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1 EINLEITUNG

In Deutschland erkranken jdhrlich etwa 480 000 Menschen neu an Krebs. Zwischen
2010 und 2030 wird ein Anstieg der Krebsneuerkrankungen um mindestens 20 % pro-
gnostiziert (Broschiire: Krebs in Deutschland fiir 2013/2014, Robert Koch-Institut und
die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2017, S. 6).
Seit 1970 hat sich die absolute Zahl der Krebsneuerkrankungen in Deutschland fast ver-
doppelt, was vor allem auf die demografische Entwicklung zuriickzufiihren ist. 2020
werden voraussichtlich insgesamt etwa 519 000 Menschen, davon 275 000 Méanner und
244 000 Frauen, neu an Krebs erkranken (Broschiire: Bericht zum Krebsgeschehen in
Deutschland, Robert Koch-Institut, 2016, S. 22f.). Krebserkrankungen waren auch
2015, wie schon die Jahre zuvor, laut Angaben des statistischen Bundesamtes hierzu-
lande die zweithdufigste Todesursache nach Krankheiten des Kreislaufsystems
(https://www.destatis.de). Auch weltweit ist Krebs eine der haufigsten Todesursachen
und nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) fiir 8,8 Millionen Todesfl-
le in 2015 verantwortlich (http://www.who.int/en/). Die hdufigste Krebserkrankung bei
Minnern ist nach wie vor das Prostatakarzinom, bei Frauen das Mammakarzinom. Jeder
zweite Mann und jede zweite Frau erkranken im Laufe ihres Lebens an Krebs. Die Risi-
kofaktoren fiir die Entstehung von Krebs sind dabei vielfiltig. Neben genetischen Ursa-
chen spielen vor allem vermeidbare Risikofaktoren wie Tabakkonsum, Ubergewicht
und Bewegungsmangel, Alkoholkonsum, UV-Strahlung sowie chronische Infektionen
eine bedeutende Rolle. Die WHO nimmt an, dass etwa 30 % aller Krebserkrankungen
weltweit durch Pravention vermeidbar wéren (Broschiire: Krebs in Deutschland fiir
2013/2014, S. 19f.). Diese Zahlen und Fakten machen die Bedeutung von Krebserkran-
kungen in unserer Gesellschaft und den Bedarf an wirksamen Therapien deutlich. Um
zielgerichtete Therapieformen entwickeln zu konnen, ist die Kenntnis der pathogeneti-

schen Vorginge bei der Tumorentstehung entscheidend.

1.1 Tumorentstehung

Das Wort Tumor hat seinen Ursprung im Lateinischen und bedeutet so viel wie Ge-
schwulst oder Schwellung. Damit kann also im weiteren Sinn jegliche Art von Raum-

forderung gemeint sein, beispielsweise im Rahmen einer Entziindung. Im engeren Sinn
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wird darunter aber eine Wucherung von Zellen verstanden, die sich der normalen
Wachstumskontrolle entzogen haben (Rassow et al., 2012, S. 511). Dabei kénnen be-
nigne und maligne Tumoren unterschieden werden. Benigne Tumoren sind vom umlie-
genden Gewebe gut abgegrenzt und bilden keine Metastasen, wihrend maligne Tumo-
ren (,,Krebs®) in das umgebende Gewebe infiltrieren und Metastasen bilden (Rassow et
al., 2012, S. 511). Folgende Eigenschaften unterscheiden maligne Tumorzellen auf-
grund wesentlicher Verdnderungen ihrer Zellphysiologie von normalen Zellen

(Hanahan & Weinberg, 2000; Rassow et al., 2012, S. 511):
e Unkontrollierte Proliferation auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren
e Unbegrenztes replikatives Potenzial
e Resistenz gegeniiber antiproliferativen Signalen
e Unempfindlichkeit gegeniiber Apoptose
e Invasives Wachstum und Bildung von Metastasen
e Expression von Faktoren zur Stimulation der Angiogenese im Tumor.

Die Kanzerogenese (Tumorentstehung) erfordert eine Abfolge vieler Schritte, die in der
Regel (i. d. R.) einen Zeitraum von mehreren Jahren in Anspruch nimmt und durch so-
matische Mutationen, genetische Pradisposition oder Tumorviren induziert werden kann
(Rassow et al., 2012, S. 512). Die Transformation einer gesunden Zelle in eine Tumor-
zelle erfolgt aber in den meisten Féllen nicht aufgrund einer einzelnen somatischen Mu-
tation, sondern infolge einer Reihe genetischer Alterationen, von denen jede der betrof-
fenen Zelle einen weiteren Selektionsvorteil verleihen kann (Foulds, 1954; Hanahan &
Weinberg, 2000; Vogelstein & Kinzler, 1993). Diese Mutationen akkumulieren {iber
Jahre hinweg und tragen so zum malignen Phénotyp von Zellen bei (Vogelstein &
Kinzler, 2004). Je nach Art des Tumors ist eine unterschiedliche Anzahl von somati-
schen Mutationen zur Transformation notwendig (Renan, 1993), im Allgemeinen sind
es vier bis sieben (Rassow ef al., 2012, S. 512). Besteht allerdings bereits eine geneti-
sche Prédisposition gegeniiber Krebs aufgrund von Mutationen in der Keimbahn, ist die
Zahl der erforderlichen somatischen Mutationen geringer (Rassow et al., 2012, S. 512;
Vogelstein & Kinzler, 2004). Von solchen Keimbahn- oder somatischen Mutationen
wihrend der Krebsentstehung betroffen sind vor allem Gene, welche fiir die Regulation
der Zellproliferation und -homdostase verantwortlich sind (Hanahan & Weinberg,

2000). Dies sind insbesondere Protoonkogene, Tumorsuppressorgene und DNA-
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Reparaturgene (Vogelstein & Kinzler, 2004). Auf Protoonkogene und Tumorsuppres-

sorgene wird im Folgenden néher eingegangen.

1.1.1 Protoonkogene

Protoonkogene sind Gene, welche die Wachstums- und Differenzierungsprozesse der
Zelle stimulieren (Rassow et al., 2012, S. 512). Zu den Genprodukten von Protoonko-
genen zdhlen beispielsweise Wachstumsfaktoren wie der FGF (fibroblast growth fac-
tor), transmembrandre Wachstumsfaktorrezeptoren wie der EGF-Rezeptor (epidermal
growth  factor receptor), membranassoziierte Tyrosinkinasen wie die Abl-
Tyrosinkinase, membranassoziierte Guaninnucleotid-bindende Proteine (G-Proteine)
wie das Ras-Protein, zytosolische Hormonrezeptoren, Transkriptionsfaktoren und
Apoptosefaktoren (Loffler ef al., 2007, S. 1143; Rassow et al., 2012, S. 513). Somati-
sche Mutationen in diesen Genen konnen zu einer Aktivititssteigerung oder erhdhten
Expression ihrer Genprodukte fithren (gain of function) und die Protoonkogene damit zu
Onkogenen umwandeln (Rassow et al., 2012, S. 513; Yamamoto, 1993). Beispielhaft
sei hier das Protoonkogen Ras genannt. Nachdem ein Wachstumsfaktor an seinen spezi-
fischen Membranrezeptor gebunden hat, kommt es zur Aktivierung des G-Proteins Ras.
Das aktivierte Ras-Protein kann nun die Signaltransduktionskaskade weiterleiten, wo-
durch schlieBlich die Transkription von Genen aktiviert wird, die fiir die Zellteilung
zustindig sind. Die Inaktivierung von Ras und damit das Stoppen der Kaskade erfolgt
durch die Bindung des Proteins GAP (GTPase activating protein) an Ras. Eine somati-
sche Mutation im Protoonkogen Ras kann dazu fiithren, dass GAP nicht mehr binden
kann und somit eine Inaktivierung von Ras unmoglich ist (Loffler ef al., 2007, S. 1144).
Die Signalkaskade bleibt also unabhéngig vom Vorhandensein eines Wachstumssignals
aktiv, sodass die Zellteilung permanent stimuliert wird (Rassow et al., 2012, S. 513f.).
Mutationen, die die Umwandlung eines Protoonkogens in ein Onkogen generieren,
konnen in Form von Punktmutationen, chromosomalen Translokationen oder in Form
einer Genamplifikation in Erscheinung treten (Vogelstein & Kinzler, 2004; Yamamoto,
1993). Hierbei ist bereits die Mutation eines Allels ausreichend, um der Zelle entspre-
chende Selektionsvorteile zu verschaffen. Das heilit (d. h.) es handelt sich um eine do-
minante gain-of-function-Mutation (Hanahan & Weinberg, 2000; Vogelstein & Kinzler,
2004).
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1.1.2 Tumorsuppressorgene

Eine weitere Gengruppe, die im Rahmen der Kanzerogenese von somatischen Mutatio-
nen bevorzugt betroffen ist, ist die Gruppe der Tumorsuppressorgene. Diese werden
auch Anti-Onkogene genannt, da sie im Gegensatz zu den Protoonkogenen die Wachs-
tums- und Differenzierungsprozesse der Zelle hemmen. Die Entstehung von Tumorzel-
len kann daher durch die Inaktivierung solcher Tumorsuppressorgene (loss of function)
gefordert werden (Rassow et al., 2012, S. 512). In Tumorsuppressorgenen miissen
1. d. R. beide Allele mutiert sein, um der Zelle einen Selektionsvorteil zu gewdhren. Es
handelt sich somit um eine rezessive loss-of-function-Mutation (Hanahan & Weinberg,
2000; Vogelstein & Kinzler, 2004). Das Protein p53, das in der Literatur auch als
»Wichter des Genoms* bezeichnet wird (Lane, 1992; Stiewe, 2007), ist ein wichtiger
Vertreter dieser Gruppe, da es in der Mehrheit der menschlichen Karzinome funktionell
inaktiviert ist (Harris, 1996; Hollstein et al., 1991; Vogelstein et al., 2000). Die Funkti-
on von p53 besteht darin, die Intaktheit der DNA zu iiberwachen und im Fall von
schwerwiegenden DNA-Schéden den Zellzyklus zu arretieren, um eine DNA-Reparatur
zu gewahrleisten oder, im Fall von irreparablen Schiden, die Apoptose einzuleiten
(Lane, 1992; Rassow et al., 2012, S. 516). Damit soll eine Vermehrung von geschédig-
ten Zellen und das damit einhergehende Risiko der erh6hten Mutationsfrequenz verhin-
dert werden (Loffler ef al., 2007, S. 1148; Rassow et al., 2012, S. 516). Zellen mit ei-
nem Defekt in beiden Allelen des p53-Gens sind nicht in der Lage den Zellzyklusarrest
oder die Apoptose einzuleiten, wodurch sie genetisch instabil werden und die fiir die
Kanzerogenese notwendigen Mutationen akkumulieren konnen (Lane, 1992; Rassow et
al., 2012, S. 516).

Zusammengefasst tragt also die Aktivititssteigerung von Protoonkogenen und die Inak-
tivierung von Tumorsuppressorgenen aufgrund von somatischen Mutationen zur Tu-

morentstehung bei.

1.1.3 Tumorstammzellen

Ein gemeinsames Charakteristikum aller Tumorarten ist die grof3e inter- und intratumo-
rale Heterogenitdt von Tumorzellen (Campbell & Polyak, 2007; Ichim & Wells, 2006).
Tumorzellen unterscheiden sich dabei nicht nur zum Beispiel (z. B.) in GréBe, Morpho-
logie und Antigenexpression, sondern auch in ihrer Proliferationsrate, der Zell-Zell-
Interaktion und ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika (Campbell &
Polyak, 2007; Heppner, 1984). Zwei gingige Konzepte der Tumorentstehung sind das
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klonale Evolutionsmodell und die Krebsstammzelltheorie (Campbell & Polyak, 2007;
Visvader & Lindeman, 2008). Beide Theorien stimmen darin iiberein, dass die Karzino-
genese, also die Bildung von Tumoren aus Zellen epithelialen Ursprungs, auf multiplen
Mutationen in einer einzelnen Zelle beruht, die in der Folge ein unlimitiertes Prolifera-
tionspotenzial erhdlt (Campbell & Polyak, 2007). Wéhrend das klonale Evolutionsmo-
dell (Nowell, 1976) davon ausgeht, dass alle dabei entstandenen Tumorzellen gleiche
tumorigene Eigenschaften besitzen, wird in der Krebsstammzelltheorie angenommen,
dass allein eine kleine, spezielle Untergruppe der Tumorzellen, die Tumorstammzellen,
dazu in der Lage ist, die Tumorentstehung, das Tumorwachstum sowie Rezidive zu ini-
tiieren (Campbell & Polyak, 2007; Nassar & Blanpain, 2016; Visvader & Lindeman,
2008). Aus der Krebsstammzelltheorie resultiert ein hierarchischer Aufbau des Tumors
mit den Krebsstammzellen an der Spitze (Bonnet & Dick, 1997; Nassar & Blanpain,
2016; Visvader & Lindeman, 2008). Tumorstammzellen teilen wichtige Eigenschaften
wie die Féhigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung mit normalen Stammzellen
(Campbell & Polyak, 2007; Reya et al., 2001; Visvader & Lindeman, 2008). Krebs-
stammzellen entstehen jedoch nicht notwendigerweise durch Transformation aus nor-
malen Stammzellen, es ist ebenso moglich, dass sie sich aus Progenitorzellen oder noch
weiter differenzierten Zellen, welche die Féhigkeit zur Selbsterneuerung erworben ha-
ben, entwickeln (Visvader & Lindeman, 2008; Visvader & Lindeman, 2012). Eine be-
merkenswerte Eigenschaft der Tumorstammzellen liegt in ihrer erhdhten Resistenz ge-
geniiber der Chemo- und Radiotherapie (Campbell & Polyak, 2007; Visvader &
Lindeman, 2008), was eine effektive Tumortherapie bei Vorhandensein dieser Zellen
erschwert. Fiir die Isolierung von Tumorstammzellen wurden verschiedene Oberflé-
chenmarker wie z. B. CD24, CD44, CD133 und EpCAM verwendet (Al-Hajj et al.,
2003; Dalerba et al., 2007; Gires et al., 2009; Ricci-Vitiani et al., 2007; Visvader &
Lindeman, 2008). Von diesen wird allerdings keiner ausschlielich von Krebsstammzel-
len exprimiert (Visvader & Lindeman, 2008; Visvader & Lindeman, 2012). Zudem ist
unklar, inwieweit die bisherigen Untersuchungsmethoden mittels Xenotransplantation
die Haufigkeit von Krebsstammzellen unter- oder auch {iberschitzen, da diese Metho-
den noch nicht hinreichend optimiert sind und zu viele Storfaktoren die Fahigkeit beein-
trachtigen, Tumorstammzellen zu detektieren (Magee et al., 2012; Nassar & Blanpain,
2016; Visvader & Lindeman, 2008). Obwohl es also in den letzten Jahren zunehmend
Belege fiir die Existenz von Tumorstammzellen in soliden Tumoren gibt (Chen et al.,

2012; Nassar & Blanpain, 2016; Visvader & Lindeman, 2008), ist es noch unklar, ob
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die Krebsstammzelltheorie auf viele oder nur wenige Karzinome zutrifft (Magee ef al.,
2012; Nassar & Blanpain, 2016). Daher ist es notwendig, spezifische Oberflachenmar-
ker abzugrenzen, mit denen Krebsstammzellen zuverldssig identifiziert werden kdnnen
und die Methoden zu deren Detektion weiter zu verbessern (Magee ef al., 2012; Nassar
& Blanpain, 2016; Visvader & Lindeman, 2008). Die ersten erfolgreichen Versuche,
Tumorstammzellen in ihrer natiirlichen Mikroumgebung in Mausmodellen in vivo mit-
tels klonaler Analyse und Verfolgung der genetischen Abstammung von Tumorzellen
zu detektieren, wurden bereits von Driessens et al. (2012) und Schepers et al. (2012)

publiziert.

1.2 Tumormarker

Fiir die kurative Behandlung einer Krebserkrankung ist deren Fritherkennung von es-
senzieller Bedeutung. Optimal hierfiir wére eine Substanz, die exklusiv von Tumorzel-
len exprimiert wird und in Korperfliissigkeiten wie z. B. Serum oder Urin nachweisbar
ist (Loffler et al., 2007, S. 1159). Tumor-assoziierte Biomarker, auch Tumormarker
genannt, sind solche Substanzen, die im Blut, Urin oder in Geweben nachweisbar sind
und von Tumorzellen synthetisiert werden. Ein Anstieg ihrer Konzentration kann ein
Hinweis auf eine maligne Erkrankung sein (Wang ef al., 2012). Allerdings werden die
derzeit bekannten und in der klinischen Praxis angewandten Tumormarker nicht aus-
schlieBlich von Tumorzellen exprimiert, sondern auch von gesundem Gewebe (Loffler
et al., 2007, S. 1159). Zu diesen Substanzen zdhlen beispielsweise onkofetale Antigene
wie das a;-Fetoprotein, Enzyme wie das Prostata-spezifische Antigen (PSA) und Hor-
mone wie das Calcitonin (Loffler et al., 2007, S. 1159). Eine Erh6hung ihrer Konzentra-
tion kann auch bei nicht-malignen Verdnderungen des entsprechenden Organs wie z. B.
bei einer Entziindung oder auch infolge von starkem Rauchen auftreten (Kilpatrick &
Lind, 2009; Wang et al., 2012). Tumormarker eignen sich daher i.d. R. weniger zur
Fritherkennung, sondern zur Verlaufskontrolle einer Tumortherapie (Loffler et al.,
2007, S. 1159). Viele weitere Substanzen werden derzeit auf ihr Potenzial als Tumor-
marker hin untersucht. Ziel ist es, Krebserkrankungen moglichst frithzeitig diagnostizie-
ren zu konnen, um eine Metastasierung zu verhindern und eine effektive Tumortherapie

zu ermoglichen (Negm et al., 2002; Wang et al., 2012).
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1.3 Der Stoffwechsel von Tumoren

Bereits 1924 postulierte Otto Warburg, dass Tumoren auch in Anwesenheit von Sauer-
stoff Glukose vorwiegend zu Laktat abbauen, um Energie in Form von Adeno-
sintriphosphat (ATP) zu gewinnen, anstatt die wesentlich effizientere oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien hierfiir zu nutzen (Warburg et al., 1924). Der
Abbau von Glukose zu Laktat in Anwesenheit von Sauerstoft ist auch bekannt als aero-
be Glykolyse oder der ,,Warburg-Effekt”. Warburg flihrte dieses Phdnomen auf eine
irreversible Schadigung der Atmungskette der Zellen zuriick und stellte zudem die
Hypothese auf, dass Krebs entsteht, wenn die Zellen auf die defekte Atmung in den Mi-
tochondrien mit einem Ersatz durch die aerobe Glykolyse reagieren (Warburg, 1956).
Im Gegensatz zu dieser Hypothese ist nach neueren Erkenntnissen jedoch die Fahigkeit
der Mitochondrien zur oxidativen Phosphorylierung in den meisten Tumorzellen erhal-
ten (Gatenby & Gillies, 2004; Pedersen, 2007; Ward & Thompson, 2012), sodass die
Grundlage fiir die Unterdriickung des mitochondrialen Metabolismus nach wie vor un-
geklart ist (Maldonado & Lemasters, 2012). Verschiedene Ansitze wie eine Beteiligung
von spannungsabhingigen Anionenkandlen an der Limitierung des mitochondrialen
Stoffwechsels (Maldonado & Lemasters, 2012), ein reduzierter Gehalt an Mitochon-
drien in Tumoren (Pedersen, 2007) oder eine Onkogen-induzierte Reprogrammierung
des Zellmetabolismus (Hsu & Sabatini, 2008; Ward & Thompson, 2012) werden dazu
diskutiert. Der ,,Warburg-Effekt®, also die aerobe Glykolyse, ist jedoch ein hiufiges
Phianomen in Karzinomen (Gatenby & Gillies, 2004; Hsu & Sabatini, 2008; Maldonado
& Lemasters, 2012; Ward & Thompson, 2012) und die damit einhergehende Steigerung
des Glukoseverbrauchs der Tumorzellen kann klinisch zur Detektion von Tumoren mit-
tels Fluordesoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie (FDG-PET) genutzt wer-
den (Gambhir, 2002; Gatenby & Gillies, 2004; Hsu & Sabatini, 2008; Ward &
Thompson, 2012). Der ,,Warburg-Effekt* erscheint zunichst paradox, da der Abbau von
Glukose zu Laktat im Vergleich zur oxidativen Phosphorylierung wesentlich ineffizien-
ter in der Produktion von ATP ist (2 Mol ATP pro Mol Glukose gegeniiber 38 Mol ATP
pro Mol Glukose). Es wird deshalb davon ausgegangen, dass diese Art des Tumorstoft-
wechsels das Ergebnis eines aktiven Selektionsprozesses ist, der Tumorzellen einen
signifikanten Wachstums- und Uberlebensvorteil gewihrt (Gatenby & Gillies, 2004;
Hsu & Sabatini, 2008). Das zunehmende Wachstum von pridmalignen Lésionen und
Tumoren in frithen Stadien flihrt dazu, dass die Diffusionsstrecke zwischen versorgen-

den Blutgefiden und Tumorgewebe zu gro3 wird, um eine suffiziente Sauerstoffversor-
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gung zu gewihrleisten (Gatenby & Gillies, 2004; Hsu & Sabatini, 2008). Aufgrund der
resultierenden Hypoxie im Tumorgewebe wird der Hypoxie-induzierbare Faktor 1
(HIF-1) stabilisiert. Dieser induziert als Transkriptionsfaktor die Expression einer Reihe
von Genen, welche unter anderem (u. a.) an der Glykolyse (z. B. Glukosetransporter und
einige glykolytische Enzyme), der Angiogenese oder der Erythropoese beteiligt sind
(Gatenby & Gillies, 2004; Hsu & Sabatini, 2008; Lu et al., 2002). Durch die Steigerung
der Expression glykolytischer Enzyme erfolgt initial eine Adaption des Tumorstoft-
wechsels an die hypoxischen Verhiltnisse, womit das Uberleben der Tumorzellen gesi-
chert wird. Die Stimulation der Angiogenese durch HIF-1 fiihrt {iber eine Hochregulati-
on des vascular endothelial growth factor (VEGF) zur Rekrutierung neuer Blutgeféle.
Da diese jedoch oft desorganisiert wachsen und auch der Tumor weiter proliferiert,
werden Teile des Tumorgewebes wiederum nur unzureichend mit Sauerstoff versorgt.
Dieser variierende oxisch-hypoxische Sauerstoffgehalt im Tumorgewebe fiihrt zur Se-
lektion von Tumoren, welche die Glykolyse permanent hochregulieren (Gatenby &
Gillies, 2004; Hsu & Sabatini, 2008). Die molekularen Mechanismen, die zu einer kon-
stitutiven Steigerung der Glykolyse auch unter Anwesenheit von Sauerstoff fiihren, sind
allerdings noch nicht vollstindig geklért (Gatenby & Gillies, 2004). Es wird davon aus-
gegangen, dass HIF-1 nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch diverse andere Fak-
toren wie z.B. den variierenden Sauerstoffgehalt im Tumorgewebe und die dadurch
induzierten Schiaden (Gatenby & Gillies, 2004) sowie durch Pyruvat und Laktat, die
Endprodukte der Glykolyse (Lu ef al., 2002), konstitutiv stabilisiert wird und somit die
aerobe Glykolyse unterhélt. Ein wichtiger Stoffwechselweg, der in Zusammenhang mit
der Pyruvat- und Laktatproduktion und somit auch mit der aecroben Glykolyse in Tumo-
ren gebracht wird, ist der Pentosephosphatweg, auf den im Folgenden néher eingegan-

gen wird.

1.4 Der Pentosephosphatweg

In der Glykolyse wird Glukose zunichst zu Pyruvat und bei Sauerstoffmangel weiter zu
Laktat abgebaut mit dem Ziel Energie in Form von ATP zu gewinnen. Der Pento-
sephosphatweg ist ein von der Glykolyse abzweigender, alternativer Abbauweg der

Glukose, dessen Hauptfunktion nicht die Energiegewinnung ist, sondern

1. die Bereitstellung von NADPH (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) fiir

Reduktionsschritte bei der Fettsdurebiosynthese (v. a. in der laktierenden Brust-
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driise, der Leber und im Fettgewebe), bei der Cholesterin- und Steroidhormon-
biosynthese (v.a. in der Nebennierenrinde, den Ovarien und den Testes), im
Rahmen der Entgiftung mittels Cytochrom P-450 und bei der Regeneration von

Glutathion, sowie

2. die Bereitstellung von Ribosephosphaten fiir Nukleotidsynthesen (Loffler et al.,
2007, S. 368; Rassow et al., 2012, S. 235).

Der Pentosephosphatweg spielt sich, wie auch die Glykolyse, im Zytosol ab und kann in
zwei Abschnitte eingeteilt werden: einen oxidativen und einen nicht-oxidativen Ab-

schnitt.

1.4.1 Der oxidative Abschnitt des Pentosephosphatweges

Im oxidativen Abschnitt des Pentosephosphatweges (Abbildung 1.1) wird die Hexose
Glucose-6-Phosphat durch zweimalige Oxidation, Hydrolyse, spontane Decarboxylie-
rung sowie Isomerisierung zur Pentose Ribose-5-Phosphat abgebaut. Diese kann als
essenzieller Baustein fiir Nukleotidbiosynthesen verwendet werden (Loffler et al., 2007,
S. 365). Das dabei freiwerdende Kohlenstoffatom wird als Kohlendioxid (CO,) abge-
schieden. Die Aufnahme der Wasserstoffatome aus den beiden Oxidationsschritten er-
folgt durch NADP", sodass letztlich zwei NADPH entstehen, welche wiederum fiir re-
duktive, hydrierende Biosynthesen (siehe 1. unter 1.4) zur Verfiigung stehen. Der oxida-
tive Abschnitt des Pentosephosphatweges ist irreversibel, die Reaktionen konnen nicht
in umgekehrter Richtung ablaufen (Loffler et al., 2007, S. 365; Rassow et al., 2012, S.
235).

Hydrolyse des

1. Oxidation . 2. Oxidation
Lactonringes
NADPH NADPH
+ +H+ + +H*
NADP H,0 NADP
Glucose-6- M . | 6-Phospho- N 6-Phospho- M o
Phosphat " | gluconolacton gluconat "
H Glukose-6-Phosphat- Gluconolacton- 6-Phosphogluconat-
exose Dehydrogenase Hydrolase Dehydrogenase
CO,
3-Keto-6-Phospho- { Ribulose-5- Ribose-5-
gluconat Phosphat — Phosphat
instabil Spontane Isomerase Pentose

Decarboxylierung

Abbildung 1.1: Der oxidative Abschnitt des Pentosephosphatweges. Abbau der Hexose Glucose-6-
Phosphat zur Pentose Ribose-5-Phosphat unter Bildung von CO, und zwei NADPH. Streng genommen



1 EINLEITUNG 13

endet der oxidative Abschnitt bereits mit Ribulose-5-Phosphat, es wird jedoch oft Ribose-5-Phosphat als
Endprodukt angegeben (Abbildung modifiziert nach Rassow ef al. (2012), S. 237, A-13.15).

1.4.2 Der nicht-oxidative Abschnitt des Pentosephosphatweges

Der nicht-oxidative Abschnitt des Pentosephosphatweges (Abbildung 1.2) schlie3t sich
an den oxidativen Abschnitt an und dient dem Abbau von iiberschiissigem Ribose-5-
Phosphat zu Metaboliten, die in die Glykolyse eingeschleust werden konnen. Die we-
sentlichen Schritte bestehen ausgehend von Ribose-5-Phosphat in einer Ubertragung
von C2- oder C3-Einheiten (Einheiten bestehend aus zwei oder drei Kohlenstoffato-
men), sodass schlielich Fructose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat entste-
hen, die als Metabolite der Glykolyse in diese eingebracht werden kdnnen (Rassow et
al., 2012, S. 236 ff.). Der nicht-oxidative Abschnitt des Pentosephosphatweges ist voll-
standig reversibel und kann in umgekehrter Richtung ablaufen, wenn in einer Zelle in
grolem Umfang Ribose-5-Phosphat fiir Nukleotidsynthesen, jedoch kein NADPH bené-
tigt wird (Rassow et al., 2012, S. 236). Der Pentosephosphatweg liefert also mit Ribose-
5-Phosphat einen essenziellen Baustein fiir die Synthese von Nukleotiden, und damit fiir
die Synthese der Nukleinsduren, sowie NADPH als Reduktionsagens. Nukleinsduren
sind nicht nur fiir die Proliferation normaler Zellen unentbehrlich, sondern auch fiir die
von Tumorzellen (Boros ef al., 1998). Boros ef al. (1997) stellten fest, dass tliber 85 %
der neu synthetisierten Ribosen der Nukleinsduren in Tumorzellen aus dem Pento-
sephosphatweg stammen und der weitaus groBBere Teil davon (85 %) wiederum aus dem
nicht-oxidativen Abschnitt. Der nicht-oxidative Teil des Pentosephosphatweges scheint
somit eine zentrale Rolle in der Bereitstellung von Ribosen fiir die Nukleinsduresynthe-
se und damit fiir die Zellproliferation zu spielen (Boros et al., 1997). Ein wichtiges En-
zym in diesem Abschnitt des Pentosephosphatweges, welches fiir die Ubertragung von
C2-Einheiten zusténdig ist, ist die Transketolase. Die Familie der Transketolasen wird

im Folgenden néher beleuchtet.
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: Ribose-5- Sedoheptulose- Erythrose- C2-Transfer Fructose-6-
Ribulose-5- Phosphat 7-Phosphat 4-Phosphat ‘—I—T—> Phosphat
Phosphat Aldose c7 Ald
ose
Isomerase c5 c4 Transketolase c6
C2-Transfer C3-Transfer
- ——— 4—.
Ribulose-5- + + + +
Phosphat Transketolase Transaldolase
c5 \
Ribulose-5- Glycerin-
Phosphat- Xylulose-5- Glycerinaldehyd- Fructose-6- aldehyd-3-
Epimerase Phosphat 3-Phosphat Phosphat Phosphat
Ketose C3 Ccé C3
CsT

D = Metabolite der Glykolyse

Abbildung 1.2: Der nicht-oxidative Abschnitt des Pentosephosphatweges. Abbau von Ribose-5-
Phosphat durch Transketolase- und Transaldolasereaktionen mittels C2- und C3-Ubertragungen zu Fruc-
tose-6-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Diese Metabolite konnen in die Glykolyse eingespeist
werden. Die Reaktionen des nicht-oxidativen Abschnittes sind vollstindig reversibel (Abbildung modifi-

ziert nach Rassow ef al. (2012), S. 239, A-13.17).

1.5 Die Familie der Transketolasen und ihre Funktion

1.5.1 Die Transketolase

Die Transketolase ist ein Enzym, das essenzielle Schritte im nicht-oxidativen Abschnitt
des Pentosephosphatweges katalysiert, ndmlich den Transfer von C2-Einheiten von ei-
ner Ketose auf eine Aldose (Abbildung 1.2). Die Transketolase katalysiert zum einen
die Bildung von Sedoheptulose-7-Phosphat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP)
durch Ubertragung einer C2-Einheit von Xylulose-5-Phosphat (X5P) auf Ribose-5-
Phosphat. Zum anderen katalysiert das Enzym die Bildung von Fructose-6-Phosphat
und GAP durch Transfer einer C2-Einheit von X5P auf Erythrose-4-Phosphat (Schenk
et al., 1998). Zwingend erforderliche Kofaktoren fiir die Aktivitit der Transketolase
sind Thiaminpyrophosphat (Vitamin B1) sowie zweiwertige Kationen wie Magnesium-
(Mg2+), Calcium- (Ca®"), Mangan- (Mn?") oder Cobalt-Ionen (Co*") (Lindqvist et al.,
1992). Die Transketolase existiert in allen bisher untersuchten Organismen (Schenk et
al., 1998; Zhao & Zhong, 2009). Sie ist ein Homodimer mit zwei aktiven Zentren am
Ubergang der miteinander verbundenen identischen Monomere (Lindqvist et al., 1992;

Zhao & Zhong, 2009). Die Transketolase stellt zusammen mit der Transaldolase eine
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reversible Verbindung zwischen zwei wichtigen Stoffwechselwegen, der Glykolyse und
dem Pentosephosphatweg, her. Dies erlaubt einer Zelle, sich an verschiedene Bediirfnis-
se anzupassen, wie etwa die Produktion von NADPH als Reduktionsdquivalent, von
Ribose-5-Phosphat fiir die DNA-Synthese oder die Bereitstellung von Zwischenproduk-
ten fiir die Glykolyse (Lindqvist et al., 1992). Als essenzielles Enzym des nicht-
oxidativen Abschnittes des Pentosephosphatweges nimmt die Transketolase eine zentra-
le Rolle in der Bereitstellung von Ribosen fiir die Nukleinsduresynthese und damit fiir
die Proliferation von (Tumor-)Zellen ein (Boros et al., 1997, Rais et al., 1999; Zhao &
Zhong, 2009). Shimizu et al. (2013) konnten in hepatozelluldren Karzinomen eine er-
hohte Expression der beiden Enzyme Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und Transke-
tolase feststellen und damit die Bedeutung des Pentosephosphatweges in diesen Mali-
gnomen unterstreichen. Comin-Anduix et al. (2001) stellten fest, dass bei fortgeschrit-
tenen Ehrlich-Aszites-Tumoren in Mausen die Ergdnzung von Thiamin das Tumor-
wachstum tiber die Aktivierung der Transketolase signifikant forderte. Die Behandlung
mit dem Transketolase-Inhibitor Oxythiamin fiihrte dagegen zu einer Wachstumshem-
mung von Tumorzellen in vitro und in vivo (Boros et al., 1997; Rais et al., 1999). Daher
sahen die Autoren in der Hemmung des Pentosephosphatweges, und speziell in der
Hemmung der Transketolase, einen neuen Ansatz fiir zukiinftige Antikrebstherapien
(Boros et al., 1997; Rais et al., 1999). Die genuine Transketolase ist nur eines von drei
Proteinen aus der Familie der Transketolasen, fiir die das menschliche Genom kodiert.
Die weiteren Mitglieder der Enzymfamilie, die sogenannten (sog.) Transketolase-

dhnlichen Proteine (Transketolase-/ike Proteine), werden nachfolgend besprochen.

1.5.2 Die Transketolase-like Proteine

Neben der genuinen Transketolase (TKT) kodiert das menschliche Genom noch fiir
zwei Transketolase-/ike Proteine, das Transketolase-like Protein 1 und 2 (TKTL1 und
2), die eine groBe Sequenziibereinstimmung mit der TKT aufweisen (Coy et al., 2005;
Schneider et al., 2012). Trotz der engen Verwandtschaft der drei Gene sind auch einige
Unterschiede auszumachen. Das TKTL1-Gen befindet sich in der chromosomalen Re-
gion Xq28 (Coy et al., 2005; Coy et al., 1996) und damit in einer der Regionen, deren
Gene verstdrkt in Malignomen sowie im Rahmen des Zellzyklus transkribiert werden
(Glinsky et al., 2003a; Glinsky et al., 2003b). Das TKT- und das TKTL2-Gen befinden
sich dagegen nicht in einer derartigen chromosomalen Region (Coy et al., 2005). Wéh-

rend sich das TKT-Gen am Genlocus 3p21.1 befindet (https://www.ncbi.nlm.
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nih.gov/gene/7086), ist das TKTL2-Gen am Genort 4q32.2 lokalisiert (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/gene/84076). Das TKT- und das TKTLI1-Gen haben eine dhnliche
Genstruktur, wiahrend das TKTL2-Gen ein intronloses Gen darstellt (Coy et al., 2005).
Die reifen mRNA-Transkripte sowohl des TKT- als auch des TKTL2-Gens besitzen
Exon 3 Sequenzen oder Sequenzen, die homolog zu Exon 3 sind, wohingegen das
TKTL1-mRNA-Transkript aufgrund einer Deletion das Exon 3 nicht beinhaltet (Coy et
al., 2005; Coy et al., 1996). Somit fehlen dem TKTLI1-Protein im Vergleich 38 Amino-
sdurereste (Schneider ef al., 2012). Stromabwirts dieser Deletion betrdgt die Sequenz-
tibereinstimmung zwischen TKTL1 und TKT 66 % auf DNA-Ebene und 63 % auf Pro-
teinebene (Coy et al., 2005). Die Ubereinstimmung der Sequenzen zwischen TKTL1
und TKTL2 ist, mit 80 % auf DNA-Ebene und 77 % auf Proteinebene (Coy et al.,
2005), noch groBer. Aufgrund dieser groBen Ahnlichkeit zwischen TKTL1 und TKTL2
stellten Coy et al. (2005) die Theorie auf, dass vor der Deletion von Exon 3 moglicher-
weise eine intakte Kopie von TKTL1 iiber ein reverse Transkriptase vermitteltes Ereig-
nis, welches nicht genauer spezifiziert wird, in das Genom integriert wurde und so
TKTL2 entstand.

Wihrend die enzymatische Funktion der genuinen TKT klar definiert ist (siehe 1.5.1
und Abbildung 1.2), wurde die biochemische und enzymatische Funktion von TKTL2
bisher nicht ausreichend untersucht und ist daher noch weitgehend unklar (Mitschke et
al., 2010; Schneider et al., 2012). Mitschke et al. (2010) stellten jedoch mittels Ver-
gleich der Sequenzen von TKT und TKTL2 auf Proteinebene fest, dass TKTL2 zahlrei-
che Aminoséurereste fehlen, die fiir die Substratbindung und Katalyse erforderlich sind.
Die Autoren gehen daher von einer, wenn iiberhaupt vorhandenen, lediglich geringen
enzymatischen Transketolaseaktivitdt von TKTL2 aus (Mitschke et al., 2010). Auch die
Eigenschaften von TKTLI1, insbesondere die Expression des Proteins in soliden Tumo-
ren, seine Rolle bei der Proliferation und dem Metabolismus von Tumorzellen sowie
seine mogliche enzymatische Aktivitit sind nicht vollstdndig geklirt und werden in der

verfiigbaren Literatur sehr kontrovers diskutiert.

1.5.3 Das Transketolase-/ike Protein 1

1.5.3.1 TKTL1-Expression in Malignomen

Nach seiner Erstbeschreibung durch Coy et al. (1996) riickte das Transketolase-/ike
Protein 1 (TKTL1) in den letzten Jahren zunehmend in den Mittelpunkt vieler Tumor-

studien. Den Grundstein dafiir legten wiederum Coy et al. (2005), die in ihrer Publikati-
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on TKTLI als das einzige Mitglied der Enzymfamilie beschrieben, das in Karzinomen
tiberexprimiert ist. TKT- und TKTL2-Transkripte hingegen zeigten in den von den Au-
toren untersuchten Karzinomgeweben keine Uberexpression im Vergleich zu den ent-
sprechenden gesunden Geweben (Coy et al., 2005; Langbein et al., 2006). Es folgten
zahlreiche Publikationen, in denen eine Uberexpression von TKTL1 in den verschie-
densten soliden Tumoren wie Mamma- (Foldi ez al., 2007; Schmidt et al., 2010), Zer-
vix- (Kohrenhagen et al., 2008), Ovarial- (Krockenberger et al., 2007; Schmidt et al.,
2008), Magen- (Song et al., 2015), Kolorektal- (Ahopelto et al., 2016; Bentz et al.,
2013; Diaz-Moralli et al., 2011; Schwaab et al., 2011), Osophagus- (Li et al., 2015; Shi
et al., 2015), Urothel- (Langbein et al., 2006), Nierenzell- (Langbein et al., 2008),
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (Kayser et al., 2011; Schultz et al., 2008),
malignen Melanomen (Jayachandran et al., 2016) und Karzinomen des Kopf-Hals-
Bereichs (Grimm et al., 2014; Grimm et al., 2013; Jia et al., 2015; Sun et al., 2010;
Volker et al., 2007) beschrieben wurde. Die TKTL1-Uberexpression wurde dabei in
vielen Fillen als Vorhersage einer schlechten Uberlebensprognose der Patienten gese-
hen (Ahopelto et al., 2016; Grimm et al., 2013; Jayachandran et al., 2016; Kayser et al.,
2011; Krockenberger et al., 2007; Langbein et al., 2008; Langbein et al., 2006; Lange et
al., 2012; Schwaab et al., 2011; Shi et al., 2015; Song et al., 2015; Volker et al., 2007).
Im Fall von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs und malignen Melano-
men wurde die Uberexpression von TKTLI1 in Verbindung mit einer Hypomethylierung
des TKTL1-Promotors gebracht (Jayachandran et al., 2016; Sun et al., 2010).

Dariiber hinaus wurde TKTLI1 eine bedeutende Rolle bei der Proliferation verschiede-
ner Tumorzelllinien zugeschrieben. So konnte nach einer Suppression von TKTL1 mit-
tels RNA-Interferenz eine Hemmung der Proliferation der Kolonkarzinomzelllinien
LoVo (Hu et al., 2007) und HCT-116 (Diaz-Moralli et al., 2016; Xu et al., 2009), der
Magenkarzinomzelllinie AGS (Yuan ef al., 2010), der Pharynxkarzinomzelllinie FaDu
(Smith et al., 2009), der Zervixkarzinomzelllinie HeLa (Chen et al., 2009), der Leuka-
miezelllinie THP-1 und der Prostatakarzinomzelllinie PC-3M (Diaz-Moralli et al.,
2016), den Osophaguskarzinomzelllinien TE-1, KYSE150 (Li et al., 2015) und EC1
(Shi et al., 2015) sowie der Melanomzelllinie LM-MEL-59 (Jayachandran et al., 2016)
beobachtet werden. Im Fall der Osophaguskarzinomzelllinien TE-1 und KYSE150 re-
sultierte die Herabregulation von TKTL1 aullerdem in einem Anstieg der Apoptoserate
(Li et al., 2015). Auch in den Nasopharynxkarzinomzelllinien CNE2 und HONEI1 fiihr-

te die TKTLI1-Suppression zu einer signifikanten Reduktion des Zelliiberlebens und zu



1 EINLEITUNG 23

einem Anstieg der Apoptoserate (Dong & Wang, 2017). Dariiber hinaus stellten Smith
et al. (2009) und Sun et al. (2010) mittels ektoper TKTL1-Expression in den Karzinom-
zelllinien des Kopf-Hals-Bereiches JHU-O11 und JHU-O28 eine gesteigerte Prolifera-
tion der TKTL1-liberexprimierenden Zellen fest. Diese in vitro Experimente konnten
von Sun et al. (2010) und Yuan et al. (2010) mittels Xenotransplantation auch in vivo
bestdtigt werden. Chen et al. (2009) und Hu et al. (2007) konnten in den jeweils unter-
suchten Karzinomzelllinien ein hoheres Expressionsniveau des TKTL1-Gens im Ver-
gleich zu dem des TKT- und TKTL2-Gens feststellen.

Die potenzielle Beteiligung von TKTL1 bei der Karzinogenese, der Proliferation von
Tumorzellen und die Uberexpression in soliden Tumoren gaben Anlass dazu, TKTLI
als neuen Bio- beziehungsweise (bzw.) Tumormarker (Feyen et al., 2012; Foldi et al.,
2007; Grimm et al., 2013; Kayser et al., 2011; Langbein et al., 2008; Li et al., 2016;
Staiger et al., 2006; Xu et al., 2009), als potenzielles neues Onkogen (Smith et al.,
2009; Sun et al., 2010) oder auch als Tumorsuppressorgen (Li et al., 2016), als neues
Cancer-Testis-Antigen (Djureinovic et al., 2016) sowie als mogliches Ziel fiir die Anti-
tumortherapie in Betracht zu ziehen (Chen et al., 2009; Diaz-Moralli et al., 2016; Diaz-
Moralli et al., 2011; Dong & Wang, 2017; Foldi et al., 2007; Fritz et al., 2012; Frohlich
et al., 2009; Grimm et al., 2014; Jayachandran et al., 2016; Jia et al., 2015; Kayser et
al., 2011; Krockenberger ef al., 2010; Krockenberger et al., 2007; Langbein et al., 2008;
Langbein et al., 2006; Li et al., 2015; Shi et al., 2015; Staiger et al., 2006; Volker et al.,
2008; Volker et al., 2007; Xu et al., 2009; Yuan et al., 2010). Wie unter 1.5.1 bereits
beschrieben, konnte durch Inhibition von Transketolase-katalysierten Reaktionen mit-
tels Oxythiamin eine Wachstumshemmung von Tumorzellen in vitro und in vivo nach-
gewiesen werden (Boros ef al., 1997; Rais et al., 1999). Da TKTL1 das Mitglied der
Enzymfamilie zu sein scheint, welches in der Hauptsache in Malignomen {iberexpri-
miert ist, gehen einige Autoren davon aus, dass TKTLI1 das relevante Ziel fiir Anti-
Transketolasetherapien in Karzinomen ist (Coy et al., 2005; Kayser et al., 2011,
Langbein et al., 2006; Staiger et al., 2006). Beziiglich der Verwendung von TKTL1 als
Tumormarker wurden bereits Untersuchungen zur Anwendung des sog. Epitop-
Detektion-in-Monozyten(EDIM)-TKTL1-Bluttests veroffentlicht. Dieser Test beruht
auf einem Nachweis von TKTLI in zirkulierenden Makrophagen, welche zuvor Tumor-
zellen aufgenommen haben, und soll der frithen Detektion von soliden Tumoren, Rezi-
diven und Metastasen sowie der Beurteilung des Erfolges einer operativen Tumorresek-

tion dienen (Coy, 2017; Feyen et al., 2012; Grimm et al., 2016a; Grimm et al., 2016b;
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Grimm et al., 2016¢; Grimm et al., 2013; Jansen & Coy, 2013; Jansen & Walach, 2016;
Todenhofer et al., 2017).

Beziiglich der pathophysiologischen Relevanz von TKTL1 in Malignomen existieren in
der verfiigbaren Literatur jedoch auch gegenteilige Beobachtungen. So konnten
Jayachandran et al. (2016) in Melanomzelllinien mit hoher TKTL1-Expression nach
einer Behandlung mit Oxythiamin keine Hemmung der Proliferation der Zellen feststel-
len. Auch in der Mehrzahl der von Frohlich et al. (2009) untersuchten Schilddriisenkar-
zinomzelllinien mit hoher TKTL1-Expression wies Oxythiamin eine unzureichende
Wirksamkeit auf. Mayer et al. (2010) konnten in ihrer Publikation eine Expression von
TKTLI in benignen Leiomyomen nachweisen, welche in ihrer Ausprdgung dhnlich zu
der von Coy et al. (2005), Langbein et al. (2006) und Langbein ef al. (2008) beschrie-
benen Expression in Malignomen ist. Zudem konnten Mayer ef al. (2010) in sechs ver-
schiedenen Karzinomzelllinien (HeLa, MCF-7, A549, HT1080, M21, TF-1) eine klare
Expression von TKT-Transkripten nachweisen, wohingegen TKTLI1- und TKTL2-
Transkripte nicht oder lediglich schwach detektiert werden konnten. Die Autoren vertre-
ten daher die Ansicht, dass der Metabolismus maligner Zellen nicht von TKTLI regu-
liert wird und sehen aufgrund ihrer Untersuchungen keinen Anhalt dafiir, dass die Ex-
pression des Proteins mit Malignomen assoziiert ist (Mayer et al., 2010). Auch
Kéammerer et al. (2015) konnten eine TKTL1-Expression auf Transkriptebene nur in
zweil (JAR und U251) der siebzehn untersuchten Karzinomzelllinien nachweisen und
beschrieben die TKTL1-Expression als eher seltenes Ereignis in einer breiten Auswahl

von Zelllinien.

1.5.3.2 Die enzymatische Aktivitat von TKTL1

Voraussetzung fiir eine Beteiligung von TKTL1 am Stoffwechsel und an der Prolifera-
tion von Tumorzellen ist, dass es sich bei dem Protein um eine enzymatisch aktive
Transketolase handelt. Der Hauptunterschied zwischen dem TKTL1- und dem TKT-
Protein liegt in der bereits erwidhnten Deletion (siehe 1.5.2) von 38 Aminosdureresten
am N-Terminus des TKTLI1-Proteins (Coy et al., 2005; Maslova et al., 2012;
Meshalkina et al., 2013; Mitschke et al., 2010; Schneider ef al., 2012). Diese fehlenden
Aminoséurereste sind Teil des aktiven Zentrums der TKT, also der Substratbindungs-
stelle. Sie beinhalten u. a. die Reste Histidin an Position 77 (His77) und Histidin an Po-
sition 110 (His110), die in den TKT-Sequenzen verschiedener Organismen zu 100 %

konserviert sind (Schenk et al., 1997) und eine kritische Rolle bei der Bindung des Ko-
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faktors sowie bei der Substratbindung und Katalyse spielen (Maslova et al., 2012;
Mitschke et al., 2010; Schneider et al., 2012). Coy et al. (2005) gingen davon aus, dass
das Fehlen des His110-Restes, welcher homolog zu His103 der TKT aus Saccharomy-
ces cerevisiae (Hefe) ist, dem Protein TKTL1 ein verdndertes Substratspektrum, einen
verdnderten Reaktionsmodus sowie eine verdnderte Thiaminaffinitét verleiht. Beziiglich
der Funktion von His103 in der TKT der Hefe konnte nachgewiesen werden, dass eine
Mutation in diesem Aminosdurerest der TKT eine Ein-Substrat-Reaktion mit X5P als
alleiniges Substrat ermoglicht (Selivanov et al., 2004; Wikner et al., 1995). Coy et al.
(2005) schrieben dem TKTLI1-Protein daher ebenso diese Fahigkeit zu und beschrieben
die enzymatische Umsetzung von X5P als alleiniges Substrat zu GAP und einer C2-
Einheit (wahrscheinlich Acetyl-CoA) durch TKTLI1 in ihren Experimenten. Daneben
konnten die Autoren jedoch auch die fiir die TKT typische enzymatische Reaktion (sie-
he 1.5.1) beobachten, wobei TKTL1 die zwei Substrate X5P und Ribose-5-Phosphat
umsetzte (Coy et al., 2005). Die Annahme von Coy et al. (2005), dass das Fehlen des
His110-Restes im TKTLI1-Protein zur beschriebenen Ein-Substrat-Reaktion fiihrt, wur-
de von Diaz-Moralli et al. (2016) in ihren Experimenten unterstiitzt, indem die Autoren
TKTL1 in THP-1 Zellen supprimierten und anschliefend die Umsetzung von isotopen-
markierter Glukose zu isotopenmarkiertem Laktat im Pentosephosphatweg untersuch-
ten. Auch Ahn et al. (2016), die ebenfalls Versuche mit isotopenmarkierter Glukose und
deren Flussanalyse in CHO Zellen durchfiihrten, gehen in ihrer Publikation von dieser
Ein-Substrat-Reaktion aus, bei der Acetyl-CoA entsteht.

Hu et al. (2007), Chen et al. (2009), Yuan et al. (2010), Shi et al. (2015) und Diaz-
Moralli et al. (2016) stellten nach Repression des TKTL1-Gens in verschiedenen Karzi-
nomzelllinien eine Reduktion der Gesamt-TKT-Aktivitit fest und schlussfolgerten da-
raus, dass TKTLI1 eine wesentliche Rolle in der Gesamtaktivitdt der TKT spielt.

Es bestehen jedoch auch gegensitzliche Ansichten in der Literatur beziiglich der poten-
ziellen enzymatischen Funktion von TKTL1. Wihrend Coy et al. (2005) den Schluss
zogen, dass das TKTL1-Gen fiir eine enzymatisch aktive Transketolase mit ungew6hn-
lichen enzymatischen Fahigkeiten kodiert, demonstrierten Schneider et al. (2012) und
auch Meshalkina ef al. (2013) mit einer gentechnisch erzeugten Deletionsvariante der
TKT als Modell fiir TKTL1, dass das Fehlen der besagten 38 Aminosédurereste die vol-
lige Inaktivitdt der TKT bewirkt. Nach Ansicht der Autoren wird dadurch die Bedeu-
tung dieser Sequenz fiir die enzymatische Aktivitit unterstrichen (Schneider et al.,

2012). Maslova et al. (2012) und Mitschke et al. (2010) stellten nach einem Abgleich
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der Aminosduresequenzen zwischen der humanen TKT und TKTLI fest, dass dem
TKTLI1-Protein nicht nur einige fiir die Substratbindung erforderlichen Aminoséureres-
te, sondern auch einige fiir die Katalyse und Bindung des Kofaktors essenzielle Amino-
sdurereste fehlen und daher auch keine TKT-Aktivitit erwartet werden kann. Beziiglich
des Fehlens von His110 in der Aminosduresequenz von TKTL1 wurde in fritheren Stu-
dien bereits beobachtet, dass jeglicher Ersatz von His110 die humane TKT inaktiviert
(Mitschke et al., 2010; Singleton et al., 1996).

1.5.3.3 TKTL1 und der Stoffwechsel von Tumoren

Coy et al. (2005) postulierten in ihrer Publikation, basierend auf den von ihnen ange-
nommenen verdnderten enzymatischen Eigenschaften von TKTLI1, einen neuen Stoff-
wechselweg, der die aerobe Glykolyse von Tumorzellen (,,Warburg-Effekt*), Kompli-
kationen des chronischen Diabetes, vaskuldre Schadigungen, den Alterungsprozess und
neurodegenerative Krankheiten miteinander verbindet. Beziiglich des Tumorstoffwech-
sels ermdglicht laut Coy et al. (2005) eine erhohte TKTL1-Aktivitit im nicht-oxidativen
Abschnitt des Pentosephosphatweges einen vermehrten anaeroben Glukoseabbau (zu
Pyruvat und Laktat). Anaerobe Bedingungen kommen innerhalb von Tumoren hiufig
vor (siehe auch 1.3), sodass den Tumorzellen damit die Moglichkeit gegeben wird, sich
an ein Wachstum ohne Sauerstoff zu adaptieren (Coy et al., 2005). Eine mogliche Er-
klarung fiir den ,,Warburg-Effekt“, also dafiir, dass Tumorzellen auch dann noch Gluko-
se zu Laktat abbauen, wenn Sauerstoff vorhanden ist, sehen Coy ef al. (2005) in der von
ihnen detektierten Ein-Substrat-Reaktion von TKTLI1. Das im Rahmen dieser Reaktion
entstandene Acetyl-CoA soll dabei iiber eine negative Riickkopplung den Abbau von
Pyruvat zu Acetyl-CoA und CO; in den Mitochondrien (was in Anwesenheit von Sauer-
stoff geschieht) hemmen, woraufthin Pyruvat und schlieBlich Laktat akkumulieren. Ins-
besondere invasive Tumoren erhalten hierdurch einen selektiven Wachstumsvorteil, da
die Matrixdegradation und Tumorinvasion in benachbarte Gewebe erleichtert wird (Coy
et al., 2005). Passend hierzu konnten Langbein et al. (2006), Li et al. (2015), Song et al.
(2015) und Jayachandran et al. (2016) eine positive Korrelation zwischen der TKTL1-
Expression und der Invasion von soliden Tumoren oder Karzinomzelllinien herstellen.
Zudem sind Coy et al. (2005) der Ansicht, dass das durch die Ein-Substrat-Reaktion
entstandene Acetyl-CoA bei Anwesenheit von Sauerstoff iiber den Citratzyklus und die
Atmungskette oxidiert wird und so eine effiziente Energieversorgung der Tumorzellen

mit ATP gewéhrleistet werden kann (Coy ef al., 2005). Laut Coy et al. (2005) wére also
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aufgrund der Moglichkeit, dass TKTL1 zusétzlich zur herkdémmlichen Zwei-Substrate-
Reaktion auch die beschriebene Ein-Substrat-Reaktion umsetzen kann, ein anaerober
Glukoseabbau (auch bei Anwesenheit von Sauerstoff) moglich, der gleichzeitig mehr
Energie zur Verfiigung stellt als die Glykolyse. Karzinomen mit einer Uberexpression
von TKTLI1 wire es nach Angabe der Autoren somit moglich, groe Mengen an Gluko-
se zu verbrauchen und entsprechend grole Mengen an Laktat zu generieren. Diese Tu-
moren wiirden damit von erhohten Blutzuckerspiegeln profitieren (Coy et al., 2005).
Basierend auf dieser Annahme wird seit einigen Jahren eine ,,ketogene Diét* fiir Krebs-
patienten beworben, die eine strenge Kohlenhydratrestriktion in Verbindung mit einer
fett- und eiweilreichen Erndhrung vorsieht, mit dem Ziel, dem Tumor die fiir ihn essen-
zielle Glukose vorzuenthalten und so das Tumorwachstum zu begrenzen (Chung &
Park, 2017; Coy & Franz, 2009; Coy et al., 2005; Jansen & Walach, 2016; Kimmerer et
al., 2016; Kammerer et al., 2010). Diese Diédten werden jedoch sehr kontrovers disku-
tiert (Jacob & Weis, 2012) und von Fachgesellschaften wie der Deutschen Krebsgesell-
schaft oder der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung derzeit nicht empfohlen (siche
Stellungnahme zur ketogenen und kohlenhydratarmen Diét der Deutschen Krebsgesell-
schaft unter www.krebsgesellschaft.de und Presseinformation der Deutschen Gesell-
schaft fiir Erndhrung e.V. unter www.dge.de).

Passend zu den Annahmen von Coy ef al. (2005) resultierte eine Suppression von
TKTL1 in der Melanomzelllinie LM-MEL-59 (Jayachandran et al., 2016) und in der
Kolonkarzinomzelllinie HCT-116 (Xu et al., 2009) in einer Reduktion des Glukose-
verbrauchs sowie der Laktatproduktion und umgekehrt bewirkte die ektope Expression
von TKTL1 in der Melanomzelllinie LM-MEL-44 einen vermehrten Glukoseverbrauch
und eine erhohte Laktatproduktion (Jayachandran et al., 2016). Die Autoren schlussfol-
gerten daraus, dass TKTLI1 die aerobe Glykolyse in Melanomen fordert (Jayachandran
et al., 2016). Kdmmerer ef al. (2015) hingegen konnten in den von ihnen untersuchten
Karzinomzelllinien keinen Zusammenhang zwischen einer TK TL1-Expression und dem
Glukoseverbrauch sowie der Laktatproduktion feststellen.

Wie bereits zuvor beschrieben (siehe 1.3) ist der ,,Warburg-Effekt”, also die aerobe
Glykolyse, ein hdufiges Phdnomen in Karzinomen. Sun ef al. (2010) postulieren in ihrer
Publikation ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der TKTL1-Uberexpression in
Malignomen und der aeroben Glykolyse. Den zugrunde liegenden Mechanismus be-
schreiben sie dabei wie folgt: Die Uberexpression von TKTL1 im Pentosephosphatweg

fiihrt zu einer erhohten Produktion von Fruktose-6-Phosphat und GAP, welche in die
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Glykolyse eingespeist werden. Die damit einhergehende gesteigerte Bildung von Pyru-
vat und Laktat resultiert letztlich in der konstitutiven normoxischen Stabilisierung von
HIF-1, wodurch die aerobe Glykolyse auch unter Anwesenheit von Sauerstoff unterhal-
ten wird (Sun et al., 2010) (sieche auch 1.3). Die Autoren gehen dabei allerdings nur von
der klassischen Zwei-Substrate-Transketolasereaktion aus (Sun et al., 2010). Setzt man
diese enzymatische Reaktion im nicht-oxidativen Teil des Pentosephosphatweges vor-
aus, kann eine Uberexpression von TKTLI iiber eine erhohte Produktion von Ribose-5-
Phosphat und die damit einhergehende Moglichkeit zur Nukleinsduresynthese auch die

Tumorzellproliferation unterstiitzen.

1.6 Zielsetzung

Seit seiner Erstbeschreibung wurde TKTL1 eine gro3e Bedeutung im Stoffwechsel von
Tumoren und damit auch eine potenzielle klinische Relevanz zugesprochen. In zahlrei-
chen Publikationen wurde die Uberexpression des Proteins in soliden Tumoren und eine
damit verbundene schlechte Prognose der Patienten beschrieben und TKTL1 daher als
prognostischer Marker und potenzielles therapeutisches Ziel bei der Krebstherapie an-
gesehen. Eine erhohte Proliferation von Tumorzellen sowie die aerobe Glykolyse
(,, Warburg-Effekt*) in Tumoren wurden in Zusammenhang mit TKTLI gebracht. Der
Nachweis von TKTL1 erfolgte dabei sowohl auf Proteinebene mittels Immunhistoche-
mie, Immunzytochemie und Immunoblot als auch auf Transkriptebene. Bei Durchsicht
der vorhandenen Literatur fiel auf, dass die Expressionsmuster von TKTLI nicht ein-
heitlich waren, insbesondere was die biochemische Detektion in Immunoblots betrifft.
Hier konnten in den einzelnen Publikationen Proteinbanden verschiedener GroBen fest-
gestellt werden. Zudem war interessant, dass die absolute Mehrzahl der immunhisto-
chemischen Experimente, mit denen eine Uberexpression von TKTLI in zahlreichen
Karzinomen nachgewiesen wurde, an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten und mit
Citrat behandelten Geweben durchgefiihrt wurde. Ein formaler Nachweis der TKTL1-
Uberexpression an nativem Gewebe fehlte. Auch beziiglich des Nachweises von
TKTL1 auf Transkriptebene in verschiedenen malignen Zelllinien und hinsichtlich der
Beteiligung von TKTL1 am Stoffwechsel maligner Zellen fanden sich auffallend dis-
krepante Ergebnisse in der Literatur.

Dies gab Anlass eigene Untersuchungen zur TKTL1-Expression und -Funktion durch-
zufithren. Zunichst sollte die Expression von TKTL1 in verschiedenen Karzinomzellli-

nien mit unterschiedlichen Methoden untersucht werden. Dafiir war sowohl die Analyse
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der Expression auf Proteinebene mittels Immunoblot und Immunzytochemie als auch
auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR vorgesehen. Um ein eindeutiges Expressionsmuster
des interessierenden Proteins TKTL1 mit genuin negativen und positiven Zellen als
Kontrollen fiir diese Experimente zu erhalten, sollte zuvor ein stabiles Expressionssys-
tem fiir TKTLI etabliert werden. Zudem sollte die Expression von TKTL1 mittels Im-
munhistochemie in nativem, kryokonserviertem Karzinomgewebe im Vergleich zu
Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem und HOPE-fixiertem, Paraffin-einge-
bettetem Gewebe untersucht werden, um mogliche Unterschiede in den Expressions-
mustern zu eruieren. Ein weiteres Ziel war die Untersuchung der TKTL1-Funktion. Es
sollte der Frage nachgegangen werden, ob die TKTL1-Expression Zellen einen Prolife-
rationsvorteil verschafft. Hierfiir sollte zunichst das generierte Uberexpressionssystem
in Form stabiler Transfektanten verwendet werden. Weitere Experimente sollten sich

aus den gewonnenen Resultaten ergeben.
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2 MATERIAL
2.1 Antikorper

Tabelle 1: Verwendete Antikdrper

Antikorper (Katalognummer) Herkunft/Isotyp Bezugsquelle
c e |

Anti-Aktin (sc-1616) Ziege/lgG Santa Cruz, Kalifornien (USA)

Anti-Maus biotinyliert (BA-2000) Pferd/IgG Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Anti-TKTLI, Klon JFC12T10 (T001) | Maus/IgGy, Freundlicherweise von Dr. M. Bohl (R-
Biopharm) zur Verfiigung gestellt.

HRP Anti-Maus (R 0480) Ziege/lgG Dako, Glostrup (Danemark)

HRP Anti-Ziege (P0449) Kaninchen/IgG Dako, Glostrup (Danemark)

Isotyp Kontrolle (M5534) Maus/IgGy, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen

2.2 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Alle nicht aufgeflihrten und in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien

wurden von Amersham Biosciences, Merck oder Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Artikel

Acrylamid, Protogel ultra pure

Bezugsquelle

Schréder Diagnostics, Stuttgart

Agar

Invitrogen, Karlsruhe

Agarose

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC), Tabletten

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Ammonium Persulfat

Bio-Rad, Kalifornien (USA)

Anorganische Salze, Sduren, Basen

Merck KGaA, Darmstadt

Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Aquatex

Merck KGaA, Darmstadt
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Azeton

Merck KGaA, Darmstadt

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Citratpuffer pH 6,0 (Target Retrieval Solution)

Dako, Glostrup (Dédnemark)

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Dimethylformamid

Merck KGaA, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck KGaA, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Biochrom AG, Berlin

ECL Blotting Substrate

Pierce, Rockford (USA)

Ethidiumbromid

Merck KGaA, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

FACS Flow

Becton Dickinson, Heidelberg

Fetales Kélberserum (FKS)

Biochrom AG, Berlin

Formaldehydlosung 37 %

Merck KGaA, Darmstadt

Glycin Serva GmbH, Heidelberg
Glyzerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
HOPE® II Losung DCS GMBH & CO. KG, Hamburg

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Sub-

strate

Millipore GmbH, Schwalbach

Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

L-Glutamin

Biochrom AG, Berlin

Luria Broth (Miller’s Modification)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Mayers Hdmalaunldsung

Merck KGaA, Darmstadt

Milchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Natriumacetat Merck KGaA, Darmstadt
Natriumazid Merck KGaA, Darmstadt

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Normalserum vom Pferd 2,5 %

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Nukleotide (AINTPs, dATPs)

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Organische Losungsmittel, Alkohole

Merck KGaA, Darmstadt

Paraffin, Roti®-Plast

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Paraformaldehyd

Merck KGaA, Darmstadt

PBS-Tabletten (Phosphate Buffered Saline)

Invitrogen, Karlsruhe

PCR Reagenzien

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Penicillin-Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Plasmocin InvivoGen, San Diego (USA)
Propidiumiodid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Puromycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Amersham Biosciences, Freiburg

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen

Transfektionsreagenz ,,MATra-A“

IBA GmbH, Goéttingen

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Merck KGaA, Darmstadt

Triton® X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Trypanblau Biochrom AG, Berlin
Trypsin / EDTA L&sung Biochrom AG, Berlin
Tween® Serva GmbH, Heidelberg

Wasserstoffperoxid (30 %)

Merck KGaA, Darmstadt

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-beta-D-
galactopyranosid)

Biomol GmbH, Hamburg

Xylol

Merck KGaA, Darmstadt

Tabelle 3: Verwendete Kits

Kit Bezugsquelle
BCA™ Protein Assay Kit Pierce, Rockford (USA)
HOPE® I Kit DCS GMBH & CO. KG, Hamburg

Jetstar Plasmid Purification Maxi Kit

Genomed GmbH, Lohne

NucleoSpin® Extract IT Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

NucleoSpin® Plasmid QuickPure Kit

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren

PCR Cloning Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Reverse Transcription System

Promega, Madison (USA)
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RNase-Free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden
Vectastain® Elite ABC Kit (Standard) Vector Laboratories, Burlingame (USA)

2.3 Enzyme und GroRenmarker

Tabelle 4: Eingesetzte Enzyme

Enzym Bezugsquelle

Restriktionsenzyme, Puffer Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

New England BioLabs, Schwalbach

Proteinase Typ XXIV Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
RNase A Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
T4 DNA Ligase, Puffer Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Taq-DNA-Polymerase Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Tabelle 5: Eingesetzte GroBBenmarker

Standard Bezugsquelle
Gene Ruler™ DNA-Ladder (50 bp, 1 kb) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
ProteingrofBenstandard ,,.BenchMark™< Invitrogen, Karlsruhe

2.4 Gerate

Tabelle 6: Verwendete Gerite

Geriit Hersteller

—
Agarosegel-Elektrophorese-Dokumentation Cybertech CS1, Berlin
Agarosegel-Elektrophoresekammern Amersham Biosciences, Freiburg
Blotting Kammer Bio-Rad, Kalifornien (USA)
CO,-Inkubator Edelstahl CB 150 Binder, Tuttlingen

Durchflusszytometer ,,F ACSCalibur™ Becton Dickinson, Heidelberg
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Elektrophorese-Netzgerite

Bio-Rad, Kalifornien (USA)

ELISA-Reader EIx800

Bio-Tek Instruments, Winooski (USA)

Filmentwicklungskassette

Amersham Biosciences, Freiburg

Filmentwicklungsmaschine

Optimax Laborgerite, Heidelberg

Fluoreszenzmikroskop ,,Axiovert 200

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Gefriermikrotom CM 1900

Leica, Bensheim

Gefrierschrank (-20°C, -80°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Gewebeeinbettautomat ,,Shandon Hypercenter

XP“

Shandon GmbH, Frankfurt am Main

Glaswaren Schott

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Inkubator fiir Zellkultur, CO,-begast

Heraeus, Hanau

Kiihlschrank (4°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Magnetriihrer mit Heizblock

Janke & Kunkel, Staufen

Mikroliter-Pipetten

Abimed, Langenfeld

Mikrowelle

AEG, Berlin

Phasenkontrastmikroskop ,,Standard 25

Carl Zeiss AG, Oberkochen

pH-Meter

WTW, Weilheim

RoboCycler® Gradient 96

Stratagene, La Jolla (USA)

Rotationsmikrotom RM 2135

Leica, Bensheim

Schiittelinkubatoren Certomat®

Braun Biotech, Melsungen

Sicherheitswerkbank Klasse II

Heraeus, Hanau

Stickstoff-Kiihllagereinrichtung

Messer Cryotherm, Kirchen/Sieg

Thermomixer Comfort

Eppendorf AG, Hamburg

UV-Mikrophotometer ,,GeneQuant Pro*

Pharmacia, Erlangen

Vortex Mixer

IKA Works, Inc., Wirmington (USA)

Waage CP 4202 S

Sartorius, Gottingen

Zentrifugen

Eppendorf AG, Hamburg
Sorvall, Bad Homburg

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen

Zyto-System

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
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2.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel

3 MM Whatman-Papier

Hersteller

Bender & Hobein GmbH, Miinchen

Einmalpipetten

Costar, New York (USA)

FACS-Rohrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Miinchen

Kryogefilie

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold

Objekttrager SuperFrost® Plus

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Parafilm American National Can, Menasha (USA)
PCR Softstrips Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Pipettenspitzen Gilson International, Bad Camberg

Pipettenspitzen (gestopft)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

QiaShredder™

Qiagen GmbH, Hilden

Rohrchen, steril, Zellkultur

Becton Dickinson, Heidelberg

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold

Skalpelle

pfm medical AG, Koln

Sterilfilter

Millipore GmbH, Schwalbach

Tissue-Kassetten

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Tissue-Tek® Cryomold® Einbettgefille

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen

Transfermembran Immobilon-P (0,45 pm)

Zefa-Laborservice GmbH, Harthausen

Zahlkammern Fast Read 102

Biosigma, Cona (Italien)

Zellkulturflaschen und -schalen

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold

Zellkultur-Multiloch-Platten

Becton Dickinson, Heidelberg

ZentrifugengefdBe 1,5 / 2ml

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifugengefale 1,5 ml (Nucleasefrei)

Costar, New York (USA)
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2.6 Dienstleistungen

Tabelle 8: In Anspruch genommene Dienstleistungen

Dienstleistung Firma
|

DNA-Sequenzierung Sequiserve, Vaterstetten

Oligonukleotidsynthese Metabion international AG, Martinsried

2.7 Plasmide

Tabelle 9: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Bezugsquelle
_
141pCAG-A Kontrollvektor, ohne Insertionen, Puromycinre- Prof. Bornkamm (Helm-
(141 pCAG-3SIP) sistenz, CMV, SV40, IRES holtz Zentrum Miinchen)
141pCAG-TKTL1 TKTL1 in 141pCAG-A Im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit kloniert
pBluescriptR-TKTL1 TKTL1 in pBluescriptR, Ampicillinresistenz, ImaGenes, Berlin
T3/T7, pUC
pDrive Klonierungsvektor, Ampicillin-/Kanamycinresis- | Qiagen GmbH, Hilden
tenz, T7/Sp6

2.8 Oligonukleotide

2.8.1 Primer

Tabelle 10: Verwendete Primer

Primer Sequenz (5°-3°) Bezugsquelle
——————————

RT-PCR:

GAPDH-FW TGTCGCTGTTGAAGTCAGAGGAGA Metabion international AG, Martinsried

GAPDH-BW AGAACATCATCCCTGCCTCTACTG Metabion international AG, Martinsried

TKTLI1-FW GGACAATCTTGTGGCAACCT Metabion international AG, Martinsried

TKTL1-BW GTGTCACCATCCAGCACAAC Metabion international AG, Martinsried
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Klonierung:

FW-TKTL1- GTTGCTAGCGCCGCCACCATGGCG- Metabion international AG, Martinsried
Nhel GATGCTGAGGCGAGG

BW-TKTLI- GGTCTCGCTAGCTTACTATTAGTT- Metabion international AG, Martinsried
Nhel CAGCAACATGCATTT

2.8.2 siRNA (short interfering RNA)

Tabelle 11: Verwendete siRNAs

SiRNA Sequenz (5°-3%) Bezugsquelle
e ————————— ———— ——— ———
TKTL1-siRNA | GUCGUUUGUGGAUGUGGCA dTdT Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

TKTL1-siRNA | UGCCACAUCCACAAACGAC dTdT Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Kontroll-siRNA | UCGUCCGUAUCAUUUCAAU dTdT Eurogentec, Seraing (Belgien)

Kontroll-siRNA | AUUGAAAUGAUACGGACGA dTdT Eurogentec, Seraing (Belgien)

2.9 Bakterien

Tabelle 12: Verwendete Bakterienstimme

Bakterienstamm | Beschreibung Bezugsquelle
e —————

E. coli DH10B F-, endAl, recAl, galE15, galK16, nupG, rpsL, Al- | Invitrogen, Karlsruhe
acX74, ®80lacZAMI1S, araD139, A(ara, leu) 7697,
mcrA, A(mrr-hsdRMS-merBC), A-

E. coli DH5a F-, F80dlacZDM15, D(lacZYA-argF), U169, deoR, | Invitrogen, Karlsruhe
recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+), supE44, 1-, thi-1,
gyrA96, relAl

2.10 Zelllinien

Tabelle 13: Verwendete Zelllinien

Zelllinie* Ursprung Bezugsquelle/Bemerkung
e —————— S e ———

Ant-1 Hypopharynxkarzinom In unserem Labor generiert
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FaDu Pharynx-Plattenepithelkarzinom | ATCC, Nr. HTB-43
HCT-8 Kolon-Adenokarzinom ATCC, Nr. CCL-244
HEK?293 Humane embryonale Niere (Graham et al., 1977)

293pCAG-A**

Humane embryonale Niere

HEK?293 stabil transfiziert mit dem
Vektor 141pCAG-A

293pCAG-TKTL1**

Humane embryonale Niere

HEK?293 stabil transfiziert mit dem
Vektor 141pCAG-TKTLI

HeLa Zervix-Adenokarzinom ATCC, Nr. CCL-2
MCEF-7 Mamma-Adenokarzinom ATCC, Nr. HTB-22

PCI-1 Hypopharynxkarzinom Pittsburgh Cancer Institute
PCI-13 Hypopharynxkarzinom Pittsburgh Cancer Institute
SK-BR-3 Mamma-Adenokarzinom ATCC, Nr. HTB-30
THP-1 Akute monozytire Leukdmie Suspensionszelllinie;

Freundlicherweise von Dr. M. Bohl (R-
Biopharm) zur Verfiigung gestellt.

*  Mit Ausnahme der THP-1 Zelllinie handelt es sich bei den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien um adhérente

Zellen.

** In dieser Arbeit etablierte Zelllinien.

2.11 Gewebe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden immunhistochemische Farbemethoden an makrosko-

pisch gesunden Geweben sowie Tumorgeweben angewandt. Die Zustimmung der

Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit

Miinchen liegt unter dem Titel ,,Identifikation und Validierung neuer Tumor-Marker bei

Plattenepithelkarzinomen* (087/03) vor. Die Patienten wurden iiber die Verwendung

der Gewebeproben fiir wissenschaftliche Zwecke aufgeklirt und willigten in diese ein.

Die Bezugsquellen der verwendeten Gewebe sind der Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: Bezugsquellen der verwendeten Gewebearten

Gewebeart

Larynxkarzinom, Larynxschleimhaut,

Gaumenbogenschleimhaut

Bezugsquelle

-—
Klinik und Poliklinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der

Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen, GroB3hadern
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Kolonmukosa

Freundlicherweise von PD Dr. Philip Went (Pathologie des

Universitétsspitals Basel, Schweiz) zur Verfiigung gestellt.
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3 METHODEN

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von Zelllinien unter Standardbedingungen

Alle Arbeiten wurden steril unter einer Sicherheitswerkbank (Heraeus) durchgefiihrt.
Alle Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen konstant bei 37 °C unter einer Atmosphére
von 5 % CO,, 95 % Raumluft sowie 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator
(Heraeus) kultiviert. Als Medium fiir alle adhédrenten Zellen diente dabei Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM), erginzt um 10 % fetales Kélberserum (FKS) und
1 % Antibiotika (Penicillin/Streptomycin). Als weiteres Antibiotikum wurde Plasmocin
in einer Konzentration von 0,02 % beigefiigt, um einer eventuellen Kontamination der
Zellen mit Mykoplasmen vorzubeugen. Zur Kultivierung und Selektion stabiler Trans-
fektanten (293pCAG-A und 293pCAG-TKTLI1) wurde dem Medium auBerdem Puro-
mycin (1 pg/ml) hinzugegeben.

Die Subkultivierung adhdrenter Zellen erfolgte alle 2 — 3 Tage. Dabei wurde das alte
Medium aus den Kulturflaschen entfernt und die anhaftenden Zellen mit Phosphat-
gepufferter Losung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen, um Reste des fetalen
Kalberserums zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer 0,05 % Trypsin-
/0,02 % EDTA-L6sung vom Flaschenboden gelost und die Zellsuspension mit frischem
Medium verdiinnt. Zur weiteren Kultivierung wurden die Zellen in gewlinschter Dichte
in einer Kulturflasche belassen. Die iiberschiissigen Zellen wurden entweder zur Her-
stellung von Zellpellets genutzt, fiir weitere Versuche ausplattiert oder verworfen. Als
Standardmedium fiir die Suspensionszelllinie THP-1 wurde das Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 Medium verwendet, dem 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin
sowie 1 % Glutamin zugefiigt wurde. Alle 2 — 3 Tage wurden ca. 2/3 der Zellen abge-
saugt und der Rest zur weiteren Kultivierung mit frischem Medium verdiinnt.

Alle ndtigen Zentrifugationsschritte wurden jeweils bei 280 g fiir 5 Minuten bei Raum-

temperatur ausgefiihrt.
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3.1.2 Kultivierung von Zelllinien unter restriktiven Bedingungen

Neben der Kultivierung unter Standardbedingungen (siehe 3.1.1) wurden die stabilen
Transfektanten 293pCAG-A und 293pCAG-TKTLI1 fiir weitere Versuche unter restrik-
tiven Bedingungen kultiviert. Die Zellen wurden hierfiir unter hypoxischen Bedingun-
gen (0,1 % O, 5% CO,, Rest Stickstoff) in einem CO,-Inkubator (Binder) oder unter
Entzug von Wachstumsfaktoren (1 % FKS) bei ansonsten gleichbleibenden Bedingun-

gen gehalten.

3.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zelllinien

Zur dauerhaften Aufbewahrung der Zelllinien wurden die Zellen, wie in 3.1.1 beschrie-
ben, mit einer Trypsin/EDTA-L6sung geerntet, in PBS gewaschen und abzentrifugiert.
Alle nétigen Zentrifugationsschritte erfolgten bei 280 g fiir 5 Minuten. Anschlielend
wurden die Zellpellets (ca. 10° Zellen) mit je 1 ml Einfriermedium (10 % Dimethylsulf-
oxid (DMSO), 40% FKS, 50 % DMEM) resuspendiert und in 1,8 ml Kryogefi3en
(Nunc) bei —80 °C einen Tag lang eingefroren. Um ein schonendes Einfrieren der Zellen
zu gewahrleisten, erfolgte die Lagerung in mit Isopropanol gefiillten Behiltnissen oder
geschlossenen Styroporboxen. Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgte schlielich
in einem Tank mit fliissigem Stickstoff bei —196 °C.

Zur erneuten Inkulturnahme wurden die tiefgefrorenen Zellen ziigig in frischem Kul-
turmedium aufgetaut, zur Entfernung des DMSO einmal abzentrifugiert, mit frischem
Medium resuspendiert und sodann zur weiteren Kultivierung in eine Kulturflasche ge-

geben.

3.1.4 Bestimmung von Zellzahlen

Die zu vergleichenden Zelllinien wurden in der jeweils gleichen Ausgangszellzahl aus-
plattiert und zu definierten Zeitpunkten geerntet. Das Auszédhlen der Zellen erfolgte un-
ter dem Mikroskop in Fuchs-Rosenthal-Kammern (Biosigma), in die ein Gemisch aus
10 pl Zellsuspension und 10 pl 0,2%iger Trypanblauldsung eingebracht wurde. Die
Trypanblaulosung diente hierbei der Differenzierung von lebenden und toten Zellen.

Tote Zellen nehmen den blauen Farbstoff auf, wihrend lebende ungeférbt bleiben.

3.1.5 Transfektion von Zellen

Das Einbringen von spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA oder von Plasmiden in

Zellen erfolgte mittels Magnet-assistierter Transfektion (MATra-A Reagenz, IBA) in



3 METHODEN 42

Verbindung mit Magnetplatten. Die Zellen wurden vor der Behandlung in gewiinschter
Dichte ausplattiert und 24 Stunden lang unter Standardbedingungen kultiviert. Nachdem
das Medium der Zellen durch frisches ersetzt wurde, um potenziell storende Stoffwech-
selprodukte zu beseitigen, erfolgte die Transfektion gemil3 Protokoll des Herstellers.
Zur Selektion stabiler Transfektanten wurden die Zellen nach der Transfektion mit dem
entsprechenden Plasmid in einem Medium kultiviert, dem der passende Selektionsmar-

ker zugesetzt wurde.

3.1.6 Herstellung von Zelllysaten

Zur Gewinnung von Zelllysaten fiir die Bestimmung der Proteinexpression mittels Im-
munoblot wurden die Zellen, wie unter 3.1.1 beschrieben, geerntet und abzentrifugiert.
Die resultierenden Zellpellets wurden nach einmaligem Waschen mit PBS in Lysispuf-
fer aufgenommen und 10 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Drehrad inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 16 000 g fiir 10 Minuten, um
unlosliche Zellbestandteile vom Gesamtzelllysat zu trennen. Dieses konnte schlieBlich
als Uberstand abgenommen und die Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe des
BCA™ Protein Assay Kits (Pierce) sowie eines ELISA-Readers (Bio-Tek Instruments)

durchgefiihrt werden.

Lysispuffer: 49,5 ml PBS
0,5 ml 1 % Triton X-100
Complete Protease Inhibitor Cocktail (2 Tabletten/50 ml)

3.2 Immunoblot

Zur Analyse der Proteinexpression in Zellen wurden Immunoblots (Western Blots)
durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Transfer von zuvor
elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf eine Membran, von der aus sie mittels
Immundetektion und iiber lichtempfindliche Filme sichtbar gemacht werden (Rassow et
al., 2012, S. 486).

Den Gesamtzelllysaten (sieche 3.1.6) wurden zunichst jeweils 5 pul Lammli-Puffer zuge-
geben und das Gemisch anschlieend 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht, um eine Denatu-
rierung der Proteine zu erzielen. Die aufzutrennende Gesamtproteinmenge betrug je
nach Versuch zwischen 20 — 50 ug je Probe. Die Auftrennung der Proteine nach Ladung

und GroBe erfolgte in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel mittels Elektrophorese in
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Laufpuffer unter standardisierten Laufbedingungen (Fokussierung: 15 Min., 15 mA/Gel,
180 V; Auftrennung: 30 mA/Gel, 180 V). Zur Proteingroenbestimmung wurde ein Pro-
tein-Standard (BenchMark, Invitrogen) mit auf das Gel aufgetragen.

Das sog. Blotting, also die Ubertragung der Proteine auf eine Immobilon-P Transfer-
membran (Zefa Laborservice), erfolgte in Blottingpuffer mittels Anlegen eines elektri-
schen Feldes (100 V, 500 mA, 45 Min.). Die Proteine wandern dabei unter Beibehaltung
des ausgebildeten Bandenmusters aus dem Gel auf die Membran. Diese wurde vor dem
Blotting in Methanol aktiviert und nach erfolgter Ubertragung zur Fixierung der Prote-
ine nochmals kurz in Methanol eingelegt. AnschlieBend wurde die Membran fiir 30 — 60
Minuten in Blockpuffer inkubiert, um unspezifische Antikdrperbindungen bei der fol-
genden Immundetektion der Proteine zu vermeiden. Die Immundetektion erfolgte zu-
ndchst mittels Inkubation der Membran fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur oder bei
4 °C iiber Nacht mit einem spezifischen Primérantikdrper (TKTL1: JFC12T10; Aktin:
sc-1616; 1:1000 in Primérantikorperpuffer). Nach dreimaligem Waschen in Waschpuf-
fer folgte die Behandlung der Membran mit dem entsprechenden Peroxidase-
konjugierten Sekundérantikorper fiir 30 — 90 Minuten bei Raumtemperatur (1:5000 in
Blockpuffer). Die Peroxidase-Reaktion zur Visualisierung der Proteine wurde entweder
mit Hilfe des Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrats (Millipore) oder
des ECL Blotting Substrats (Pierce) angeregt. Die dabei frei werdende Chemilumines-
zenz fiihrte zu einer Schwirzung lichtempfindlicher Filme und somit zur Abbildung des
Proteinbandenmusters auf einem Rontgenfilm.

Um gebundene Antikorper wieder von der Membran zu entfernen, erfolgte eine 25-
miniitige Inkubation mit Stripping-Puffer, auf die ein Waschschritt mit destilliertem

Wasser sowie drei Waschschritte mit Waschpuffer folgten.

e Limmli-Puffer: 140 mM Tris-HCI pH 7,0; 30 % Glyzerin; 4 % SDS;
16 % Mercaptoethanol; 0,1 % Bromphenolblau

e Sammelgel (4 %): 30 % Acrylamid; 2 M Tris pH 6,8; 0,5 M EDTA

e Trenngel (12 %): 30 % Acrylamid; 2 M Tris pH 8,9, 0,5 M EDTA

e 10x Laufpuffer: 250 mM Tris, 2 M Glycin, 1 % SDS

e 10x Blottingpuffer: 250 mM Tris, 1,26 M Glycin

e  Waschpuffer: PBS mit 0,2 % Tween

e Blockpuffer: 5 % Milchpulver in Waschpuffer

e Primirantikorperpuffer: 3 % BSA und 0,1 % Natriumazid in Waschpuffer
e Strippingpuffer: 0,2 M Tris, 1 % SDS, pH 2.5
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolierung und reverse Transkription

Zur Analyse der mRNA-Expression (messenger RNA, Boten-RNA) von Zielgenen in
den verwendeten Zelllinien wurde zundchst die gesamtzellulire RNA mit Hilfe des
RNeasy® Mini Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert. Um Verunreini-
gungen mit genomischer DNA vorzubeugen, erfolgte die Behandlung der Proben mit
RNase-freier DNase. Dartliber hinaus wurde die RNA vor der weiteren Verwendung
stets mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ohne vorherige reverse Transkription auf
Kontaminationen mit genomischer DNA hin untersucht. Zur Messung des RNA-
Gehaltes der Proben diente das UV-Mikrophotometer ,,GeneQuant Pro* (Pharmacia).
Von jeder Probe wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

Um die extrahierte RNA mittels PCR amplifizieren und via Gelelektrophorese visuali-
sieren zu konnen, musste diese zuerst mit Hilfe der reversen Transkription (Reverse
Transcription System, Promega) in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben wer-
den. Dafiir wurde 1 pg RNA eingesetzt und geméll Herstellerangaben verfahren. Die so
gewonnene cDNA stand nun fiir die Amplifikation mit Hilfe spezifischer Primer in der
PCR zur Verfiigung. Damit konnte das Expressionsniveau der Ziel-mRNA in den Zel-

len evaluiert werden.

3.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase Chain Reaction, PCR) erfolgt
die Vervielfiltigung spezifischer DNA-Sequenzen in vitro mit Hilfe komplementérer
Primer (Rassow et al., 2012, S. 482f.; Saiki et al., 1985). In der vorliegenden Arbeit
wurde die PCR eingesetzt, um DNA-Fragmente fiir Klonierungsschritte zu amplifizie-
ren und um das Expressionsniveau von Ziel-mRNA in Zellen zu untersuchen (siche
3.3.1).

Die PCR erfolgte in einem Reaktionsvolumen von insgesamt 20 pl, welches sich aus

folgenden Bestandteilen zusammensetzte:

Tabelle 15: Zusammensetzung des PCR Reaktionsansatzes

Volumen | Reagenz
= |

2 ul 10x Taq Buffer mit KCI
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2ul dNTPs (2mM)

2ul MgCl, (25mM)

1 ul Forward-Primer

1 ul Backward-Primer

1wl Taq DNA Polymerase (1U/ul)
1 ul DNA/RNA

10 pl H,O

Um eine Verunreinigung der verwendeten Reagenzien auszuschlieBen, wurde dem Re-
aktionsansatz als Kontrolle Wasser anstelle von DNA hinzugefiigt. Die PCR-Gefédlle
(Biozym) mit dem Reaktionsansatz wurden in einen RoboCycler® (Stratagene) gege-
ben, in welchem schlieBlich die Amplifikation der gewiinschten DNA-Sequenz erfolgte.
Die Anzahl der Zyklen richtete sich dabei nach der Art der zu vervielfdltigenden DNA-
Sequenz (TKTLI1: 25 — 40 Zyklen, GAPDH: 22 Zyklen). Jeder Zyklus der PCR lief

dabei nach einem definierten Schema ab:

Tabelle 16: Phasen eines PCR-Zyklus

Zeit | Phase Temperatur

30s | Denaturierungsphase | 95°C

30s | Annealingphase 60 — 64 °C*

30s | Elongationsphase 72°C

* Je nach Schmelzeigenschaften der verwendeten

Primer

Der Nachweis der amplifizierten DNA erfolgte mit Hilfe einer Agarose Gelelektropho-
rese und einer Anfarbung der PCR-Amplifikate mittels Ethidiumbromid.

3.3.3 Agarose Gelelektrophorese

Die GroBlenauftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in Agarosegelen unterschiedlicher
Konzentration (1% oder 1,5% je nach GroBe des aufzutrennenden Fragmentes) in
Laufpuffer. Das Anlegen eines elektrischen Feldes ermoglichte die Wanderung der ne-
gativ geladenen Nukleinsduren durch die Gelmatrix. Vor dem Auftragen auf das Gel

wurden die Proben mit Ladepuffer versetzt. Zur Visualisierung der aufgetrennten DNA-
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Fragmente unter UV-Licht wurde dem Agarosegel Ethidiumbromid (0,75 pg/ml) hinzu-
gegeben. Als Grofenstandard mit definierten Fragmentgroen diente die 50 bp bzw. 1
kb Gene Ruler™ DNA-Ladder (Fermentas), welche ebenfalls mit auf das Gel aufgetra-

gen wurde.

e Laufpuffer (1x TBE): 45 mM Tris-Borat, | mM EDTA (pH 8,0)

e Agarosegel: Agarose (je nach gewiinschter Konzentration des Gels) in 1x TBE
e 6x Ladepuffer: 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol EF, 30 % Glyzerin in
Wasser

3.4 Bakterienkultur

3.4.1 Kultivierung und Kryokonservierung

Zur Kultivierung von Escherichia coli (E. coli) zu einzelnen Kolonien wurden die trans-
formierten Bakterien (siche 3.4.3) auf Luria-Broth-Agar-Platten (LB-Agar-Platten) mit
dem entsprechenden Antibiotikum als Selektionsmarker ausplattiert und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Die weitere Expansion der Bakterien erfolgte in fliissigem LB-Medium,
supplementiert mit dem jeweiligen Selektionsmarker (Ampicillin 100 pg/ml; Kanamy-
cin 30 pg/ml), in einem Schiittelinkubator (Braun Biotech) ebenfalls bei 37 °C {iber
Nacht.

Zur dauerhaften Aufbewahrung transformierter Bakterien wurde eine 1:1-Suspension
aus fliissiger Bakterienkultur (iiber Nacht gewachsen) und 20%igem Glyzerin herge-
stellt und in einem Kryogefdll (Nunc) bei —80 °C eingefroren.

e LB-Medium: 1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt; 1 % NaCl; pH 7,2
e LB-Agar-Platten: 1,5% Agarin 1 | LB-Medium

3.4.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien wurden 5 ml LB-Medium mit
einer Kolonie iiber Nacht gewachsener E. coli angeimpft und erneut iiber Nacht bei
37°C im Schiittelinkubator expandiert (Vorkultur). Am nichsten Tag wurden 200 ml
LB-Medium mit der Vorkultur angeimpft, ca. 2 2 — 3 Stunden bei 37 °C inkubiert und
nach Erreichen einer optischen Dichte von ca. 0,5 rasch in Eiswasser heruntergekiihlt.
Alle folgenden Schritte erfolgten auf Eis und nur mit vorgekiihlten Arbeitsgeriten.

Nach dem Abzentrifugieren (10 Min., 3 000 rpm) wurden die Bakterienpellets nachei-
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nander in TfBI- und TfBII-Puffer auf Eis inkubiert (Hanahan, 1983) und anschlieBend
in 100 pl Portionen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

o TfBI-Puffer: 100 mM KCI; 50 mM MnCl,; 30 mM KAc; 10 mM CaCly; 15 % Glyzerin; pH 5,8
(Puffer wurde stets frisch angesetzt)

e TfBII-Puffer: 10 mM MOPS; 10 mM KCIl; 75 mM CaCl,; 15 % Glyzerin; pH 7,0
(Aufbewahrung bei 4 °C)

3.4.3 Transformation von Escherichia coli

Unter Transformation versteht man die Ubertragung von DNA (hier in Form von Plas-
miden) in chemisch kompetente Bakterien (Rassow et al., 2012, S. 480). Zunichst er-
folgte die Vorbehandlung von  LB-Agar-Platten mit Isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) und 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-beta-D-galactopyranosid
(XGa1). Zur Transformation der Bakterien wurden 100 ul kompetenter E. coli langsam
auf Eis aufgetaut und mit 1 — 20 pl eines Ligationsansatzes (je nach Art der Ligation,
s.a. 3.5.2) vermischt. Der Ligationsansatz enthielt das Plasmid sowie das interessieren-
de DNA-Fragment. Es folgte eine 30-miniitige Inkubation auf Eis, worauthin die Bakte-
rien einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 Sekunden ausgesetzt wurden. Anschlieend
wurden die Zellen erneut fiir 2 Minuten auf Eis inkubiert und sodann in 1 ml LB-
Medium bei Raumtemperatur resuspendiert. Nach dem Schiitteln des Ansatzes fiir 30 —
45 Minuten bei 37 °C wurden die Zellen auf den vorbehandelten LB-Agar-Platten, die
auBerdem den entsprechenden Selektionsmarker enthielten, ausplattiert und iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Die Vorbehandlung der Agarplatten mit IPTG und X, ermoglichte
am folgenden Tag eine Differenzierung von blauen und weillen Kolonien, wobei die
blauen nur das jeweilige Plasmid ohne Insertion der gewiinschten DNA enthielten. Da-
her wurden nur einzelne weile Kolonien von der Platte entnommen, in fliissiges LB-
Medium mit Selektionsmarker gegeben und zur Expansion iiber Nacht bei 37 °C ge-
schiittelt. Am néichsten Tag stand der angewachsene Ansatz fiir die weitere Bearbeitung,

z. B. zur Plasmidpréparation (siehe 3.5.5), zur Verfiigung.

3.5 Klonierung

3.5.1 Allgemeines Klonierungsschema

Ziel einer Klonierung ist es, eine rekombinante DNA zu generieren und in Wirtszellen
beliebig oft zu vermehren. Hierfiir benotigte Werkzeuge sind eine Spender-DNA, Klo-

nierungsvektoren als Transportvehikel fiir die Spender-DNA, Restriktionsendonuklea-
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sen und DNA-Ligasen fiir den Einbau der Spender-DNA in den Vektor sowie Empfan-
gerzellen (Rassow et al., 2012, S. 478f.).

Ziel der Klonierung in dieser Arbeit war es, ein Expressionsplasmid fiir TKTL1 zu ge-
nerieren, um eine Uberexpression des Proteins in Zielzellen zu erreichen. Hierfiir waren
mehrere Klonierungsschritte notig, die nach géngigen Klonierungstechniken (Sambrook
et al., 1989) durchgefiihrt wurden. Die Insertion TKTL1 wurde zunichst aus dem kom-
merziell erworbenen Vektor pBluescriptR-TKTL1 (ImaGenes) mittels PCR mit spezifi-
schen Primern amplifiziert. Der Vektor pBluescriptR eignet sich aufgrund seiner Pro-
motorausstattung (T3, T7) nicht fiir die Transfektion und Expression von TKTLI in
eukaryontischen Zellen, sondern nur fiir eine Transformation in kompetente E. coli. Das
PCR-Amplikon wurde mit einem Adenosin-Uberhang (A-Uberhang) unter Verwendung
der Taq Polymerase versehen und anschlieend in den Klonierungsvektor pDrive ligiert.
Dieser besitzt einen Uridin-Uberhang (U-Uberhang), mit dem der A-Uberhang des
PCR-Produkts Basenpaarungen eingehen kann. Mit Hilfe des Restriktionsenzyms
EcoR1 (Fermentas) wurde die TKTL1-Insertion dann wieder aus pDrive isoliert und in
den finalen Zielvektor 141pCAG, der aufgrund seines CMV-Promotors fiir die Trans-
fektion in eukaryontische Zellen geeignet ist, eingefligt. Dieser wurde zuvor ebenfalls
mit EcoR1 linearisiert. Dem linearisierten Plasmid wurde 1 pl Shrimp Alkaline
Phosphatase (Fermentas) zugegeben, um freie Phosphatreste zu entfernen und eine Re-
zirkulation des Vektors ohne Ligation der Insertion zu verhindern. Die richtige Orientie-
rung der Insertion TKTL1 im pCAG-Vektor wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme
Sacl sowie einer Kombination aus Xhol und Kpnl verifiziert. Alle klonierten Plasmide
wurden zur Kontrolle sequenziert (Sequiserve, Vaterstetten). Das so erzeugte Expressi-
onsplasmid wurde als 141pCAG-TKTL1 bezeichnet und zur Herstellung von stabilen
HEK?293-Transfektanten verwendet (siehe 3.1.5).

Reaktionsansatz fiir den A-Uberhang: 3,75 ul dATPs (100 mM)
3,5 ul 10x Taq Buffer mit KCI
1,5 ul MgCl, (25 mM)
0,5 pul Tag DNA Polymerase (1 U/ul)
20 pl aufgereinigtes PCR-Produkt
Inkubation: 15 Minuten bei 72 °C

3.5.2 Ligation

Fiir die kovalente Verkniipfung eines DNA-Fragments mit dem entsprechenden Vektor

wurden je nach Art des Vektors verschiedene Reaktionsansétze hergestellt:
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Tabelle 17: Reaktionsansatz fiir die Ligation in den pDrive-Vektor

Volumen | Reagenz
|

Sul Ligation Master Mix, 2x
4l PCR-Produkt + A-Uberhang (siehe 3.5.1)
1l pDrive Klonierungsvektor

Inkubation: tiber Nacht bei 4 °C im Wasserbad.

Tabelle 18: Reaktionsansatz fiir die Ligation in den pCAG-Vektor

Volumen | Reagenz
|

2 ul 10x T4 DNA Ligase Puffer

1,5-2U0 T4 DNA Ligase

0,5-1pl | pCAG linearisiert

2,5—-10 pl | Insertion (TKTL1)

Mit H,O auf 20 pl auffiillen.

Inkubation: {iber Nacht bei Raumtemperatur.

3.5.3 Restriktionsverdau

In der vorliegenden Arbeit wurden Restriktionsverdaue zur Isolierung von DNA-
Fragmenten aus Plasmiden, zur Linearisierung von Plasmiden und zur vorldufigen Er-
folgskontrolle eines Klonierungsschrittes durchgefiihrt. Hierbei kamen verschiedene
Restriktionsendonukleasen mit den zugehdrigen spezifischen Puffern nach Angaben des
Herstellers (Fermentas bzw. New England Biolabs) zum Einsatz. Zur Visualisierung
und weiteren Analyse der verdauten DNA wurde eine Agarose Gelelektrophorese (siche

3.3.3) durchgefiihrt.

3.5.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Mittels Gelelektrophorese aufgetrennte PCR-Produkte und DNA-Fragmente, die im
Rahmen eines Restriktionsverdaus entstanden sind, wurden zunédchst mit einem Skalpell
aus dem Agarosegel isoliert. Die Aufreinigung der DNA erfolgte schlieBlich mit Hilfe
des NucleoSpin® Extract II Kits (Macherey-Nagel) geméll Protokoll des Herstellers.

Die so extrahierte DNA stand nun fiir weitere Klonierungsschritte bereit.
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3.5.5 Praparation von Plasmiden

Transformierte E. coli (sieche 3.4.3) wurden iiber Nacht in fliissigem LB-Medium bei
37°C in einem Schiittelinkubator angereichert. Die Plasmidaufreinigung erfolgte am
nichsten Tag wahlweise mit dem Jetstar Plasmid Purification Maxi Kit (Genomed) oder
dem NucleoSpin® Plasmid QuickPure Mini Kit (Macherey-Nagel) nach Anleitung des
Herstellers. Der DNA-Gehalt der aufgereinigten Probe wurde mit Hilfe des UV-

Mikrophotometers GeneQuant Pro (Pharmacia) bestimmit.

3.6 Propidiumiodid-(Pl)-FACS-Analyse

Diese durchflusszytometrische Methode wurde zur Identifizierung von apoptotischen
Zellen angewendet. Es wurden alle Zellen einer Kulturflasche, sowohl anhaftende als
auch schwimmende, geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit PBS gewa-
schen (Zentrifugation bei 280 g fiir 5 Minuten) und bei 4 °C fiir 90 Minuten in einer
Losung aus 30 % PBS und 70 % Ethanol fixiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt in
PBS, worauthin die Zellen in PI-Farbelosung im Dunkeln bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde inkubiert wurden. Propidiumiodid ist ein fluoreszierender Farbstoff und lagert
sich in die DNA der Zellen ein (Krishan, 1975). Die Analyse der behandelten Zellen
(20 000 Zellen/Ansatz) erfolgte mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur™ (Becton
Dickinson), die Auswertung und graphische Darstellung mit Hilfe der Software Cell-
Quest. Die Quantifizierung der Apoptose in der untersuchten Zellpopulation wurde
schlieBlich anhand des subgenomischen DNA-Gehaltes der Zellen vorgenommen. Die-
ser erscheint vor dem G1-Peak (G1-Phase im Zellzyklus) und reprisentiert den Gehalt
an fragmentierter DNA, die typischerweise in sterbenden Zellen auftritt (Nicoletti et al.,

1991; Riccardi & Nicoletti, 2006).

PI-Férbelosung: 10 pg/ml RNase A, 1 pg/ml Propidiumiodid

3.7 Immunhistochemie

3.7.1 Natives Gewebe

Gewebeproben von Karzinomen und gesundem Gewebe wurden mit dem Einbettmedi-
um Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura) in Cryomold-Plastikgefdflen (Sakura)
eingebettet, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —20 °C aufbewahrt. Aus

den tiefgekiihlten Blocken wurden am Gefriermikrotom (Leica) ca. 4 um dicke Gewe-
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beschnitte hergestellt, auf SuperFrost® Plus Glasobjekttrager (Menzel) aufgezogen und
iber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Am néchsten Tag erfolgte die Fixierung der
Schnitte fiir 10 Minuten in Azeton und ihre Aufbewahrung bis zur weiteren Verwen-
dung bei —20 °C. Nach dem Auftauen wurden die Gefrierschnitte noch einmal 10 Minu-
ten lang mit Azeton fixiert und anschlieBend 5 Minuten in PBS rehydriert. Anschlie-
Bend erfolgte die Inaktivierung der endogenen Peroxidase des Gewebes durch eine
10-miniitige Inkubation der Gefrierschnitte in einer 0,03%igen Wasserstoffperoxidlo-
sung (in PBS). Endogene Peroxidase kommt natiirlicherweise in vielen Gewebearten
vor und wiirde ohne Deaktivierung zu einer unspezifischen Féarbung fiihren. Nach wei-
teren Waschschritten in PBS wurden die Schnitte 30 Minuten lang mit Normalserum
vom Pferd beschichtet, um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden. Die
Inkubation mit dem Primédrantikérper (Anti-TKTLI, Klon JFC12T10, monoklonal,
IgGyp, Herkunft: Maus) erfolgte in einer 1:200-Verdiinnung (in PBS) fiir 120 Minuten
bei 37 °C oder iiber Nacht bei 4 °C. Als Isotypkontrolle wurde ein Antikorper aus dem
Tier verwendet, aus dem auch der Primérantikorper stammt (IgG,p, Herkunft: Maus).
Nach zweimaligem Waschen der Objekttrager mit PBS wurden diese mit dem bio-
tinylierten Sekundérantikdrper (Anti-Maus biotinyliert, IgG, Herkunft: Pferd) und nach
zwei weiteren Waschschritten in PBS mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (avi-
din/biotinylated enzyme complex, sog. ABC-Methode, Vector Laboratories) jeweils 30
Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Die Visualisierung des Zielantigens erfolgte
mittels Zugabe des AEC-Substrates (3-Amino-9-Ethylcarbazol), welches bei der Um-
setzung durch die Peroxidase eine rote Farbreaktion hervorruft. Hierfiir wurde das Sub-
strat AEC in Tablettenform (Sigma-Aldrich) in einem Gemisch aus 10 ml Dimethyl-
formamid (Merck), 190 ml 0,1 M Natriumazetatlosung (Merck; pH 5,5) und 100 pl
30%igem Wasserstoffperoxid (Merck) gelost und die Gewebeschnitte darin bis zu 10
Minuten inkubiert. Die Farbentwicklung wurde dabei mikroskopisch kontrolliert. Im
letzten Schritt der Farbeprozedur wurden die Zellkerne mit Mayers Hédmalaunlosung
blau gegengefarbt und die Objekttriger fiir die Mikroskopie mit Aquatex (Merck) ein-
gedeckelt. Die Beurteilung der Férbeintensitdt der Proben erfolgte unabhingig vonei-

nander durch zwei Experimentatoren.

3.7.2 Paraffin-eingebettetes Gewebe

Neben der immunhistochemischen Untersuchung von nativem Gewebe erfolgte auch

die immunhistochemische Analyse von Proben eines Larynxkarzinoms, die in Paraffin
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eingebettet wurden. Vor der Einbettung erfolgte die Fixierung des Gewebes mit HOPE
(Hepes Glutamic Acid Buffer Mediated Organic Solvent Protection Effect) oder alterna-
tiv mit einer gepufferten 3,7%igen Formaldehydlosung (siehe 3.7.2.2).

3.7.2.1 HOPE-fixiertes und Paraffin-eingebettetes Gewebe

Bei der HOPE-Fixierung (Olert et al., 2001) erfolgte die Inkubation des Gewebes zu-
néchst fiir mindestens 48 Stunden bei 4 °C in HOPE-I-L6sung (DCS GmbH & Co. KG)
und anschlieend fiir 2 Stunden in einer kalten Azeton-/HOPE-II-Losung (100 ml reines
Azeton gemischt mit 100 pl der HOPE-II-Losung) ebenfalls bei 4 °C. Zur weiteren De-
hydratisierung des Gewebes folgte anschlieBend eine 2-stlindige Inkubation in eiskaltem
Azeton. Dieser Vorgang wurde zweimal mit einer Inkubationsdauer von jeweils 2 Stun-
den wiederholt. Um eine dauerhafte Kiihlung des Azetons zu gewéhrleisten, wurden
samtliche Inkubationsschritte auf Eis durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte die Paraffin-
einbettung des Gewebes mit warmem, verfliissigtem Paraffin {iber Nacht bei 55 — 60 °C
und am nidchsten Tag die Einbettung in frisches Paraffin. Die abgekiihlten Paraffin-
blocke wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 4 °C gelagert.

Nach der Vorkiihlung der Blocke fiir 30 Minuten bei —20 °C erfolgte die Anfertigung
von ca. 4 um dicken Gewebeschnitten mit einem Rotationsmikrotom (Leica). Zur Stre-
ckung der Schnitte wurden diese in ein Wasserbad bei 35 — 39 °C gegeben, auf Super-
Frost® Plus Glasobjekttrager (Menzel) aufgetragen und bei 37 °C iiber Nacht getrock-
net. Die Autbewahrung der Schnitte erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C.

Zur Entparaffinierung erfolgte eine Inkubation der Schnitte in Isopropanol bei 60 °C
zunéchst fliir 20 Minuten und anschlieBend noch einmal fiir 10 Minuten. Die Schnitte
wurden rehydriert, indem sie je 10 Minuten lang nacheinander mit 70%igem eiskaltem
Azeton und anschlieBend mit destilliertem Wasser behandelt wurden. Anschlielend
konnten die Gewebeschnitte fiir die immunhistochemische Féarbeprozedur verwendet
werden. Die Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitét erfolgte dabei in 3 % Was-
serstoffperoxid (in PBS) fiir 10 Minuten. Die weitere Behandlung der Schnitte mit
Normalserum, Primdr- und Sekundérantikorper, dem Avidin-Biotin-Peroxidase-

Komplex und dem AEC-Substrat erfolgte wie bereits unter 3.7.1 beschrieben.

3.7.2.2 Formalin-fixiertes und Paraffin-eingebettetes Gewebe

Im Fall der Fixierung mit 3,7%iger Formaldehydlésung (in 0,1 M PBS, pH 7.2) wurde
das Gewebe iiber Nacht bei Raumtemperatur in der Losung inkubiert. Am néchsten Tag

folgte die automatische Entwésserung (in einer aufsteigenden Alkoholreihe) und Paraf-
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fineinbettung des Gewebes mit Hilfe eines Gewebeeinbettautomaten (Shandon Hyper-
center XP). AnschlieBend standen die Paraffinblocke zur Anfertigung von Gewebe-
schnitten mit dem Rotationsmikrotom zur Verfiigung. Diese wurden in einer Dicke von
ca. 4 um auf SuperFrost® Plus Glasobjekttrager aufgezogen und iiber Nacht bei 50 °C
getrocknet. Die Entparaffinierung und Rehydratisierung der Paraffinschnitte fiir die
weitere Verwendung erfolgte mittels Inkubation in einer absteigenden Alkoholreihe:
Zunichst 5 Minuten in Xylol (2x), 5 Minuten in 100 % Ethanol (2x), 5 Minuten in 96 %
Ethanol, 5 Minuten in 80 % Ethanol, 5 Minuten in 70 % Ethanol und schlieBlich 5 Mi-
nuten in destilliertem Wasser. Bei der Fixierung des Gewebes mit Formalin kommt es
zur Bildung von Methylenbriicken, welche die Proteine des Gewebes miteinander ver-
binden und damit eine Maskierung von Antigenen bewirken (Cattoretti et al., 1993; Shi
et al., 1991). Um eine mangelhafte Antikdrperbindung an das Zielantigen zu verhin-
dern, erfolgte daher zunéchst eine hitzeinduzierte oder enzymatische Demaskierung der
Antigene (Cattoretti et al., 1993; Shi et al., 1991). Fiir die hitzeinduzierte Demaskierung
wurden die Gewebeschnitte in einer Mikrowelle (AEG) bei 700 Watt bis zu 40 Minuten
in Citratpuffer (Dako, Danemark; pH 6,0) gekocht. Fiir die enzymatische Demaskierung
erfolgte die Inkubation der Schnitte mit 0,1 % Proteinase Typ XXIV (Sigma-Aldrich) in
PBS fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitit wurden die Gewebeschnitte mit
3%iger Wasserstoffperoxidlosung (in PBS) behandelt. Die immunhistochemische Fir-

bung der Gewebeschnitte erfolgte anschlieBend wie unter 3.7.1 beschrieben.

3.8 Immunzytochemie

Immunzytochemische Farbungen wurden an Zytospins durchgefiihrt. Die Zellen wurden
hierfiir wie unter 3.1.1 beschrieben mit Trypsin/EDTA geerntet und zur Herstellung von
Zellpellets verwendet (siehe 3.1.6). Diese wurden anschlieend 10 Minuten bei Raum-
temperatur in 3,7%igem, frisch angesetztem Paraformaldehyd (Merck) inkubiert. Es
folgten drei Waschschritte in PBS, worauthin die Zellen vorsichtig in —20 °C kaltem
Methanol resuspendiert und wiederum gewaschen wurden. Anschlieend erfolgte die
Inkubation mit dem Primérantikdrper (Anti-TKTLI1, Klon JFC12T10, IgG,,, Herkuntt:
Maus; Isotypkontrolle: 1gG,p, Herkunft: Maus) in einer Verdiinnung von 1:50 (in PBS)
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS wurden
die Zellen schlieBlich mit Hilfe einer Hettich Zentrifuge (5 Min., 1000 U/Min.) auf Su-
perFrost® Plus Glasobjekttriager zentrifugiert (ca. 10* Zellen/Objekttrager). Die Proben
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wurden iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet, am nichsten Tag 10 Minuten in
Azeton fixiert und bis zur Farbung bei —20°C gelagert. Die weitere immunzytoche-
mische Farbebehandlung der Proben mit biotinyliertem Zweitantikorper, Avidin-Biotin-

Peroxidase-Komplex und Féarbelosung erfolgte wie unter 3.7.1 beschrieben.



4 ERGEBNISSE 55

4 ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst Versuche zur Expression von TKTL1 in
verschiedenen Zelllinien und Geweben durchgefiihrt. Des Weiteren wurden mittels sta-
biler HEK293-Transfektanten Untersuchungen zur TKTL1-Funktion vorgenommen, um
eine mogliche Rolle von TKTLI in der Regulation der Proliferation von Zellen néher zu
analysieren. Hierbei kamen unterschiedliche Methoden zur Anwendung, deren Ergeb-

nisse im Folgenden beschrieben werden.

41 TKTL1-Expression in Zelllinien unterschiedlicher Herkunft

Die Expression von TKTL1 wurde in Karzinomzelllinien verschiedenen Ursprungs so-
wie in einer Leukdmiezelllinie analysiert. Die untersuchten Zelllinien stammten aus
Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs (PCI-1, PCI-13, FaDu, Ant-1), einem Zervixkar-
zinom (HeLa), einem Kolonkarzinom (HCT-8), Mammakarzinomen (MCF-7, SkBr-3)
und der akuten monozytéren Leukédmie (THP-1). Auerdem wurden humane embryona-
le Nierenzellen (HEK293-Zellen, Graham et al. (1977)) mit einem Expressionsvektor
fiir TKTL1 oder alternativ mit einem Vektor ohne Insertion stabil transfiziert und die
resultierenden Zelllinien 293pCAG-TKTL1 und 293pCAG-A als Kontrollen in die Un-
tersuchungen zur TKTL1-Expression eingeschlossen. Im Folgenden werden nun die
Ergebnisse der Analysen mittels Reverser Transkriptase-PCR (RT-PCR), Immunoblot,

Immunzytochemie und nach RNA-Interferenz beschrieben.

4.1.1 Analyse der TKTL1-Expression mittels Reverser Transkriptase-PCR
(RT-PCR)

Um festzustellen, ob TKTL1 in den oben genannten (0. g.) Zelllinien exprimiert wird,
wurde zundchst die Expression der spezifischen TKTLI-mRNA in diesen Zelllinien
untersucht. Auch die stabilen Transfektanten 293pCAG-TKTL1 und 293pCAG-A wur-
den mittels RT-PCR analysiert. Wéahrend sich die 293pCAG-TKTL1 Zellen durch eine
starke exogene TKTL1-mRNA-Expression auszeichneten und daher als Positivkontrolle
dienten, war in den 293pCAG-A Zellen keine TKTLI-mRNA nachzuweisen, weshalb
sie als Negativkontrolle dienten (Abbildung 4.1, Spuren 2 und 3). Der Nachweis von
endogener TKTL1-mRNA mittels RT-PCR gelang innerhalb der untersuchten malignen
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Zelllinien nur in THP-1 Zellen wie in Abbildung 4.1, Spur 4 zu sehen ist. In den restli-
chen untersuchten Karzinomzelllinien blieb das Expressionsniveau der TKTLI-mRNA,
auch bei hoheren PCR-Zykluszahlen (bis zu 40 Zyklen; Daten hier nicht gezeigt), un-
terhalb der Nachweisgrenze (Abbildung 4.1, Spuren 5 — 12). Um die vorliegenden Re-
sultate aus den Versuchen mittels RT-PCR (Abbildung 4.1) zu verifizieren, wurden die
Zelllinien auBerdem mit drei weiteren Methoden, dem Immunoblot, der Immunzyto-

chemie und der RN A-Interferenz, analysiert.

H,O

293 pCAG TKTL1
293 pCAG A
THP-1

PCI-1
PCI-13

Hela
HCT-8

FaDu
MCF-7

Ant

SkBr-3

250 bp GAPDH

Abbildung 4.1: TKTL1-mRNA-Expression in Zelllinien. Die TKTL1-mRNA wurde aus der Gesamt-
RNA der jeweiligen Zelllinien mittels RT-PCR und TKTL1-spezifischen Primern amplifiziert. Aufgrund
der Primerwahl erfolgte der Nachweis des Amplikons bei 510 Basenpaaren (bp). Als Kontrolle wurde
Wasser (H,O) anstelle von cDNA bei der RT-PCR verwendet (Spur 1). Als Ladekontrolle diente die
mRNA des Haushaltsgens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), welche aus denselben
Proben amplifiziert wurde (AmplikongrofBe: 257 bp). Alle dargestellten Zelllinien wurden in der RT-PCR
unter denselben Bedingungen analysiert (TKTLI1: 35 Zyklen, GAPDH: 22 Zyklen). Dargestellt ist ein

reprasentatives Ergebnis aus drei unabhingigen Experimenten.

4.1.2 Analyse der TKTL1-Expression mittels Immunoblot

Um die TKTLI1-Expression nicht nur auf mRNA-Ebene, sondern auch auf Proteinebene
zu untersuchen, wurden maligne Zelllinien und stabile Transfektanten zusitzlich mittels
Immunoblot analysiert. Der monoklonale Maus-Antikorper JFC12T10 diente dabei zur
Detektion des Proteins TKTL1. Coy et al. (2005), die den Antikorper JFC12T10 gene-
rierten und in ihrer Arbeit verwendeten, beschrieben im Western Blot verschiedene Iso-
formen von TKTL1, deren Molekulargewicht sich zwischen 40 kDa und 75 kDa beweg-
te. In der Immunoblotanalyse der vorliegenden Arbeit lie sich in THP-1 Zellen eine
Hauptproteinbande bei 65 kDa nachweisen (Abbildung 4.2, Spur 8). Dies entspricht
dem berechneten Molekulargewicht des TKTL1-Volllangenproteins mit 596 Aminosiu-
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ren (http://www.uniprot.org/uniprot/P51854). Es konnten dariiber hinaus weitere Prote-
inbanden mit einem geringeren Molekulargewicht von ungefdhr 40 kDa und 54 kDa in
THP-1 Zellen detektiert werden (Abbildung 4.2, Spur 8). Das Bandenmuster der Prote-
inauftrennung in der stabilen Transfektante 293pCAG-TKTLI1 zeigte ebenfalls eine
Hauptproteinbande bei 65 kDa sowie schwichere Proteinbanden bei ungefdhr 58 kDa
und 54 kDa (Abbildung 4.2, Spur 6). In keiner der weiteren untersuchten Karzinomzell-
linien konnte die Hauptproteinbande bei 65 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 4.2,
Spuren 1 — 5 und Spur 9). Dies ldsst nun entweder darauf schlieBen, dass diese Zellen
kein endogenes TKTL1 exprimierten oder das Niveau der TKTL1-Expression in diesen
Zellen unterhalb der Nachweisgrenze des Immunoblots lag. Die hier gewonnenen Re-
sultate bestdtigten somit die zuvor beschriebenen Ergebnisse aus der Analyse mittels
RT-PCR. Auch auf Proteinebene konnte endogenes TKTLI1 nur in THP-1 Zellen
(Abbildung 4.2, Spur 8) und exogenes TKTLI in der stabilen Transfektante 293pCAG-
TKTL1 (Abbildung 4.2, Spur 6) nachgewiesen werden. Auffallend war allerdings, dass
in allen untersuchten Zelllinien zwei Proteinbanden mit einem ungefdhren Molekular-
gewicht von 78 kDa und 42 kDa nachweisbar waren (Abbildung 4.2, mit Sternchen
markiert). Auch Coy et al. (2005) beschrieben dhnliche Proteinbanden in den von ihnen
untersuchten Karzinomzelllinien (75 kDa, 58 kDa, 48 kDa, 44 kDa, 40 kDa). Die Auto-
ren sind dabei der Auffassung, dass es sich bei den kleineren Proteinen (40 — 58 kDa)
um TKTLI-Isoformen handelt (Coy et al., 2005). Die Hintergriinde des Auftretens der
groBBeren Proteinbande (75 kDa), die das Molekulargewicht des Vollldngenproteins von
65 kDa deutlich iibersteigt, wurden allerdings nicht néher beleuchtet (Coy et al., 2005).
Eine Hauptproteinbande bei 65 kDa trat in keiner der von Coy et al. (2005) untersuch-
ten Zelllinien auf. Um das Ergebnis der vorliegenden Immunoblotanalyse (Abbildung
4.2) zu priifen und den Ursprung der beiden Proteinbanden (42 kDa und 78 kDa), die in
allen analysierten Zelllinien zusitzlich detektiert werden konnten, zu kléren, erfolgte die
Untersuchung der TKTL1-Protein-Expression zusdtzlich mit Hilfe der Immunzytoche-

mie sowie eine Analyse von 293pCAG-TKTLI1 Zellen mittels RNA-Interferenz.
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Abbildung 4.2: TKTL1-Proteinexpression in Zelllinien. Die angegebenen Zellen wurden lysiert und
die enthaltenen Proteine in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel mittels Elektrophorese aufgetrennt.
Die Gesamtproteinmenge je Probe betrug dabei 20 pg. Die Detektion des Proteins TKTLI1 erfolgte mit
dem Primérantikérper JFC12T10 in Kombination mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundéirantikorper
und dem ECL Substrat. Als Ladekontrolle diente die Proteinexpression des Haushaltsgens Aktin, welche
aus denselben Proben analysiert wurde (Aktin: 42 kDa, unterer Abschnitt der Abbildung). Gezeigt ist ein

représentatives Ergebnis aus drei unabhdngigen Versuchen.

4.1.3 Analyse der TKTL1-Expression mittels Inmunzytochemie

Neben der Analyse mittels Immunoblot wurde die TKTL1-Expression auf Proteinebene
in den Zelllinien 293pCAG-TKTL1, 293pCAG-A, THP-1, PCI-1, PCI-13 und HeLa
zusitzlich mittels Immunzytochemie untersucht. Wie auch in der Immunoblotanalyse
erfolgte die Detektion von TKTL1 mit dem monoklonalen Antikérper JFC12T10.
Abbildung 4.3 zeigt, dass die stabile Transfektante 293pCAG-TKTL1 bei Inkubation
mit dem TKTL1-Antikorper (TKTL1 in Abbildung 4.3) eine deutliche Rotfarbung auf-
wies, jedoch nicht bei einer Inkubation mit dem passenden Isotypantikdrper (Isotyp-
kontrolle in Abbildung 4.3). Sie zeichnete sich damit auch in dieser Analyse durch eine
starke TKTL1-Expression aus. Innerhalb der weiteren untersuchten Zelllinien war THP-
1 wiederum die einzige, in der endogenes TKTLI nachgewiesen werden konnte. Eine
Rotfarbung trat auch hier nur nach Inkubation mit dem TKTL1-Antikorper auf, nicht
jedoch nach Inkubation mit dem Isotypantikérper (Abbildung 4.3). 293pCAG-A, PCI-1,

PCI-13 und HeLa Zellen hingegen zeigten unter denselben Bedingungen weder nach



4 ERGEBNISSE 59

Inkubation mit dem TKTL1-Antikdrper noch mit dem Isotypantikorper eine Féarbung.
Es konnte somit auch mit dieser Methode kein endogenes TKTL1 (und damit auch kei-
ne TKTLI1-Isoformen (siehe 4.1.2)) in diesen Zellen nachgewiesen werden. Die Ergeb-
nisse aus den RT-PCR-Experimenten und der Immunoblotanalyse der vorliegenden
Arbeit wurden somit auch mittels Immunzytochemie bestitigt.

Um nun den Ursprung der 42 kDa und 78 kDa Proteinbande des Immunoblots (siche
4.1.2 und Abbildung 4.2) zu kldren, wurde mittels RNA-Interferenz in 293pCAG-
TKTL1 Zellen das TKTL1-Gen herabreguliert und der Einfluss auf die detektierten Pro-
teine beobachtet (siche 4.1.4).
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Abbildung 4.3: Immunzytochemische Firbung von TKTL1 in Zelllinien. Die angegebenen Zellen
wurden geerntet und nach einer Behandlung mit Paraformaldehyd und Methanol mit dem Primédrantikor-
per JFC12T10 inkubiert (TKTL1). AnschlieBend wurden die Zellen mittels Zentrifugation auf beschichte-
te Glasobjekttriger aufgebracht und mit Hilfe eines biotinylierten Sekundirantikérpers, des Avidin-
Biotin-Peroxidase-Komplexes (sog. ABC-Methode) und schlieBlich durch Zugabe des AEC-Substrats
gefarbt. TKTLI1 lie sich dabei iiber eine rote Farbung detektieren. Die Zellkerne wurden mit Mayers
Héamalaunlésung blau geférbt. Als Negativkontrolle wurden die Zellen anstelle des TKTL1-Antikorpers
JFC12T10 mit einem unspezifischen Isotypantikorper (Isotypkontrolle) inkubiert. VergroBerung: 400x.

Es ist ein représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten abgebildet.
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4.1.4 Analyse der TKTL1-Expression nach RNA-Interferenz

293pCAG-TKTLI1 Zellen wurden mit einer spezifischen short interfering RNA (si-
RNA) transient transfiziert, um eine Herabregulation der transkribierten TKTL1-mRNA
zu bewirken. SiRNAs sind kleine RNA-Molekiile, die durch enzymatische Spaltung aus
groBBeren RNA-Vorldaufermolekiilen entstehen (Rassow et al., 2012, S. 436). Sie kdnnen
an eine spezifische mRNA binden und damit zu deren Abbau und/oder zur Unterdrii-
ckung der Genexpression durch eine Hemmung der Translation gebundener Ziel-
mRNAs beitragen (Rassow et al., 2012, S. 436). Als Kontrolle erfolgte zudem die tran-
siente Transfektion der 293pCAG-TKTLI1 Zellen mit einer Kontroll-siRNA anstelle der
spezifischen siRNA. Die Kontroll-siRNA bindet keine Sequenz im humanen Genom
und bewirkt damit auch keine Verdnderung der Proteinexpression. Die anschlieende
Analyse der so behandelten Zellen mittels Immunoblot sollte Auskunft dariiber geben,
ob sich eine Repression der TKTL1-mRNA auch auf die detektierten 78 kDa und 42
kDa Proteinbanden (siche 4.1.2 und Abbildung 4.2) auswirkt, um eine Aussage liber
deren Spezifitit treffen zu konnen. Abbildung 4.4 zeigt, dass das Volllangenprotein bei
65 kDa durch eine spezifische Herabregulation der TKTL1-mRNA mittels siRNA re-
primiert wurde (Abbildung 4.4, Pfeil), nicht jedoch bei Transfektion der Zellen mit der
Kontroll-siRNA. Die zwei zusitzlichen Proteinbanden (78 und 42 kDa) blieben von
einer siRNA-Behandlung jedoch unbeeinflusst (Abbildung 4.4, Sternchen). Der Nach-
weis der Effizienz der TKTLI1-spezifischen siRNA mittels RT-PCR ist in Abbildung
4.11 (A) zu sehen. Die oben beschriebenen 54 kDa und 58 kDa Proteinbanden traten in
der 293pCAG-TKTL1 Zelllinie (siche Abbildung 4.2, Spur 6) hier weder in den mit
spezifischer siRNA noch in den mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen auf, weshalb
die Spezifitdt dieser Banden eher als fraglich zu bewerten ist. TKTL1 konnte in der vor-
liegenden Arbeit folglich als Protein mit einem Molekulargewicht von 65 kDa identifi-
ziert werden. Die zusitzlichen Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von 78 und
42 kDa waren gegeniiber einer Regulation der TKTL1-mRNA nicht sensitiv und repré-

sentierten somit aller Wahrscheinlichkeit nach kein TKTL1-Protein.
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Abbildung 4.4: TKTL1-Proteinrepression in der stabilen Transfektante 293pCAG-TKTLI1. Die
Zellen wurden mit einer spezifischen TKTL1-siRNA oder alternativ mit einer Kontroll-siRNA transient
transfiziert, tiber insgesamt 3 Tage hinweg kultiviert und tiglich geerntet. Die Zellen wurden lysiert und
die Proteine aus dem Gesamtzelllysat mittels Elektrophorese in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Fiir die Immundetektion von TKTL1 wurde der Antikdrper JFC12T10 in Kombination mit
einem Peroxidase-konjugierten Sekundérantikdrper und dem ECL-Substrat verwendet. Das TKTLI-
Vollldngenprotein mit einem Molekulargewicht von 65 kDa ist mit einem Pfeil markiert. Die zwei zusitz-
lich detektierten Proteinbanden bei 78 kDa und 42 kDa, die von der siRNA Behandlung unbeeinflusst
blieben, sind jeweils mit Sternchen markiert. Als Ladekontrolle wurde Aktin (42 kDa) herangezogen,
dessen Proteinexpression aus denselben Proben analysiert wurde (unterer Abschnitt). Es wird ein repré-

sentatives Resultat aus drei unabhingigen Versuchen dargestellt.

4.2 TKTL1-Expression in Geweben unterschiedlicher Herkunft

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Proteins TKTL1 nicht nur mittels
Immunoblot und Immunzytochemie in verschiedenen Zelllinien, sondern auch mittels
Immunhistochemie in verschiedenen Geweben evaluiert. Im Einzelnen handelte es sich
dabei um ein Larynxkarzinom sowie um gesundes Gewebe aus Larynx, Gaumenbogen

und Kolon.

4.2.1 Detektion von TKTL1 in Abhangigkeit von Fixierung, Konservierung

und Antigendemaskierung in Proben eines Larynxkarzinoms

Die Detektion des interessierenden Antigens (hier: TKTL1) héngt bei der immunhisto-
chemischen Behandlung der Gewebeproben u. a. deutlich von der Art der Fixierung und

der Methode der Antigendemaskierung ab (Leong, 2004). Aus diesem Grund wurde die
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Probe eines Larynxkarzinoms mittels verschiedener Methoden, die sich in der Art der
Fixierung, Konservierung und Antigendemaskierung unterschieden, analysiert. Das La-
rynxkarzinom wurde hierzu in drei gleichwertige Proben geteilt. Ein Teil davon wurde
kryokonserviert (natives Gewebe), d. h. es wurde ohne vorherige Fixierung, welche ei-
ner spiteren Antigendemaskierung bedarf, in Einbettmedium schockgefroren. Ein wei-
terer Teil wurde HOPE-fixiert (Goldmann et al., 2002; Umland et al., 2003) und in Pa-
raffin eingebettet und ein Teil Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Anti-
gendemaskierung im Fall des Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Gewebes er-
folgte mit zwei verschiedenen Methoden, hitzeinduziert und enzymatisch. Alle drei
Proben wurden zu ca. 4 um dicken Gewebeschnitten verarbeitet, auf Glasobjekttrager
aufgezogen und anschlieBend immunhistochemisch analysiert. Die Detektion von
TKTLI1 erfolgte wiederum mit dem Antikorper JFC12T10.

Im Fall der kryokonservierten Gewebeprobe konnte eine fokale und starke TKTLI-
Expression in vereinzelten Zellen innerhalb des Tumorgewebes nachgewiesen werden
(Abbildung 4.5, mit Pfeilspitzen markiert). In der Isotypkontrolle blieben die Zellen
innerhalb des Tumorgewebes ungefirbt, was fiir die Spezifitit der TKTLI1-Detektion
spricht. Es trat keine gleichméBig tiber das Tumorgewebe verteilte Farbung auf
(Abbildung 4.5). Bei der starken Farbung im Lumen der Driisenstruktur ist zu beachten,
dass auch bei einer Inkubation des Gewebes mit dem Isotypantikdrper, unter ansonsten
gleichbleibenden Bedingungen, eine Fiarbung auftrat und diese Farbung daher als un-

spezifisch zu werten ist (Abbildung 4.5, unterer Abschnitt).
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Abbildung 4.5: Immunhistochemische Firbung von TKTL1 in einem kryokonservierten Larynx-
karzinom. Ein Teil der Biopsie des Larynxkarzinoms wurde ohne vorherige Fixierung in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und in ca. 4 pm dicke Gewebeschnitte verarbeitet. Eine Antigendemaskierung
war nicht erforderlich. Die Visualisierung von TKTL1 erfolgte mit Hilfe des Antikorpers JFC12T10 in
Verbindung mit einem biotinylierten Sekundirantikorper, der ABC-Methode und dem AEC-Substrat
(TKTL1: rote Farbe). Einzelne stark TKTL1-exprimierende Zellen im Tumorgewebe sind mit Pfeilspit-
zen markiert. Die Zellkerne wurden mit Mayers Hdmalaunldsung blau gegengefarbt. Als Kontrolle wur-
den unmittelbar nachfolgende Gewebeschnitte mit einem Isotypantikdrper anstelle des JFC12T10-
Antikdrpers inkubiert. Es ist ein reprisentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Féarbungen zu sehen.

(Ak: Antikorper).

Die immunhistochemische Férbung der Paraffin-eingebetteten Gewebeproben des La-
rynxkarzinoms ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Wéhrend im Fall des HOPE-fixierten
Gewebes, wie auch bei kryokonserviertem Gewebe, keine Antigendemaskierung erfor-
derlich war, musste Formalin-fixiertes Gewebe vor der immunhistochemischen Farbung
entweder in Citratpuffer gekocht oder mit Proteinase behandelt werden. Dies war erfor-
derlich, da Formalin eine Vernetzung von Peptiden und damit eine Maskierung von
Zielantigenen bewirkt (Leong, 2004). Sowohl in HOPE-fixiertem als auch in Formalin-
fixiertem und mit Citrat behandeltem Gewebe konnte eine gleichmiflige, moderate
TKTL1-Expression iiber die gesamte Tumormasse hinweg detektiert werden, wéihrend
das umliegende Bindegewebe (Stroma) ungefirbt blieb (Abbildung 4.6). Im Fall des
HOPE-fixierten Gewebes wurde diese gleichméfBige Farbung durch fokale Anreiche-

rungen in der Tumormasse, wie auch bei kryokonserviertem Gewebe beobachtet, er-
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ginzt (Abbildung 4.6, Pfeilspitze). In Formalin-fixiertem und in Citratpuffer gekochtem
Gewebe fehlten solche fokale Anreicherungen dagegen. Dabei muss beachtet werden,
dass bei beiden Fixierungstechniken auch in den Isotypkontrollen jeweils schwache
homogene Farbungen im Gewebe auftraten. Die enzymatische Antigendemaskierung
mittels Proteinase in Formalin-fixiertem Gewebe war nicht ausreichend, um in der vor-

liegenden Arbeit TKTL1 zu detektieren (Abbildung 4.6, rechtes unterstes Bild).

Tumor: Larynxkarzinom (Paraffin-eingebettet)

HOPE-Fixierung
ohne Behandlung

Formalin-Fixierung
Citrat-Behandlung

Isotyp

>

Formalin-Fixierung
Citrat-Behandlung
Bunjpueyag-aseuis}oid
Bunusixi4-uljewso

k: TKTLA1 TKTLA1

=

Abbildung 4.6: Immunhistochemische Firbung von TKTLI1 in einem Paraffin-eingebetteten La-
rynxkarzinom. Ein Teil des Larynxkarzinoms wurde mit HOPE fixiert und in Paraffin eingebettet, wéh-
rend ein weiterer Teil mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet wurde. Aus den Paraffinblocken
wurden ca. 4 pum dicke Gewebeschnitte hergestellt und diese wiederum mit dem TKTL1-Antikorper
JFCI2T10 in Verbindung mit einem biotinylierten Sekundérantikorper, der ABC-Methode und dem
AEC-Substrat gefarbt (rot). Im Fall der Fixierung mit Formalin erfolgte vor der immunhistochemischen
Féarbung eine Antigendemaskierung entweder mittels Kochen der Schnitte in Citratpuffer (pH 6,0) fiir 30
Minuten oder mittels enzymatischer Behandlung mit 0,1 % Proteinase (in PBS) fiir 10 Minuten bei Raum-

temperatur. Die blaue Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit Mayers Himalaunldsung. Negativkontrollen
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wurden mittels Inkubation mit einem Isotypantikorper in konsekutiven Gewebeschnitten hergestellt. Dar-

gestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen immunhistochemischen Féarbungen.

Auffallend war, dass bei der hitzeinduzierten Antigendemaskierung des Formalin-
fixierten Gewebes aus einer Verldngerung der Kochzeit in Citratpuffer eine Steigerung
der Férbeintensitdt iiber das ganze Tumorgewebe hinweg resultierte (Abbildung 4.7).
Zusitzlich konnte eine TKTL1-Anfarbung sogar in den Zellkernen festgestellt werden
(Abbildung 4.6, linkes unterstes Bild und Abbildung 4.7, mit Pfeilen markiert), was
tiberraschend war, da TKTL1 seine Funktion im Pentosephosphatweg ausiibt und dieser

im Zytosol stattfindet.
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Abbildung 4.7: Immunhistochemische Firbung von TKTL1 in Abhingigkeit von der Dauer der
Citratbehandlung. Die Schnitte eines Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Larynxkarzinoms
wurden zur Antigendemaskierung fiir 20, 30 und 40 Minuten in Citratpuffer (pH 6,0) bei 700 Watt in der
Mikrowelle gekocht. AnschlieBend folgte die immunhistochemische Farbung von TKTL1 mit dem
JFC12T10-Antikorper in Kombination mit dem biotinylierten Sekundérantikorper, der ABC-Methode
und dem AEC-Substrat (rot). Zellkerne wurden mit Mayers Hdmalaunlosung blau gefarbt. Eine Farbung
von TKTL!1 im Zellkern ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Gezeigt sind jeweils Serien von zwei aufeinan-

derfolgenden Schnitten (oberes und unteres Bild) mit ansteigender Kochzeit.
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4.2.2 TKTL1-Expression in kryokonservierten gesunden Geweben

Neben der immunhistochemischen Detektion von TKTLI in Abhédngigkeit von der Fi-
xierung, Konservierung und Antigendemaskierung am Beispiel eines Larynxkarzinoms
wurden auflerdem immunhistochemische Farbungen des Proteins in gesunden Geweben
aus Larynx, Gaumenbogen und Kolon durchgefiihrt. Aufgrund der fehlenden Modifizie-
rung von Epitopen bei der Kryokonservierung und wegen der schwachen Farbungen,
die die Isotypkontrollen von HOPE- und Formalin-fixierten Geweben zeigten
(Abbildung 4.6), wurden die weiteren immunhistochemischen Farbungen im Rahmen
dieser Arbeit an kryokonservierten Geweben durchgefiihrt. In gesunder Larynxschleim-
haut liefen sich bei Inkubation mit dem TKTL1-Antikdrper JFC12T10 einzelne stark
positive Zellen nachweisen (Abbildung 4.8, oberstes linkes Bild, mit Pfeilspitzen mar-
kiert), wie auch im kryokonservierten Larynxkarzinom (siehe Abbildung 4.5). Die Iso-
typkontrolle der Larynxschleimhaut blieb dagegen ungeférbt, was fiir die Spezifitit der
Féarbung mit dem TKTLI1-Antikorper spricht. In gesunder Kolonschleimhaut konnten
stark rot gefiarbte Krypten mit zahlreichen gefarbten Becherzellen (Abbildung 4.8, un-
terstes linkes Bild) detektiert werden. Auch hier blieb die Isotypkontrolle ungefarbt. In
gesunder Gaumenbogenschleimhaut konnte TKTL1 nicht detektiert werden. Hier war
sowohl mit dem spezifischen TKTLI1-Antikorper als auch mit dem Isotypantikdrper
keine Anfarbung des Gewebes nachzuweisen (Abbildung 4.8, mittlere Bilder).
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Abbildung 4.8: Immunhistochemische Fiarbung von TKTL1 in gesunden kryokonservierten Gewe-
ben. Die Fiarbung der 4 pum dicken Gewebeschnitte erfolgte mit dem TKTL1-spezifischen Antikdrper
JFCI12T10 in Verbindung mit dem biotinylierten Sekundéirantikdrper, der ABC-Methode und dem AEC-
Substrat (rote Farbe). Konsekutive Gewebeschnitte wurden als Kontrolle mit einem Isotypantikorper
inkubiert. Die Zellkerne wurden blau gegengefarbt. Einzelne stark TKTL1-exprimierende Zellen in ge-

sunder Larynxschleimhaut sind mit Pfeilspitzen markiert.

4.3 Einfluss der exogenen TKTL1-Expression auf die

Zellproliferation

Nachdem die Expression von TKTLI1 in Zelllinien und Geweben mittels verschiedener
Methoden untersucht wurde und dabei eine Expression auf mRNA- und Proteinebene in
THP-1 Zellen sowie eine starke Expression in einzelnen Zellen innerhalb des analysier-
ten Larynxkarzinoms festgestellt werden konnte, folgten weitere Untersuchungen zur
TKTL1-Funktion. Hierfiir wurden die stabilen Transfektanten 293pCAG-TKTL1 und
293pCAG-A verwendet. Beide Zelllinien wurden aus der humanen embryonalen Nie-

renzelllinie HEK293 hergestellt, indem entweder ein TKTL1-Expressionsplasmid
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(141pCAG-TKTL1) oder alternativ ein analoger Leervektor (141pCAG-A) stabil trans-
fiziert wurde. Die Zelllinien unterschieden sich letztlich also nur in der exogenen Ex-
pression von TKTL1 bei ansonsten gleichem genetischen Hintergrund. Zunichst wurde
gepriift, ob und gegebenenfalls (ggf.) wie sich eine exogene TKTL1-Expression auf die
Proliferation der Zellen unter Standard- sowie unter restriktiven Kulturbedingungen
auswirkt. Es folgten darauthin weitere Untersuchungen zum Einfluss der exogenen
TKTL1-Expression auf die Apoptoserate der Zellen. Die Ergebnisse dieser Experimente

werden im Folgenden beschrieben.

4.3.1 Einfluss von exogenem TKTL1 auf die Proliferation unter
Standardkulturbedingungen

Zunichst wurde getestet, ob die exogene Expression von TKTLI1 einen Einfluss auf die
Proliferation der stabilen Zellklone unter Standardkulturbedingungen hat. Hierzu wurde
die Proliferation von 293pCAG-TKTL1 Zellen in unmittelbarem Vergleich zur Prolife-
ration der TKTL1-negativen Zelllinie 293pCAG-A untersucht. Beide Zelllinien wurden
in gleicher Zahl ausgesit und unter Standardbedingungen kultiviert (10 % FKS, 5%
COa,, 95 % Raumluft). Die Zellzahlen wurden iiber einen Zeitraum von 4 Tagen jeweils
taglich bestimmt. Dabei konnte reproduzierbar bei den 293pCAG-TKTLI1 Zellen eine
um bis zu 20 % hdhere Zellzahl (signifikant mit p < 0,05 im zweiseitigen t-Test an Tag

4) als bei den 293pCAG-A Zellen festgestellt werden (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Vergleich der Proliferation von stabilen HEK293-Transfektanten unter Standard-
kulturbedingungen. 293pCAG-TKTLI1 (schwarze Balken) und 293pCAG-A Zellen (weile Balken)
wurden mit jeweils 3 x 10° Zellen je Schale ausplattiert (Tag 0) und unter Standardbedingungen kulti-

viert. An vier aufeinanderfolgenden Tagen wurden die Zellen jeweils geerntet und die Zellzahl in einer
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Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei

unabhéngigen Experimenten.

Um diesen positiven Effekt von TKTL1 auf die Zellvermehrung zu verifizieren, erfolgte
eine Repression des exogenen TKTLI1 in 293pCAG-TKTLI1 Zellen, indem die Trans-
fektante mit einer TKTL1-spezifischen siRNA transient transfiziert wurde. Als Kontrol-
le erfolgte die Transfektion mit einer Kontroll-siRNA anstelle der spezifischen siRNA.
Die Kontroll-siRNA fiihrt nicht zur Herabregulation der TKTL1-Expression. Es schloss
sich der unmittelbare Vergleich der Proliferation der so behandelten 293pCAG-TKTL1
Zellen an. Da die Wirkung der TKTLI-spezifischen siRNA in zuvor durchgefiihrten
Versuchen nach etwa 3 Tagen nachlie3 (siche Abbildung 4.4), fand eine Beobachtung
der Proliferation hier nur liber 3 Tage statt. Auch in diesem Versuch bestétigte sich der
zuvor beschriebene Proliferationsvorteil TKTL1-exprimierender Zellen. Abbildung 4.10
zeigt, dass eine Repression von TKTL1 in 293pCAG-TKTL1 Zellen (weile Balken)
nach 3 Tagen zu deutlich niedrigeren Zellzahlen fiihrte (34 % weniger an Tag 2, 38 %
weniger an Tag 3) im Vergleich zu der Zelllinie, in der TKTL1 nicht herabreguliert
wurde (schwarze Balken; Unterschied statistisch signifikant mit p < 0,05 im zweiseiti-

gen t-Test an Tag 2).
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Abbildung 4.10: Vergleich der Proliferation von 293pCAG-TKTL1 Zellen mit und ohne TKTL1-
Repression. 293pCAG-TKTL1 Zellen wurden mit 1 x 10’ Zellen (Tag 0) je Kulturschale ausgesit und
mit TKTL1-spezifischer siRNA (293pCAG-TKTL1 siRNA, weile Balken) bzw. mit einer Kontroll-
siRNA (293pCAG-TKTLI1 csiRNA, schwarze Balken) transient transfiziert. Die Kultivierung erfolgte
iiber 3 Tage unter Standardkulturbedingungen, wobei eine tégliche Bestimmung der Zellzahl der jeweili-
gen Paare vorgenommen wurde. Es sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngi-

gen Versuchen abgebildet.
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Um die Effizienz der TKTLI1-spezifischen siRNA zu verifizieren, wurden die mit
TKTLI1-spezifischer bzw. Kontroll-siRNA transient transfizierten 293pCAG-TKTLI1
Zellen mittels RT-PCR und Immunoblot analysiert. In Abbildung 4.11 (A) ist die er-
folgreiche Repression der TKTL1-mRNA bei einer Behandlung der Zellen mit spezi-
fischer siRNA im Vergleich zu einer Behandlung mit der Kontroll-siRNA zu sehen. Die
entsprechende Herabregulation des Proteins durch die TKTL1-siRNA ist im Immu-
noblot in Abbildung 4.11 (B) dargestellt.

Zusammengefasst lieB3 sich in den durchgefiihrten Versuchen ein moderater Prolifera-

tionsvorteil durch exogenes TKTL1 unter Standardkulturbedingungen beobachten.
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- + -+ -+ Kontroll-siRNA

o)
T o+ S T TKTL1-siRNA

Tag 1 Tag 2 Tag 3

B 293pCAG-TKTL1
- + - + - + Kontroll-siRNA

- TKTL1-siRNA

+ - + - +
64 kD— “ ‘ . TKTLA
49 kD=—

‘-0.."" Aktin

Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 4.11: Nachweis der Effizienz der spezifischen TKTL1-siRNA. (A) Die mit spezifischer
siRNA und Kontroll-siRNA behandelten 293pCAG-TKTL1 Zellen wurden mittels RT-PCR mit TKTL1-
spezifischen Primern iiber 3 Tage hinweg untersucht (TKTL1: 510 bp). Als Ladekontrolle diente die
mRNA-Expression des Haushaltsgens GAPDH (257 bp). Alle Proben wurden in der RT-PCR unter den-
selben Bedingungen analysiert (TKTL1: 25 Zyklen; GAPDH: 22 Zyklen). (B) Analyse der Zellen im
Immunoblot mit Hilfe des TKTL1-Antikérpers JFC12T10 (TKTL1-Wildtypprotein: 65 kDa). Als Lade-
kontrolle wurde die Proteinexpression von Aktin in denselben Proben herangezogen (42 kDa). Dargestellt

ist ein repréasentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Versuchen.
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4.3.2 Einfluss von exogenem TKTL1 auf die Proliferation unter
restriktiven Kulturbedingungen

Nachdem ein, wenn auch nur moderater, positiver Effekt des exogen exprimierten Pro-
teins auf die Zellproliferation unter Standardkulturbedingungen (10 % FKS, 5% COa,,
95 % Raumluft) festgestellt werden konnte, wurden zusitzliche Proliferationsexperi-
mente unter restriktiven Kulturbedingungen durchgefiihrt. 293pCAG-TKTLI1 und
293pCAG-A Zellen wurden dabei unter hypoxischen Konditionen (0,1 % Oz, 5% COx,
Rest Stickstoff) oder unter Entzug von Wachstumsfaktoren (1 % FKS) kultiviert.

Hypoxie sollte iiber eine Bildung von Sauerstoffradikalen dazu beitragen, oxidativen
Stress auf die Zellen auszuiiben. Ziel dieses Versuchs war es zu testen, ob exogenes
TKTL1 der 293pCAG-TKTL1 Zelllinie unter hypoxischen Bedingungen (wie sie auch
innerhalb eines Tumors hdufig vorkommen) einen Selektionsvorteil gegeniiber TKTL1-
negativen 293pCAG-A Zellen verschafft. Der Abbildung 4.12 ist zu entnehmen, dass
beide stabile Transfektanten beim Wachstumsvergleich iiber 7 Tage unter hypoxischen
Bedingungen &hnliche Wachstumskurven zeigten. Ein moderater TKTL1-vermittelter
Proliferationsvorteil, wie er unter Standardkulturbedingungen zu beobachten war
(Abbildung 4.9 und Abbildung 4.10), konnte hier nicht mehr nachgewiesen werden. Die
Zelllinien wuchsen bis Tag 5 auf anndhernd gleiche Zellzahlen an (statistisch an allen
Tagen kein signifikanter Unterschied, p > 0,05) und starben dann innerhalb von 2 Ta-
gen, sodass die Zellzahlen an Tag 7 auf bis zu 31 % der urspriinglich ausgesiten Zell-
zahl abfielen (Abbildung 4.12). Der GroBteil der Zellen haftete an Tag 7 nicht mehr am
Boden der Kulturschale, sondern schwamm im Medium. Zudem wurde als typisches
Zeichen der Apoptose ein Schrumpfen der Zellen unter dem Mikroskop detektiert (Da-
ten hier nicht gezeigt). Beim Auszdhlen der Zellen in der Fuchs-Rosenthal-Kammer
konnte dariiber hinaus bei einem gro3en Teil der Zellen eine starke Blaufarbung festge-
stellt werden, die durch eine Aufnahme der zugegebenen Trypanblauldsung in tote Zel-
len entsteht (Daten hier nicht gezeigt). Das Absterben der Zellen nach Tag 5 ist zum
einen aufgrund einer Ubersiduerung des Mediums durch CO, sowie aufgrund der Bil-
dung von Sauerstoffradikalen und damit einhergehender Apoptose zu erkldren. Insge-
samt zeigten beide stabile Transfektanten unter hypoxischen Bedingungen iiber den
Zeitverlauf eine schlechtere Proliferationstendenz und geringere Zellzahlen als unter
Standardkulturbedingungen. Wihrend unter Standardkulturbedingungen 293pCAG-
TKTL1 Zellen bis Tag 4 bereits um das 39,3fache und 293pCAG-A Zellen um das
31,4fache der urspriinglich ausgesiten Zellzahl gewachsen waren (Abbildung 4.9), zeig-
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ten die Zellen unter hypoxischen Bedingungen noch an Tag 5 nur ein Wachstum, wel-
ches das 9,2fache (293pCAG-TKTL1 Zellen) und das 9,7fache (293pCAG-A Zellen)
der urspriinglichen Zellzahlen betrug (Abbildung 4.12).

Hypoxie
60 7 N 293pCAG-TKTL1
0293pCAG-A
50

N
o
|

Zellzahlen (x10°)
w
o

20 1
10 T
0 |
0 1 3 5 7
Tage

Abbildung 4.12: Vergleich der Proliferation stabiler HEK293-Transfektanten unter hypoxischen
Bedingungen. 293pCAG-TKTL1 (schwarze Balken) und 293pCAG-A Zellen (weifle Balken) wurden in
einer initialen Dichte von 5 x 10° Zellen pro Schale ausplattiert und unter Hypoxie (0,1 % O,, 5% CO,,
Rest Stickstoff) bei ansonsten gleichbleibenden Bedingungen (10 % FKS) iiber 7 Tage kultiviert. Alle 2
Tage erfolgte die Bestimmung der Zellzahlen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichun-

gen von zwei unabhéngigen Versuchen.

Als weitere restriktive Bedingung fiir die Kultivierung der Zellen wurde der Entzug von
Wachstumsfaktoren gewahlt. 293pCAG-TKTL1 Zellen und 293pCAG-A Zellen wurden
hierfiir in einem Medium kultiviert, dem nur 1 % FKS und nicht 10 % FKS, wie unter
Standardbedingungen iiblich, zugegeben wurde. FKS enthilt diverse Faktoren, u. a. Pro-
teine, Wachstumsfaktoren, Aminosiduren und Hormone, die fiir die Proliferation und die
Kultivierung von Zellen notwendig sind. Die Zellen wurden iiber 7 Tage bei ansonsten
gleichbleibenden Bedingungen (5 % CO;, 95 % Raumluft) kultiviert und alle 2 Tage
ausgezdhlt, um einen Proliferationsvergleich der beiden stabilen Transfektanten zu er-
halten. Wihrend die 293pCAG-A Zellen unter den gegebenen Bedingungen nur
schlecht proliferierten und die Zellzahl an Tag 7 nur knapp dem 5fachen der Ausgangs-
zellzahl entsprach, stieg die Zellzahl der 293pCAG-TKTL1 Zellen um das 32,5fache im
Vergleich zur ausgesiten Zellzahl an (Abbildung 4.13). An Tag 5 und 7 waren die Zell-
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zahlen der TKTL1-positiven stabilen Transfektante (Abbildung 4.13, schwarze Balken)
mit p < 0,05 im zweiseitigen t-Test signifikant hoher (an Tag 5 7,2fach, an Tag 7
6,6fach) als die der TKTLI1-negativen stabilen Transfektante (Abbildung 4.13, weille
Balken). Auch unter dem Entzug von Wachstumsfaktoren war eine insgesamt schlechte-
re Proliferation der Zellen als unter Standardkulturbedingungen zu beobachten. Unter
Standardkulturbedingungen wuchsen 293pCAG-TKTL1 Zellen bis Tag 4 bereits um das
39,3fache und 293pCAG-A Zellen um das 31,4fache der urspriinglich ausgeséten Zell-
zahlen (Abbildung 4.9), wihrend unter Wachstumsfaktorenentzug bis Tag 7 nur das
32,5fache der Ausgangszellzahl bei den 293pCAG-TKTLI1 Zellen und das Sfache bei
den 293pCAG-A Zellen erreicht wurde (Abbildung 4.13). Unter diesen Bedingungen
fand kein massives Sterben der Zellen zwischen Tag 5 und Tag 7 statt, wie es unter Hy-
poxie zu beobachten war (sieche Abbildung 4.12). Bei beiden Zelllinien konnte bis Tag 7
eine Zunahme der Zellzahl verzeichnet werden. Zusammenfassend konnte also unter
hypoxischen Bedingungen kein positiver Effekt von exogenem TKTL1 auf die Zellpro-
liferation beobachtet werden (Abbildung 4.12), wihrend unter Entzug von Wachstums-
faktoren ein deutlicher Proliferationsvorteil der TKTL1-positiven stabilen Transfektante

gegeniiber der TKTL1-negativen Transfektante zu sehen war (Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: Vergleich der Proliferation stabiler HEK293-Transfektanten unter Entzug von
Wachstumsfaktoren. 293pCAG-TKTLI und 293pCAG-A Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 10’
Zellen je Kulturschale ausgesét und in einem Medium, supplementiert mit 1 % FKS, iiber 7 Tage kulti-
viert. Die Zellen wurden alle 2 Tage geerntet und gezéhlt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabwei-

chungen aus drei unabhidngigen Experimenten.
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4.4 Auswirkung der exogenen TKTL1-Expression auf die

Apoptoserate

Nachdem ein Selektionsvorteil von TKTLI-exprimierenden Zellen im Vergleich zu
TKTL1-negativen Zellen unter Entzug von Wachstumsfaktoren festgestellt werden
konnte, wurde untersucht, ob die exogene Expression des Proteins auch Einfluss auf die
Apoptoserate der Zellen unter restriktiven Bedingungen hat. Die stabilen Transfektanten
aus den zuvor beschriebenen Proliferationsversuchen (siche Abbildung 4.12 und
Abbildung 4.13) wurden hierfiir nach dem Bestimmen der Zellzahlen mit Propidiumio-
did gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert, um den apoptotischen Anteil
der Zellen zu bestimmen. Das fluoreszierende Propidiumiodid interkaliert in die zelluld-
re DNA und kann im Durchflusszytometer gemessen werden. Der Anteil der apopto-
tischen Zellen in einer Zellpopulation wird dabei vom subgenomischen DNA-Gehalt
reprasentiert. Es handelt sich hierbei um fragmentierte DNA, die typischerweise wih-
rend der Apoptose von Zellen gebildet wird. Diese fragmentierte DNA erscheint in der
durchflusszytometrischen Auswertung noch vor dem Gl-Ausschlag, der die G1-Phase
des Zellzyklus und damit einen diploiden, unfragmentierten Chromosomensatz repra-
sentiert (Nicoletti et al., 1991; Riccardi & Nicoletti, 2006). Bei der durchflusszytome-
trischen Untersuchung der stabilen Transfektanten, die iiber 7 Tage unter hypoxischen
Bedingungen kultiviert wurden, lieBen sich iiber den gesamten Beobachtungszeitraum
bei beiden Zelllinien dhnliche Werte fiir den subgenomischen DNA-Gehalt und damit
die Apoptoserate ableiten (Abbildung 4.14). Dies stimmt mit den Ergebnissen aus der
Zellzahlanalyse unter Hypoxie (Abbildung 4.12) iiberein, bei der beide Transfektanten
bis Tag 5 dhnliche Zellzahlen aufwiesen. Die Rate der apoptotischen Zellen bewegte
sich bei beiden Transfektanten bis Tag 5 in niedrigen Bereichen bei im Mittel unter
3,5 %, wihrend sie an Tag 7, parallel zum starken Abfall der Zellzahlen (Abbildung
4.12), abrupt auf bis zu 20 % anstieg (Abbildung 4.14). Es konnte iiber den gesamten
Zeitraum kein signifikanter Unterschied in der Rate der apoptotischen Zellen zwischen

beiden Zelllinien ermittelt werden (p > 0,05).
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Abbildung 4.14: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptoseraten von stabilen HEK293-
Transfektanten unter Hypoxie. (A) 293pCAG-TKTLI und 293pCAG-A Zellen wurden mit 5 x 10°
Zellen/Schale ausplattiert und liber 7 Tage unter hypoxischen Konditionen kultiviert. Die Zellen wurden
alle 2 Tage vollstindig geerntet, d. h. anhaftende wie auch schwimmende Zellen einer Kulturschale, und
mittels PI-FACS auf den subgenomischen DNA-Gehalt, der den Anteil an apoptotischen Zellen reprisen-
tiert, hin analysiert. Dieser ist mit = (Marker M1) gekennzeichnet. Dargestellt sind reprisentative Ab-
bildungen von zwei unabhéngigen Versuchen. (B) Gezeigt sind die prozentualen Mittelwerte der apopto-

tischen Zellen mit Standardabweichungen aus zwei unabhéngigen Experimenten.

Die TKTL1-negative Transfektante, die iiber 7 Tage lang unter Wachstumsfaktorenent-
zug (1 % FKS) kultiviert wurde, zeigte bei der Auswertung mittels PI-FACS kontinuier-
lich ansteigende Werte fiir den fragmentierten DNA-Gehalt auf bis zu 11 %. Bei der
TKTLI1-positiven Transfektante hingegen blieb unter den gleichen Bedingungen der
Anteil der apoptotischen Zellen mit einem Wert von im Mittel unter 4 % auf niedrigem
Niveau (Abbildung 4.15; hoch signifikanter Unterschied mit p < 0,01 an Tag 5 im zwei-
seitigen t-Test). Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die exogene Expression von

TKTL1 mit einer Reduktion der Apoptose nach Wachstumsfaktorenentzug einhergeht.
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Abbildung 4.15: Durchflusszytometrische Auswertung der Apoptoseraten von stabilen HEK293-
Transfektanten unter Entzug von Wachstumsfaktoren. (A) Die Zelllinien 293pCAG-TKTL1 und
293pCAG-A wurden, ausgehend von einer initialen Zellzahl von 5 x 10° Zellen/Schale, 7 Tage lang in
einem Medium kultiviert, das 1 % FKS enthielt. Alle 2 Tage wurden alle Zellen (sowohl anhaftende als
auch schwimmende) einer Kulturschale geerntet und mit der PI-FACS-Methode der Anteil der apoptoti-
schen Zellen ausgewertet (—, Marker M1). Zu sehen sind repriisentative Abbildungen aus drei unabhin-
gigen Versuchen. (B) Dargestellt ist ein Balkendiagramm der prozentualen Mittelwerte der Zellen mit

einem Gehalt an fragmentierter DNA mit Standardabweichungen aus drei unabhingigen Experimenten.
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5 DISKUSSION

5.1 Die Expression und Funktion von TKTL1 in der Literatur

Wie bereits einleitend beschrieben, stellten Warburg et al. (1924) vor {iber 90 Jahren die
Hypothese auf, dass Tumorzellen auch bei Anwesenheit von Sauerstoff vorwiegend die
aerobe Glykolyse betreiben, statt der wesentlich effizienteren oxidativen Phosphorylie-
rung in den Mitochondrien, um Energie in Form von ATP zu generieren. Die bevorzug-
te aecrobe Glykolyse in Tumorzellen wird auch als ,,Warburg-Effekt™ bezeichnet. Um
thren gesteigerten Bedarf an Ribosen fiir die Synthese von Nukleinsduren (DNA und
RNA) zu decken, greifen die rasch proliferierenden Tumorzellen auB8erdem hauptséch-
lich auf den nicht-oxidativen Abschnitt des Pentosephosphatweges zuriick (Boros et al.,
1997; Wittig & Coy, 2008). Essenzielle Reaktionen des nicht-oxidativen Abschnittes
werden dabei von dem Enzym Transketolase katalysiert. Die Familie der Transketola-
sen besteht aus der TKT selbst sowie den Transketolase-dhnlichen Proteinen TKTLI1
und TKTL2. TKTLI stand in den letzten Jahren im Fokus vieler Tumorstudien seit von
Coy et al. (2005) dessen Uberexpression in Karzinomen und eine verinderte enzyma-
tische Funktion des Proteins beschrieben wurde, welche die aerobe Glykolyse in Tu-
morzellen fordert. Seitdem wurde in zahlreichen Publikationen eine Uberexpression von
TKTLI in den verschiedensten soliden Tumoren beschrieben (Ahopelto et al., 2016;
Bentz et al., 2013; Diaz-Moralli et al., 2011; Foldi et al., 2007; Fritz et al., 2012;
Grimm et al., 2014; Jayachandran et al., 2016; Jia et al., 2015; Kayser et al., 2011;
Kohrenhagen et al., 2008; Krockenberger et al., 2010; Krockenberger et al., 2007;
Langbein et al., 2008; Langbein et al., 2006; Lange et al., 2012; Li et al., 2015; Schmidt
et al., 2008; Schmidt et al., 2010; Schultz et al., 2008; Schwaab et al., 2011; Semilia et
al., 2015; Shi et al., 2015; Song et al., 2015; Staiger et al., 2006; Sun et al., 2010;
Volker et al., 2008; Volker et al., 2007; Wu et al., 2009; Zerilli et al., 2008). Die
TKTL1-Uberexpression wurde dabei von einigen Autoren in Verbindung mit einer
schlechten Prognose der Patienten gebracht (Ahopelto et al., 2016; Grimm et al., 2013;
Jayachandran et al., 2016; Kayser et al., 2011; Krockenberger et al., 2007; Langbein et
al., 2008; Langbein et al., 2006; Lange et al., 2012; Schwaab et al., 2011; Shi et al.,
2015; Song et al., 2015; Volker et al., 2007), wihrend andere wiederum keinen Zu-

sammenhang zwischen der TKTLI1-Expression und prognostischen Faktoren herstellen
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konnten (Diaz-Moralli et al., 2011; Fenske et al., 2009; Foldi et al., 2007; Fritz et al.,
2012; Philipp et al., 2014; Semilia et al., 2015). TKTL1 wurde des Weiteren in Verbin-
dung mit der Proliferation von verschiedenen Tumorzelllinien gebracht (Chen et al.,
2009; Diaz-Moralli et al., 2016; Hu et al., 2007; Jayachandran et al., 2016; Li et al.,
2015; Shi et al., 2015; Smith et al., 2009; Sun et al., 2010; Xu et al., 2009; Yuan et al.,
2010). Eine potenzielle Beteiligung von TKTL1 im Stoffwechsel rasch proliferierender
Zellen und die Uberexpression in Karzinomen fiihrten zu der Annahme, dass TKTLI
nicht nur als Bio- bzw. Tumormarker Verwendung finden konnte (Feyen et al., 2012;
Foldi et al., 2007; Grimm et al., 2013; Jansen & Coy, 2013; Kayser et al., 2011;
Langbein et al., 2008; Li et al., 2016; Staiger et al., 2006; Xu et al., 2009), sondern
auch ein Ziel fiir die Antitumortherapie darstellt (Chen et al., 2009; Diaz-Moralli et al.,
2016; Diaz-Moralli et al., 2011; Foldi et al., 2007; Fritz et al., 2012; Frohlich et al.,
2009; Grimm et al., 2014; Jayachandran et al., 2016; Jia et al., 2015; Kayser et al.,
2011; Krockenberger et al., 2010; Krockenberger et al., 2007; Langbein et al., 2008;
Langbein et al., 2006; Li et al., 2015; Shi et al., 2015; Staiger et al., 2006; Volker et al.,
2008; Volker et al., 2007; Xu et al., 2009; Yuan et al., 2010). Beziiglich einer gezielt
gegen TKTLI1 gerichteten Antitumortherapie war Oxythiamin jedoch in den Versuchen
von Jayachandran et al. (2016) und Frohlich et al. (2009) nicht ausreichend wirksam,
um eine Hemmung der Proliferation der untersuchten Karzinomzelllinien, die eine hohe
TKTL1-Expression aufwiesen, zu bewirken. In den Experimenten von Kdmmerer et al.
(2015) konnte zudem keine erhdhte Resistenz gegen die Chemotherapeutika Paclitaxel
und Cisplatin oder gegeniiber ionisierender Strahlung der beiden malignen Zelllinien
festgestellt werden, in welchen eine endogene TKTL1-Expression nachgewiesen wer-
den konnte. Hinsichtlich der Verwendung von TKTL1 als Tumormarker existieren be-
reits einige Veroffentlichungen zur Anwendung des EDIM-TKTLI1-Tests zur Bestim-
mung des Enzyms im Blut, wodurch die Friiherkennung von Malignomen, Rezidiven,
einer Metastasenbildung und die Wirksamkeit operativer Therapien moglich sein soll
(Coy, 2017; Feyen et al., 2012; Grimm ef al., 2016a; Grimm et al., 2016b; Grimm et al.,
2016¢; Grimm ef al., 2013; Jansen & Coy, 2013; Jansen & Walach, 2016; Todenhofer
et al., 2017). Laut einer wissenschaftlichen Stellungnahme der Deutschen Krebsgesell-
schaft (Arbeitsgemeinschaft Pravention und Integrative Onkologie) handelt es sich bei
diesem Testverfahren jedoch weder um ein validiertes Verfahren der [In-vitro-
Diagnostik, noch ist es zur Diagnose von Tumorerkrankungen, deren Prognoseeinschat-

zung oder der Beurteilung des Therapieansprechens geeignet und wird von der Exper-
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tengruppe daher nicht empfohlen (siehe Stellungnahme zur Bestimmung des Enzyms
TKTL1 mit dem EDIM-Test unter https://www.krebsgesellschaft.de). Wiahrend der
EDIM-Test auf einem Nachweis von phagozytiertem TKTL1 in Makrophagen beruht,
untersuchten Tsaur et al. (2016) TKTL1 im Serum mittels ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) in Patienten mit Prostatakarzinomen. Sie stellten fest, dass das
Serum-TKTL1 in Patienten mit Prostatakarzinom im Vergleich zu gesunden Patienten
signifikant niedriger war, was im Gegensatz zur beschriebenen Erhéhung von EDIM-
TKTL1-Messwerten in Tumorpatienten steht (Tsaur et al., 2016). Eine mogliche Erkla-
rung hierfiir konnte nach Ansicht der Autoren darin liegen, dass TKTL1 von den
Makrophagen aufgenommen wurde und die TKTL1-Spiegel im Serum daher sinken
(Tsaur et al., 2016).

Von Smith ef al. (2009) und Sun ef al. (2010) wurde ein Zusammenhang zwischen einer
TKTLI1-Uberexpression in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs und einer
Hypomethylierung des TKTL1-Promotors festgestellt und TKTL1 als potenzielles neu-
es Onkogen angesehen, welches durch die Hypomethylierung des Promotors aktiviert
wird (Sun et al., 2010). Ubereinstimmend hiermit konnten auch Jayachandran et al.
(2016) eine Hypomethylierung des TKTL1-Promotors in Melanomzelllinien mit einer
hohen TKTL1-Expression und umgekehrt eine Hypermethylierung in normalen Mela-
nozyten und Melanomzelllinien, die kein TKTL1 exprimierten, nachweisen. Zudem
konnten die Autoren die Hypermethylierung in einer Melanomzelllinie ohne TKTLI-
Expression durch eine Behandlung mit dem DNA-demethylierenden Agens 5-A4za-2 -
deoxycytidine (5aza) aufheben, was letztlich in einer Expression von TKTL1 resultierte
(Jayachandran et al., 2016). Die Autoren gehen daher ebenfalls von einer Aktivierung
der TKTL1-Expression durch die Hypomethylierung des TKTLI-Promotors aus
(Jayachandran et al., 2016). Interessanterweise fanden Li ef al. (2016) dementgegen in
kolorektalen Karzinomen eine signifikante Hypermethylierung des TKTLI1-Promotors
und sahen TKTL1 daher als potenzielles neues Tumorsuppressorgen an, welches durch
die Hypermethylierung des Promotors inaktiviert wird.

Bentz et al. (2011) demonstrierten in ihrer Studie eine verstirkte Entziindungsreaktion
in Méusen mit Dextran-Natriumsulfat-induzierter Kolitis nach der Inaktivierung von
TKTLI. Von den Autoren wird eine mogliche Rolle von TKTL1 bei der Mukosaregene-
ration diskutiert, indem TKTLI indirekt NADPH {iber den Pentosephosphatweg nach-
liefert und somit zur Vermeidung von Schidden durch reaktive Sauerstoffspezies bei-

tragt, die bei einer intestinalen Inflammation entstehen (Bentz et al., 2011).
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Mayer et al. (2010) sprachen sich in einer kritischen Auseinandersetzung mit dem The-
ma des TKTLI1-Proteins gegen eine Expression des Proteins im Zusammenhang mit
Malignomen aus und postulierten, dass der Glukosestoffwechsel von malignen Zellen
nicht von TKTL1 reguliert wird. Auch in den Experimenten von Kdmmerer et al.
(2015) war die TKTL1-Expression in einer breiten Auswahl von malignen Zelllinien ein
seltenes Ereignis.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst das Expressionsmuster von TKTL1 in ver-
schiedenen Zelllinien auf mRNA- und Proteinebene, in einem Larynxkarzinom mittels
verschiedener Fixierungs-, Konservierungs- und Antigendemaskierungsmethoden sowie
in gesunden kryokonservierten Geweben analysiert. Anschlieend folgten Untersu-
chungen hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen der exogenen TKTL1-Expression
in stabilen HEK293-Transfektanten und der Proliferation sowie den Apoptoseraten die-
ser Zellen. Nachdem die Ergebnisse dieser Experimente zuvor bereits beschrieben wur-
den, sollen diese nun im Folgenden, auch im Vergleich mit den Resultaten anderer Au-

toren, diskutiert werden.

5.2 Die Detektion von TKTL1

Die Detektion von TKTL1 erfolgte in den bisher vorhandenen Publikationen auf Prote-
inebene mittels Immunhistochemie und Western Blot und auf mRNA-Ebene mittels
RT-PCR. Immunhistochemische Untersuchungen fanden dabei fast ausschlieBlich an
Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben statt, die zur Antigendemas-
kierung in Citratpuffer gekocht wurden. Bei Durchsicht der vorhandenen Literatur zu
TKTLI1 fiel auf, dass bei Analysen sowohl mit RT-PCR als auch in Immunoblots unter-
schiedliche und zum Teil sehr kontroverse Expressionsmuster von TKTL1 beschrieben
wurden. Dies gab den Anlass dazu, eigene Untersuchungen zur TKTLI1-Expression

durchzufiihren, die in der vorliegenden Arbeit bereits beschrieben wurden.

5.2.1 Die Detektion von TKTL1 mittels RT-PCR und Immunoblot

Wie im Ergebnisteil schon ausgefiihrt wurde, war THP-1 die einzige der in dieser Ar-
beit untersuchten malignen Zelllinien, in der endogene TKTL1-mRNA nachgewiesen
werden konnte. In allen anderen Tumorzelllinien, einschlieSlich HeLa und MCF-7 Zel-
len, blieb das Expressionsniveau der TKTL1-mRNA unterhalb der Nachweisgrenze der
RT-PCR (sieche 4.1.1). Dies steht in Widerspruch zu den Resultaten von Chen et al.
(2009), die endogene TKTL1-mRNA in HeLa-Zellen nachweisen konnten. Eine mdgli-
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che Erkldrung hierfiir konnte die Verwendung unterschiedlicher Primer in den Experi-
menten von Chen et al. (2009) und der vorliegenden Arbeit sein. Die Ergebnisse der
vorliegenden Dissertation werden allerdings von Mayer et al. (2010) bekréftigt, die in
HeLa und MCF-7 Zellen unter Verwendung der gleichen Primer wie Chen et al. (2009)
ebenfalls keine relevante TKTL1-Expression detektieren konnten. Ein nennenswerter
Nachweis der TKTL1-mRNA war dabei in insgesamt sechs malignen Zelllinien (HeLa,
MCF-7, A549, HT-1080, TF-1, M21) auch unter Verwendung von zwei weiteren unter-
schiedlichen Primerpaaren nicht mdglich (Mayer et al., 2010). Ebenfalls in Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnten auch Kémmerer et al.
(2015) unter Anwendung von drei verschiedenen Primerpaaren in HeLa und MCF-7
Zellen sowie in dreizehn weiteren Karzinomzelllinien keine relevante endogene
TKTL1-Expression auf Transkriptebene nachweisen. Dahingegen gelang der Nachweis
der TKTLI-mRNA in den oralen Plattenepithelkarzinomzelllinien BICR3 und BICR56
(Grimm et al., 2014), in verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien (Bentz et al., 2013; Hu
et al., 2007; Xu et al., 2009), in der Magenkarzinomzelllinie AGS (Yuan et al., 2010),
den Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa und HEC-1A (Krockenberger et al.,
2010), in elf Melanomzelllinien (Jayachandran et al., 2016), in vier Osophaguskarzi-
nomzelllinien (Li et al., 2015) sowie in den Nasopharynxkarzinomzelllinien CNE2 und
HONEI1 (Dong & Wang, 2017).

Bei der Literaturrecherche zur TKTL1-Expression fiel zudem auf, dass Coy et al
(2005) endogenes TKTL1-Protein im Immunoblot in der Kolonkarzinomzelllinie HCT-
116 nachweisen konnten. Dies gelang jedoch spéter Xu et al. (2009) trotz der Detektion
der TKTL1-mRNA in eben dieser Zelllinie und trotz Verwendung des gleichen Anti-
korpers JFC12T10 nicht mehr. Auch Kdmmerer et al. (2015) gelang ein Nachweis des
endogenen TKTLI1-Vollldingenproteins im Immunoblot in HCT-116 Zellen mit dem
Antikorper JFC12T10 und zwei weiteren Antikorpern nicht. In der Verdffentlichung
von Coy et al. (2005) konnten in unterschiedlichen Tumorzelllinien mit dem von den
Autoren selbst generierten Antikérper JFC12T10 im Immunoblot verschiedene Proteine
detektiert werden, deren Molekulargewicht sich zwischen 40 und 75 kDa bewegte. Die-
se beschrieben die Autoren als TKTLI-Isoformen (Coy et al., 2005). Kleinere Protein-
isoformen, die sich im Bereich zwischen 40 und 58 kDa bewegten, wurden dabei von
den Verfassern auf die Existenz von kleineren mRNA-Transkripten zuriickgefiihrt, die
sie bereits in Normalgeweben wie beispielsweise Herz, Gehirn, Plazenta oder Lunge

nachweisen konnten (Coy et al., 2005). Das TKTL1-Volllingenprotein mit einer be-
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rechneten GroBe von 65 kDa (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_036385.3)
konnte allerdings in keiner der von Coy et al. (2005) analysierten Karzinomzelllinien
nachgewiesen werden. Die Autoren gingen aber davon aus, dass es sich bei der in allen
Zelllinien vorhandenen 75 kDa Proteinbande um das native TKTL1-Vollldngenprotein
handelte, auch wenn diese ein wesentlich groeres Molekulargewicht aufwies. Wissen-
schaftliche Erkldrungen hierzu wurden jedoch nicht gegeben (Coy et al., 2005). Volker
et al. (2008) fanden bei der Analyse von normalem Hirngewebe, astrozytischen Glio-
men sowie Glioblastomen mittels Western Blot und dem Antikérper JFC12T10 zwei
Proteine mit Molekulargewichten von 60 kDa und 70 kDa, die sie als Splicevarianten
von TKTL1 bezeichneten. Im Fall von Schilddriisenkarzinomzellen wurde das Moleku-
largewicht von TKTL1 im Western Blot mit Hilfe des JFC12T10-Antikorpers sogar mit
92 kDa publiziert (Frohlich et al., 2009). In keiner der bisher genannten Verodffentli-
chungen konnte das Vollldngenprotein bei 65 kDa detektiert werden. Lediglich Bentz et
al. (2013) wiesen TKTLI in kolorektalen Tumorzelllinien als Protein mit einem Mole-
kulargewicht von 65,4 kDa und Jayachandran ef al. (2016) (in den ergdnzenden Daten
zu ihrer Publikation) in Melanomzelllinien mit 64 kDa im Immunoblot mit dem Anti-
korper JFC12T10 nach. Interessant ist, dass auch in den von Bentz et al. (2013) abge-
bildeten Immunoblots in der Mehrzahl der untersuchten Zelllinien zusitzliche Protein-
banden mit einem groferen Molekulargewicht zu sehen sind, zu denen keine weitere
Stellungnahme erfolgte (Bentz et al., 2013). Jayachandran et al. (2016) hingegen beton-
ten den fehlenden Nachweis zusitzlicher Proteinbanden in ihren Western Blot Experi-
menten. Sun ef al. (2010) konnten im Immunoblot unter Verwendung des JFC12T10-
Antikorpers eine Uberexpression von TKTL1 in der Pharynxplattenepithelkarzinomzell-
linie FaDu ermitteln. Die Bewertung der TKTL1-Expression in dieser Publikation wird
allerdings dadurch erschwert, dass jegliche Angaben zum Molekulargewicht der detek-
tierten Proteinbanden fehlen (Sun et al., 2010). Im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Sun et al. (2010) konnte in der vorliegenden Arbeit TKTL1 weder auf mRNA- noch auf
Proteinebene in der Zelllinie FaDu nachgewiesen werden (siche 4.1.1 und 4.1.2). Li et
al. (2014) detektierten TKTL1 mit einem polyklonalen Antikdrper aus dem Kaninchen
im Western Blot in HeLa und MCF-7 Zellen, wohingegen in der vorliegenden Disserta-
tion kein endogenes TKTL1 in MCF-7 Zellen mittels RT-PCR und in HeLa Zellen mit-
tels RT-PCR und Immunoblot unter Anwendung des JFC12T10-Antikorpers ermittelt
werden konnte (siche 4.1.1 und 4.1.2). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden

wiederum von Kdmmerer et al. (2015) bestédtigt, die mit dem JFC12T10-Antikorper und
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zwel weiteren Antikorpern (darunter auch ein polyklonaler Antikdrper aus dem Kanin-
chen) kein endogenes TKTLI1 auf Proteinebene im Western Blot in HeLLa und MCF-7
Zellen nachweisen konnten. Eine mdgliche Erklarung flir die diskrepanten Ergebnisse
kann in der Verwendung unterschiedlicher Antikorper liegen. Allerdings ist zu beach-
ten, dass auch in der Verdffentlichung von Li et al. (2014) zusétzliche Proteinbanden in
den Immunoblots zur Darstellung kamen und erneut jegliche Angaben zum Molekular-
gewicht der detektierten Proteinbanden fehlten, was eine valide Bewertung der Ergeb-
nisse beeintrdchtigt (Li et al., 2014). Insgesamt fiel bei Durchsicht der vorhandenen
Literatur auf, dass bei der Priasentation von Immunoblots in Publikationen oftmals nur
kleine Ausschnitte dargestellt wurden und die Angabe von GroBenmarkern vollstdndig
fehlte (Diaz-Moralli ef al., 2011; Dong & Wang, 2017; Li et al., 2014; Li et al., 2015;
Shi et al., 2015; Sun et al., 2010), sodass eine Beurteilung eventuell vorhandener zu-
satzlicher Proteinbanden nicht moglich und die Interpretation und Evaluation der Er-
gebnisse deutlich erschwert war.

Analog zu den beschriebenen Resultaten konnten auch im Rahmen dieser Dissertation
verschiedene Proteinbanden im Immunoblot unter Verwendung des JFCI2TI10-
Antikorpers detektiert werden, deren Molekulargewicht von 40 bis 78 kDa reichte (sie-
he 4.1.2). Analysiert wurden dabei permanente Zelllinien, welche aus Karzinomen des
Kopf-Hals-Bereichs (FaDu, PCI-1, PCI-13), Zervixkarzinomen (HeLa), Mammakarzi-
nomen (SkBr-3) oder Kolonkarzinomen (HCT-8) generiert wurden und zudem die akute
monozytire Leukdmiezelllinie THP-1 sowie stabile HEK293-Transfektanten. In THP-1
und 293pCAG-TKTLI Zellen wies die Hauptproteinbande ein Molekulargewicht von
65 kDa auf. Die Detektion zusétzlicher Banden trat insbesondere nach verldngerter Ex-
positionszeit des Rontgenfilms auf (siehe 3.2). In FaDu, PCI-1, PCI-13, HeLa, SkBr-3
und HCT-8 Zellen war das TKTL1-Vollldngenprotein nicht nachweisbar, jedoch zwei
Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von ungefédhr 42 und 78 kDa, die auch in
der Kontrollzelllinie 293pCAG-A auftraten. Eine mogliche Erklérung fiir die Detektion
von Proteinen unterschiedlicher Gro3e mit dem TKTL1-Antikérper JFC12T10 konnte
theoretisch in dem Vorhandensein von TKTL1-Isoformen liegen. Diese kénnen auf-
grund eines alternativen Spleilens der TKTL1-mRNA oder einer co- bzw. posttranslati-
onalen Modifikation des Proteins entstehen. Beim alternativen Spleilen kénnen Exons
mit den kodierenden Sequenzen in der mRNA auf unterschiedliche Weise zusammenge-
fligt oder Exons ausgelassen werden, sodass aus einem Gen verschiedene mRNAs und

folglich auch verschiedene Proteine entstehen konnen (Rassow et al., 2012, S. 452f.).
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Bei co- und posttranslationalen Modifikationen finden wéhrend oder nach der Transla-
tion enzymatisch katalysierte Verdnderungen der Proteine statt (Rassow et al., 2012, S.
470ff.). In der vorliegenden Arbeit wurde gepriift, ob es sich bei den zusitzlich zur
Hauptproteinbande aufgetretenen Banden tatsdchlich um TKTLI1-Isoformen handelt,
indem die Expression des Proteins in der stabilen Transfektante 293pCAG-TKTLI mit
einer spezifischen siRNA reprimiert wurde. Hierbei stellte sich heraus, dass lediglich
das Vollldngenprotein bei 65 kDa herabreguliert wurde und die beiden anderen Protein-
banden (42 und 78 kDa) unbeeinflusst blieben. Wiirde es sich bei den beiden zusitzli-
chen Proteinbanden um TKTLI1-Isoformen handeln, wére auch eine Repression dieser
Proteine durch die spezifische siRNA zu erwarten gewesen. Allerdings ist die Moglich-
keit nicht auszuschlieBen, dass beim alternativen Spleilen die mRNA des kleineren Pro-
teins (42 kDa) so verdandert wurde, dass die spezifische siRNA nicht mehr binden konn-
te. Davon ist jedoch bei dem groBeren Protein (78 kDa) nicht auszugehen, da hier, an-
genommen es handelt sich um eine Isoform von TKTL1, die mRNA wohl in voller
Lange translatiert wurde und das Protein erst posttranslational verdndert wurde. Die
siRNA hitte somit die mRNA binden und zu deren Abbau oder zu einer Hemmung der
Translation fiihren miissen. Zudem konnte in immunzytochemischen Analysen der
TKTLI1-Proteinexpression in keiner der Zelllinien, in denen die beiden zusétzlichen
Proteinbanden zuvor im Western Blot auftauchten, eine Farbung detektiert werden (sie-
he 4.1.3). Lediglich 293pCAG-TKTL1 und THP-1 Zellen, in denen das Vollldngenpro-
tein schon im Immunoblot nachgewiesen werden konnte, zeigten mit dem JFC12T10-
Antikorper eine Farbung. Sehr viel wahrscheinlicher ist es also, dass nur die 65 kDa
Proteinbande TKTL1 représentiert.

Unterstiitzt wird dieses Resultat durch die Publikation von Mayer et al. (2010), die eine
Western Blot Analyse aus HelLa und MCF-7 Zellen durchfiihrten. Dabei bestimmten die
Autoren die Proteinexpression nicht aus dem Gesamtzelllysat, sondern sie nahmen eine
getrennte Proteinextraktion aus der zytoplasmatischen, der nukledren und der Membran-
fraktion der Zellen vor und konnten hierbei mit dem Antikérper JFC12T10 u. a. eine 75
kDa Bande ermitteln (Mayer et al., 2010). Diese repriasentiert in der Verdffentlichung
von Coy et al. (2005) auch in MCF-7 Zellen die dominante Proteinbande und nach
Meinung der Autoren das TKTL1-Wildtypprotein. Mayer et al. (2010) konnten diese 75
kDa Bande in MCF-7 und HeLa Zellen allerdings hauptsédchlich dem nukledren Kom-
partiment der Zellen zuordnen, wobei nur ein sehr schwacher Nachweis im Zytoplasma

moglich war. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass das dem Zellkern zugeordnete
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Protein nicht auf eine funktionsfahige Transketolase zuriickgefiihrt werden kann, da der
Pentosephosphatweg ausschlieBlich im Zytoplasma stattfindet (Mayer et al., 2010). In
der zytoplasmatischen Fraktion detektierten die Autoren zudem zahlreiche Proteinban-
den mit Molekulargewichten zwischen 44 und 95 kDa, welche die Autoren als unspezi-
fisch einstuften, da deren Molekulargewicht untypisch fiir ein TKTL1-Genprodukt war
(Mayer et al., 2010). Diese Befunde werden weiterhin dadurch unterstiitzt, dass in der
Publikation von Mayer et al. (2010) ein Nachweis der TKTL1-mRNA in genau diesen
Zelllinien (MCF-7, HeLa) nicht moglich war, wie zu Beginn dieses Abschnitts bereits
beschrieben wurde.

Kammerer ef al. (2015) konnten in ihrer Publikation das TKTL1-Volllingenprotein mit
einem Molekulargewicht von 65 kDa mit allen drei von ihnen verwendeten Antikor-
pern, einschlieBlich des JFC12T10-Antikorpers, in TKTL1-exprimierenden HEK293-
Transfektanten nachweisen. Im Gegensatz zu den beiden anderen Antikdrpern detektier-
te der JFC12T10-Antikdrper multiple weitere Proteinbanden sowohl in der TKTLI1-
positiven als auch in der TKTL1-negativen stabilen Transfektante und in der Mehrzahl
der untersuchten Karzinomzelllinien mit einer Hauptproteinbande bei 27 kDa
(Kédmmerer et al., 2015). Die Autoren vermuten daher unspezifische Proteinbindungen
des JFC12T10-Antikdrpers, auch wenn sie die Moglichkeit nicht ausschlieBen, dass es
sich bei den zusitzlichen Proteinen um kleinere TKTL1-Fragmente handeln konnte
(Kdmmerer et al., 2015).

Es wird somit deutlich, dass bei der Detektion von TKTL1, insbesondere im Hinblick
auf dessen Molekulargewicht in Standard-Immunoblots, beachtliche Unterschiede in der
vorhandenen Literatur auszumachen sind. Zusammenfassend scheint es daher fiir eine
valide Interpretation von Daten zur TKTLI1-Expression mittels RT-PCR und Immu-
noblot unbedingt notwendig zu sein, mehr Kontrollen einzufiigen, verschiedene Metho-
den zu kombinieren sowie verschiedene Primer und Antikdrper einzusetzen, insbeson-
dere wenn aus der Expression eine Korrelation mit klinischen Parametern und dem

Uberleben von Patienten folgt.

5.2.2 Die Detektion von TKTL1 mittels Immunhistochemie

Bei der Analyse der vorhandenen Daten in der Literatur zur TKTL1-Detektion mittels
Immunhistochemie fiel auf, dass nahezu alle Autoren Formalin-fixiertes, Paraffin-
eingebettetes Gewebe fiir ihre Untersuchungen verwendeten (Ahopelto et al., 2016;

Bentz et al., 2013; Djureinovic et al., 2016; Fenske et al., 2009; Foldi et al., 2007, Fritz
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et al., 2012; Grimm et al., 2014; Grimm et al., 2013; Jayachandran et al., 2016;
Krockenberger et al., 2010; Krockenberger et al., 2007; Langbein ef al., 2008; Langbein
et al., 2006; Lange et al., 2012; Schmidt et al., 2008; Schmidt et al., 2010; Schultz et
al., 2008; Shi et al., 2015; Staiger et al., 2006; Volker et al., 2008; Volker et al., 2007;
Wu et al., 2009; Zerilli et al., 2008). Lediglich Schultz et al. (2008) bedienten sich ne-
ben der Formalinfixierung des Gewebes auch der HOPE-Technik. Diaz-Moralli et al.
(2011) verwendeten zwar schockgefrorenes Gewebe, welches allerdings mit Paraform-
aldehyd fixiert wurde, sodass auch hier, wie bei Formalin-fixiertem, Paraffin-
eingebettetem Gewebe, vor der immunhistochemischen Fiarbung eine Antigendemaskie-
rung durchgefiihrt werden musste. Generell lésst sich sagen, dass eine Gewebeprobe der
Situation in vivo (Situation im lebenden Organismus) am nidchsten kommt, wenn sie so
wenig wie moglich behandelt wird. Die geringste Manipulation erfiahrt das Gewebe bei
einer Kryokonservierung, d.h. wenn es ohne vorherige Fixierung in Einbettmedium
schockgefroren wird und ohne Behandlung zur Antigendemaskierung, wie das Kochen
in Citratpuffer oder eine enzymatische Behandlung, der immunhistochemischen Farbe-
prozedur zugefiihrt wird. Es konnte jedoch keine Publikation gefunden werden, in der
natives, kryokonserviertes Gewebe ohne Fixierung und daraus resultierender Antigen-
demaskierung flir immunhistochemische Analysezwecke herangezogen wurde. Laut
Leong (2004) gibt es zahlreiche technische und interpretative Fallstricke, die bei der
Arbeit mit Paraffin-eingebettetem Gewebe zu beachten sind. Diese Fallstricke beruhen
nach Aussage des Autors auf der gro3en Bandbreite an Faktoren, welche die Mdglich-
keit relevante Antigene zu detektieren signifikant beeinflussen kdnnen (Leong, 2004).
Zu diesen Faktoren werden u. a. die Art und Dauer der Fixierung, die Sensitivitdt und
Spezifitit des verwendeten Antikérpers und insbesondere die Methode der Antigende-
maskierung gezdhlt (Leong, 2004). Die Antigendemaskierung der Formalin-fixierten
Gewebe erfolgte in nahezu allen Féllen der gesichteten Literatur mittels Kochen in Ci-
tratpuffer, lediglich Ahopelto et al. (2016) fithrten die Antigendemaskierung mit einem
Tris-HCI(Salzsdure)-Puffer durch. Bis auf Li ez al. (2015) und Shi ef al. (2015) verwen-
deten alle Autoren der zu Beginn dieses Abschnitts genannten Publikationen den
TKTL1-Antikorper JFC12T10 zur immunhistochemischen Detektion des Proteins. Wie
im vorherigen Abschnitt ausfiihrlich beschrieben wurde, erkennt dieser neben dem
TKTL1-Vollldngenprotein im Immunoblot weitere, aller Wahrscheinlichkeit nach un-
spezifische, Proteine. Erwdhnenswert ist daher, dass laut Mayer et al. (2010) umfassen-

de immunhistochemische Studien mit einem alternativen TKTL1-Antikorper existieren
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(siche The Human Protein Atlas, einsehbar unter www.proteinatlas.org), die in klarem
Gegensatz zu Untersuchungen stehen, die mit dem JFC12T10-Antikdrper durchgefiihrt
wurden. In diesen Studien (www.proteinatlas.org) wurden verschiedene Formalin-
fixierte, Paraffin-eingebettete Tumorgewebe nach hitzeinduzierter Antigendemaskie-
rung immunhistochemisch sowohl mit dem JFC12T10-Antikorper (hier als CAB032191
bezeichnet) als auch mit dem alternativen Antikdrper HPA000505 (polyklonaler Anti-
korper aus dem Kaninchen) auf eine TKTLI1-Expression hin untersucht
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007350-TKTL1/pathology, verwendete An-
tikorper  siehe  http://www.proteinatlas.org/ENSG00000007350-TKTL1/antibody),
(Uhlen et al., 2015). Hierbei fiel auf, dass die untersuchten Kolorektal-, Prostata-, Pan-
kreas-, Mamma-, Nieren-, Ovarial-, Zervix-, Magen-, Urothel- und Schilddriisenkarzi-
nome, Melanome, malignen Gliome sowie Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs bei Far-
bung mit beiden Antikdrpern vollstindig TKTL1-negativ waren, was im Gegensatz zu
den Ergebnissen beispielsweise von Ahopelto ef al. (2016); Bentz et al. (2013); Diaz-
Moralli et al. (2011); Foldi et al. (2007); Grimm et al. (2014); Grimm et al. (2013);
Jayachandran et al. (2016); Jia et al. (2015); Kohrenhagen et al. (2008); Krockenberger
et al. (2007); Langbein et al. (2008); Langbein et al. (2006); Schmidt et al. (2010);
Song et al. (2015); Volker et al. (2008); Volker et al. (2007); Zerilli et al. (2008) steht,
die eine Expression von TKTL1 in den genannten Geweben mit dem Antikorper
JFC12T10 detektieren konnten. Lediglich in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen
konnte mit dem Alternativantikdrper HPA00O0505 eine leichte bis moderate TKTLI1-
Expression nachgewiesen werden, wahrend mit dem JFC12T10-Antikorper alle unter-
suchten Gewebeproben TKTLI1-negativ blieben (siehe https://www.proteinatlas.
org/ENSG00000007350-TKTL1/pathology/tissue/lung+cancer). Dahingegen konnten
Kayser et al. (2011) und Schultz et al. (2008) mit dem JFCI12T10-Antikérper eine
Uberexpression von TKTLI in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen in ihren im-
munhistochemischen Untersuchungen feststellen. Bei der Bewertung der Ergebnisse auf
www.proteinatlas.org muss beachtet werden, dass die beschriebenen immunhistoche-
mischen Untersuchungen an Gewebeproben von nur maximal zwdlf Patienten je Tu-
morart durchgefiihrt wurde, was eine vergleichsweise geringe Anzahl darstellt.

Vollmer et al. (2006) vertreten in ihrer Publikation die Ansicht, dass jegliche Fixierung
von Gewebe Artefakte erzeugt und Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes Gewebe
fiir immunhistochemische Untersuchungen nur mit Einschrankungen verwendet werden

kann. Dies spricht erneut fiir die Verwendung von kryokonserviertem Material. Der
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einzige Einwand, der von Vollmer et al. (2006) sowie Leong et al. (2010) in Bezug auf
die Verwendung von kryokonserviertem Gewebe erhoben wird, ist die nach Meinung
der Autoren geringe morphologische Qualitidt des Materials bei dieser Art der Konser-
vierung, die jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach mikroskopischer Begut-
achtung der kryokonservierten Gewebeschnitte nicht bestétigt werden konnte. Nach
Ansicht von Vollmer ef al. (2006) ist es zudem schwierig, das im Rahmen der Antigen-
demaskierung wiederholte Kochen und Abkiihlen der Gewebe zu standardisieren. Eine
mangelnde Standardisierung diesbeziiglich wird auch bei der Durchsicht der Literatur
zu immunhistochemischen Féarbungen von TKTL1 deutlich. Fiir die Demaskierung des-
selben Antigens, ndmlich TKTLI, differiert die Kochzeit in Citratpuffer zwischen den
einzelnen Publikationen doch beachtlich (zwischen 2 und 30 Minuten). Auch Leong
(2004) beméngelt, dass es sich bei der Formalinfixierung um eine nicht einheitliche
Prozedur handelt, sondern sich diese von Labor zu Labor unterscheidet. Ein weiterer
Kritikpunkt l4sst sich der Publikation von Leong ef al. (2010) entnehmen, in der die
Autoren deklarieren, dass weder die Mechanismen der Maskierung der Antigene durch
Formalin noch die der Antigendemaskierung vollstindig verstanden sind.

Als ideale Alternative zur Formalinfixierung wird von Vollmer et al. (2006) die Fixie-
rung mit HOPE vorgeschlagen, die von Olert et al. (2001) entwickelt wurde. Die Vor-
teile liegen nach Ansicht der Autoren in der exzellenten Konservierung der Antigene,
der hohen Standardisierung der Methode sowie in der Moglichkeit eine immunhisto-
chemische Farbung zu erzielen ohne vorher eine Antigendemaskierung durchfiihren zu
miissen, wie es bei der Formalinfixierung nétig ist (Goldmann et al., 2003; Vollmer et
al., 2006). Dieselben Autoren stiitzten sich allerdings trotz der Aufzéhlung zahlreicher
Nachteile der Formalinfixierung und Antigendemaskierung (Vollmer et al., 2006) nur
zwei Jahre spéter in einer immunhistochemischen Untersuchung der TKTL1-Expression
in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen und Mammakarzinomen in der Hauptsache
auf Formalin-fixiertes, mit Citratpuffer behandeltes Gewebe anstatt auf HOPE-fixiertes
Gewebe (Schultz et al., 2008). Es wurde in dieser Studie zwar auch die HOPE-Technik
angewandt, allerdings lediglich zur Validierung der Ergebnisse aus Analysen mit For-
malin-fixiertem Gewebe und an einer weniger als halb so groen Anzahl an Gewebe-
proben im Fall von Bronchialkarzinomen und gar nicht im Fall von Mammakarzinomen
(Schultz et al., 2008). Die Ergebnisse der immunhistochemischen Firbungen an den
HOPE-fixierten Geweben wurden in der Publikation nicht dargestellt (Schultz et al.,
2008).
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Um einen unmittelbaren Vergleich der verschiedenen Methoden zu erhalten, wurde in
der vorliegenden Arbeit ein Larynxkarzinom in drei gleiche Teile aufgeteilt, wobei ein
Teil kryokonserviert, ein Teil Formalin-fixiert und Paraffin-eingebettet und der dritte
Teil HOPE-fixiert und Paraffin-eingebettet wurde. Alle drei Teile sowie verschiedene
kryokonservierte Normalgewebe wurden immunhistochemisch mit dem JFCI12T10-
Antikorper auf eine TKTL1-Expression hin untersucht. Abhédngig von der Konservie-
rung, Fixierung und Art der Antigendemaskierung unterschieden sich die Fiarbeergeb-
nisse dabei zum Teil erheblich. Die Farbung von nativem Kryogewebe lieferte jedoch
das am besten reproduzierbare Ergebnis und, mit Ausnahme von Driisenlumina, auch
die erwarteten negativen Resultate bei Farbung mit dem Isotypantikorper (siehe 4.2.1,
Abbildung 4.5). Die Farbung von TKTLI1 im kryokonservierten Teil des Larynxkarzi-
noms ergab dabei eine starke Expression des Proteins in einzelnen Zellen des Tumor-
gewebes, nicht jedoch homogen iiber das Tumorgewebe verteilt. Eine fokale TKTL1-
Expression in einzelnen Zellen konnte aber nicht exklusiv im Tumorgewebe des
Larynxkarzinoms ermittelt werden, sondern auch in kryokonservierter gesunder La-
rynxschleimhaut (sieche Abbildung 4.8). Auch gesunde Kolonschleimhaut zeigte eine
starke Farbung in den Krypten (Abbildung 4.8). Mayer et al. (2010) fanden bei der im-
munhistochemischen Farbung von TKTLI1 in gutartigen Leiomyomen ein &hnliches
Expressionsmuster wie in einer Reihe maligner Tumoren. Auch Fenske et al. (2009)
konnten eine TKTL1-Expression nicht nur in Nebennierenrindenkarzinomen, sondern
auch in benignen Nebennierenadenomen und normalem Nebennierengewebe feststellen.
Dies ist nach Ansicht der Autoren ein Hinweis darauf, dass TKTL1 keine essenzielle
Rolle in Malignomen der Nebennierenrinde spielt (Fenske et al., 2009). Ebenso konnten
Lange et al. (2012) neben einer Expression des Proteins in malignen Tumoren der oku-
laren Adnexe auch eine schwache Expression in benignen konjunktivalen Lasionen de-
tektieren. Nach Meinung der Autoren ist es daher unwahrscheinlich, dass eine TKTL1-
Expression ein allgemeines Merkmal maligner Zellen darstellt (Lange et al., 2012).

Im HOPE-fixierten Teil des Larynxkarzinoms waren in der vorliegenden Arbeit neben
einer homogenen Farbung des Tumorgewebes ebenfalls fokale Anreicherungen zu de-
tektieren. Eine leichte homogene Firbung wurde dabei jedoch auch in der Isotyp-
kontrolle ermittelt (Abbildung 4.6). Ahnlich fokale Expressionsmuster von TKTL1
konnten ebenfalls in einem Larynxkarzinom (Volker et al., 2007), einem Mammakarzi-
nom (Foldi et al., 2007), einem Glioblastom (Volker ef al., 2008) und in einem Teil der

untersuchten Melanome (Jayachandran et al., 2016) in Formalin-fixierten und mit Ci-
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tratpuffer behandelten Geweben detektiert werden. Das im Rahmen dieser Arbeit im-
munhistochemisch gefiarbte Larynxkarzinom, das Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet
und mit Citratpuffer behandelt wurde, zeigte, wie auch HOPE-fixiertes Gewebe, eine
homogene Féarbung iiber das Tumorgewebe, jedoch ohne fokale Anreicherungen. Zu
beachten ist auch hier, dass eine dhnlich gleichméBige Farbung, wenn auch sehr viel
schwicher, mit dem Isotypantikorper erzielt wurde (siehe Abbildung 4.6). Schultz et al.
(2008) konnten dagegen in ihren immunhistochemischen Untersuchungen von nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen in den HOPE-fixierten Geweben vergleichbare Er-
gebnisse zu Formalin-fixierten, mit Citrat behandelten Geweben erzielen. Die Bewer-
tung der Vergleichbarkeit ist jedoch dadurch erschwert, dass die Farbungen der HOPE-
fixierten Gewebe in der Publikation nicht dargestellt wurden und keine Angaben dahin-
gehend erfolgten, ob sich die Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf die verwendete Ein-
stufung der Férbeintensitét (keine, schwache, moderate oder starke Farbung) oder auch
auf das Expressionsmuster (homogen und/oder fokal) bezieht (Schultz et al., 2008).

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Férbeintensitdt der
Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Gewebeproben des Larynxkarzinoms von der
Dauer der Behandlung mit Citratpuffer bei der Antigendemaskierung abhéngt (siche
Abbildung 4.7). Je langer die Gewebeschnitte in Citratpuffer gekocht wurden, desto
intensiver zeigte sich eine gleichmifige iiber das Tumorgewebe verteilte Farbung von
TKTLI1. Eine mogliche Erklarung hierfiir kann zwar eine zunehmende Antigendemas-
kierung mit steigender Kochzeit sein, dies ist allerdings nicht sicher belegbar, da laut
Leong et al. (2010) die Vorginge der Antigenmaskierung und -demaskierung noch
nicht vollstindig verstanden sind. Zudem konnte mit steigender Kochzeit ein Farb-
schleier iiber den gesamten Bereich der Tumorzellen hinweg detektiert werden, sodass
eine dezidierte Lokalisation des Proteins kaum noch moglich war, was als Hinweis auf
eine unspezifische Farbung gewertet werden kann. Hier kommt auBlerdem wieder die
fehlende Standardisierung der Methode zum Tragen, da sich laut Leong (2004) bei der
hitzeinduzierten Antigendemaskierung gerade die zwei Variablen Temperatur und Zeit
kritisch auf den Prozess auswirken. Die Antigendemaskierung bei niedrigeren Tempera-
turen bendtigt nach Aussage der Autoren lidngere Zeiten, um die gleiche Firbeintensitit
zu erreichen wie mit hoheren Temperaturen (Leong, 2004). In der gesichteten Literatur
ist wie oben bereits beschrieben keine Standardisierung des Prozesses zu erkennen, da
nicht nur die Kochzeit in Citratpuffer deutlich variierte, sondern auch die eingestellte

Wattzahl (W) der verwendeten Mikrowellengerite (zwischen 100 und 900 W). Neben
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einer Zunahme der gesamten Férbeintensitit des Tumors konnte im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit bei einer verlingerten Kochzeit zudem eine TKTL1-Expression in den
Zellkernen detektiert werden (sieche Abbildung 4.7). Eine Lokalisation des Enzyms in
diesem Zellkompartiment wére jedoch ungewohnlich, da der Pentosephosphatweg, in
dem die Transketolase ihre Funktion ausiibt, ausschlieBlich im Zytoplasma erfolgt. Bei
Durchsicht der vorhandenen Literatur fillt auf, dass eine Kernlokalisation von TKTL1
in erster Linie nach einer verlingerten Kochzeit der Gewebeschnitte in Citratpuffer
(Coy et al., 2005; Schultz et al., 2008; Staiger et al., 2006) oder nach anderen eher rau-
en Demaskierungsbedingungen wie dem Kochen in Citratpuffer mittels Druckgarer
(Djureinovic et al., 2016; Wu et al., 2009) beschrieben wurde. Die Kochzeit betrug da-
bei im Einzelnen insgesamt 15 Minuten bei 900 W (Coy et al., 2005; Staiger et al.,
2006) oder sogar 30 Minuten ohne Angabe der Wattzahl (Schultz et al., 2008). Die
Ausnahme stellen dabei die Publikationen von Langbein et al. (2006) und Langbein et
al. (2008) dar, in denen eine Detektion von TKTL1 im Zellkern bereits nach dem Ko-
chen des Gewebes in Citratpuffer fiir 1 Minute bei 450 W und anschlieend noch ein-
mal fiir 5 Minuten bei 100 W erfolgte. Auch Bentz ef al. (2013) konnten eine nukleére
Expression von TKTL1 in Tubulizellen der Testes detektieren, eine Angabe der Koch-
zeit in Citratpuffer fehlte in der Publikation jedoch. Dennoch bleibt eine mogliche Lo-
kalisation oder gar Funktion von TKTLI1 im Zellkern unklar. Coy et al. (2005) sehen
die Kernlokalisation des Proteins als Hinweis dafiir, dass TKTL1 ein sog.
,,moonlighting “ Protein, also ein multifunktionelles Protein ist. Einen Beweis hierfiir
gibt es bis dato allerdings nicht. Alle anderen Autoren enthielten sich in ihren
Publikationen einer Aussage beziiglich der Bedeutung einer nukledren Expression von
TKTLI1. Mayer et al. (2010), die sowohl bei ihren Western Blot Experimenten (wie be-
reits unter 5.2.1 erldutert), als auch bei der immunhistochemischen Féarbung eines gutar-
tigen Leiomyoms des Uterus nach dem Kochen in Citratpuffer mittels Dampfgarer ein
nukledres Protein detektieren konnten, kamen zu dem Schluss, dass es sich dabei nicht
um eine aktive Transketolase handeln kann. Auch nach Aussage von Semilia et al.
(2015), die eine nukledre Farbung von TKTL1 vorwiegend in benignem Urothelgewebe
und zum kleineren Teil auch in malignem Urothelgewebe nachweisen konnten (ohne
Angabe der Methode der Antigendemaskierung), ist es unklar, ob nukledres TKTLI
irgendeine biologische Funktion hat. Die Moglichkeit einer unspezifischen Farbung in
den Zellkernen im Rahmen der Antigendemaskierung muss hierbei in Betracht gezogen

werden.
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Die ausgefiihrten Erlduterungen zeigen somit, dass die Detektion von TKTLI auch in
der Immunhistochemie nicht unproblematisch ist und die Interpretation der Resultate
auch hier mit Vorsicht erfolgen sollte. Die Definition und Einstufung des Expressions-
niveaus von TKTLI1 in Zelllinien und Tumoren sollte in Anbetracht der hier vorgestell-
ten Resultate mit mehr Bedacht erfolgen. Der Nachweis von TKTLI in der Immun-
histochemie sollte an nativem Kryogewebe bestitigt werden und in Immunoblots detek-
tierte Proteine mittels spezifischer siRNA verifiziert werden, um mogliche Zweifel an

deren Identitit auszurdumen.

5.3 Die Verwendung stabiler Transfektanten zur Untersuchung
der TKTL1-Funktion

Einige Autoren beschrieben einen Zusammenhang zwischen der Expression von
TKTL1 und der Proliferation verschiedener Karzinomzelllinien (Chen et al., 2009;
Diaz-Moralli et al., 2016; Hu et al., 2007; Jayachandran et al., 2016; Li et al., 2015; Shi
et al., 2015; Smith et al., 2009; Sun et al., 2010; Xu et al., 2009; Yuan et al., 2010). In
der vorliegenden Arbeit konnte ein Einfluss von TKTLI1 auf die Zellproliferation besté-
tigt werden. Untersuchungen hierzu wurden mittels exogen exprimiertem TKTLI1 in
humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293-Zellen) durchgefiihrt. Ein Vorteil bei der
Verwendung stabiler Transfektanten liegt in dem eindeutigen Expressionsmuster des
interessierenden Proteins mit genuin negativen und positiven Zellen. Denn es wird ent-
weder ein Expressionsplasmid oder der korrespondierende Leervektor stabil in die Zel-
len eingebracht. Im Vergleich hierzu hingt bei einer synthetischen Herabregulation von
endogenem TKTL1 mittels RNA-Interferenz der Effekt der Repression stark von der
Transfektionseffizienz und der Wirksamkeit der eingesetzten siRNA ab. Unter Trans-
fektionseffizienz versteht man die Wirksamkeit, mit der die siRNA oder Plasmid-DNA
in die Zellen eingebracht werden kann. Diese war im Fall der spezifischen TKTLI1-
siRNA in THP-1 Zellen, welche als einzige der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
malignen Zelllinien endogenes TKTL1 exprimierten, mit nur etwa 1 — 2 % nicht zufrie-
denstellend (Daten nicht gezeigt). AuBlerdem ist zu beachten, dass z. B. im Fall von
LoVo Zellen die eingesetzte siRNA zwar sehr wirksam war und eine Repression der
TKTLI-mRNA um ca. 94 % im Vergleich zur Kontroll-siRNA bewirkte, sich aber
trotzdem noch Transketolaseaktivititen zeigten, die nur um etwa 66 % reduziert waren
(Hu et al., 2007). In der Publikation von Yuan et al. (2010) gelang hingegen eine He-

rabregulation der TKTL1-mRNA nur um ca. 69 % mit einer Reduktion der Transketola-
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seaktivititen um etwa 64 %. Diaz-Moralli et al. (2016) beschrieben eine siRNA-
induzierte Reduktion der TKTLI1-Expression in HCT-116 Zellen um 60 % und in PC-
3M Zellen um 81 %, wobei die Transketolaseaktivitit in beiden Zelllinien kaum redu-
ziert wurde (um nur 7 % in HCT-116 Zellen und nur 1% in PC-3M Zellen). Dennoch
zeigte sich eine signifikante Reduktion der Proliferation in den mit siRNA behandelten
Zellen, weshalb die Autoren mutmalten, dass TKTLI1 in diesem Fall die Proliferation
der Zellen unabhingig von seiner Transketolasefunktion beeinflusste (Diaz-Moralli et
al., 2016). Dies diirfte wiederum die Beurteilung des Einflusses von endogenem TKTL1
auf die Zellproliferation bei der Analyse mittels RNA-Interferenz erschweren. Eine wei-
tere Moglichkeit TKTL1-negative Zellen zu erhalten besteht in einem sog. zelluldren
Knock-out, also der Mutation des TKTLI1-Gens mittels Gen-Targeting (gezielte Gen-
modifikation). Da in humanen Zellen hierfiir aber die Mutation von mindestens zwei
Allelen erforderlich ist, kann die Herstellung von Knock-out-Zelllinien duflerst zeitauf-
wendig sein (Bunz, 2002). Demgegentiber ist also die Herstellung von stabilen Trans-
fektanten zu bevorzugen. Ein wesentlicher Nachteil bei der Bevorzugung von stabilen
Transfektanten gegeniiber Zellen, die das Protein endogen exprimieren, ist allerdings,
dass TKTL1 nicht in seiner natiirlichen Umgebung auf seine Funktion hin untersucht
wird. Daher konnten Fragen zur physiologischen Relevanz aufkommen. Leider gestalte-
te sich aufgrund der zu geringen Transfektionseffizienz die transiente Transfektion der
Suspensionszelllinie THP-1 mit siRNA schwierig, sodass eine Untersuchung der Prote-
inrepression von endogenem TKTL1 im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich war. Hier
ist jedoch anzumerken, dass der in der vorliegenden Arbeit eruierte moderate Prolifera-
tionsvorteil von TKTLI-positiven HEK293-Transfektanten unter Standardkulturbedin-
gungen (siche Abbildung 4.9 und Abbildung 4.10) zu den Ergebnissen u. a. von Hu et
al. (2007), Yuan et al. (2010), Diaz-Moralli et al. (2016), Xu et al. (2009),
Jayachandran et al. (2016) und Chen et al. (2009) passt, die nach der Herabregulation
von endogenem TKTL1 mittels siRNA eine Reduktion der Proliferation in den jeweils
untersuchten Karzinomzelllinien beobachteten. Demzufolge scheinen exogene Expres-
sionssysteme wie stabile Transfektanten die endogene Situation von TKTL1 gut wider-
zuspiegeln. Dennoch ist es sicherlich sinnvoll, zukiinftige weiterfiilhrende Experimente
zur TKTL1-Funktion in vitro auch an Zellen mit endogener Expression des Proteins

oder sogar in vivo durchzufiihren.
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5.4 Effekte der TKTL1-Expression

Unter Standardkulturbedingungen konnte ein moderater Proliferationsvorteil der
293pCAG-TKTLI1 Zellen im Vergleich zu den 293pCAG-A Zellen ermittelt werden
(siehe 4.3.1). Dieser Proliferationsvorteil konnte in Ubereinstimmung mit den Prolifera-
tionsversuchen von Hu et al. (2007), Yuan et al. (2010), Diaz-Moralli et al. (2016), Xu
et al. (2009), Jayachandran et al. (2016) und Chen et al. (2009) auch nach einer Repres-
sion des Proteins in stabilen HEK293-Transfektanten mittels spezifischer siRNA besté-
tigt werden (siche Abbildung 4.10). Die Effizienz der siRNA wurde dabei mittels RT-
PCR und Western Blot nachgewiesen (siche Abbildung 4.11). Dieser moderate Prolife-
rationsvorteil wurde nach einem Entzug von Wachstumsfaktoren (1 % FKS) deutlich
verstiarkt und TKTLI1-exprimierende Transfektanten zeigten sich unter diesen Voraus-
setzungen wesentlich robuster gegeniiber Apoptose als ihr TKTL1-negatives Gegen-
stiick (siche Abbildung 4.15). Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte sein, dass
TKTL1-exprimierende Zellen weniger auf die im FKS enthaltenen Wachstumsfaktoren
angewiesen sind als TKTLI-negative Zellen und einen Proliferationsvorteil durch die
TKTL1-Uberexpression und die damit einhergehende erhdhte Metabolisierung von Glu-
kose, diec im DMEM der Zellkultur enthalten ist und nicht reduziert wurde, iiber den
Pentosephosphatweg erlangen. 293pCAG-TKTL1 Zellen wére es damit auch moglich
durch das Enzym TKTLI eine effektivere Ribose-5-Phosphat-Synthese im nicht-
oxidativen Abschnitt des Pentosephosphatweges und damit auch eine gesteigerte RNA-
und DNA-Synthese zu betreiben. Auch dieses Ergebnis deckt sich wieder mit dem Ef-
fekt der TKTL1-Repression mittels siRNA, der in einem Anstieg der Apoptoserate
(Dong & Wang, 2017; Li et al., 2015) und des Anteils der Zellen im GO/G1 Stadium
sowie in einer Reduktion des Anteils der Zellen in der S-Phase oder im G2/M Stadium
des Zellzyklus resultierte (Hu et al., 2007; Jayachandran et al., 2016). Das G0/G1 Sta-
dium représentiert dabei den Ruhezustand (GO) bzw. die Wachstumsphase der Zelle
(G1), wahrend die S-Phase die DNA-Replikation und das G2/M Stadium die Vorberei-
tung der Mitose (G2) bzw. die Mitose selbst (M) reprisentiert (Rassow et al., 2012, S.
501f). Hu et al. (2007) vermuteten eine Arretierung der Zellen im G0/G1 Stadium und
eine Inhibition der Proliferation aufgrund der TKTL1-Repression. Li et al. (2015) fan-
den zudem einen Zusammenhang zwischen der Herabregulation von TKTL1 und einer
Hemmung der Expression von Cyclinen und MKI67, einem Indexprotein fiir die Zelltei-
lung, was sie somit als Ursache fiir die Hemmung der Zellproliferation in den TKTLI1-

reprimierten Zellen sahen. AuBlerdem konnten die Autoren als Ursache fiir die erhohte
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Apoptoserate der Zellen nach der TKTL1-Repression eine erhohte Expression pro-
apoptotischer Proteine (Bax und Bakl) und eine reduzierte Expression anti-
apoptotischer Proteine (Bcl-2 und Bcl-x1) der Bcl-2-Familie in den Zellen nachweisen
(Lietal, 2015).

Demgegeniiber war exogenes TKTLI1 in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht in der
Lage, der Apoptose und einer massiven Abnahme der Zellzahlen unter hypoxischen
Bedingungen entgegenzuwirken (siche Abbildung 4.12 und Abbildung 4.14). Dies
deckt sich mit den Resultaten von Xu et al. (2009), die nach einer TKTL1-Repression
mittels siRNA keine signifikante Erhohung der Superoxidradikale (O,-) und nur einen
geringfiigigen Anstieg von Wasserstoffperoxid (H2O;) detektieren konnten. Allerdings
fanden die Autoren in den TKTLI1-supprimierten HCT-116 Zellen verringerte Konzen-
trationen von Reduktionsidquivalenten (supprimierte NADPH/NADP -Rate und vermin-
derter Gehalt an reduziertem Glutathion) und nach einer Induktion von oxidativem
Stress mittels Zugabe von H,O, oder Phenethylisothiocyanat (PEITC) Zeichen der be-
ginnenden Apoptose und eine erhéhte Anzahl an sub-G0/G1-Zellen (Xu et al., 2009).
Sie schlossen daraus, dass endogenes TKTLI1 einen protektiven Effekt gegen oxidativen
Stress zu haben scheint (Xu et al., 2009). Wanka et al. (2012) konnten mittels Repressi-
on von endogenem TKTLI1 in Gliomzellen eine Sensibilisierung der Zellen gegeniiber
oxidativem Stress und damit einhergehendem Zelltod bestitigen, die Ergebnisse werden
in der Publikation jedoch nicht dargestellt. Ahnlich zu den Beobachtungen von Xu et al.
(2009) stellten Wanka et al. (2012) in TKTLI1-supprimierten Glioblastomzellen, die
zudem TIGAR (Tp53-induced glycolysis and apoptosis regulator) enthielten, unter
normoxischen Bedingungen (21 % Sauerstoff) keinen relevanten Anstieg reaktiver Sau-
erstoffspezies fest. Die Autoren konnten jedoch unter hypoxischen Bedingungen eine
signifikante Erhohung von reaktiven Sauerstoffspezies in den TKTLI-reprimierten,
TIGAR-enthaltenden Glioblastomzellen sowie eine erhdhte Rate an toten Zellen detek-
tieren (Wanka et al., 2012). Oxidativer Stress wurde auf die Zellen hierbei, wie in der
vorliegenden Arbeit auch, mittels Inkubation der Zellen unter hypoxischen Bedingun-
gen bei 0,1 % Sauerstoff ausgelibt (Wanka et al., 2012). Dahingegen konnte in der vor-
liegenden Arbeit ein protektiver Effekt von exogenem TKTLI1 gegen oxidativen Stress
nicht bestdtigt werden, da beide stabile HEK293-Transfektanten (TKTL1-positiv und
TKTL1-negativ) unter Hypoxie iiber 7 Tage hinweg dhnliche Apoptosewerte zeigten
und auch die TKTL1-positive Transfektante 293pCAG-TKTL1 an Tag 7 einen rapiden

Anstieg der Apoptoserate aufwies, wie auch ihr TKTLI1-negatives Gegenstiick
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293pCAG-A (siche Abbildung 4.14). Eine Erkldrung fiir diese unterschiedlichen Resul-
tate konnte darin liegen, dass in den Experimenten der vorliegenden Dissertation oxida-
tiver Stress nicht wie in den Experimenten von Xu et al. (2009) durch direkte Zugabe
von H,O, oder PEITC erzielt wurde, sondern die Bildung von Sauerstoffradikalen in
den Zellen unter hypoxischen Kulturbedingungen angeregt wurde. Eine geringere Ef-
fektivitdt des oxidativen Stresses auf die Zellen wire somit denkbar. Dies erscheint je-
doch in Anbetracht des massiven Zellsterbens nach 5 Tagen, welches auch auf gebildete
Sauerstoffradikale zurlickgefiihrt wird, eher unwahrscheinlich (siehe 4.3.2). AuBlerdem
sollen durch die hypoxischen Zellkulturbedingungen die hypoxischen Bedingungen
innerhalb eines Tumors imitiert werden, unter welchen es Zellen mit einer Uberexpres-
sion von TKTL1 nach Ansicht von Coy et al. (2005) mdoglich sein soll, einen gesteiger-
ten anaeroben Glukoseabbau zu Pyruvat und Laktat zu betreiben und sich damit an ein
Wachstum ohne Sauerstoff zu adaptieren, was ihnen somit einen Uberlebensvorteil ge-
geniiber TKTL1-negativen Zellen verschafft (siehe 1.5.3.3). Dieser konnte in der vor-
liegenden Arbeit in vitro jedoch nicht nachgewiesen werden. Es erscheint daher sinn-
voll, weiterfiihrende Untersuchungen beziiglich eines Uberlebensvorteils TKTLI-
exprimierender Tumorzellen unter hypoxischen Bedingungen in vivo und damit in der
natiirlichen Mikroumgebung von Tumorzellen durchzufiihren. Eine Vergleichbarkeit
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit den Resultaten von Wanka et al. (2012) ist
nur begrenzt moglich, da ein Teil der Ergebnisse in der Publikation nicht dargestellt
wird und die Zellen dariiber hinaus zusétzlich mit 7IGAR stabil transfiziert waren, ei-
nem Faktor, der u. a. fiir die Regulation von intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies
verantwortlich gemacht wird (Wanka et al., 2012). Aulerdem wurden die Zellen in den
Experimenten von Wanka et al. (2012) nicht nur unter hypoxischen Bedingungen kulti-
viert, sondern gleichzeitig auch in einem Medium ohne FKS, welchem Glukose zuge-
geben wurde, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zusétzlich erschwert. Zu beach-
ten ist auch hier, dass die Experimente in der vorliegenden Arbeit mit exogenem
TKTL1 und nicht wie im Fall von Xu et al. (2009) und Wanka et al. (2012) mit endo-
genem TKTL1 durchgefiihrt wurden.

Ahnlich wie Xu et al. (2009) gehen auch Bentz et al. (2011) von einem protektiven Ef-
fekt von TKTL1 gegen oxidativen Stress aus. Die Autoren beschrieben in ihrer Studie
einen Zusammenhang zwischen einem TKTL1-Mangel und der Verschlechterung einer
experimentellen Kolitis in Mdusen (Bentz et al., 2011). Dies fiihrten Bentz ef al. (2011)
darauf zuriick, dass TKTLI1 indirekt iiber den nicht-oxidativen Abschnitt des Pento-
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sephosphatweges NADPH nachliefert und somit Schiaden vermeidet, die von reaktiven
Sauerstoffspezies ausgelost werden. Interessant ist, dass Bentz et al. (2011) davon aus-
gehen, dass ein Fehlen von TKTLI1 in Patienten, die an langjdhriger Colitis ulcerosa
leiden, die maligne Transformation der Zellen begiinstigen kann. Im Gegensatz dazu
trigt nach Meinung zahlreicher Autoren gerade die Uberexpression von TKTLI zu ei-
nem malignen Phanotyp bei, weshalb TKTL1 auch als mogliches neues Onkogen be-
zeichnet wird (Smith et al., 2009; Sun et al., 2010). Onkogene sind durch ihre gesteiger-
te Aktivitit oder Expression und nicht durch ihre Abwesenheit gekennzeichnet, wie
bereits einleitend beschrieben wurde (siehe 1.1.1). Diese Eigenschaft wird dagegen von
den Tumorsuppressorgenen (Anti-Onkogene) erfiillt, deren Inaktivierung die Entste-
hung von Tumorzellen fordern kann (siehe 1.1.2). Passend zu den Ergebnissen von
Bentz et al. (2011) beschrieben Li et al. (2016) TKTLI1 als mogliches Tumorsuppres-
sorgen, welches durch die Hypermethylierung des Promotors in kolorektalen Karzino-
men inaktiviert wird. Zu beachten bleibt jedoch, dass gerade in Kolon- (Diaz-Moralli et
al., 2011; Langbein et al., 2006) und Rektumkarzinomen (Schwaab et al., 2011) eine
Uberexpression von TKTL1 beschrieben wurde, nicht zuletzt von denselben Autoren,
die auch eine maligne Entartung von Zellen aufgrund eines Mangels von TKTLI fiir
moglich hielten (Bentz et al., 2013; Bentz et al., 2011). Auch wenn es nach Meinung
von Wittig und Coy (2008) Hinweise darauf gibt, dass die Aktivitit von TKTL1 sowohl
protektiv als auch destruktiv fiir den Organismus sein kann, bleibt die Funktion des Pro-
teins zumindest hinsichtlich der Entstehung von kolorektalen Karzinomen ungeklirt.
Bentz et al. (2013) stellten in Sphiroiden der kolorektalen Karzinomzelllinie SW480
bei Kultivierung iiber fiinf Tage unter der Vorstellung hypoxischer Konditionen im Zen-
trum der Zellaggregate eine Korrelation zwischen einer erhohten HIF-1a-
Proteinexpression und einer erhohten TKTLI1-Expression fest und werteten dies als
Hinweis auf einen Einfluss von Hypoxie auf die TKTL1-Expression. Die Autoren konn-
ten diesbeziiglich in den Kolonkarzinomzelllinien Caco-2 und T84 auch eine gesteigerte
TKTL1-mRNA-Expression unter hypoxischen Bedingungen detektieren (Bentz et al.,
2013). Interessanterweise konnten Mayer et al. (2010) in ihrer Studie eine Steigerung
der TKTL1-Expression unter hypoxischen Bedingungen in verschiedenen Karzinom-
zelllinien mittels RT-PCR ausschlieBen und auch im Western Blot keine Anderung des
Expressionsniveaus der Proteine unter diesen Konditionen feststellen.

Im Zusammenhang mit Hypoxie scheint es auch erwidhnenswert, dass das Enzym

Transketolase von Zhao et al. (2010) als Komponente der HIF-1a-abhingigen Imati-
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nibresistenz identifiziert wurde. HIF-1a ist ein Transkriptionsfaktor und spielt eine zen-
trale Rolle bei der physiologischen Reaktion von Zellen auf Hypoxie (Fandrey, 2007)
(siehe auch 1.3). HIF-1a wird bei hohem Sauerstoffpartialdruck abgebaut, bei Sauer-
stoffmangel in der Zelle hingegen stabilisiert, akkumuliert sodann und transloziert in
den Zellkern (Fandrey, 2007). Dort bildet es zusammen mit HIF-1p ein Heterodimer
und kann zusammen mit weiteren Koaktivatoren HIF-Zielgene aktivieren, die ein Uber-
leben der Zelle unter hypoxischen Bedingungen ermdglichen sollen (Fandrey, 2007;
Smith et al., 2008). Zhao et al. (2010) beschrieben in ihrer Publikation, dass HIF-1a in
Imatinib-resistenten Leukdmiezellen mit einer erhohten BCR-ABL Expression (Phila-
delphia-Chromosom) in einer nicht-hypoxischen Weise aktiviert wurde und den Gluko-
semetabolismus der Zellen iiber eine Aktivierung des nicht-oxidativen Abschnitts des
Pentosephosphatweges und des Enzyms Transketolase neu programmierte. Die
Transketolase wird dabei von den Autoren als ein HIF-1a Zielgen beschrieben und
konnte in ihren Experimenten funktionell durch TKTL1 ersetzt werden (Zhao et al.,
2010). Wie bereits unter 1.5.3.3 dargestellt, beschrieben auch Sun et al. (2010) eine
normoxische Stabilisation von HIF-1a induziert durch eine TKTL1-Uberexpression und
die damit einhergehende Akkumulation von Pyruvat und Laktat. Wihrend in der erstge-
nannten Publikation (Zhao ef al., 2010) davon ausgegangen wird, dass HIF-1a aufgrund
einer Uberexpression von BCR-ABL in Leukiimiezellen unter Normoxie induziert wird
und dann die Transketolase aktiviert, gehen die Autoren der zuletzt genannten Publika-
tion (Sun et al., 2010) davon aus, dass die TKTL1-Uberexpression eine normoxische
HIF-10-Stabilisation und somit die vermehrte Expression von glykolytischen Enzymen
bewirkt. Es wird somit deutlich, dass in der Literatur zahlreiche, zum Teil auch diskre-
pante, TKTL1-vermittelte Effekte beschrieben werden. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte ein Effekt, ndmlich ein Selektionsvorteil von TKTLI-exprimierenden stabilen
HEK293-Transfektanten unter Standardbedingungen und unter Entzug von Wachstums-
faktoren in vitro ermittelt werden. Auch wenn in der vorliegenden Arbeit endogenes
TKTLI1 nur in einer der untersuchten malignen Zelllinien (THP-1) nachgewiesen wer-
den konnte, scheint TKTL1 grundsitzlich das Potenzial zu haben, zum malignen Phino-
typ von Tumorzellen beizutragen, wie auch von Sun et al. (2010) und Yuan et al.
(2010) mit in vivo Experimenten in xenotransplantierten Mausen gezeigt werden konn-
te. Die Ergebnisse zur Funktion des Proteins in der gesichteten Literatur sind jedoch
zum Teil widerspriichlich und insbesondere die Detektion von TKTL1 ist, wie bereits

ausgefiihrt, sehr kontrovers. Mayer et al. (2010) duBerten aufgrund der Ergebnisse ihrer



5 DISKUSSION 99

Studie Zweifel an einer pathophysiologischen Relevanz von TKTLI fiir den Energie-
stoffwechsel, das Wachstum und die Progression von malignen Tumoren. Es bleibt da-
her fraglich, ob TKTL1 das Ziel kiinftiger neuer Therapieansitze gegen Krebs sein
kann, wie von vielen Autoren vorgeschlagen wird (Diaz-Moralli et al., 2016; Diaz-
Moralli et al., 2011; Dong & Wang, 2017; Foldi et al., 2007; Fritz et al., 2012;
Jayachandran et al.,, 2016; Kayser et al, 2011; Krockenberger et al, 2010;
Krockenberger ef al., 2007; Staiger et al., 2006; Volker et al., 2008; Volker et al., 2007
Xu et al., 2009; Yuan et al., 2010). Dies gilt insbesondere in Anbetracht der Ergebnisse
von Mitschke et al. (2010), Maslova et al. (2012), Meshalkina et al. (2013) sowie
Schneider et al. (2012). Wie bereits einleitend unter 1.5.3.2 beschrieben, stellten
Mitschke et al. (2010) und Maslova et al. (2012) bei einem Vergleich der Aminosdure-
sequenzen zwischen der TKT und TKTLI fest, dass TKTL1 essenzielle Aminosdureres-
te fiir die Bindung von Kofaktor und Substrat fehlen und schlussfolgerten daraus, dass
TKTL1 vermutlich keine Transketolaseaktivitit besitzt. Dieses Ergebnis wird von
Schneider et al. (2012) bestitigt, die in ihren Experimenten mit einer Deletionsvariante
der TKT als Modell fiir TKTL1 zu dem Schluss kamen, dass eine enzymatische Rolle
von TKTLI im Tumorzellmetabolismus hochst unwahrscheinlich ist und eine biologi-
sche Funktion von TKTL1 in Tumorzellen, sofern vorhanden, nicht-enzymatischer Na-
tur zu sein scheint. Nach Aussage von Meshalkina ef al. (2013), die ebenfalls Versuche
mit einer Deletionsvariante der TKT durchfiihrten, bleibt die Funktion von TKTL1 und
dessen potenzielle Rolle in Malignomen eine offene Frage.

Wenn TKTLI in einer Vielzahl von soliden Tumoren tiberexprimiert ist und den Stoff-
wechsel von malignen Zellen steuert, wére ein therapeutischer Ansatz bei diesem Gen
denkbar. Weitere Studien zur TKTL1-Expression und -Funktion, insbesondere weitere
in vivo Experimente, z. B. mit knock-out Miausen, wiren allerdings zuvor wiinschens-
wert, um ein besseres Verstindnis tiber die tatsidchliche Rolle des Proteins im Stoff-

wechsel von Karzinomzellen herbeizufiithren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Transketolasen sind Enzyme, die wesentliche Schritte im nicht-oxidativen Abschnitt des
Pentosephosphatweges regulieren. Aus der Familie der Transketolasen, die aus der
Transketolase selbst (TKT), dem Transketolase-like Protein 1 (TKTL1) und dem
Transketolase-/ike Protein 2 (TKTL2) besteht, zog insbesondere TKTLI in den letzten
Jahren die Aufmerksamkeit auf sich. Zahlreiche Studien wurden publiziert, die eine
Uberexpression des Proteins in soliden Tumoren und eine damit einhergehende schlech-
te Prognose der betroffenen Patienten nachwiesen. Dariiber hinaus wird TKTL1 in Zu-
sammenhang mit der Proliferation von Karzinomzellen gebracht. Die potenzielle Betei-
ligung des Enzyms im Metabolismus und bei der Regulation der Vermehrung von Tu-
morzellen fithrte zu der Annahme, dass es sich bei TKTL1 um ein mogliches neues On-
kogen und spezifisches Therapieziel bei der Bekdmpfung von Krebs handelt. Die
Durchsicht der vorhandenen Literatur zur TKTL1-Expression, auch im Vergleich mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, ergab kontroverse Expressionsmuster des
Gens sowohl in der RT-PCR als auch im Immunoblot und in der Immunhistochemie.

In dieser Arbeit konnte TKTL1 mit dem monoklonalen JFC12T10-Antikérper im Im-
munoblot als ein 65 kDa Protein identifiziert werden, welches jedoch in der Mehrheit
der untersuchten malignen Zelllinien nicht nachweisbar war. Lediglich in THP-1 Zellen
gelang der Nachweis von endogenem TKTL1 auf mRNA- und Proteinebene. In den
restlichen untersuchten Zelllinien, die ihren Ursprung in verschiedensten Tumoren ha-
ben, blieb das Expressionsniveau von TKTL1 in RT-PCR und Western Blot unterhalb
der Nachweisgrenze.

Die immunhistochemische Férbung von Proben eines Larynxkarzinoms mit dem Anti-
korper JFC12T10 ergab in Abhédngigkeit von der Fixierung, Konservierung und Anti-
gendemaskierung unterschiedliche Resultate. Hierbei zeigte die Farbung von nativem
Kryogewebe, welches die in vivo Situation des Gewebes am besten reprisentiert, ein
fokales Expressionsmuster von TKTLI mit einzelnen stark exprimierenden Zellen und
keine homogene Verteilung der Féarbung tiber das ganze Tumorgewebe. Auch in gesun-
der Larynxschleimhaut konnte ein solches fokales Expressionsmuster nachgewiesen
werden. In der HOPE-fixierten, Paraffin-eingebetteten Probe des Larynxkarzinoms war
neben einer fokalen Expression von TKTL1 auch eine mifige homogene Expression im

gesamten Tumorgewebe nachweisbar. Ein moderates gleichmiBiges Expressionsmuster
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tiber das Tumorgewebe, allerdings ohne fokale Anreicherungen, zeigte sich auch in der
Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten und mit Citratpuffer behandelten Probe. Zu
beachten war hierbei allerdings, dass die Isotypkontrollen von HOPE-fixiertem und
Formalin-fixiertem, mit Citrat behandeltem Gewebe ebenfalls eine schwache Farbung
aufwiesen. Zudem konnte bei der Antigendemaskierung von Formalin-fixiertem Gewe-
be ein Zusammenhang zwischen der Kochzeit des Gewebes in Citratpuffer und der Fér-
beintensitdt sowie einer Farbung von TKTLI1 in den Zellkernen hergestellt werden.

Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass exogen exprimiertes TKTL1 stabilen
HEK?293-Transfektanten einen moderaten Proliferationsvorteil unter Standardkulturbe-
dingungen verschafft, der nach Entzug von Wachstumsfaktoren verstirkt wurde und
unter diesen restriktiven Bedingungen die Zellen vor Apoptose schiitzt. Ein protektiver
Effekt von exogenem TKTL1 im Rahmen hypoxischer Zellkulturbedingungen konnte
nicht nachgewiesen werden.

Als Fazit dieser Arbeit ldsst sich ableiten, dass TKTL1 zwar prinzipiell in der Lage ist,
Zellen einen Proliferationsvorteil zu verschaffen, ein Nachweis im Grofteil der unter-
suchten malignen Zelllinien allerdings fehlte und auch in der untersuchten nativen Pro-
be des Larynxkarzinoms keine Uberexpression, sondern eine #hnliche Expression wie in
gesunder Larynxschleimhaut, nachgewiesen werden konnte und daher die Relevanz
einer TKTLI1-Expression in Malignomen fraglich bleibt. Aufgrund der in dieser Arbeit
deutlich gewordenen kontroversen Datenlage hinsichtlich der TKTL1-Expression und
-Funktion in malignen Zellen sollte die Interpretation von TKTL1-Expressionsmustern
mit Vorsicht erfolgen und mogliche therapeutische Optionen hinsichtlich einer gezielten
Hemmung des TKTLI-Enzyms erst dann in Betracht gezogen werden, wenn mehr
Klarheit iiber das tatsdchliche Expressionsmuster von TKTL1 in Malignomen sowie die

Beteiligung des Proteins im Stoffwechsel bosartiger Zellen herrscht.
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