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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kopf-Hals-Tumoren

Kopf-Hals-Karzinome sind eine heterogene Gruppe maligner Entartungen im Bereich
der oberen Luft- und Speisewege. Bei Uber 90% der Félle handelt es sich hierbei um
Plattenepithelkarzinome (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC).

Schétzungsweise 650 000 neue HNSCC Falle sind weltweit pro Jahr zu verzeichnen,
wobei die Pravalenz sogar noch steigt (Parkin et al., 2005). Kopf-Hals-Karzinome
haben in den USA die achthdufigste Inzidenz unter allen Tumorentitdten und machen
einen Anteil von 3% aller Tumorneuerkrankungen aus (Jemal et al., 2010). Als
ursachliche Risikofaktoren sind hierbei insbesondere Alkohol und Tabak zu nennen
(Blot et al., 1988; Vineis et al., 2004). Seit neuerem ist auch das humane
Papillomavirus, darunter vor allem die Serotypen 16 und 18, als Risikofaktor fir die
Entwicklung von HNSCC-Tumoren ins Interesse der Forschung gertickt (D'Souza et al.,
2007).

Als kleiner Erfolg ist zu werten, dass zwischen 1990 und 2006 der Anteil an allen durch
Krebs verursachten Todesfélle durch HNSCC um knapp 3% abgenommen hat (Jemal et
al., 2010), was vermutlich sowohl auf Rickgang des Alkohol- und Tabakkonsums in
der westlichen Welt (Curado and Hashibe, 2009) als auch auf verbesserte
Behandlungsmethoden  (effektivere  Behandlung,  weniger therapieinduzierte
Nebenwirkungen) zuruckzufiihren ist. Allerdings blieben trotz jlingsten Fortschritten in
Tumordiagnostik und -therapie die Uberlebensraten fir HNSCC-Patienten in den letzten
30 Jahren beinahe unverdndert (Psyrri and Fountzilas, 2006). Die Sterblichkeit bei
HNSCC-Patienten steigt mit dem Fortschreiten (Stadium) der Erkrankung. Weltweit
sterben jahrlich ca. 350 000 Menschen an dieser Krankheit, wobei eine zunehmende
Invasivitat der Tumore bedingen kann, dass vitale Strukturen wie Luftwege und grolie

Arterien im Kopf-Hals-Bereich verlegt werden, was zum Tod des Patienten flihrt.

Als zweithdufigste Todesursache ist die behandlungsassoziierte Toxizitdt zu nennen
(Argiris et al., 2004). Auch ist die Anzahl von metachron auftretenden Zweitkarzinomen
auf Grund der Risikofaktoren der Patienten erhdht (Lippman and Hong, 1989). Durch
die Risikofaktoren, denen die HNSCC-Patienten ausgesetzt sind, wird die gesamte

Schleimhaut der Luftwege durch die Einwirkung Kkarzinogener Substanzen so
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geschédigt, dass das Risiko fur synchrone und metachrone Zweitkarzinome der
Luftwege erhoht ist (Slaughter et al., 1953). Die Inzidenz flr Zweitkarzinome betragt
ca. 3-5% / Jahr (Argiris et al., 2004). Dabei treten die haufigsten Zweitkarzinome in der
Lunge auf, am zweithdufigsten sind HNSCC-Zweitkarzinome (Argiris et al., 2004).
Eine mdgliche Erklarung dafir ist, dass durch die Behandlung mit Chemotherapie und
lokaler Bestrahlung zum Therapiezeitpunkt bisher okkulte lokale synchrone
Zweittumoren oder Prékanzerosen beseitigt werden kdnnen, so dass Zweitkarzinome
sich erst nach langerer Zeit im Kopf-Hals-Bereich entwickeln (Argiris et al., 2004). Die
Therapie beinhaltet vor allem die chirurgische Entfernung der Tumore, deren
Bestrahlung und den Einsatz der Chemotherapie (Argiris et al., 2004). Die drei
Behandlungsmethoden werden bei lokal fortgeschrittener Erkrankung meist kombiniert
(Furness et al., 2010). Dabei sind die Nebenwirkungen der Behandlung mitunter
erheblich (Hanna et al., 2004a). Sowohl die funktionellen Beeintrachtigungen durch
chirurgische Eingriffe, als auch durch die Nebenwirkungen der Radiochemotherapie
wirken sich héaufig negativ auf die Lebensqualitat der Patienten aus (Hanna et al.,
2004b).

Bisher stehen nur wenige Therapeutika aus dem Bereich der targeted therapy wie
therapeutische Antikdrper gegen Tumorzellepitope oder spezifische chemische
Verbindungen, die als Tyrosinkinaseinhibitoren wirken, zur Verfligung und gezielt
Tumorzellen angreifen oder in deren veranderte zelluléare Regulationssysteme hemmend
eingreifen (Argiris and Karamouzis, 2010). Je spezifischer die Angriffspunkte bei der
Tumorzelle sind, umso effektiver und drmer an Nebenwirkungen ist die Behandlung fir
den Patienten. Um solche Angriffspunkte zu identifizieren, ist es essentiell, mehr Gber
die Fehlregulationen des Zellwachstums in den unterschiedlichen Tumorzellen zu

erfahren.

Auf der Suche nach den ursachlichen Stérungen auf Zellzyklusebene und eventuellen
therapeutischen Ansatzpunkten wurden bereits viele verschiedene in Frage kommende
Kandidatengene bzw -proteine hinsichtlich ihres Einflusses bei der Entstehung von
HNSCC-Tumoren untersucht. In dieser Arbeit soll das Protein Pinl (Peptidylprolyl-
cis/trans-isomerase-NIMA interacting 1) beziglich jener Fragestellung néher untersucht

werden. Da Pinl an vielen Stellen im Zellzyklus eingreift und es in anderen Tumoren
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bereits bei der Karzinogenese involviert zu sein scheint, ist es von groRem Interesse, die

Rolle von Pinl bei HNSCC-Tumoren ndher zu untersuchen.

1.2 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerasen

Im Zellstoffwechsel funktionieren Signaliibertragungen zumeist tGber Enzyme, die ihr
Zielprotein in irgendeiner Weise modifizieren. Bei diesen posttranslationalen
Modifikationen tritt die Veranderung am Substrat meist in Form von Ldsung oder
Anheftung kovalent gebundener chemischer Gruppen auf wie zum Beispiel die
Phosphorylierung durch Kinasen, die Dephosphorylierung durch Phosphatasen, die
Azetylierung durch Esterasen, oder auch Methylierungen oder Ubiquitinylierungen
(Seet et al., 2006).

Diese Modifikationen schlagen sich immer in den biochemischen, immunologischen
und/oder konformativen Eigenschaften des Proteins nieder. Aber auch durch nicht-
kovalente Modifikation, wie z.B. durch direkten Umbau des Proteingeriistes kénnen die
Zielproteine in ihrer Konformation verandert und infolgedessen fiir nachfolgende
Reaktionen aktiviert werden. Dazu gehort die cis/trans-Isomerisierung von
Peptidbindungen. Eine Peptidbindung kann entweder in cis- oder trans-Position
vorliegen. Die trans-Stellung ist energetisch gunstiger und daher unter normalen
Bedingungen die vorherrschende Position. Hiervon weichen allerdings Peptidbindungen
ab, an denen Prolin beteiligt ist. Durch seine 5-Ring-Struktur wird die freie
Energiedifferenz zwischen beiden konformellen Stellungen geringer (Lu et al., 2003).
Die Peptidbindung kann in dem Fall zwischen beiden Stellungen wechseln, die beiden
Konformationen stehen im FlieRgleichgewicht. Allerdings geht die spontane
Isomerisierung nur sehr langsam und selten vonstatten, namlich im Bereich von
Minuten. Enzyme, die sogenannten Peptidyl-Prolyl-lIsomerasen (PPlasen), koénnen
diesen Isomerisierungsschritt katalysieren und damit um ein Vielfaches in den Bereich
von Millisekunden hinein beschleunigen (Lang et al., 1987; Lu et al., 2007; Schmid,
2001).

Die Gruppe der Isomerasen l&sst sich in 3 Untergruppen einteilen, die phylogenetisch
konserviert sind: Zum einen die FK506-bindenden Proteine (FKBPs), die Cyclophiline
und die Parvuline (Goéthel and Marahiel, 1999; Hunter, 1998). Die Cyclophiline und die
FK506-bindenden Proteine sind Angriffspunkte fur die Immunsuppressiva Cyclosporin

3
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und die Makrolidlactone FK506 bzw. Rapamycin. lhre PPlase-Eigenschaft wird weder
fir ihre Funktion innerhalb des Immunsystems bendtigt noch fir Vorgénge des
Zellzyklus (Schreiber, 1991). Sie sind vielmehr an Proteinfaltung und Assemblierungen
beteiligt (Lu et al, 2007). Parvuline werden durch die eben genannten
Immunsuppressiven Substanzen nicht inhibiert, jedoch ist die PPlase-Aktivitét einiger
Parvuline durch 5-hydroxy-1,4-Naphthalenedion hemmbar (Hennig et al., 1998). Dabei
handelt es sich um eine braun pigmentierte Substanz, die aus Rinde, Wurzeln, Blattern
und Holz von Walnussbdumen (Juglans nigra) gewonnen werden kann und daher auch
Juglone genannt wird (Hennig et al., 1998). Das Pinl-Protein gehort zwar zur
Untergruppe der Parvuline, nimmt jedoch innerhalb dieser Gruppe eine Sonderstellung
ein, da es Uber verschiedene einzigartige Eigenschaften verfugt, wie z.B. seine

Substratspezifitat oder seine Rolle im Zellzyklus.

a)

PPlase

I

trans

Abbildung 1. Cis/trans-Isomerisierung: a) PPlasen katalysieren die Isomerisierung von
Zielproteinen zwischen dem cis- und trans-Isomer. Die Isomerisierung findet an der 5-Ring-
Struktur des Prolins statt. b) Pinl katalysiert die Isomerisierung ausschlieflich, wenn dem
Prolin ein phosphoryliertes Serin oder Threonin (hier in der Abbildung durch das Serin
reprasentiert) vorausgeht (modifiziert nach Lu et al., 2002).
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1.3 Die Besonderheiten der PPlase Pinl

Pinl (protein interacting with NIMA-1) ist eine PPlase aus der Gruppe der Parvuline. Es
weist ein Molekulargewicht von 18kDa auf und wurde auf der Suche nach
mitoseregulierenden Proteinen als ein Interaktionspartner der NIMA-Kinase entdeckt.
Die NIMA-Kinase (never in mitosis A) scheint wéhrend der Mitose in Aspergillus
nidulans von grofRer Bedeutung zu sein, wéhrend der sie an mehreren Ser-/Thr-Resten
phosphoryliert wird (Lu et al., 1996; Lu and Hunter, 1995). Dabei wurde
herausgefunden, dass die Pin1-Uberexpression in HeLa-Zellen zum Arrest der Zellen in
der G2-Phase fuhrte, wahrend hingegen das Depletieren von Pin-1 vielmehr in einem
Anhalten der Zellen in der Mitosephase mundete. Deswegen wurde Pinl als ein
negativer Regulator fir den Eintritt in die Mitose und als positiver Regulator fiir das
Durchlaufen der Mitose angesehen (Fujimori et al., 1999; Lu et al., 1996). Pinl erschien
als einzige PPlase unabdingbar fur das Zellwachstum zu sein, was mit einer
funktionierenden PPlase-Domane verknupft ist (Rahfeld et al., 1994; Rudd et al., 1995).
Daruber hinaus fiihrte eine Pinl-Hemmung durch Transfektion mit Antisense-Pinl oder
durch Hemmung mit dem natirlichen Pinl-Inhibitor Juglone zu einer vermehrten
Apoptoserate (Rippmann et al.,, 2000). Obwohl Pinl zur PPlasen-Subgruppe der
Parvuline gehdrt, hebt es sich von den anderen PPlasen dieser Gruppe durch seine hohe
Substratspezifitat ab. Pinl ist die bisher einzige bekannte PPlase, die spezifisch an das
Dipeptid Phospho-Ser-(oder Thr)-Pro bindet und dort isomerisiert (Ranganathan et al.,
1997; Yaffe et al., 1997).

Strukturell gesehen enthélt Pinl C-terminal eine PPlase-Doméne und N-terminal eine
sogenannte WW-Domane, die das Pinl-Protein zu seinem Substrat leitet. Diese enthalt
zwei hochkonservierte Tryptophanreste, die von 20 bis 22 Aminosdauren voneinander
getrennt werden. Diese Tryptophanreste binden spezifisch an phosphorylierte Ser-/Thr-
Pro-Sequenzen. Doch auch die PPlase-Doméane bindet durch zwei hochkonservierte
Argininreste, welche sich in anderen PPlasen nicht finden, spezifisch an Phospho-Ser-
IThr-Pro-Sequenzen, so dass sowohl die WW- als auch die PPlase-Doméne die
Substratspezifitat vorgeben (Ranganathan et al., 1997; Yaffe et al., 1997; Zhou et al.,
2000). Die PPlase-Domane fuhrt nach der Bindung an das Substrat die Isomerisierung
der  phosphorylierten  Ser-/Thr-Pro-Sequenzen des  Substrates durch  mit
unterschiedlichen Konsequenzen fiir die Funktion, das Bindungsverhalten und die

Stabilitat des jeweiligen Substrates. Pinl wird seinerseits durch eine Phosphorylierung
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am Serl6-Rest seiner WW-Domaéne reguliert, so dass kein Substrat mehr gebunden
werden kann (Lu et al., 2002b).

N-Terminus ( (WW-Doméine ( _) C-Terminus

Abbildung 2. Doméanenstruktur von Pinl: Pinl ist zusammengesetzt aus einer N-terminalen
WW-Domane und einer C-terminalen PPlase-Doméne, die beide die Substratspezifitat fir
pSer/Thr-Pro-Sequenzen vorgeben (modifiziert nach Lu et al., 2007).

1.4 Prolin-gelenkte Phosphorylierung und anschlieRende Isomerisierung als
wichtiger Signaltransduktionsmechanismus

Die Wichtigkeit der posttranslationalen Modifikation fur den Ablauf von
Signalkaskaden als Informationsfluss auf Zellzyklusebene wurde im Abschnitt 1.2 kurz
angerissen. Dabei ist die Phosphorylierung von Proteinen eine haufig vorkommende
posttranslationale Modifikation, die durch das Zusammenspiel von Kinasen und
Phosphatasen reguliert wird (Blume-Jensen and Hunter, 2001; Hanahan and Weinberg,
2000, 2011). Proteinkinasen hangen Phosphatgruppen an die Hydoxylreste der
Aminosduren Serin (Ser), Threonin (Thr) oder Tyrosin (Tyr) in der Peptidkette von
Proteinen. Phosphatasen spalten solche Phosphatgruppen wieder ab. Phosphorylierung
und Dephosphorylierung zéhlen zu den wichtigsten Signaltransduktionsmechanismen
unter Proteinen zur Regulation des Zellstoffwechsels. Sie rufen zumeist eine
Konformationsédnderung des Phospho-Proteins hervor und &ndern somit dessen
Eigenschaften bezlglich z.B. des Bindungsverhaltens oder der katalytischen Aktivitét,
mit weitreichenden Konsequenzen flr die Signaltransduktion stromabwaérts der Kaskade
(Pawson and Scott, 2005).

Die meisten Proteinkinasen weisen eine mehr oder minder ausgepragte
Sequenzspezifitdt auf, wobei in diesen Erkennungssequenzen  bestimmte
Schlusselpositionen meist stark konserviert sind. So gibt es Kinasen, die die Ser/Thr-P
Sequenz bendtigen, binden und Ser oder Thr phosphorylieren. Sie phosphorylieren also
spezifisch Serin- oder Threoninreste, denen in der Peptidkette ein Prolinrest folgt. Daher
werden sie Prolin-gelenkte Kinasen (pro-directed kinases) genannt (Lu et al., 2002a).

Der Mechanismus der Phosphorylierung von Ser/Thr-Pro-Sequenzen ist ein
6
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Schlisselmechanismus im Zellzyklus. Viele fir den Zellzyklus wichtige Kinasen
gehoren zu jener Gruppe Prolin-gelenkter Kinasen, z.B. zyklinabh&ngige Kinasen
(cyclin-dependent kinases, CDKSs), extracellular signal-regulated kinases (ERKS),
stress-activated protein kinases/c-Jun-N-terminal kinases (SAPKs/JNKs) oder die
Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3). Die Substrate der Prolin-gelenkten Kinasen sind
zumeist selbst Kinasen und phosphorylieren weitere Substrate und so fort. Durch ihre
gemeinsame Spezialisierung auf Ser/Thr-Pro-Sequenzen arbeiten Prolin-gelenkte
Kinasen sehr eng mit dem Pinl-Protein zusammen. Pinl bindet exakt die gleiche
Aminoséuresequenz und zwar nur, wenn sie am jeweiligen Ser- oder Thr-Rest durch die
sogenannte ,,priming“-Kinase bereits phosphoryliert wurde (Yaffe et al., 1997). Die
Prolin-gelenkte  Phosphorylierung von Substraten und deren anschlieRende
Isomerisierung durch Pinl ist ein wichtiges Geschehen im Ablauf wvon
Signaltransduktionskaskaden in der Regulation zahlreicher Ereignisse des Zellzyklus
(Lu et al., 2007).

Die besondere Rolle von Pinl wird dadurch ersichtlich, dass z.B. durch Prolin-gelenkte
Phosphorylierung die spontane cis/trans-Isomerisierungsrate stark abnimmt und die
Bindung anderer PPlasen unmdglich macht. Einzig Pinl kann dann noch binden und
isomerisieren (Uchida et al., 1999). Auch kénnen die von Pinl isomerisierten Substrate
beispielsweise vor Dephosphorylierung geschitzt werden, da viele Phosphatasen nur an
trans-Isomeren angreifen kénnen. Ohne die katalytische Aktivitat von Pinl wirde die
Wiederherstellung des Gleichgewichtes zwischen cis- und trans-konfigurierten
Proteinen mehrere Minuten bendtigen. Pinl kann dies in einem Zeitrahmen von
Millisekunden bewirken. Dies macht Pinl hochst relevant fur die Regulation
dynamischer Prozesse innerhalb des Zellstoffwechsels (Pastorino et al., 2006). Die
Interaktionspartner von Pinl sind dabei zahlreich und an vielen Stellen des Zellzyklus
involviert (siehe Tabelle 1).

Pinl nimmt vielfaltige Funktionen in der Zelle ein. Es ist in die Onkogenese auf
verschiedenste Weise involviert (Lu and Zhou, 2007). Aber auch in der Entstehung
neurodegenerativer Erkrankungen, wie insbesondere die Alzheimersche Krankheit
(Liou et al., 2003), in der Immunantwort und bei Autoimmunerkrankungen spielt Pinl
eine Rolle (Lee et al., 2011). Im Folgenden beschrénkt sich die vorliegende Arbeit auf

die Rolle der PPlase Pinl bei der Onkogenese.
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Tabelle 1. Beispiele fur Interaktionspartner des Pinl1-Proteins.

Pinl Substrat Substratfunktion

Cdc25 (Cell division cycle protein 25) Mitotische Phosphatase
NIMA (never in mitosis A) Mitotische Kinase

Plk 1 (polo-like kinase 1) Mitotische Kinase

Cdc27 (Cell division cycle protein 27) Anaphase promoting complex
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) Antiapoptotisches Protein
Toplla Topoisomerase lla

Tau Mikrotubuli-assoziiertes Protein
Pol 11 RNA-Polymerase Il

c-Jun Transkriptionsfaktor
[-catenin Transkriptionsfaktor

p53 Transkriptionsfaktor

NF-kB (nuclear factor kappa B) Transkriptionsfaktor

Cyclin D1 G1/S-Zyklin

Ki-67 Proliferationsmarker

NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) | Transkriptionsfaktor

Dargestellt sind die wichtigsten Interaktionspartner des Pinl-Proteins und ihre Funktion im
Zellzyklus (Modifiziert nach Lu et al. 2004; (fur Referenzen des Substratnachweises: siehe
dort)).

1.5 Pinlim Zellzyklus und in der Onkogenese

Prolin-gelenkte Phosphorylierung von Proteinen an bestimmten Ser- /Thr-Resten ist ein
essentieller Signaltransduktionsmechanismus bei Prozessen der Zellproliferation und
Zelltransformation im Rahmen der Zellantwort auf externe wachstumsfordernde Reize.
Pinl bindet und isomerisiert zahlreiche Proteine, die in der Tumorgenese haufig
vertreten sind (Lu and Zhou, 2007). Darunter sind unter anderem B-Catenin, NF-kB,
Cyclin D1 and p53 zu nennen. Pinl reguliert die Dauer und die Qualitat der
Signaltransduktion, die der Phosphorylierung jener Proteine folgt. Im Folgenden wird
beispielhaft die Rolle des Pinl-Proteins in den wichtigsten onkogenen
Signaltransduktionskaskaden (Wnt/p-catenin-, Cytokin/NF-kB- und Neu-Ras-Raf-
MAP-Kinase-Kaskade) beschrieben.
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a) Whnt-Signale b) Wachstumsreiz

APC
L L. ®
B-catenin [-catenin e
instabil instabil (o] | Ras/neu E2F
@ @ Degradierung
Zytoplasma @
Zellkern 5 ¥
-catenin INK T
instabil O
c-Jun c-Jun p
@ inaktiv @ inaktiv

[Et}—— O—{En]

B-catenin c-Jun
stabil aktiv

AP-1
Transkriptionvon [:I
Zielgenen @

(Cyclin D1, c-myc)

Transkription von
Zielgenen
(Cyclin D1)

Abbildung 3. Rolle von Pinl im Ras- und im Wnt-Signalweg (nach Lu et al., 2004). a) Im
Whnt-Signalweg b) Rezeptortyrosinkinase/Ras-Signalweg. Zur Erlauterung: siehe Text.

Als wichtigster Transkriptionsaktivator im Wnt-Pathway wird B-Catenin durch den
APC-Komplex (adenomatous polyposis coli) reguliert. APC integriert B-Catenin in
einen groReren Proteinkomplex, in dem sich unter anderem auch die Glykogen-
Synthase-Kinase-3B (GSK-3p) befindet. Bei ausbleibendem Signal durch Wnt-Faktoren
wird p-Catenin von GSK-3f3 phosphoryliert und damit zur Degradierung im Proteasom
markiert (Polakis, 2000). Pinl stabilisiert B-Catenin, indem es spezifisch an die pSer
246-Pro-Sequenz des B-Catenin bindet und somit verhindert, dass APC an B-Catenin
bindet. AulRerdem fordert Pinl die Translokation von B-Catenin in den Zellkern (Ryo et
al., 2001). Im Zellkern agiert B-Catenin dann als Transkriptionsaktivator verschiedener
proliferationsfordernder Gene wie z.B. myc oder Cyclin D1, ebenfalls Proteine, die in
der Onkogenese haufig Stérungen unterliegen. Pinl ist damit ein wichtiger Regulator

von -Catenin.

Im Zytokin-NF-xB-Signalweg bindet und isomerisiert Pin1 am pThr254-Pro der NF-
kB-Untereinheit p65 und verhindert so, dass der endogene Inhibitor IkBa von NF-xB
die p65-Untereinheit hemmt. So wird NF-xB stabilisiert und kann in den Zellkern
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ubertreten und dort als Transkriptionsfaktor agieren (Ryo et al., 2003b). Eines der vielen
von NF-kB gesteuerten und hochregulierten Gene ist Cyclin D1. Auch hier entfaltet

Pinl eine direkte Wirkung auf das Proliferationsverhalten von Zellen.

Als weiteres Beispiel kann der HER2/Neu-Raf-Ras-MAP-Kinase-Pathway genannt
werden. Der Wachstumsfaktorrezeptor Neu aktiviert zundchst Ras und Raf als Folge
eines Wachtumsreizes. Dadurch kommt die MAP-Kinase-Kaskade in Gang. Die
MAPKSs, z.B. ERK, phosphorylieren c-Jun und c-Fos, die daftir sorgen, dass AP-1
vermehrt die Transkription verschiedener Gene veranlasst, wie beispielsweise wiederum
Cyclin D1, welches den Zellzyklus antreibt. Pinl1 isomerisiert sowohl c-Jun als auch c-
Fos, nachdem beide nach Wachstumsreizen von MAPKs an Ser/Thr-Pro-Sequenzen
phosphoryliert wurden und stabilisiert sie (Monje et al., 2005). Zusatzlich interagiert
Pinl auch direkt mit Cyclin D1, stabilisiert es und fordert seine Ansammlung im
Zellkern (Monje et al., 2005; Wulf et al., 2001).

Die Transkription von Pinl selbst wird wiederum durch den Transkriptionsfaktor E2F
initiiert, welcher stromabwarts des Neu-Raf-Ras-Signalweges steht (Ryo et al., 2002).
Somit ergibt sich zusatzlich ein positiver Ruckkopplungsmechanismus fur
wachstumsfordernde Reize, da Pinl seinerseits die Transkription von Cyclin D1 und
E2F Uber die Isomerisierung und somit Stabilisierung von Phospho-c-Jun und Phospho-
c-Fos antreibt. AuBerdem wird mittels der Isomerisierung von Phospho Ser/Pro-Stellen
der Raf-Kinase durch Pinl die Dephosphorylierung der Raf-Kinase durch die Protein-
Phosphatase 2a (PP2a) forciert und so deren konsekutive Stabilisierung nach
Mitogenstimulus gesichert (Dougherty et al., 2005). Hierdurch wird eine negative

Rickkopplung verhindert und die Dauer des Ras-Raf-Signals verlangert.

Im Bezug auf p53 nimmt Pinl eine widersprichliche Funktion wahr. Entgegen den
sonst beobachteten pro-onkogenetischen Effekten von Pinl, scheint die PPlase hier das
Tumorsuppressorprotein p53 in seiner Funktion zu unterstiitzen. Zum einen fordert Pinl
die Aktivitat von phosphoryliertem p53 nach DNA-Schadigung (Zacchi et al., 2002;
Zheng et al., 2002). Zum anderen sorgt einer Pinl-Inhibition daflr, dass sich der
Ubiquitinylierungszustand von p53 von einer Oligo- zu einer Polyubiquitinylierung und
somit zu einer vermehrten Degradation im Proteasom &ndert (Siepe and Jentsch, 2009).

Weiterhin fordert Pinl die Azetylierung von p53 durch die p300 Azetyltransferase und
10



Einleitung

seiner Dissoziation vom Apoptoseinhibitor iIASPP (Mantovani et al., 2007). Dieser
Vorgang ist fir die Tumorsuppressorfunktion von p53 notwendig. Das p53-Homolog
p73 wird ebenfalls von Pinl aktiviert und kann so seine pro-apoptotische Funktion
entfalten (Mantovani et al., 2004). Allerdings ist p53 in vielen Tumoren mutiert und
verfugt in seiner mutierten Form Uber pro-onkogenetische Eigenschaften (Oren and
Rotter, 2010; Soussi and Wiman, 2007). Auch diese pro-onkogenetischen Eigenschaften
von mutiertem p53 bedurfen der Interaktion von Pinl. So kann Pinl in Tumoren mit
einer Mutation im TP53-Gen dessen proliferations- und invasionssteigernde
Eigenschaften fordern (Girardini et al., 2011).

1.6 Zielsetzung

Die zuvor genannten Signalwege, in denen Pinl stark involviert ist, spielen ebenfalls
eine grolRe Rolle in der Onkogenese. Angesichts dessen und der Tatsache, dass Pinl in
vielen Tumoren uberexprimiert wird, stellt sich die Frage, ob Pinl auch in HNSCC
relevant fur die Entartung der Zellen ist. In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie
sich die Expression von Pinl in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen verglichen mit
normalem Gewebe verhélt. Ferner soll der Phosphorylierungszustand von Pinl in
HNSCC-Geweben und somit sein Aktivitdtsgrad mit normalen Geweben verglichen
werden. SchlieBlich soll untersucht werden, welche Konsequenzen sich aus einer

Hemmung des Pinl1-Proteins fir den HNSCC-Zellstoffwechsel ergeben.
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2 Material

Die wichtigsten Chemikalien und sonstige Verbrauchsmaterialien sind in alphabetischer
Reihenfolge aufgefuhrt. Gesonderte Auflistungen der eingesetzten Medien, Puffer und

Losungen, Zelllinien und Gewebe finden sich in den nachfolgenden Unterkapiteln.

2.1 Chemikalien
Die in Tabelle 2 abgebildeten Chemikalien wurden verwendet.

Tabelle 2. Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Produkt*) Hersteller

Aceton Merck, Darmstadt

Acrylamid 30% Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe

Agarose Gibco, Karlsruhe

Ammoniumperoxiddisulfat (APS) Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Amphotericin B Bristol-Myers Squibb, Minchen

Annexin V R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Bio-Rad Protein Dye Bio-Rad, Hercules, CA, USA

bis(2-hydroxyethyl)-Disulfid (HED) Sigma Aldrich, Steinheim

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

Bromophenol Blau Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid Merck, Darmstadt

3-[(3-Cholamidopropyl)-Dimethylamino]- | Sigma Aldrich, Steinheim

Coomassie Blue R-250 Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO) Merck, Darmstadt

1,4-dithio-D-threitol (DTT) Amersham Bioscience, Sunnyvale, CA,
USA

Dulbecco’s Minimal Essential Medium | Bio Whittaker, Verviers, Belgium

ECL (Enhanced Chemiluminescence) Crsn,:rSham Bioscience, Sunnyvale, CA,

Eisessig Merck, Darmstadt

Ethanol Schmidt Chemikalien, Dillenburg

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe

Fluorescent Mounting Medium Dakocytomation, Carpinteria, CA, USA

Formaldehyd Merck, Darmstadt

Glycerol Merck, Darmstadt

Glycin Sigma, Seelze

HCI Merck, Darmstadt
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H&matoxylin Lésung

Fluka, Steinheim

Harnstoff Merck, Darmstadt
HiperFect® Qiagen, Hilden
lodoacetamid Sigma, Miinchen
Isopropanol Merck, Darmstadt

Juglone (5-hydroxy-1,4-Naphthalenedion)

Sigma, St. Louis, MO, USA

Kaliumchlorid (KCI)

Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)

Merck, Darmstadt

Magermilchpulver

Merck, Darmstadt

[-Mercaptoethanol

Schmidt Chemikalien, Dillenburg

Methanol

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt

Nonidet P-40 (NP40)

Fluka, Steinheim

Penicillin / Streptomycin-Gemisch

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe

Phosphatase Inhibitor Cocktail 11

Sigma, Saint Louis, MO,USA

Phosphate buffered saline (PBS)

Biochrom KG, Berlin

Polyacrylamid

Serva, Heidelberg

Ponceau S

Sigma Aldrich, Steinheim

Propidiumiodid

Sigma, Taufkirchen

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma, St. Louis, MO, USA

Protein A/G PLUS-Agarose

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

Puffer Losung (pH 4,00)

Merck, Darmstadt

Puffer Losung (pH 7,00)

Merck, Darmstadt

Rabbit serum (normal)

Dako, Glostrup, Denmark

Roti®-Histol

Roth, Karlsruhe

Sodium-dodecyl-sulphate (SDS)

Serva, Heidelberg

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Sigma, Miinchen

Thioharnstoff

Sigma, Miinchen

Tri-Natriumcitrat Dihydrat

Roth, Karlsruhe

Tris-Base Sigma, Steinheim

Tris-HCI Roth, Karlsruhe
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) | Sigma, Miinchen
Trypan-Blau Sigma, St. Louis, MO, USA
Trypsin BioChrom, Berlin

Tween 20 Roth, Karlsruhe
Wasserstoffperoxid (30%) Merck, Darmstadt
Xylencyanol Merck, Darmstadt

Dargestellt sind alle in der Arbeit verwendeten Chemikalien und die Firma, von der sie bezogen
wurden. *) Alle genannten Produkte entsprechen pro Analysi Qualitét.
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2.2 Zellkultur- und Bakterienkulturmedien
Im Folgenden wird die Zusammensetzung der verwendeten Zellkultur- und

Bakterienkulturmedien angegeben.

DMEM Vollmedium

Dulbecco’s modified Eagle medium (4,5¢/1 Glukose) (Cambex Bio Science, Belgien)
1% L-Glutamin, 200mM (PAA Laboratories)

10% FCS (Fetales Kélberserum) (Gibco, Karlsruhe)

1% Penicillin/Streptomycin (10 000 U/I Penicillin G, 10 mg/ml Streptomycin)

0,1% Gentamicin (50 mg/ml)

0,1% Amphotericin B (250 pg/ml) (PAA Laboratories)

Einfriermedium

Dulbecco’s modified Eagle medium (4,5¢/1 Glukose)
10% DMSO (Dimethylsulfoxid) (Merck, Darmstadt)

LB-Agar
Luria Bertani Agar (Roth, Karlsruhe)

40g Pulver auf 11 H,O, Autoklavieren

Selektionszusatz: 50pg/ml Ampicillin

LB-Medium
Luria Bertani Medium (Roth, Karlsruhe)
25¢g Pulver auf 11 H,O, Autoklavieren

Selektionszusatz 50ug/ml Ampicillin

2.3 Puffer und Ldsungen
Die hier in alphabetischer Reihenfolge aufgefiihrten Losungen und Puffer wurden fir
diese Arbeit verwendet. Soweit nicht anders erwéahnt, wurden samtliche Puffer und

Ldsungen in aqua bidest hergestellt.

2D-Probenpuffer

8M Harnstoff

2M Thioharnstoff
14
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4% CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-Dimethylamino]-Propansulfat)
0,1 M HED (bis(2-hydroxyethyl)Disulfid Proteinase-Inhibitor (100ul/ml Probenpuffer)

Phosphatase-Inhibitor (50ul/ml Probenpuffer)

Agarose-Versiegelungslosung fiir Immobiline®-pH-Gradientenstreifen

25 mM Tris-Base

192 mM Glycine

0,1% SDS

0,5% Agarose

0,002% Bromphenolblau
Auf 100 ml a.d.

Acrylamid-Stammldsung

Rotiphorese-Gel 30 (Roth, Karlsruhe)

Ampicillin
0,1g/ml in a.d.

Steril filtrieren, aliquotieren, -20°C

Blockldsung (Western Blot)

1xTBS
5% Magermilchpulver (Merck)

0,1% Tween®20 (Calbiochem-Novabiochem)

Bradford- Reagenz

20% Bio-Rad Protein Assay (Biorad, Miinchen) in a.d.

Blotpuffer
0,2 M Glycin (Roth, Karlsruhe)

25 mM Tris-Base (Acros Organics)
20% Methanol (Sigma-Aldrich)
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DAPI - Arbeitslosung

DAPI (2°,6-Diamidin-2’-phenolindol-dihydrochlorid) (Roche)
a.d. bis zu einer Endkonzentration von 1mg/ml lésen

aliquotieren, Lagerung bei -20 °C

Ethidiumbromid

1%ige Losung (Roth, Karlsruhe)

Formalinlésung

4% Formalin in a.d.

IPG-Puffer
IPG-Puffer (immobilized pH gradient buffer), pH 3-11(GE Healthcare, Miinchen)

6x Ladepuffer fir Nukleinsduren

0,25% Bromphenolblau

0,25% Xylencyanol

30% Glycerol in H,0

Auf 25 ml, aliquotieren, Lagerung bei -20 °C.

Lipofectamine® 2000

1 mg/ml (Invitrogen, Karlsruhe), Lagerung bei 4°C

Natriumcitrat-Dihydratpuffer (Immunhistochemie)

10mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Roth, Karlsruhe), pH 6

NP40 - Lysispuffer

137mM NacCl

1% NP40

20mM Tris/Hcl pH 7,5

2mM EDTA

10% Glycerol

Proteinase-Inhibitor (100ul/ml NP40-Stock)
Phosphatase-Inhibitor (50ul/ml NP40-Stock)
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PBS (Westernblot und Zellkultur)

2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO,
140,0 mM NaCl

8,1 mM Na,HPO
pH 7,4

flr Zellkultur autoklavieren, Lagerung bei 4°C

PBS (Immunhistochemie)

0,15x PBS, pH 7,4

Ponceau-L 6sung

Ponceau S solution

(0,1 % Ponceau S in 5% Essigsaure)

Pufferlosung filr Immuncytochemie

1 MPBS
3% BSA
0,3% NP40

Rehydratisierungslosung fur Immobiline®-pH-Gradientenstreifen

7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

2% CHAPS

2% IPG-Puffer

0,002% Bromphenolblau
auf 25 ml a.d.

7 mg DTT/2,5 ml Rehydratisierungslésung unmittelbar vor Gebrauch hinzufligen

SDS-Aquilibrierpuffer

6 M Harnstoff
75 mM Tris-HCI, pH 8,8
29,3% Glycerol
2% SDS
17
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0,002% Bromphenolblau
auf 200 ml a.d.

10x SDS-L aufpuffer

0,25 M Tris, pH 8,3
604 g Tris-Base

376 g Glycin

20 g SDS, auf 2 1 a.d.

SDS Sample Buffer Laemmli (2x)(Sigma-Aldrich)

aliquotieren und aufbewahren bei -20°C

5x TAE-Puffer

0,2 M Tris-Base
5,7% Essigséaue (100%)
1 mM EDTA

10x TBS
0,2 M Tris-HCI
1,37 M NaCl, pH 7,6

IBS/TO0,1

1x TBS
0,1% Tween 20

Primary _antibody solution, (Verdinnnungslésung fir Primdarantikorper bei
Westernblots)

10x TBS
5 % BSA (Bovine Serum Albumin, pH 7,0)
0,1 % Tween 20
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2.4 Antikorper
Folgende Antikorper wurden in dieser Arbeit als Priméarantikorper verwendet.

Tabelle 3. Verwendete Primarantikorper.

Antikorper Herkunft
B-Actin, clone AC-74 Sigma Aldrich, Steinheim
Bax (B-9), monoclonal ?:?Btza Cgruésffotechnology, Santa
Bcl-x. (H-5), monoclonal ?:?Etza CS:USS'E'OEC“”OWQM Santa
Caspase 3 (H-277), polyclonal 2?3;3 Cguésfio'[ecmomg}’, Santa
Cyclin D1, clone DCS-6 Sigma Aldrich, Steinheim

MAP-Kinase, activated (diphosphorylated

ERK-1&2), clone MAPK-YT Sigma Aldrich, Steinheim

MAP-Kinase 1/2 (Erk 1/2), polyclonal Upstate (Millipore), Billerica, MA,

USA
WAF/Cipl [~ Santa Cruz Biotechnology, Santa
p21 (C-19), polyclonal Cruz, CA, USA
p53, clone BP53-12 Sigma Aldrich, Steinheim
;’&Rg [Poly(ADP-ribose) polymerase], clone BD Biosciences, Heidelberg
Pinl (PC270), polyclonal Calbiochem, Darmstadt

Dargestellt sind in alphatbetischer Reihenfolge die in der Arbeit verwendeten Antikdrper und
der Hersteller, von dem sie bezogen wurden.

Folgende Sekundérantikbrper kamen zum Einsatz: Anti-Maus (HRP gekoppelt oder
biotinyliert) und Anti-Kaninchen (HRP-gekoppelt, Texas Red (TR)- gekoppelt oder
biotinyliert). Die Sekundarantikérper wurden von der Firma Santa Cruz Biotechnology
Inc. (Santa Cruz, CA, USA), der Firma Sigma-Aldrich Inc. (Saint Louis, MO, USA)
oder von der Firma Dako (Hamburg) bezogen.

2.5 Enzyme

Alle Enzyme wurden von der Firma New England Biolabs (Frankfurt) bezogen, auRer
der RNAse A, die von der Firma Sigma (Taufkirchen) stammte. Fir die Experimente
mit Restriktionsenzymen wurden die vom Hersteller jeweils mitgelieferten
Reaktionspuffer verwendet. Fur die Alkalische Phosphatase wurde der mitgelieferte
Puffer benutzt.
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Tabelle 4. Verwendete Enzyme.

Name Funktion

Bgl | Restriktionsenzym
Hind 111 Restriktionsenzym
EcoRl Restriktionsenzym

T4-DNA-Ligase

Enzym zum Ligieren von DNA-
Fragmenten

Calf Instestinal Alkaline Phosphatase

Alkalische Phosphatase zur
Dephosphorylierung von Serin-, Threonin
oder Tyrosinresten

RNAse A

Vorbehandlung der Zellen fur
Durchflusszytometrie

Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und ihre Funktion.

2.6 Oligonukleotide und Plasmide

Alle eingesetzten Primer (Oligonukleotide) wurden von der Firma Invitrogen

(Karlsruhe) bezogen. Darunter waren auch die unspezifischen oligo-dT-Primer, die als

Startermolekdile bei der cDNA-Synthese eingesetzt wurden.

Tabelle 5. Verwendete Primer.

Primer fur die Sequenzanalyse und die Klonierungsarbeiten

Bezeichnung Gen | Sequenz (5" —3' - Orientierung)
5'— Primer Pinl | TCGAAGCTTGCGCTGCGGCAGGAGGGAAG
3'— Primer Pinl | TCGGAATTCCCAGGCCTGGGCTCCCCACCC

Oligonukleotide fiir Expressionsanalyse mit quantitativer PCR

Bezeichnung Gen | Sequenz (5" — 3" - Orientierung)
5 — Primer Pinl | ATCACCCGGACCAAGGAG

3'— Primer Pinl | CTGTGAGGCCAGAGACTCAA
5'— Primer Aktin | AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
3'— Primer Aktin | CAATAGTGATGACCTGGCCGT

Dargestellt sind die verwendeten Primer mit ihrer Sequenz und ihrem Zielgen.

In der Tabelle 6 sind die fir die Inhibitionsversuche verwendeten siRNAs gegen das
Zielgen Pinl (GenBank-Nummer NM_006221) aufgefiihrt. Die komplette Sequenz der

humanen mRNA von Pinl befindet sich im Anhang der Arbeit.
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Tabelle 6. Verwendete siRNAs.

Bezeichnung Hersteller Sequenz (5¢-3¢)
Pinl- S102662128:
spezifische Hs PIN1 5 | Qiagen, Hilden GACCGCCAG:‘:UCUCCCUU
SIRNA | HP Validated
_ Santa Cruz I—_Ieterogenes Gemisch aus drei
Pinl- Biotechnology SIRNAS:
spezifische sc-36230 Santa Cruz " | GUCAGAUGCAGAAGCCAUU,
SiRNA 11 CA USA, CCGAAUUGUUUCUAGUUAG,
’ UCCUCUGUUCAGUCGCAAA
AllStars Neg. _
Soniel CommolsiRNA Qiagn, Hian | PR porserse S
(1027281)
Santa Cruz
Kontroll- 5c-37007 Biotechnology, | Proprietére nonsense-Sequenz,
SiRNA II Santa Cruz, (vom Hersteller nicht offengelegt)
CA, USA

Dargestellt sind die verwendeten siRNAs mit ihrer Sequenz, ihrer Herstellerbezeichnung, der
jeweiligen Kontroll-RNA (scrambled RNA) und der Bezugsquelle.

Das Konjugat siRNAFITC (sc-36869) der Firma Santa Cruz Biotechnology als
methodische Kontrolle mitgefihrt.
Fur Klonierungsarbeiten wurde das Plasmid pEGFP-C1 der Firma Bioscience Clontech
(Palo Alto, CA, USA) verwendet.

2.7 Langen- und Molekulargewichtsstandards
Die in dieser Arbeit verwendeten Langen- und Molekulargewichtsstandards sind in der

Tabelle 7 aufgefihrt.

Tabelle 7. Langen- und Molekulargewichtsstandards.

Name Verwendung Firma

Prestained SDS-
PAGE
Standards

Broad Range

Protein-Massenstandard fiir SDS-PAGE-
Gelelektrophorese

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Protein-Massenstandard fir die 2D- | Bio-Rad Laboratories,

#161-0373 Gelelektrophorese Hercules, CA, USA

#161-0320 Protein-Massenstandard fur die 2D- | Bio-Rad Laboratories,
Gelelektrophorese Hercules, CA, USA

Lambda Hind | DNA-Massenstandard flir Agarosegele New England Biolabs,
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I11 Digest Frankfurt am Main

®X174 Hae III New England Biolabs,
Digest Fankfurt am Main

DNA-Massenstandard fur Agarosegele

Dargestellt sind alle in dieser Arbeit verwendeten Langen- und Molekulargewichtsstandards
mit ihrem Herstellernamen und der Bezugsquelle.

2.8 Zelllinien und Patientengewebe
2.8.1
Die UM-SCC und die UT-SCC Zelllinien wurden freundlicherweise von Dr. Thomas E.
Carey (University of Michigan, MI, USA) und Dr. Reidar Grénman (University of
Turku, Finnland) zur Verfugung gestellt (Lansford et al., 1999). Die UMB-SCC
Zelllinien stammen aus dem Zentrum fur Hals-, Nasen- und Ohren-Heilkunde der
Philipps-Universitat Marburg (Mandic et al., 2004). Die verwendeten HNSCC-

Zelllinien sind in Tabelle 8 mit den jeweiligen Angaben zum Primértumor und den

Zelllinien

Patientendaten dargestellt.

Tabelle 8. Verwendete Zelllinien

Zelllinie Primarius Ort der TNM Grading Alter Ge:
Entnahme (@) | schlecht
UM-SCC-1 Mundboden PT T2NOMO G2 73 M
UM-SCC-3 Nase LK TINOMO | G2-G1 73 W
UM-SCC-4 Tonsille PT T3N2MO G3 47 W
UM-SCC-9 Zunge PT T2NOMO | G2-G1 71 W
UM-SCC-11B Larynx PT T2N2MO U 65 M
UM-SCC-14A Mundboden PT TINOMO | G2-G3 58 W
UM-SCC-22B Hypopharynx LK T2N1MO G2 58 W
UM-SCC-27 Zunge LK TINOMO U 62 M
UMB-SCC-745 Oropharynx PT T4N2MO G2 48 M
UMB-SCC-864 Zunge PT T2N2MO G2 59 M
UMB-SCC-969 Tonsille PT T4AN2M1 G2 67 M
UT-SCC-12A Nasenhaut PT T2NOMO Gl 81 W
UT-SCC-12A Nasenhaut LK T2NOMO Gl 81 W
UT-SCC-16A Zunge PT T3NOMO G3 77 W
UT-SCC-16B Zunge LK T3NOMO G3 77 W
UT-SCC-24A Zunge PT T2NOMO G2 41 M
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UT-SCC-26A Hypopharynx LK TIN2MO | G2 60 M

PT = Primartumor; LK = Lymphknoten; TNM: T = Primartumor, N = Lymphknotenmetastase,
M = Fernmetastase; G = Differenzierungsgrad; U=Unbekannt; M = mannlich; W = weiblich

2.8.2  Patientengewebe

Fur die Untersuchungen in dieser Arbeit mit Patientengewebe lag ein positives
Ethikkommissionsvotum vor. Der Studientitel des Ethikantrags lautet: ,,Zell- und
Molekularbiologische ~ Untersuchungen  von  Geweben, Biomolekilen  und
Kandidatengenen bei Erkrankungen des Kopf- Halsbereiches*“(149/07). Die Gewebe
wurden nach Einwilligung der Patienten im Rahmen von planméRig durchgefihrten
Operationen  entnommen. Es  handelt sich um  Gewebeproben  von
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals Bereiches. Die Gewebe wurden zufallig
ausgewahlt. Genauere Informationen beziglich der Lokalisation des Primartumors, des
TNM-Stadiums, des Differenzierungsgrades und des Alters und Geschlechts der
Patienten ergeben sich aus Tabelle 9. Das Material wurde nach Erhalt aus dem OP-Saal
umgehend bei -80°C eingefroren. Fir die immunhistochemischen Experimente wurden

Gewebeproben in Formalin fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet.

Tabelle 9: Verwendete Patientengewebe

Gewebe | Entnahmestelle TNM Grading Alter Geschlecht
(Jahre)
1164 Larynx T4N2MO G2 75 M
1179 Larynx T3N1IMO G2 44 M
1194 Larynx T3N2M1 | Unbekannt 81 M
1202 Larynx T3N1IMO G2 67 M
1208 Larynx T4NOMO G2 57 M
1224 Oropharynx Unbekannt G3 57 M
1228 Hypopharynx TINOMO G2 63 M
1229 Hypopharynx T2N2MO | Unbekannt 53 w
1237 Larynx T2N1MO G3 52 M
1248 Larynx T4N2MO G2 75 M
1261 Hypopharynx T2N1MO G3 71 wW
1263 Oropharynx T4N2MO G2 76 M
1266 Oropharynx T3N2MO | Unbekannt 52 M
1267 Oropharynx TAN2MO G2 68 W
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1303 Oropharynx T2N2MO G2 53 W
1347 Larynx T3N3M1 G2 68 W
1364 Larynx T3N1MO G2 41 M
1372 Oropharynx TAN2Mx G2 52 M
1379 Hypopharynx T2NOMO G2 65 M
1389 Hypopharynx T4N2MO G2 52 M
1397 Hypopharynx TAN3MO G3 44 W
1409 Hypopharynx T2N2MO G2 55 M
1414 Larynx T2N2MO G2 67 W
1416 Hypopharynx TXNOMO | Unbekannt 53 M
1427 Larynx T3N1IM1 | Unbekannt 57 M
1433 Hypopharynx T2N2MO G3 67 M
1480 Hypopharynx T2N2Mx | Unbekannt 48 M
TNM: T = Priméartumor, N = Lymphknotenmetasase, M = Fernmetastase; G =

Differenzierungsgrad; M = mannlich; W = weiblich

Sowohl bei den Western Blot Analysen als auch bei der quantitativen PCR wurde

jeweils  normale

Uvulovelopalatopharyngoplastik

Rachenschleimhaut

von
(UVPP =

Patienten,

Zépfchenverkleinerung

die mit  einer

und

Gaumensegelstraffung) als Therapie eines obstruktiven Schlafapnoesyndroms behandelt

wurden, als Negativkontrolle herangezogen.

2.9

Komplette Anwendungssysteme (,,Kits*)

Die in dieser Arbeit verwendeten Anwendungssysteme sind in Tabelle 10 aufgefihrt.

Tabelle 10. Verwendete Komplettsysteme

KIT Verwendung Hersteller
QlAprep Spin Midiprep | Aufreinigung von | . .
Kit Plasmiden aus Bakterien Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction | Aufreinigung von DNA | .. .
Kit (250) aus Agarosegel Qiagen, Hilden
Rneasy Mini Kit (250) Extraktion von RNA aus Qiagen, Hilden

Zellen oder Geweben

REDTag ® Ready Mix
(tm) PCR reaction Mix

PCR

Sigma Aldrich, Steinheim

Transskriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit

Reverse Transkription von
RNA zur Synthese wvon

Roche, Mannheim
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cDNA

ECL Detection Kit

Visualisierung von Banden
auf Western Blot
Membranen

Thermo Scientific, Bonn

StreptABComplex/HRP

Immunhistochemie

Dako, Glostrup, Denmark

Liquid DAB+ Substrate
Chromogen System

Immunhistochemie

Dako, Glostrup, Denmark

TACS®-AnnexinV-System

Durchflusszytometrie

Trevigen,
MD, USA

Gaithersburg,

Dargestellt sind alle in dieser Arbeit verwendeten KIT’s mit ihrer Herstellerbezeichnung.

2.10 Gerate

Alle in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11: Verwendete Gerate und Utensilien.

Gerat

Typ

Hersteller

Autoklav

Autoclavispa

Fedegari, Miinchen

Agua dest. Automat

Membrapure

Astacus, Liederbach

Bakterieninkubator

C24 Incubator shaker

New Brunswick Scientific,
Enfield, CT, USA

Blotkammer

Mini Protean®3cell

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

CO,-Inkubator Function line Haereus, Hanau
Deckgléschen 24 x 40 mm Menzel, Braunschweig
Durchflusszytometer BD FACSCalibur Flow Be(_:ton Dickinson,
Cytometer Heidelberg
Einfrierréhrchen 2mi Nunc, Langenselbold
Resktionsgefie 2m Eppendorf, Hamburg
Entwicklungsmaschine Optimax® Typ TR Protec, Oberstenfeld
Absorptiometer BioPhotometer 6131 Eppendorf, Hamburg
Plastikrohrchen 15 m Sarstedt, Nirnbrecht
50 ml

Film

Curix HT1.000G PLUS

AGFA, Bonn

Filmentwickler

Citroline 2000

Adefo-Chemie,
Dietzenbach

Adefo-Chemie,

Fixierer Adefofix Dietzenbach

Bio-Rad Laboratories,
Geldetektorkammer Gel Doc 2000 Hercules, CA, USA
Gelelektrophorese- Fir Western Blots: Bio-Rad Laboratories,
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Apparatur

Fur Agarose-Gele: Biomax
MP1015

Hercules, CA, USA
Kodak, Stuttgart

Hamilton-Pipette

Mikroliter Syringes

Hamilton, Bonaduz, GR,
Switzerland

Heizblocke HBT 130 HLC, Ditabis, Pforzheim
MF (-20°C) Porkka, Hollola, Finnland

Kihlschranke MC (4°C) Porkka, Hollola, Finnland
VIP series -86 °C Sanyo, Bad Nenndorf

Magnetrihrer MR 2002 Heidolph, Schwabach

_ Lichtmikroskop Telaval 31 Zeiss. Jena

Mikroskope Konfokgles Leica’ Solms
Lasermikroskop TCS SP2 '

Mikrotom RM2135 Leica, Solms

Nitrozellulosemembran

Protran, PorengrofRe 0,2um

Whatman (GE
Healthcare), Freiburg

Obijekttrager

Menzel-Glaser

ThermoScientific,
Waltham, MA, USA

PCR-Gerat

TProfessional

Biometra, Gottingen

pH-Gradientenstreifen

ImmobilineTM DryStrips,
pH 3-11, 13 cm

GE Healthcare, Freiburg

pH-Meter Digital-pH-Meter 646 Knick, Berlin

Pipetten P@petus akku Gilson, Middleton, WI,
Pipetman USA

Prézisionswaage H120 Sartorius, Gottingen

Quarzkivette Uvette Eppendorf, Hamburg

Rotationsinkubator Gir/Min Frobel Labortechnik,

Lindau

Schiittelinkubator

C24 Incubator Shaker

New Brunswick Scientific,
Enfiled, CT, USA

Schwenker Duomax 1030 Heidolph, Schwabach
Spannungsgerat PowerPac Universal Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA
Spannungsgerét

(Isoelektrische
Fokussierung)

Ettan IPGphor IEF system

GE Healthcare, Freiburg

Sterilbank HERA safe Haereus, Hanau
) Stratagene, Santa Clara,
g-RT-PCR-Gerat Mx3000P Thermocycler CA. USA
. - High Performance
UV-transilluminierte Ultraviolet UVP, Upland, CA, USA
Arbeitsbank ! .
Transilluminator
Vortexer REAX 2000 Heidolph, Schwabach
Whatman-Filterpapier Grad | Whatman (GE

Healthcare), Freiburg

Wasserbader

Paraffin-Streckbad

GFL, Hannover
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Zellfilter der PorengrélRe
50 pum

Filcons

DakoCytomation,
Hamburg

Zellkulturschalen

Tissue Culture Dish

Sarstedt, NUrnbrecht

Zellschaber 25cm Greiner, Pleidelsheim
Zentrifuge Labofuge 400R Haereus, Hanau
Zentrifuge Universal 30RF Hettich, Tuttlingen

Dargestellt sind alle in dieser Arbeit verwendeten Gerate mit ihrer Herstellerbezeichnung
(soweit vorhanden) sowie der Firma, von der sie bezogen wurden.
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3 Methoden

3.1 Zellbiologie

3.1.1  Zellkultur

3.1.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Arbeiten mit Zellkulturen wurden in einer Sicherheitswerkbank unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden standardmaRig bei einer Temperatur von
37°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit (RH) von 95% und konstantem
Kohlendioxidgehalt von 5% kultiviert. Das Ndhrmedium DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle medium) enthielt 10% fotales Kalberserum, 25mM HEPES und wurde mit
Amphotericin, Gentamicin, Penicillin und Streptomycin sowie mit L-Glutamin

supplementiert.

3.1.1.2 Passagieren von Zellen

Mittels Mikroskop wurde der Grad der Konfluenz der Zellkultur tiberwacht. Sobald die
Zellen den Grund der Schale ausreichend besiedelt hatten, wurden die Zellkulturen je
nach Wachstumsgeschwindigkeit alle 2-5 Tage geteilt (,,gesplittet) und auf neue
Zellkulturschalen uberflhrt. Hierzu wurde zundchst das Ndhrmedium entfernt und Reste
des Trypsininhibitor haltigen Mediums durch Waschen mit PBS entfernt. Die Lésung
der Zellen von der Kulturschale erfolgte durch Inkubation mit 1ml Trypsin-EDTA-
Losung (0,025% Trypsin; 0,05% EDTA) pro 10 ml Zellkultur fur ca. 10 min bei 37°C,
5% CO,. Durch den Chelator EDTA werden die fur die Zell-Zell-Adhésion
notwendigen Ca®*-lonen gebunden. Trypsin spaltet enzymatisch die Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Proteine. Die erfolgreiche Ablésung der Zellen aus ihrem Verband wurde unter
dem Mikroskop Uberprift. Die so gelosten Zellen wurden dann in frischem

Nahrmedium resuspendiert und in neue Kulturschalen uberfthrt.

3.1.1.3 Auftauen von Zellen

Um Zellen, die bei -196°C in flissigem Stickstoff oder -80°C aufbewahrt wurden, zur
weiteren Kultivierung aufzutauen, erfolgte eine Inkubation in einem Wasserbad bei
37°C. Anschlielend wurden Reste des DMSO-haltigen zytotoxischen Einfriermediums
durch  Zugabe von 9ml vorgewdarmtem N&hrmedium sowie nachfolgender
Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes entfernt. In neuem Medium
resuspendiert wurden die Zellen in Kulturschalen tberfiihrt und unter oben genannten

Bedingungen kultiviert.
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3.1.1.4 Einfrieren von Zellen

Die langfristige Aufbewahrung von Zellen erfolgte in einem Behalter mit fllissigem
Stickstoff bei -196°C, nach vorhergehender Abkuhlung der Zellen in einem speziellen
Gefriermedium, um einen Zellschaden durch beim Gefrierprozess entstehende
Eiskristalle zu vermeiden. Nach der Trypsinisierung wurden die Zellen bei 800rpm fr
5min zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet wurde in eiskalter Gefrierlésung (10%
DMSO/ 90% DMEM, v/v) resuspendiert und in vorgekihlte Kryoréhrchen tberfihrt.
Die Kryorohrchen wurden nach langsamer Abkiihlung auf -80°C (Mr. Frosty, Nalgene)
in flissigem Stickstoff (-196°C) verwahrt.

3.1.2  Transfektionen und Assays

3.1.2.1 Transfektion mit Plasmiden

Die zu transfizierenden Zellen wurden in einer Kulturschale mit Lipofectamin-Reagenz
und dem entsprechenden Plasmid inkubiert. Zundchst wurde Lipfectamin nach
Herstellerangaben mit der entsprechenden Menge des Plasmides zur Komplexbildung
15 min lang bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend in das Nahrmedium der
Zellen gegeben. Dabei wurde fur jeden Ansatz je eine Kulturschale mit einem GFP-
Pinl1-Plasmid und als methodische Kontrolle eine weitere Kulturschale mit leerem GFP-
Vektor transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden nach 24stundiger Inkubation in
ihren Kulturschalen zunéchst in Methanol (-20°C) fixiert und daraufhin zunéchst in PBS
und anschlieBend in a.d. gewaschen. Zuletzt wurde DAPI zur Kernfarbung in einer
Verdunnung von 1:200 hinzugefiigt. Zur Konservierung der Prdparate wurden die
Deckglaser mit ,,Fluorescent Mounting Medium* (Dako) auf den Objekttragern fixiert
und mit klarem Nagellack versiegelt. Die Lagerung erfolgte in einer
lichtundurchlassigen Box bei 4°C. Die GFP- bzw. die FITC-Signale wurden mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Olympus, Hamburg) untersucht und

dokumentiert.

3.1.2.2 Transfektion mit sSiRNA

Die zu transfizierenden Zellen wurden in einer 6cm-Kulturschale geziichtet bis eine
Konfluenz von 70% erreicht wurde. 256 ng sSiRNA wurde in serumfreiem Medium mit
20pl HiPerFect®-Reagenz entsprechend der Herstellerangaben vermengt, fiir 10 min bei
Raumtemperatur zur Komplexbildung inkubiert und anschliefend tropfenweise den

Zellen zugegeben und gemischt. Die Zellen wurden dann unter (blichen
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Kulturbedingungen fir vier Stunden inkubiert. Zu jedem Transfektionsversuch wurden
als Kontrolle Zellen mit der gleichen Menge an scrambled siRNA transfiziert. Aus den
transfizierten Zellen wurden dann Lysate hergestellt (siehe Kapitel 3.1.3.1) bzw. RNA
extrahiert (siehe Kapitel 3.2.3).

Die siRNA-Sequenzen sind in Kapitel 2.6 aufgefuhrt. Als methodische Kontrolle wurde
ein Konjugat aus siRNA und FITC transfiziert, um die Effizienz der Transfektion zu

evaluieren.

3.1.2.3 Behandlung von Zellkulturen mit Juglone

Die HNSCC-Zellkulturen wurden mit dem Pinl-Inhibitor Juglone (5-hydroxy-1,4-
Naphthalenedion) versetzt. Dafiir wurde pro 6cm-Kulturschale Juglone in einer finalen
Konzentration von 10 uM zugesetzt, das Kulturmedium gemischt und unter normalen
Kulturbedingungen inkubiert. Die Behandlung erfolgte fur jeweils folgende Zeitrdume:
30 min, 1 h,2h,4 hund6 h. Aus den Zellen wurden anschlieBend Lysate (siehe Kapitel
3.1.3.1) hergestellt oder es erfolgte die Ermittlung der noch vitalen Zellfraktion nach der
Trypanblau-Ausschlussfarbung. Die Zellen wurden mit Trypan-Blau versetzt.
AnschlieBend wurden die Fraktionen toter bzw. vitaler Zellen in einem Hamozytometer

gemessen.

3.1.2.4 Zellzyklusanalyse

HNSCC-Zellen wurden geziichtet, bis sie zu ca. 70% konfluent waren. Die Zellen
wurden trypsinisiert. Alle Zellen inklusive des Uberstandes, der die toten Zellen
enthielt, wurden in Ethanol fixiert. Daraufhin wurden sie fir 1 h mit 50 pg/ml RNAse A
inkubiert, um eine mdgliche Bindung von Propidiumjodid an RNA auszuschalten.
AnschlieBend wurden sie durch einen Filter mit der PorengroRe 50 um gefiihrt, um
groRere Zellaggregate zu entfernen. Dann erfolgte die Farbung mit 125 pg/ml
Propidiumjodid. Die Zellen wurden dann der FACS-Analyse (BD FACSCalibur Flow
Cytometer, Becton Dickinson, Heidelberg) zugefihrt. Die Ergebnisse wurden mit der
ModFitLT software ausgewertet. Wahlweise erfolgte auch die Farbung der Zellen mit
Annexin V nach dem Herstellerprotokoll. Die Propidiumjodid-Signale wurden von den
Annexin V-FITC-Signalen getrennt betrachtet. Somit konnte selektiv die Population
lebender Zellen bestimmt werden, die in Apoptose eintraten. Die Daten wurden mit der

Durchflusszytometrie-Softwar FlowJo (Tree Star, Inc. Ashland) ausgewertet.
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3.1.3  Proteinchemische Analysen

3.1.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Zelllysate wurden aus Tumorzellen und Tumorgeweben sowie aus normaler Mukosa
gewonnen und in der SDS-PAGE-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.1.3.4) bzw. in der
2D-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.1.3.8) aufgetrennt. Sollten Lysate aus Zellen
hergestellt werden, so mussten die in der Kulturschale adhdarent wachsenden Zellen
zundchst wie in Kapitel 3.1.1.2 beschrieben trypsiniert, anschliefend in 8ml frischem
Né&hrmedium geldst und in 14ml Kunststoffrohrchen tberfihrt werden. Das Medium
wurde abzentrifugiert (5min bei 800rpm) und verworfen, das Zellpellet in 8ml PBS
gelost und wiederum zentrifugiert (5min bei 800rpm). Das Zellpellet wurde in zwei
Volumenteilen eiskaltem Lysispuffer (siehe Kapitel 2.3) geldst, die Suspension in
1,5ml-EppendorfgefalRe Uberfihrt und fir 15min bei 4°C unter standiger leichter
Durchmischung inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Suspension in einer auf 4°C
gekuhlten Zentrifuge bei 10 000 rpm zentrifugiert. Die Proteine befanden sich nun im
klaren Uberstand, welcher in neue Eppendorf-GefaRe uberfihrt und bei -80°C bis zur
weiteren Verarbeitung gelagert werden konnte. Es folgte die photometrische
Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode (siehe Kapitel
3.1.3.2). Sofern Lysate aus Patientengewebe (sowohl Tumorgewebe als auch normale
Mundschleimhaut) hergestellt werden sollten, wurde etwa 200mg Patientengewebe mit
flissigem Stickstoff (bergossen und mit einem Morser zu feinem Pulver zermahlen.
Unter standiger Kuhlung mit flissigem Stickstoff wurde das so gewonnene Pulver in
ein Eppendorfgefal uberfihrt, mit zwei Volumenteilen Lysispuffer versetzt, 15min lang
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Auch hierbei wurde die Konzentration des

gewonnenen Lysates mittels der Bradford-Methode ermittelt.

3.1.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford

1976 nutzte Bradford die Beobachtung, dass sich das Absorptionsmaximum einer
sauren Losung aus Coomassie-Brilliant-Blau G-250 von 465 nm zu 595 nm verschiebt,
wenn Proteine gebunden werden (Bradford, 1976) Da sich Extinktion und Proteingehalt
dabei anndhernd proportional zueinander verhalten, lie sich daraus die
Konzentrationen von Proteinen bestimmen. Hierzu wurde das Bradford-Reagenz
(BioRad) zundchst mit Aqua dest. Im Verhéltnis 1:5 verdiinnt. 3 pl der zu
bestimmenden Proteinlésung wurden mit 1 ml verdiinntem Bradford-Reagenz versetzt

und nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur in Einmal-Halbmikrokuvetten
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umgefiillt. Die Extinktion der Proben wurde gegen einen Leerwert (3 pl Lysispuffer in 1
ml verdinntem Bradford-Reagenz) bei 595 nm gemessen. Um die absoluten
Proteinkonzentrationen zu ermitteln, wurde eine Standard-Eichkurve mit definierten
Konzentrationen an Rinderaloumin (BSA, 1 mg/ml Stammldsung) erstellt (siehe
Abbildung 4).

0,7
=099 /
0,6

Extinktion bei 595nm
o o
IS [9;]

0 1 2 3 4 5
Proteinkonzentration [pg/pl]

Abbildung 4. Extinktionsmessung einer Standardreihe Beispiel fir eine Standardreihe, die
zeigt, dass die Extinktion der Proteinlysate mit steigender Proteinkonzentration zunimmt und
somit mit einem Korrelationskoeffizienten (r) von 0,99 proportional ist. Die
Proteinkonzentration der untersuchten Proben kann anhand ihrer Extinktion mittels der
Ausfallgeraden ermittelt werden.

3.1.3.3 Immunprazipitation und Behandlung mit Alkalischer Phosphatase
Normalgewebe wurden mit Lysispuffer, wie in Kapitel 3.1.3.1 beschrieben, inkubiert.
Auf einem Rotationsinkubator wurden die Lysate mit Pin1-Antikorper bei 4° C flr 3 h
inkubiert. Nach Zugabe wvon 20ul Protein A/G Plus-Agarose gemaR den
Herstellerangaben wurde flr eine weitere Stunde inkubiert. Nach einer kurzen
Zentrifugation von 1 min bei 4°C und 13 000 rpm wurde der Uberstand verworfen. Das
verbliebene Pellet wurde je einmal in Lysispuffer und anschlieRend in PBS gewaschen.
Die Proteinlysate wurden anschliefend mit alkalischer Phosphatase (calf intestinal
alkaline phosphatase, CIP) behandelt. Hierzu wurde das Lysat mit dem vom Hersteller
mitgelieferten Puffer (1x NEB) in einer Konzentration von 1ug/10ul gemischt und
anschliefend mit CIP in einer Konzentration von 1 U/ug Protein versetzt. Das Gemisch
wurde bei 37°C fir 1 h inkubiert. Nach der Behandlung mit CIP wurden die Lysate in
der 2D-Gelelektrophorese untersucht (siehe Kapitel 3.1.3.8).
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3.1.3.4 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die Auftrennung von Proteinen aus Zelllysaten erfolgte durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen (Laemmli, 1970).
SDS denaturiert Proteine und geht nichtkovalente Wechselwirkungen mit hydrophoben
Bereichen ein. Durch die komplette Entfaltung der Aminosaurekette und deren Besatz
mit SDS werden Ladungsunterschiede aufgehoben. Die Proteine, die nun alle negativ
geladen sind, wandern im elektrischen Feld zur Anode, und trennen sich nur nach ihrem
Molekulargewicht auf. Die Geschwindigkeit, mit der die Proteine das unter elektrischer
Spannung stehende Polyacrylamid-Gel durchwandern, wird also nicht mehr durch ihren
isoelektrischen Punkt sondern durch ihr Molekulargewicht und die Durchldssigkeit des
Gels (Konzentration von Acrylamid) beeinflusst. Fur die Auftrennung der Proteine
wurden SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet, die aus einem oberen Sammelgel (um
scharfe Banden zu erzielen) und einem unteren Trenngel bestanden, welches die
Proteine je nach ihrem Molekulargewicht unterschiedlich schnell durchlaufen und so
aufgetrennt werden. Zur Herstellung der Gele wurden die Glasplatten, die bereits mit
eingebauten Spacern erhéltlich waren, mit Ethanol gesdubert, mit Klammern
zusammengesetzt und unten mit einem Gummibelag abgedichtet. Fir 20 ml Trenngel
wurden 8,2 ml Acrylamid-Stammlésung, 5 ml 1,5 M Tris-Puffer pH 8,8, 200 ul 20%
SDS, 200 ul APS (10%) und 20 pul TEMED mit a.d. gemischt und nach kurzem
Vortexen in die Gelapparatur gegossen. Um eine glatte Oberflache zu erhalten, wurde
das noch unpolymerisierte Gel mit Isopropanol uberschichtet. Nach vollstandigem
Auspolymerisieren wurde das Isopropanol entfernt. Fiir das Sammelgel wurde 2 ml
Acrylamid-Stammldsung mit 2,5 ml 0,5M Tris-Puffer pH 6,8, 100 ul 20% SDS, 100 pl
10% APS, 10 pl TEMED und 5,4 pl a.d. gemischt, iiber das Trenngel gegossen. Dann
wurde sofort vorsichtig unter Vermeidung von Luftblasenbildung ein Gelkamm
eingesetzt. Nachdem das Sammelgel polymerisiert war, wurde der Gelkamm entfernt,
das Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt und diese mit 1x SDS-
Laufpuffer aufgefullt. Definierte Mengen der Proteinproben (40 pg) wurden durch
Zugabe von NP40-Lysispuffer auf identische VVolumina gebracht und mit der gleichen
Menge 2xSDS-Probenpuffer versetzt und fir 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Nach
kurzem Zentrifugieren wurden sie dann mittels einer Hamiltonpipette in die Taschen
des Gels geladen. Auf dem Acrylamidgel wurden stets Sul eines molekularen Protein-
Massenstandards (siehe Kapitel 2.7) mit aufgetrennt. Die Proteine wurden fur 15

Minuten bei 70 Volt im etwa 1cm hohen Sammelgel fokussiert, dann weitere 1,5
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Stunden bei konstant 100 Volt aufgetrennt bis der Farbstoff des Massenstandards an den
unteren Gelrand gewandert war. AnschlieBend wurde das Gel fur die Western Blot

Analyse eingesetzt.

3.1.3.5 Protein-Transfer

Um die aufgetrennten Proteine weiterhin immunologisch untersuchen zu konnen,
wurden diese nach ihrer Auftrennung vom Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulose-
Membran mittels Nass-Blot-Verfahren transferiert (Towbin et al., 1979). Die
Nitrozellulose-Membranen wurden vor dem spater folgenden Blockvorgang stets mit
Handschuhen angefasst, um eine Kontamination mit Proteinen zu vermeiden. Die
Membran wurde anschliefend zunéchst zusammen mit Schaumstoffkissen und
Filterpapier in Transferpuffer (siehe Kapitel 2.3) &quilibriert. VVon der Anode zur
Kathode hin wurden zundchst ein Schaumstoffkissen, dann ein Filterpapier, dann die
Nitrozellulose-Membran, das zu transferierende Acrylamid-Gel, dann wiederum ein
Filterpapier und ein Schaumstoffkissen geschichtet (siehe Abbildung 5). Um die
Bildung von Luftblasen, die einen Proteintransfer im elektrischen Feld verhindern
wirden, zu vermeiden, wurden die Transfereinheit nach allen Seiten hin mit einer 10ml
Pipette ausgerollt und anschlielend in die Blot-Kassette geklemmt. Diese wurde
senkrecht in den Blotcontainer gestellt und die ganze Apparatur mit vorgekihltem (4°C)
Transferpuffer gefiillt. Um eine Uberwarmung zu vermeiden, wurde der Transfer in
einem Kihlraum bei 4°C durchgefuhrt und die Transferapparatur zusétzlich mit einem
Kiihlelement versehen. Die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die
Nitrozellulosemembran erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100V Uber 1h. Die
mit Proteinen besetzte Nitrozellulosemembran wurde anschlieBend fir 30 min unter
stdndigem Schwenken in Milch geblockt, um unspezifische Proteinbindungsstellen auf
der Membran zu besetzen. Bei der weiteren Behandlung der Membran war stets darauf
zu achten, diese nicht austrocknen zu lassen. Die Membranen wurden in Frischhaltefolie
gewickelt und bei 4°C aufbewahrt, im Falle, dass sie nicht unmittelbar fir weitere

Untersuchungen eingesetzt wurden.

34



Methoden

@D// 1 ‘ Abbildung 5. Anordnung in der
&7

: 1/ / Blotkammer. 1 = Schaumstoff, 2 =
f Filterpapier, 3 = Acrylamidgel, 4
é ) = Nitrozellulosemembran.

3.1.3.6 Protein-Detektion

Nach dem Blockvorgang erfolgte der Nachweis von spezifischen interessierenden
Proteinen. Der Antikdrper gegen das zu untersuchende Protein wurde entsprechend der
Herstellerangaben in Blockpuffer verdinnt und bei 4°C mit der Membran auf einem
Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran 3x10min mit Blockpuffer
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe eines passenden horse-radish-
Peroxidase(HRP)-gekoppelten Sekundé&rantikdrpers (in Blockpuffer geeignet verdunnt)
flir eine Stunde bei Raumtemperatur. Daraufhin wurde die Membran erneut dreimalig in
Blockpuffer gewaschen und anschlieend in PBS geschwenkt. Nach Zugabe der
luminolhaltigen ECL-L6sung (Enhanced Chemiluminescence), dem Substrat fur die am
Sekundarantikorper befindliche Peroxidase, ensteht die Chemolumineszenz. Hierzu
wurden die Detektionsreagentien 1 (Peroxidldsung) und 2 (Luminol Enhancerlésung) in
einem Verhéltnis von 1:1 gemischt und unmittelbar danach fir eine Minute auf die
Membran gegeben. Unmittelbar nach der Zugabe der Detektionsreagenzien wurde die
Membran in einer Rontgenkassette platziert und einem Rontgenfilm (Kodak Biomax
MR) exponiert. Die durch die an den Zweitantikdrper gekoppelte horse-radish-
Peroxidase katalysierte Farbreaktion schwarzt den Film an den Stellen, wo sich auf der
Membran das nachzuweisende Protein befindet. Das Ausmall der Schwarzung des
Filmes ist dabei in gewissen Grenzen proportional zu der Menge an gebundenem

Antikdrper und somit auch der ungefahren Menge an nachzuweisendem Protein.

3.1.3.7 ,,Stripping“ von Nitrozellulosemembranen

Stripping bedeutet die Entfernung eines Antigen-gebundenen Antikdrpers von der
Membran. Diese Methode wurde angewandt, wenn auf einer Membran nach einem
erfolgten Proteinnachweis noch ein weiteres Protein detektiert werden sollte, welches

ein dhnliches Molekulargewicht aufwies wie das zuerst untersuchte Protein, so dass sich
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die resultierenden Signale tberlagern wirden. Hierzu wurde die Membran zundchst mit
PBS gesptilt und anschlielend fir 30min in einem 50°C warmen Wasserbad in Strip-
Puffer (siehe Kapitel 2.3) unter sanftem Schwenken inkubiert. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Membran stets vollstandig mit Lésung bedeckt war. Daraufhin wurde
die Membran in zweimal 15minutigen Waschgéngen in PBS / Tween 20 (1:2000) vom
Strip-Puffer gereinigt. Bevor die Membran dann wieder erneut mit einem neuen

Erstantikorper gefarbt werden konnte, wurde sie zundchst in Blockpuffer inkubiert.

3.1.3.8 2D-Gelelektrophorese

Diese Technik zur zweidimensionalen Proteinalanalyse wurde 1975 von OFarrell
entwickelt (O'Farrell, 1975). Dabei werden zwei Trennprinzipien kombiniert. Die erste
Dimension umfasst die Auftrennung der Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt
(isoelektrische Fokussierung). In der zweiten Dimension werden die Proteine durch eine
herkdmmliche SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Zunédchst wurden die entsprechenden Zelllysate hergestellt und aufbereitet. Das
Zellkulturmedium wurde von den Kulturplatten entfernt. Dann wurden die Zellen
dreimalig in PBS und einmalig in 10mM Tris, pH 7,0/25mM Sorbitol gewaschen.
Danach wurden 6 ml des gleichen Tris/Sorbitolgemisches auf die Kulturplatten gegeben
und die Zellen mit einem Zellschaber vom Grund mobilisiert. Die Zellsuspension wurde
in ein 15 ml-Falconréhrchen Gberfihrt, fir 5 min bei 3800 rpm zentrifugiert, wonach
der Uberstand verworfen wurde. Das verbliebene Zellpellet wurde in 200 pl 2D-
Probenpuffer resuspendiert.

Im Falle, dass Gewebeproben in der 2D-Gelelektrophorese untersucht werden sollten,
wurden diese Gewebe zundchst unter Zugabe von flussigem Stickstoff mit einem
Marser zu Pulver zermahlen und dann in zwei VVolumenteilen 2D-Probenpuffer geldst.
Die Zell-Probenpuffergemische wurden zunéchst fir 3 min bei Raumtemperatur
inkubiert, anschlieRend bei 4°C fiir 30 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorfgefal tberfihrt. Die Proteinkonzentration wurde nach der
Bradford-Methode ermittelt. Die Lysate wurden entweder direkt in der 2D-SDS-PAGE
eingesetzt oder bei -80°C gelagert.

Fur die 2D-Gelelektrophorese wurde bei den zu untersuchenden Lysaten eine gleiche
Proteinkonzentration eingestellt, wobei 150 pg Protein mit 2D-Probenpuffer auf ein
Endvolumen von 220 ul gebracht wurden. IPG-Puffer, der Ampholyte des pH-Bereichs
von pH 3 bis pH 11, sowie 0,1%iges Bromphenolblau enthélt, wurde jeweils 1%ig
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hinzugefugt. Die Proben wurden dann auf einen 13 cm langen immobilisierten pH-
Gradientenstreifen des gleichen pH-Bereichs gegeben, mit Mineral6l abgedeckt und mit
der Gelseite nach unten bei Raumtemperatur fir 16 h inkubiert, so dass die
Protein/Ampholytelésung den Gradientenstreifen hydratisiert und in diesen vollstandig
eintritt (Rehydratisierung des Gradientenstreifens). Dabei wurde stets ein 2D-SDS-
PAGE-Standard als interne Kontrolle mitgefiihrt. Nach dem Rehydratisierungsvorgang
wurden die Streifen kurz in deionisiertem Wasser gereinigt und dann zur isoelektrischen
Fokussierung in ein Spannungsgerat mit der sauren Seite zum Pluspol eingespannt. Auf
die Streifenenden wurden mit deionisiertem Wasser befeuchtete Filterpapierstreifen
gelegt. Zusitzlich wurde auf die basische Seite ein in 500 pul 15 mM DTT getriankter
Filterpapierstreifen gelegt. An den befeuchteten Filterpapierstreifen wurden die
Elektroden befestigt. Der Streifen wurde mit Mineral6l bedeckt.

Die isoelektrische Fokussierung fand bei konstanten 20°C in den in der Tabelle 12

dargestellten Schritten statt.

Tabelle 12. Stufenschema fir die isoelektrische Fokussierung

Stufe Spannung (V) Vh
1 0-100 (gradient) 50
2 100-400 (gradient) 800
3 400-3500 (gradient) 3997
4 3500 (konstant) 3500
5 3500-8000(gradient) 6037
6 8000 (konstant) 99867
500 (konstant, bis zur
7 Weiterverarbeitung der
Strips)

Programm der isoelektrischen Fokussierung von 13 cm IPG-Streifen

Danach folgte die SDS-PAGE-Gelektrophorese als zweite Dimension der Auftrennung.
Zunéchst wurde der Gradientenstreifen, welcher die nach der ersten Dimension
aufgetrennten Proteine enthélt, aquilibriert. Hierzu wurde der Streifen in 10ml SDS-
Aquilibrierpuffer / DTT (100 mg/10 ml Puffer) fur 15 min auf einem Schittler
inkubiert, anschlieRend nochmals fiir die gleiche Zeit in SDS-Aquilibrierpuffer /
lodoacetamid (250 mg/10 ml Puffer) inkubiert. Darauf folgte die Gelelektrophorese der

zweiten Dimension. Hierzu wurde der Gradientenstreifen auf ein 12%iges SDS-

37



Methoden

Polyacrylamid-Gel  (siehe Kapitel 3.1.3.4) aufgelegt und mit Agarose-
Versiegelungslosung bedeckt. Die Gele liefen bei einer konstanten Spannung von 100 V
fir 30 min, anschlieBend bei 150 V, bis das Bromphenolblau (MW: 0,67 kDa) die
Unterseite des Gels erreicht hatte. Der Protein-Standard Precision Plus ProteinTM
Standards (161-0373) wurde mit aufgetrennt.

Nach der Elektrophorese erfolgte der Proteintransfer. Das Gel wurde aus der Apparatur
entnommen, die Uberschiissigen Enden des Gels abgeschnitten und die Flache
gemessen, damit die Stromstarke fir den Transfer berechnet werden konnte. Das Gel
wurde in Transferpuffer gelegt. Dann wurde wie beim konventionellen Western Blot ein
»Sandwich®“ aus den Schichten Blotting Papier, Gel, Nitrozellulosemembran,
Blottingpapier gebaut. Alle Bestandteile wurden vorher gut mit Transferpuffer
befeuchtet. Der Transfer der Proteine erfolgte in einer Semi-Dry Blotting Kammer flr
eine Stunde geblottet. Die verwendete Stromstarke (mA) entsprach dabei dem ca. 1-1,5-
Fachen der Gelflache (cm?). Um anschlieRend das Ergebnis des Transfers zu beurteilen
und die Proteinbanden des Standards zu visualisieren, wurden die
Nitrozellulosemembranen mit Ponceau S geférbt. Die Membran wurde dann in 3%
Milchpulver/PBS geblockt. Die Proteindetektion erfolgte wie in Kapitel 3.1.3.6
beschrieben.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1  Kultivierung und Transformation von Bakterien
Transformationskompetente DHS5a-Bakterien (Hanahan, 1983) wurden zunéchst
langsam auf Eis aufgetaut. 1ul des Plasmides, mit dem die Bakterien transformiert
werden sollten, wurde zu 50 pl der Bakteriensuspension gegeben und diese
anschlieBend fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nun erfolgte der Hitzeschock fiir 45
Sekunden im Wasserbad bei 42 °C. Im Anschluss daran wurden die Bakterien in 1 ml
LB-Medium ohne Ampicillin tberfihrt. Die Kultur wurde fur 60 min bei 37 °C
inkubiert und anschlieBend auf ampicillinhaltige LB-Agarplatten ausgestrichen und bei
37°C bebrtet. Bei der Bebritung auf ampicillinhaltigem Agar kommt es zur Selektion
erfolgreich transformierter Bakterien, da nur diese die auf dem Plasmid kodierte

Ampicillinresistenz tragen.
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3.2.2  Préaparation von Plasmid-DNA aus Bakterien
Plasmidaufreinigungen in praparativem Malistab wurden saulenchromatographisch mit
dem QIAprep Spin MIDIprep Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben. Dazu

wurden E.coli-Ubernachtkulturen (in 25ml LB-Medium) verwendet.

3.2.3  Préaparation von RNA aus Zelllinien und Geweben

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den zu untersuchenden Geweben und Zelllinien
erfolgte sdulenchromatographisch mit dem RNeasy MIDI System (Qiagen, Hilden),
entsprechend der Herstellerangaben. Im Allgemeinen wurde bei den Arbeiten mit RNA
mit grofler Sorgfalt vorgegangen, da es sich bei den ubiquitdr vorkommenden
Ribonukleasen (RNAsen) um sehr stabile Enzyme handelt. Alle Gebrauchsmaterialien
zum Arbeiten mit RNA wurden vor Gebrauch sorgféltig gereinigt. Wahrend der
Experimente wurden Latex-Einmalhandschuhe getragen, um die Kontamination mit

RNAsen, die normalerweise auf der Haut vorkommen, zu vermeiden.

3.24  cDNA-Synthese

Um aus Geweben und Zelllinien extrahierte RNA fur Polymerasekettenreaktionen
weiterzuverwenden, musste aus der RNA zundchst cDNA synthetisiert werden. Flr die
Herstellung der cONA mittels reverser Transkription (Transcriptor First Strand cDNA

Synthesis Kit, Roche) wurde entsprechend des Herstellerprotokolls vorgegangen.

3.25  Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der Nukleinsduren (DNA oder RNA) in einer Lésung wurden in
einer Quarzkivette (Schichtdicke 1 cm) photometrisch bestimmt. Ein Aliquot der
Losung wurde 1:40 mit a.d. verdinnt und im Photometer bei einer Wellenlange von 260

nm gemessen.

3.2.6  Sequenzspezifische Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die sequenzspezifische, enzymatische Hydrolyse von DNA mit
Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den vom jeweiligen Hersteller vorgegebenen
Puffer- und  Inkubationsbedingungen. Das  Volumen der eingesetzten
Restriktionsenzymlésung uberschritt in keinem Fall 1/10 des Gesamtvolumens des
Reaktionsansatzes, um die Reaktion durch das in der Enzymlésung enthaltene Glycerin

nicht zu beeintrachtigen. Zumeist wurde 1,0 pug DNA und 0,5 ul des jeweiligen
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Restriktionsenzyms mit dem jeweiligen Reaktionspuffer, der vom Hersteller (New
England Biolabs, Frankfurt) zum jeweiligen Restriktionsenzym mitgeliefert worden war
(NEB 10xPuffer), und a.d. auf ein Gesamtvolumen von 20 ul gebracht. Die Inkubation
erfolgte nach Herstellerangaben. Danach wurden die DNA-Fragmente entweder in der

Gelektrophorese aufgetrennt oder einer Ligation unterzogen.

3.2.7  Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die zu amplifizierende DNA wurde in speziellen Minikivetten mit PCR-Ready Mix
(welcher bereits die Tag-Polymerase, die Nukleotide und andere Kofaktoren enthalt)
versetzt und in einem PCR-Gerdt amplifiziert. Die idealen Reaktionsbedingungen
wurden mit dem Programm Probefinder ermittelt
(http://www.universalprobelibrary.com, Roche). Danach wurden die amplifizierten
DNA-Sequenzen entweder flr die Sequenzanalyse (siehe Kapitel 3.2.9) verwendet oder
aber im Rahmen von Klonierungsarbeiten einem Restriktionsverdau unterzogen und

anschlieBend in einen Vektor ligiert (siehe Kapitel 3.2.8).

3.2.8  Ligation von DNA-Fragmenten

Um ein GFP-Pin1-Konstrukt herzustellen, wurde die amplifizierte Pin1-DNA nach dem
Restriktionsverdau mit dem entsprechend linearisierten GFP-Vektor zu einem GFP-
Pinl-Plasmid durch das Enzym T4-DNA-Ligase kovalent verknupft. Hierzu wurde 1 pl
linearisiertes Plasmid zusammen mit 7,5 pl des einzuklonierenden Pinl-DNA-
Fragmentes, 0,5 ul T4-DNA-Ligase und 1 pl 10x T4-Puffer (vom Hersteller der Ligase
mitgeliefert) bei Raumtemperatur 2 h lang inkubiert. Mit dem ligierten Vektor wurden

anschlieRend Bakterien transformiert.

3.29 DNA-Sequenzierung

Um eventuelle Mutationen in der DNA-Sequenz eines Gens aufzudecken, wurde aus
den zu untersuchenden Tumorzelllinien zunédchst mittels des RNeasy MIDI Kits
(Qiagen) die gesamte RNA entsprechend der Herstellerangaben extrahiert. Diese wurde
im folgenden Schritt einer reversen Transkription (Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit, Roche) laut den Herstellerangaben unterzogen. Aus der gewonnenen
cDNA wurde mittels der in Kapitel 2.6 aufgefiihrten Primer die cDNA von Pinl in der
PCR unter Benutzung des PCR-Ready Mix herausamplifiziert. Das gesamte PCR-
Produkt wurde in einer Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.2.10) aufgetrennt.
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Die gesuchten Genabschnitte wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und aus dem
Gel extrahiert (siehe Kapitel 3.2.11). Nun lag die gesuchte DNA-Sequenz in
ausreichender Menge vor. Zusammen mit den in Kapitel 2.6 aufgefuihrten Primer wurde
die DNA an die Firma 4base lab in Reutlingen geschickt, die die Sequenzierung der

Pin1-DNAs der untersuchten Zelllinien durchfihrte.

3.2.10 Agarosegelelektrophorese

Fur die Analyse von Plasmiden, die Uberpriifung von Restriktionsreaktionen und
Aufreinigung  von DNA-Fragmenten wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefihrt. Je nach GroRe der DNA-Fragmente wurde eine Agarosekonzentration von
0,7 — 1,5 % gewadhlt. Die jeweilige Menge Agarose wurde in 1XTAE-Puffer aufgekocht,
nach kurzer Abkuhlungszeit mit 10 pl Ethidiumbromid pro 100ml Agarosegel versetzt
und in eine mit einem Kamm versehene Gelkammer gegossen, in welcher das Gel
abkuhlte. Die Gelkammer wurde in die Elektrophoresekammer eingebracht, diese
anschlieBend mit 1XTAE-Puffer und 10ul Ethidiumbromid pro 100ml Puffer bis zum
Rand aufgefullt. Die DNA-Proben wurden mit einem Fnftel ihres Volumens an DNA-
Ladepuffer versetzt und in die vom Kamm geformten Geltaschen gefullt. In den
randstandigen Geltaschen zu beiden Seiten der DNA-Proben wurden die in Kapitel 2.7
genannten Langenstandards DNA Marker Lambda Hindlll und phiX174 Haelll mit
aufgetrennt, wodurch ein Abschatzen der DNA-FragmentgroRen ermdglich wird. Die
DNA wurde mit 120 Volt Spannung im Gel getrennt. Durch Fluoreszenz des
interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid konnten die im Gel aufgetrennten DNA-
Fragmente bei Anregung mit UV-Licht der Wellenlange 254 nm sichtbar gemacht

werden.

3.2.11 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Die Agarosegele wurden nach der Elektrophorese unter einer UV-beleuchteten
Werkbank zugeschnitten. Dabei wurde anhand des mitgefiihrten Léngenstandards
beurteilt, welche DNA-Fragmente von Interesse sind. Nachdem die DNA-Fragmente
ausgeschnitten worden waren, erfolgte die Gelextraktion der DNA (QIAquick Gel
Extraction Systems, Qiagen) nach Herstellerangaben. AnschlieBend wurde die
Konzentration der isolierten Nukleinséduren bestimmt. Ein Aliquot der Losung wurde
1:40 mit a.d. verdunnt und in einer 1cm dicken Quarzglakuvette bei einer Wellenlédnge

von 260 nm photometrisch vermessen.
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3.2.12 Quantitative RT-PCR

Um die Aktivitat eines Genes anhand der Anzahl seiner Transkripte in einer Zelle zu
ermitteln eignet sich die quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
(gRT-PCR). Hierbei wird zunachst die Gesamt-RNA aus einer Zelllinie extrahiert.
AnschlieRend wird die RNA in cDNA (complementary DNA) mittels eines reversen
Transkriptionsschrittes unter Zugabe von oligo-dT-Primern als Startermolekdle
umgeschrieben. Aus diesem wiederum heterogenen cDNA-Pool kann nun mittels
spezifisch an das Zielgen bindender Primer in einer Polymerase-Kettenreaktion das
Zielgen amplifiziert werden. Dabei verdoppelt sich die Menge der DNA-Amplifikate
bei jedem Zyklus. Nach jedem Zyklus wird die enthaltene Menge an DNA-
Amplifikaten vom qPCR-Gerat photometrisch ermittelt. Indem man nach einer
festgelegten Zyklusanzahl die dabei entstehende exponentielle Kurve zum Nullpunkt
hin extrapoliert, kann auf die bei PCR-Beginn vorgelegene cDNA-Menge
zuruckgerechnet werden. Dies bildet indirekt die Menge an RNA-Transkripten in der
Ursprungszellpopulation ab. Um die dabei ermittelten Unterschiede in der Menge der
Transkripte des zu untersuchenden Genes zwischen den einzelnen Zelllinien zu
normalisieren, wurde bei jedem gqRT-PCR-Versuch parallel eine gRT-PCR mit dem
Aktin-Gen als interne Kontrolle durchgefihrt. Die RNA-Extraktion wurde mittels
RNeasy MIDI System (Qiagen) und die cDNA-Synthese mittels Transkriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) jeweils nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
anschlieBende gRT-PCR wurde in einem Mx30000P Lightcycler fur 45 Zyklen bei
einer Temperatur von 57 C° durchgefiihrt. Die PCR Reaktionen wurden mit Hilfe des
Absolute QPCR SYBR Green Mix und einer Primerkonzentration von 0,2 pM nach der
Anleitung des Herstellers durchgefinhrt. Mittels Probefinder
(http://www.universalprobelibrary.com) wurde der optimale real-time PCR Assay fiir
das Pinl1-Gen (NM_006221, Sequenz siehe Anhang) ermittelt. Die Primersequenzen
sind im Kapitel 2.6 aufgefthrt.

3.3 Immunhistochemie

3.3.1  Fixieren und Einbettung in Paraffin

Um Schnitte des Gewebes zu gewinnen, musste das Gewebe zundchst in Paraffin
eingebettet werden. Dazu wurden die Gewebsproben zundchst 24h lang in 4%igem
gepuffertem Formalin (pH 7,0) fixiert. AnschlieBend musste das Gewebe eine

aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 100%) durchwandern, wobei es jeweils 30min in
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jeder Konzentration inkubiert wurde. Zuletzt folgte eine ebenfalls 30minitige
Inkubation in Roti-Histol, bevor das Gewebe fur 24h in flissiges Paraffin gegeben
wurde. Nach der Einwirkzeit konnte das Material in vorgefertigte FOormchen

ausgegossen werden und als Block bei 4°C ausharten.

3.3.2  Immunhistochemische Farbung

Von den gekiihlten Paraffinblocken wurden mittels eines Mikrotoms etwa 4um dicke
Schnitte hergestellt, diese auf Objekttrager gezogen und fur etwa 1h bei 60°C
getrocknet. Die Entparaffinierung erfolgte in Roti-Histol fir 30min und anschlieend in
einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 70%). Um eine Farbreaktion durch die
bereits im Gewebe vorhandene endogene Peroxidase zu unterdriicken, wurden die
Schnitte 30 Minuten lang mit einem Methanol / 30% H,0,-Gemisch im Verhaltnis
100:3 behandelt und anschlieBend in Leitungswasser gespult. Nun wurden die Antigene
demaskiert, indem die Schnitte in einem Gefal mit 4°C kaltem Natriumcitratpuffer
aufgefiillt und bei 600 Watt in einem Mikrowellengerdt in 3 jeweils 5 Minuten
andauernden Durchgéngen erhitzt wurden, wobei nach jedem Durchgang die
verdampfte Menge Natriumcitratpuffer nachgefullt wurde. Nach dem letzten Durchgang
wurden die Schnitte zum Abkdiihlen bei Raumtemperatur fur 15 Minuten stehen gelassen
und anschlieBend in TBS gespilt. Nach einem erneuten Spillvorgang mit
Leitungswasser, wurden die Schnitte mit je 100pul Normalserum, das sich an Kollagen
und Bindegewebe anlagert und so die unspezifische Bindung des Antikopers an diesen
Strukturen verhindert, bedeckt und 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Die
Primarantikdrper wurden entsprechend den Herstellerangaben in Blockpuffer oder nach
géngigen Laborprotokollen verdiinnt, davon jeweils 100ul auf die Schnitte gegeben und
uber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer inkubiert. Der Primarantikdrper bindet
hierbei an spezifische Antigene des Gewebes. Um den uberschissigen Primarantikorper
zu entfernen, wurde mit PBS gespilt. AnschlieBend der mit Biotin konjugierte passende
Sekundérantikdrper in verdiinnter Losung zu jeweils 100 pl auf die Schnitte gegeben,
wobei er nun seinerseits an den Primarantikoérper bindet. Die Inkubationszeit betrug 30
Minuten in der feuchten Kammer. Erneut wurde mit PBS gespult und im Anschluss der
30min vorher frisch angesetzte ABC-Komplex, (5 ml PBS, 1 Tropfen Lésung A und ein
Tropfen Losung B) zu jeweils 100ul auf die Schnitte gegeben. Beim ABC-Komplex
handelt es sich um einen Peroxidase konjugierten Avidin-Biotin-Komplex, der mit den

freien Stellen des Avidinmolekils an das Biotin des Sekundarantikérpers bindet. Die
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Inkubationszeit fur die Inkubation mit den Avidin-Biotin-Komplexen betrug ebenfalls
30 Minuten. Durch Spulen mit PBS werden die nicht gebundenen ABC-Komplexe
entfernt. Die braune Farbreaktion wurde durch Hinzufligen des Substrates DAB fur
15min erzielt. Das am ABC-Komplex konjugierte Peroxidase-Enzym bildet mit dem
Chromogen DAB und 30%iger H,O, eine braune, in Alkohol unlésliche Farbe. Nach
einem Spulvorgang mit Leitungswasser, das die Farbungsreaktion stoppt, wurden die
Schnitte sechsmal in eine Kivette mit Hamalaun getaucht und mit Leitungswasser
gespult, um wiederum die Farbung zu stoppen. Zur Dehydratation der Schnitte wurden
diese einer aufsteigenden Alkoholreine (70%, 90%, 100%) unterzogen, und
anschlieBend fur 10 Minuten in Rotihistol eingelegt. Zum Eindecken wurden die
Objekttrager mit einigen Tropfen Corbitbalsam bestrichen und mit einem Deckglas

versiegelt Die Préaparate wurden anschlieBend unter einem Lichtmikroskop untersucht.
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4 Ergebnisse

4.1 Pinl-Proteinexpression in HNSCC-Zelllinien und -Geweben

4.1.1 Expressionsanalyse im Western Blot

Um die Expression von Pinl in HNSCC zu untersuchen, wurde aus den in Tabelle 8
und 9 aufgefiihrten Zelllinien und Tumorgeweben das Gesamtprotein isoliert und
mittels spezifischer Antikdrper gegen Pinl immunbiochemisch untersucht. Als
Kontrollgewebe diente unveranderte normale Mukosa (Abb. 6; 1123-R, 1152-R und
1170-R) der Mundschleimhaut. Fur die Normalisierung der einzelnen Gesamt-Zelllysate
erfolgte ein gleichzeitiger Nachweis von B-Aktin. Das Ergebnis dieser Analyse ist in
Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6. Pin1-Expression in HNSCC-Tumorgeweben und —zelllinien. Abgebildet ist die
Pinl-Expression (obere Reihen) in den in Tab. 8 und 9 aufgefuhrten Tumorgeweben und —
zelllinien verglichen mit den Referenzgeweben normaler Mundschleimhaut (1123-R, 1152-R
und 1170-R), die mittels Western Blot untersucht wurden. Als Ladekontrolle diente -Aktin
(untere Reihen). Pinl wird in nahezu allen Tumorgeweben stirker exprimiert als in den
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Normalgeweben. Die Expression in Tumorzelllinien fallt noch héher aus. (Die Kontrolle 1152-
R ist zum Vergleich doppelt dargestellt).

Wie man in der Abbildung 6 erkennen kann ist die Intensitat der Signale fur Pinl bei
den meisten Proben aus HNSCC-Geweben im Vergleich zu den Normalgeweben sehr
viel starker. Dies lasst auch auf eine hohere Menge an Pinl-Protein in den tumordsen
Geweben schliel3en als in den klinisch unauffalligen Normalgeweben. Auch bei den aus
HNSCC abgeleiteten Tumorzelllinien zeigt sich ein ahnliches Bild. Auch hier erscheint
die Signalintensitat des Pinl im Vergleich zu Kontrollgeweben deutlich starker. Dass
die Signalintensitat bei den Tumorzelllinien noch kraftiger erscheint als bei den
Tumorgeweben, kdnnte daran liegen, dass in den Gewebeproben noch ein Anteil an
Tumorstroma vorhanden war. Hierdurch konnten neben den epithelialen
Karzinomzellen auch nichtkarzinomatése Bindegewebsanteile, wie Fibroblasten,
Endothel- und Blutzellen erfasst worden sein, bei welchen die Pin1-Menge geringer ist,

als bei den Tumorzellen.

4.1.2  Expressionsnachweis in der Immunhistochemie

Auch histologisch wurde die Expression von Pinl in Tumorgeweben mittels
immunhistochemischer Farbung von Formaldehyd-fixierten, paraffineingebetteten
Gewebeschnitten untersucht. Als Kontrolle wurde dasselbe Tumorgewebe mit
unspezifischem Kaninchen-IgG und anschlieBend mit Biotin-gekoppelten Sekundér-
Antikdrpern inkubiert und analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Farbreaktion nur in den
mit anti-Pin1-Antikdrpern inkubierten Schnitten sichtbar war, und hier den epithelialen
Tumoranteilen anférbte. Das Tumorstroma blieb hingegen ungefarbt. Bei den
Tumorzellen liel sich beobachten, dass Pinl zytoplasmatisch nachweisbar ist, vor allem

aber im Kern lokalisiert.
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a it 2 BUN Tl U PN
Abbildung 7. Immunhistochemische Farbung von Pinl in HNSCC-Gewebe. Abgebildet ist
rechts ein Gewebeschnitt aus einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches, der
immunhistochemisch mit Pinl-Antikorpern gefarbt wurde. Hier zeigt sich sowohl
zytoplasmatisch als auch nukledr ein deutlich positives Signal. Als Kontrolle wurde der links
abgebildete Schnitt mit unspezifischen Kaninchen-lgGs inkubiert und parallel gefarbt.
(Vergrofierung 20fach.)

RZ’ :),J?“)‘ < ]

413  Zytochemische Expressionsanalyse und subzellulare Lokalisation

Um die Lokalisation von Pinl auch zytologisch zu untersuchen, wurde die cDNA von
Pinl wie in Abschnitt 3.2 beschrieben im passenden Leserahmen in das GFP-Plasmid
hineinkloniert und die HNSCC-Tumorzelllinie UM-SCC-3 mit jenem GFP-Pinl-
Konstrukt transient transfiziert. Wie die fluoreszenzmikroskopische Auswertung in
Abb. 8 zeigt, lokalisiert das GFP-Pinl-Fusionsprotein diffus im Zytoplasma, aber auch

hier wird durch den Pinl-Anteil das Fusionsprotein massiv in den Zellkern transportiert.

Im Zellkern lokalisiert es ebenfalls diffus im Nukleoplasma, unter Aussparung der

Uberlappung
beider Signale

Nukleoli.

Abbildung 8. Zytochemische Darstellung von Pinl in einer HNSCC-Tumorzellinie. In der
linken Spalte ist die Fluoreszenz von GFP alleine (oben) oder des GFP-Pinl-Konstrukts
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dargestellt. GFP-Pinl lokalisiert sowohl in Zytoplasma als auch im Zellkern unter Aussparung
der Nukleoli. Die mittleren Aufnahmen zeigen die Gegenfarbung der Kerne mit DAPI, und in
der rechten Bildreihe sind beide Signale Uberlappend dargestellt. (Vergréfierung 100fach.)

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.1.2.1 beschrieben zusatzlich mit DAPI geféarbt,
um den Kern der Zelle sichtbar zu machen. Bei Transfektion des leeren GFP-Vektors
findet sich das eingebrachte Protein diffus in der gesamten Zelle, gelegentlich sind die

Nukleoli deutlich markiert.

4.2 Pinl-Expression auf RNA-Ebene

Um néher abzukldaren, ob die beobachteten erhohten Pinl-Proteinmengen in
Tumorgeweben und- zelllinien durch eine vermehrte Transkription und Translation oder
aber durch andere Mechanismen, wie zum Beispiel Hemmung des Proteinabbaus,
bedingt sind, wurden die Mengen an in der Zelle und im Gewebe vorliegenden Pinl-
Gen-Transkripten mittels einer quantitativen Polymerasekettenreaktion (quantitative
RT-PCR) untersucht. Um die Anzahl der Pinl-Transkripte der Zelllinien und
Gewebeproben vergleichen zu konnen, wurden die RNA-Proben auf gleiche
Konzentration und gleiches Volumen gebracht und anschlieBend der gleichen Anzahl
von Amplifikationszyklen unterzogen. Dabei wurde als Kontrolle das Referenzgen
Aktin mitanalysiert, um eine Normalisierung der Ergebnisse zu ermdoglichen. Wie der
Abbildung 9 zu entnehmen, sind unterschiedliche mMRNA-Mengen von Pinl in den
jeweiligen Proben nachweisbar. Die hochste Anzahl an Pinl-Transkripten fand sich in
den Tumorzelllinien. Die niedrigste Anzahl war in den Normalgeweben zu finden. Die
Tumorgewebe enthielten weniger Transkripte als die reinen Lysate von
Tumorzelllinien, aber mehr als die Normalgewebe. Dies konnte wiederum mit dem
vermuteten  Verdinnungseffekt durch die Heterogenitdt der Tumorgewebe

zusammenhangen.
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Abbildung 9. Expressionsanalyse mittels qRT-PCR des Pin1-Genes auf RNA-Ebene.

Es wurde normale Mundschleimhaut mit HNSCC-Tumorgeweben und HNSCC-Zelllinien
mittels gRT-PCR verglichen. Die Transkriptionslevels der Pinl-mRNA fielen in HNSCC-
Geweben hoher aus als in normaler Mundschleimhaut, und sind in HNSCC-Zelllinien am
hochsten. Es sind drei bzw. finf Ansdtze gemittelt und mit ihrer Standardabweichung
dargestellt.

So zeigt die Analyse der Genaktivitat mittels gPCR ein entsprechendes Bild zu den
Beobachtungen, die immunbiochemisch auf Proteinebene gemacht werden konnten. Die
Pin1-Mengen sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene sind in Tumorgewebe und -
zelllinien erhoht und eine Erhéhung der Pinl-Proteinmenge geht mit einer vermehrten

Transkription des Pin1-Gens einher.

4.3 Quantifizierung der Pinl-Western Blot-Signale und Korrelation mit
klinischen Daten
Um einen eventuellen Zusammenhang zwischen der Pinl-Expression und klinischen
Daten der jeweiligen HNSCC-Patienten herzustellen, wurden die immunbiochemisch
erhaltenen Pinl-Signale mit einem digitalen Densitometrieanalyseprogramm (MCID
Image System, ImagingResearch Inc. St. Catherines, Canada) ausgewertet, und zwei
Gruppen zugeteilt: Niedriges Expressionslevel (+) und hohes Expressionslevel (+++).
Dabei wurde die Gesamtflache des Pinl-Signals bestimmt und auf das als interne
Ladekontrolle vorhandene Aktinsignal normalisiert. Der Cut-Off wurde bei 50% der
maximalen Signalflache des gefundenen Pinl-Signales gesetzt. Alle Signale, die unter
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dem Cut-Off lagen, galten als ,,niedriges Pin1-Expressionslevel (+)“, alle tiber dem Cut-
Off als ,hohes

Patientengruppe (n=17) wurden dann mit der hoch-exprimierenden Gruppe (n=24)

Pinl-Expressionslvel  (+++)“.  Die niedrig-exprimierende
verglichen. Betrachtet wurden Patientenalter, Tumorstadium und Tumorgrading mithilfe
des logrank-Test und des GraphPadPrism version 4.00 (GraphPad Software, San
Diego). Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 13 aufgefuhrt.

Es wurde versucht, einen Zusammenhang herzustellen zwischen den Patientendaten der
einzelnen Tumorgewebe und den jeweiligen Expressionslevel des Pinl-Proteins. Es
konnte allerdings keine Korrelation zwischen beispielsweise dem Alter der Patienten,
dem histologischen Grading, oder dem Tumorstadium und dem jeweiligen Pinl-
Proteinlevel hergestellt werden. Die untersuchten Tumorgewebe sind in der Tabelle 9

aufgefiihrt.

Tabelle 13. Korrelation der Pin1-Expression mit klinischen Daten

Pinl + Pinl +++
Anzahl der Gewebe 17 (100%) 24 (100%)
Lokalisation des Primartumors
Larynx 7117 (41%) 10/24 (42%)
Hypopharynx 4117 (24%) 3124 (17%)
Oropharynx 4/17 (24%) 6/24 (25%)
Mundhohle 2/17 (12%) 3/24 (13%)
Nase 0/17 (0%) 1/24 (4%)
Grading
Gl 0/17 (0%) 3/24 (13%)
G2 13/17 (76%) 16/24 (67%)
> G2 4117 (24%) 3124 (13%)
TNM-Stadium
Tl 2/17 (12%) 3/24 (13%)
T2 10/17 (69%) 12/24 (50%)
T3-4 5/17 (29%) 9/24 (38%)
NO 4117 (24%) 8/24 (33%)
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N1 13/17 (76%) 14124 (65%)
> N1 8/17 (47%) 10/24 (42%)
MO 17/17 (100%) 22/24 (96%)
M1 0/17 (0%) 1/24 (4%)
Durchschnittliches Erkrankungsalter 53 67
(Jahre)
Geschlecht
Mannlich 14/17 (82%) 16/24 (67%)
Weiblich 3/17 (18%) 8/24 (33%)

Dargestellt sind in der linken Spalte die jeweiligen klinischen Parameter, anhand derer die
Gewebe mit hoher Pinl-Expression (rechte Spalte) mit denen mit niedriger Expression (mittlere
Spalte verglichen wurden.

4.4 Untersuchungen zum Phosphorylierungszustand von Pinl

Pinl wird Uber die Phosphorylierung am Serin 16-Rest seiner WW-Domaéne in seiner
Aktivitdt gehemmt. Um herauszufinden, ob das Pinl-Protein in HNSCC-Tumorzellen
nicht nur Uberexprimiert, sondern vielleicht auch aktiver ist, wurde der Zustand der
Phosphorylierung des Pinl-Proteins in Kopf-Hals-Karzinomzelllinien und -geweben
naher betrachtet. Phosphorylierungen, als Addition einer sauren Gruppe, lassen sich an
Proteinen durch die Verdnderung ihres isoelektrischen Punktes feststellen. Der
berechnete isoelektrische Punkt des Pinl-Proteins liegt bei pH 8,95
(www.phosphosite.org). Eine Phosphorylierung des Pinl-Proteins misste in einer

Verschiebung seines isoelektrischen Punktes in den sauren Bereich resultieren.

4.4.1  Ergebnisse aus der 2D-Gelelektrophorese

Um eine solche Verschiebung festzustellen, wurde eine zweidimensionale
Gelelektrophorese mit Proteinextrakten aus Kopf-Hals-Karzinomgeweben und -
zelllinien durchgefiihrt, immunbiochemisch auf Pinl analysiert und mit den
entsprechenden Ergebnissen aus Normalgeweben verglichen. Dabei ergab sich, dass bei
Kopf-Hals-Tumorgeweben und -zelllinien Pinl fast ausschlieBlich im Bereich der
unphosphorylierten Form, bei dem kalkulierten pH 8,95 nachweisbar ist. Wie oben

beschrieben entspricht die unphosphorylierte Form dem aktiven Zustand des Proteins.
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Abbildung 10. 2D-Gelelektrophorese von Mukosa verglichen mit HNSCC-Gewebe und -
zelllinien. Die dargestellten Pinl-Formen migrieren in normaler Mundschleimhaut zum
GroRteil in saureren Bereichen als pH 8,5, wahrend sie in sowohl HNSCC-Geweben als auch
Zelllinien vor allem basischeren Bereich migrieren, was auf eine geringere Protein-
Phosphorylierung hinweist.

In normaler Mukosa sind hingegen, wie der Abbildung 10 zu entnehmen ist, Pinl-
Formen nachzuweisen, die bei saureren pH-Werten migrieren. Mittels
immunbiochemischem Nachweis mit spezifischen Antikdrpern konnten von Pinl
isoelektrische Formen gefunden werden, die bis etwa bei einem pH 6,8 migrieren,
wahrend die unphosphorylierte Form kaum nachweisbar ist. Diese pH-Verschiebung in
den sauren pH-Bereich beruht vermutlich auf Phosphorylierung des Pinl-Proteins,
wodurch es in seine inaktive Form dberfiihrt wurde. Die noch weiter im negativeren
pH-Bereich liegenden Pinl-Phosphorylierungsformen konnten mehr als eine
Phosphatgruppe enthalten. Hierbei ergibt sich eine berechnete pH-Verschiebung von
Pinl zu pH 7.97 (eine Phospho-Gruppe), pH 7,04 (zwei Phospho-Gruppen) und pH 6,61
(drei Phospho-Gruppen), ermittelt mit dem Vorhersageprogramm von phosphosite.org.
Um néher festzustellen, ob tatsdchlich eine Phosphatgruppe fur die pH-Verschiebung
von Pinl in Tumorgeweben im Vergleich zu Normalgeweben verantwortlich sein kann,

wurden die Lysate der Normalgewebe mit alkalischer Phosphatase behandelt, wodurch
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Phosphatgruppen von den Proteinen im Lysat abgespalten werden. Die auf diese Weise
behandelten Lysate zeigten anschlielend nur die unphosphorylierte Pinl-lsoform bei
pH-Bereich 8,95, bis auf eine Population bei ca. pH 6,6, die anscheinend resistent gegen

alkalische Phosphatase ist.

4.4.2  Immunprazipitation und Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Um das Ergebnis zu verifizieren wurden frisch gewonnene Lysate gesunder Mukosa
zundchst mit Pin1-Antikérpern immunopréazipitiert wie in Abschnitt 3.1.3.3 beschrieben
und anschliellend mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt und immunbiochemisch
analysiert. Dabei wurden normale Mukosalysate, die mit alkalischer Phosphatase
behandelt wurden, verglichen mit solchen, die keiner Phosphatasebehandlung
ausgesetzt waren (Abb. 11). Die nativen Pinl-Immunoprazipitate aus der gesunden
Mukosa migrierten in der Elektrophorese im saureren Bereich, die mit alkalischer
Phosphatase behandelt worden waren, erbrachten im immunbiochemischen Nachweis
uberwiegend die unphosphorylierte Pinl-Form. In der normalen gesunden Mukosa
scheint also der Grofdteil des Pinl in ein- bis mehrfach phosphoryliertem und damit
vermutlich inaktivierten Zustand vorzuliegen, wéhrend hingegen in Tumoren Pinl
unphosphoryliert in seiner aktiven Form Uberwiegt.

Interessanterweise fand sich bei einem pH von etwa 6,6 eine Gruppe von
immunologisch reaktiven Pinl-Proteinen, welche gegen die Behandlung mit alkalischer
Phosphatase resistent zu sein schien, was evtl. mit sterischer Hemmung der Alkalischen
Phosphatase oder anderer posttranslationaler Modifikation des Pinl, wie einer

bekannten Acetylierung an K46 (Choudhary et al., 2009), zusammenhangen kénnte.
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Abbildung 11. 2D-Gelelektrophorese von mit alkalischer Phosphatase behandelter Mukosa
und unbehandelter Mukosa. Die immunbiochemische Analyse zeigt eine unterschiedliche
Verteilung des Pinl-Proteins. Die mit alkalischer Phosphatase behandelten Lysate normaler
Mukosa zeigten eine Verschiebung der Pinl-Proteine in den basischen Bereich (unten) im
Vergleich zu dem unbehandelten Zelllysat (oben). Auffallig ist die Phosphatase-resistente Pinl-
Form bei pH 6,6.

4.5 Mutationsanalyse

Um den Zustand der Hypophosphorylierung des Pinl-Proteins naher zu untersuchen,
wurden die Sequenzen von Pinl bestimmt. Zum Ausschluss von Mutationen im Pinl-
Gen, die zu den Veranderungen im Phosphorylierungszustand des Proteins in
Tumorzellen fihren kénnte, wurde in 11 HNSCC-Zelllinien (UM-SCC-1, -3, -4, -14A,
-22B, -27, UMB-SCC-745, -864, -969, UT-SCC-24A, -26A, siehe Tabelle 8) eine
Sequenzanalyse der cDNAs von Pinl durchgefiihrt.

Hierzu wurde die Gesamt-RNA aus den 0.g. 11 Zelllinien mittels des RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden) extrahiert, daraus cDNA durch Reverse Transkriptase synthetisiert und
diese dann einer Amplifikation durch PCR unterzogen. Die erhaltenen Amplikons aus
den 11 Zelllinien wurden zur Sequenzierung an ein kommerzielles Labor geschickt. Die
ermittelten cDNA-Sequenzen wiesen allerdings in allen untersuchten Zelllinien
keinerlei Mutationen auf, sondern entsprachen der in der Genbank (Accession
#NM_006221.2, National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD)
hinterlegten humanen Pinl-Sequenz der mRNA (siehe Anhang). Eine Mutation in der
Kodierungssequenz ist also in den untersuchten Zelllinien nicht fir die Uberaktivierung

der PPlase verantwortlich.
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4.6 Ergebnisse der Pinl-Inhibitionsversuche

Es sollte nun untersucht werden, ob, und wenn ja welchen Einfluss eine Hemmung der
Pin1l-Aktivitdt auf HNSCC-Tumorzellen hat. Dies sollte einerseits durch die gezielte
Hemmung von Pinl-Protein durch den natirlich vorkommenden Inhibitor Juglone
erfolgen und andererseits durch die siRNA-vermittelte Hemmung (RNA-Interferenz)
der Pin1-Expression.

4.6.1 Pinl-Hemmung mit Juglone

Juglone ist in der Lage, PPlasen vom Parvulin-Typ irreversibel zu inhibieren. Um den
Effekt des natirlicherweise vorkommenden Pinl-Inhibitors Juglone auf Pinl zu
untersuchen, wurden Zellen der Linie UMB-SCC-745 mit 10uM Juglone fiir bis zu 6
Stunden inkubiert und der Anteil an toten Zellen durch Trypanblau-Farbung ermittelt.
Wie Abbildung 12 zeigt, fallt der Anteil lebender Zellen bereits nach kurzer Inkubation
mit Juglone drastisch ab, und sinkt kontinuierlich bis zu einem Wert von etwa 20% nach

sechs Stunden.

n=

Anteil vitaler Zellen (%)

Inkubationszeit mit 10uM Juglone (h)

Abbildung 12. Abfall der vitalen Zellfraktion nach Inkubation mit dem Hemmstoff Juglone
und Auszahlung nach der Trypanblau-Ausschlussfarbung. Der Anteil vitaler Zellen féllt nach
unterschiedlich langer Inkubation mit 10uM Juglone auf bis zu 20% nach 6 h ab.

Mittels FACS-Analyse wurde dieses Verhalten der Kulturzellen bei Inkubation mit
Juglone néher analysiert. Hierbei zeigte sich, dass einerseits der Anteil toter oder
apoptotischer Zellen mit fragmentierter DNA (,,sub-G1%) ebenfalls bis zu etwa 24%
nach 120 Min ansteigt, wéhrend der Anteil sich teilender Zellen (G2/M) von etwa 10%
(t=0) auf 4% (t = 360 min) sinkt.
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Abbildung  13.  Zellzyklusanalyse  und

proteinchemische Analyse nach Inkubation
einer HNSCC-Tumorzellinie mit Juglone. a)
Mit langerer Inkubation (von oben nach unten)
der HNSCC-Zelllinie mit Juglone steigt die
Fraktion der Zellen in der subG1-Phase bzw.
sinkt die Fraktion der Zellen in der G2/M-Phase
ab. b) Mit langerer Inkubation (von links nach
rechts) der Zelllinie mit Juglone zeigt sich eine
Zunahme der Pinl1-Expression auf Proteinebene.
Auch die p21"A7CPExpression steigt an,
ebenso wie Bax, Bcl-x, und phosphoryliertes
Erk-1/2. Die p53-Expression nahm ab. Eine
Zunahme von Spaltprodukten zeigte sich nicht.
Als Ladekontrolle diente Aktin.

Um die Abnahme der sich teilenden Zellen anhand von bestimmten Markerproteinen zu

verfolgen, wurden die Zellen nach entsprechenden Inkubationszeiten mit Juglone lysiert

und die Zellextrakte immunbiochemisch analysiert (siehe Abb. 13 b). Hierbei konnte

man bei den behandelten Zellen einen Anstieg des Zellzyklus-Inhibitors p2

1WAF1/CIp1 bei

t=240 Minuten und 360 Minuten nach Inkubation mit 10 uM Juglone nachweisen. Die

Pinl-Expression erschien eher leicht ansteigend nach 6 Stunden Inkubationszeit mit

dem Inhibitor. Dies kdnnte auf einer reaktiven Erhéhung der Expression nach Inhibition

des Proteins beruhen. Ahnlich verhielt es sich mit Cyclin D1, Bax und Erk-1/2-phospho,
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die ebenfalls nach 6 Stunden Inkubationszeit mit Juglone leicht anstiegen. PARP liel? 30
min nach Zugabe von Juglone erhtéhte Expression erkennen, allerdings ohne jegliche
Zeichen erhohten Proteinabbaus und- Spaltprodukten, welche normalerweise in
fortgeschrittenen Stadium der Apoptose erkennbar sein missten. Wie zu erwarten, sind
sowohl Zellzyklus-inhibierende und pro-apoptotische Gene in den Juglone-behandelten

Zellen starker exprimiert.

4.6.2 Pinl-Hemmung mit siRNA

Um mogliche Nebeneffekte der Substanz Juglone, die sich nicht allein durch die
Interaktion mit dem Pinl-Protein ergeben, auszuschliel3en, wurde die Pin1l-Expression
mittels einer spezifischen siRNA wie im Abschnitt 3.1.2.2 beschrieben, gehemmt. Zur
methodischen Kontrolle wurden Kopf-Hals-Tumorzelllinien mit FITC-gekoppelter
SIRNA (SIRNAFITC [sc-36869] der Firma Santa Cruz Biotechnology) transfiziert,
wobei sich eine gut Transfektionsrate zeigen lieR3.

Uberlappung
beider Signale

siRNA-FITC-Kontrolle DAPI

Abbildung 14. Transfektion der HNSCC-Zelllinie mit FITC-gekoppelter Pin1-siRNA. Das
grine Signal (FITC) lasst sich intrazytoplasmatisch in den transfizierten Zellen nachweisen, was
auf eine hohe Transfektionseffizienz schlieRen lasst. (VergroRerung 40fach.)

Weiterhin wurde eine gRT-PCR durchgefiihrt, um die Verminderung an Pinl-
Transkripten nach der Inkubation der Zellen mit der spezifischen Pinl-siRNA zu
kontrollieren (siehe Abbildung 15).

Die mit Pinl-spezifischer siRNA transfizierten Zellen wurden in der
Durchflusszytmetrie und ihre Zelllysate im Western Blot untersucht, jeweils im
Vergleich zu mit ,,scrambled* Kontroll-RNA transfizierten Zellen.

Immunbiochemisch konnte man eine deutliche Abnahme an Pinl-Protein in Zellen, die
mit Pinl-siRNA inkubiert wurden, erkennen (Abbildung 16). Um die Unterschiede
zwischen den siRNAs auszuschlieBen, wurden jeweils Kontroll- und Pinl-siRNA
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unterschiedlicher Sequenzen von zwei unterschiedlichen Herstellern bezogen (siehe
Tabelle 6).

1 Abbildung 15. Abnahme der
Pin1-RNA-Transkripte nach
S o0s - Inkubation von HNSCC-Zellen
g2 mit Pin1-siRNA.
= 06 | Zu sehen ist ein deutlicher Abfall
a der Anzahl der Pinl-Transkripte in
g 04 - der gRT-PCR nach Inkubation der
= Zellen mit siRNA verglichen mit
£ 024 scrambled® RNA bzw. ohne
. siRNA als Kontrolle.
keine RNA scrambled Pin1
short RNA siRNA

In der Abbildung 16 sind die Ergebnisse der FACS-Analyse und der Western Blots der
durch SiRNA transfizierte Zelllysate fur die SiRNA sc-36230 (Santa Cruz
Biotechnology) in Abb. 16a und die der siRNA S102662128: Hs_PIN1 5 HP Validated
(Qiagen) in Abb. 16b aufgezeigt.

Die Hemmung der Pinl-Expression durch siRNA erbrachte ahnliche Ergebnisse wie
auch die Hemmung durch den Inhibitor Juglone. Auch die Verminderung des Proteins
durch den Einsatz von Pinl-siRNA sorgte dafir, dass die Zellfraktion in der FACS-
Analyse in der G2/M-Phase von 5,44% auf 3,86% abnahm beziehungsweise von
12,90% auf 7,59%. Auch war nach Inhibition die Zellfraktion in der subG1-Phase in
Pinl-siRNA transfizierten Zellen 49,64 % verglichen mit 11,91 % in den mit
,scrambled RNA transfizierten Zellen. Jedoch zeigte sich ein derartiger Effekt des
Zellsterbens nur in den Fallen, in denen die siRNA der Firma Qiagen (Abb. 16b) zur

Anwendung kam.
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Abbildung 16. Ergebnisse der Pinl-Hemmung mittels siRNA in HNSCC-Zelllinien.
Abgebildet sind im oberen Bildabschnitt (a) die Ergebnisse unter Verwendung der siRNA sc-
36230 (Santa Cruz Biotechnology) und im unteren Bildabschnitt (b) die Ergebnisse bei
Verwendung der siRNA S102662128: Hs_PIN1 5 HP Validated (Qiagen). In der linken Spalte
zeigt sich immunbiochemisch bei beiden siRNAs ein deutlicher Abfall von Pinl auf
Proteinebene nach Transfektion. p21"WA7“" steigt deutlich an. Die Ubrigen getesteten Proteine
zeigten keine auffélligen Verdnderungen. In der mittleren Spalte werden die
durchflusszytometrisch gemessenen Verteilungen der Pinl-siRNA-transfizierten Zellen in den
verschiedenen Zellzyklusphasen mit durch ,,scrambled” RNA transfizierten Zellen verglichen.
Bei beiden Pinl-spezifischen siRNAs lasst sich hier ein Abfall der Zellfraktion in der G2/M-
Phase verzeichnen. Eine Erhohung der Pinl-siRNA-transfizierten Zellen in der subG1-Phase
findet sich nur im Bildabschnitt (b). In der rechten Spalte werden die Annexin V-positiven
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Signale der Propidiumjodid-negativen Zellen analysiert, um die Fraktion in Apoptose
befindlicher Zellen zu ermittlen. Fir beide siRNA ist nur eine sehr diskrete Erhéhung der
AnnexinV-positiven Zellfraktion nachzuweisen.

Die anschlieBend durchgefiihrte Analyse einiger Markerproteine mittels Westernblot
von Lysaten der mit Pin1-siRNA behandelten Zellen lieRen wiederum einen deutlichen

1WAFLICIPL erlennen. Hingegen war keine wesentliche Anderung in der

Anstieg von p2
Expression von p53, Cyclin D1, Bax, Bcl-X., Phospho-Erk-1/2 oder Aktin zu

verzeichnen (siehe linke Spalte der Abbildung 16).

Die mit siRNA behandelten Zellen wurden zudem noch mit FITC-gekoppeltem
Annexin V geféarbt. Aus den durchflusszytometrisch gemessenen Signalen wurden die
Propidiumjodid-positiven Zellsignale (Signale fragmentierter Zellen oder mit pordser
Zellmembran) herausgefiltert. Unter den Propidiumjodid-negativen Signalen wurden
die Annexin V-positiven (intakten, jedoch in Apoptose befindlichen) Zellen betrachtet.
Verglichen mit den ,,scrambled“ RNA-behandelten Zellen zeigte sich jedoch in der
Pin1-siRNA-behandelten Zellpopulation nur eine sehr geringe Erhdhung der Annexin
V-Signale. Dies deutet somit nicht darauf hin, dass sich die auf diese Weise gehemmten
Zellen in der Apoptose befanden. Dementsprechend fand sich im Westernblot auch
keine Erhohung der Caspase 3-Spaltprodukte oder von PARP im Lysat SiRNA-
gehemmter Zellen.
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5 Diskussion

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches représentieren 3% der Pravalenz aller
Malignome. Jahrlich erkranken weltweit Gber 500.000 Menschen an dieser
Krebserkrankung (Jemal et al., 2010), womit mit ihre Inzidenz weltweit an achter Stelle
steht. Im Verlauf der Krankheit sterben nach 5 Jahren mehr als 50 % der Patienten
(Ries, 2008.). Diese niedrige 5-Jahresiiberlebensrate ist in den letzten 30 Jahren beinahe
unverandert geblieben (Ragin et al., 2007). Tabak und Alkohol sind dabei immer noch
die Hauptrisikofaktoren fir die Krebsentstehung (Goldenberg et al., 2004). Doch auch
orale Infektionen mit dem humanen Papillomavirus, vor allem mit den Serotypen 16
und 18, gelten als Risikofaktor flir HNSCC-Tumore (Herrero et al., 2003), wobei es sich
bei HPV-assoziierten Karzinomen typischerweise um Karzinome des Mundraums
handelt, welche in der Regel mit einer besseren Prognose assoziiert sind (Fakhry et al.,
2008). Ca. 25% aller HNSCC-Tumore sind HPV-assoziiert, wobei HNSCCs des
Mundraumes eine HPV-Assoziation von ca. 60% aufweisen. Die hiervon betroffenen
Patienten zeichnen sich nicht immer durch typische Risikofaktoren, wie Nikotin- und
Alkoholkonsum, aus. Dafir zeigt sich in dieser Gruppe ein statistisch signifikanter
Zusammenhang mit Ansteckung durch HP-Viren bei oralem Geschlechtsverkehr,
analog zur Krebsentstehung bei HPV-assoziierten Zervixkarzinomen (D'Souza et al.,
2009). Daher erkléren sich der relative Inzidenzanstieg der HNSCC im Mundraum und
im Tonsillenbereich und die relative Inzidenzabnahme von HNSCC in den ubrigen

Abschnitten des Kopf-Hals-Bereiches.

Die Behandlungsmethoden haben in den letzten Jahren nur flir eine geringe
Verbesserung der Prognose gesorgt. Die meisten Patienten kénnen im frilhen Stadium
durch lokoregionare Therapie geheilt werden. Leider présentieren sich die meisten
Patienten in fortgeschrittenen Stadien, in denen das 5-Jahreslberleben bei unter 50%
liegt (Forastiere et al., 2006). Das Misslingen einer lokalen Kontrolle ist fiir eine
Heilung der Patienten der hadufigste limitierende Faktor. Die bisher zur Verfligung
stehenden Behandlungen sind immer noch sehr strapazids fur die Patienten. Auf der
Suche nach gezielten Therapiemdglichkeiten ist Uber die Tumorbiologie von Kopf-
Hals-Karzinomen in den letzten Jahren viel geforscht worden. Gezielte Therapien z.B.
in Form von gegen Tumorepitope gerichteten Antikdrpern oder mittels kleiner
Molekiile, die im Tumorzellstoffwechsel entregulierte Enzyme hemmen, sollen selektiv

den gestorten Stoffwechsel von Tumorzellen attackieren, so dass der Tumor das
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Wachstum einstellt (Workman, 2001). Fir Kopf-Hals-Karzinome ist beispielsweise
Cetuximab (Erbitux®) zu nennen. Hierbei handelt es sich um einen chimaren Antikorper
gegen den EGF-Rezeptor, welcher zum Beispiel bei HNSCC-Patienten mit
fortgeschrittener Erkrankung eingesetzt werden kann (Bonner et al., 2006; Burtness et
al., 2005; Harari et al., 2009). Es ist daher von grof3er Wichtigkeit, weitere Zielproteine
fur die Therapie von HNSCC-Tumoren zu identifizieren.

Das Pinl-Protein ist diesbeziglich ein interessantes Kandidatenprotein, welches in
zahlreichen Zellzyklusprozessen involviert ist und in vielen Tumoren tberexprimiert
vorliegt (Lu et al., 2006). Entdeckt wurde Pinl 1996 im Rahmen eines yeast two-hybrid
screens auf der Suche nach Interaktionspartnern mit der NIMA-Kinase und wurde als
die einzige bisherige PPlase identifiziert, die fir die Funktion des Zellzyklus von
essentieller Bedeutung ist (Lu et al., 1996). Das Pinl-Protein gehort zur Gruppe der
PPlasen vom Parvulin-Typ und zeichnet sich durch seine einzigartige Substratspezifitat
aus. Pinl erkennt eine Kernsequenz aus Aminosduren bestehend aus phosphorylierten
Serin- oder Threoninresten, welchen ein Prolin folgt (Ranganathan et al., 1997; Yaffe et
al., 1997).

Strukturell verfligt es tber eine sogenannte WW- und eine Isomerasedomane, welche
beide die Substratspezifitat fir eben genannte Sequenzen vermitteln (Lu et al., 1999).
Dadurch arbeitet Pinl eng mit zahlreichen Zellzykluskinasen, darunter JINKs, MAPKs
zusammen. Im Verlauf dieser Signalwege kommt es dann meist zur Pinl-induzierten
Stabilisierung verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie E2F, cJun, cFos, NFkB oder j3-
Catenin, so dass proliferationsfordernde Molekile wie c-Myc oder Cyclin D1 vermehrt
exprimiert werden (Ryo et al., 2003a; Ryo et al., 2002; Ryo et al., 2003b; Wulf et al.,
2001). Die Substrate von Pinl werden gegen die ubiquitinvermittelte Degradation im
Proteasom geschutzt oder auch der vermehrten Ubiquitinylierung zugefuhrt (Jentsch
and Siepe, 2009; Liou et al., 2011; Siepe and Jentsch, 2009). Pin1-defiziente Mause, die
durchaus lebensféhig sind, zeigen neben geringerem Korpergewicht, testicularer und
renaler Atropie einige weitere interessante phanotypische Eigenheiten. Obwohl
embryonale Fibroblasten aus Pin1”-Tieren normal wachsen, weisen sie eine deutlich
verminderte Fahigkeit zur Teilung als Antwort auf eine Serum-Stimulation nach einem
Go-Arrest auf (Fujimori et al., 1999). Ebenso ist die Brustentwicklung in der

Schwangerschaft gestort, wobei die hier normalerweise auftretende massive Zellteilung
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der Epithelzellen ausbleibt (Liou et al., 2002). Aus diesen Beobachtungen liel} sich
ableiten, dass Pinl fur den Austritt einer Zelle aus der Go-Phase zurtick in den aktiven
Zellzyklus eine wichtige Rolle spielt. Der Phanotyp der Pinl”-Mause dhnelte dabei
stark dem der Cyclin D1-knockout-Maus, so dass sich daraus die vielféltige
Beeinflussung von Cyclin D1 durch Pinl ablesen liel3. Auch ergab sich hier die enge
Assoziation von Pinl und -Catenin, welche fur HNSCC-Tumore gegenwartig eher eine
untergeordnete Rolle zu spielen scheint.

Im Laufe der Jahre wurde Pinl in zahlreichen menschlichen Tumoren Uberexprimiert
vorgefunden, so dass davon auszugehen ist, dass sich dieses Protein als potentielles
Zielmolekul fur die Therapie zahlreicher Malignome eignen kénnte. Auflerdem scheint
Pinl an vielen anderen Stellen in der Onkogenese mitzuwirken. So scheint es
beispielsweise auch bei der Invasivitdit von Tumoren eine Rolle zu spielen. In
Prostatakarzinomzelllinien konnte eine Abnahme der TGF-B-vermittelten Invasivitét
nach Pinl-Inhibition beobachtet werden (Matsuura et al., 2010). Ferner wurde in letzter
Zeit mehr Uber die Rolle von Pinl bei der Entwicklung von Chemoresistenzen
herausgefunden (Ding et al.,, 2007; Ding et al, 2008), so z.B. in
Mammakarzinomzelllinien, in denen eine Tamoxifenresistenz in
Mammakarzinomzelllinien durch eine Pinl-vermittelte Degradation von CDK10
vermehrt beobachtet wurde (Khanal et al., 2011).

Allerdings scheint Pinl nicht ausschlielflich tber onkogenetische Eigenschaften zu
verfugen (Theuerkorn et al., 2011). So scheint es im Bezug auf den Tumorsuppressor
p53 auch durchaus der Onkogenese entgegenwirkende Vorgange zu vermitteln, in dem
es die Funktion und Stabilitdt von p53 und p73 fordert (Mantovani et al., 2004;
Mantovani et al., 2007; Zacchi et al., 2002; Zheng et al., 2002). Allerdings fordert es die
onkogenetischen Eigenschaften von mutiertem p53, welche in Tumoren héaufig
vorkommt (Girardini et al., 2011).

Trotz dieser Ambivalenz stellt Pinl aufgrund seiner vielfach belegten Rolle in der
Onkogenese ein potentielles Zielmolekdl fir die Tumortherapie dar (Xu and Etzkorn,
2009).

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung des Pinl-Proteins in HNSCC naher zu
untersuchen. Es sollte hierbei untersucht werden, ob es in HNSCC eine dhnlich wichtige
Rolle wie in anderen Karzinomen spielt und sich daher in der Folge eventuell als

Zielprotein fir solch gezielte Therapien eignen kénnte. Um mehr (iber die Bedeutung
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von Pinl in HNSCC herauszufinden, wurde untersucht, ob Pinl in HNSCC-Zelllinien
und -geweben (Uberexprimiert ist, ob es Hinweise auf Unterschiede im
Phosphorylierungsstatus in Geweben und Zelllinien gibt, ob es mutiert ist und welche

Konsequenzen sich aus einer Inhibition von Pinl ergeben.

5.1 Uberexpression von Pinl in Tumoren

Da viele onkogene Signalwege existieren, in denen Pinl involviert ist, interessiert die
Frage, ob Pinl in Tumoren durch eine Uberexpression jene Signalwege vermehrt
aktiviert. Tatsachlich konnte in Studien gezeigt werden, dass Pinl in verschiedenen
Tumoren Uberexprimiert wird. Bao et al. untersuchten 2004 immunhistochemisch die
Uberexpression von Pinl in diversen menschlichen Tumorgeweben (Bao et al., 2004).
Eine niedrige Pinl-Expression konnten in allen Geweben einschlieBlich der
Normalgewebe gefunden werden. Verglichen mit den jeweiligen Normalgeweben
uberexprimierten 38 von 60 Tumorentitdten das Pinl-Protein. Darunter fanden sich
besonders das Prostatakarzinom, Bronchialkarzinom, das Ovarial-, und das
Zervixkarzinom. HNSCC-Tumore waren dabei im Untersuchungskollektiv nicht
enthalten. Die erste Tumorart, in dem Pinl als in der Mehrzahl Gberexprimiertes Protein
identifiziert werden konnte, war das Mammakarzinom. Wulf et al. untersuchten 2001
Mammakarzinomgewebe auf ihre Pinl-Expression. Dabei zeigte sich eine verstéarkte
Expression des Proteins in mehr als 70% aller G2-Karzinome und in 90% der G3-
Karzinome (Wulf et al.,, 2001). Pinl war vermehrt nachweisbar in CyclinD1-
uberexprimierenden Mammakarzinomen in tber 80% der untersuchten Félle. Die Pinl-
Proteinmenge war in CyclinD1-uberexprimierenden Mammakarzinomen doppelt so

hoch wie in Cyclin D1-negativen Mammakarzinomen.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von Pinl in HNSCC-Geweben und
Zellinien im Vergleich zu normaler Mukosa zu untersuchen und auch zu quantifizieren,
um festzustellen, ob auch in Kopf-Hals-Tumoren eine Uberexpression von Pinl
stattfindet. Hierzu wurden Western Blots von Proteinisolaten aus 41 Geweben und 17
Zelllinien durchgefiihrt und auf die Expression von Pinl untersucht. Hierbei zeigten
sich erhohte Expressionslevel von Pinl sowohl in Karzinomgeweben als auch in
HNSCC-Zelllinien im Vergleich zu normaler Schleimhaut des Kopf-Hals-Bereiches.
Auf Proteinebene scheint somit auch in HNSCC-Tumoren eine Pin1-Uberexpression

vorzuliegen.
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Diese Ergebnisse decken sich mit anderen Arbeiten aus der Literatur. Bis zum Jahr 2003
war nur wenig Uber die Expression von Pinl in HNSCC geforscht worden. Nachdem in
anderen Tumoren eine Uberexpression von Pinl als recht héufiges Phanomen
beobachtet wurde, untersuchten Miyashita et al 2002 immunhisto- und
immunbiochemisch die Expression von Pinl in 65 Kopf-Hals-Tumoren im
Zusammenhang mit Cyclin D1, welches in HNSCC-Tumoren h&ufig tberexprimiert
wird. Dabei zeigte sich — wie auch in der vorliegenden Arbeit - eine Uberexpression von
Pinl in den meisten der untersuchten HNSCC-Geweben (Miyashita et al., 2003a). Die
Pin1-Uberexpression korrelierte dabei auch mit der Cyclin D1-Expression. Zwischen
der Expression von Pinl und B-Catenin fand sich allerdings keine Korrelation. Wahrend
die Interaktion von Pinl mit B-Catenin in Mammakarzinomzelllinien sehr wohl eine
Bedeutung zu haben scheint (Ryo et al., 2001), ist diese in HNSCC-Tumoren nur wenig
belegt.

Um néher zu untersuchen, ob die Uberexpression des Pinl-Proteins auf die erhohte
Stabilitat des Proteins zurlickzufiihren ist, oder mit vermehrter Transkription des Pinl-
Gens zusammenhéngt, wurden von denselben Tumorgeweben und —zelllinien
quantitative ~ PCR-Untersuchungen  durchgefiihrt, wobei  sich in  beiden
Untersuchungsmaterialien gegentber normaler Mukosa erhéhte Pinl-Transkriptlevels
zeigen lieBen. Dementsprechend ist der erhéhte Pinl-Level in Tumorzelllinien und —
geweben wahrscheinlich auf vermehrte Transkriptionsaktivitat zurtickzufiihren. Dies
legt nahe, dass stromaufwérts gelegene Fehlregulationen eine solche erhohte
transkriptionelle Aktivitat hervorrufen, oder epigenetische Verdnderungen eine Rolle
spielen konnten. Evtl. greift auch in HNSCC-Geweben und —zelllinien der bekannte
positive Feedback-Mechanismus Uber den Transkriptionsfaktor E2F, der die
Transkription von Pinl noch zusétzlich steigert. Wie in Abschnitt 1.4 beschrieben, ist
Pinl selbst ein Zielgen des Transkriptionsfaktor E2F (Ryo et al., 2002) und sorgt
seinerseits Uber verschiedene Signalkaskaden flr eine erhohte E2F-Aktivitat, so dass
Pinl dadurch seine eigene Transkription zusatzlich indirekt steigert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen somit nahe, dass die Uberexpression von
Pinl in HNSCC-Tumoren ein hdufig beobachtetes Phdnomen ist. Die wurde auch von
anderen Arbeitsgruppen in dhnlicher Weise festgestellt. AuBerdem scheint fur die
Uberexpression von Pinl in HNSCC-Tumoren zumindest teilweise auch eine vermehrte

Transkription des Pinl1-Genes verantwortlich zu sein. Wie es zu dieser vermehrten
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Transkription kommt, bleibt zu kl&ren. Zudem konnten andere Faktoren eine erhdhte
Stabilitdt des Pinl-Proteins bedingen, was ebenfalls zu der beobachteten
Uberexpression von Pinl auf Proteinebene beitragen konnte. Auch die Beantwortung

dieser Frage wirde weitere Untersuchungen erfordern.

Im Zusammenhang mit einer Uberexpression von Pinl in Tumoren wurden bisher
bereits in der Literatur verschiedene klinische Daten der jeweiligen Tumorpatienten
néher betrachtet, um eine mogliche Rolle von Pinl als prognostischer Marker zu
untersuchen. Am besten gelang dies bei Mamma- und Prostatakarzinomen. In
Mammakarzinomen fand sich eine positive Korrelation zwischen der
immunbiochemisch nachgewiesenen Pinl-Expression und dem histopathologischen
Grading des Tumorgewebes (Wulf et al., 2001). Ayala et al. fanden 2003 heraus, dass
die Pinl-Expression in Prostatakarzinomen statistisch signifikant mit dem
Tumorstadium Korrelierte (Ayala et al., 2003). AuBerdem stellte sich die Pinl-
Expression als ein prognostischer Faktor fir Krankheitsrezidive heraus. Das
krankheitsfreie Uberleben korrelierte negativ mit hoher Pinl-Expression. Bei der
Voraussage von Rezidiven erwies sich die Pinl-Expression sogar als zuverl&ssiger als
das histopathologische Grading, vor allem in der Gruppe niedrig differenzierter
Karzinome (Ayala et al., 2003). In Lungentumoren konnten Tan et al. eine Assoziation
von Pinl Uberexprimierenden nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen mit einer
schlechten Prognose der betroffenen Patienten belegen (Tan et al., 2010). Auch in
weiteren Tumoren wurde nach statistischen Zusammenhangen zwischen Expression von
Pinl und klinischen Daten gesucht. In Kopf-Halskarzinomen versuchte das Miyashita et
al. im Jahre 2002. Allerdings fanden sich keinerlei statistische Zusammenhénge
zwischen der Pinl-Expression und klinischen Parametern wie Grading, Tumorstadium
oder Lymphknotenstadium (Miyashita et al., 2003a). In der Folgestudie zeigte dieselbe
Arbeitsgruppe eine Korrelation der Expression von Pin1-mRNA mit der von Cyclin D1-
MRNA in 15 HNSCC-Geweben und fanden einen statistischen Zusammenhang
zwischen der Hoéhe von Cyclin D1-Transkription und positivem Lymphknotenstatus
(Miyashita et al., 2003b). Angesichts der sehr geringen Anzahl von Tumorgeweben,
fallt jedoch eine zweifelsfreie Interpretation des statistischen Zusammenhangs schwer.
In einer Arbeit von Leung et al. aus dem Jahr 2009 zeigte sich in 74 HNSCC-
Tumorgeweben eine Korrelation der Hohe der Pinl-Expression mit der Uberlebenszeit

der Patienten vom Zeitpunkt der Operation an. Auch fand sich eine negative Korrelation
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zwischen der Pinl-Expression und dem histopathologischem Grading (Leung et al.,
2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls versucht, einen eventuellen statistischen
Zusammenhang zwischen der Pinl-Expression in HNSCC-Tumorgewebe und
verschiedenen klinischen Daten der jeweiligen Patienten, aus denen die Tumorgewebe
stammten, zu untersuchen. Hierzu wurde das Gewebekollektiv in eine Gruppe niedrig
Pinl-Oberexprimierender = Tumorgewebe und eine  Gruppe stark  Pinl-
uberexprimierender Tumorgewebe aufgeteilt. Die beiden Gruppen wurden anhand von
Alter und Geschlecht des Patienten, histopathologischem Grading und ihrem TNM-
Stadium verglichen (siehe Tabelle 13). Hierbei liel3en sich keine statistisch signifikanten
Zusammenhdange ableiten. Dies konnte an der zu geringen Anzahl (insgesamt 41
Tumorgewebe) untersuchter Félle liegen. Auferdem wurde in dieser Arbeit nicht
zwischen  HPV-assoziierten und nicht HPV-assoziierten HNSCC-Geweben
unterschieden, da sich diese Tumortypen nach neueren Erkenntnissen unterschiedlich
verhalten. Es wére unter Umstinden interessant, ob die Unterschiede in der Pinl-
Expression auch mit dem jeweiligen HPV-Status des Gewebes zusammenhangen.

Insgesamt lasst sich sagen, dass eine Uberexpression von Pinl in Tumoren ein haufiges
Phédnomen darstellt, welches auch fur die Mehrzahl der Plattenepithelkarzinome des
Kopf-Hals-Bereiches zuzutreffen scheint, wie diese Arbeit und die zitierten Arbeiten
von Miyashita et al. nahelegen. AulRerdem zeigte sich beispielweise, dass die sonst im
Zellzyklus genau regulierte Pinl1-Expression in Tumorzellen keinen zellzyklusbedingten
Schwankungen mehr unterliegt (Shen et al., 1998). Die Tatsache, dass die Pinl-
Expression durch den Transkriptionsfaktor E2F initiiert wird (Ryo et al., 2002) und dass
in Tumoren der E2F/Rb-Signalweg h&ufig dereguliert ist, fihrt wohl in den Tumoren
zur konstanten Uberexpression von Pinl, welches seinerseits wiederum an vielen
Stellen proliferationsfordernd wirkt, so dass die onkogenen Ereignisse auf andere
Signaltransduktionskaskaden durch Pinl Gbertragen werden kdnnen. Dass Pinl im
Allgemeinen hdufig uberexprimiert wird und zudem in einer vielféltigen Interaktion mit
zahlreichen weiteren fir die Onkogenese bedeutsamen Signalwegen steht, spricht dafiir,

dass Pinl einen potentiellen Ansatzpunkt fiir neue Antitumortherapien darstellt.
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5.2 Aktivierungsgrad von Pinl in Tumoren

Nach der quantitiven Messung von Pinl beziiglich der Uberexpression in Tumoren stellt
sich die Frage, ob sich Pinl in Tumoren ebenfalls in seiner Qualitdt vom normalen
Organismus unterscheidet. Pinl als PPlase, die zahlreiche Zellzykluskinasen
posttranslational durch Isomerisierung modifiziert, unterliegt selbst einer Regulation
durch posttranslationale Modifikation durch Phosphorylierung an Position 16 seiner
Peptidkette. Serl6 liegt in der WW-Domane von Pinl, welche die spezifische Bindung
fir die pSer/Thr-Pro-Sequenz seines Substrates vermittelt (Lu et al., 2002b). Wird
Serl6 phosphoryliert, kann kein Substrat mehr gebunden und isomerisiert werden. In
Ser16-phosphoryliertem Zustand ist Pinl also deaktiviert. In der Arbeit von Wulf et al.
wurde vermutet, dass Pinl in Tumoren seltener in der phosphorylierten Form vorliegt
(Wulf et al., 2001). Es wurde angenommen, dass die Zellzyklus-spezifischen Kinasen in
Tumoren derart dereguliert sind, dass Pinl zusatzlich zu seiner Uberexpression auch
noch Uberaktiviert ist.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, in wieweit Pinl in Tumoren verglichen mit
normaler Mukosa vermehrt unphosphoryliert vorliegt und somit in seiner Funktion und
Substratbindung aktiv ist. Mittels 2D-Gelektrophorese wurden verschiedene Pinl-
Formen hinsichtlich ihres pl-Wertes aufgetrennt, wobei sich in normaler Mukosa im
Gegensatz zu Tumorzellen stets zusatzlich zur Form, die bei ca. pH 8.95
(unphosphorylierte Form) migriert, noch eine weitere Form bei etwas saureren pH-
Werten zeigte, die nach Behandlung mit Alkalischer Phosphatase verschwand (bis auf
eine Form bei pH 6,1, die gegen eine Behandlung durch Alkalische Phosphatase
resistent zu sein schien). Ursachlich hierfur sind womdglich eine oder mehrere dem
Protein anhéngende Phosphatgruppen in normaler Mukosa. AulRerdem fanden sich in
den untersuchten HNSCC-Tumorgeweben weniger der bei saurerem pH migrierenden
Pinl-Formen verglichen mit normaler Mukosa. Diese Beobachtungen legen nahe, dass
Pinl in normaler Mukosa zumeist in phosphorylierter Form vorliegt, wahrend es in
HNSCC-Tumoren vermehrt unphosphoryliert ist. In Zusammenschau mit den
Kenntnissen tber die Hemmung von Pinl durch Phosphorylierung am Serl6-Rest l&sst
sich somit vermuten, dass Pinl in gesunder Mukosa uberwiegend in seiner inaktiven
Form vorkommt, wahrend es in HNSCC-Tumoren wahrscheinlich Uberwiegend

aktiviert erscheint.

Die Effekte, die in der Dephosphorylierung von Pinl resultieren, sind unbekannt.

Mutationen innerhalb der Pinl Kkodierenden Sequenz, die das Pinl-Protein
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Uberaktivieren oder gegen Abbau stabilisieren, waren ein denkbarer Mechanismus flr
die Uberfunktion von Pinl in Tumoren. In dieser Arbeit konnten jedoch in 11 HNSCC-
Tumorzellinien keinerlei Mutationen gefunden werden. In der Pinl-Sequenz sind
bislang auch keinerlei Mutationen beschrieben worden. Allerdings wurden mehrere
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in der Pinl-Promotorregion in verschiedenen
Studien untersucht (Lu et al., 2009). Diese konnten zwar nicht als Ursache fiur die
verminderte Phosphorylierung des Pinl-Proteins identifiziert werden, jedoch zeigten
sich interessante Zusammenhange mit der Pravalenz von HNSCC. In der Arbeit von Lu
et al. aus dem Jahr 2009 wurde in HNSCC-Patienten die Prévalenz verschiedener SNPs
der Promotorregion des Pin1-Genes mit Kontrollpatienten verglichen. Dabei zeigte sich,
dass der SNP-842G>C mit einem erniedrigten Risiko fir HNSCC assoziiert war. Im
Gegenzug konnte auf molekularer Ebene eine verminderte Promotoraktivitét flr jenen
SNP gezeigt werden, so dass davon auszugehen ist, dass bei diesem SNP die
transkriptionelle Aktivitat und somit auch die Pinl1-Expression vermindert ist (Lu et al.,
2009). Allerdings wurden diese Vermutungen bisher nicht z.B. durch qRT-PCR
verifziert. Untersuchungen zu SNPs innerhalb des Pinl-Gens selbst, die darauf
abzielten, diese mit einem erhohten Risiko fur Brustkrebs zu korrelieren, konnten keine
Assoziation feststellen (Naidu et al., 2011).

Mutationen in der Pinl-Sequenz oder Ubergeordneten Genabschnitten, die zu einer
Verdnderung der Pinl-Aktivitat fiihren, sind nicht bekannt. Uber die Ursachen der
Hypophosphorylierung von Pinl missten weitere Betrachtungen der in Tumoren
deregulierten Vorgange, an denen Kinasen stromaufwarts von Pinl beteiligt sind,

angeschlossen werden.

5.3 Effekte der Pinl-Inhibition

Frihere Versuche zeigten, dass Pinl-depletierte Hefezellen in der Mitosephase
verharrten, was darauf schlieen liel?, dass Pinl fur den korrekten Ablauf der Mitose
benotigt wird (Lu et al., 1996). In derselben Arbeit wurde in HelLa-Zellen, die mit anti-
sense-Pinl bzw. mit Hamagglutinin-markierter cDNA von Pinl transfiziert waren, in
vitro gezeigt, dass die Pinl-Depletion in einer verstarkten Anreicherung der Zellen in
der Mitosephase, bzw. die Uberexpression von Pinl in einem Arrest der Zellen in der
G2- Phase resultierte (Lu et al., 1996). Somit wurde im Verlauf der Entdeckung der
PPlase Pinl ein deutlicher Effekt nach Pinl-Hemmung durch genetischen knock-out

klar.
69



Diskussion

Einen natlrlich vorkommenden Hemmstoff von Pinl stellt die aus dem Walnussbaum
stammende Substanz Juglone (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone) dar. Juglone hemmt
irreversibel die enzymatische Aktivitat von Pinl, in dem es einen Cysteinrest in seinem
aktiven Zentrum inaktiviert (Hennig et al.,, 1998). Es wurden mehrere in vitro-
Experimente mit Juglone durchgefiihrt (Chao et al., 2001; Rippmann et al., 2000),
wobei gezeigt werden konnte, dass eine Inhibition von Pinl — dhnlich den Effekten
einer Pin1l-Depletion — in einem Zellzyklusarrest miindete.

Rippmann et al untersuchten 2000 die Effekte einer Hemmung von Pinl in vitro an
Zelllinien: Expression von Pinl-antisense-RNA, Expression dominant negativen Pinl-
Proteins und Hemmung des Pin1-Proteins durch Juglone. In allen drei Ansétzen konnte
zytologisch beziehungsweise durch Zellzyklusanalyse eine erhohte Apoptoserate
beobachtet werden. Insbesondere zeigte sich flur Juglone eine dosisabhéngige

Steigerung des Effekts (Rippmann et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte der Pinl-Inhibition sowohl durch den
Hemmstoff Juglone als auch durch Pinl-spezifische siRNA untersucht. Es konnte
beobachtet werden, dass eine Inkubation von HNSCC-Zelllinien mit Juglone ebenfalls
vermehrt zum Zelltod fuhrte. Es zeigte sich sowohl mittels Trypanblau-
Ausschlussfarbung ein Anstieg der toten Zellfraktion nach Inkubation mit Juglone als
auch eine vermehrte Anreicherung der inkubierten Zellen in der subG1-Phase in der
Durchflusszytometrie mittels Propidiumjodidfarbung. Immunbiochemisch lie3 sich
zwar ein Anstieg proapoptotischer und zellzyklusinhibierender Proteine, jedoch keine
Zunahme von Caspase-Spaltprodukten in den inkubierten Zellen zeigen. Somit war es
nicht eindeutig zu beweisen, dass der Apoptosemechanismus, der von Rippmann et al.
beobachtet worden war, auch im vorliegenden Experiment fur das Zellsterben
verantwortlich ist. Allerdings handelt es sich bei Juglone nicht, wie zunéchst
angenommen, um einen hundertprozentig spezifischen Pinl-Inhibitor. Die Hemmung
von Pinl, wie Chao et al. 2001 zeigen konnte, ist nicht die einzige Wirkung von
Juglone. Es konnte gezeigt werden, dass Juglone auch Pinl-unabhdngige Effekte in der
Zelle durch direkte Hemmung der RNA-Polymerase Il entfaltet und somit die
Transkription verhindert (Chao et al., 2001).

Neuere Ergebnisse zeigen zudem, dass die Hemmung von Pinl durch Juglone in
Zellkulturen einen zu dem Chemotherapeutikum Etoposid additiven zytotoxischen
Effekt erzielen kann, sofern die Etoposidgabe vor der Juglonegabe erfolgt (Mathur et
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al., 2011). Man geht davon aus, dass die Hemmung der durch Pinl regulierten DNA-
Reparaturmechanismen den zytotoxischen Effekt forciert. In dem Chemotherapeutikum
5°-Nitroindirubinoxim fand sich im letzten Jahr eine neue Substanz, die Uber eine
Hemmung von Pinl und der polo-like kinase 1 (PIk1) in Bronchialkarzinomzelllinien

die Proliferation hemmte und apoptotische Effekte steigerte (Yoon et al., 2012).

Durch die Inhibition mittels siRNA erbot sich in der vorliegenden Arbeit eine
Maoglichkeit, Pinl auf Transkriptebene, ohne die Gefahr Pinl-unabhéngiger Effekte
innerhalb der Zelle zu provozieren, selektiv herunter zu regulieren. Hier lielR sich
durchflusszytometrisch beobachten, dass die Inhibition von Pinl durch zwei
verschiedene siRNAs zu einer Abnahme der Zellfraktion in der G2 / M-Phase fiihrte,
und zu einer Zunahme der Zellen in der subG1-Phase, jedoch nur bei Anwendung einer
der beiden siRNAs. Allerdings konnte nach einer Hemmung von Pinl durch Pinl-
spezifische siRNA nur eine sehr diskrete Verstarkung des AnnexinV-Signales in
Propidiumiodid-negativen Zellen nachgewiesen werden. Dementsprechend konnte auf
Proteinebene in HNSCC-Zelllinien keine Vermehrung apoptosespezifischer Proteine
wie Proteinspaltprodukte und PARP nachgewiesen werden, so dass ein eindeutiger
apoptotischer Effekt nicht zu erkennen war. Die Apoptose scheint in HNSCC-Zellen
durch eine Pinl-Hemmung also nicht vermittelt zu werden. Mdglicherweise war die
Hemmung nicht stark genug. Eventuell verfiigen HNSCC-Zellen im Gegensatz zu den
bisher untersuchten Zellen in der Literatur, die vermehrte Apoptose nach Pinl-Inhibiton
aufwiesen, Uber bestimmte Eigenschaften, um die Apoptose nach Pinl-Inhibition zu

umgehen. Die Klarung dieser Frage wird weiterfiihrende Experimente erfordern.

54 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Pinl in den meisten Kopf-Hals-
Karzinomen eine wichtige Rolle spielt. Es wird Uberexprimiert, seine Transkription
scheint dereguliert. Das Protein selbst ist ebenfalls aktiviert, also zumeist
dephosphoryliert, was sich in den Experimenten zum Phosphorylierungszustand zeigen
lied. Die Versuche der Inhibition von Pinl zeigen, dass die Zellen ihr Wachstum
einstellen und sogar vermehrt in Apoptose Ubergehen. Pinl ist ein gut untersuchtes
Protein mit einer gut definierten Substratspezifitat, welches die Funktion vieler in der
Onkogenese wichtiger Regulationswege beeinflufit.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass Pinl wie in zahlreichen anderen Malignomen

beobachtet ebenfalls stark in die Onkogenese von HNSCC-Tumoren involviert ist und
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sich daher als potentielles Ziel fur die Krebstherapie eignen kénnte (Xu and Etzkorn,
2009; Yeh and Means, 2007).

Allerdings ist es notwendig weitere Experimente anzuschliefen, um Klinisch
anwendbare Inhibitoren zu entwickeln. Es musste auch mehr (ber die Vorgange
stromaufwarts von Pinl, die Grinde der Pinl-Deregulierung herausgefunden werden.
Die Ursache, warum Pinl hypophosphoryliert ist und warum es nicht vermehrt
abgebaut wird, ist bisher relativ unerforscht. Juglone weist als Pinl-Inhibitor einige
Unspezifitaten auf, die geklart werden mussten, und weiterhin bleibt herauszufinden, ob
eine medikamentése Pinl-Inhibition in Versuchsorganismen einen therapeutisch

nutzbaren antitumordsen Effekt erzielen kann.
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6 Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (HNSCC) stellen die Tumorentitit mit
der achthdufigsten Inzidenz weltweilt dar. Dabei ist die durchschnittliche 5-Jahres-
Uberlebensrate unter 50%. Die lokoregionare Kontrolle ist dabei das entscheidende
Behandlungsziel. Leider prasentiert sich ein GroRteil der Erkrankten in fortgeschrittenen
Stadien, die durch chemo- bzw. strahlentherapeutische Malinahmen angegangen werden
missen. Um die bisher begrenzte Auswahl an gezielt gegen Tumoren gerichteten
Therapeutika zu erweitern, ist es notwendig in Kopf-Hals-Tumorgeweben neue
Zielproteine zu identifizieren, die im gestorten Zellstoffwechsel der Tumore eine Rolle

spielen.

Pinl ist eine Peptidyl-Prolyl-lsomerase (PPlase) aus der Familie der Parvuline. Sie
zeichnet sich durch eine wunter PPlasen einzigartige Substratspezifitat fur
phosphorylierte Ser/Thr-Pro-Sequenzen aus. Aufgrund dieser Substratspezifitat arbeitet
sie eng mit verschiedenen Zellzykluskinasen, die in der Onkogenese eine Rolle spielen,
zusammen. Sie ist die bisher einzige Isomerase, die fiir einen korrekten Ablauf des
Zellzyklus unabdingbar ist. In vielen Tumoren wurde Pinl Gberexprimiert vorgefunden.
In manchen Tumoren liegt es zudem als (berwiegend unphosphorylierte Form vor,
wobei die unphosphorylierte Form des Pinl-Proteins wahrscheinlich die aktive Form
darstellt.

Mittels Immunhistochemie, Immunzytochemie, Immunbiochemie und quantitativer
PCR wurde der Expressionsstatus von Pinl in 17 HNSCC-Tumorzelllinien und 41
HNSCC-Tumorgeweben untersucht und mit normaler Kontrollschleimhaut verglichen.
Weiterhin konnten isoelektrische Varianten des Pinl-Proteins in der 2D-Gel-Analyse
beobachtet werden. So konnte der Phosphorylierungszustand von Pinl in
Tumorgeweben und Normalgeweben verglichen werden. SchlielRlich wurden die
Konsequenzen einer Pinl-Hemmung durch den natirlich vorkommenden Pinl-Inhibitor

Juglone sowie durch Pinl-spezifische siRNA mittels FACS-Analyse untersucht.

Pinl1 wurde in den untersuchten Tumorgeweben und —zelllinien starker exprimiert als in
den Normalgeweben. Auch war Pinl in den Tumorgeweben verglichen mit
Normalgeweben hypophosphoryliert, was vereinbar ist mit einer Uberaktivierung des

Proteins. Eine Hemmung von Pinl fihrte in den untersuchten Zelllinien sowohl nach
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Behandlung mit Juglone als auch nach Transfektion mit Pin1-siRNA zu einer Erhéhung
der Fraktion toter Zellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Pinl auch in Kopf-Hals-
Karzinomen eine Rolle bei der Tumorentstehung spielt. Es ist Gberexprimiert und liegt
anscheinend vermehrt in seiner aktiven Form vor. Allerdings konnte kein statistischer
Zusammenhang zwischen den Klinischen Daten der Patienten, von denen die
Tumorgewebe stammten, und dem jeweiligen Pinl-Expressionsgrad gezeigt werden.
Warum Pinl in Tumorgeweben meist in dephosphoryliertem Zustand vorliegt, muss in
weiterflhrenden Studien noch né&her untersucht werden. Eine vermehrte Apoptoserate
nach Pinl-Hemmung durch den natirlich vorkommenden Pinl-Inhibitor Juglone als
auch durch Pinl-spezifische siRNA konnte nicht beobachtet werden, allerdings zeigte

sich ein Anstieg der Tumorzellfraktion in der sub-G1-Phase des Zellzyklus.

Welche Faktoren den Phosphorylierungszustand von Pinl beeinflussen, bleibt
herauszufinden. Welche Signalkaskaden Pinl ersetzen kdnnen, so dass die Tumorzelle
trotz Pinl-Hemmung tberleben kann, wére Thema fur weitere Forschung. SchlieBlich
sind weiterfihrende Untersuchungen notwendig, um den potentiellen Stellenwert von
Pinl als neuen therapeutischen Angriffspunkt bei der Behandlung von HNSCC-

Tumoren zu beurteilen.

74



Summary

7 Summary

Squamous cell carcinoma of the head and neck (HNSCC) represent world-wide the
eighth most common tumor entity. The 5-year-survival-rate for all tumor stages
collectively is below 50%. Loco-regional control is the central aim for the treatment of
this disease. Unfortunately most patients are diagnosed at advanced disease stages and
have to be treated with chemo- and radiation therapy. In order to improve disease
outcome of HNSCC patients it is essential to discover new target proteins embedded in

oncogenesis that could possibly be treated by novel therapeutics.

Pinl is a peptidyl-prolyl isomerase (PPlase) belonging to the subfamily of the so-called
parvulines. It is characterized by its unique substrate specifitiy, binding exclusively
phosphorylated Ser/Thr-Pro residues. Because of its high substrate specifity Pinl is
linked to many cell cycle kinases that play a major role in oncogenesis. Pinl is the only
PPlase being essential for cell cycle function. It was found to be overexpressed in many
human tumors, some of them expressing the unphosphorylated probably active form of
the protein.

Expression status of Pinl at the protein and mRNA were assessed by western blot
analyses, immunohistochemistry, immunocytochemistry and quantitative RT-PCR in 17
HNSCC cell lines and 41 HNSCC tissues-samples. The results were compared to
normal mucosa of the oral cavity as a control. Isoelectric variants of Pinl were observed
after isoelectric focussing and 2D gel electrophoresis. Thus, the phosphorylation status
of the PPlase could be defined in tumor tissues and compared to normal tissues.
Furthermore, the effect of Pinl inhibition with its naturally existing inhibitor Juglone as

well as with Pinl-specific sSiRNA was examined by FACS analysis.

In the analyzed HNSCC tumor tissues and cell lines Pinl expression levels were found
upregulated compared to normal control tissue samples. In addition, Pinl was found
hypophosphorylated and thus probably overactivated in tumor tissues in comparison to
normal mucosa. Inhibition of Pinl via juglone and via Pinl- specific SIRNA showed

increase in dead cells at cell cycle analysis.

The results point to Pinl as a key-player in carcinogenesis of head and neck squamous
cell cancer. The PPlase was found overexpressed and is present typically in its active
unphosphorylated form. However, no significant correlation between Pinl expression

levels and clinical data could be found. It still has to be investigated why Pinl is
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frequently dephosphorylated in HNSCC tissues. No obvious increase of programmed
cell death has been found in HNSCC cells following Pinl inhibition with juglone and
transfection with Pinl-specific sSiRNA but the fraction of cells in the sub-G1 phase of

the cell cycle was increased.

It will be a subject of further studies to discover what mechanisms lead to reduced Pinl
phosphorylation in tumor cells and which pathways could replace inhibited Pinl
function in a tumor cells in order to avoid apoptosis. Moreover, further exploration is

necessary to define the role of Pinl as a useful target for HNSCC therapy.
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9 Anhang

9.1 Humane Pinl-Nukleotidsequenz

Dargestellt ist die cDNA-Sequenz der mRNA flr humanes Pinl (GenBank Acc. No.
NM_006221) von 5’- nach 3’-Richtung mit Polyadenylierungssignal (1096 — 1101) und
Poly-A-Schwanz. Uber der Nukleotidsequenz ist die abgeleitete Aminoséauresequenz
(Ein-Buchstaben-Code) von Nukleotid 139 (Start-Methionin; griin markiert) bis 630
(Stopkodon; rot markiert). Das Stopkodon ist in der Aminosduresequenz durch *

dargestellt.

1 GGACCGTTAGGGAGCCCAATGGGCGTCGCCGCCAGGCCCCGTTGCAGAGCGCGTCTAGCC
61 AATAGGCAGCGGCGGCGGGCGGGCGCGGGCGACAGGCGGCGCAGCTGAGGCGGAGCAGGC
1 M A D E E K L P P G W E K R
121 GCTGCGGCAGGAGGGAAGATGGCGGACGAGGAGAAGCTGCCGCCCGGCTGGGAGAAGCGC
15 M S R S S G R V Y Y FN HTITNWA ASOQW
181 ATGAGCCGCAGCTCAGGCCGAGTGTACTACTTCAACCACATCACTAACGCCAGCCAGTGG
35 E R P S G N S s s G G K N G Q G E P A R
241 GAGCGGCCCAGCGGCAACAGCAGCAGTGGTGGCAAAAACGGGCAGGGGGAGCCTGCCAGG
55 vV R C S H L L V K H S Q S R R P S S W R
301 GTCCGCTGCTCGCACCTGCTGGTGAAGCACAGCCAGTCACGGCGGCCCTCGTCCTGGCGG
75 Q E K I T R T K E E A L E L I N G Y I Q
361 CAGGAGAAGATCACCCGGACCAAGGAGGAGGCCCTGGAGCTGATCAACGGCTACATCCAG
95 K I K s G E E D F E S L A S Q F S D C s
421 AAGATCAAGTCGGGAGAGGAGGACTTTGAGTCTCTGGCCTCACAGTTCAGCGACTGCAGC
115 S A K A RGDULGA AT FSU RGQMOQIK P F
481 TCAGCCAAGGCCAGGGGAGACCTGGGTGCCTTCAGCAGAGGTCAGATGCAGAAGCCATTT
135 E DA S F A LRTGEMSG P V F T D S
541 GAAGACGCCTCGTTTGCGCTGCGGACGGGGGAGATGAGCGGGCCCGTGTTCACGGATTCC

155 G I H I I L R T E *

601 GGCATCCACATCATCCTCCGCACTGAGTGAGGGTGGGGAGCCCAGGCCTGGCCTCGGGGC
661 AGGGCAGGGCGGCTAGGCCGGCCAGCTCCCCCTTGCCCGCCAGCCAGTGGCCGAACCCCC
721 CACTCCCTGCCACCGTCACACAGTATTTATTGTTCCCACAATGGCTGGGAGGGGGCCCTT
781 CCAGATTGGGGGCCCTGGGGTCCCCACTCCCTGTCCATCCCCAGTTGGGGCTGCGACCGC
841 CAGATTCTCCCTTAAGGAATTGACTTCAGCAGGGGTGGGAGGCTCCCAGACCCAGGGCAG
901 TGTGGTGGGAGGGGTGTTCCAAAGAGAAGGCCTGGTCAGCAGAGCCGCCCCGTGTCCCCC
961 CAGGTGCTGGAGGCAGACTCGAGGGCCGAATTGTTTCTAGTTAGGCCACGCTCCTCTGTT
1021 CAGTCGCAAAGGTGAACACTCATGCGGCCCAGCCATGGGCCCTCTGAGCAACTGTGCAGC
1081 ACCCTTTCACCCCCAATTAAACCCAGAACCACTGCTCTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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9.2 Abkulrzungsverzeichnis

a.d.
BSA

°C

ca.
cDNA
CHAPS

CIP

CO;
DMEM
DMSO
DNA

ECL
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EGF
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FKBP
GFP

HED
HNSCC
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HRP
kDa
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Bovines Serum Albumin

Grad Celsius

Circa

complementary DNA
3-[(3-Cholamidopropyl)-Dimethylamino]-
Propansulfat

Calf intestinal alkaline phosphatase
(Alkalische Phosphatase)
Kohlendioxid

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid
(Desoxyribonukleinséure)

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiaminotetraacetat

Epidermal growth factor (Epidermaler
Wachstumsfaktor)

Fetal calf Serum (Fotales Kalberserum)
FK506 bindendes Protein

Green fluorescent protein

(Grunes Fluoreszenzprotein)

Stunde

bis(2-hydroxyethyl)Disulfid

Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma (Plattenepithelkarzinom des
Kopf-Hals-Bereichs)

Humanes Papillomavirus
Horseradish-Peroxidase

Kilodalton

milli
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min

MW

il

n

PBS Phosphate Buffer Saline
pH

Pinl

PPlase

Pro

RH

RNA

SCC

SDS

Ser
SiRNA
TBS
TEMED
Thr
TNM

Tris

nm

UVPP
WB

Molar

Minute

Molecular Weight (Molekulargewicht)
mikro

nano

Phosphate Buffer Saline

potentia Hydrogenii

Protein interacting with NIMA 1
Peptidyl-Prolyl-Isomerase

Prolin

Relative humidity

(Relative Luftfeuchtigkeit)
Ribonucleic acid
(Ribonukleinséure)

Squamous Cell Carcinoma,
(Plattenepithelkarzinom)
Sodiumdodecylsulfate

Serin

Small interfering RNA
Tris-gepufferte Salzldsung
Tetramethylethyldiamin

Threonin

Tumor-Node-Metastasis (Primartumor-
Lymphknoten-Fernmetastase)
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Rotations per minute
(Umdrehungen pro Minute)
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Western Blot
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9.3 Abbildungsverzeichnis
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