersuchen. Sie haben Versuche an kolorektalen

Krebszellen durchgeführt. In diesen wurde das Gen für DNMT1 durch homologe Rekombination

ausgeschaltet, anschließend ging die globale Methylierung der DNA um 20 % zurück, wobei das

Gene-Silencing des Tumorsuppressorgens p16ink4a davon unbeeinflusst blieb. Bei einer alleinigen

Ausschaltung des Gens für DNMT3b ging die globale Methylierung um weniger als 3 % zurück.

Erst die gemeinsame Inaktivierung von DNMT1 und DNMT3b konnte einen Rückgang der

Methylierung um 95 % bewirken, ebenso verschwand das Gene-Silencing von p16ink4a und die

Zellen wuchsen deutlich langsamer [125, 124]. Dies deutet auf ein enges Zusammenwirken

von DNMT1 und DNMT3b hin. Die These, dass die DNMT abhängig voneinander arbeiten,

wurde auch in einer zusammenfassenden Arbeit von Jones et al. aufgestellt [67]. Jedoch haben

Chalertpet et al. [20] in ihrer bereits erwähnten Studie ebenfalls eine erhöhte Expression von

DNMT1 und eine vermehrte Promotormethylierung von Cyclin A1 in mit HPV16 infizierten SiHa

Zellen gefunden. Sie konnten durch einen selektiven knock-down von DNMT1 einen Rückgang

der Methylierung der Promotorregion von Cyclin A1 bewirken.
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In den Versuchen dieser Arbeit war die Expression von DNMT1 stark erhöht und die Expres-

sion von DNMT3b war ebenfalls deutlich erhöht. Damit konnte gezeigt werden, dass durch eine

HPV bedingte Immortalisierung der HOK eine vermehrte Expression der Methyltransferasen

initiiert wird. Inwiefern bei den HOK ein Zusammenspiel der DNMT zur Promotormethylierung

von Cyclin A1 nötig ist, bleibt unklar. In dieser Arbeit konnte der Zusammenhang der Erhöhung

der DNMT1 mit einer vermehrten Promotormethylierung von Cyclin A1 so nicht bestätigt wer-

den. Da DNMT3a und DNMT3b für de-Novo-Methylierungen zuständig sind [6], könnte die

fehlende erhöhte Expression der DNMT3a eine entscheidende Rolle spielen. Zudem wurden

diese Versuche mit Zellkulturen durchgeführt, sodass möglicherweise weitere Faktoren fehlen,

die Einfluss auf den Methylierungsstatus haben könnten.

4.5 Erstellen einer miRNA gegen E6 und E7

Nach dem Erstellen der miRNA gegen HPV16 E6 und E7 wurde zur Kontrolle der korrekten

Basensequenz und zur Verifizierung, dass die erstellten Oligonukleotide inseriert wurden, eine

Sequenzierung durchgeführt. Die Sequenzierung hat gezeigt, dass die Ligierung ohne Mutationen

in den Zielvektor erfolgreich war. Es gibt bereits einige Studien, in denen RNA-Interferenz zum

selektiven knockdown von HPV16 E6 und E7 genutzt wurde. So wurde in mehreren Studien

HPV16 E7 siRNA zum knockdown in SiHa Zellen erstellt und in einer zusätzlich HPV16 E6

siRNA [1, 12, 20]. In weiteren Studien wurde siRNA gegen HPV16 E6 und E7 bei CaSki und

HeLa Zellen eingesetzt [12, 21]. Im Gegensatz zu siRNA hat miRNA wenig Variation an den

Enden der Basensequenz, dadurch interagiert die miRNA exakt mit der Targeting mRNA und

schaltet diese so aus [18]. Diese kann dazu genutzt werden, um einen selektiven knock-down von

HPV16 E6 und E7 in den immortalisierten HOK zu erzeugen. Durch den selektiven knock-down

kann der Einfluss der Onkogene HPV16 E6 und E7 auf epigenetische Veränderungen genauer

erforscht werden.

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte zwar keine Veränderung der Promotormethylierung oder der Expression

von Cyclin A1 nach Immortalisierung der Zellen mit E6/E7 ermittelt werden. Es konnte aber ein

Zellkulturmodell etabliert werden, welches eine wichtige Grundlage für weitere Experimente

bildet. Zudem konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass eine Immortalisierung der HOK durch

HPV16 eine vermehrte Expression der Methyltransferasen bewirkt. Außerdem wurde miRNA mit

Hilfe von E. coli hergestellt. In weiteren Versuchen können die mit E6 und E7 immortalisierten

HOK mit der miRNA transfiziert werden, um einen selektiven knock-out von E6 und E7 zu

erzielen. Im Anschluss sollte eine erneute Reduktion der DNMT mittels PCR gezeigt werden.

Ebenfalls möglich wäre es, zuerst nur einen knock-down von E7 herbeizuführen, in einer anderen

Studie ist bereits gezeigt worden, dass E7 direkten Einfluss auf DNMT1 nehmen kann [17].
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Therapeutische und diagnostische Möglichkeiten

Die Erhöhung der DNMT weist vor allem für therapeutische Möglichkeiten eine hohe Relevanz

auf. Epigenetische Veränderungen können im Gegensatz zu Mutationen durch Medikamente

rückgängig gemacht werden. Es gibt bereits Medikamente, welche DNMT hemmen, diese sind

jedoch mit Nebenwirkungen verbunden [144]. Zwei Medikamente werden bereits in klinischen

Studien getestet. Dabei handelt es sich um 5-Azacytidine für hämatoonkologische Erkrankungen

und 5-Aza-2’-Deoxycytidine für hämatoonkologische Erkrankungen, Zervixkarzinome und

nichtkleinzellige Lungenkarzinome [173]. Außerdem soll es präventive Maßnahmen geben,

welche die DNMT senken. Laut Subramaniam et al. gehört dazu der Verzehr von Brombeeren,

Annurca-Apfel, Grüntee-Extrakt und Thymus serpyllum [144]. An Mäusen ist gezeigt worden,

dass eine Unterdrückung der DNMT einen Rückgang intestinaler Neoplasien bewirkt [81]. Wenn

es gut verträgliche Medikamente gibt, ist es von Interesse, für welche Karzinome sie eingesetzt

werden können. Ob die Erhöhung des Expressionsniveaus der DNMT1 eine Möglichkeit zur

Behandlung bietet, bleibt abzuwarten. Abgesehen von den Behandlungsmöglichkeiten bleibt

offen, ob die Erhöhung zu diagnostischen Zwecken eingesetzt werden kann.

Die Hypermethylierung bestimmter Promotorregionen bietet ein großes Potenzial in der Dia-

gnostik onkologischer Erkrankungen. Sie könnten als Biomarker zur Diagnostik und Prognose-

Erstellung fungieren. Zu Kopf-Hals-Karzinomen gibt es viele Studien, die sich mit Methylie-

rungsmustern im Speichel befassen. Speichel ist ein Medium, welches nah an der Region dieser

Karzinomen liegt und nicht invasiv zu gewinnen ist [90]. Zum Beispiel wiesen Righini et el.

im Speichel von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen nach, dass TIMP3, ECAD, p16, MGMT,

DAPK oder RASSF1 häufig methyliert vorliegen. Bei mehr als 75 % der Patienten lag mindestens

eins von diesen Genen methyliert vor. Hingegen konnten diese Methylierungen nicht im Speichel

von gesunden Menschen gefunden werden [128]. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden,

dass KIF1A und EDNRB in 67 % im Speichel von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren methyliert

vorliegt und nur in 6,6 % bei gesunden Menschen [31].

Die Möglichkeiten, wie diese Erkenntnisse angewendet werden können, sind vielfältig. In

dieser Arbeit konnte zwar keine Hypermethylierung für Cyclin A1 gezeigt werden, es sollten

aber zukünftig weitere Forschungsarbeiten zu diesem Themengebiet angestrebt werden [7].
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6 Abkürzungsverzeichnis

A Adenin

bp Basenpaare

C Cytosin

cDNA complementary DNA (engl.)

komplementäre DNA (deutsch)

CpG-Inseln Cytosin-phosphatidyl-Guanin-Inseln

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DNMT DNA-Methyltransferase

ddNTP Didesoxyribonukleosid-Triphosphat

dNTP Desoxyribonukleosid-Triphosphat

ds doublestranded (engl.)

doppelsträngig (deutsch)

E1-7 Protein early 1-7 protein (engl.)

frühes Protein 1-7 (deutsch)

EmGFP Emerald Green Fluorescent Protein (engl.)

Emerald grün fluoreszierendes Protein (deutsch)

FCS Fetal Calf Serum (engl.)

Fetales Kälber Serum (deutsch)

G Guanin

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

h hour (engl.)

Stunde (deutsch)

HOK Humane Orale Keratinozyten

HPV Humane Papillomaviren

L Liter

L1 Protein, L2 late 1 protein (engl.)

spätes Protein 1 (deutsch)

M mol/l

MA Massachusetts

µmol mikromol

miRNA microRNA

mRNA messenger RNA (engl.)

Boten-RNA (deutsch)

neg. negativ

negKo Negativkontrolle

nm Nanometer
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OKM Orales Keratinozytenmedium

PBS phosphate buffered saline (engl.)

phosphatgepufferte Kochsalzlösung (deutsch)

PCR Polymerase chain reaction (engl.)

Polymerase-Kettenreaktion (deutsch)

pos. positiv

posKo Positivkontrolle

RNA Ribonukleinsäure

sek Sekunde

U/min Umdrehungen pro Minute

QMSP Quantitative Methylation Specific PCR (engl.)

Quantitative Methylierungsspezifische PCR (deutsch)

T Thymin

UNG Uracil-N-Glycosylase

Z Zellen
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