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1 Einleitung

1. Einleitung

Jedes Jahr werden mehr als 11 Millionen Menschen weltweit mit der Diagnose Krebs kon-
frontiert. Mehr als 7 Millionen Menschen sterben jihrlich an dieser Erkrankung. Man schitzt,
dass bis zum Jahr 2020 die Zahl der Neuerkrankungen vermutlich jéhrlich auf iiber 16 Millio-
nen ansteigen wird (Boutayeb, 2005; http://www.who.int/cancer/en/).

Weltweit ist Krebs fiir 12% aller Todesfille verantwortlich. In den Industrieldndern ist Krebs
mit 25% die zweithdufigste Todesursache nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Aufgrund
der Erfolge, die bei der Vorbeugung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen erreicht werden und
des Anstiegs der durchschnittlichen Lebenserwartung, wird Krebs voraussichtlich bald die
hiufigste Todesursache in den entwickelten Léndern sein.

Die Ursachen der Krebsentstehung sind duflerst komplex und nahezu jede Tumorerkrankung
stellt ein individuelles Problem dar. Damit erweist sich die Tumorbekdmpfung als besonders
schwierig. Trotz intensiver Krebsforschung in den letzten Jahrzehnten und des technischen
und wissenschaftlichen Fortschritts in Diagnose und Therapie ist es nur bei einigen Krebsenti-
titen gelungen, die Mortalitét signifikant zu senken. Dazu zdhlen die Bekdmpfung von Mela-
nomen, Brust- und Hodenkrebs, die mit ihren sehr guten Heilungschancen auf die Mdoglich-
keit der Bekdmpfung weiterer Tumorentititen hoffen lassen.

Die wichtigsten Vorraussetzungen zur Bekdmpfung von Krebsleiden sind eine optimale Friih-
erkennung und eine differenzierte, individuelle und somit gezielte und erfolgversprechende

Therapie.

1.1. Tumore des Kopf-Hals-Bereiches

Aufgrund der Einbindung der Arbeitsgruppe in die Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheil-
kunde der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen orientiert sich die Forschung im We-

sentlichen an Tumorerkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches.

1.1.1. Epidemiologie

Tumore in der Kopf-Hals-Region gehoren mit einer jahrlichen globalen Inzidenz von iiber
500.000 zu den haufigsten Krebsentititen. Weltweit stehen sie an sechster, bei Méannern sogar

an flinfter Stelle der Haufigkeiten (American Acadamy of Otolaryngology, www.entnet.org,
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2005). Die bei weitem bedeutendsten Risikofaktoren sind Rauchen und Alkoholkonsum (sie-
he Ubersicht in Hunter et al., 2005). Ein Anteil von ca. 75% dieser Tumore geht auf diese
beiden Riskofaktoren zuriick (Boyle et al., 1995). Der Konsum von Tabak ist mit einem 20-
fach erhohten Risiko assoziiert, Alkohol mit einem 5-fach erhohtem Risko, an einem Tumor
des Hals-Rachenraums zu erkranken. Die Kombination von gesteigertem Tabak- und Alko-
holkonsum fiihrt zu einem 50-fach erhéhtem Erkrankungsrisiko (Rodriguez et al., 2004). Die
kanzerogenen bzw. pro-kanzerogenen Inhaltsstoffe des Tabaks, wie Benz-(a)-pyren oder
Nitrosamine, verursachen im Genom Punktmutationen hauptsidchlich durch Guanin-
Nukleotid-Transversionen (Brennan et al., 1995; Hecht, 2003). Gesteigerter Alkoholkonsum
wird als ko-kanzerogener Risikofaktor angesehen. Alkohol wird zu Acetaldehyd metabolisiert
und kann in dieser Form zu DNA-Schéden fiithren sowie Glutathion abfangen, das ein wichti-
ges Peptid bei der Detoxifizierung von Karzinogenen ist (zur Ubersicht siehe Poschl and
Seitz, 2004; Seitz et al., 2001). Aulerdem induziert Alkohol das Cytochrom p450 Enzym
CYP2E1, das an der Aktivierung verschiedener Prokarzinogene beteiligt ist (Poschl and Seitz,
2004).

Neben diesen Hauptrisikofaktoren gibt es eine Reihe erwiesener und vermuteter Faktoren, die
eine synergistische Rolle in der Karzinogenese spielen. Dazu zéhlen u.a. Erndhrungsfaktoren
und Virusinfektionen durch das humane Papillomavirus (HPV) (de Villiers et al., 1985), Ep-
stein-Barr-Viren (EBV) (Hildesheim and Levine, 1993) bzw. Herpes-Simplex-Viren (HSV)
(Kumari et al., 1987). Onkogene Virusproteine, wie die HPV-Proteine E6 und E7, konnen
auBBerdem Schliisselproteine in wichtigen Kontrollmechanismen der Zellproliferation und A-
poptose (z.B. p53) inaktivieren und somit die Karzinogenese vorantreiben (Braakhuis et al.,
2004). Als weitere Riskofaktoren gelten die berufsbedingte Exposition von Farben, Lacken,
Asbest- und Zementstduben. Medizinische Faktoren wie schlechte Mundhygiene werden dis-

kutiert (Hunter et al., 2005).

1.1.2. Prognose

Trotz des Fortschritts in Chirurgie, Strahlen- und Chemotherapie hat sich die Prognose fiir
maligne Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches nicht verbessert (Kastenbauer and Wollen-
berg, 1999). Die 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt durchschnittlich 50% und gehort somit zu
den schlechtesten unter den haufigsten Tumorarten.

Eine Ursache fiir diese schlechte Prognose ist der Zusammenhang von Tumorstadium und
dem Ausmal} der Metastasierung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. So konnen Patienten

mit einem Karzinom in frithem Stadium (Stadium [: Primirtumor in der l4ngsten Ausdehnung
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<2 c¢m) mit einer durchschnittlichen 5-Jahres Uberlebensrate von 85% rechnen. Bei Patienten
mit Tumoren von grofer lokaler Ausdehnung und zusétzlichem Befall von Lymphknoten re-
duziert sich die Uberlebensrate durchschnittlich auf 30% (Lang et al., 2002). Als einer der
wichtigsten prognostischen Faktoren bei Erstdiagnose gilt die lymphogene Metastasierung.
So reduziert sich die Uberlabensrate bei Anwesenheit einer einzigen Lymphknotenmetastase
(LKM) um mindestens 50% (Enepekides et al., 1999).

Patienten mit LKM entwickeln nach abgeschlossener Therapie mit hoherer Wahrscheinlich-
keit Rezidive und Fernmetastasen in anderen Organen (vorwiegend Lunge und Skelettsys-
tem), die zu einem erneuten Ausbruch der Krankheit und zu dieser &uf3erst schlechten Progno-
se fiihren. Lokoregiondre Lymphknoten werden routineméBig histologisch auf disseminierte
Tumorzellen iiberpriift. Einige Studien konnten zeigen, dass bis zu 80% dieser als tumorfrei
diagnostizierten Lymphknoten, die wiahrend der OP oder bei Nachuntersuchungen entnom-
men werden, tatsdchlich doch Mikrometastasen enthalten (Rinaldo ef al., 2004). Diese okkul-
ten Tumorzellen sind eine Ursache fiir die sog. minimal residual disease (MRD), sind mit
routineméfigen histopathologischen Methoden unzureichend detektierbar und bilden auf-
grund der Progression dieses Karzinomtyps schnell Rezidive und weitere Metastasen.

Die schlechte Prognose bei malignen Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches hat sich in den
letzten 40 Jahren kaum geéndert. Zur Verbesserung dieser schlechten Prognose sind zuverlds-
sige biologische Marker notwendig, die zu einem frithen Zeitpunkt mit dem Tumor assoziiert
und somit filir eine routineméfBige Frithdiagnose geeignet sind. Molekulare Marker kdnnten
auBBerdem Zielstrukturen fiir neue Therapieformen darstellen. Bisher sind jedoch nur sehr we-

nige geeignete molekulare Biomarker verfiigbar.

1.1.3. Karzinogenese

Die Karzinogenese, also die Entstehung von Tumoren, ist ein komplexer, mehrstufiger Pro-
zess, der auch zum heutigen Stand der Forschung nicht vollstindig verstanden ist (Hanahan
and Weinberg, 2000). Die einzelnen Stufen reflektieren genomische Verdanderungen, die der
Zelle einen Selektionsvorteil verschaffen. Eine einzige genetische Verdnderung ist fiir die
progressive Transformation normaler humaner Zellen in maligne Tumorzellen nicht ausrei-
chend (Hahn et al., 1999). Erst die sequenzielle Akkumulation verschiedener genomischer
Alterationen im Verlauf der Tumorentstehung filihrt letztendlich zu einer unkontrollierten zel-
luldren Expansion. Dieses Modell der Tumorentstehung wird formal mit der Darwinschen
Evolutionstheorie verglichen. Eine Abfolge genetischer Verdnderungen resultiert jeweils in

einem Wachstumsvorteil, die schlieBlich in der Konversion einer normalen humanen Zelle in
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eine Tumorzelle resultiert (Foulds, 1954; Nowell, 1976). Als Krebs bezeichnet man die End-
stufe dieses Prozesses, der sich iiber einen Zeitraum mehrerer Jahrzehnte erstrecken kann.
Krebs ist durch zwei Haupteigenschaften charakterisiert: unkontrollierte Zellproliferation und
die Fahigkeit der Krebszellen, in umliegende Gewebe einzudringen. Nach Hanahan und
Weinberg (2000) werden folgende sechs physiologische und molekularbiologische Voraus-
setzungen als essentiell fiir die Aufrechterhaltung des malignen Zellwachstums postuliert: 1.
die Induktion autokriner Wachstumssignale, 2. die Resistenz gegeniiber Apoptose, 3. der Ver-
lust der Sensitivitdt gegeniiber Wachstums-inhibitorischen Signalen, 4. eine verstérkte Angio-
genese, 5. die Gewebeinvasion und Metastasierung und 6. ein uneingeschréinktes proliferati-
ves Potential (Hanahan and Weinberg, 2000).

Im Rahmen dieser physiologischen Prozesse spielen drei Klassen von Genen eine ent-
scheidende Rolle: Proto-Onkogene, Tumor-Suppressor-Gene und Gene, die an der DNA-
Reparatur beteiligt sind (Vogelstein et al., 2000).

Als Proto-Onkogene werden Gene bezeichnet, deren Genprodukte bei vermehrter Bildung
und Aktivierung zu abnormem Zellwachstum bzw. zur Karzinogenese fithren. Eine Verstér-
kung ihrer Funktion wird als ,,gain of function* bezeichnet und kann durch Genmutation,
chromosomale Translokation, Genamplifikation oder retrovirale Insertion hervorgerufen wer-
den. Als klassische Beispiele gelten Transkriptionsfaktoren (c-Myc, Fos, Jun, c-Myb),
Wachstumsfaktoren bzw. deren Rezeptoren (Epidermaler Wachstusmsfaktor Rezeptor, EGF-
R, c-erb-2/HER-2, Hst-1, Int-2), intrazelluldre Signaliibertrager (Ras, Raf, STAT-3), Zellzyk-
luskontrollproteine (Cyclin D1) und Proteine, die in der Apoptose involviert sind (Bcl-2, Bax)
(Vogelstein et al., 2000).

Mutationen der Tumor-Suppressor-Gene und DNA-Reparatur-Gene dagegen resultieren oft in
der Inaktivierung der Funktion und werden als ,loss of function mutation bezeichnet
(Hanahan and Weinberg, 2000). Prominenteste Beispiele fiir Tumor-Suppressor-Gene sind

INK42 553 ist nicht nur fiir

p53, das Retinoblastoma Tumor-Suppressor-Protein Rb sowie p16
den Erhalt der genomischen Stabilitdt wichtig, sondern spielt dariiber hinaus auch eine wich-
tige Rolle im Fortschreiten des Zellzyklus, der zelluldren Differenzierung, DNA-Reparatur
und Apoptose (Levine, 1997). Erhohter Konsum von Tabak kann zu p53 Mutationen als frii-
hes Ereignis in der Karzinogenese fithren (van Oijen ef al., 1999). Ein weiteres Schliisseler-
eignis in der Karzinogenese von Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches ist die Deletion bzw.
Inaktivierung von pl6. p16 verhindert die Interaktion von CDK4 und CDK6 mit Cyklin D
und fungiert somit als negativer Proliferationsregulator in der Zelle. Die Abwesenheit von

pl6 flihrt zu einer unkontrollierten Zellproliferation (Liggett and Sidransky, 1998).
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Etwa 95% aller Wucherungen im Kopf-Hals-Bereich sind Tumore epithelialen Ursprungs
(Gath and Brakenhoff, 1999). Karzinome des Hals-Rachen-Bereiches bzw. der oberen Atem-
wege gehoren zur Gruppe der Plattenepithelkarzinome. Die hiufigsten Karzinome der oberen
Atemwege sind Wucherungen in der Mundhdhle, in den Nasenhohlrdumen, des Kehlkopfs
(Larynx), des Pharynx mit Oropharynx, Hypopharynx und Laryngopharynx oder des Osopha-
gus.

Bei malignen Erkankungen der oberen Atemwege erfolgt die Karzinogenese ausgehend vom
gesunden Epithel liber die Hyperplasie und Dysplasie zum Carcinoma in situ, und kann
schlieBlich im invasiven Karzinom mit Metastasenbildung enden. Die Karzinogenese beginnt
mit einzelnen epithelialen Zellen, die spezifische Alterationen aufweisen und ein erhohtes
Proliferationspotenzial aufweisen. Dieser Prozess geht einher mit der Zunahme der ZellgroB3e
und einer Abnahme der Differenzierung. Die Basalzellschicht wird durchbrochen, entartete
Zellen infiltrieren benachbartes Gewebe. Der Prozess endet mit dem Befall von Lymphknoten
und anderer Organe.

Die Karzinogenese bei Kopf-Hals-Tumoren geht einher mit einigen spezifischen zytogeneti-
schen Verdnderungen. Von besonderer Bedeutung sind folgende drei Modifikationen, die sehr
hiufig im Verlauf der Tumorerkrankung nachgewiesen werden konnten: die Inaktivierung des
zyklinabhingigen Kinaseinhibitors pl6 (Chr. 9p21), Mutationen des Tumorsuppressor-
Proteins p53 (Chr. 17p13) sowie die Uberexpression des epidermalen Wachstumsfaktorrezep-
tors (EGFR, epidermal growth factor receptor) (Chr. 7p11). Genetische Verédnderungen dieser
Loci und damit kodierter Gene konnten in respektive 40% (Taylor ef al., 1999), 70% (Sartor
et al., 1999), und 90% (Grandis and Tweardy, 1993) aller Karzinome der oberen Atemwege

nachgewiesen werden.

1.1.4. Diagnose und Therapie

Ein besonderes Problem stellt die sehr spite Diagnose von malignen Erkrankungen des Hals-
Rachen-Raumes dar. Die Symptomatik, wie Schluckbeschwerden, Atemnot und lédnger auftre-
tende Heiserkeit, tritt bei diesen Tumoren erst zu einem spiten Zeitpunkt auf. Die Tumore
werden aufgrund ihrer Grofe und des Vorhandenseins von Metastasen in verschiedene Sta-
dien eingeteilt (TNM-Stadien). Mit T wird der Primértumor bezeichnet und wird nach Grofe
und Invasivitit in angrenzende Gewebe in die Stadien T1 bis T4 unterteilt (T1: kleiner Tu-
mor, keine Umgebungsinfiltration; T4: sehr groBer Tumor, ausgedehnte Infiltrationen). N
beschreibt den Befall regionaler Lymphknoten (NO bis N3), M steht fiir Metastasen in ande-

ren Organen (Fernmetastasen; MO: keine Fernmetastasen nachweisbar; M1: Fernmetastasen



Einleitung 6

vorhanden). Im Bereich des Hals-Rachen-Raumes haben bei Erstdiagnose bereits zwei Drittel
der Patienten weit fortgeschrittene Tumoren, d.h. Karzinome im Stadium T3 bzw. T4. Bei ca.
50-60% der Tumorpatienten liegen bereits bei der ersten Vorstellung lokoregiondre Metasta-
sen vor (Vokes et al., 1993). Eine regelméfige Untersuchung und Kontrolle fiir das Auftreten
von Tumoren und priakanzerésen Lisionen des Kopf-Hals-Bereiches erfolgt in aller Regel
nicht. Eine regelmiBige Fritherkennung, wie sie bei Cervix-Karzinomen (PAP-Abstrich),
Mamma-Karzinomen (Mammographie) oder dem Prostata-Karzinom (PSA, prostate-specific
antigen) durchgefiihrt wird, findet nicht statt. Bei Diagnose einer malignen Erkrankung des
Kopf-Hals-Bereiches ist die bis heute wichtigste Therapiestrategie die operative Resektion
des Primértumors, teilweise in Kombination mit nachfolgender Bestrahlungs- oder Chemo-
therapie. Die Art der Behandlung ist abhidngig vom Alter des Patienten sowie Art, Ausdeh-
nung und Lokalisation des Tumors.

Trotz Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der Therapiestrategien stellte sich in den letzten
Jahren keine verbesserte Prognose ein. Seit einigen Jahren wird daher nach neuen und effekti-
ven Wegen in der Diagnostik und Therapie gesucht. Eine liberragende Rolle spielt dabei das
Verstindnis der molekularen und zellbiologischen Verdnderungen im Tumor. Neue Informa-
tionen auf diesem Forschungsgebiet decken zunehmend neue Wege der Karzinogenese auf
und weisen auf immer mehr Angriffspunkte fiir neue diagnostische und therapeutische Ver-
fahren hin. Zuverlissige Biomarker kénnen zu einer friiheren Diagnose, einer besseren Uber-
priifung der Tumorprogression, der Identifizierung okkulter Tumorzellen und zu einer indivi-

duellen, gezielten Therapie fiihren.

1.2. Immunogenitat von Tumoren und Tumorantigene

Als Biomarker werden Molekiile bezeichnet, die mit einem Risiko oder dem Vorkommen von
Neoplasien assoziiert sind. Sie erlauben Aussagen iiber Wahrscheinlichkeit, Existenz, Pro-
gression und Prognose von Tumoren und kénnen zudem selbst interessante Zielstrukturen fiir
neue Therapiestrategien sein. Es lassen sich drei Klassen molekularer Biomarker unterschei-
den: DNA-Marker, RNA-Marker und Protein-Marker (Sidransky, 2002). Als ,,DNA-Marker*
werden tumorassoziierte Mutationen, freie DNA z.B. in Plasma oder Urin, Hypermethylie-
rungen von Promotorregionen, Mikrosatelliten-Instabilitdt oder Verlust der Heterozygotie
(LOH, loss of heterozygosity) und virale DNA bezeichnet. RNA-Marker sind erhohte mRNA -
Expressionen von Genen in Tumorzellen. Als Protein-Marker werden Proteine bezeichnet, die

tumorspezifisch starker exprimiert bzw. strukturell verdndert synthetisiert werden. Diese kon-



7 Einleitung

nen sich sowohl innerhalb der Zellen befinden, als auch aktiv sezerniert bzw. durch Tumor-
nekrose freigesetzt werden. Protein-Marker zeigen hdufig immunogene Eigenschaften und
werden dann als tumorspezifische oder -assoziierte Antigene (TA) bezeichnet. Antikorper
oder andere Proteine, die der Organismus als Reaktion auf TAs bildet, werden ebenfalls als
Protein-Marker bezeichnet.

Im Folgenden soll auf die Klasse der TA detaillierter eingegangen werden. Zunichst
wird beschrieben, wie TA entstehen und warum diese Proteine hiufig immunogene Eigen-
schaften besitzen (Spiotto et al., 2003).

Tumorzellen sind korpereigene Zellen, die ein spezifisches Spektrum an Proteinen exprimie-
ren. Ein GroBteil dieser Proteine wird vom Immunsystem als ,,eigen* erkannt und toleriert, da
die Proteine in gesunden Zellen gleichermaBBen exprimiert werden. ,,Fremd* werden Proteine,
wenn sie strukturell veréndert sind, eine ektopische Lokalisation aufweisen oder aberrant
exprimiert werden. Fiir das Imunsystem resultieren diese Verdnderungen in unbekannten,
immunogenen Peptiden, wodurch eine autologe Imunantwort ausgeldst wird (Neoantigene).
Dieser Vorgang ist zudem abhéngig von der vorliegenden Antigenkonzentration, der Kreuz-
prasentation durch Antigen-prasentierende Zellen (APC, antigen-presenting cells) sowie von
dem Reifungsgrad der APC (Spiotto ef al., 2003). Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, lassen

sich TA in mehrere Klassen einteilen (Van den Eynde and van der Bruggen, 1997).

Tumor-Antigene

|
[ I

Individuelle Tumor-Antigene = Gemeinsame Tumor-Antigene

— Tumor-spezifische Antigene
— Differenzierungsantigene

H Mutationsantigene

Uberexpressionsantigene

— Virale Antigene

Abbildung 1.1: Klassifizierung von Tumor-Antigenen.

Generell werden zwei Arten von TAs unterschieden: TAs, die individuell in einem oder sehr
wenigen Patienten aufgrund individueller Mutationen mit einer Tumorerkrankung auftreten
(Individuelle TAs) und die sog. gemeinsamen TAs (STA, shared tumor antigens), die in einer

Vielzahl von Tumorentititen und Patienten gefunden wurden. Die Gruppe der STA ldsst sich
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anhand der Entstehung der TAs wiederum in fiinf Untergruppen aufteilen (Van den Eynde
and van der Bruggen, 1997).

Die sogenannten Tumor-spezifischen Antigene werden ausschlieflich in Tumorzellen und
nicht in gesunden Zellen exprimiert. Sie werden auch als Cancer-Testis Antigene (CTA) be-
zeichnet, da sie neben Tumorzelllen nur in den immunpriviligierten Geweben Plazenta,
Trophoblasten und Testis sowie wahrend der Embryogenese exprimiert werden. In gesunden
somatischen Zellen sind die Promotorbereiche methyliert, wodurch die Expression der Gene
stark reprimiert ist. In Tumorzellen kommt es hingegen hiufig zu Demethylierungen und so-
mit zur Expression der CTAs, die dann immunogen wirken kénnen. Beispiele fiir CTAs sind
MAGE-A, NY-ESO-1 und CEA (zur Ubersicht siche Simpson et al., 2005). Differenzie-
rungsantigene werden in Tumoren und normal differenzierten Zellen exprimiert. Die Tyrosi-
nase, ein Protein das fiir die Produktion von Melanin nétig ist, wird z.B. in gesunden Melano-
zyten und in Melanomzellen hergestellt (Brichard et al., 1993). Vertreter dieser Antigengrup-
pe werden von den meisten Tumoren gebildet, sind aber nicht tumorspezifisch, sondern tu-
morassoziiert. Die dritte Untergruppe der STA beinhaltet Antigene, die durch Mutationen
entstanden sind. Dazu zéhlen tumorspezifische Punktmutationen und Leserastermutationen,
wie sie bei p53 und CDK4 zu finden sind (Scanlan et al., 1998; Mandruzzato et al., 1997).
Als weitere Ursachen fiir Mutationen gelten tumorspezifische Translokationen. Prominentes-
tes Beispiel ist wohl das Fusionsprotein BCR-ABL bei den chronischen myeloischen Leuka-
mien (CML) sowie akuter B-lymphoblastischer Leukdmie (B-ALL) (Berke et al., 2000). Die
wahrscheinlich groBte Gruppe der TA stellen die Uberexpressions- und Amplifizierungsanti-
gene. Es handelt sich um Proteine, die zwar in einigen Geweben gebildet werden, im Tumor
jedoch deutlich iiberexprimiert sind. Man nimmt an, dass diese Uberexpression zu einer er-
hoéhten Prasentationsdichte von immunogenen Peptiden dieser TAs auf den Tumorzellen und
zu einer verstirkten Kreuzprissentation durch APCs flihrt. Dadurch kommt es zur Aktivie-
rung der Immunantwort gegen diese hoch exprimierten, aber strukturell natiirlichen Proteine
(Spiotto et al., 2003). Gelangen Antigene durch Sezernierung bzw. Ausschiittung nach Apop-
tose oder durch Streuung von Tumorzellen in drainierende Lymphknoten, konnen sie dort
direkt zu einer Aktivierung von T- und B-Zellen fiihren. Beispiele fiir Uberexpressionsantige-
ne sind Her2/neu (Hynes and Stern, 1994), EpCAM (Litvinov et al., 1996; Armstrong and
Eck, 2003) und das Onkogen Ras (Medema and Bos, 1993). Antigene, die von onkogenen
Viren stammen, stellen ebenfalls eine Kategorie von TA dar. Bei humanen Tumoren sind die
Proteine E6 und E7 des humanen Papillomavirus 16 (HPV16) die bestuntersuchten Beispiele.

Diese virusspezifischen Proteine finden sich in tiber 90% aller zervikalen Karzinome (Ressing
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et al., 1995) und in ca. 30% der Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches (Klussmann et al.,
2001), wobei bis zu 52% der Oropharynxkarzinome und 64% der Tonsillenkarzinome
HPV16-positiv sind (Ringstrom et al., 2002).

Neben dieser klassischen Klassifizierung von TA werden seit einiger Zeit auch Proteine als
TA diskutiert, die durch tumorspezifisches Spleilen von pra-mRNAs (Robbins et al., 1997,
Usener et al., 2003), tumor-spezifische post-translationale Modifikationen (Mamula et al.,
1999; Pauli et al., 2003) oder posttranslationales Proteinspleilen (Hanada et al., 2004) entste-

hen.

Tumorspezifische Gene bzw. tumorassoziierte Proteine spielen im Rahmen von Diagnose und
Therapie als Biomarker eine groe Rolle. Sie ermdglichen z. B. die Visualisierung vereinzel-
ter Tumorzellen im Rahmen von bildgebenden Verfahren. Werden TAs sezeniert, konnen sie
als zirkulierende 16sliche Biomarker dienen, wie CEA (carcinoembryonic antigen) oder PSA
(prostate specific antigen). Zum anderen erzeugen Tumorantigene eine zellulire und/oder
humorale Immunantwort. Tumorspezifische oder -assoziierte Antikorper besitzen ebenfalls
ein grofes Potenzial als zirkulierende Biomarker. Dariiber hinaus sind die gezielte Unterstiit-
zung der spezifischen T-Zellantwort oder der Einsatz von monoklonalen Antikérpern gegen
Tumorantigene vielversprechende Ansétze in der Immunotherapie, wie am Beispiel des mo-

noklonalen Antikdrpers Herceptin nachvollziehbar (Adams and Weiner, 2005).

1.2.1. Tumorantigene bei Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches

Fiir maligne Lasionen der oberen Atemwege sind wenige Biomarker bekannt oder identifi-
ziert worden. Fiir den klinischen Einsatz werden einige wenige Marker wie p53, p16, EGFR
oder virale Proteine diskutiert. Der Erfolg fiir Diagnose, Prognose und Therapie ist bis dato
jedoch leider gering (Quon et al., 2001). Bekannte tumorassoziierte bzw. tumorspezifische
Antigene fiir diese Tumorentitét sind p53 (Boyle et al., 1993), EpCAM (epithelial cell adhe-
sion molecule) (Armstrong and Eck, 2003), CEA (carcinoembryoic antigen) und SCC
(squamous cell carcinoma antigen) (Walther et al., 1993). Aufgrund ihrer geringen Spezifitat

bzw. Sensitivitit sind diese jedoch nicht als diagnostische Marker geeignet.

1.3. Techniken zur Ildentifizierung von Tumorantigenen

Die Identifizierung geeigneter TAs als diagnostische, prognostische und therapeutische Mar-

ker ist seit vielen Jahren Gegenstand der onkologischen Forschung. Fiir diese Identifizierun-
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gen wurden verschiedenste Strategien entwickelt, die in Tabelle 1.1 kurz zusammengefasst

sind (Kawakami et al., 2004).

Tabelle 1.1: Strategien zur Identifizierung von Tumorantigenen.

Kriterien der Isolierung Methoden und Techniken

Genomische DNA Sequenzierung (Mutationen, Polymorphismen)

Hybridisierungstechnik (Gen-Amplifizierung)

mRNA cDNA-Subtraktion
(Transkriptomanalyse) Differential Display

DNA-Microarray, SAGE, EST-Datenbanken
Protein Expressionsprofil-Vergleiche (2D-PAGE, Protein Chips)
(Proteomanalyse) Isolierung und Identifizierung HLA-gebundener Peptide (HPLC, MS)
Immunogenitat cDNA-Expressionsklonierung mit Tumor-reaktiven T-Zellen

cDNA-Expressionsklonierung mit Patienten-Serum (SEREX)
Phagen-Peptid-Bibliotheken mit Patienten-Serum
2D-PAGE in Verbindung mit Patienten-Serum (PROTEOMEX, SER-
PA, SPEAR)
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), EST (Expressed Sequence Tag), HPLC (High-
Performance Liquid chromatography), SEREX (serological analysis of autologous tumor antigens by
recombinant cDNA expression cloning), PROTEOMEX (Kombination aus Proteom und SEREX),

SERPA (serological proteome analysis), SPEAR (serological and proteomic evaluation of antibody
responses)

Neben der Analyse genomischer DNA auf Mutationen und krankheitsrelevante Poly-
morphismen spielen Transkriptom- und Proteomanalysen in den letzten Jahren eine immer
groflere Rolle bei der Identifizierung von TAs. Auf der Basis einer zelluldren Immunantwort
gegen TAs wurde bereits 1988 von Boon und Kollegen (De Plaen et al., 1988) eine Methode
zur Identifizierung von Tumorantigenen entwickelt. Aus Tumoren isolierte RNA wurde zu-
ndchst in cDNA umgeschrieben und anschlieBend in Expressionssysteme kloniert. Die Reak-
tivitdit gegen die rekombinant exprimierten Proteine wird mit tumorspezifischen CD8+ T-
Zellen analysiert. Diese Technik wurde von (Falk et al., 1991) und (Mandelboim et al., 1994)
modifiziert. Antigene Peptide wurden von den MHC-I-Molekiilen auf Tumorzellen eluiert,
die anschlieBend auf Zellen geladen wurden, die per se keine Antigen-Prozessierung durch-
fiihren konnen. Bei einer positiven Reaktivitit mit Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
(TILs) wurden die Peptide mittels Massenspektrometrie sequenziert. Beide Methoden fiihrten
zur Identifikation einiger TAs, hauptsdchlich beim malignen Melanom, sind aber technisch

duBerst aufwendig.



11 Einleitung

Von einigen Tumorantigenen war bekannt, dass sie neben der zelluldren auch eine humorale
Antwort hervorrufen konnen (p53: (Schlichtholz et al., 1992) Her-2/neu: (Disis et al., 1994)).
Die erste Technik namens SEREX (serological identification of antigens by recombinant ex-
pression cloning) auf der Basis einer humoralen Antwort gegen TAs wurde von Pfreundschuh
und Kollegen 1995 etabliert (Sahin et al., 1995). Zunichst werden cDNA-Banken aus Tu-
morproben generiert und in A-Phagen Vektoren kloniert. Mit diesen Phagen werden anschlie-
Bend E. coli infiziert. Rekombinante Proteine, die wihrend der lytischen Infektion der Bakte-
rien exprimiert werden, konnen auf Filter tibertragen und mit Seren von Tumorpatienten oder
gesunden Spendern inkubiert werden. Die Reaktion rekombinanter Proteine mit den Seruman-
tikdrpern kann mit einem Zweitantikorper (anti-human-IgG) detektiert und die reaktiven An-
tigene durch Sequenzierung der cDNA-Fragmente identifiziert werden. Alternativ wurde SE-
REX mit cDNA Banken durchgefiihrt, die aus Testisproben hergestellt wurden, um vermehrt
Cancer-Testis spezifische Tumorantigene zu identifizieren. SEREX ist die bisher am haufigs-
ten eingesetzte Strategie zur Identifizierung humoraler TAs. Die Technik wurde bei einer
Vielzahl von Tumorentititen angewendet und fiihrte zur Identifikation einer grolen Anzahl
neuer Antigene (siehe unter: www?2.licr.org/CancerlmmunomeDB/). Eine Weiterenwicklung
von SEREX stellen Arbeiten von Mintz und Kollegen dar. Anstelle von cDNA-Banken wer-
den hier Zufalls-Peptid-Bibliotheken in einem Phage-Display-System verwendet, um damit
das Antikdrper-Repertoire von Tumorpatienten zu analysieren (Mintz et al., 2003).

Neben der cDNA-basierten SEREX-Methode wurden Proteom-basierte Techniken etabliert,
die auf der Kombination von zweidimensionaler Gelelektrophorese und anschlieBender Wes-
tern-Blot Analyse basieren (Klade et al., 2001). Diese Strategien tragen die Akronyme PRO-
TEOMEX (Kombination aus Proteomics und SEREX), SERPA (serological proteome analy-
sis) und SPEAR (serological and proteomic evaluation of antibody responses). Der Einfach-
heit halber wird im Rahmen dieser Arbeit der Begriff PROTEOMEX verwendet. Proteine aus
Tumorproben bzw. gesunden Geweben werden mittels 2D-Elektrophorese beziiglich Ladung
und Molekulargewicht aufgetrennt. Fiir jede Probe werden zwei moglichst identische 2D-
Gele hergestellt, wovon eines mit Silber gefarbt wird und die aufgetrennten Proteine des
zweiten Geles auf eine Membranen iibertragen werden. Die Membran wird mit Serum eines
Tumorpatienten bzw. eines gesunden Spenders inkubiert. Der Nachweis gebundener Seru-
mantikorper erfolgt, wie bei der SEREX-Methode, mit anti-human-IgG-spezifischen Zweitan-
tikorpern. Unterschiede der erhaltenen Proteinmuster (Tumor vs. gesund) stellen potenzielle

Tumorantigene dar. Die Antigene konnen nicht direkt aus dem Western Blot identifiziert
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werden, sondern werden mit den Spotmustern des parallel hergestellten Silbergels abgegli-
chen, dort ausgeschnitten und mittels Massenspektrometrie analysiert.

PROTEOMEX und adidquate Techniken wurden bis dato in einer Vielzahl von Tumorentité-
ten durchgefiihrt, darunter Nierenzellkarzinom (Kellner et al, 2002; Klade et al., 2001;
Unwin et al., 2003), Neuroblastomen (Prasannan et al., 2000), Lungenkarzinom und Brust-
krebs (Le Naour, 2001).

Beide Identifizierungsstrategien, SEREX und PROTEOMEX, weisen eindeutige und Schwi-
chen auf (Seliger and Kellner, 2002): Die SEREX-Methode besitzt aufgrund der Verwendung
von cDNA-Banken eine hohe Sensitivitdt, da potenzielle TAs rekombinant exprimiert wer-
den. Die cDNAs konnen zudem einfach mittels Sequenzierung identifiziert werden. SEREX
erlaubt jedoch nicht die Identifizierung von TAs, die durch Tumor-spezifische posttranslatio-
nale Modifikationen hervorgerufen werden. Die Durchfiihrung von SEREX ist zudem sehr
aufwendig und somit fiir die gleichzeitige autologe Analyse mehrerer Patienten nicht geeignet
(Seliger and Kellner, 2002). PROTEOMEX iiberkommt einige der bekannten Probleme von
SEREX. Da die gesamte Strategie Protein-basiert und nicht cDNA-basiert funkioniert, ermog-
lichte PRTOTEOMEX erstmals die Detektion von Antigenen, die aufgrund von posttranslati-
onalen Modifikationen immunogen wirken (Brichory ef al., 2001). Diese Modifikationen sind
hiufig tumorspezifisch und stellen somit interessante Zielstrukturen fiir die Immuntherapie
dar. Die Methode 148t sich relativ schnell durchfiihren und erméglicht somit die parallele A-
nalyse mehrerer Patienten. Die Technik der 2D-Elektrophorese, also der Auftrennung der
Proteine, ist jedoch technisch in ihrer Sensitivitit begrenzt. So lassen sich maximal ca. 3000
der abundantesten Proteine mittels klassischer 2D-Elektrophorese auftrennen. In einer huma-
nen Zelle existieren jedoch schitzungsweise 300.000 bis 500.000 Proteinspezies, wenn
posttranskriptionale und posttranslationale Modifizierungen mit einbezogen werden. Ein wei-
terer technisch schwieriger Aspekt der Technik ist der Vergleich zwischen Immunoblot und
dem zugehorigen Silbergel, da die Gefahr besteht, falsche Proteine durch einen ungenauen

Vergleich der Spotmuster zu isolieren.
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1.4. Zielsetzung

Maligne Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches gehdren weltweit zu den héaufigsten Krebs-
entitdten und sind aufgrund der spéaten Diagnose mit einer schlechten Prognose assoziiert. Fiir
eine erwiinschte Friihdiagnostik dieser Tumorentitdt stehen bis dato nur wenige geeignete
Biomarker zur Verfiigung. Biomarker, wie tumorspezifische oder tumorassoziierte Antigene,
werden als potente Strukturen zur Fritherkennung und Therapie von Malignomen diskutiert.
Die Kenntnis iiber diese Tumorantigene ist somit eine Grundvorraussetzung fiir Diagnostik
und Therapie.

Ziel dieser Arbeit war einerseits die technische Weiterentwicklung einer bestehenden Strate-
gie zur Identifizierung von Tumorantigenen (AMIDA). AMIDA sollte dahingehend modifi-
ziert werden, eine schnelle, reproduzierbare und allgemein einsetzbare Identifizierung von
Tumorantigenen zu ermdglichen.

Andererseits sollte die optimierte Strategie eingesetzt werden, um neue Tumorantigene bei
malignen Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches zu identifizieren. Interessante Antigene
sollten zunéchst validiert und ihr diagnostisches bzw. therapeutisches Potential charakterisiert
werden. Neue Tumorantigene sollten insbesondere funktionell hinsichtlich ihres Beitrags zur

Karzinogenese und ihrer Bedeutung im Zellkontext analysiert werden.
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2. Material

2.1. Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Geréate

Alle nicht aufgefiihrten und in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Amers-

ham Biosciences, Merck bzw. Sigma bezogen.

2.1.1. Sonstige Chemikalien

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien.

Artikel

Bezugsquelle

Acrylamid, Protogel ultra pure
7-Actinomycin D (7-AAD)
Agar, Bacto-
Agarose
Aminoethylcarbazol
Ammoniumbikarbonat
Annexin-V-Biotin
Anorganische Salze, Sauren, Basen
Antibiotika
(Tetracyclin, Ampicillin, Chloramphenicaol,
Kanamycin)
Avidin-Biotin-PO Komplex (Vectorstain)
Bakterienmedienkomponenten
(Trypton, Hefeextrakt)
BCA Protein Assay
Blocklésung, in situ Hybridisierung
5-Bromo-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP)
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
Denhardt’s Losung
DEPC
Dextransulfat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMDM)

DIG RNA Labeling Kit
Dimethylpimelimidat (Crosslinker)
Dithioerythreitol (DTE)
DNA-modifizierende Enzyme

ECL Westernblotting System

Schrdder Diangnostics, Stuttgart
Sigma, Taufkirchen

Gibco BRL, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen; Roche,

Mannheim

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Gibco BRL, Karlsruhe

Pierce, Rockford (USA)
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Bruker, Leipzig

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Seromed/Biochrom, Berlin
Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
New England Biolabs, Schwalbach

Amersham, Freiburg
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Material

Ethanolamin

Ethidiumbromid

Formamid (deionisiert)

Fotales Kalberserum (FKS)

Glyzin

High Pure Plasmid Isolation Kit

High Pure RNA Isolation Kit
lodacetamid

IPG Buffer

Kollagenase, Typ 8

Lachsspermien DNA
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nitroblau Tetrazolium (NBT)
Nukleotide (NTPs, dNTPs)
Organische Losungsmittel, Alkohole
Paraformaldehyd

PBS-Tabletten (phosphate-buffered saline)
Peptidfragmentstandard fir MALDI-ToF
Plasmidpraparation ,Jetstar”
Polyvinylalkohol (PVA)

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete
Proteinase K

Protein G Sepharose ,4 Fast Flow"
Proteingrofienstandard ,Benchmark®
QlAquick Gel Extraction Kit

QlAquick PCR Purification Kit

DNA QuiaShredder

Restriktionsenzyme

Reverse Transcription System
siRNA

Tag-Polymerase, PCR-Reagenzien
Thiazolylblau-tetrazoliumbromid
Transfektionsreagenz ,MATRa-A"
Triethanolamin

TriPure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, (TRIS)
Triton-X 100

Trizma Base

t-RNA

Trypsin, Zellkultur

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Seromed/Biochrom, Berlin
Sigma, Taufkirchen
Macherey & Nagel, Diren
Macherey & Nagel, Duren
Sigma, Taufkirchen
Amersham, Freiburg

Sigma, Taufkirchen
Stratagene, Amsterdam (NL)
Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim
Boehringer Mannheim/Roche
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Genomed, Bad Oeynhausen
Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Dako, Glostrup (DK)
Amersham, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

MBI Fermentas, St. Leon-Rot;
New England Biolabs, Schwalbach
Promega, Madison (USA)
Eurogentec, Liege (Belgien)
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen

IBA, Goéttingen

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Seromed/Biochrom, Berlin
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Trypsin, Porcine, Seq.Grade Modified

Tween

Promega, Madison (USA)
Serva, Heidelberg

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Artikel

Bezugsquelle

3 MM Whatman-Papier

Chamber Slides (Glas, Permanox)
Chambered Coverglass, 1.5 Borosilicate
Einmalpipetten

Hyperfilm ECL

Immobilon-P Membran

IPG-Strips

Kanulen

Mutiscreen-BV Filterplatten
Objekttrager ,Superfrost”
Pipettenspitzen

Réhrchen, steril, Zellkultur

Slide-A-Lyzer Dialysis, 10,000 MW
Skalpelle

Spritzen, 5 mi/10 ml/20 ml
Sterilfilter
TiefkUhlgefale/Kryoréhrchen
Zellkultur-Multiloch-Platten
Zellkulturflaschen und -schalen
Zentrifugengefale 1,5 mi/2 ml
Zentrifugensaulen (Mobicols)
ZipTip u-C18

2.1.3. Gerate

Tabelle 2.3: Verwendete Geriite.

Bender & Hobein, Mlnchen
LAB-TEK Nunc, Wiesbaden
LAB-TEK Nunc, Wiesbaden
Costar, New York (USA)
Amersham, Freiburg
Millipore, Bedford (USA)
Amersham, Freiburg

BD, Heidelberg

Millipore, Bedford (USA)
Nunc, Wiesbaden

Gilson, Bad Camberg
Falkon/BD Le Pont de Claix (F);
Nunc, Wiesbaden

Pierce, Rockford (USA)
Feather/PFM, Kdln

Braun, Melsungen
Millipore, Bedford (USA)
Nunc, Wiesbaden
Falkon/BD, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
MoBiTec, Gottingen
Millipore, Bedford (USA)

Artikel

Bezugsquelle

2D-Elektrophoresekammer Ettan Dalt
Agarose-Elektrophorese-Dokumentation

Agarose-Elektrophoresekammern

Amersham, Freiburg
Cybertech CS1, Berlin

Amersham, Freiburg
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Material

AnchorChip-Metallplatten 200-800um
Durchflusszytometer ,FACSCalibur®
Elektrophorese-Netzgerate
ELISA-Reader Elx800
Fluoreszenzmikroskop ,Axiovert 200“
mit hochauflésender Digital-
Videokamera (Hamamatsu)
Fokussierungsanlage ,|IPGphor*
Fokussierungseinheiten Porzellan
Glaswaren Schott

Inkubator fur Zellkultur, CO,-begast
Lyophilisator mit Speedvac
Massenspektrometer (Reflex Ill)
Mikroliter-Pipetten
Phasenkontrastmikroskop Standard 25
Schuttelinkubatoren 2Certomat
Sicherheitswerkbank Klasse Il
Stickstoff-Kuhllagereinrichtung
Thermocycler UNO

Thermomixer Comfort
UV-Mikrophotometer ,GeneQuant Pro*
Zentrifugen

Bruker Daltonics, Bremen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Bio-Rad, Richmond (USA)

Bio-Tek Instruments, Winooski (USA)

Zeiss, Oberkochen

Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Heraeus, Miinchen
Bachofer, Reutlingen
Bruker, Rheinstetten
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Oberkochen

Braun Biotech, Melsungen
Heraeus, Hanau

Messer Cryotherm, Kirchen/Sieg
Biometra, Goéttingen
Eppendorf, Hamburg
Pharmacia, Erlangen
Eppendorf, Hamburg;
Sorvall, Bad Homberg

2.1.4. Dienstleistungen

Tabelle 2.4:

DNA-Sequenzierungen
Oligonukleotidsynthese
siRNA-Synthese
Microarray-Hybridisierung

Sequiserve, Vaterstetten
Metabion, Martinsried
Eurogentec, Liége (Belgien)
IMGM, Martinsried

2.2. Antikorper

Tabelle 2.5: Verwendete Antikorper.

Antikorper (Katalog-Nummer)

Bezugsquelle

o-hnRNP H (BL1043)
0-Grb-2 (610112)

Bethyl Laboratories, Montgomery (USA)

Becton-Dickinson, Heidelberg
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a-Hsp27 (05952) Dianova, Hamburg

a-BiP/Grp78 (SR-B826) MoBiTec, Gottingen

a-Actin (sc-1616) Santa Cruz, Kalifornien (USA)

ao-HA 3F10 (1867423) Roche, Mannheim

o-ARAF1 (sc-408-G) Santa Cruz, Kalifornien (USA)

a-myc (9E10; sc-40) Santa Cruz, Kalifornien (USA)

o-FLAG M2 (F3165) Sigma, Taufkirchen

HRP Ziege-o-Kaninchen (111-035-003) Dianova, Hamburg

HRP Kaninchen-a-Ziege (P0449) Dako, Glostrup (Déanemark)

HRP Kaninchen-a-Ratte (P0450) Dako, Glostrup (Danemark)
a-Kaninchen IgG, biotinyliert (BA-1000) Vector Laboratories, Burlingame (USA)
a-Ratte IgG, biotinyliert (BA-9400) Vector Laboratories, Burlingame (USA)
a-Maus IgG, biotinyliert (BA-2000) Vector Laboratories, Burlingame (USA)
a-DIG-AP (1093274) Roche, Mannheim

2.3. Bakterien

Der verwendete Stamm wurde von Gibco BRL (Eggenstein) bezogen.

E. coli DH50. (Hanahan, 1985):

F-, F80dlacZDM15, D(lacZY A-argF), U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+), su-
pE44, 1-, thi-1, gryA96, relA 1

2.4. Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Plasmide verwendet, die durch mehrere Klonierungsschritte
unter Verwendung {iiblicher Klonierungstechniken generiert wurden (Maniatis et al., 1989).
Einige der verwendeten Plasmide waren in der Arbeitsgruppe vorhanden oder wurden freund-
licherweise von anderen Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellt. Die mit * gekennzeichneten

Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit von mir kloniert.

Tabelle 2.6: Verwendete Plasmide.

Plasmid Beschreibung
IRALp962M101 RZPD Klon, cDNA hnRNP H, Ampicilin-Resistenz
141pCAG-3SIP CMV, SV40, IRES, Puromycinresistenz; von Dr. T.

Schréder zur Verfligung gestellt
141pCAG::hnRNPH-sense * hnRNP H cDNA sense in 141pCAG-3SIP



19 Material

141pCAG::hnRNPH-AS * hnRNP H cDNA antisense in 141pCAG-3SIP

pcDNA3.1Hyg CMV, Hygromycinresistenz, Invitrogen (Karlsruhe)

pcDNA3.1Hyg-N-HA CMV, N-terminaler HA-Tag, Hygromycinresistenz, von
Dr. T. Schaffrik zur Verfigung gestellt

pcDNA3.1Hyg-N-HA::hnRNPH * hnRNP H N-terminal fusinioniert mit HA-Tag in
pcDNA3.1Hyg-N-HA

pcDNA3.1Hyg-C-HA CMV, C-terminaler HA-Tag, Hygromycinresistenz, von
Dr. T. Schaffrik zur Verfigung gestellt

pcDNA3.1Hyg-C-HA::hnRNPH * hnRNP H C-terminal fusinioniert mit HA-Tag in
pcDNA3.1Hyg-C-HA

pME18S-FLAG-MST2 MST2 fusioniert mit FLAG-Tag in pME18S, CMV, von
Dr. Eric O'Neill, Glasgow zur Verfligung gestellt

pEF-myc-ARAF1 ARAF1 fusioniert mit myc-Tag in pEF, CMV, Blasticidin-
Resistenz, von Dr. Eric O Neill, Glasgow zur Verfiigung
gestellt

pDRIVE Klonierungsvektor, T7/Sp6, Ampicillin-/ Kanamycinre-
sistenz, Qiagen (Hilden)

pDRIVE::hnRNPH * hnRNP H cDNA sense in pDrive (in situ Hybridisierung)

pCR 4-TOPO TA Klonierungsvektor, T7/Sp6, Ampicillin-/ Kanamycinre-

sistenz, Invitrogen (Karlsruhe)

2.5. Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet bzw. generiert (*).
Tabelle 2.7:

Zelllinie Herkunft Referenz

HEK-293 Embyonale Niere (Graham et al., 1977)

HEK-293::N-HA-hnRNPH * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor
pcDNA3.1Hyg-N-HA::hnRNPH

HEK-293::C-HA-hnRNPH * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor
pcDNA3.1Hyg-C-HA::hnRNPH

ANT-1 Hypopharynx-Karzinom (Mayer et al., 2005),1998 in
unserem Labor etabliert

FaDu Hypopharynx-Karzinom ATCC HTB-43

GHD-1 Hypopharynx-Karzinom Dr. Anna Mayer, 1998 in unse-
rem Labor etabliert

GHD-1::N-HA-hnRNPH * Hypopharynx-Karzinom Transfiziert mit Vektor
pcDNA3.1Hyg-N-HA::hnRNPH

GHD-1::C-HA-hnRNPH * Hypopharynx-Karzinom Transfiziert mit Vektor

pcDNA3.1Hyg-C-HA::hnRNPH
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HelLa Zervix-Karzinom ATCC CCL-2
MRC5 Humane embryonale Lungen- ATCC CCL-171

fibroblasten

PCI-1 Hypopharynx-Karzinom Pittsburgh Cancer Institute
PCI-13 Hypopharynx-Karzinom Pittsburgh Cancer Institute
SKBR3 Mamma-Karzinom ATCC HTB-30
Wi38 Humane embryonale Lungen- ATCC CCL-75

fibroblasten

A549 Lungen-Karzinom ATCC CCL-185

2.6. Oligonukleotide

2.6.1. Primer

Tabelle 2.8: Verwendete Primer.

Nr. Sequenz 5°-3° Verwendung

1a AAAATGGGGCTCAAGGTATTCG hnRNP H RT-PCR
1b GCTATTTCCTGTGAAGCAAACTGC

2a TGTCGCTCTTGAAGTCAGAGGAGA GAPDH RT-PCR
2b AGAACATCATCCCTGCCTCTACTG

3a ACACTGTGCCCATCTACGAGG Aktin RT-PCR
3b AGGGGCCGGACTCGTCATACT

4a TAGCCTAGAGAGGCCGCTAACAGA NCSTN RT-PCR
4b GCTTGCTCTCCAGCAGAACCATGT

5a GCTGGACGATAGCTTGGA AKT1 RT-PCR
5b GATGACAGATAGCTGGTG

6a GCTTGCTCTGGCCATGGAAT APR2 RT-PCR
6b AGGCCTGTGCTTGGGCTTGAA

7a TTCCCACCAGCAACCAGCGC P8 RT-PCR

7b CTTCCTCTCTGAATTCTGCAGCT

8a ATGGCAGCAGTAAAGCAAGCG Bcl-X RT-PCR
8b TCATTTCCGACTGAAGAGTGA

9a ATGGAGCCACCACGGGGC ARAF1 RT-PCR
9b CGTCTTTCGTCCCTTGATGAGTC

10a ATGTCTTCGCCTCCCGAAG DAP RT-PCR
10b CAGTGGGTTTAGGTGGACTG

11a AAAGCTAGCATGATGTTGGGCACGGAAGG
11b  AAAGCTAGCCTATGCAATGTTTGATTGAAAATCAC
12a ATGGTACCATGATGTTGGGCACGGAAG

hnRNP H Uberexpression

hnRNP H N-HA Fusion
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12b AAAGCGGCCGCTATGCAATGTTTGATTGAAAATCAC
13a ATGGGTACCTCATGATGTTGGGCACGGAAGG hnRNP H C-HA Fusion
13b AATCTAGATGCAATGTTTGATTGAAAATCAC
14a ATGGGTACCTCATGATGTTGGGCACGGAAGG hnRNP H ISH
14b  AAAGCGGCCGCTATGCAATGTTTGATTGAAAATCAC
2.6.2. siRNAs
Tabelle 2.9: Verwendete siRNAs.
Nr. Sequenz 5°-3° Verwendung
1a GGAGCUGGCUUUGAGAGGA dTdT hnRNP H siRNA#1
1b UCCUCUCAAAGCCAGCUCC dTdT
2a GAAUAGGGCACAGGUAUAU dTdT hnRNP H siRNA#2
2b AUAUACCUGUGCCCUAUUC dTdT
3a GCAAGGAAGAAAUUGUUCA dTdT hnRNP H siRNA#3
3b UGAACAAUUUCUUCCUUGC dTdT
4a UCGUCCGUAUCAUUUCAAU dTdT Ktrl. siRNA

4b

AUUGAAAUGAUACGGACGA dTdT
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3. Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1. Aufbewahrung und Kultivierung permanenter Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C unter 5% Kohlendioxid und in wasser-
dampfgesittigter Atmosphére gehalten. Standardmedium fiir Suspensionszellen und adhérente
Zellen war Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), supplementiert mit 10% fotalem
Kiélberserum (FKS) und Antibiotika (100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin). Bei
stabilen Transfektanten wurde das Kulturmedium mit 200 pg/ml Hygromycin B bzw. 1pg/ml
Puromycin supplementiert. Adhérente Zellen wurden zur Subkultivierung mit 0,05%
Trypsin/0,02% EDTA (Biochrom) von der Kulturflasche gelost, einmal in Medium mit 10%
FKS gewaschen und in gewiinschter Dichte ausplattiert. Die Zentrifugation von eukaryonti-
schen Zellen zum Zweck der Konzentrierung oder des Waschens erfolgte bei 350g fiir 5-10
min bei 20°C.

Fiir die Kryokonservierung wurden Zellen (10°-10" pro Aliquot) in 0,75 ml Einfriermedium
aufgenommen (10% v/v DMSO, 40% v/v FKS, 50% v/v DMEM) und in ein 1,8 ml-
Kryogefdll (Nunc) liberfiihrt. Zur langsamen Abkiihlung wurden die Zellen zunichst in einem
verschlossenen Styroporbehilter in ein -80°C-Gefriergerét gestellt. Am nichsten Tag wurden
die Rohrchen zur Dauerlagerung in einen mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Lagertank iiber-
fithrt.

Zur Rekultivierung eingefrorener Zellen wurde der Rohrcheninhalt durch Resuspension mit
warmen Kulturmedium (Zimmertemperatur) moglichst schnell aufgetaut und in mindestens
20 ml Kulturmedium verdiinnt und zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in Medium

resuspendiert und kultiviert.

3.1.2. Bestimmung der Zellzahl

Die Zellen wurden in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezéhlt. Um tote von lebenden Zel-
len zu unterscheiden, wurde jeweils ein Zellaliquot (20ul) mit einem Volumen einer 0,2%igen
Trypanblaulosung (in 1xPBS) gemischt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und sind im

Mikroskop an ihrer blauen Farbe erkennbar.
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3.1.3. Berechnung der Verdoppelungszahl

Die Verdoppelungszahl (t4) von Zellen wurde mit folgenden Formeln berechnet:
tg=In2 /A
A = (In(ng) — In(n)) / (to — t)
no= Zellzahl an Tag 0; ny = Zellzahl an Tag x; A= Wachstumskonstante; ty= Tag 0; ty = Tag x

3.1.4. Generierung von Zelllysaten

Fiir die Gewinnung von Gesamtzelllysaten wurden FaDu- bzw. PCI-1-Zellen mit 0,05%
Trypsin/0,02% EDTA (Biochrom) von der Kulturflasche geldst und einmal in PBS gewa-
schen. Die Zentrifugation der Zellen erfolgte bei 350g fiir 5-10 min bei 20°C. Die so erhalte-
nen Zellpellets wurden in Lysispuffer resuspendiert. Die Suspension wurde 45min bei 4°C
unter Schiitteln inkubiert. Die unldsliche Fraktion wurde mittels Zentrifugation (10min bei
4500g, 4°C) entfernt. Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte mittels dem BCA-Test
(BCA Protein Assay Reagent Kit, Pierce, Rockford, USA) nach Angaben des Herstellers.

Fiir die Gewinnung von Zelllysaten fiir die 2D-Elektrophorese wurden die Zellen mit 0,05%
Trypsin/0,02% EDTA (Biochrom) von der Kulturflasche geldst und einmal in PBS gewa-
schen. Die Zentrifugation der Zellen erfolgte bei 350g fiir 5-10 min bei 20°C. Die Zellen
wurden in PBS/H,O (1:1) und anschliessend in 50mM Tris pH 7,5 gewaschen. Die Zellen
wurden in 470ul 2D-Lysepuffer lysiert, die austretende DNA durch Zentrifugation in Qiash-
redder Sdulen zerkleinert (14000g, 2min, RT) und anschlieBend bei 42000g (1h, RT) pelle-

tiert. Die lysierten Proteine wurden anschlieend mittels 2D-PAGE aufgetrennt.

- Lysispuffer: TBS pH7,4; 1% v/ v Triton 100; Protease Inhibitor Cocktail Complete (1 Tablette / 50ml)
- 2D-Lysepuffer: 9IM Harnstoff, 4% CHAPS, 65mM DTT, 2,5mM EDTA

3.2. Immunprazipitation und 2D-Elektrophorese (allo-AMIDA)

3.2.1. Immunprazipitation

Blut (20ml) von Patienten, die an einem Plattenepithelkarzinom der oberen Atemwege litten,
wurde routinemafig entnommen. Das Vollblut wurde zentrifugiert (1700g, 15min, Raumtem-
peratur, keine Bremse), das so gewonnene Serum abgenommen und bei -20°C gelagert. Die
Aufreinigung der IgG-Antikorper aus dem Serum erfolgte mit Protein G-Affinititssédulen

(Montage spin columns, Millipore, Billerica, USA) nach Angaben des Herstellers. Isolierte
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Antikorper wurde auf eine Endkonzentration von 10mg/ml in PBS eingestellt. Die Giite der

Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBender Silberfarbung kontrolliert.

Die aufgereinigten Serumantikérper von Tumorpatienten wurden auf Protein-G-Matrix im-
mobilisiert (20mg Antikorper, 500pl Matrix, 1h, RT) und nach (Schneider et al., 1982) kova-
lent gekoppelt. Parallel wurden IgG-Antikorper gesunder Spender (Gemisch aus 100 Spen-
dern; Sigma, Taufkirchen; Lot 011K9019) gleichermaBBen immobilisiert. Die Antikorper-
Protein-G-Matrix wurde bei 4°C mit den Lysatproben (siehe 3.1.4) iiber Nacht in einem
Schiittler inkubiert. Fiir die Immunprézipitation wurden Komplettlysate der Zelllinien FaDu
bzw. PCI-1 verwendet (aus 1x10® Zellen). AnschlieBend wurde die Sepharose-Matrix zwei-
mal mit Lysispuffer und einmal mit 50mM Tris (pH7,4) gewaschen (500 g, 10 min, 4°C), um
unspezifische Bindungen zu l6sen. Die préizipitierten Antigene wurden in 470ul 2D-
Lysepuffer eluiert und denaturiert. Um die Protein-G-Sepharose-Matrix komplett zu entfer-
nen, wurden die Proben fiir 10min bei 7000g und 4°C zentrifugiert. Nach der Elution wurde
die Probe mit DTE (1% w/v) versetzt. Die eluierten Proteine wurden anschliefend e-
lektrophoretisch in einer ersten Dimension beziiglich ihres isoelektrischen Punktes (pI) und in

einer zweiten Dimension beziiglich ihrer molekularen Masse aufgetrennt.

- Lysispuffer: TBS pH7,4; 1% v/ v Triton 100; Protease Inhibitor Cocktail Complete (1 Tablette / 50ml)
- 2D-Lysepuffer: 9M Harnstoff, 4% CHAPS, 65mM DTT, 2,5mM EDTA

3.2.2. Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelekrische Fokussierung von Proteinen wurde in pH-Gradientengelstreifen (IPG: im-
mobilisierter pH Gradient) unterschiedlicher pH-Bereiche (pH 3-10 und pH 4-7) durchgefiihrt
(Lénge 24cm). Jede Probe wurde mit IPG-Puffer und Bromphenolblau (BPB) versetzt (450l
2D Lysepuffer, 2ul IPG-Puffer, 2ul BPB) und in einer IPGphor-Fokussierungseinheit aufge-
trennt. Die Laufbedingungen der Fokussierung sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst: Die Fo-
kussierung erfolgte iiber einen Zeitraum von ca. 30h bei 20 °C und 50pA/Streifen. Die iibli-
cherweise erhaltene Gesamtvoltstundenzahl betrug 80-85kVh. Nach der Fokussierung wurden
die IPG-Streifen entweder bei -80°C eingefroren bzw. die zweite Dimension (SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese) durchgefiihrt.

- Resolving-Puffer: 1,5mM Tris (pH 8,8), 0,4% SDS, 1,5mM NaN;
- Bromphenolblaupuffer: 3mM Bromphenolblau in Resolving Puffer
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Tabelle 3.1: Laufbedingungen der IEF fiir IPG-Streifen (24 cm).

Stufen Spannung (V) 24 cm, Dauer (h)
1 30 8
2 50
3 200
4 500
5

6

7

2000
4000
8000 (Gradient)
8 8000

= N N N DN B

*

* Fokussierung bei 8000V bis eine Gesamtvoltstundenzahl von ca. 80kVh erreicht ist

3.2.3. Zweite Dimension: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE)

IPG-Streifen wurden sukzessive mit bromphenolblau-haltigem Equilibrierungspuffer behan-
delt, der jeweils 65mM DTE bzw. 215mM 2-lodacetamid enthielt. AnschlieBend wurden die
IPG-Streifen auf 10-13% SDS-Polyacrylamid Gele aufgelegt, mit 0,5% Agarose (in Equi-
librierungspuffer) fixiert und die fokussierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufge-

trennt (SDS-Lauf Puffer; 3W/Gel, 30min zum Einlaufen der Proteine, danach 18 W/Gel).

- Equilibrierungspuffer: 6M Harnstoff; 3,3M Glycerin, 70mM SDS; 3.3% Resolving Puffer
- SDS-Laufpuffer: 1,92M Glycin; 0.25M Tris; 1% SDS

Die Detektion der Proteine erfolgte mit einer Massenspektrometrie-kompatiblen Silber Fér-

bung. Das verwendete Protokoll ist in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Tabelle 3.2: Silber-Firbung.

Schritt Losung Dauer (min)

1 Fixierer 60

2 Ethanol 50% 20

3 Ethanol 50% 20

4 Ethanol 50% 20

5 Sensitivierung 2

6 Wasser

7 Wasser 1

8 Silber 30

9 Wasser 1

N
o

Wasser 1
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11 Entwickler 05-3
12 Stopp 10
13 Wasser 5
14 Aufbewahrung 45

- Fixierlosung: 50% Ethanol; 12% Essigsdure

- Ethanollésung: 50% Ethanol

- Sensitivierungslosung: 1,5mM Natriumthiosulfat

- Silberlosung: 12mM Silbernitrat; 0,075% Formaldehyd (37%)

- Entwicklerlosung: 0,57M Natriumcarbonat; 2,5% Sensitivierungslosung; 0,05% Formaldehyd (37%)
- Stopplosung: 40mM EDTA

- Aufbewahrungslosung: 20% Ethanol; 4% Glycerin

3.3. Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-Flight
Analyse (MALDI-ToF)

Ausgewihlte Proteinspots wurden aus Silber-gefdrbten 2D-Gelen ausgeschnitten, tryptisch
verdaut und anschlieBend mit einer organischen Matrix auf einer Anker-Metallplatte fiir die
MALDI-ToF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation - Time-of-Flight)-Analyse kristal-
lisiert und vermessen. Die erhaltenen ,,peptide mass fingerprints* wurden zur Identifizierung

des jeweiligen Proteins mit ,,peptide mass fingerprint*“-Proteindatenbanken verglichen.

3.3.1. Tryptischer Verdau

Der tryptische Verdau der Gelstiicke erfolgte mit dem Montage In-Gel Digest 96 Kit (Milli-
pore, USA) nach einem verdnderten Protokoll. Das Absaugen von Fliissigkeiten erfolgt hier
mit Hilfe einer Vakuumanlage, so dass maximal 96 Proben parallel verarbeitet werden konn-
ten. Dazu wurden die Gelstiicke, welche die gewiinschten Proteinspots enthielten, kleinge-
schnitten und in 96-Loch-MultiScreen-Platten (Millipore, USA) {iberfiihrt. Die Gelstiicke
wurden mit 100ul Wasser (Millipore) zweimal 10-30min bei RT gewaschen. Um das Silber
auszuwaschen, wurden die Spots mit 100ul Entfarber versetzt und so lange im Schiittler inku-
biert, bis keine Farbung mehr sichtbar war (5-10min). Anschlieend wurde dreimal mit Milli-
pore-Wasser nachgewaschen. Die Gelstliicke wurden dann zweimal abwechselnd fiir je 10-
15min mit 50% Acetonitril bzw. S0mM Ammoniumbicarbonat (frisch angesetzt) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Gelstiicke in 30ul 50mM Amoniumbicarbonat und Trypsin (End-
konzentration 100ng/pl) aufgenommen und iiber Nacht bei 30°C verdaut. Um ein Verdunsten
der Losungen zu verhindern, wurden die 96-Loch-MultiScreen-Platten mit einer Klebefolie
abgedichtet. Nach dem tryptischen Verdau wurde der Uberstand mittels Vakuum in eine 96-
Loch-Platte tiberfiihrt und die verbliebenen Gelstiicke zweimal mit 100ul Extraktionslosung
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fiir je 30min bei RT inkubiert. Die Uberstinde wurden abgenommen, mit dem erstem verei-
nigt und in 1,5ml Eppendorf GefiBe iiberfiihrt. Die vereinigten Uberstinde wurden in fliissi-
gen Stickstoff schockgefroren und lyophilisiert (SpeedVac, 45min, RT). AnschlieBend wurde
das Lyophilisat bei -20°C gelagert.

- Entfirber: 30mM Kaliumhexacyanoferrat und 100mM Natriumthiosulfat im Verhdltnis 1:1 vermischt (frisch
angesetzen) in Millipore-Wasser
- Extraktionslosung: 75% Acetonitril, 50mM Ammoniumbicarbonat in Millipore-Wasser

3.3.2. Konzentrierung des tryptischen Verdaus / Kristallisierung auf An-

ker-Metallplatten

Die Anker-Metallplatte wurde vor jeder Messung mit 50% Methanol geséubert und luftge-
trocknet. Die Lyophilisate des tryptischen Verdaus wurden in 10ul Waschldsung aufgenom-
men und unter Ultraschall gelost. Die Konzentrierung und Entsalzung des tryptischen Ver-
daus erfolgte mit Hilfe von ZipTips (ZipTip u-C18, Millipore, USA) nach eigenem Protokoll.
Nach Vorbehandlung der ZipTips mit Equilibrierungslosung (3 x 10pul) und Waschlosung (1 x
10ul) erfolgte die Bindung der tryptischen Peptide an die Sdule. Die Entsalzung erfolgte mit
Waschlosung (3 x 10ul). Die Peptide wurden anschlieBend mit 2pul Elutionslésung aus der
Séule gespiilt und a 1pl auf die Anker-Metallplatte (AnchorChip Duchmesser: 600um) pipet-
tiert. Nach Kristallisation erfolgte die Messung in einem MALDI-ToF Massenspektrometer

(Reflex IIT).

- Waschlosung: 0,1% Trifluoressigsdure (TFA) in Millipore-Wasser

- Equilibrierungslosung: 50% Acetonitril in Millipore-Wasser

- Elutionslosung: Gesdttigte a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHCA) in 50% Acetonitril 0,1% Trifluoressigsdure
in Millipore-Wasser

3.3.3. MALDI-ToF Analyse

Zur Analyse der aufgetragenen Peptidfragmente wurde die Anker-Metallplatte in das Mas-
senspektrometer (MALDI-ToF) eingefiihrt. AnschlieBend wurden die in der CHCA-Matrix
ko-kristallisierten Peptidfragmente im Hochvakuum mit Hilfe eines Lasers ionisiert und deren
massen- und ladungsabhingige Flugzeit durch ein angelegtes Spannungsfeld bestimmt. Die so
erhaltenen Massenspektren wurden anschlieBend kalibriert und zur Identifizierung des jewei-
ligen Proteins mit ,peptide mass fingerprint® Proteindatenbanken verglichen

(http://www.matrix-science.com).
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3.4. In-situ Hybridisierung

Fiir die in-situ-Hybridisierung wurden Kryoschnitte (Sum) fir 10min in 4% PFA fixiert, mit
PBS gewaschen und anschlieBend in einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils 2 x Smin in
30%, 50%, 70%, 96%, 100% Ethanol) dehydriert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Schnitte bei -80°C gelagert. Bei Bedarf wurden die Schnitte aufgetaut, die endogene alkali-
sche Phosphatase mit HCl (0,2N) fiir 10min inaktiviert und das Gewebe mit Proteinase K
(10pug/ml) fir 10min behandelt, um die RNA fiir die Sonden zuginglich zu machen. Zum
Abstoppen der Reaktion wurden die Schnitte in 0,1M Glyzin/0,05M PBS gegeben und an-
schlieBend bei Raumtemperatur in 4% PFA fixiert. Zwischen den einzelnen Schritten wurden
die Préparate stets mit PBS gewaschen. Um positiv geladene Molekiile zu neutralisieren,
wurde das Gewebe in 0,1M Triethanolamin / 0,25% Essigsdureanhydrid inkubiert und an-
schliefend mit 2xSSC gewaschen. Zur Prahybridisierung wurden die Préparate mit Prahybri-
disierungspuffer in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur fiir Sh inkubiert. Fiir die
Sonden wurde die hnRNP H-cDNA in den PCR-Klonierungsvektor pDrive kloniert und se-
quenziert. Dieser Vektor besitzt sowohl eine T7 als auch eine SP6 Polymerasebindestelle, die
eine Transkription des PCR Fragments in 5°- und in 3’-Orientierung erlauben. Auf diese Wei-
se konnten Sense- und Antisense-RNA-Sonden generiert werden. Der sequenzierte pDri-
ve::hnRNP H Klon wurde mit BamHI oder Xhol-Restriktion linearisiert und DIG-markierte
RNA Sonden mittels in-vitro-Transkription im Kit-System (DIG RNA Labeling Kit, Roche)
nach Angaben des Herstellers produziert. Die Hybridisierung der Sonden erfolgte in Pra-
hybridisierungspuffer (0,2-1ng Sonde/pl Puffer) fiir 16h bei 65°C. Unspezifische Bindungen
der Sonden am Priparat wurden anschlieBend mit 2xSSC (bei 48°C) und 0,2xSSC (2 x
30min, 70°C) depletiert. Die Detektion der DIG-markierten RNA-Sonden erfolgte mit einem
Alkalische-Phosphatase-konjuigerten anti-DIG-Antikorper. Die Entwicklung der Préparate

erfolgte bei 30°C fiir 14-16h in Farbelosung.

- Prahybridisierungspuffer: 50% deionisiertes Formamid, 4x SSC, 5x Denhardts, 25 ug/ml Lachsspermien DNA,
0,1% SDS, 50 ug/ml t-RNA, 5% Dextran Sulfat

- 20xSSC: 3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat, pH 7,0

- Farbelosung: 10mM Tris pH 9,5, 100mM NaCl, 10% w/v Polyvinylalkohol, 50mM MgCI2, 0,35% Nitroblau

Tetrazolium (NBT), 0,35% 5-Bromo-chloro-3-indolylphosphat (BCIP)

3.5. Immunhistochemische Schnittfarbungen

Gewebeproben von Karzinompatienten und gesunden Probanden wurden routineméfig wéh-
rend der Operation entnommen, sofort in Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Alle in dieser Arbeit angewandten immunhistochemischen Farbungen wurden an Gefrier-
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schnitten durchgefiihrt. Dazu wurden 4pum dicke Kryoschnitte auf silanisierte Glasobjekttra-
ger aufgezogen, getrocknet und 10min in Azeton bei RT fixiert. Die Schnitte wurden bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Schnitte in Azeton
nachfixiert und fiir 10min in PBS rehydriert. Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase
wurde eine 0,3% Wasserstoffperoxidlosung in PBS verwendet. Um unspezifische Bindungen
des Primédrantikorpers zu vermeiden, wurden die Schnitte anschliefend 20min mit 10%igem
Ziegenserum behandelt. Die Primérantikorper wurden in 1:10 bis 1:500 Verdiinnungen einge-
setzt und die Proben iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurde PBS an Stelle
des Erstantikorpers verwendet. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit
dem entsprechenden Biotin-konjugierten Sekundérantikorper fiir 30min bei RT inkubiert, in
PBS gewaschen und die Antigen-Antikorperreaktion unter Verwendung des Avidin-Biotin-
Peroxidase Systems nach (Hsu et al., 1981) detektiert. Die Préparate wurden bei Bedarf zur
Visualisierung der Zellen mit einer Eosin-Kernfarbung gegengefarbt. Die Firbeintensitéit der

einzelnen Proben wurde von zwei Experimentatoren unabhéngig voneinander bestimmt.

3.6. Immunzytochemie

Immunzytochemische Féarbungen wurden an adhirenten, stabil transfizierten Zellen durchge-
fiihrt. Die Zellen wurden dazu auf Chamber-Slides (LAB-TEK) ausplattiert und fiir 24 bis 48h
weiterkultiviert. Die Proben wurden nach Entfernen des Mediums mit PBS gewaschen, mit
Azeton fixiert und bei —20°C bis zur Verwendung gelagert. Alle weiteren Behandlungs- und
Férbeschritte waren mit denen an Gewebeschnitten, wie unter Kapitel 3.5 beschrieben, iden-

tisch.

3.7. Zytospin

Trypsinierte Zellen (4x10° Zellen) wurden auf Objektgliser zentrifugiert (250g, 5min, RT)
und anschlieBend mit Azeton fixiert. Alle weiteren Behandlungs- und Férbeschritte waren mit

denen an Gewebeschnitten, wie unter Kapitel 3.5 beschrieben, identisch.

3.8. Molekularbiologische Methoden

Die Anwendung géngiger, allgemeiner Techniken, die im Umgang mit Nukleinsduren benutzt
werden, wie Ethanolprézipitation von Nukleinsduren und deren Konzentrationsbestimmung

im Spektralphotometer, enzymatische Restriktionshydrolyse, Dephosphorylierung von DNA-
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Enden mit alkalischer Phosphatase, Auffiillen 5’-iiberhdngender DNA-Enden, Priparation
von Plasmid-DNA {iber Affinitdtsmatrices, Ligation freier DNA-Enden, etc. erfolgte in An-
lehnung an Standardprotokolle (Maniatis et al., 1989).

3.8.1. Agarose-Gelelektrohorese

DNA-Fragmente wurden nach ihrer Grofle in Agarosegelen geeigneter Konzentration (0,8 -
2,5%) aufgetrennt. Die Migrationsgeschwindigkeit der DNA ist dabei dem Logarithmus der
Fragmentgrofle umgekehrt proportional. Zur Visualisierung der Nukleinsduren unter UV-
Licht wurde die Agarose mit Ethidiumbromid (0,75ug/ml) versetzt. Die Laufbedingungen
wurden durch die Spannung begrenzt, die sich aus dem Abstand der beiden Elektroden

(3V/cm) errechnete.

- Laufpuffer: (45mM Tris-Borat, ImM EDTA (IxTBE)

- 6 x Ladepuffer: 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol EF, 30% Glyzerin in Wasser

- Marker: Gene Ruler 1kb DNA Marker (250bp - 10kb), ¢X174 DNA/ BsuRI (Haelll) Marker (72-1353 bp),
50bp DNA Marker (50-1031 bp), Fermentas

3.8.2. Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Alle RT-PCR-Reaktionen wurden nach dem Zwei-Stufen-Protokoll durchgefiihrt, d.h. die
Reverse Transkription und die nachfolgende PCR fanden im separaten Reaktionsgefdfen
statt. Die RNA wurde stets mit DNase behandelt und mittels PCR auf das Vorhandensein von
genomischer DNA {iiberpriift.

Die Reverse Transkriptase schreibt einstrdngige RNA in eine komplementire DNA (cDNA)
um. Dies erfolgte mit Hilfe des Reverse Transkription Systems (Promega) nach Angaben des
Herstellers. Fiir jede Reaktion wurde 1pug RNA eingesetzt.

Die semi-quantitative Polymerasekettenreaktion (PCR) erfolgte in einem Reaktionsvolumen
von 20ul mit 2pl des 10x-PCR-Puffers, je 1pmol des sense- und des antisense-Primers,
2,5mM MgCl,, 200uM dNTPs, 1U Taq Polymerase und 1ul cDNA. Die Amplifizierung er-
folgte in 20-25 Zyklen mit jeweils einer 30sec Denaturierungsphase bei 95°C, 30sec Annea-
lingphase bei 53-60°C und einer Elongationsphase bei 72°C fiir 30sec. Die quantitative Ana-
lyse des Amplifikationsanasatzes erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Die semi-quantitative Auswertung der Bandenintensititen (abzliglich der Hintergrundintensi-

tit des Gels) erfolgte mit der Software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/).
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3.9. Bakterienkultur

3.9.1. Vermehrung und Aufbewahrung

Bakterien wurden als Suspensionskultur in Luria Broth Medium (LB) oder zur Vereinzelung
von Kolonien auf LB-Agar-Platten kultiviert. Bei Selektion auf Resistenzen gegen Antibioti-
ka wurde dem LB-Medium das entsprechende Antbiotikum zugegeben. Zur Lagerung von
Bakterien iiber lingere Zeitrdume wurde eine dichtgewachsene Bakterienfliissigkultur mit

15% Glyzerin in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

- LB- Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl, pH 7.2
- Bacto-Agar-Platten: 12,5% Bacto-Agar ad 11 LB-Medium
- Endkonzentrationen der Antibiotika:

Ampicillin 100ug/1d
Chloramphenicol 34ug/ul
Kanamycin 30ug/1l

3.9.2. Transformation von E. coli

Die Herstellung transformationskompetenter E. coli-Stimme erfolgte durch aufeinanderfol-
gende Inkubation einer E. coli DH5a-Kultur in den Puffern TfBI und TfBII auf Eis (Hanahan,
1983). Zu einem Aliquot (100ul) der so behandelten Bakterien wurden ca. 50 ng eines Ligati-
onsansatzes bzw. 1 ng Plasmid-DNA pipettiert und 30min auf Eis inkubiert. AnschlieBend
erfolgte ein Hitzeschockschritt bei 42°C fiir 1,5min. Nach Zugabe von 500ul LB-Medium und
einer 45-miniitigen Anzucht bei 37°C unter Schiitteln wurde die Zellsuspension auf Agar-

Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

- TfBI-Puffer: 100mM RbCI, 50mM MnCI2, 30mM KAc, 10mM CaCl2, 15% Glyzerin, pH 5,8
- TfBII-Puffer: 10mM MOPS, 10mM RbCI, 75mM CaCl,, 15% Glyzerin, pH 7,0

3.10. Tranfektion eukaryotischer Zellen

Die Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA oder siRNA wurde mit MATra-A Reagenz
(IBA) durchgefiihrt. Die Zellen wurden iiber Nacht in 6-Loch-Platten bis zu einer Dichte von
70-80% unter Standardbedingungen kultiviert. Die Transfektion erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Stabile Transfektanten wurden durch anschlieBende Selektion mit Hygromycin
bzw. Puromycin bis zu einer maximalen Konzentration von 200pug/ml bzw. 1pg/ml gewon-
nen. Eine Stunde nach der Transfektion mit siRNA wurden die Zellen trypsiniert und zur wei-

teren Kultivierung in Petrischalen oder Zellkulturflaschen ausplattiert.
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3.11. Western Blot

Proteinlysate wurden in 10-15%igen SDS-Polyacrylamidgelen in einer vertikalen Elektropho-
rese aufgetrennt (Laufbedingungen: 180 V; 30 mA/Gel) und anschlieBend auf eine Immobi-
lon-P Transfermembran (Millipore) iibertragen (Western Blot: 100V; max. 500mA; 40-45
min). Durch 30-miniitige Inkubation der Membran in Blockpuffer wurden unspezifische Bin-
dungen von Antikorpern unterbunden. Die Detektion der Proteine erfolgte mit spezifischen
Primérantikérpern bzw. Antiseren (1:1000 bis 1:20000 in Primérantikorper-Puffer) und Pero-
xidase-konjugierten Sekundérantikérpern (1:5000 in Block-Puffer). Die Detektion der Pero-
xidase-Reaktion erfolgte mit dem Enhanced Chemiluminescence (ECL) Western Blotting

System (Amersham Biosciences).

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

- 10 x Blotting-Puffer: 250mM Tris, 1,26 M Glycin

- Waschpuffer: PBS + 0,2 % Tween

- Blockpufter: 5% w/v Magermilchpulver in Waschpuffer
- Primdrantikérper-Puffer: 3% w/v BSA in Waschpuffer

3.12. FACS-Analysen

3.12.1. Quantifizierung der Transfektionseffizienz

Die Bestimmung der Transfektionseffizienz eukaryotischer Zellen mit siRNA erfolgte mit
Hilfe des Durchflufizytometers (fluorescence-activated cell sorter, FACS). Dafiir wurden Zel-
len mit 5’-Fluorescein-konjugierter siRNA transient transfiziert. Die Menge der siRNA in den

Einzelzellen wurde 24h nach Transfektion im FACS bestimmt.

312.2.  Propidiumiodid-(Pl)-FACS-Analyse

Fiir die PI-FACS-Analysen wurden die trypsinierten Zellen abzentrifugiert, zweimal mit PBS
gewaschen und 1h in 20% PBS, 80% Ethanol auf Eis fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS wurden die Zellen anschliessend in PI-Farbelosung inkubiert (10-15min, auf Eis, im
Dunklen). Die Menge an Propidiumiodid pro Einzelzelle wurde im DurchfluBzytomter ge-

messen.

- PI-Firbelosung: 10U RNase (DNase-frei), 50ug/ml Propidiumiodid, 2mM EDTA, in PBS

3.12.3. Annexin-V-Analyse

Die Annexin-V-Analyse zur quantitativen Bestimmung von Phosphatidylserin auf der Ober-

flache apoptotischer Zellen erfolgte mit Hilfe des Annexin-V-Biotin-System (Roche) nach
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Angaben des Herstellers. Zur Detektion toter Zellen wurde anstelle von Propidiumiodid 7-

Actinomycin D (7-AAD) benutzt.

3.13. MTT Assay (Mosmann, 1983)

Die Konversion des Substrates MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazoliumbromid) durch eine mitochondriale Dehydrogenase dient als Mal} die metabolische
Aktivitdt und die Vitalitit von Zellen (Mosmann, 1983). Durch die enzymatische Umsetzung
entsteht ein Formazan-Produkt, das durch die Messung der optischen Dichte bei 540nm quan-
tifiziert wird. Je 3x10° Zellen wurden in 96-Loch Platten kultiviert. Zur Messung der MTT-
Konversion wurde zu den Zellen je 10ul/Loch MTT-Reagenz zugegeben. Nach vierstiindiger
Inkubation bei 37°C wurden die gebildeten Farbkristalle in 200ul/Loch eines 24:1 Gemisches
aus Isopropanol und 1 M HCI griindlich lysiert und anschlieend die optische Dichte (OD) bei
540nm in einem ELISA-Gerit gemessen. Parallel erfolgte eine Messung bei der Referenzwel-

lenldnge von 630nm.

- MTT-Reagenz: 100mg (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromid) in 20ml PBS

3.14. Genexpressionsanalyse mittels Microarray

Die Herstellung der Sonden mittels in-vitro-Transkription (IVT) aus jeweils 10ug Gesamt-
RNA, die Hybridisierungsreaktionen auf Human Genome Survey Microarrays (Applied Bio-
systems, V2.0), das Auslesen der Arrays (Applied Biosystems 1700 Chemiluminescent Mic-
roarray Analyzer) und die Priméranalyse wurden von der Firma IMGM, Martinsried durchge-
fiihrt. Alle weitere Analysen und die quantitative Auswertung der Daten wurden von mir nach
Absprache mit Herrn Dr. Sartori, Applied Biosystems duchgefiihrt. Dazu wurden die erhalte-
nen Rohdaten der Genexpression von 32.878 Proben zunéchst nach dem Regulationsfaktor
(siRNA#1 / Ktrl. siRNA) sortiert. Der Schwellenwert fiir eine signifikante Regulation eines
Gens wurde auf den Faktor +/- 3 festgelegt. Dadurch ergab sich eine Reduktion auf 2.399
signifikant hochregulierte und 864 herunterregulierte Gene. Der zweite Schritt der Auswer-
tung betraf das Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis (S/N) der analysierten Genexpressionen.
Technisch bedingt werden nur solche Gene als signifikant exprimiert angesehen, deren Sig-
nal-zu-Rauschen-Verhéltnis S/N>3 ist. Nach diesem Sortiervorgang ergaben sich 358 indu-
zierte und 292 reprimierte Gene (Summe: 650), mit denen alle weiteren Analysen durchge-

fihrt wurden.
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Die weitere Klassifizierung der Gene erfolgte mit der Software PANTHER
(https://panther.appliedbiosystems.com) mit Implementierung des Celera Discovery Systems
nach Angaben des Herstellers (Applied Biosystems). Die Analyse erfolgte zunichst mit dem
Unterprogramm ,,Gene Expression Tools / Analyze a list of genes with expression values®.
Hier erfolgte dann die Klassifizierung nach Gruppen ,,Biologischer Prozess®, ,,Molekulare
Funktion“ bzw. ,,Signalweg®. Die Sortierung nach Genen, die an der Apoptose beteiligt sind,

erfolgte liber die Gruppe ,,Biologischer Prozess®, Untergruppe ,,Apoptose®.

3.15. Ko-Immunprazipitation

Antikorper wurden auf Protein-G-Sepharose immobilisiert (1ug Antikorper, 30ul Sepharose,
30min, RT) und nach (Schneider et al., 1982) kovalent gekoppelt. Die Antikdrper-Protein-G-
Matrix wurde bei 4°C mit Lysaten aus Zelllinien (sieche Kapitel 3.1.4) iiber Nacht in einem
Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Sepharose-Matrix fiinfmal mit Lysispuffer gewa-
schen, um unspezifische Bindungen zu 16sen. Die préizipitierten Proteine und Proteinkomple-
xe wurden in Proteinauftragepuffer eluiert und denaturiert (Laemmli, 1970). Die Detektion
der Immunprézipitate bzw. Ko-Immunpréazipitate erfolgte anschlieBend mittels Western-Blot

(siehe Kapitel 3.11).

- Lysispuffer: TBS pH7,4; 1% v/ v Triton 100; Protease Inhibitor Cocktail Complete (1 Tablette /50ml)
- Proteinauftragepuffer: 140mM Tris-HCI pH 7,0; 30% Glycerin; 4% SDS,; 16% Mercaptoethanol; 0,1% Brom-
phenolblau

3.16. Kinase-Aktivitidts-Assay

In-Gel-Kinase-Aktivitits-Assays wurden in Zusammenarbeitmit Eric O'Neill, Glsagow
durchgefiihrt (O'Neill et al., 2004). Immunprézipitate wurden mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt, wobei in die Gele Myelin Basic Protein (MBP) (0,5mg/ml)
ko-polymerisiert wurde. Die In-Gel-Kinase-Aktivitdts-Assays wurden nach (Kameshita and
Fujisawa, 1989) durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt des Protokolls wurden die Gele
fir 30min in 20mM HEPES pH7.4; 10mM MgCl,, 15mM Beta-Glycerophosphat, 0,3mM
Na;VO, inkubiert. AnschlieBend wurden 50uM ATP zugegeben (Gesamtvolumen 10ml),
welches 1,85MBq [*°P ] y-ATP enhielt.
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4. Ergebnisse

Wie schon in der Einleitung dargestellt, entwickeln Tumorpatienten eine spezifische humora-
le Antwort gegen Tumorantigene. Die spezifische Interaktion von Autoantikdrpern und Auto-
antigenen kann benutzt werden, um neue Tumorantigene zu identifizieren. Im Labor wurde
die AMIDA-Technologie entwickelt, um Tumor-assoziierte Antigene aufgrund dieser spezifi-
schen Interaktion zu isolieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunichst, die bestehende
AMIDA-Technik zu optimieren und weiterentwickeln (Kapitel 4.1.1). Dazu wurde eine allo-
gene Variante der Technik etabliert (allo-AMIDA). Allo-AMIDA ermdglicht die Identifizie-
rung von Antigenen mittels aufgereinigter Antikorper aus Seren von Tumorpatienten in Kom-
bination mit Tumorzelllinien. Mit dieser neuen Technik wurden potenzielle neue Tumoranti-
gene bei malignen Erkrankungen des Hals-Rachen-Bereiches identifiziert (Kapitel 4.1.2). Ein
weiteres Ziel war die Validierung der neu identifizierten Antigene in vivo (Kapitel 4.1.3). Im
zweiten Teil (Kapitel 4.1.4ff) wurde ein identifiziertes Antigen, hnRNP H, detaillierter funk-
tionell analysiert, da bis dato laut Literatur kein Zusammenhang dieses Proteins mit Tumoren

bekannt ist.

4.1. Identifizierung und Validierung neuer humoraler Tumorantige-

ne in Plattenepithelkarzinomen der oberen Atemwege

4.1.1. Weiterentwicklung der AMIDA-Technologie zur Isolierung und Iden-

tifizierung von Tumorantigenen (allo-AMIDA)

AMIDA (autoantibody-mediated identification of antigens) ist eine Proteom-basierte Tech-
nik, die es erlaubt, Tumorantigene zu identifizieren. Die AMIDA-Technologie basiert auf der
spezifischen Autoantikdrper-vermittelten Selektion und Aufreinigung potenzieller Tumoran-
tigene und deren anschlieBender zweidimensionaler Auftrennung und Isolierung. AMIDA ist
schematisch in Abbildung 4.1 dargestellt und wird im Folgenden kurz beschrieben, bevor auf

die Optimierung und Weiterentwicklung der Methode eingegangen wird.
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Abbildung 4.1: Flussdiagramme der autologen (a) und allogenen AMIDA-Technologie (allo-
AMIDA) (b).

Bei der chirurgischen Entfernung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich wur-
den routineméfig Blut und eine Tumorbiopsie entnommen. Die Karzinombiopsien wurden je
nach Grofe entweder zu Membran-Fraktionen weiterverarbeitet oder — bei kleineren Biopsien
mit weniger als 10" Zellen — zu Gesamtlysaten verarbeitet, die dann als Proteinquelle fiir die
anschlieende Immunprézipitation (IP) genutzt wurden. Parallel wurden aus dem autologen
Serum des Patienten Immunglobulin G Antikorper (IgGs) kovalent auf Protein A Sepharose
gebunden. Diese so immobilisierten Antikérper wurden zur IP mit dem autologen Proteinlysat
benutzt. Immunprézipitierte potenzielle Tumorantigene wurden anschlieend in einer ersten

Dimension (Isoelektrische Fokussierung) und weiter in einer zweiten Dimension (vertikale
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SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) separiert. Zur Visualisierung der aufgetrennten Protei-
ne wurde Coomassie Brilliant Blue oder Silbernitrat verwendet. Nach tryptischem In-Gel
Verdau interessanter Antigene erfolgte die Identifizierung mittels MALDI-ToF Analyse in
Kombination mit einer MASCOT-Datenbanksuche.

Im Folgenden wird auf die Weiterentwicklung und Optimierung der bestehenden Technik
detailliert eingegangen, die gemeinsam mit Herrn Martin Ahlemann durchgefiihrt wurde. An-

derungen und Eigenschaften sind in Abbildung 4.1 dargestellt.

Immunprazipitation (IP)

Blut (20ml) von Patienten, die an einem Plattenepithelkarzimom der oberen Atemwege litten,
wurde routineméfig entnommen. Aus dem Serum wurden anschlieBend iiber Affinititssédulen
(Protein G Sepharose) IgG Antikdrper aufgereinigt und mit PBS auf eine Konzentration von
10mg/ml eingestellt. Die Giite dieser Aufreinigung wurde mit Hilfe einer SDS-
Polyacryamidgelelektrophorese mit anschlieBender Silberfiarbung kontrolliert (Daten nicht
gezeigt). Diese aufgereinigten Antikdrper (20mg) wurden auf Protein G Sepharose (500ul)
immobilisiert und mit Hilfe des ,,Crosslinkers* Dimethylpimelimidat kovalent fixiert. Parallel
wurden aufgereinigte humane IgGs, die aus einem ,,Pool* (n=100) gesunder Spender stam-
men, auf die gleiche Weise immobilisiert. Die so immobilisierten Antikorper wurden jeweils
zur Prizipitation von Lysaten von Plattenepithelkarzinomzelllinien benutzt, um potenzielle

Tumorantigene zu isolieren.

Zweidimensionale Gelelektrophorese

Immunprézipitierte Proteine wurden anschlieBend zweidimensional aufgetrennt, wobei die
erste Dimension aus einer isoelektrischen Fokussierung (IEF) tiber einen immobilisierten pH-
Gradienten (pH 4-7, 80kVh) bestand. Nach dieser Auftrennung der Proteine beziiglich ihres
jeweiligen isoelektrischen Punktes (pl) erfolgte die zweite Dimension mittels einer vertikalen
SDS-Polyacryamidgelelektrophorese. Die Auftrennung der Prézipitate erfolgte hier anhand
des Molekulargewichtes der Proteine. Visualisiert wurden die aufgetrennten Prézipitate mit-
tels Silberfarbung. Reprédsentative 2D-Gele eines aufgetrennten Gesamtzelllysates (a) und
einer IP (b) sind in Abbildung 4.2 gezeigt. Nach Auswertung der Gele mittels Image Master
2D Software ergab das Gesamtzelllysat aus 5x10° Zellen ca. 110 Proteinspots. Die IP von
5x10” Zellen — also 100-mal mehr Zellen - ergab ca. 600 Proteinspots. Die Komplexitit des
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separierten Proteingemisches nach IP ist demnach deutlich reduziert. Fiir den allo-AMIDA-

Screen wurden Gesamtzelllysate aus 1x10° Zellen verwendet.

4 pH 7
'“:". sy
S
M-. ————
= 16 —
. .
Gesamtlysat Immunprézipitation

Abbildung 4.2: Reduktion der Proteinkomplexitit durch allo-AMIDA. Ein Gesamtlysat der
Zelllinie FaDu (5x10° Zellen) wurde zweidimensional aufgetrennt (IEF: pH4-7, 80kVh; SDS-
PAGE: 11% Acrylamid) (Gesamtlysat). Proteine aus einem Gesamtlysat der Zelllinie FaDu
(5x107 Zellen wurden mit immobilisierten Serumantikérpern (10mg) prizipitiert und zweidi-
mensional aufgtrennt (Immunprézipitation). Beide Gele wurden anschliefend mit Silbernitrat
gefiirbt.

Die Proteinmuster der 2D-Gele der Kontroll-IP und IPs mit Antikdrpern von Tumorpatienten
wurden mittels Image Master 2D Software verglichen, um so tumorspezifische- bzw. tumor-
assoziierte Antigene (TAA) zu differenzieren. In einigen Ausnahmen erfolgte die Auswertung
der Gele auf differenzielle Proteine auch ,,per Auge™ ohne Software. Reprisentative zweidi-
mensionale Gele von aufgetrennten Prazipitaten mit IgGs von gesunden Spendern sowie Tu-
morpatienten sind exemplarisch in Abbildung 4.3 gezeigt. Durchschnittlich wurden auf diesen
2D-Gelen zwischen und 800 und 1100 Spots detektiert. Im Vergleich von Prézipitaten von
Tumorpatienten zu gesunden Spendern waren ca. 99,5% aller Spots identisch. Nur ca. 5-6
Spots pro Gel, also 0,5%, wurden selektiv auf IPs von Tumorpatienten detektiert. Diese Prote-
ine, welche selektiv mit IgGs von Tumorpatienten isoliert wurden, wurden als potenzielle
TAAs betrachtet und weiter analysiert (Abbildung 4.4). Einzige Ausnahme bildeten differen-
zielle Spots im Bereich der leichten und schweren Immunglobulinketten. Die mas-
senspektrometrische Analyse zeigte, dass es sich um IgGs handelte. Diese Proteine wurden

folglich nicht als potenzielle Tumorantigene eingeordnet.
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Abbildung 4.3: Repriisentative zweidimensionale Gele eines allo-AMIDA Screenings. Gezeigt
sind die Immunprizipitate der Plattenepithelkarzinomlinie FaDu mit IgGs gesunder Spender
(Kontroll-IgG 2) und eines Patienten mit Plattenepithelkarzinom (Serum T372).
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Abbildung 4.4: Ausschnitte aus 2D-Gelen von FaDu-Proteinen, die mit Kontroll-IgGs (links)
bzw. Antikorpern aus Tumorseren (rechts) immunprizipitiert wurden. Die Gesamtprizipitate
wurden zweidimensional aufgetrennt (1. Dimension: IEF pH4-7. 2. Dimension: 11% SDS-
PAGE). Die Gele wurden mit Silbernitrat gefirbt und mittels Image Master 2D Software aus-
gewertet. Differentielle Proteine sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die jeweiligen pH- und Mole-
kulargewichtsbereiche sind angegeben.

MALDI-ToF Analyse
Proteine, die nach der Software-Analyse exklusiv auf Gelen mit Immunprézipitaten von Tu-
morseren vorkamen, wurden mit einem Skalpel aus dem Gel entfernt und tryptisch verdaut.

Die tryptischen Peptide des Proteins wurden mit a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure auf einer Me-



Ergebnisse

40

tallplatte kristallisiert und anschlieBend in einem MALDI-ToF (Matrix-Assisted Laser-

Desorption-lonisation Time of Flight) Massenspektrometer (Bruker Reflex 3) analysiert.
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Abbildung 4.5: ,,Peptide mass fingerprint*“ und MASCOT-Datenbankanalyse eines Proteins.
Das analysierte Protein wurde aus einem Silber-gefirbten 2D-Gel ausgeschnitten, tryptisch ver-
daut und in einer CHCA-Matrix (a-cyano-4-Hydroxyzimtsiure) mittels MALDI-ToF Mas-
senspektrometer analysiert. Gezeigt sind das Massenspektrum des Proteins T367-2 (a), die Se-
quenziiberlagerung analysierter Peptide (rot) mit dem Gesamtprotein (schwarz) (b) sowie eine
Auflistung aller identifizierten Peptide des Proteins (c). Dargestellt sind die gemessenen Peptid-
massen (Mr (expt)) und die theoretisch berechneten tryptischen Peptide der Datenbank (Mr
(calc)). ,,Delta beschreibt den Unterschied zwischen gemessenem und berechnetem Molekular-
gewicht (in Da) und ist demnach ein MaBf fiir die Giite der Messung.

Mit dem erhaltenen Massenspektrum, einem sog. ,,Peptide mass fingerprint*“ (PMF) des ana-

lysierten Proteins, wurde eine Datenbanksuche (http://www.matrixscience.com) durchgefiihrt.
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Aus einem Vergleich des gemessenen mit dem theoretisch berechneten PMF 146t sich das
Protein identifizieren. Im Durchschnitt konnten ca. 60% aller silber-geférbten Proteine identi-
fiziert werden. Abbildung 4.5 zeigt einen solchen Fingerprint im Massenspektrum sowie das
Ergebnis der Datenbanksuche. Diese Auswertung soll reprisentativ fiir alle in dieser Arbeit

mittels MALDI-ToF Analyse identifizierten Proteine stehen.

4.1.2. Isolierung und Identifizierung potenzieller neuer Tumorantigene

Die neu etablierte allogene Variante der AMIDA-Technik wurde im Folgenden verwendet,
um potenzielle Tumorantigene zu identifizieren. Dazu wurden Seren von acht Tumorpatienten
verwendet, die an malignen Erkrankungen des Hals-Rachen-Bereiches leiden (Tabelle 4.1).
Hierbei handelte es sich iiberwiegend um Karzinome des Oro- bzw. Hypopharynx in spiten

Stadien (T2 bis T4).

Tabelle 4.1: Seren von Tumorpatienten, die im Rahmen des allo-AMIDA-Screenings zur Im-
munprizipitation eingesetzt wurden.

Serum Diagnose* Bemerkungen, Histologie* Zellinie**

T240 cT2-3 cN3 MO Zungengrundkarzinom, gering differenziertes FaDu, PCI-1
pleomorphes , nicht verhornendes Plattenpithel-
karzinom
T247 pT4 pN2bp Mx G3 Larynxkarzinom, gering differenziertes Plattene- FaDu
pithelkarzinom
T346 pT3 pNO MO, G2, Oropharynxkarzinom, maRiggradig differenzier- FaDu
RO tes, stellenweise gering verhornendes Plattene-

pithelkarzinom

T360 k.A. Oropharynxkarzinom FaDu

T366 cT4 cN2c MX Oro-Hypopharynxkarzinom, mittelhoch differen- FaDu, PCI-1
ziertes, verhornendes Plattenepithelkarzinom

T367 cT2 cN3 M1 G2 Oro-Hypopharynxkarzinom, maRig differenzier- FaDu, PCI-1
tes, teils verhornendes Plattenepithelkarzinom

T372 pT2 pNO MO Geringgradig differenziertes, nicht verhornendes FaDu, PCI-1
Plattenepithelkarzinom

T373 cT4 cN1 MO G3 Oro-Hypopharynxkarzinom, gering differenziertes  FaDu, PCI-1

Plattenepithelkarzinom

* alle Angaben It. Arztbrief.

** Lysat der Zellinie, mit dem die IP durchgefiihrt wurde.
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Aus diesen Seren wurden IgG Antikorper aufgereinigt. Die Durchfiihrung der IP mittels allo-
AMIDA erfolgte anschlieBend mit den Plattenepithelkarzinomzelllinien FaDu und PCI-1.

Tabelle 4.2: Proteinname, Datenbank-Nummer (SwissProt) und MASCOT Search Scores (ID
Score) der isolierten allo-AMIDA-Antigene.

Nr Protein Swiss- ID Sequenz- theor. exp. theor. exp. Haufigkeit
ProtID Score abd. Mw MW PI Pl FaDu PCI-1
(%) (kDa) (kDa) (pH) (pH) n/t n/t

1 e-FABP Q01469 125 70 15,3 16 6,54 6,5 2/8 3/5
Cytidine

2 . P32320 86 61 16,6 17 6,55 6,3 0/8 1/5
desaminase

3 Grb2 P29354 122 51 21,5 22 719 6,0 2/8 0/5

4 TRIP-1 Q13347 168 50 36,9 36 538 5,6 2/8 0/5

5 PSP1,a Q8WXF1 186 26 58,8 50 6,26 6,3 3/8 0/5

6 hnRNPH P31943 107 25 49,5 23 589 6,8 2/8 0/5
Tropomyosin

7 Q8TCG3 67 28 28,8 27 472 438 1/8 0/5
3 Isoform 2

8  Profilinll P35080 108 41 15,0 16 6,75 5,6 1/8 0/5

9 Cortactin Q14247 96 17 61,8 66 524 5,6 1/8 0/5

10 Tubulin beta 1 P07437 132 33 49,3 38 475 55 1/8 1/5

11 BIP protein Q9UKO02 79 18 721 70 503 5,0 1/8 0/5

12 Hsp27 P04792 165 42 22,4 24 7,80 6,9 1/8 1/5

Ein Score > 62 steht fiir einen p-Wert < 0,05 (Student’s T-test). A-Ag: Autoantigen; TAA: Tu-
morassoziiertes Antigen; Sequenzabd. %: Sequenzabdeckung aller identifizierten Peptide auf
der theoretischen Peptidkarte des Proteins; theor. MW: theoretisches Molekulargewicht des
Proteins; exp. MW: experimentell ermitteltes Molekulargewicht des Proteins; theor. PI: theore-
tischer isoelektrischer Punkt des Proteins; exp. PI: experimentell ermittelter isoelektrischer
Punkt des Proteins; n: Anzahl reaktiver Patientenseren beziiglich des identifizierten Tumoran-
tigens; t: Gesamtzahl der Patientenseren innerhalb des AMIDA-Laufes.

Auf diese Weise konnten insgesamt 37 Proteine identifiziert werden, die ausschlieBlich von
Antikorpern aus Patienten prézipitiert wurden und nicht von IgGs aus gesunden Spendern.
Alle differentiellen Proteine wurden aus den Gelen ausgeschnitten und mittels Mas-

senspektrometrie analysiert. 27 Proteine wurden mit signifikanten Mowse Scores (p< 0,05)
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mittels MASCOT-Datenbanksuche identifiziert. Vier dieser Proteine wurden als schwere oder
leichte humane Immunglobulinketten identifiziert und wurden folglich nicht als potenzielle
TAs eingeordnet.

Ein Teil der Proteine (Grb 2, hnRNP H, TRIP-1, PSP-1 und e-FABP) wurde mit Seren von 2
bzw. 3 Patienten identifiziert. Insgesamt konnten 12 unterschiedliche potenzielle TAs identi-
fiziert werden, wie Tabelle 4.2 zu entnehmen ist. Aufgefiihrt sind der Name des Proteins
(Spalte 2), die jeweilige Identifizierungsnummer der SwissProt-Datenbank, ausserdem der
Score der MASCOT-Datenbanksuche und die Sequenzabdeckung. Bei allen Proteinen wurden
die experimentell ermittelten Molekulargewichte sowie deren isoelektrischer Punkt mit den
theoretisch berechneten verglichen. Mit Ausnahme des Proteins hnRNP H stimmten theoreti-
sche und experimentelle Werte {iberein, so dass insgesamt von der richtigen Identifizierung
der Proteine ausgegangen werden kann. Auf die signifikante Abweichung bei hnRNP H und
eine mogliche Ursache wird in einem spédteren Kapitel (4.3) eingegangen. Die 12 potenziellen

Antigene lassen sich in folgende funktionelle Gruppen einteilen:

i) Kernproteine (Paraspeckle Protein 1, heterogenes nukleares Ribonukleoprotein 1),
ii) Proteine, die an Signalwegen beteiligt sind (Grb2, TRIP-1),

i) Proteine, die im Zellmetabolismus eine Rolle spielen (e-FABP, Cytidin Desaminase),
iv) Chaperone (Hsp27, BiP),

V) Zytoskelettproteine (TPMsk3, profilin 1l, cortactin und tubulin beta)

Neun der 12 allo-AMIDA-Antigene weisen laut Literatur bei verschiedenen malignen Er-
krankungen eine erhohte Expression auf bzw. sind mit Tumoren assoziiert. Fiinf Antigene
sind bereits als Tumorantigene identifiziert worden. Beziiglich der Tumorentitit Hals-Rachen-
Raum ist nur von Grb-2 bekannt, dass das Protein bei Nasopharynxkarzinomen stark expri-
miert ist. Zum Zeitpunkt der Identifizierung der potenziellen Antigene war laut Literatur fiir
vier Antigene (PSP-1, hnRNP H, Profilin II, TRIP-1) keine Assoziation mit Tumoren be-

schrieben.

4.1.3. Validierung der Tumorantigene Grb2, Hsp27, BiP und hnRNP H

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, wurden im Rahmen des allo-AMIDA-Screens Prote-
ine identifiziert, die einerseits als TAs bekannt sind bzw. allgemein in der Onkologie be-
schrieben worden sind. Andererseits wurden auch potenzielle neue TAs isoliert, die bis dato

nicht als TA bekannt waren oder in Zusammenhang mit der Karzinogenese gebracht wurden.
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Wie in der Einleitung bereits ausfiihrlich dargestellt, gibt es diverse Ursachen fiir das Auftre-
ten von TAs (Disis and Cheever, 1996). Neben Mutationen im Gen, die die Ursache fiir die
Immunogenitit des Proteins sind, spielen vor allem die Menge sowie der Ort der Expression
des Proteins eine liberragende Rolle. Im Folgenden sollte daher die Expression ausgewahlter
allo-AMIDA-Antigene in Bezug auf Quantitét und Lokalisation studiert werden.

In einigen Karzinomentitidten, darunter Brustkrebs (Fung ef al., 2000; Kairouz and Daly,
2000; Verbeek et al., 1997) und im Bereich der oberen Atemwege (Nasopharynxkarzinom)
(Fung et al., 2000) wurde bereits eine erhohte Expression des Proteins Grb-2 beschrieben. Ob
Grb-2 bei malignen Erkrankungen der oberen Atemwege auch in anderern Geweben expri-
miert wird, war bis dato nicht bekannt. Daher wurde die Grb-2-Expression in Tumorgeweben
von HNO-Patienten sowie in gesundem Rachenepithel untersucht. Dazu wurden Gefrier-
schnitte mit einer Schichtdicke von 4um von Tumorbiospien (n=4), darunter auch eine Tu-
mormetastase, sowie gesunde Rachenepithelien (n=4) mit einem Grb-2-spezifischen Antikor-
per immunhistochemisch gefirbt. Es zeigte sich, dass sowohl in Tumorzellen (Abbildung
4.6b) als auch in metastasierenden Zellen (Abbildung 4.6¢) eine mittlere bis hohe Expression
von Grb-2 nachweisbar war. Alle untersuchten gesunden Rachenepithelien hingegen zeigten
keine oder nur eine sehr schwache Expression (Abbildung 4.6a). Diese schwache Expression
lieB3 sich der Basalzellschicht (stratum basale) zuordnen, also einer Zellschicht mit einem ho-
hen proliferativen Potenzial.

Ebenso wurden Tumorgewebe von HNO-Patienten sowie gesunde Rachenepithelien auf die
Expression von Hsp27 (Abbildung 4.6d-f) analysiert. Tumorproben (n=8) und Metastasen
(n=4) zeigten eine mittlere bis hohe Expression von Hsp27. Die analysierten gesunden Ra-
chenepithelien (n=2) wiesen eine starke Expression auf, die auf Bereiche des suprabasalen
Epithels beschrinkt war. Die Expression nahm ausgehend von der Basalzellschicht hin zu
supraepithelialen Bereichen zu. Zusétzlich konnte eine Expression des Proteins in Nervenzel-
len, Endothelzellen (Adrentitia) und wenigen Fibroblasten festgestellt werden.

Die Analyse der BiP-Expresion in gesunden Epithelien (n=2), Tumoren (n=2) und Metastase
(n=1) zeigte eine nahezu ubiquitire Expression des Proteins (Abblidung 4.6g-1). Neben Epi-
thel-, Tumor- und metastasierenden Tumorzellen konnte auch in Gefdllen, Fibroblasten und
lymphozytéren Infiltraten eine Expression von BiP detektiert werden.

Im Folgenden wurde ein weiteres AMIDA-Antigen, welchem bislang keine Funktion in der
Karzinogenese zugeteilt wurde, studiert. Die Expression des Antigens hnRNP H wurde dazu

in Gefrierschnitten untersucht. Da zu diesem Zeitpunkt kein Antikérper kommerziell verfiig-
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bar war, wurde die Expression von hnRNP H zunéchst mittels /n-situ-Hybridisierung (ISH)

untersucht.

Abbildung 4.6: Grb-2-, Hsp27, BiP- und hnRNP H-Expression in morphologisch gesundem Ra-
chenepithel, Karzinom und Metastase. Gefrierschnitte von Biopsien wurden mit spezifischen
Antikérpern fiir Grb-2, Hsp27, BiP bzw. hnRNP H in Kombination mit einem Peroxidase-
konjugierten Sekundir-Antikorper gefirbt. Tumorfreies, gesundes Epithel (a, d, g, h), Karzi-
nom (b, e, h, K) und Metastase (c, f, i, I) firbten sich unterschiedlich stark mit Grb-2-
spezifischem (a-c), Hsp27-spezifischem (d-f), BiP-spezifischem (g-i) sowie hnRNP H-
spezifischem (j-1) Antikorper.

Fiir die ISH wurden Gefrierschnitte zweier Tumorbiopsien von Patienten mit Hypopharynx-
bzw. Oropharynxkarzinom und als Kontrolle Gewebeproben von gesunder Rachenschleim-
haut (n=2) untersucht. Die hierbei verwendete RNA-Sonde umfasste die gesamte kodierende

Region der hnRNP H-mRNA. Es zeigte sich, dass die untersuchten Karzinome im Vergleich
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zu Epithelzellen der gesunden Rachenschleimhaut stark erhohte Mengen an hnRNP H-mRNA
aufwiesen (Abbildung 4.7). Eine geringe Expression von hnRNP H in der gesunden Rachen-
schleimhaut lie} sich der Basalzellschicht zuordnen. Ausdifferenzierte, gesunde suprabasale

Zellschichten wiesen hingegen keine Expression von hnRNP H auf.
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Abbildung 4.7: Expressionsmuster von hnRNP H-mRNA in gesundem Rachenepithel und pri-
méiren Hals-Rachen-Karzinomen. Gefrierschnitte von gesundem Rachenepithel (a, b) und Kar-
zinombiopsien (¢, d) wurden mit einer Antisene-Sonde (hnRNP H-AS) und einer entsprechenden
Sense-Sonde (hnRNP H-S) analysiert. Die AS-Sonde (hnRNP H-AS) fiihrte beim gesunden Epi-
thel nur zu einer schwachen Firbung in der Basalschicht (a). Die Biopsien der primiren Karzi-
nome wiesen hingegen eine sehr starke und spezifische Firbung auf (c¢) . Die Kontrollsonde S
(hnRNP H-S) ergab nur eine Hintergrundfirbung (b, d).
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Mit der Verfiigbarkeit eines geeigneten Antikorpers gegen hnRNP H konnten die ISH-
Experimente auf Protein-Ebene wiederholt werden. Hierzu wurden ebenfalls Gefrierschnitte
verschiedener Tumorbiopsien (n=13) von Patienten mit Hypopharynx- (n=5), Oropharynx- (
n=5) sowie Larynxkarzinom (n=3) und als Kontrolle Gewebeproben von gesunder Rachen-
schleimhaut (n=8) untersucht. Ausserdem wurden drei Lymphknotenmetastasen des Kopt-
Hals-Bereiches auf ihr hnRNP H-Expressionmuster untersucht. Unabhingig von dem unter-
suchten Gewebe lokalisierte hnRNP H ausschlieBlich im Zellkern. Es zeigte sich, dass sowohl
in Tumorzellen (Abbildung 4.6k) als auch in metastasierenden Zellen (Abbildung 4.61) eine
mittlere bis hohe Expression von hnRNP H im Zellkern festzustellen war. Das Expressions-
muster von hnRNP H beziiglich der relativen Anzahl hnRNP H-positiver Zellen wurde in der
gesamten Biopsie statistisch ausgewertet. Bei 40% der Oropharynx-Karzinom-Biospien zeigte
sich eine Expression in 51-75% aller Zellen, in 60% der Biopsien waren nahezu alle Zellen
hnRNP H-positiv (76-100%). Vier von fiinf Hypopharynx-Karzinombiopsien beinhalteten 76-
100% hnRNP H-positive Zellen, ebenso alle drei untersuchten Biopsien aus dem Bereich des
Larynx. Zwei der drei Lymphknotenmetastasen zeigten ebenfalls eine sehr starke Expression
(76-100% positive Zellen), eine Biopsie zeigte eine schwichere Expression (26-50% positive
Zellen). Alle untersuchten gesunden Rachenepithelien hingegen zeigten keine oder nur eine
sehr schwache Expression (0-25% aller Zellen) (Abbildung 4.6j). Diese schwache Expression
lieB sich auf die Zellkerne der Basalzellschicht eingrenzen, also einer Zellschicht mit einem
hohen proliferativen Potenzial. Interessanterweise war im Vergleich zu gesundem Epithel
bereits in Hyperplasien eine deutlich erh6hte hnRNP H-Expression nachweisbar, die mit zu-
nehmender Karzinogenese noch weiter anstieg. In Abbildung 4.8 ist die Biopsie eines Hy-
popharynxkarzinoms gezeigt, die Areale unterschiedlicher Entartungsstadien enthielt. In mik-
roskopisch gesundem Epithel war hnRNP H nur sehr schwach exprimiert (Abbildung 4.8a),
wiéhrend hyperplastisches Epithel eine starke Expression aufwies (Abbildung 4.8b). Die
hnRNP H-Expression war zudem verstiarkt an den Réndern der Wucherung. In bereits neo-
plastischen Bereichen sowie im Tumor (Tu) war eine sehr starke Expression von hnRNP H
nachweisbar (Abbildung 4.8c). Die einzelnen Stufen der Karzinogenese wurden anhand der
Zellmorphologie nach einer Hamatoxilin/Eosin-Anfarbung der Kerne und der zytoplasmati-
schen Proteine beurteilt. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Karzinome des Kopf-
Hals-Bereiches eine starke Expression von hnRNP H aufweisen, gesunde Epithelien der glei-

chen Lokalisation hingegen eine schwache Expression.
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Tabelle 4.8: hnRNP H-Expression in primiren Kopf-Hals-Tumoren und in gesundem Rachen-
epithel.

Lokalisation Expressionsmuster
0-25%* 26-50%" 51-75%* 76-100%*
Oropharynx 0/5 (0 %) 0/5 (0 %) 2/5 (40 %) 3/5 (60 %)
Hypopharynx 1/5 (20 %) 0/5 (0 %) 0/5 (0 %) 4/5 (80 %)
Larynx 0/3 (0 %) 0/3 (0 %) 0/3 (0 %) 3/3 (100 %)
Metastasen 0/3 (0 %) 1/3 (33 %) 0/3 (0 %) 2/3 (67 %)
Gesunde Mucosa 8/8 (100 %)™  0/8 (0 %) 0/8 (0 %) 0/8 (0 %)

*Prozent hnRNP H-positiver Zellen in Biopsie.
**Eine Ausnahme bildet die Basalzellschicht, wo hnRNP H stets exprimiert ist.

100um

Abbildung 4.8: hnRNP H-Expression in gesundem Rachenepithel, Hyperplasie und Karzinom.
Gefrierschnitte einer autologen Tumorbiopsie wurden mit einem hnRNP H-spezifischen Anti-
korper in Kombination mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundéir-Antikorper gefirbt. Ge-
zeigt sind verschiedene Bereiche der Biopsie eines Hypopharynxkarzinompatienten. Gesundes
Epithel (a), der Ubergang zur Hyperplasie (b) und der Ubergang zum Karzinom (Tu) (c) zeigten
eine ansteigende hnRNP H-Expression.

4.1.4. Expressionsprofile des potenziellen Tumorantigens hnRNP H

Es stellte sich die Frage, in welchem Ausmall hnRNP H in anderen Geweben und Tumorenti-
titen exprimiert ist. Dazu wurde zunéchst die mRNA-Expression fiir hnRNP H in humanen
Zelllinien mittels RT-PCR semiquantitativ bestimmt. Gesamt-RNA aus verschiedenen huma-
nen Zelllinien (HEK293, ANT-1, PCI-1, FaDu, GHD, PCI-13, SK-BR-3, HelLa, A549,
Fibroblasten) wurde mittels Reverser Transkriptase in komplementire DNA (cDNA) umge-
schrieben und dann auf die Expression des hnRNP H-Transkriptes mit spezifischen Oligo-
nukleotidprimern untersucht. Es stellte sich heraus, dass hnRNP H in allen getesteten Karzi-
nomzellinien des Hals-Rachen-Raumes (ANT-1, PCI-1, FaDu, GHD, PCI-13) exprimiert wird
(Abbildung 4.9). Auch alle weiteren getesteten Zellinien HEK-293 (embryonale Niere), SK-
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BR-3 (Mamma-Karzinom), HeLa (Zervix-Karzinom), A549 (Lungen-Karzinom) sowie eine

Fibroblasten-Zelllinie zeigten die Expression von hnRNP H auf Transkript-Ebene.
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Abbildung 4.9: hnRNP H-mRNA-Expression in Zelllinien. Die Gesamt-RNA wurde aus Zellli-
nien humanen Ursprungs isoliert und in einer RT-PCR auf die Expression hnRNP H-
Transkriptes untersucht. Neg. Kontrolle: H,O-Negativ-Kontrolle.

Neben den oben dargestellten Zelllinien sollten auch humane Gewebe auf die hnRNP H-
Expression untersucht werden. Dazu wurden Gefrierschnitte humaner, morphologisch gesun-
der Gewebe (n=11) auf ihre hnRNP H-Expression mittels immunhistochemischer Analysen
untersucht (Abbildung 4.10a-k). Als Positiv-Kontrolle fiir eine starke hnRNP H-Expression
diente eine Hypopharynxkarzinom-Biopsie, welche bereits mehrfach von uns untersucht wur-
de (Abbildung 4.101). Es konnte gezeigt werden, dass einige Organe keine (Herz) bzw. eine
sehr geringe (Muskel, Leber, Niere, Pankreas) Expression von hnRNP H aufwiesen. Einige
Gewebe hingegen zeigten eine robuste Expression, die aber oft auf einen Zelltyp beschréankt
war. So zeigten im Magenepithel Schleimhautdriisen eine hohe Expression, im untersuchten
Darmepithel fand sich in den proliferierenden Zellen oberhalb der Submucosa eine erhdhte
Expression von hnRNP H. Im Driisenepithel des Prostata-Gewebes war in einigen Zellen eine
geringe hnRNP H-Expression nachweisbar. Ebenso zeigten viele Zellen in den Geweben
Lunge, Milz sowie Testis eine starke hnRNP H-Expression. In diesen Gewebebiopsien konnte
jedoch keine eindeutige Zuordnung zu bestimmten Zelltypen erfolgen.

Neben dem Expressionsprofil in gesunden Geweben sollte aulerdem die Frage beantwortet
werden, ob neben HNO-Karzinomen andere ausgewédhlte Tumorentititen eine erhdhte Ex-
pression von hnRNP H aufweisen. Dazu wurden Gefrierschnitte von Karzinombiopsien der
Entitdten Darm, Pankreas sowie Brustgewebe und - sofern verfiigbar - entsprechende gesunde
Gewebe auf ihre hnRNP H-Expression mittels IHC untersucht (Abbildung 4.11). So konnte
gezeigt werden, dass auch bei Kolonkarzinomen (Abbildung 4.11b) im Vergleich zu gesunder

Darmschleimhaut (Abbildung 4.11a) eine erhohte hnRNP H-Expression auftritt.
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Abbildung 4.10: hnRNP H-Expression in ausgewihlten, morphologisch gesundem Geweben.
Gefrierschnitte von Gewebebiopsien wurden mit einem spezifischen Antikorper fiir hnRNP H in
Kombination mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundir-Antikorper gefirbt: Lingsgestreifte
Muskulatur (a), Quergestreifte Herzmuskulatur (b), Lunge (¢), Magenschleimhaut (d), Darme-
pithel (e), Leber-Hepatozyten (f), Nierentubuli (g), Milz (h), Pankreas exokriner Teil (i), Prosta-
ta Driisenepithel (j), Testis (k). Hypopharynx-Karzinom als Positiv-Kontrolle (I).

Vergrosserung (a-k) 520-fach, (1) 260-fach.

In gesunder Darmschleimhaut fanden sich hnRNP H-positive Zellen oberhalb der Submucosa.
Bei Pankreaskarzinombiopsien zeigte sich ebenfalls eine robuste Expression (Abbildung
4.11d), bei enstprechendem gesundem Gewebe hingegen war die hnRNP H-Expression auf
Zellen der Ausfiithrungsginge und serdse Acini im Bereich der Ausfithrungsgénge beschréinkt
(Abbildung 4.11c). Tumorzellen einer Mammakarzinom-Biopsie zeigten ebenfalls eine hohe

Expression des Proteins (Abbildung 4.11e).
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Abbildung 4.11: hnRNP H-Expression in morphologisch gesundem Geweben und Karzinomen
der gleichen Lokalisation. Gefrierschnitte der Gewebebiopsien wurden mit einem spezifischen
Antikorper fiir hnRNP H in Kombination mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundir-
Antikorper gefirbt: Darmepithel (a), Kolon-Karzinom (b), Pankreas (c), Pankreas-Karzinom
(d), Mamma-Karzinom (e)

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches eine sehr
starke Expression des Proteins hnRNP H aufwiesen. Dies traf ebenso auf die weiteren unter-
suchten Karzinomentitéten (Zelllinien und Gewebe) zu. Die Expression in nicht-malignen
Geweben war sehr heterogen. Neben Geweben, die nahezu keine Expression aufwiesen
(Muskel, Leber, Niere, Pankreas), waren in einigen Geweben auch Zellen mit hoher hnRNP

H-Expression zu beobachten (Lunge, Magen, Darm).

4.2. Funktionelle Analysen des Tumorantigens hnRNP H

Die oben durchgefiihrten Analysen zeigten, dass hnRNP H in einigen Tumorentititen stark
iiberexprimiert ist. Die Uberexpression von hnRNP H ist eine mdgliche Ursache fiir die Aus-
bildung einer humoralen Antwort und damit ein moglicher Grund fiir die Identifizierung des

Proteins mit Hilfe der allo-AMIDA Methode.
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hnRNP H gehort zu einer Unterklasse pre-mRNA-bindender Proteine (Krecic and Swanson,
1999). Die Gruppe der heterogenous ribonucleoproteins (hnRNPs) ist eine Proteinfamilie, die
am Metabolismus von RNAs beteiligt ist. Es wurde beschrieben, dass hnRNP H am zelltyp-
abhingigen, alternativen Spleilen von mindestens zwei pra-mRNAs beteiligt ist: c-src pré-
mRNA in neuonalen Zellen (Chou et al., 1999) und beta-tropmyosin pra-mRNA in Muskel-
zellen (Ratte) (Chen et al., 1999). Derzeit wird in der Literatur kontrovers diskutiert, ob
hnRNP H beim alternativen Spleissen von pra-mRNAs als sog. Exon-Splei3-Silencer (ESS)
oder Intron-SpleiB3-Enhancer (ISE) fungiert (Matlin et al., 2005).

Es stellte sich nun die Frage, weshalb dieses nukleédre Protein eine erhohte Expression in Kar-
zinomen aufweist. Zudem ist bis dato wenig iiber die Funktion des Proteins bekannt. Im Fol-

genden sollten diese Fragestellungen detaillierter analysiert werden.

4.2.1. Etablierung eines zellularen Systems zur funktionellen Untersu-
chung von hnRNP H

Wie in Kapitel 4.1.4 gezeigt, wiesen alle von uns analysierten permanenten Karzinomzellli-
nien eine starke hnRNP H-Expression auf. Es stellte sich die Frage, ob eine Uberexpression,
also die Nachahmung der in vivo-Situation, Auswirkungen auf die Zellen hat. Eine weitere
starke Erhohung der hnRNP H-Expression mittels verschiedener eukaryotischer Expressions-
systeme (pcDNA3.1 und 141-pCAG) konnte jedoch aufgrund der bereits hohen endogenen
Expression experimentell nicht erzielt werden (Daten nicht gezeigt).

Zur funktionellen Charakterisierung sollte daher ein zelluldres System zur Inhibition der
hnRNP H-Expression etabliert werden. Dazu wurde die Expression in Zelllinien mittels
small-interfering RNA (siRNA)-Oligonukleotiden transient reprimiert. Drei siRNAs, die un-
terschiedlichen Regionen der hnRNP H mRNA entsprechen, wurden getestet (Abbildung
4.12a). Die drei siRNAs wiesen laut BLAST-Sequenz-Analyse keine Homologien zu anderen
humanen mRNA-Regionen auf. Zunédchst wurde die jeweilige Effizienz der siRNAs, hnRNP
H-mRNA zu reprimieren, untersucht. Dazu wurden in separaten Ansédtzen HeLa-Zellen tran-
sient mit den drei siRNAs (je 100nM / 300.000 Zellen) transfiziert und die Gesamt-RNA 24h,
48h und 72h nach Transfektion isoliert.

Die Repression der hnRNP H-mRNA wurde mittels RT-PCR relativ quantifiziert. Als Kon-
trolle wurden die Zellen nur mit dem Transfektionsreagenz behandelt. Fiir die Transfektion

der Zellen wurde ein neuartiges Transfektionsreagenz (MATRA-A) verwendet. Nach Anga-
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ben des Herstellers werden die zu transfizierenden Nukleinséuren zunéchst an kleine para-
magnetische Nanopartikel gebunden. Mit Hilfe eines starken Magnetfeldes werden diese
Komplexe durch die adhidrenden Zellen gezogen. Die siRNA 16st sich hierbei von den Nano-

partikeln und verbleibt in der Zelle.
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Abbildung 4.12: Repression der hnRNP H-Expression mittels siRNA-Oligonukleotiden. (a) Se-
quenzregionen der siRNAs auf der hnRNP H-mRNA (NCBI: NM_005520). Gesamt-mRNA:
2201bp, Codierende Region (CDS): bp 73-1422. siRNA#1: bp 438-613, siRNA#2: bp 594-613,
siRNA#3: bp 743-762. bp Basenpaare. (b) Semiquantitative Messung der hnRNP H-Repression
mittels RT-PCR. siRNAs, die verschiedenen Regionen der hnRNP H-mRNA-Sequenz entspre-
chen, wurden transient in HeLa-Zellen transfiziert. Nach 24h, 48h und 72h wurde die Menge an
hnRNP H-mRNA mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Als Kontrolle diente die RT-PCR auf
GAPDH. (c) Relative Quantifizierung der hnRNP H-Protein-Menge mittels Western-Blot. 24h,
48h und 72h nach Transfektion mit siRNAs wurde die Menge an hnRNP H mittels spezifischem
Antikorper gegen hnRNP H im Western Blot bestimmt. Als Kontrolle fiir die Auftragung glei-
cher Proteinmengen wurde, neben der Proteinquantifizierung mit dem BCA-Test, ein Immu-
noblot gegen Actin durchgefiihrt. Gezeigt sind in b und c die reprisentativen Ergebnisse aus
zwei unabhiingigen Experimenten.

Abbildung 4.12 zeigt die Repression der Transkriptmengen von hnRNP H. 24h nach Trans-
fektion war eine schwache Repression durch alle drei siRNAs erkennbar. Nach 48h erzielten
die siRNAs #1 und #2 eine deutliche Reduktion der mRNA-Menge. Dieser Effekt wurde nach
72h noch verstirkt, wobei die Transfektion mit siRNA#1 die effizienteste Inhibierung der
mRNA-Menge zur Folge hatte. Aufgrund dieser ersten Ergebnisse auf Transkript-Ebene wur-
den die siRNAs #1 und #2 fiir einen weiteren Test auf Protein-Ebene verwendet. Dazu wur-
den ebenfalls HeLa-Zellen transient mit den zwei siRNAs (100nM/ 300.000 Zellen) transfi-
ziert und die Zellen 24h, 48h und 72h nach Transfektion isoliert und lysiert. Die Inhibierung
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der hnRNP H-Proteinexpression in den Lysaten wurde mittels Western Blot untersucht (Ab-
bildung 4.12c). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl siRNA#1 als auch siRNA#2 die
hnRNP H-Proteinexpression nach 48h und 72h reprimieren. Fiir alle folgenden Versuche
wurde die siRNA#1 verwendet. Um die Effizienz der siRNA-Transfektion zu testen, wurden
HeLa Zellen transient mit siRNA#1 (100nM /300.000 Zellen pro 6-Lochplatte) transfiziert
und die hnRNP-Expression iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen beobachtet. Wie Abbildung
4.13 zu entnehmen, zeigte sich bereits nach zwei Tagen eine deutliche Repression der hnRNP
H-Proteinmenge. Diese Repression blieb bis einschlieBlich Tag vier nach Transfektion erhal-
ten, so dass dieser Zeitraum fiir alle weiteren Experimente gewahlt wurde. Bei Verwendung
einer spezifischen hnRNP H-Kontroll-siRNA (Ktrl. siRNA), bei der alle 19 Basen der ur-
spriinglichen siRNA#1 neu angeordnet sind, zeigte sich erwartungsgeméil keine Verdnderung
der hnRNP H-Expression. Gleiches gilt fiir die Transfektionskontrolle, bei der HeLa-Zellen
ausschlieBlich mit Transfektionreagenz (i.e. ohne siRNA) transfiziert wurden.
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Abbildung 4.13: Repression der hnRNP H-Proteinxpression mittels siRNA. HeLa-Zellen wurden
mit 100nM siRNA#1 transient transfiziert (300.000 Zellen/ 6-Lochplatte). Als Kontrolle dienten
die Transfektion mit 100nM Ktrl. siRNA und die Transfektion ohne siRNA (Transf. Ktrl). Uber
einen Zeitraum von 5 Tagen wurde die Menge an hnRNP H Protein mittels spezifischem Anti-
korper gegen hnRNP H im Western Blot semiquantitativ bestimmt. Als Kontrolle fiir die Auf-
tragung gleicher Proteinmengen wurde, neben der Proteinquantifizierung mit BCA, ein Immu-
noblot gegen Actin durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprisentatives Ergebnis aus zwei unabhingi-
gen Experimenten.

Um die Effizienz der neuen Transfektionsmethode zu bestimmen, wurden HeLa-Zellen mit
siRNAs transfiziert, welche 5’-terminal mit Fluorescein konjugiert waren. 24 Stunden nach
Transfektion wurde der Anteil Fluorescein-positiver Zellen, i.e. transfizierter Zellen, mittels
Durchfluflzytometrie bestimmt (Abbildung 4.14). Wie Abbildung 4.14d zu entnehmen ist,
wurden sowohl mit siRNA#1 als auch mit Ktrl.siRNA iiber 83% der Zellen transfiziert.
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Auf der Basis dieser sehr hohen Transfektionsrate und der effektiven Repression der hnRNP

H-Expression konnten nun weitere Experimente im etablierten Zellsystem durchgefiihrt wer-

den.
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Abbildung 4.14: Bestimmung der Transfektionseffizienz von siRNA-Molekiilen. HeLa-Zellen
wurden mit 100nM 5’-Fluorescein-konjugierter siRNA#1 (¢) bzw. Ktrl.-siRNA (b) transient
transfiziert (a2 300.000 Zellen). 24h nach Transfektion wurde die relative Anzahl Fluorescein-
positiver Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS) bestimmt. Als Kontrolle dienten untrans-
fizierte HeLa-Zellen (a). Relative Quantifizierung transfizierter Zellen (d).

4.2.2. Auswirkungen der hnRNP H-Repression auf Zelldichte, Zellzahl
und Vitalitat

Bei der oben beschriebenen Etablierung zur Untersuchung der Auswirkungen der hnRNP H-
Repression in Karzinomzelllinien konnte folgendes Phinomen beobachtet werden: Nach
Transfektion von Zelllinien mit siRNA#1 zeigte sich nach ca. drei Tagen ein deutlich vermin-
dertes Wachstum im Vergleich zu Zelllinien, die mit Ktrl. siRNA behandelt wurden bzw. den
Transfektionskontrollen. Im Folgenden sollte diese Beobachtung detaillierter untersucht wer-
den. Dazu wurden die Karzinomzelllinien GHD, HeLa sowie die embryonale Nierenzelllinie
HEK-293 mit siRNA#1 transfiziert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit Ktrl. siRNA oder
ausschlieBlich mit Transfektionseagenz behandelt. Abbildung 4.15 zeigt reprisentativ die
jeweiligen Zelldichten an Tag vier nach Transfektion. Die Repression von hnRNP H in den
Zelllinien GHD und HeLa fiihrte zu einem verminderten Wachstum. Bei HEK-293 Zellen
konnte kein verdndertes Wachstum festgestellt werden. Zudem wurde beobachtet, dass nach
einer Repression von hnRNP H in den Zelllinien GHD und HeLa iiberdurchschnittlich viele
Zellen nicht mehr adhidrend waren, sondern sich im Zelliiberstand befanden.

Um die Wachstumsreduktion quantitativ erfassen zu konnen, wurden die Zelllinien GHD,
HeLa und HEK-293 jeweils mit 100nM siRNA#1, 100nM Kontroll-siRNA und Transfekti-
onsreagenz (Transfektionskontrolle) transfiziert. Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen wurde

die Zellzahl mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer téglich bestimmt. Trypanblau diente
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dabei als Farbstoff, um lebende von toten Zellen zu unterscheiden. Tote Zellen nehmen den
Farbstoff auf und sind an ihrer blauen Farbe erkennbar. Fiir die Zellzahlbestimmung wurden
ausschlieBlich lebende Zellen herangezogen. Alle ermittelten Zahlen beziehen sich auf die

Zellzahl 24 h nach transienter Transfektion der jeweiligen siRNA-Molekiile.

untransfiziert Ktrl. siRNA siRNA#1

GHD

HelLa

HEK-293

Abbildung 4.15: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen der Zelldichte nach Behandlung mit
siRNAs. Die Zelllinienen GHD (a-c), HeLa (d-f) und HEK-293 (g-i) wurden mit Ktrl. siRNA
(100nM/ 300.000Zellen) (b,e,h), siRNA#1 (100nM/ 300.000Zellen) (c,f,i) oder mit Transfektions-
reagenz transient transfiziert. Nach 4 Tagen wurde die Zelldichte im Durchlichtmikroskop beo-
bachtet. Vergrosserung: 260fach

Abbildung 4.16 zeigt das Ergebnis dieser Kinetik aus zwei unabhdngigen Experimenten.
GHD-Zellen zeigten bis zum Tag drei keinen signifikanten Unterschied im Wachstum. Nach
vier Tagen zeigten Zellen mit reprimierter hnRNP H-Expression eine verminderte relative
Zellzahl (4,1) im Vergleich zu Transfektionskontrolle (10,4) bzw. Kontroll-siRNA (9,2).
Nach fiinf Tagen ergab sich in zwei unabhéngigen Ansétzen reproduzierbar eine um den Fak-
tor 3,9 verminderte Zellzahl im Vergleich zu den mitgefiihrten Kontrollen. Ahnliche Auswir-
kungen auf die Zellzahl wurden nach der Transfektion von HeLa-Zellen festgestellt. Bei Re-
pression von hnRNP H zeigte sich am Tag fiinf ein Wachstumskoeffizient von 1,6, wihrend
beide Kontroll-Zellen ein 6,9-faches (Transfektionskontrolle) bzw. 7,8-faches (Kontroll-
siRNA) Wachstum aufwiesen (Abbildung 4.16c). Wie Abbildung 4.16e¢ zu entnehmen ist,
hatte eine Repression von hnRNP H in HEK-293-Zellen keine signifikanten Auswirkungen
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auf die Zellzahl. Aus den oben gezeigten Zellzahlkinetiken lieBen sich die entsprechenden

Verdoppelungszahlen berechnen (Tabelle 4.4).
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Abbildung 4.16: Auswirkungen der hnRNP H-Repression auf Zellteilungsrate und metabolische
Aktivitat. Die Zelllinien GHD (a, b), HeLa (c, d) und HEK-293 (e, f) wurden mit Ktrl. siRNA
(100nM/ 300.000 Zellen), siRNA#1 (100nM/ 300.000 Zellen) bzw. Transfektionsreagenz transient
transfiziert. Uber einen Zeitraum von 5 Tagen wurde die relative Zellzahl (a, c, ¢) mittels einer
Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Die relative metabolische Aktivitit der Zellen wurde mit
Hilfe eines MTT-Konversionsexperimentes bestimmt (b, d, f). Alle Werte sind auf den Tag 1
nach Transfektion bezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus zwei
unabhéngigen Experimenten.

GHD-Zellen mit verminderter hnRNP H-Expression zeigten eine erhohte Verdoppelungszahl
von 1,5 Tagen, i.e. eine verringerte Proliferationsrate. Bei den mitgefiihrten Kontrollen hinge-

gen lag die Verdoppelungsazhl bei 0,9 Tagen. Bei HeLa-Zellen fiihrte die von hnRNP H zu
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einer drastisch erhohten Verdoppelungszahl von 5,9 Tagen (Kontrollen 1,3-1,4 Tage). HEK-
293 zeigten keine Verdnderungen der Verdoppelungszahl (0,8 Tage).

Parallel zu diesen Experimenten wurden die Auswirkungen der hnRNP H-Repression auf den
Zellmetabolismus studiert. Dazu wurden die Zelllinien GHD, HeLa und HEK-293 zu gleichen
Zellzahlen (3000 Zellen/ Loch in 96-Lochplatten) jeweils mit 100nM siRNA#1, 100nM Kon-
troll-siRNA und Transfektionsreagenz (Transfektionskontrolle) transfiziert. Uber einen Zeit-
raum von 5 Tagen wurde die metabolische Aktivitit tdglich in einem Standard MTT-
Konversionsexperiment bestimmt. In den Abbildungen 4.16b, d und f sind die relativen Werte
der optischen Dichte in Abhingigkeit von der Kulturdauer dargestellt (zwei unabhingige
MTT-Konversionsexperimenten). Die ermittelte optische Dichte ist ein MaB fiir die metaboli-
sche Aktivitdt der Zellen. Alle ermittelten Zahlen beziehen sich auf die optische Dichte an
Tag eins nach Transfektion. Bei GHD-Zellen (Abbildung 4.16b) zeigte sich keine signifikante
Auswirkung der hnRNP H-Repression auf die metabolische Aktivitdt. HelLa-Zellen mit ver-
minderter hnRNP H-Expression (Abbildung 4.16d) zeigten einen leicht reduzierten Metabo-
lismus ab Tag drei (Faktor 1-1,4 an Tag 5). Bei HEK-293-Zellen (Abbildung 4.16f) war nach

der Repression von hnRNP H keine Auswirkung auf den Metabolismus zu beobachten.

Tabelle 4.4: Verdoppelungszahlen von GHD-, HeLa- und HEK-293-Zellen nach Transfektion
mit Ktrl. siRNA, siRNA#1 bzw. Transfektionskontrolle. Die Verdoppelungszeit ty ist die Zeit in
Tagen, in der sich eine gegebene Zellzahl verdoppelt.

Transf. Ktrl. Ktrl. siRNA siRNA#1
(Tage) (Tage) (Tage)
GHD 0,9 0,9 1,5
HelLa 1,4 1,3 59
HEK-293 0,8 0,8 0,8

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigten, dass die Repression von hnRNP H mittels spezi-
fischen siRNAs zu einer drastisch reduzierten Zellzahl von GHD- und HeLa-Zellen fiihrte.
Eine Behandlung der HEK-293-Zellen zeigte keine signifikanten Auswirkungen.

Um sicherzustellen, dass diese Effekte tatsdchlich aufgrund der reduzierten Menge an hnRNP
H auftraten und nicht methodisch bedingt waren, wurden Komplementationsexperimente
durchgefiihrt. Hierzu sollte die Repression von hnRNP H und die damit einhergehende Re-
duktion der Zellzahl durch die Ko-Transfektion mit einem Expressionsplasmid komplemen-
tiert werden. Da die Wirkung von siRNAs konzentrationsabhéngig ist, wurden HeLa-Zellen
jeweils mit 10nM, 50nM und 100nM siRNA#1 transfiziert. Als Kontrolle wurden Zellen mit

Kontroll-siRNA transfiziert. Zusétzlich zu den drei verschiedenen siRNA-Konzentrationen
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wurden die Zellen jeweils mit dem Uberexpressionsplasmid 141pCAG::hnRNP H (1ug) bzw.
einem Kontrollplasmid 141pCAG (1pg) transfiziert. Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen
wurde die relative Zellzahl, wie oben beschrieben, tdglich bestimmt. Abbildung 4.17 zeigt ein
reprasentatives Experiment aus zwei unabhéngigen Ansitzen. Bei einer Konzentration von
100nM siRNA#1 zeigte sich erwartungsgemil eine deutliche Reduzierung der Zellzahl (2,4-
fache Zellzahl am Tag 5) im Vergleich zur Kontrolle (14,3-fache Zellzahl). Eine Umkehr des
Phinotyps durch das Expressionsplasmid 141pCAG::hnRNP H war nicht zu beobachten (2,6-
fache Zellzahl). Wurden die Zellen mit 50nM siRNA#1 behandelt, so zeigte sich ebenfalls
eine deutliche Reduktion der Zellzahl (2,9-fache Zellzahl am Tag fiinf versus 14,3—fach bei
der Kontrolle), jedoch konnte diese Reduktion durch Ko-Transfektion mit dem Uberexpressi-
onsplasmid vollstindig kompensiert werden (17,8-fache Zellzahl). Diese Komplementierung

war tiber den gesamten Messzeitraum von fiinf Tagen zu beobachten.
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Abbildung 4.17: Komplementierung der Reduktion des Zellwachstums nach hnRNP H-
Repression. Die Zelllinie HeLa wurde mit Ktrl. siRNA (100nM/ 300.000 Zellen) bzw. jeweils 3
verschiedenden Konzentrationen siRNA#1 (100nM, 50nM oder 10nM / 300.000 Zellen) transient
transfiziert. Zur Komplementierung wurden die Zellen mit dem Uberexpressionsplasmid
141pCAG::hnRNP H ko-transfiziert (1ng / 300.000 Zellen). Als Kontrolle diente das Plasmid
141pCAG. Uber einen Zeitraum von 5 Tagen nach Transfektion wurden die relativen Zellzah-
len (a, c, ) mittels einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Gezeigt sind die repriisentativen
Ergebnisse aus zwei unabhiingigen Experimenten.
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Als Kontrolle diente die Ko-Transfektion mit dem Leerplasid 141pCAG (3,5-fache Zellzahl).
Bei einer Konzentration von 10nM siRNA#1 zeigte sich eine verminderte Reduktion der Zell-
zahl am Tag fiinf (9,3-fache Zellzahl). Auch bei dieser Konzentration lie} sich eine Komple-
mentierung durch das Uberexpressionsplamsid messen (12,1-fache Zellzahl am Tag fiinf).

Damit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass eine Reduktion von hnRNP H in Karzinomzellini-
nen dosisabhingig mit einer verminderten Wachstumsrate einhergeht. Dieser Effekt konnte
durch die Uberexpression von hnRNP H komplementiert werden und war somit spezifisch.
Ausserdem wurde beobachtet, dass durch die Repression von hnRNP H viele Zellen nicht
mehr adhdrend wuchsen. Ziel der folgenden Kapitel war es daher, zu analysieren, worauf die-

ser Phénotyp beruhte.

4.2.3. hrnRNP H-Repression induziert Apoptose in Karzinomzelllinien

Im Folgenden sollte untesucht werden, ob die Repression von hnRNP H Auswirkungen auf
den Zellzyklus von Karzinomzelllinien hat und dies die Ursache fiir den oben beschriebenen
Phinotyp war. Die Analysen der Zellzyklusverteilung wurden mit Hilfe einer Propodiumio-
did-Féarbung und der Durchflusszytometrie (PI-FACS) durchgefiihrt. Dazu wurden GHD- und
HeLa-Zellen zu gleichen Zellzahlen jeweils mit 100nM siRNA#1, 50nM siRNA#1 bzw.
100nM Kontroll-siRNA transfiziert. Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen wurde nun die PI-
FACS-Analyse durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen zunichst fixiert und die zelluldire RNA
enzymatisch verdaut. AnschlieBend wurden die Zellen mit PI geférbt, das in die chromosoma-
le DNA interkalieren kann. Die Menge an interkaliertem PI kann durchflusszytometrisch er-
fassst werden. Aus der Menge PI pro Zelle kann die Anzahl der Chromosmomensitze und
somit die Zellzyklusphasenverteilung bestimmt werden. Abbildung 4.18 zeigt exemplarisch
ein repriasentatives Experiment aus drei unabhédngigen Versuchen. Die erste Kurve der
Histogramme représentiert Zellen, die sich in der G;- bzw. Go-Phase (einfacher Chromoso-
mensatz) befinden, die zweite beinhaltet Zellen, die sich in der Go/M-Phase des Zellzyklus
befinden (zweifacher Chromosomensatz). Zwischen diesen Kurven befinden sich Zellen, die
in der S-Phase sind. Vor dem G,/G¢-Peak befinden sich apoptotische Zellen, auch als sub-G;
bezeichnet, da die DNA bereits degradiert ist. Bei Reduktion von hnRNP H (100nM siR-
NA#1) in GHD-Zellen konnte ein Anstieg apoptotischer Zellen im sub-G,-Bereich ab Tag
drei beobachtet werden (4,4% der Zellen). Diese Zahl stieg weiter bis auf 21.9% der Zellen.
Im Vergleich dazu fanden sich bei den Kontroll-Zellen 1,9 bis 2,6% in diesem Bereich. Bei
Behandlung der Zellen mit einer geringeren Konzentration von 50nM siRNA#1 befanden sich

7% der Zellen im sub-G;-Bereich.
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Abbildung 4.18: Analyse der Zellzyklusverteilung in GHD- und HeLa-Zellen bei Repression von
hnRNP H. GHD (a)- bzw. HeLa-Zellen (b) wurden mit 100nM Ktrl. siRNA, 50nM siRNA#1
bzw. 100nM siRNA#1 transient transfiziert. Mittels Propidiumiodid-Durchflusszytometie (PI-
FACS) wurde iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen die Zellzyklusverteilung der Zellen analy-
siert. Analysiert wurden jeweils 50.000 Zellen, die Messungen des spezifischen PI-Gehaltes der
Zellen werden in linearen Histogrammen wiedergegeben. Gezeigt ist ein reprisentatives Expe-
riment aus drei unabhiingigen Versuchen mit jeder Zelllinie.

Nach der Repression von hnRNP H in HeLa-Zellen mittels 100nM siRNA#1 befanden sich

nach fiinf Tagen 51,3% der Zellen im sub-G;-Bereich. Dieser starke Anstieg war ab Tag drei

nach der Transfektion mit spezifischer siRNA zu beobachten. Auch bei einer Konzentration

von 50nM siRNA#1 fanden sich am Tag fiinf 43,9% der Zellen im sub-G;-Bereich.



Ergebnisse 62

a b
100% ~ 100% -
80% - 80% |
60% - 60% -|
40% - 40% -
20% - 20% |
0% 0%
Tage 1 2 3 4 5 Tage 1 2 3 4 5
mG2M 24,7 35,0 34,7 33,6 35,5 EG2M 31,2 37,8 40,8 40,7 36,5
Os 14,4 11,2 11,6 15,0 8,5 Os 12,3 9,6 1,2 13,5 9,8
CG1/G0 | 583 51,8 51,6 48,7 54,1 OG1/G0 | 547 50,3 438 40,2 46,8
Msub-G1| 26 2,0 2,1 2,6 1,9 EsubG1| 18 2,3 4,2 5,6 7,0
c d
100% - 100%
80% - 80% -
60% - 60% -
40% - 40% -
20% - 20%
0% 0% |
Tage 1 2 3 4 5 Tage 1 2 3 4 5
HG2/m 29,6 39,7 47,2 44,1 33,8 EG2/M 35,2 22,3 26,0 23,2 22,0
s 9,9 8,7 6,7 8,2 9,4 gs 8,5 51 6,1 7.4 8,1
dG1/Go 58,8 49,6 41,8 35,3 34,9 0G1/G0 36,5 52,1 49,9 54,4 60,7
Msub-G1| 1,6 2,0 4,4 12,4 21,9 Hsub-G1| 198 20,5 17,9 15,0 9,2
e f
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
40,4 27,5 20,2 15,2 16,9 35,7 22,4 19,4 14,2 13,0
7.9 5,9 8,1 7,8 9,9 6,2 7,8 8,8 8,2 7,2
33,2 44,2 32,4 29,1 29,2 36,0 48,2 27,8 28,8 28,5
18,5 22,3 39,3 47,8 43,9 22,1 21,6 44,0 48,8 51,3
g h
181 ke, siRNA 3 1< Ktrl. siRNA
14 1 -=- siRNA#1 (50nM) 2,5 1= SIRNA#1 (50nM)
12 { - siRNA#1 (100nM) -+ SiIRNA#1 (100nM)
2 -
10
8 1,5
6 1 14
41 0,5 -
2 -
0 — 0 ; ; ; .
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Tage Tage

Abbildung 4.19: Quantitative Auswertung der Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (PI-
FACS). Die PI-FACS-Kinetiken (siehe Abbildung 4.18) wurden hinsichtlich ihrer Zellzyklusver-
teilung ausgewertet. Aufgetragen ist die relative Zellzahl (in Prozent) fiir jede Zyklusphase iiber
einen Zeitraum von fiinf Tagen. GHD-Zellen (a-c): 100nM Ktrl-siRNA (a), 50nM siRNA#1 (b),
100nM siRNA#1 (c). HeLa-Zellen (d-f): 100nM Ktrl-siRNA (d), S0nM siRNA#1 (e), 100nM siR-
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NA#1 (f). Quantifizierung der Zellen des sub-G;-Bereiches bei GHD (g)- und HeL.a-Zellen (h).
Gezeigt sind die relativen Zellzahlen; alle ermittelten Zahlen beziehen sich auf die Zellzahl an
Tag eins der Transfektion.

In der Kontrollgruppe hingegen fanden sich nur 9,2% der Zellen in diesem Bereich. Durch die
hnRNP H-Reduktion (100nM siRNA#1) liessen sich auch weniger Zellen im G,/Gy-Bereich
beobachten (28,5%).

Aus den oben gezeigten Beobachtungen lief3 sich ein Einfluss der hnRNP H-Reduktion auf
den programmierten Zelltod beobachten. Abbildung 4.19g-h zeigt eine detailliertere Auswer-
tung dieser Zellpopulationen. Alle ermittelten Zellzahlen dieses Histogramm-Bereiches wur-
den nun auf die Zellzahl an Tag eins nach Transfektion bezogen. Demnach bewirkte die Re-
pression von hnRNP H (100nM siRNA#1) in GHD-Zellen einen 13,4-fachen Anstieg in der
Anzahl apoptotischer Zellen verglichen mit Zellen an Tag eins. Bei einer Konzentration von
50nM siRNA#1 wiesen 3,8-mal mehr Zellen einen apoptotischen Phianotyp auf. Die Kontroll-
zellen hingegen zeigten keine Erhéhung dieser Zellpopulation (0,7-fache Zellzahl). Die
hnRNP H-Repression in HeLa-Zellen bewirkte eine Verdoppelung der Zellen im sub-Gj-
Bereich (2,3-mal mehr Zellen an Tag fiinf als an Tag eins). Interessant war, dass dies bei bei-
den verwendeten siRNA#1-Konzentrationen zu beobachten war. Die Kontrollzellen hingegen
zeigten keine Erhohung dieser Zellpopulation (0,46-fache Zellzahl). Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass durch die Repression von hnRNP H sowohl in GHD- als auch HelLa-
Zellen chromosomale DNA degradiert wird, was ein Anzeichen spéter Apoptose ist.

Die Ergebnisse aus der PI-FACS-Analyse sollten anschlieBend mit einer weiteren Methode
bestitigt werden. Dazu wurde eine Annexin-V-7-AAD-FACS-Analyse durchgefiihrt, um den
Anteil apoptotischer, nekrotischer, toter sowie gesunder Zellen quantitativ zu erfassen. GHD-
und HeLa-Zellen wurden zu gleichen Zellzahlen jeweils mit 100nM siRNA#1 bzw. 100nM
Kontroll-siRNA transfiziert. Uber einen Zeitraum von fiinf Tagen wurde die Annexin-V-7-
AAD-FACS-Analyse durchgefiihrt. Abbildung 4.20 zeigt exemplarisch ein représentatives
Experiment aus zwei unabhéngigen Versuchen. Da an den Tagen eins und zwei nach Trans-
fektion keine signifikanten Verdnderungen der Zellverteilung zu beobachten waren, sind hier
nur die Zellverteilungen ab Tag drei dargestellt. Abbildung 4.21 geben die quantitative Aus-
wertung apoptotischer und nekrotischer Zellen wieder. Es zeigte sich, dass nach 5 Tagen
12,9% der GHD-Zellen nach Reduktion von hnRNP H apoptotisch sind, d.h. eine Annexin-V-
Farbung aufweisen, jedoch 7-AAD-negativ sind (unterer rechter Quadrant des Histogrammes).
Die Zahl apoptotischer Zellen erhdhte sich ab Tag 3 nach Transfektion. Die Kontrollgruppe
hingegen beinhaltete weniger als 1% Annexin-V-positive Zellen iiber den gesamten Messzeit-

raum. Der Anteil nekrotischer GHD-Zellen war weitgehend konstant. Durch die hnRNP H-
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Reduktion waren ca. 5% der Zellen nekrotisch (oberer rechter Quadrant des Histogramms), in
der Kontrollgruppe fanden sich weniger als 1% nekrotische Zellen.

In Abbildung 4.20b ist die quantitative Auswertung bei Behandlung von HeLa-Zellen darge-
stellt. Auch hier war ein hoher Anteil apoptotischer (16,12% an Tag vier) Zellen zu beobach-
ten. Der Anteil nekrotischer Zellen betrug 3,25% an Tag vier.
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Abbildung 4.20: Quantitative Bestimmung apoptotischer Zellen bei hnRNP H-Repression mit-
tels Annexin-V-Durchflusszytometrie. GHD (a)- bzw. HeLa-Zellen (b) wurden mit 100nM Ktrl.
siRNA bzw. 100nM siRNA#1 transient transfiziert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.
Mittels Annexin-V-7-AAD-FACS wurde iiber einen Zeitraum von drei Tagen der Anteil apopto-
tischer Zellen erfasst. Analysiert wurden jeweils 10.000 Zellen, die Messungen werden in loga-
rithmischen Histogrammen wiedergegben. Annexin-V-positive Zellen sind auf der Abszisse auf-
getragen, 7-AAD-positive Zellen auf der Koordinate. Die Einteilung der Quadranten erfolgte
anhand der Messungen morphologisch gesunder Zellen. Gezeigt ist ein reprisentatives Experi-
ment aus zwei unabhiingigen Versuchen.
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Abbildung 4.21: Quantitative Auswertung der Annexin-V-FACS-Analyse. Ausgwertet wurden
die Annexin-V-7-AAD-FACS-Kinetiken (siche Abb. 4.20). Aufgetragen ist die relative Zellzahl
(in Prozent) apoptotischer (a,c) bzw. nekrotischer (b, d) Zellen in GHD-Zellen (a-b) und HeLa-
Zellen (c-d).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Reduktion der hnRNP H-Menge in den

Karzinomzelllinien GHD und HeLa zu einer stark erhdhten Apoptoserate fiihrte.

4.2.4. Transkriptomanalyse der siRNA-induzierten hnRNP H-Repression

In den vorangegegangen Kapiteln wurde gezeigt, dass die reduzierte Expression von hnRNP
H in den Karzinomzelllinien GHD und HelLa zu einer verminderten Verdoppelungszahl fiihrt.
Dieser Effekt ging einher mit einer stark erhdhten Apotoserate. Daher erschien die Untersu-
chung der molekularen Grundlage fiir die beobachteten Effekte &uferst interessant. Hinzu
kommt, dass iiber die molekulare Funktion des Proteins hnRNP H bis dato wenig bekannt ist.
Die Identifizierung hnRNP H-regulierter Gene sollte dazu beitragen, die beobachteten Effekte
auf molekularer Ebene zu untersuchen und moglicherweise weitere Auswirkungen von
hnRNP H aufzudecken.

Zur Identifizierung hnRNP H-regulierter Gene wurde die Genexpressionsanalyse mittels Oli-

gonukleotid-Microarray gewahlt, bei der die Transkriptome von Zellen in Abhingigkeit der
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hnRNP H-Hemmung quantitativ verglichen wurden. Diese Arrays erlauben die parallele Ana-
lyse von 29.098 Genen bzw. ca. 60.000 Transkripten. Zu diesem Zweck wurde jeweils Ge-
samt-RNA aus HelLa-Zellen isoliert, die mit 100nM Ktrl. siRNA bzw. siRNA#1 transient
transfiziert worden waren. Die Isolierung erfolgte 65h nach Transfektion, also zu einem Zeit-
punkt, an dem der beobachtete Phinotyp einsetzte. Die Herstellung der Sonden mittels in
vitro-Transkription (IVT) aus jeweils 10ug Gesamt-RNA, die Hybridisierungsreaktionen auf
Human Genome Survey Microarrays (Applied Biosystems, V2.0), das Auslesen der Arrays
(Applied Biosystems 1700 Chemiluminescent Microarray Analyzer) und die Primédranalyse
erfolgte durch IMGM, Martinsried. Die weitere Analyse und quantitative Auswertung der
Daten wurde selbst duchgefiihrt. 650 Gene konnten nach Filtern der Daten beziiglich Deregu-
lationsfaktor und Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis (siche Material und Methoden) als differen-
ziell identifiziert werden. Abbildung 4.22 zeigt die hybridisierten Arrays als Rohdaten, in
Abbildung 4.22b-d wurde die differentielle Genexpression mittels Spotfire-Software visuali-
siert.

Ktrl. siRNA

o

Abbildung 4.22: Genexpressionsanalyse hnRNP H-reprimierter Zellen mittels Oligonukleotid-
Microarray-Analyse. Dargestellt sind die hybridisierten Microarrays (a) und Streudiagramme
differenziell regulierter Gene mittels Spotfire-Software (b-d). Gesamtdarstellung aller differen-
tiell regulierten Gene nach Analyse der Rohdaten (b). Durch hnRNP H-Repression induzierte
Gene (c¢) und reprimierte Gene (d).
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Es zeigte sich, dass duch die hnRNP H-Repression 358 Gene signifikant induziert (Abbildung
4.22c ) und 292 Gene reprimiert wurden (Abbildung 4.22d). Bei den induzierten Genen wur-
den Regulationsfaktoren bis zu 324 beobachtet, bei reprimierten Genen bis zu 15. Das Gen
hnRNP H wurde um den Faktor 3,2 reprimiert.

Die weitere Analyse deregulierter Gene erfolgte mit Hilfe der Panther-Software
(https://panther.appliedbiosystems.com) mit Implementierung des Celera Discovery Systems.
Die differentiell exprimierten Gene wurden dazu hinsichtlich ihrer Zugehorigkeit zu Protein-
familien, ihrer molekularen Funktion, des biologischen Prozesses, an dem sie beteiligt sind,

oder hinsichtlich eines zugehorigen Signaltransduktionsweges klassifiziert.

Tabelle 4.5: Im Bereich Apoptose deregulierte Gene nach hnRNP H-Repression. Auswertung
der Genexpressionsanalyse mittels PANTHER-Software und Filterung regulierter Gene, die an
apoptotischen Prozessen beteiligt sind. Gezeigt sind reprimierte (a) und induzierte (b) Gene. Die
Sortierung erfolgte aufgrund des Deregulationsfaktors (Faktor si/Ktrl.). Angegeben sind die
Datenbank-Nummer (Gene-ID), das Gen sowie der Name des Gens.

a

Nr GEN-ID Faktor Gen Gen-Name
silKtrl.
1  hCG22327 -6,33 Rho guanine nucleotide RHO GUANINE NUCLEOTIDE EX-
exchange factor (GEF) 1; CHANGE FACTOR 1

ARHGEF1
2 hCG33052 -6,22 BCL2-related ovarian kil-  BCL-2 RELATED OVARIAN KILLER
ler; BOK PROTEIN
3  hCG40595 -4,35 Desoxyribonuclease I-like DEOXYRIBONUCLEASE |
1; DNASE1L1
hCG38811  -4,2 BCL2-like 1; BCL2L1 BCL-2 RELATED PROTEIN X

hCG29140 -4.1 v-raf murine sarcoma 3611 A-RAF
virales Onkogen Homo-
log1; ARAF1
6 hCG25301 -3,76 Scavenger receptor class SCAVENGER RECEPTOR CLASS B TY-
B, member 1; SCARB1 PE-1 (SR-B1)

7 hCG96740 -3,17 v-akt murine thymoma RAC SERINE/THREONINE KINASE
virales Onkogen Homolog
1;AKT1

8 hCG37855 -3,14 Death-associated protein; DAP-1
DAP

9 hCG38470 -3,03 v-myb myeloblastosis vira- B-MYB
les Onkogen Homolog
(avian)-like 2;MYBL2
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b
Nr GEN-ID Faktor Gen Gen-Name
silKtrl.
1 hCG21114 44,61  Nicht zugeordnet L-AMINO ACID OXIDASE - RELATED
2 hCG1749919 25,34  Lectin, Galaktosid- GALECTIN-5,9

bindend, I6slich, 9 (galec-
tin 9); LGALS9
3 hCG1745228 5,81 p8 protein (candidate of P8 PROTEIN
metastasis 1); P8
4 hCG21703 4,55 Growth arrest and DNA- GROWTH ARREST AND DNA-DAMAGE-
damage-inducible, alpha; INDUCIBLE PROTEIN GADDA45-

GADD45A RELATED

5 hCG1786240 4,29 Tumor necrosis factor TUMOR NECROSIS FACTOR RECEP-
receptor superfamily, TOR SUPERFAMILY, MEMBER 10-
member 10c, decoy RELATED

without an intracellular
domain; TNFRSF10C
6 hCG22710 3,67 Ornithine Decarboxylase ORNITHINE DECARBOXYLASE ANTI-

antizyme 1; OAZ1 ZYME 1,4

7 hCG31308 3,22 Janus kinase 2 (a protein  JAK2, 3 TYROSINE PROTEIN KINASE
tyrosine kinase); JAK2 PTK GROUP VII

8 hCG1818618 3,12 Apoptosis related protein; APOPTOSIS-RELATED PROTEIN
APR-2

Diese Einteilung der Gene in sog. ,,Expressions-Cluster erlaubt die Analyse iiber- bzw. un-
terrepresentierter biologischer Prozesse in den Clustern. Die Klassifizierungen der deregulier-
ten Gene lieBen jedoch keine statistisch signifikante Uber- oder Unterrepresention eines bio-
logischen Prozesses, einer molekularen Funktion oder eines Signaltransduktionsweges erken-
nen. Als interessant erschien daher eine ndhere Betrachtung der regulierten Gene, die an a-
poptotischen Prozessen in der Zelle beteiligt sind, da dieser Effekt aus oben gezeigten Analy-
sen bekannt war. Diese Gene sind in der folgenden Tabelle 4.5 zusammengefasst.

Die Klassifizierung der Gene, die an der Apoptose beteiligt sind oder im Rahmen des pro-
grammierten Zelltodes eine Rolle spielen, erfolgte iiber die Gruppe ,,Biologischer Prozess®,
Untergruppe ,,Apoptose*. Die Klassifizierung ergab neun Gene im Bereich Apoptose, die re-
primiert wurden (Tabelle 4.5a). Acht Gene wurden nach hnRNP H-Repression induziert (Ta-
belle 4.5b). Bei den neun reprimierten Genen fanden sich Gene wie BCL-2-related protein X
(BCL-X), BCL-2-related ovarian killer (BOK) und AKTI1. Diese Proteine nehmen eine

Schliisselrolle in der Regulation der Apoptose ein. Unter den acht induzierten Genen fand sich
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ein Gen mit bis dato unbekannter Funktion, welches nach hnRNP H-Repression um den Fak-
tor 45 induziert wurde. Des Weiteren fanden sich Gene wie GADD45A, P8 und APR-2, die
ebenfalls an der Apoptose beteiligt sind. Die 17 deregulierten Gene lieen sich keinem ge-
meinsamen Signalweg der Apoptose zuordnen.

Die Validierung der oben gezeigten Genexpressionsanalyse erfolgte mittels quantitativer RT-
PCR. Im Gegensatz zum Microarray sollte hier die Expression einzelner, ausgesuchter Gene
iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen erfasst werden. Dazu wurden HeLa-Zellen transient mit
siRNA#1 bzw. Ktrl. siRNA (je 100nM / 300.000 Zellen) transfiziert und die Gesamt-RNA
24h, 48h und 72h, 96h und 120h nach Transfektion isoliert.

a
siRNA#1 Ktrl. siRNA
Tag 4 5 HyO
rn ] g
GAPDH
(RNA)
b
siRNA#1 Ktrl. siRNA
Tag 1234512345H20
APR-2 a2 1 B 2 B

L LLrYr YT

Abbildung 4.23: Relative Quantifizierung ausgewihlter Gene mittels RT-PCR. siRNA#1 (100nM
/ 300.000 Zellen) bzw. Ktrl siRNA (100nM / 300.000 Zellen) wurden transient in HeLa-Zellen
transfiziert. Die Expression der Gene wurde nach 24h, 48h, 72h, 96h und 120h mittels quantita-
tiver RT-PCR bestimmt. Dargestellt ist die Analyse ausgewihlter reprimierter (a) und induzier-
ter (b) Gene. Als Kontrollen dienten die RT-PCRs auf GAPDH und Aktin. Die Qualitit der
verwendeten RNA wurde mittels PCR auf GAPDH (1pg RNA) iiberpriift. Es zeigte sich, dass die
RNA keine detektierbaren DNA-Verunreinigungen enthielt. Gezeigt sind die reprisentativen
Daten aus drei unabhéingigen Experimenten.
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Die Expression einzelner Gene wurde mittels RT-PCR relativ quantifiziert. Abbildung 4.23
zeigt exemplarisch ein repréisentatives Experiment aus drei unabhidngigen Versuchen. Die
Expression von hnRNP H wurde reprimiert. An Tag drei und vier war eine sehr starke Re-
pression zu beobachten, an Tag flinf nahm die Expression wieder leicht zu. Die Expression
des Gens Nicastrin (NCSTN) wurde laut Microarrayexperiment um den Faktor 14,6 reduziert.
Diese Reduktion konnte mittels quantitativer RT-PCR bestétigt werden. An Tag drei und vier
war eine Repression der NCSTN-Expression zu beobachten. Nicastrin nimmt laut Literatur
eine wichtige bei der Regulation der Presenilinfunktion ein (Kopan and Goate, 2002; Yu et
al., 2000). Ebenso konnte die Repression von AKT1 an Tag drei nach Transfektion bestétigt
werden (Faktor -3,17). Im Folgenden sollten nun zwei Gene validiert werden, deren Expressi-
on laut Arrayanalyse induziert wurde. Die Expression von Apoptosis-related protein 2 (APR-
2) war am Tag drei nach Transfektion um Faktor 3,12 induziert. In der RT-PCR zeigte sich
bereits am Tag zwei ein starker Anstieg der Expression, der am Tag drei wieder abnahm. E-
benso wurde das Gen P8 (candidate of metastasis) (Deregulationsfaktor +5,81) mittels RT-
PCR validiert. Eine Deregulation des Gens lie3 sich jedoch auf Transkriptebene nicht eindeu-
tig nachweisen.

Wie bereits in der Einleitung der Ergebnisse erwéhnt, ist laut Literatur {iber die Funktion von
hnRNP H in vivo nur sehr wenig bekannt. Einige Publikationen zeigen in vitro, dass das Pro-
tein am Spleilen von Vorldufer-mRNAs beteiligt ist. Diskutiert wird derzeit, ob hnRNP H
eine wichtige Rolle beim alternativen Spleilen von mRNAs einnimmt. Dies wurde bereits fiir
die pri-mRNA des Gens c-src (Chou et al., 1999) und fiir beta-tropmyosin (Chen et al., 1999)
gezeigt (in vitro). Bis dato sind jedoch keine Gene bekannt, deren Transkripte von hnRNP H
tatséchlich in vivo gespleifit werden. Es stellte sich daher aufgrund der gezeigten Experimente
die Frage, ob hnRNP H am alternativen Spleilen von Transkripten beteiligt ist, deren Prote-
inprodukte im Bereich der Apoptose eine Rolle spielen. Diese Art der Regulation ist bereits
fiir einige Gene bekannt (Ubersicht in (Schwerk and Schulze-Osthoff, 2005)). Um auf diese
Fragestellung einzugehen, wurden quantitative RT-PCRs etabliert, die ,,normal®- und alterna-
tiv gespleilite [soformen einer mRNA analysieren. Dazu wurden die Primerbindungsstellen so
gewahlt, dass beide Isoformen simultan identifiziert werden konnten. Fiir die RT-PCRs wur-
den oben genannte RNAs verwendet. Abbildung 4.24 zeigt ein reprisentatives Experiment
aus drei unabhéngigen Versuchen.

Die Auswertung des Microarrayexperimentes zeigte fiir das Gen Bcl-X eine 4,2-fache Re-
pression der Expression (Tabelle 4.5). Fiir das Gen Bcl-X sind laut Literatur zwei Transkript-

Varianten bekannt, eine lingere, antiapoptotische Isoform Bcl-Xy. und die kiirzere, proapopto-
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tische Isoform Bcl-Xs. Eine hohe Expression von Bel-Xp ist u. a. mit einer verminderten A-
poptoserate in Tumorzellen assoziiert (Clarke et al., 1995; Olopade et al., 1997). Da in Zellen
beide Isoformen gleichzeitig existieren konnen, ist v. a. das Verhéltnis beider Spleiivarianten
ausschlaggebend. Wie in Abbildung 4.24 gezeigt, waren sowohl in den siRNA#1-behandelten
HeLa-Zellen als auch bei den Kontrollen beide Isoformen von Bcl-X nachzuweisen. Die Bcl-
Xp-Variante zeigte grundsidtzlich eine hohere Expression als die kurze Form Bcl-Xs. Bei
hnRNP H-reprimierten Zellen war zusétzlich eine starke Reduktion der antiapoptotischen Bcl-
Xi-Isoform ab Tag zwei zu beobachten. Die Expression von Bcl-Xg war ebenfalls reprimiert.
Diese Reduktion der Bel-X; -Expression konnte eine Ursache fiir den apoptotischen Phénotyp
nach hnRNP H-Repression sein.

Die Expressionsidnderungen beider Isoformen haben Auswirkungen auf das Verhéltnis der
Isoformen Bcl-X/Bcl-Xs. So zeigte sich eine Reduktion des Verhéltnisses von Bcel-Xp zu
Bcl-Xs von 6,0 auf 4,1 an Tag drei, wihrend die Kontrollgruppe ein stabiles Verhéltnis zwi-
schen 5,6 und 5,9 aufwies (Abbildung 4.24).

Neben Bcl-X sollte die Expression des Gens ARAF1 analysiert werden. Die ARAF1-
Expression wurde laut Microarrayanalyse um den Faktor 4,1 vermindert. In der PANTHER-
Datenbank (Celera Discovery System) gab es zudem Hinweise, dass es neben der normal
gespleiiten mRNA (hCT20300) eine kiirzere Isoform gibt (hCT2257035). Laut Datenbank-
eintrag werden die Introns 2 und 3 als alternative Exons 2a bzw. 3a transkribiert, wodurch es
zu einer verkiirzten mRNA-Isoform kommt. Zusétzlich findet sich im Intron 3 (bzw. Exon 3a)
ein priaterminales STOP-Codon. Es zeigte sich, dass nach hnRNP H-Reduktion die Expressi-
on der normalen mRNA bis zum Tag vier stark reduziert ist (L), wéhrend die Kontrollzelllen
eine unveranderte Expression zeigten. Die kiirzere Isoform (S) konnte ausschlieBlich bei siR-
NA#1-behandelten Zellen am Tag zwei und drei beobachtet werden. Das Verhiltnis von A-
RAF1-L zu ARAFI1-S war bei hnRNP H-reduzierten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
folglich reduziert (Abbildung 4.24).

Neben Bcel-X und ARAF1 wurde auch die Expression des Gens death-associated protein
(DAP) analysiert. Die Expression dieses Gens zeigte sich im Microarrayexperiment um den
Faktor 3,14 vermindert. In der Literatur ist bis dato keine alternativ gespleiBite Form der
mRNA beschrieben. In der Celera-Datenbank sind jedoch zwei zusétzliche Transkriptvarian-
ten hinterlegt, bei denen ein zuséitzliches Exon la und 2a beschrieben werden (hCG37855).
Bei der Translation dieser mRNA wiirde sich ein grosseres Protein, bestehend aus 178 Ami-

nosduren, ergeben (im Vergleich zum Wildtyp-Protein: 110 Aminoséuren).
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Abbildung 4.24: Quantitative RT-PCR zur Analyse alternativ gespleisster mRNAs bei Bcl-X,
ARAF1 und DAP. siRNA#1 (100nM / 300.000 Zellen) bzw. Ktrl siRNA (100nM / 300.000 Zellen)
wurden transient in HeLa-Zellen transfiziert. Die Expression der Gene wurde nach 24h, 48h,
72h, 96h und 120h mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Die Primerbindungsstellen wurden
so gewihlt, dass die zwei moglichen Isoformen der mRNA simultan identifiziert werden konnen.
Als Kontrolle diente eine RT-PCR auf GAPDH. Die Amplikons der jeweiligen RT-PCRs wurden
durch Sequenzierung bestitigt. (a). Expressionsverhiiltnisse der analysierten mRNA-Isoformen
bei Bel-X (b), ARAF1 (c) bzw. DAP (d). Die Auswertung der Bandenintensititen (abziiglich der

Hintergrundintensitiit) erfolgte mit der Software ImageJ.
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Wie oben beschrieben, wurden die Primerbindungsstellen so gewéhlt, dass beide Isoformen
DAP-S und DAP-L detektiert werden konnen. Wie in Abbildung 4.24 zu beobachten, zeigte
sich bei hnRNP H-reprimierten Zellen eine Reduktion beider Isoformen, wéhrend in der Kon-
trollgruppe beide Isoformen unverdndert exprimiert wurden. Das Verhéltnis DAP-S / DAP-L
war fiir beide Kinetiken konstant.

Zusammenfasend kann gesagt werden, dass die Reduktion der hnRNP H-Expression mit der
Reduktion der Expression der mRNAs Bcl-X, ARAF1 und DAP einhergeht. Diese Reduktion
auf Transktiptebene soll auf Proteinebene mittels Western Blot bestétigt werden und ist Ge-

genstand eines laufenden Projektes.

4.2.5. ARAF1 interagiert mit MST2 und inhibiert dessen Kinaseaktivitat

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, geht die Reduktion der hnRNP H-
Expression in Tumorzelllinien mit einem apoptotischen Phénotyp einher. Die Betrachtung
moglicher Substrate von hnRNP H auf Transkriptebene zeigte die Deregulation von Genen,
die im Rahmen des programmierten Zelltodes Schliisselrollen einnehmen. Unter anderem
konnte gezeigt werden, dass die Expression des Gens ARAF1 nach hnRNP H-Reprimierung
verringert wurde. Es stellte sich die Frage, in welcher Art und Weise ARAF1 zur Apoptose in
Tumorzelllinien fithren kann. Bis dato gibt es laut Literatur keinen Hinweis darauf, dass eine
verringerte ARAF1-Expression zum progammierten Zelltod fithrt. ARAF1 gehort neben B-
Raf und Rafl zur Familie der Raf-Proteinkinasen. Alle drei Proteine sind Serin-Threonin-
Kinasen, die eine zentrale Rolle im Mitogen-activated protein kinase Signaltransduktionsweg
(MAPK pathway) einnehmen. Neben dieser Funktion wurde fiir das Proto-Onkogen Rafl
gezeigt, dass es die proapoptotische Kinase Mammalian Sterile20-like kinase (MST2) regu-
liert. Eine Reduktion der RAF1-Expression induziert Apoptose (O'Neill et al., 2004; O'Neill
et al., 2005).

Es stellte sich die Frage, ob ARAF]1 eine redundante Funktion von RAF1 einnimmt. Fiir diese
Funktion ist eine direkte Interaktion von ARAF1 mit MST2 sowie die Inhibierung der Kina-
seaktivitdt von MST2 durch ARAF1 notwendig. Zum Nachweis der Interaktion wurden HEK -
293 Zellen mit zwei Expressionsplasmiden transient transfiziert, die jeweils fiir die gesamte
cDNA von ARAF1 bzw. MST2 kodieren. ARAF1 wurde N-terminal mit einer myc-Sequenz
fusioniert (myc-TAG), MST2 mit einer Flag-Sequenz (Flag-TAG). Die transfizierten Zellen
wurden lysiert und Ko-Immunoprizipitationen (Ko-IP) wurden mittels immobilisierter, spezi-
fischer Antikorper gegen die Fusionsproteine (myc, Flag) wechselseitig durchgefiihrt. Die

Detektion erfolgte in Immunoblotexperimenten mit spezifischen Antikérpern gegen den myc-
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Tag bzw. den Flag-Tag. Abbildung 4.25a zeigt exemplarisch ein repriasentatives Experiment
aus drei unabhingigen Versuchen. Bei paralleler Transfektion beider Konstrukte konnte nach
Ko-IP von Flag-MST2 die Interaktion mit myc-ARAF1 mittels Westernblot gezeigt werden
(3. Bande von links, unten). Umgekehrt konnte auch Flag-fusinioniertes MST2 mittels myc-

ARAF]1 prézipitiert und detektiert werden (1. Bande von rechts, oben).
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Abbildung 4.25: ARAF1 interagiert mit MST2 und reduziert dessen Kinase-Aktivitit. HEK-293
Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden myc-ARAF1, FLAG-MST2 bzw. beiden Plamsi-
den parallel transient transfiziert (2 1pg). Die transfizierten Zellen wurden lysiert und Ko-
Immunoprizipitationen (Ko-IP) mittels immobilisierter, spezifischer Antikérper gegen die Fusi-
onsproteine (myc, Flag) wechselseitig durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit spezifischen An-
tikorpern gegen den myc-Tag bzw. den Flag-Tag in Westernblotexperimenten. Gezeigt ist ein
reprisentatives Experiment aus drei unabhiingigen Versuchen (a). HEK-293 Zellen wurden mit
0, 0,1, 0,5, 1,0 bzw. 2,0ug des Expressionsplasmids myc-ARAF1 transient transfiziert. Nach
Lysierung der Zellen erfolgte die Detektion der ARAF1-Expression mit einem spezifischen An-
tikorper im Western Blot. Als Ladekontrolle erfolgte der Westernblot auf die Kinasen ERK1
und ERK?2 mittels spezifischem Antikérpers. Die Kinaseaktivitit von endogenem MST2 wurde
mittels In-Gel-Kinase-Analyse semiquantitativ bestimmt. Die IP von endogenem MST2 erfolgte
mit einem immobilisierten, spezifischen Antikorper gegen MST2. Die Detektion der Ko-IP von
ARAF1 und MST?2 erfolgte im Westernblot mit spezifischem Antikérper gegen myc-ARAF1.
Die Kinaseaktivitit von immunprizipitiertem endogenem MST2 erfolgte mit Hilfe der Kina-
seaktivits-Anlyse. Als Ladekontrole erfolgte der Westernblot auf endogenes MST2. Gezeigt ist
ein reprisentatives Experiment aus zwei unabhiingigen Versuchen (b).

Neben der Interaktion der beiden Proteine wurde auch die Fihigkeit von ARAF1 untersucht,
die Kinase-Aktivitit von MST2 zu inhibieren. Diese Analysen wurden im Rahmen einer Ko-
operation von Eric O’Neill (The Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow) durchge-
fiihrt. Dazu wurden HEK-293 Zellen mit einer ansteigenden Konzentration des Expressi-
onsplasmids transient transfiziert, welches myc-Tag-fusioniertes ARAF1 exprimiert. Nach
Lyse der transfizierten Zellen erfolgte die Detektion des Proteins mittels spezifischer Anti-

korper im Western Blot. Abbildung 4.25b zeigt exemplarisch ein repriasentatives Experiment
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aus zwei unabhingigen Versuchen. Die Detektion von transfiziertem myc-ARAf1 erfolgte ab
einer Konzentration von 0,5pg Plasmid. Als Ladekontrolle erfolgte der Westernblot auf die
Kinasen ERK1 und ERK2. Die Transfektion von ARAF1 in HEK-293-Zellen geht mit einer
Reduktion der Kinaseaktivitdt einher. Nach IP von endogenem MST2 mit einem immobili-
sierten, spezifischen Antikorper konnte die Interaktion von MST2 mit ARAF1 verifiziert
werden. Desweiteren konnte mittels Kinaseaktivitits-Analyse eine Reduktion der Kinaseakti-
vitdt von MST2 durch steigende ARAF1-Konzentrationen gezeigt werden.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass ARAF1 mit der proapoptotischen Kinase MST2
interagiert. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass ARAF1 die Kinaseaktivitit von MST2
inhibiert. Detailliertere Untersuchungen zur Fragestellung, ob ARAF1 eine redundante Funk-

tion von RAF1 einnimmt, ist Gegenstand eines laufenden Projektes.

4.2.6. Proteomanalyse der siRNA-induzierten hnRNP H-Repression

Wie oben beschrieben wurden die Auswirkungen der hnRNP H-Reduktion auf Transkriptebe-
ne mittels Microarray analysiert. Diese Art der Analyse hat jedoch technisch bedingte Ein-
schrankungen. Transkripte kdnnen nur dann quantitativ erfasst werden, wenn hierfiir auf dem
Microarray eine Messung vorgesehen ist. Bei dem verwendeteten Array kann zwischen ver-

schiedenen Isoformen einer mRNA nicht unteschieden werden.

M, 7
179 ==
:I'.'AT'.";
e
50 R |
o -
27 e o S 'a
o - ‘ - -
20 - -

16 -

Abbildung 4.26: 2D-PAGE Auftrennung eines Protein-Gesamtlysates nach hnRNP H-
Reduktion. HeLa-Zellen wurden transient mit 100nM siRNA#1 oder 100nM Ktrl. siRNA trans-
fiziert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen (2x10°% in 2D-Lysispuffer lysiert. Die Gesamtlysate
wurden mittels zweidimensionaler Elektrophorese (2D-PAGE) separiert: IEF:pH 4-7, 90kVh;
2.Dim. 11% SDS-PAGE. Gezeigt ist ein repriisentatives 2D-Gel mit Gesamtlysat nach hnRNP H-
Repression.



Ergebnisse 76

Auf Proteinebene sollten sich solche Verdnderungen detektieren lassen. Fiir diese Proteoma-
nalyse wurde das gleiche zelluldre System wie bei der durchgefiihrten Transkriptomanalyse
gewihlt: HeLa-Zellen wurden transient mit 100nM siRNA#1 oder 100nM Ktrl. siRNA trans-
fiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen in 2D-Lysispuffer aufgenommen. Die Gesamtlysa-
te wurden mittels zweidimensionaler Elektrophorese (2D-PAGE) separiert. Die Visualisie-
rung der aufgetrennten Proteine erfolgte mittels Silberfarbung. Ein représentatives zweidi-
mensionales Gel ist in Abbildung 4.26 gezeigt. Die fortfilhrende Analyse und Identifizierung
differenzieller Proteine mittels Massenspektrometrie konnte aus Zeitgriinden nicht durchge-

fiihrt werden und ist Gegenstand eines laufenden Projektes.

4.3. Untersuchungen zur posttranslationalen Modifikation von
hnRNP H

Neben den in Kapitel 4.2 durchgefiihrten funktionellen Analysen des Proteins hnRNP H er-
schien eine Untersuchung der post-translationalen Modifikation des Proteins als interessant.
In der Literatur sind bis dato sehr wenige Informationen zu Modifizierungen des Proteins
bekannt. Navakauskiene und Kollegen berichten, dass hnRNP H wéhrend der Apoptose an
Tyrosinen phosphoryliert wird. Details sind jedoch nicht bekannt (Navakauskiene et al.,
2004). Honoré¢ und Kollegen zeigten, dass hnRNP H wahrscheinlich proteolytisch gespalten
wird (Honore et al., 1999). Es wird diskutiert, dass die entstehenden Spaltprodukte oder Un-
tereinheiten eigene Aktivitdten hinsichtlich RNA-Bindung besitzen konnten und somit fiir
spezifische Reaktionen geeignet sein. Direkte Beweise fiir das Auftreten der hnRNP H-
Untereinheiten liegen bis dato nicht vor. Dieses Kapitel soll daher auf die Frage eingehen, ob
die beschriebenen Spaltprodukte von hnRNP H tatsdchlich in zelluldren Systemen zu finden
sind.

Wie bereits in Kapitel 4.1.2 kurz beschrieben, wurden nach Identifizierung der potenziellen
TAs mittels Massenspektrometrie die experimentell ermittelten Molekulargewichte sowie
deren isoelektrische Punkte mit den theoretisch berechneten verglichen. Bei dem Protein
hnRNP H fiel auf, dass theoretische und experimentelle Werte nicht iibereinstimmten. Abbil-
dung 4.27 zeigt reprisentativ eines der zwei 2D-Gele, aus denen hnRNP H identifiziert wurde
(sieche Pfeil). Demnach handelt es sich um ein ca. 23kDa grosses Protein mit einem isoelektri-
schen Punkt von 6,5-7. Theoretisch ist hnRNP H jedoch 49,2kDa grof3, der berechnete pl liegt
bei 5,89. Bei Betrachtung der massenspektrometrischen Daten fiel auf, dass alle 10 identifi-
zierten Peptide des tryptischen Verdaus aus der N-terminalen Héilfte des Gesamtproteins

stammen (Abbildung 4.27b). Das theoretisch berechnete Molekulargewicht dieser Aminosiu-
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ren (Aminosdure 1 bis 200) betrdgt 22,7kDa, der pl liegt bei 6,54. Es ist also wahrscheinlich,
dass der identifizierte Proteinspot nur die N-terminalen Aminsiuren von 1 bis ca. 200 enthielt.
Diese Identifizierung wire eine Bestitigung der Ergebnisse von (Honore et al., 1999), wo
solche Bruchstiicke des Proteins beobachtet worden sind. Bei nidherer Betrachtung der Ergeb-
nisse, wiirde das N-terminale Spaltprodukt die beiden RNA-Bindungsdomdnen qRRM1 und
gRRM2 sowie einen Teil der ersten ,,Hilfsdomadne® AUX1 umfassen (Abbildung 4.27¢c). Der
zweite C-terminale Teil des Proteins wiirde somit die RNA-Bindungsdoméne qRRM3 und die

zweilte Hilfsdomine AUX2 umfassen.
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Abbildung 4.27: Identifizierung von hnRNP H mittels allo-AMIDA. Gezeigt ist ein reprisentati-
ves 2D-Gel einer Immunprizipitation, aus welchem hnRNP H isoliert wurde (a). Sequenziiber-
lagerung analysierter Peptide (rot) mit dem Gesamtprotein (schwarz) der massenspektrometri-
schen Analyse. Gezeigt sind berechnete theoretische Molekulargewichte und isoelektrische
Punkte des Gesamtproteins und Spaltprodukte davon (b). Schematischer Aufbau von hnRNP H
und Darstellung der Doménenstruktur des Proteins nach (Honore et al., 1999). AS: Aminosiu-
rerest, QRRM: quasi-RNA-Bindungsdomiine, AUX: Hilfsdomine.

Im folgenden sollten die oben gemachten Beobachtungen bestitigt und detaillierter analysiert
werden. Dazu wurden Zellen der Zelllinie GHD mit einem Expressionsplasmid, welches fiir
die gesamte cDNA von hnRNP H kodiert, stabil transfiziert. N- bzw. C-terminal an hnRNP H
wurde ein sog. HA-tag fusioniert, der die Detektion von hnRNP H bzw. dessen Spaltprodukte
im Immunoblot ermdglicht (GHD hnRNP H N-HA bzw. GHD hnRNP H C-HA). Als Kon-
trolle wurde der entsprechende Leervektor des Expressionsplasmids stabil transfiziert (GHD
pcDNA3.1 leer). Die Expression der beiden hnRNP H-Fusionsproteine konnte in Immunoblot
Experimenten mit einem spezifischen Antikdrper gegen den HA-Tag (3F10) nachgewiesen

werden. Abbildung 4.28 zeigt ein repriasentatives Experiment. Beim ungespaltenen Fusions-
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protein war jeweils als Bande von ca. 49kDa Grosse detektierbar (Bande 1). Beim N-
terminalen Fusionsprotein (GHD hnRNP H N-HA) konnten drei zusitzliche putative Spalt-
produkte detektiert werden. Diese haben geschitzte Molekulargewichte von 37 kDa (Bande
2), 25kDa und 23kDa (Banden 3). Ein Spaltprodukt dieser Grosse enstpricht dem im AMI-
DA-Screen detektierten N-terminalen Teil von hnRNP H. Bei C-terminaler Fusion konnten
fiinf zusatzliche Spaltprodukte zwischen 37 bis 20kDA beobachtet werden. Interessanterweise
traten diese Banden (Banden 1-6) reproduzierbar als Doppelbanden auf. Bei Zellen, die mit
dem Leervektor transfiziert worden waren, wurden erwartungsgemaéss keine Banden detek-
tiert. Aus der hohen Zahl der potenziellen Spaltprodukte konnte keine direkte Berechnung
einer oder mehrerer Spaltstellen erfolgen. Die detektierten Banden und deren geschitze Mo-

lekulargewichte sind in Tabelle 4.6a zusammengefasst.
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Abbildung 4.28: Expression von HA-fusioniertem hnRNP H in stabil transfizierten GHD-Zellen.
GHD-Zellen wurden stabil mit einem hnRNP H-kodierenden Expressionsvektor transfiziert.
hnRNP H wurde N- bzw. C-terminal mit einem HA-Tag fusioniert (GHD hnRNP H N-HA bzw.
GHD hnRNP H C-HA). Als Kontrolle wurden GHD Zellen mit dem korrespondierenden Leer-
vektor stabil transfiziert (GHD pcDNA3.1 leer). Die Expression der Fusionsproteine wurde im
eindimensionalen (1D) Western Blot mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers (3F10) in Kombi-
nation mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikdrper nachgewiesen. Zur Abschitzung
des Molekulargewichts in KDA wurde ein Marker (Mr) mitgefiihrt.

Im Folgenden sollten zweidimensionale (2D) Western Blots durchgefiihrt werden. Neben dem
Molekulargewicht eines detektierten Spots kann somit auch der isoelektrische Punkt analy-
siert werden. Dazu wurden die stabilen Transfektanten GHD hnRNP H N-HA und GHD
hnRNP H C-HA in 2D-Lysispuffer lysiert. Als Kontrolle dienten Lysate der Zelllinie GHD
pcDNA3.1 leer. Die Proteinlysate wurden anschlieBend zweidimensional separiert, wobei die
erste Dimension aus einer isoelektrischen Fokussierung (IEF) iiber einen immobilisierten pH-

Gradienten (pH 3-10) bestand. Nach dieser Separierung der Proteine beziiglich ihres jeweili-
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gen isoelektrischen Punktes (pl) erfolgte die zweite Dimension mittels einer vertikalen SDS-
Polyacryamidgelelektrophorese. Die Auftrennung der Proteine efolgte hier beziiglich des Mo-
lekulargewichtes.

Die Visualisierung der beiden hnRNP H-Fusionsproteine bzw. der potenziellen Spaltprodukte
erfolgte in Immunoblot Experimenten mit einem spezifischen Antikdrper gegen den HA-Tag

(3F10). Abbildung 4.29 zeigt ein repriasentatives Experiment.
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Abbildung 4.29: Zweidimensionale Immunoblots zur Detektion potenzieller hnRNP H-
Spaltprodukte. GHD-Zellen wurden stabil mit einem hnRNP H-kodierenden Expressionsvektor
transfiziert. hnRNP H wurde N-terminal (a) bzw. C-terminal (b) mit einem HA-Tag fusioniert
(GHD hnRNP H N-HA bzw. GHD hnRNP H C-HA). Als Kontrolle wurden GHD Zellen mit dem
korrespondierendem Leervektor stabil transfiziert (GHD pcDNA3.1 leer) (c¢). Gesamtlysate der
stabilen Transfektanten wurden zweidimensional separiert IEF: pH 3-10. 2. Dimension: 12%
SDS-PAGE). Die Expression der Fusionsproteine wurde im zweidimensionalen (2D) Western
Blot mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers (3F10) in Kombination mit einem Peroxidase-
gekoppelten Sekundirantikérper nachgewiesen. Zur Abschitzung des Molekulargewichts in
kDA wurde ein Marker (Mr) mitgefiihrt.

Bei stabiler Transfektion mit dem N-terminalen Fusionsprotein waren fiinf Spots zu beobach-
ten. Die Spots 1 bis 3 haben ein geschitztes Molekulargewicht von 49kDa, der pl liegt zwi-
schen 5,5 und 6,0. Hierbei handelt es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um das ungespaltene

Protein hnRNP H (Theoretisch berechnete Werte: 49,2kDa, pl 5,89), welches posttranslatio-
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nale Modifikationen aufweist. Moglich wire eine Modifikation des Proteins durch ein oder
mehrere Phosphorylierungen, bei dem der pl des Proteins vermindert wird. Desweiteren fin-
den sich 2 Spots (4-5) mit 37kDa und einem pl zwischen 6,0 und 6,5. Bei C-terminaler Fusion
des HA-tags fanden sich acht Spots. Sieben wiesen ein geschétztes Molekulargewicht von
49kDa auf, der pl lag zwischen 4,5 und 6,5. Auch hier wére eine Modifikation durch
Phosphorylierungen eine wahscheinliche Ursache. Als mogliches Spaltprodukt war ein Spot

mit 25kDa zu beobachten, der pl lag bei 5,0 bis 5,5.

Tabelle 4.6: Potenzielle Spaltprodukte der hnRNP H-HA-Fusionsproteine. Zusammengestellt
sind die geschitzten Groflen der Produkte in kDa bei eindimensionalem Western Blot (a). Beim
zweidimensionalen Western Blot (b) ist das geschiitzte Molekulargewicht (in kDa ) und der ge-
schiitzte isoelektrische Punkt (pI ) angegeben.

a
Zellen # MW (kD) pl Bemerkungen
GHD wt - - -
hnRNPH 1 49
N-HA
2 37
3-4 25
hnRNPH 1 49 Doppelbande
C-HA
2 37 Doppelbande
3 29 Doppelbande
4 25 Doppelbande
5 22 Doppelbande
6 20 Doppelbande
b
Zellen # MW (kD) pl Bemerkungen
GHD wt - - -
hnRNPH 1-3 49 5,5-6,0
N-HA
4-5 37 6,0-6,5
hnRNPH 1-7 49 4,5-6,5
C-HA
8 25 5,0-5,5

Die Auswertung der 1D- und 2D-Western Blots ermdglichte keine Berechnung von mdgli-

chen Spaltstellen im Protein hnRNP H. Neben der postulierten Spaltstelle gibt es offensicht-
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lich weitere Spaltstellen innerhalb des Proteins. Hinzu kommen andere mogliche Modifikati-
onen wie Phophorylierungen, die die Auswertung erschwerten.

Eine anschlieBende Frage wire, ob potenzielle Spaltprodukte von hnRNP H unterschiedliche
Lokalisationen innerhalb des Zellkerns einnehmen. Diese Fragestellung konnte mittels im-
munhistochemischer Experimente mit einem spezifischen Antikorper gegen die HA-
Fusionsproteine beantwortet werden. Eine weitere Moglichkeit wiare die Fusionierung fluo-
reszeierender Proteine wie das Green Fluorescent Protein (GFP) anstelle der verwendeten
HA-Fusionen.

Die detailliertere Analyse post-translationaler Modifikationen von hnRNP H sowie die Loka-

lisation potenzieller Spaltprodukte von hnRNP H ist Gegenstand eines laufenden Projektes.
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5. Diskusssion

5.1. Weiterentwicklung der AMIDA-Technologie zur allo-AMIDA-
Technologie

Maligne Erkrankungen werden Schétzungen zufolge in den néchsten Jahren die hiufigste
Todesursache in den entwickelten Lidndern sein. Die wichtigsten Voraussetzungen zur Be-
kampfung von Krebsleiden sind zuverldssige Vorsorgeuntersuchungen insbesondere bei Risi-
kogruppen, um eine optimale Fritherkennung zu gewéhrleisten. Fiir diese Untersuchungen
stehen bis dato nur fiir wenige Tumorentititen valide Biomarker zur Verfiigung, wie bei-
spielsweise PSA zur Frithdiagnose des Prostatakarzinoms. Fiir die klinische Anwendung wer-
den daher seit einigen Jahren gezielt Techniken zur Identifizierung neuer Biomarker enwi-
ckelt. Hervorzuheben sind hier serologische Verfahren wie SEREX (Chen et al., 1997) und
PROTEOMEX (Klade et al., 2001). Beide Techniken basieren auf einer spezifischen humora-
len Antwort gegen Tumorantigene bzw. Tumor-assoziierte Antigene und wurden fiir eine
Vielzahl von Tumorentititen durchgefiihrt (Le Naour, 2001).

In unserer Arbeitgruppe wurde eine neue Strategie zur Identifizierung von Tumorantigenen
etabliert. Diese Technik wurde AMIDA genannt, ein Akronym fiir die ,,Antibody-mediated
Identification of Antigens* (Gires et al., 2004). AMIDA basiert auf der spezifischen Autoan-
tikorper-vermittelten Selektion und Aufreinigung potenzieller Tumorantigene und deren an-
schliefender zweidimensionaler Auftrennung und Isolierung. Die Technik besitzt einige Vor-
teile gegeniiber den angesprochenen Techniken SEREX und PROTEOMEX. So lassen sich
aufgrund der Verwendung von rekombinanten Proteinen bei SEREX keine Proteine mit post-
translationalen Modifikationen identifizieren. Dies ist bei PROTEOMEX und AMIDA mog-
lich. Die Durchfiihrung von SEREX ist zudem sehr langwierig und technisch schwierig, weil
zundchst cDNA-Banken aus Tumorproben generiert und in Phagen-Vektoren kloniert werden
miissen. Bei PROTEOMEX erfolgt die Erkennung der Tumorantigene nach der Auftrennung
der komplexen Proteingemische mittels 2D-Elektrophorese. Da die klassische 2D-
Gelelektrophorese jedoch nur eine begrenzte Anzahl der abundantesten Proteine (maximal ca.
3000) aufzutrennen vermag, kénnen hierbei nur Antigene aus dieser limitierten Proteinzahl
untersucht werden. Schétzungen gehen davon aus, dass dass es ingesamt ca. 300.000 unter-
schiedliche Proteinspezies gibt, in differenzierten Zellen ca. 30.000 Spezies. Mittels klassi-
scher 2D-Elektrophorese konnen also maximal zwischen 1% und 10% des Gesamtproteoms
pro Gel aufgetrennt werden. Ein weiteres technisches Problem ist der Vergleich von Silber-

Gelen und 2D-Immunoblots, da die Gefahr besteht, falsche Proteine duch den Vergleich der
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Spotmuster zu isolieren. Unter einem Silber-gefdrbten Spot kénnen mehrere Proteine liegen,
so dass nicht eindeutig ist, welches von ihnen vom Antikorper erkannt wird.

AMIDA iiberkommt einige dieser Limitationen von SEREX und PROTEOMEX. So findet
eine Selektion der Antigene vor der 2D-Elektrophorese mittels Immunoprézipitation statt.
Dies resultiert in einer drastischen und gut reproduzierbaren Reduktion der Komplexitit des
aufzutrennenden Proteingemisches.

Des weiteren zeigte sich, dass die autolog durchgefiihrte AMIDA-Technik einige Limitatio-
nen und Nachteile birgt. Dies betrift etwa die verwendete Proteinquelle. Beim Standard-
Protokoll der autologen AMIDA-Version werden Proteinlysate aus Primédrtumoren verwen-
det. Biopsien aus chirurgischen Eingriffen in Kombination mit autologem Serum des Patien-
ten sind jedoch nur begrenzt verfiigbar. Daher ist eine beliebige Reproduzierbarkeit der Expe-
rimente nicht gegeben. Hinzu kommt, dass Tumorgewebe sehr heterogen aufgebaut sind und
dementsprechend unterschiedliche Mengen nicht-maligner infiltrierender Zellen enthalten.
Die meiner Meinung nach gréfite Limitation der autologen AMIDA Methode betrifft die ein-
gesetzten Kontrollen. Die Verwendung von gesundem Gewebebiopsien aus dem Hals-
Rachen-Raum ist ethisch nicht vertretbar. Daher werden neben der eigentlichen IP von Tu-
morzelllysat mit autologen Serumantikérpern beim Originalprotokoll zwei nur bedingt geeig-
nete Kontrollen durchgefiihrt: (1) die IP von Serumantikoérpern mit Lysaten aus autologen
Leukozyten und (2) die IP ,,ohne Tumorzelllysat®. Es war ein Ziel dieser Arbeit, diese techni-
schen Limitationen von AMIDA zu umgehen und die Technik weiter zu optimieren. Diese
Anderungen sind in Tabelle 5.1 zusammengestellt.

Anstelle von Tumorzellysaten aus Primédrtumoren werden Lysate aus Tumorzelllinien ver-
wendet. Diese stellen eine nahezu unbegrenzte und homogene Proteinquelle dar. Auf diese
Weise konnen Patienten-Seren unter standardisierten Bedingungen analysiert und beliebig
reproduziert werden. Diese Anderung des Protokolls hat zur Folge, dass die Technik nicht
mehr autolog sondern allogen durchgefiihrt wird. Aus diesem Grund kann auch die IP von
Tumorzellysat mit Antikdrpern gesunder Spender allogen durchgefiihrt werden. Um individu-
elle Serumreaktivititen einzelner Spender auszuschlieen, wurden Gemische aus 100 Seren
gesunder Spender verwendet. Bei der Verwendung von Zelllinienlysaten in Kombination mit
einem Tumorserum und einem Normalserum sind somit nur noch zwei anstelle von drei 2D-
Gelen notwendig. Aufgrund des nunmehr allogenen Charakters der Technik wurde die wei-
terentwickelte Technik als ,,allo-AMIDA* bezeichnet.

Neben diesen Anderungen wurde allo-AMIDA im priparativen MaBstab durchgefiihrt, um so

die Sensitivtdt zu erhohen. Dazu wurden die jeweiligen Mengen an Antikorpern, Sepharose-
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Beads und eingesetztem Zellysat erhoht (siehe Tabelle 5.1). Um eine effizientere Kopplung
der Antikorper an die Sepharose mittels Crosslink zu gewéhrleisten und eine Verunreinigung
mit Serumbestandteilen auszuschlieBen, wurden die IgGs vor der Kopplung aus dem Serum
aufgereingt. An Stelle der bisher benutzten Protein A-Sepharose wurde Protein G-Sepharose
verwendet, um theoretisch alle vier humanen IgG-Subklassen binden zu kénnen (Nach Anga-
ben des Herstellers bindet Protein A keine humanen IgGs;-Antikorper.).

Diese technischen Verdnderungen resultierten in einer groleren Menge an aufzutrennenden
Proteinen. Um die Separierung der Immunpréazipitate im Rahmen der 2D-Elektrophorese ge-

wihrleisten zu kénnen, wurde die Auftrennungsfliche vergroBert (von 324cm® auf 480cm’

theoretische Flache).

Tabelle 5.1: Vergleich von AMIDA und allo-AMIDA.

AMIDA-Protokoll

allo-AMIDA-Protokoll

Grund der Anderung

Antikorper Direkte Kopplung von | Aufreinigung der Ankor- | Quantitative Kopplung
und IP Antikérpern aus 300l | per vor der Kopplung. | von IgGs an die Sepharo-
Serum. 10mg werden gekoppelt. | se. Depletion abundanter
Serumproteine (Albumin).
Protein A Sepharose Protein G Sepharose Bindung aller humanen

(100ul) (500pl) IgG-Subklassen.
- IgG-Pool von 100 gesun- | Kontrolle, Versuche in

den Spendern Replikaten moglich.

Verwendete Proteinextraktion aus Proteinextraktion aus Zelllinien sind  ,unbe-

Proteinquelle

Primartumoren (10" Zel-

len)

Tumorzelllinien (10® Zel-

len)

grenzt“ verfligbar. Erho-
hung des Proteinpools er-
die Detektion

seltener Proteine.

moglicht

Auftrennung | 18cm IPG x 18cm 2. Di- | 24cm IPG x 20cm 2. Di-
der IPs mension (324cm® Trenn- | mension (480cm® Trenn-
flache) flache)
Detektion Immunprazipitation,  Sil- | Immunprazipitation,  Sil- -
berfarbung, Coomassie berfarbung
Spezifi- IP mit gesundem Gewebe | IP mit IgG-Pool von 100 | Gesundes Gewebe aus

titskontrolle

gesunden Spendern

ethischen Grinden nicht

verfugbar.

Sensitivitat

Limitiert durch Silberfar-
bung

Limitiert durch Silberfar-
bung




85 Diskussion

Mit der so optimierten Methode konnte gezeigt werden, dass die Selektion der Antigene mit-
tels IP vor der 2D-Elektrophorese ein geeigneter biologischer Filter ist. Wie bei der autolog
durchgefiihrten AMIDA Methode, resultiert die IP in einer drastischen Reduktion der Kom-
plexitét des Proteingemisches.

Die neue allo-AMIDA-Strategie wurde an Patientenseren angewendet, die an malignen Er-
krankungen der oberen Atemwege leiden. Durchschnittlich konnten auf diesen 2D-Gelen zwi-
schen und 800 und 1100 Spots detektiert werden. Der Vergleich von Prizipitaten von Tumor-
patienten zu gesunden Spendern zeigte ca. 99,5% identische Spots. Nur ca. 5-6 Spots pro Gel,
also 0,5%, wurden selektiv auf IPs von Tumorpatienten detektiert. Diese Proteine, welche
sich selektiv mit IgGs von Tumorpatienten isolieren lieBen, wurden als potenzielle TAs be-
trachtet und weiter analysiert.

Die Vorteile der neu etablierten allo-AMIDA-Methode liegen sicherlich in der hohen Repro-
duzierbarkeit und in der Tatsache, dass das System ebenfalls unabhingig von der Tumorenti-
tat anwendbar ist. Einzige Vorraussetzungen sind Serumproben von Patienten und Karzinom-
zelllinien der entsprechenden Entitdt. Mittlerweile sind diese jedoch fiir die unterschiedlichs-
ten Tumorarten etabliert und verfiigbar.

Neben malignen Erkrankungen ist eine Anwendung auch fiir andere Erkrankungen, bei denen
spezifische humorale Immunantworten induziert werden, denkbar. Mdgliche Beispiele wiren
Autoimmunerkrankungen (Goodnow et al., 2005; Scofield, 2004) und Infektionen mit Patho-
genen. Eine xenogene Anwendung wurde fiir die urspriingliche AMIDA-Technik am Beispiel
der Lyme-Borreliose (Borrelia burgdorferi) gezeigt (personliche Mitteilung: Dr. Olivier Gi-
res). Seren immunisierter kongener Mausstimme wurden zur IP von Spirochéten-Lysaten
herangezogen. Abhéngig von der Menge inokulierter Bakterien enthielten Mausseren Borrelia
burgdorferi-spezifische Immungobuline, welche eine Isolierung des jeweiligen Antigens er-
laubten.

Der grofie Vorteil der allo-AMIDA-Strategie — die Verwendung allogener Zellinien in Kom-
bination mit Patientenseren — ist gleichzeitig der gro3te Nachteil der Technik: Die allogenen
Reaktionen zwischen Proteinen aus Zelllinien mit Serumantikorpern ist eine Mischung ver-
schiedenster Bindungen und Interaktionen, deren genaue Zusammensetzung unbekannt ist.
Jedoch sollte die entsprechende Kontrolle bei allo-AMIDA, also IgGs gesunder Spender, ver-
gleichbare allogene Reaktionen aufweisen.

Die Lysate aus Karzinomzelllinien fiir die [Ps stellen eine homogene Proteinquelle dar. Tu-
morbiospsien hingegen sind in der Regel sehr heterogen aufgebaut. Neben Tumorzellen ent-

halten sie eine groBe Zahl infiltrierender nicht-maligner Zellen (Balkwill, 2004) und Binde-
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gewebe, die fiir die IP nicht erwiinscht sind. Andererseits entsprechen Karzinomzelllinien
nicht in allen Belangen der in vivo Situation eines Karzinoms. So wird ein solider Tumor
nicht nur durch die Masse an Tumorzellen definiert, hinzukommen Zell-Zell-Kontakte, infil-
rierende nicht-maligne Zellen, Stroma, etc., die den Gesamttumor beeinflussen (Gieseg et al.,
2004).

Nach der Identifizierung potenzieller TAs mittels allo-AMIDA, aber auch anderer Strategien
wie SEREX und PROTEOMEX, ist stets eine Validierung erforderlich. Diese Validierung
betrifft einerseits die funktionelle Analyse der potenziellen TAs zur Kldrung, warum sich in
Patientenseren spezifische Antikdrper gegen ein Antigen befinden. Eine weitere Validierung
betrifft die quantitative Betrachtung der spezifischen humoralen Antwort gegen TAs. Es wur-
de gezeigt, dass diese spezifischen Antikdrper als zirkulierende Biomarker genutzt werden
konnen (Fernandez Madrid, 2005; Lueking et al., 2003; Mintz et al., 2003). Im Falle von
AMIDA, wurde dies fiir die TAs cK8 (Gires et al., 2004) sowie E-FABP (Rauch et al., 2004)
gezeigt. Erhohte Konzentrationen cK8-spezifischer Antikdrper konnten in ca. 37% aller un-
tersuchten Patienten mit Karzinomen des Hals-Rachen-Raumes beobachtet werden. Im Falle
von E-FABP zeigten 20% der Patienten erhdhte Konzentrationen E-FABP-spezifischer Anti-
korper im Serum. Diese spezifischen humoralen Antworten gegen TAs konnten als als viel-
versprechende, zirkulierende Biomarker genutzt werden. Ein Biomarker allein besitzt jedoch
kaum eine ausreichende Sensitivitdt und Spezifitit fiir einen routineméfBigen Einsatz in der
Frithdiagnostik. Deshalb ist es ein Ziel in der Arbeitsgruppe, die spezifischen humoralen
Antworten mehrerer Biomarker zu kombinieren.

Eine mogliche Weiterentwicklung von AMIDA wiére die Verwendung der DIGE-Technik
(differential gel electrophoresis) an Stelle der Silberfarbung von 2D-Gelen (Tonge et al.,
2001). Zwei Protein-Proben — im Fall von AMIDA eine IP mit Tumor-IgGs und eine Kon-
troll-IP — werden mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen gefiarbt und in einem 2D-Gel
gemeinsam aufgetrennt. Hierdurch konnen technisch bedingte Unterschiede zwischen 2D-
Gelen umgangen werden. DIGE-Farbstoffe besitzen zudem eine hohere Sensitivitit als die
herkommliche Silberfarbung.

Membranproteine mit mehreren Transmembrandoménen und andere stark hydrophobe Protei-
ne wurden aufgrund der Begrenzungen der 2D-Technik nicht identifiziert. Da diese aber fiir
Therapieansétze mit monoklonalen Antikdrpern sehr interessant sind, ist es erstrebenswert,
allo-AMIDA dahingehend zu optimieren. Denkbar wire die IP von TAs aus Membranfraktio-
nen von Tumorzelllinien mit Serumantikérpern und die nachfolgende Auftrennung der Anti-

gene mittels HPLC. Einzelne HPLC-Fraktionen konnten anschlieend in einem eindimensio-
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nalen Gel aufgetrennt und visualisiert werden. Eine Kombination dieses Ansatzes mit der

DIGE-Technologie ist ebenfalls andenkbar.

5.2. Identifizierung von Tumorantigenen des Kopf-Hals-Bereiches
mittels allo-AMIDA

Nach Etablierung der allo-AMIDA-Technik war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit,
neue Tumorantigene im Bereich der Hals-Rachen-Karzinome zu identifizieren, zu validieren
und zu charakterisieren. Bei diesen Karzinomen sind bis jetzt kaum Tumorantigene beschrie-
ben worden (Quon ef al., 2001). Bekannte tumorassoziierte bzw. tumorspezifische Antigene
fiir diese Tumorentitét sind p53 (Boyle et al., 1993), EpCAM (epithelial cell adhesion mole-
cule) (Armstrong and Eck, 2003), CEA (carcinoembryoic antigen) und SCC (squamous cell
carcinoma antigen) (Walther et al., 1993). Aufgrund ihrer geringen Spezifitit bzw. Sensitivi-
téit sind diese jedoch nicht als diagnostische und prognostische Marker fiir diese Entitit geeig-
net.

Allo-AMIDA wurde mit acht Seren von Patienten, die an malignen Erkrankungen des Hals-
Rachen-Bereiches leiden, durchgefiihrt. Die IP erfolgte mit Lysaten aus den Plattenepithel-
karzinomzelllinien FaDu und PCI-1. Diese Zelllinien wurden urspriinglich aus Tumorzellen
des Hals-Rachen-Bereiches generiert und stellen somit eine valide Proteinquelle fiir die IP
dar. Auf diese Weise konnten auf den 2D-Gelen insgesamt 37 Proteine detektiert werden, die
ausschlieBlich mit Antikdrpern von Patienten prézipitierten. Proteine, wie leichte und schwere
Immunglobulinketten, wurden nicht als potenzielle TAs eingeordnet. 27 der 37 Proteine
konnten mit signifikanten MOWSE-Scores mittels Massenspektrometrie identifiziert werden.
Dies entspricht einer Identifizierungsquote von ca. 73% aller mittels Peptide-Mass-
Fingerprint (PMF) identifizierten Proteine. Eine weitere Optimierung dieser hohen Quote
wére durch die Kombination von PMF-Massenspektren mit Peptid-Sequenzierungen eines
MS/MS-Massenspektrometers moglich. Ein MALDI-ToF-ToF-Massenspektrometer steht
mittlerweile zur Verfiigung, die Anwendungen werden derzeit auf dieses Gerit optimiert.
Einige Proteine wurden mit mehreren Seren und in verschiedenen Tumorzelllinien isoliert, so
dass sich 12 potenzielle TAs ergeben. Eine Einteilung der Proteine erfolgte nach Literaturstu-
dien in folgende 2 Gruppen: 1. Proteine, die bereits als TAs beschrieben oder diskutiert wur-
den bzw. mit Tumoren assoziiert sind und 2. Proteine, die bis dato nicht als TAs beschrieben
wurden oder mit Tumoren assoziiert sind. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 zusammenge-

stellt.
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Neun der 12 allo-AMIDA-Antigene weisen laut Literatur bei verschiedenen malignen Er-
krankungen eine erhohte Expression auf bzw. sind mit Tumoren assoziiert. Fiinf Antigene
wurden bereits als Tumorantigene identifiziert. Grb-2 ist das einzige bereits beschriebene Pro-
tein, dass mit Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches assoziiert ist (starke Uberexpression bei

Nasopharynxkarzinomen).

Tabelle 5.2: allo-AMIDA-Antigene, die bereits bekannte Tumorantigene sind bzw. mit Tumoren

und Karzinogenese assoziiert sind.

allo-AMIDA- TA / Tumor-/ Karzinogenese-assoziiert Referenzen

Antigen

e-FABP Starke Expression bei Blasen- (Adamson et al., 2003,
Plattenepithelkarzinomen und Pankreas- Ostergaard et al., 1997,

Adenomkarzinomen. Bei Prostata-Karzinom mit

Metastasierungsgrad assoziiert.

Sinha et al., 1999)

Cytidine Deaminase

Erhohte Expression bei Magenkarzinom und

akuter lymphatischer Leumamie (ALL).

(Durak et al., 1994; Hippo
et al., 2001; Sun et al,
2003)

Grb 2 Erhdohte Expression bei Brustkrebs und Na- (Fung et al., 2000; Kairouz
sopharynxkarzinom. and Daly, 2000; Verbeek et
al., 1997)
TRIP-1 Erhohte Expression bei Leberkarzinom. Trans- (Huang et al., 2004)*
formierende Eigenschaften.
PSP1, a -
hnRNP H Erhohte Expression bei Pankreas- (Honore et al., 2004)*

Adenokarzinom, Leber- und Magenkarzinom.

Tropomyosin 3

TA in Neuroblastomen. Assoziiert mit Kolonkar-

(Lin et al., 2002)

Isoform 2 zinomen.

Profilin I -

Cortactin SEREX-TA bei Brustkrebs. (Lagarkova et al., 2000)

Tubulin beta 1 TA in Neuroblastomen. (Prasannan et al., 2000)

BiP protein TA in Prostata-Karzinomen. BiP-spezifische (Mintz et al., 2003)
Antikorper im Serum korrellieren mit der Tumor-
progression und Prognose.

Hsp27 PROTEOMEX-TA bei Nierenzellkarzinom (Conroy et al, 1998;
(RCC), uberexprimiert bei Magenkarzinomen, Kapranos et al, 2002;

Karzinomen der Speiserdhre. Spezifische Anti-

korper bei Brustkrebs.

Lambot et al., 2000; Lich-
tenfels et al., 2002)

* Publikation erfolgte nach Identifizierung / im Verlauf der Charakterisierung der allo-AMIDA-

Antigene
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Zum Zeitpunkt der Identifizierung der potenziellen Antigene war laut Literatur fiir vier Anti-
gene (PSP-1, hnRNP H, Profilin II, TRIP-1) keine Assoziation mit Tumoren beschrieben.

Die Tatsache, dass neun der 12 Antigene mit verschiedenen Tumorentititen assoziiert sind
und fiinf allo-AMIDA-Antigene beschriebene Tumorantigene sind, unterstreicht die Eignung
von allo-AMIDA als Technik zur TA-Identifizierung. Einige der TAs wurden mit Serumanti-
korpern mehrerer Patienten immunoprézipitiert. Dies 1d8t die Vermutung zu, dass es sich
hierbei um sogenannte ,,shared tumor antigens* handelt, also Antigene, die in einer Viezahl
von Patienten gefunden werden (Van den Eynde and van der Bruggen, 1997).

Zu beachten ist, dass dieses Screening nur mit einer geringen Fallzahl durchgefiihrt wurde
(acht Patientenseren / zwei Zelllinien). Allo-AMIDA ist somit eine schnelle und effiziente
Strategie zur Antigenidentifizierung. Die Methode soll mit weiteren Seren und Tumorzellli-
nien durchgefiihrt werden, so dass zu hoffen ist, neue Antigene identifizieren zu kénnen. Die
Methoden 2D-Elektrophorese und Massenspektrometrie als Haupttechniken von allo-AMIDA
sind teilweise automatisierbar, so dass groBere Patientenzahlen in einer kurzen Zeit analysiert

werden konnen.

5.3. Validierung der allo-AMIDA-Antigene

Neben bekannten TAs und Proteinen, die in einigen Tumorentitéten stark exprimiert werden,
wurden auch vier Antigene (PSP-1, hnRNP H, Profilin II, TRIP-1) identifiziert, fiir die zum
Zeitpunkt der Identifikation keine Assoziation mit Tumoren beschrieben war. Die potenziel-
len Tumor-Antigene hnRNP H und TRIP-1 wurden in der Arbeitsgruppe detaillierter unter-
sucht.

Wie bereits dargestellt, ist bei der Durchfiihrung von allo-AMIDA-Screens eine nachfolgende
Validierung unumgénglich. Es stellt sich die Frage, warum sich in Patientenseren spezifische
Antikorper gegen diese Antigen befinden, die eine Identifizierung ermoglichten. Laut (Disis
and Cheever, 1996) ist neben Mutationen im Protein und abberranter Expression vor allem
das Expressionsmal} der Proteine fiir die spezifische humorale Antwort von besonderer Be-
deutung. Die Expression der potenziellen Antigene Grb-2, Hsp27, BiP und hnRNP H wurde
mittels immunhistochemischer Schnittfirbungen beurteilt. Das Protein Grb-2 war in allen
untersuchten priméren Hals-Rachen-Karzimonen und Tumormetastasen stark {iberexprimiert.
Die Expression war ausschlieBlich auf die Karzinomzellen beschrinkt. In gesunden Epithelien
der gleichen Entitdt konnte nur einen schwache Expression festgestellt werden, die aus-

schlieflich auf die proliferierenden Zellen der Basalzellschicht begrenzt war. Bei Brustkrebs
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(Fung et al., 2000; Kairouz and Daly, 2000; Verbeek et al., 1997) und bei Nasopharynxkarzi-
nomen (Fung et al., 2000) wurde bereits eine erhohte Expression von Grb-2 in Karzinomzel-
len beschrieben. Im Bereich des Hals-Rachen-Raumes war jedoch die Uberexpression von
Grb-2 bei Karzinomen im Vergleich zu gesundem Gewebe bis dato nicht bekannt.

Das Antigen Hsp27 war ebenfalls in Tumoren und Metastasen stark exprimiert, wobei die
Expression auf die Karzinomzellen beschrinkt war. In gesunden Epithelien war die Expressi-
on auf Bereiche des suprabasalen Epithels beschrinkt. Diese Expression konnte bereits von
Lambot und Kollegen fiir gesundes Epithel der Speiserdhre beobachtet werden (Lambot et al.,
2000). Hsp27 ist ein bekanntes TA in einigen Tumorentititen und wird u.a. in Magenkarzi-
nomen und Karzinomen der Speiserdhre stark iiberexprimiert (Conroy ef al., 1998; Kapranos
et al., 2002; Lambot et al., 2000; Lichtenfels et al., 2002). Eine Assoziation der Hsp27-
Expression mit Karzinomen des Hals-Rachen-Bereiches ist ebenfalls mehrfach beschrieben
(He et al., 2004; Leonardi et al., 2002).

Das Antigen BiP zeigte in gesunden Epithelien, Tumoren und Metastasen des Hals-Rachen-
Raumes eine nahezu ubiquitdre und dhnlich hohe Expression. Mintz und Kollegen zeigten,
dass BiP ist ein Tumorantigen beim Prostatakarzinom ist (Mintz et al., 2003). Tumore und
Metastasen dieser Entitit wiesen eine starke Expression auf, gesundes Prostatagewebe hinge-
gen zeigte nur eine schwache Expression. BiP-spezifische Antikérper im Serum von Patienten
mit Prostatakarzinom korrellieren mit der Tumorprogression und Prognose (Mintz et al.,
2003). Im Gegensatz zu Prostatakarzinomen ist BiP fiir Karzinome des Hals-Rachen-
Bereiches kein geeigneter Marker.

Die Expression des Antigens hnRNP H wurde auf mRNA-Ebene mittels in-situ-
Hybridisierungsexperimenten (ISH) und auf Proteinebene mittels immunhistochemischen
Experimenten (IHC) detaillierter untersucht. Unabhéngig von der exakten Lokalisation der
Tumorentitdt im Hals-Rachen-Bereich zeigten zwischen 60 und 100% der analysierten Biop-
sien eine mittlere bis sehr starke hnRNP H Expression, wobei die Expression des Proteins auf
die Zellkerne von Karzinomzellen beschrankt war. In Metastasen war hnRNP H ebenfalls
stark exprimiert. In gesundem Rachenepithel hingegen konnte keine bzw. eine sehr schwache
Expression festgestellt werden, die ausschlieBlich auf Zellen der proliferierenden Basalzell-
schicht begrenzt war. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass hnRNP H sowohl auf
Transkript- als auch Proteinebene in Tumoren und Metastasen des Hals-Rachen-Raumes eine
Uberexpression aufweist. Interessanterweise war im Vergleich zu gesundem Epithel bereits in
hyperplastischen Epithelien eine deutlich erhohte hnRNP H-Expression zu beobachten, die

mit fortschreitender Karzinogenese zunahm. Die Uberexpression scheint also bereits zu einem
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frithen Zeitpunkt der Karzinogenese einzusetzen. Diese bereits in friihen Tumorstadien ein-
setzende Uberexpression wire fiir die Friihdiagnose enstehender Karzinome von Bedeutung.
Die moglichst frithe Erkennung von Tumoren ist eine der wichtigsten Vorraussetzungen, um
die Prognose zu verbessern (Hunter ef al., 2005; Wulfkuhle et al., 2003).

Zum Zeitpunkt der Identifizierung und Validierung der allo-AMIDA-Antigene war eine U-
berexpression von hnRNP H bei Karzinomen im Vergleich zu gesundem Gewebe der oberen
Atemwege nicht beschrieben. Honoré und Kollegen zeigten im Jahr 2004, dass Pankreas-,
Leber- und Magenkarzinome eine erhohte hnRNP H-Expression aufweisen (Honore et al.,
2004).

Im Rahmen dieser Analysen ist interessant, dass alle getesteten Karzinome und insbesondere
Metastasen sehr starke Grb-2- und hnRNP H-Uberexpressionen aufwiesen. Dies macht so-
wohl Grb-2 als auch hnRNP H zu potenten Markern fiir die Bestimmung von disseminierten
okkulten Tumorzellen. Die Expression von Hsp27 ist zwar spezifisch fiir alle getesteten Hals-
Rachen-Tumore und deren Metastasen. Als Marker erscheint Hsp27 jedoch ungeeignet, da
auch Zellen des suprabasalen Epithels eine starke Expression aufwiesen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Validierungen geben Hinweise darauf, weshalb
einige der analysierten Proteine eine humorale Antwort hervorrufen. Hsp27, Grb-2 und
hnRNP H werden zwar in gesunden Geweben exprimiert, sind aber im Tumoren des Kopf-
Hals-Bereiches deutlich iiberexprimiert. Es wird diskutiert, dass diese Uberexpression zu ei-
ner erhohten Priasentationsdichte von immunogenen Peptiden dieser Proteine auf den Tumor-
zellen und zu einer verstirkten Kreuzprdsentation durch Antigen-prisentierende Zellen
(APCs) fiihrt. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Immunantwort gegen diese hoch
exprimierten, aber strukturell natiirlichen Proteine (Spiotto et al., 2003). Gelangen Antigene
durch Sezernierung bzw. Ausschiittung nach Apoptose und Nekrose oder durch Streuung von
Tumorzellen in drainierende Lymphknoten, konnen sie dort direkt zu einer Aktivierung von
T- und B-Zellen fiihren. Ebenfalls konnte die Ursache fiir die humorale Antwort gegen das
Antigen hnRNP H die starke Uberexpression in neoplastischem Rachenepithel sein.

Nach diesen Uberlegungen wiirde man die allo-AMIDA-Antigene Hsp27, Grb-2 und hnRNP
H der Klasse der Uberexpressionsantigene (Spiotto et al., 2003; Van den Eynde and van der
Bruggen, 1997) zuordnen. Andere Moglichkeiten der Tumorantigenentstehung, wie Mutatio-
nen der entsprechenden Gene, wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht analysiert.

Fiir eine Vielzahl nukledrer Proteine wurden humorale und zellulire Immunantworten be-
schrieben (Moutsopoulos et al., 2000; Stinton et al., 2004). Diskutiert wird, dass im Wesentli-

chen die starke Expression einiger nukleédrer Proteine fiir diese spezifische humorale Antwort
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verantwortlich ist. Diese hohe Expression fiihrt zu einer erhdhten Prisentationsdichte von
immunogenen Peptiden dieser nukledren Proteine auf der Oberfliche der Tumorzellen und zu
einer verstirkten Kreuzprissentation durch APCs. Dadurch wird die Immunantwort gegen
diese hoch exprimierten Proteine aktiviert (Spiotto et al., 2003). Eine weitere Moglichkeit ist
die Primérstruktur der Proteine selbst. Es wird diskutiert, dass die Nukleinsdure-bindenden
Dominen der nukleédren Proteine mit vielen basischen Aminosdure-Resten stark immunogene
Epitope darstellen (Caporali ef al., 2005). Dies erklért auch die Tatsache, dass einige nukleére
Proteine bekannte Antigene bei Autoimmunerkrankungen sind (Caporali et al., 2005). So fin-
den sich erhdhte Level spezifischer Antikorper gegen hnRNPs — sog. antinuclear antibodies
(ANA) — u. a. bei Rheumatoider Arthritis, Systemischem Lupus Erythematosus und Systemi-
scher Sklerose. Autoantikorper gegen hnRNP H im Rahmen von Autoimmunerkrankungen
sind bis dato nicht beschrieben. Spezifische ANA und entsprechende Autoantikdrper konnten,
neben Autoimmunerkrankungen, auch bei malignen Erkrankungen wie Lungenkarzinom und
Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches detektiert werden (Fernandez Madrid et al., 2005). Es
besteht also die Problematik, dass spezifische humorale Antworten sowohl bei malignen Er-
krankungen als auch bei anderen entziindlichen, benignen Erkrankungen gefunden werden.
Bei der Durchfiihrung von allo-AMIDA kann nicht unterschieden werden, ob ein Antigen mit
tumorspezifischen Antikorpern oder Autoantikérpern immunprézipitiert wurde. Dies verdeut-
licht, dass eine griindliche Validierung potenzieller Tumorantigene unumgénglich ist. Es muss
gezeigt werden, dass ein Antigen tatsdchlich mit der Tumorerkrankung assoziiert ist und nicht
ebenfalls bei entziindlichen Erkrankungen. Zum anderen weist diese Problematik darauf hin,
wie schwierig es ist, zirkulierende Antikdrper gegen TAs als Marker zu benutzen. Bei quanti-
tativen Messsungen spezifischer humoraler Antworten ist eine Uberlagerung von Antworten
gegen natlirliche Autoantigene (NAA), Autoimmunanikodrper und tumorspezifische Antikor-

per nicht auszuschlieBen.

5.4. Funktionelle Charakterisierung des allo-AMIDA Antigens
hnRNP H

Die Isolierung von Proteinen wie Hsp27, hnRNP H und Grb-2 mittels allo-AMIDA unter-
streicht die Eignung der Strategie zur Identifizierung neuer Tumorantigene.
hnRNP H war bis dato nicht im Zusammenhang mit Tumoren oder Karzinogenese beschrie-

ben. Daher wurde hnRNP H in der vorliegenden Arbeit detaillierter untersucht.
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Wie bereits beschrieben, ist hnRNP H stark iiberexprimiert in Karzinomen des Hals-Rachen-
Bereiches im Vergleich zu gesunden Epithelien der gleichen Lokalisierung. Es stellte sich
daher die Frage, ob diese Uberexpression spezifisch fiir diese Tumorentitit ist oder ob hnRNP
H auch in anderen malignen Erkrankungen erhdoht exprimiert wird. Zudem stellte sich die
Frage, in welchen gesunden humanen Geweben hnRNP H exprimiert wird.

Mittels RT-PCR wurde gezeigt, dass hnRNP H in allen getesteten humanen Karzinomzellli-
nien gleichermaBen exprimiert ist, darunter die Entititen Hals-Rachen-Raum, Niere, Brust,
Zervix, Lunge. Auch eine nicht-maligne primére Fibroblastenzelllinie exprimiert hnRNP H.
Aufgrund dieser ubiquitdren Expression in den gestesten malignen Zelllinien wurde die
hnRNP H-Expression mittels immunhistochemischer Schnittfairbungen weiterer Karzinomen-
titdten und entsprechender Normalgewebe beurteilt. hnRNP H war bei den untersuchten Ko-
lon-, Pankreas- und Mamma-Karzinomen stark iiberexprimiert. Die Expression in nicht-
malignen Geweben war sehr heterogen. Neben Geweben, die nahezu keine Expression auf-
wiesen (Muskel, Leber, Niere, Pankreas), waren in einigen Geweben auch Zellen mit hoher
hnRNP H-Expression zu beobachten (Lunge, Magen, Darm, Testis). In Anlehnung an diese
Befunde zeigten Honoré und Kollegen ebenfalls die stirkere Expression von hnRNP H in
ausgesuchten Tumorgeweben im Vergleich zu Normalgeweben (Honore et al., 2004). Aufer-
dem zeigten diese Arbeiten, dass hnRNP H neben dem Zellkern auch im Zytoplasma lokali-
siert. Dieser Befund konnte von uns, auch unter der Verwendung der Laser Scanning Mikro-
skopie (Daten nicht gezeigt), nicht bestitigt werden. hnRNP H lokalisierte stets im Zellkern.
Eine Ursache hierfiir konnte die Verwendung unterschiedlicher Antikdrper und Férbetechni-

ken im Rahmen der IHC sein.

Warum ist hnRNP H in vielen malignen Erkrankungen iiberexprimiert?

Die bis dato spirlichen Informationen zu diesem Protein geben dariiber keinen Aufschluss.
hnRNP H gehort zur Gruppe der heterogenous ribonucleoproteins (hnRNPs), einer Protein-
familie, die aus mehr als 20 Mitgliedern besteht. Die jeweiligen Proteine der Familie sind mit
den Buchstaben 4 bis U gekennzeichnet (Krecic and Swanson, 1999; Siomi and Dreyfuss,
1997). Die Proteine sind durch den stark modularen Aufbau charakterisiert. Ein GroBteil der
hnRNPs besteht neben einer oder mehrerer RNA-Bindungsdoménen (RRM, RNA recognition
motif) und aus Hilfsdoméinen (AUX, auxiliary domains), die flir Protein-Protein-Interaktionen
verantwortlich sind. Traditionell sind hnRNPs am Metabolismus von pra-mRNAs beteiligt.
Neueste Untersuchungen zeigten, dass hnRNPs weitere wichtige Funktionen in der Zelle ii-

bernehmen. So wurde beschrieben, dass hnRNPs an der Bindung und Regulation reifer
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mRNA beteiligt sind (Shih and Claffey, 1999) und als Transkriptionsfaktoren fungieren
(Chen et al., 1998; Schullery et al., 1999) konnen.

Fiir einige hnRNPs konnte bereits eine Assoziation mit Tumoren und Karzinogenese nachge-
wiesen werden. So wurde bereits fiir die Proteine hnRNP A1, hnRNP P2 und hnRNP E2 eine
Assoziation mit chronisch myeloischer Leukdmie (CML) bzw. akuter myeloischer Leukémie
(AML) gezeigt (Iervolino et al., 2002; Mills et al., 2000; Perrotti et al., 1998; Perrotti et al.,
2002). In frithen Stadien des Lungenkrebs ist hnRNP A2/B1 iiberexprimiert (Hamasaki ef al.,
2001; Sueoka et al., 1999). Eine erhohte Expression von hnRNP K findet sich bei héhergradi-
gem Brustkrebs, die mit einer erhdhten Proliferation der Brustkrebszellen einhergeht und eine
Koloniebildung in Soft-Agarose erlaubt (anchorage independent growth) (Mandal et al.,
2001). Gouble und Kollegen konnten zeigen, dass die Uberexpression von hnRNP D unter der
Kontrolle des beta-Actin-Promotors zur Entwicklung undifferenzierter Sarkome in Méusen
filhrte (Gouble et al., 2002).

HnRNP H gehort, zusammen mit hnRNP H’, hnRNP F und hnRNP 2H9, zu einer Unterfami-
lie von hnRNPs, die sich durch eine spezifische Struktur der RNA-Bindungsdoménde (quasi-
RRM) auszeichnen (Honore et al., 1995; Mahe et al., 1997; Matunis et al., 1994). Die vier
Mitglieder der Proteinfamilie haben eine dhnliche Struktur (Honore et al., 1995) und besitzen
ein gemeinsames RNA-Bindungsmotiv (GGGA) (Caputi and Zahler, 2001). Es wurde be-
schrieben, dass hnRNP H am zelltypabhéngigen, alternativen Spleilen von mindestens zwei
prai-mRNAs beteiligt ist: hnRNP H fungiert als Spleiflaktivator der c-src pri-mRNA in neuro-
nalen Zellen, wobei das Exon N1 des c-src-Gens aktiviert und somit exprimiert wird (Chou et
al., 1999). Im Gegensatz dazu ist hnRNP H fiir die Repression des Spleiflens des Exons 7 der
beta-Tropomyosin pra-mRNA in Nicht-Muskelzellen verantwortlich (Chen et al., 1999).
HnRNP H bindet sowohl in Exonbereichen (c-src) als auch in Introns (beta-Tropomyosin).
Aus diesen Griinden wird zur Zeit in der Literatur eine Funktion von hnRNP H beim alterna-
tiven Spleilen von prd-mRNAs als sog. ,,Exon-Splei3-Silencer* (ESS) oder ,Intron-Spleil3-
Enhancer* (ISE) weiterer Gene kontrovers diskutiert (Matlin et al., 2005).

Folglich konnte bis dato dem Protein hnRNP H keine eindeutige Funktion zugewiesen wer-
den. Zur Funktionsanalyse wurde im Rahmen dieser Arbeit zunichst ein zelluldres System
etabliert.

Im Rahmen von RNAi Experimenten mit small-interfering RNAs (siRNAs) sollte der Frage
nachgegangen werden, ob eine Hemmung der hnRNP H-Expression Auswirkungen auf die
Zellen hat. Mittels spezifischer siRNAs konnte die Expression von hnRNP H auf Transkripte-

bene deutlich reduziert werden. Diese Verminderung der mRNA-Menge resultierte erwar-
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tungsgemal in einer stark verringerten Proteinexpression von hnRNP H. Dieser Effekt war
iiber vier Tage nach transienter Transfektion mit siRNAs deutlich zu beobachten, so dass in
diesem zeitlichen Rahmen (ein bis fiinf Tage nach Transfektion der Zellen) alle weiteren Ex-
perimente durchgefiihrt werden konnten.

Ein zellulires Uberexpressionssystem zur funktionellen Analyse von hnRNP H konnte nicht
etabliert werden. Trotz der Verwendung starker Promotoren zur Expression (CMV, SV40,
Kombination aus CMV und SV40) konnte eine verstidrkte Expression mittels verschiedener
eukaryotischer Expressionssysteme nicht erzielt werden. Ein Grund hierfiir konnte die bereits
hohe endogene hnRNP H-Expression der verwendeten Zelllinien sein. Die Etablierung eines
solchen zelluldren Systems ist jedoch in Planung, wobei anstelle stablier Transfektionen eine
kurzfristige, starke Uberexpression mittels transienter Transfektion mit Uberexpressionsplas-

miden erfolgen soll.

5.4.1. Die Repression von hnRNP H fiihrt zu Apoptose

Erste durchlichtmikroskopische Analysen von hnRNP H-reprimierten Zellen ergaben, dass
die Hemmung mit einem spezifischen Phinotyp einhergeht. Die hnRNP H-Repression fiihrt in
den Karzinomzelllinien GHD, HeLa und FaDu zu verringerten Zellmengen. Dieser Effekt lie3
sich quantifizieren und resultierte in drastisch erhéhten Verdoppelungszeiten bei den analy-
sierten Zelllinien GHD (+70%) und HeLa (+450%), jedoch nicht bei HEK-293-Zellen (+0%).
Dieser Effekt auf das Wachstum war unabhéngig von der metabolischen Aktivitit der Zellen.
Interessant ist, dass die Repression von hnRNP H nicht in allen untersuchten Zelllininen mit
diesem Phinotyp einhergeht. In HEK-293-Zellen zeigte sich kein Effekt auf das Wachstum.
Technisch bedingte Probleme bei der transienten Transfektion sind auszuschlieBen. Im Ge-
gensatz zu GHD, FaDu und HelLa Zellen, ist HEK-293 keine klassische Tumorzelllinie epi-
thelialen Ursprungs. Die Zelllinie geht aus embryonalen Nierenzellen hervor, die Tranforma-
tion erfolgte mit Fragmenten adenoviraler DNA (Adenovirus 5) (Graham et al., 1977). Diese
Transformation konnte eine Ursache sein, warum die Zellen mit verminderter hnRNP H-
Expression wachsen konnen. Eine weitere Moglichkeit wire eine redundante Funktion ande-
rer Proteine der hnRNP-Familie, was bis dato noch nicht untersucht wurde.

Mittels Komplementierungsexperimenten konnte in den Zelllinien GHD und HeLa gezeigt
werden, dass der beschriebene Phénotyp spezifisch fiir die hnRNP H-Repression ist. Eine
Uberexpression von hnRNP H mit Hilfe geeigneter Expressionsplasmide in siRNA-

behandelten Zellen fiihrte zu einer Reversion des Phéanotyps.
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Detaillierte Analysen mittels PI-FACS und Annexin-V-FACS zeigten, dass die Hemmung der
endogenen hnRNP H-Expression in GHD- und HeLa-Zellen zum programmierten Zelltod
(Apoptose) fiithrt. Die beiden Methoden fiithrten zu teilweise leicht divergenten Ergebnissen.
Bei Messungen mittels PI-FACS zeigte sich stets ein Anstieg der Apoptoserate nach hnRNP
H-Hemmung, wihrend die Annexin-V-FACS-Analyse der HeLa-Zellen am Tag 5 nach
Transfektion eine verminderte Apoptoserate zeigte. Diese leicht divergenten Ergebnisse sind
auf die Art der Messung zuriickzufiihren: Annexin-V auf der Zelloberflache ist ein friiher
Marker der Apoptose, mittels PI-FACS wird der DNA-Gehalt von Zellen und fragmentierte
DNA (sub-G)) quantifiziert, was einen spiten Zeitpunkt der Apoptose darstellt.

Die Etablierung eines stabilen Systems mittels antisense-RNAs bzw. sog. short-hairpin RNAs
zur stabilen Repression von hnRNP H war nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Dies ist
schliissig, da die Repression von hnRNP H in den verwendeten Zelllinien mit Ausnahme von
HEK-293-Zellen letal ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Hemmung von hnRNP H mit einer stark er-
hohten Apoptoserate in Tumorzelllinien einhergeht. Patry und Kollegen konnten einen ver-
gleichbaren Phénotyp nach der Hemmung von hnRNP A1/A2 zeigen. hnRNP A1/A2 ist eben-
falls in einer Vielzahl von Tumorentitéiten iiberexprimiert. Die Hemmung von hnRNP A1/A2
mittels spezifischer siRNAs induzierte Apoptose in humanen Tumorzelllinien, jedoch nicht in
normalen, sterblichen Zellen (Patry et al., 2003).

Nach diesen Experimenten und neuen Informationen zu hnRNP H bleibt immer noch unklar,
warum dieses Protein in einigen Tumorentititen liberexprimiert vorliegt. Eine Moglichkeit
waire, dass durch die hohe Expression die Apoptose gehemmt wird und ein anti-apoptotisches
Milieu geschaffen wird (Hanahan and Weinberg, 2000). Ziel weiterer Arbeiten ist daher die
Nachahmung der in vivo-Situation. Bewirkt eine starke Expression von hnRNP H einen
Wachstumsvorteil fiir die Zellen oder steht das Protein gar im kausalen Zusammenhang mit
der Tumorentstehung? Zur Beantwortung dieser Fragen sollen maligne Zelllinien und nicht-
maligne sterbliche gesunde Zellen mittels transienter oder stabiler Uberexpression von

hnRNP H behandelt werden.

5.4.2. Potenzielle Targets von hnRNP H

Die vorausgegangenen Experimente zeigten, dass die Verringerung der hnRNP H-Expression
in einigen Tumorzelllinien mit einem apoptotischen Phinotyp einhergeht. War dieses Ergeb-
nis ein direkter Effekt oder fiihrte der Verlust des Proteins indirekt zum programmierten Zell-

tod? Diskutiert wird zur Zeit, ob hnRNP H am alternativen Spleilen von pri-mRNAs als sog.
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Exon-Spleif3-Silencer (ESS) oder Intron-Spleifl-Enhancer (ISE) fungieren konnte (Matlin et
al., 2005). Auf dem Hintergrund dieser Daten und dem oben beschriebenen apoptotischen
Phinotyp stellte sich die Frage, ob hnRNP H am alternativen Spleilen von pra-mRNAs betei-
ligt ist, die im Bereich der Apoptose eine Rolle spielen. Um diese Frage zu beantworten, wur-
de eine Genexpressionsanalyse mittels Oligonukleotid-Microarrays durchgefiihrt, bei der das
Transkriptom von HeLa-Zellen in Abhédngigkeit der hnRNP H-Hemmung quantitativ analy-
siert wurde. Besonders wichtig fiir dieses Experiment war der Zeipunkt, an dem die RNA aus
den transfizierten Zellen isoliert wurde. Ziel des Experimentes war, mdglichst die Ursache des
apoptotischen Phinotyps anhand deregulierter Gene zu erkennen, und nicht die Messung des
apoptotischen Phénotyps selbst. Die Isolierung der RNAs erfolgte daher 65h nach Transfekti-
on, also zu einem Zeitpunkt, an dem der beobachtete apoptotische Phénotyp gerade noch
nicht eingesetzt hatte. Riicksprachen mit dem Hersteller der Arrays ergaben, dass die verwen-
deten Microarrays technisch urspriinglich nicht fiir die Analyse differenziell gespleifiter
mRNA-Isoformen ausgelegt sind. Alle bekannten Isoformen einer RNA werden — falls tech-
nisch moglich — mittels eines hybridisierten Oligonukleotids parallel erfasst. Dennoch konnte
die Regulation von mRNAs Riickschliisse auf alternatives SpleiBen zulassen. Da dieses Ar-
rayexperiment nur einmal durchgefiihrt wurde, erfolgte eine eher ,konservative® Analyse
deregulierter Gene mit einem signifikanten Faktor von drei. Bei Verwendung von Replikaten
werden die Analysen der Arrays iiblicherweise mit einem Deregulationsfaktor von zwei
durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Genexpressionsanalyse konnten erstmals Gene identifiziert
werden, die bei verminderter hnRNP H-Expression reguliert werden. Aufgrund des bekannten
apoptotischen Phianotyps nach hnRNP H-Hemmung wurden mit Hilfe der PANTHER-
Software zunichst nur solche deregulierte Gene niher untersucht, die im Bereich der Apopto-
se eine Rolle spielen. Im Bereich Apoptose waren neun Gene signifikant reprimiert, acht Ge-
ne wurden nach Hemmung von hnRNP H induziert. Eine Ursache fiir die Beobachtung einer
Inhibition und Induktion konnte die diskutierte duale Rolle von hnRNP H als Exon-Splei3-
Silencer (ESS) und Intron-Splei3-Enhancer (ISE) sein. Des weiteren konnen indirekte Sekun-
déreffekte der hnRNP H-Hemmung verantwortlich sein.

Die Validierung der Genexpressionsanalyse erfolgte mittels quantitativer RT-PCR fiir ausge-
wihlte Gene iiber einen Zeiraum von fiinf Tagen nach Hemmung von hnRNP H. Falls laut
Literatur oder Datenbankeintrigen (NCBI, Celera Discovery System,etc.) bekannt war, dass
von einer mRNA unterschiedliche Isoformen durch alternatives Spleilen vorkommen, wurden
quantitative RT-PCRs etabliert, die ,normal* und alternativ gespleifite Isoformen einer

mRNA erfassen konnen.
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Einige identifizierte Zielgene von hnRNP H spielen eine Schliisselrolle bei der Regulation des
programmierten Zelltods und fligen sich somit in die bislang erworbenen Erkenntnisse iiber
die mogliche Funktion von hnRNP H nahtlos ein:

AKT1 wird durch die PI3-Kinase aktiviert, {ibt u. a. einen direkten Efekt auf die Apoptose-
Maschinerie (Phosphorylierung von BAD) aus und beeinflusst die Aktivitdt von p53
(Downward, 2004). Die Aktivierung der Kinase-Aktivitdt von AKT1 schiitzt eine Vielzahl
von Zelltypen vor dem programmierten Zelltod. Daher ist AKT1 in einer Vielzahl von Tumo-
ren konstitutiv aktiviert (Green and Evan, 2002). Eine verringerte Expression von AKT1, wie
sie nach einer Hemmung von hnRNP H zu beobachten war, ist mit einer Induktion der Apop-

tose assoziiert (Green and Evan, 2002).

Bcl-X und BOK gehdren zur Familie der Bel-2-Proteine, welche maf3geblich an der Regulati-
on der Apoptose beteiligt sind (Chao and Korsmeyer, 1998). Bcl-2 Proteine gehdren zu den
stirksten Regulatoren der Apoptose. Von mehr als 20 Proteinen der Familie ist bekannt, dass
durch alternatives Spleilen zwei oder mehr mRNA-Isoformen gebildet werden, die wiederum
fiir anti- bzw. pro-apoptotische Proteine kodieren (Akgul ef al., 2004; Schwerk and Schulze-
Osthoff, 2005). Auf diese Weise werden zwei Isoformen Bel-Xp und Bcl-Xs aus der Bel-X
pra-mRNA gebildet (Boise et al., 1993). Die Expression der langen Isoform Bcl-Xy ist u.a.
mit einer verminderten Apoptoserate in Tumorzellen und einem erhohten Metastasenrisiko
assoziiert. Bcl-Xg hingegen wirkt pro-apoptotisch (Clarke et al., 1995; Olopade et al., 1997).
Das Verhiltnis beider Isoformen ist ausschlaggebend dafiir, ob Zellen proliferieren oder apop-
totisch werden. Nach der Hemmung von hnRNP H zeigte sich eine Reduktion des Verhiltnis-
ses von Bcl-X; zu Bel-Xg an Tag 3, wihrend die Kontrollgruppe ein stabiles Verhiltnis auf-
wies. Die Reduktion der Bcl-X;-Expression konnte eine Ursache fiir den apoptotischen Phé-
notyp nach hnRNP H-Repression sein. Garneau und Kollegen konnten parallel zu diesen Ar-
beiten mittels Minigen-Experimenten zeigen, dass hnRNP H am alternativen Spleilen der
Bcl-X pra-mRNA beteiligt ist (Garneau et al., 2005). hnRNP H bindet demnach ein spezifi-
sches Motiv (B2G-Element) der pri-mRNA, welches wiederum die Bildung der Bcl-Xs-
Isoform reguliert. Demzufolge wére eine hohe hnRNP H-Expression mit einer hohen Expres-
sion der pro-apoptotischen Form Bcl-Xg assoziert, was nicht schliissig ist. Die Arbeiten unse-
rer Arbeitsgruppe sowie Ergebnisse von Honoré und Kollegen zeigten, dass hnRNP H in einer
Vielzahl von Tumoren {iberexprimiert ist (Honore et al., 2004; Rauch ef al., 2004) und be-
kannt ist, dass in Tumoren hiufig eine Uberexpression der Bcl-X; -Isoform zu finden ist. Eine

hohe hnRNP H-Expression ist also mit einer hohen Expression der anti-apoptotischen Form
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Bcl-Xp, und nicht mit Bel-Xg assoziert. Die Validierung unserer Ergebnisse auf Proteinebene,
z. B. mittels Western-Blot gegen die Bcl-X-Isoformen, ist Gegenstand der laufenden For-

schung.

Die Kinase ARAFI, ein weiteres potenzielles Zielgen von hnRNP H, ist, neben RAF1 und
BRAF, Mitglied der humanen Raf-Proteinfamilie. Raf-Proteine spielen eine zentrale Rolle im
klassischen Mitogen-aktivierten Proteinkinase-(MAPK)-Signalweg (Seger and Krebs, 1995)
und besitzen ein transformierendes Potenzial (Kisanuki et al., 2005). Laut NCBI-Datenbank-
Eintrag gibt es eine bekannte mRNA-Isoform (Gene ID: 369), die fiir ein Protein von 606
Aminosduren (17 Exons) kodiert. Im Celera Discovery System (CDS) wird eine zusétzliche,
kiirzere mRNA-Isoform gefiihrt, welche fiir ein hypothetisches Protein von 171 Aminosiuren
(3 urspriingliche Exons) kodiert (hCG29140) und durch alternatives Spleiflen entstehen konn-
te. Demnach werden die Introns 2 und 3 neben den urspriinglichen Exons 1 bis 3 als zusitzli-
che Exons verwendet. Im Intron 3 befindet sich ein pri-terminales Stopp-Kodon, wodurch
sich bei Translation ein verkiirztes Protein von 171 Aminoséuren ergibt. Es wurde eine quan-
titative RT-PCRs etabliert, um die konstitutiv und alternativ gespleiiten Isoformen von A-
RAF1 zu erfassen. Nach der Hemmung von hnRNP H in HeLa-Zellen konnten erstmals beide
mRNA-Isoformen nachgewiesen werden. Die Existenz der kurzen mRNA-Variante, beste-
hend aus den oben erwéhnten Elementen, wurde durch Sequenzierung bestitigt. Die ,,normal*
gespleiite Isoform von ARAF1 wurde in Folge der hnRNP H-Hemmung reprimiert. Ob das
verkiirzte Protein tatsdchlich in vivo exisitiert, konnte im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgriin-
den nicht beantwortet werden. Ein Antikorper, der dieses Protein detektiert, ist kommerziell
nicht verfiigbar. Zudem ist fraglich, ob es zur Translation einer solchen mRNA kommt, da
derart gespleifite mRNAs iiblicherweise mittels nonsense-mediated decay (NMD) in der Zelle
abgebaut werden (Conti and Izaurralde, 2005; Maquat, 2004). Dennoch stellte sich die Frage,
in welcher Art und Weise eine verminderte ARAF1-Expression mit Apoptose assoziiert ist.
Eine solche Assoziation wurde in der Gruppe von Walter Kdlch, Glasgow, fiir Rafl gezeigt
(O'Neill et al., 2004), einem Familenmitglied der Raf-Familie, das eine ca. 80%ige Homolo-
gie mit ARAF1 aufweist. Die verminderte Expression von Rafl mittels siRNA induzierte
Apoptose. Es wurde gezeigt, dass Rafl die Dimerisierung und Phosphorylierung der pro-
apoptotischen Kinase MST-2 verhindert. Bei verminderter Raf1-Expression kann MST-2 wei-
tere pro-apoptotische Kinasen wie Salvador und Lats aktivieren, wodurch der programmierte
Zelltod ausgeldst wird (O'Neill et al., 2005). Es stellte sich die Frage, ob ARAF1 aufgrund

der starken Homologie zu Rafl redundant die Funktion von Rafl einnehmen konnte. Erfor-
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derlich fiir diese Funktion wére eine Interaktion von ARAF1 und MST2 sowie eine Reduktion
der Kinaseaktivitdt von MST2. Die Ergebnisse mittels Ko-Immunprizipitation zeigten, dass
ARAF1 und MST2 interagieren. Erste Daten in Zusammenarbeit mit Eric O’Neill und Walter
Kolch zeigten, dass ARAF1 die Kinaseaktivitdt von MST2 negativ beeinflufit. Die Validie-

rung dieser Daten ist Gegenstand einer laufenden Kooperationsarbeit.

Welche molekulare Funktion hat hnRNP H und warum findet sich eine Uberexpression in

verschiedenen Tumorentitiaten?
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Abbildung 5.1: Hypothetische Zusammenhinge der hnRNP H-Reduktion mit einem apoptoti-
schen Phinotyp. Die Repression der hnRNP H-Expression mittels spezifischer siRNAs fiihrt zu
Apoptose in Tumorzelllinien. Eine mégliche Ursache fiir diesen Phinotyp ist die Verringerung
des BelXy / BelXs-Verhiltnisses aufgrund alternativen Spleillens der pri-mRNA. Daneben be-
wirkt die Reduktion der hnRNP H-Expression eine verringerte ARAFI1-Expression. ARAF1
interagiert mit der pro-apoptotischen Kinase MST2 und reduziert dessen Kinase-Aktivitiit. Eine
verstirkte MST2-Aktivitiit geht einher mit einem apoptotischen Phiinotyp.

Aus den Ergebnissen der vorgelegten Arbeit 148t sich folgende Hypothese formulieren (Ab-
bildung 5.1): hnRNP H ist nach dem derzeitigen wissenschaftlichen Stand am Prozess des
alternativen Spleilens von pri-mRNAs beteiligt. Fiir eine Vielzahl von Genen konnte gezeigt
werden, dass in Tumoren, aber auch in anderen Krankheiten (Alzheimer Erkrankung, Myoto-
ne Dystropie), spezifische Isoformen exprimiert werden, die aus aberrantem alternativen
Spleiflen resultieren (Brinkman, 2004; Garcia-Blanco et al., 2004; Kalnina et al., 2005; Ve-
nables, 2004). Erste Ergbnisse deuten darauf hin, dass hnRNP H am alternativen Spleilen von
Genen beteiligt ist, die Schliisselrollen in der Regulation der Apoptose einnehmen. hnRNP H
ist an der Regulation von Bcl-X;/Bcl-Xg beteiligt (Garneau et al., 2005). Die Hemmung von
hnRNP H resultiert in der Verschiebung des Bcl-Xi/Bcl-Xs-Verhéltnisses, einer Reduktion
der Menge von AKT1 und ARAF1 hin zu einem apoptotischen Phénotyp. Eine hohe Expres-
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sion von hnRNP H in Tumorzellen wire demnach mit einem hohen Bcl-X; /Bcl-Xs-Verhiltnis
und einer erhhten ARAF1-Expression assoziiert, was wiederum zu einer verringerten Apop-
toserate fiihren konnte. Die Moglichkeit von Tumorzellen, ,,Resistenzen* gegen Apoptose zu
induzieren und ein anti-apoptotisches Milieu zu schaffen, sind bekannte Phdnomene von Tu-
moren (Hanahan and Weinberg, 2000).

Die fortfilhrende Analyse und Identifizierung deregulierter Gene und Proteine aufgrund der
hnRNP H-Hemmung soll mittels Proteomanalyse erfolgen. Erste Ergebnisse zeigten, dass sich
im Rahmen von 2D-PAGE-Experimenten differenzielle Proteine detektieren lassen. Die Iden-

tifizierung dieser Proteine mittels Massenspektrometrie ist Gegenstand derzeitiger Arbeiten.

5.4.3. Modifikationen von hnRNP H

Die Identifizierung und massenspektrometrische Analyse von hnRNP H deuteten darauf hin,
dass nur ein N-terminaler Teil des Proteins isoliert wurde. Honoré und Kollegen lieferten ers-
te Hinweise, dass hnRNP H proteolytisch gespalten wird (Honore et al., 1999). Erste Ergbnis-
se nach Verwendung von HA-fusioniertem hnRNP H und Immunoblot-Analysen sprechen fiir
diese Hypothese. Jedoch wurden zusétzliche Spaltprodukte identifiziert, was darauf hindeutet,
dass es moglicherweise eine Vielzahl von Spaltungen gibt und das Protein auch anderweitig,
z. B. durch Phosporylierungen, modifiziert ist (Navakauskiene et al., 2004). Hinweise oder
Konsensus-Sequenzen fiir beteiligte Proteasen bzw. Kinasen sind bis dato nicht bekannt. Bei
unseren Experimenten ist eine unspezifische Degradation des Proteins nicht auszuschlieBen,
obwohl Protease-Inhibitoren verwendet wurden. Zudem besteht die Gefahr, dass die Uberex-
pression der HA-Fusionskonstrukte Artefakte erzeugte. Zur Zeit konnen ausschlielich poten-
zielle C-terminale Spaltprodukte des endogenen Proteins visualisiert werden. Ein Antikorper,
der Epitope im Bereich des N-Terminus des Proteins erkennt, ist nicht verfiigbar. Die detail-
lierte Analyse post-translationaler Modifikationen von hnRNP H sowie die subzelluldre Loka-

lisation potenzieller Spaltprodukte von hnRNP H sind Gegenstand eines laufenden Projektes.

5.5. Ist hnRNP H ein geeigneter Tumormarker oder eine Zielstruk-
tur fiir Therapien?

Zu Beginn der Arbeit wurde postuliert, dass mit der neu etablierten allo-AMIDA-Strategie

valide Tumorantigene identifiziert werden konnen.
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Ist hnRNP H ein geeigneter Tumormarker oder gar eine geeignete Zielstruktur von Krebsthe-
rapien?

hnRNP H weist eine starke Uberexpression in einigen Primirtumoren diverser Entitéiten und
Lymphknotenmetastasen auf. In allen untersuchten Proben des Hals-Rachen-Bereiches war
diese starke Expression stets auf die Tumorzellen beschrankt. Dies und insbesondere die star-
ke Expression in Metastasen macht hnRNP H zu einem potenten Marker fiir die Bestimmung
von disseminierten okkulten Tumorzellen. Interessanterweise war im Vergleich zu gesundem
Epithel bereits in hyperplastischen Epithelien eine deutlich erhdhte hnRNP H-Expression zu
beobachten, die mit fortschreitender Karzinogenese zunahm. Diese Uberexpression in frithen
Tumorstadien ist von Bedeutung fiir die Frithdiagnose enstehender Karzinome und Rezidive.
Erste Ergebnisse weiterfithrender Analysen zeigen, dass Leukoplakien als Vorstufe von Kar-
zinomen ebenfalls eine verstirkte Expression von hnRNP H aufweisen (Daten nicht gezeigt).
Beim klinischen Auftreten einer Leukoplakie besteht, abhéngig von der histologisch erkenn-
baren Hyperplasie oder dem Dysplasiegrad, hdufig ein erhohtes Risiko fiir die Ausbildung
eines bosartigen Tumors (Lodi ef al., 2004). hnRNP H konnte als Marker zur Fritherkennung

und Beurteilung von Leukoplakien dienen.

Bei malignen Erkrankungen bestehen unterschiedliche Mdglichkeiten der Therapie. Eine
Moglichkeit stellt die Immuntherapie dar, wobei prinzipiell mehrere Ansétze existieren: Die
Applikation monoklonaler Antikorper, die Vakzinierung mit Peptiden oder Proteinen, der
Einsatz zytotoxischer T-Zellen und APCs. Essentiell fiir die sog. spezifische adoptive Immun-
therapie sind tumorspezifische Antigene als Zielstrukturen, wobei diese Therapie Antikorper-
oder Zell-vermittelt erfolgen kann. Eine Therapie mittels monoklonaler Antikdrper ist im Fall
von hnRNP H nicht geeignet, da diese nur bei spezifischer Expression von Antigenen auf der
Zelloberfliche von Tumorzellen anwendbar ist. Die adoptive Immuntherapie mit T-Zellen
umfasst prinzipiell die Stimulation von tumorinfiltrierenden (TIL) oder zytotoxischen CD8+-
Lymphozyten, die Peptide von Tumorantigenen spezifisch erkennen. Diese Peptide werden
von den Tumorzellen iiber MHC-I (major histocompatibility complex)- Molekiile auf der
Zelloberflache prasentiert und unterscheiden somit Tumorzellen von gesunden Zellen. Wird
ein Tumorpatient mit TAs oder immunogenen Peptiden des Antigens immunisiert, kann dies
zu einer verstirkten Stimulation spezifischer T-Lymphozyten in vivo fiihren. Alternativ kon-
nen antigenspezifische T-Zellen in vitro aktiviert, expandiert und dem Patienten reinfundiert
werden. Vorrausetzung fiir diese Therapieform wére also die Priasentation von Peptiden des

Tumorantigens auf MHC-I-Molekiilen auf der Zelloberfliche von Tumorzellen. Ob Peptide
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von hnRNP H auf der Oberfliche von Tumoren présentiert werden, ist bis dato nicht unter-
sucht.

Neben den beschriebenen Immuntherapien sind auch andere Strategien denkbar.

Die Repression von hnRNP H in vitro mittels RNAI resultierte in der Apoptose von Tumor-
zelllinien. RNAi wird derzeit als valide Strategie gehandelt, in vivo als ,,Antisense-Therapie*
klinische Anwendung zu finden (Gleave and Monia, 2005). SiRNAs bzw. Antisense-
Molekiile wurden so modifiziert, dass eine lingere Halwertszeit und eine geeignete Aufnahme
in die Zelle garantiert werden. Einige mogliche Zielmolekiile dieser Therapie, die auch im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, sind u. a. Bel-Xp (Leech er al., 2000), Hsp27
(Gleave and Monia, 2005) und Raf (Stevenson et al., 1999). Eine Repression dieser Molekiile
sollte durch die Induktion von Apoptose in vivo zu einem Riickgang der Tumormasse fiihren.
Die therapeutische Anwendung einiger Antisense-Molekiile wird derzeit in préklinischen und
ersten klinischen Phasen getestet (Gleave and Monia, 2005). Es stellt sich die Frage, ob
hnRNP H ein geeignetes Zielprotein einer Antisensetherapie wire. Wichtigste Vorraussetzung
wire ein moglichst groBer Unterschied zwischen der Expression in malignen Geweben und
gesundem Gewebe, um Nebenwirkungen fiir die Patienten niedrig zu halten. Unsere Arbeiten
und Ergebnisse von Honoré und Kollegen zeigen, dass hnRNP H in Tumorzellen und Metas-
tasen im Vergleich zu gesundem Gewebe sehr stark exprimiert ist, so dass hnRNP H durchaus

eine geeignete Zielstruktur im Rahmen einer Antisense-Therapie darstellen konnte.
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5.6. Ausblick

Allo-AMIDA

Ein erstes Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer Tumorantigene fiir maligne Er-
krankungen das Hals-Rachen-Bereiches, da hier wenige Marker bekannt sind. Dazu wurde
eine allogene Variante der AMIDA-Technologie entwickelt, mit der 12 neue potenzielle An-
tigene identifiziert werden konnten. Die intensive Validierung weiterer allo-AMIDA-
Antigene ist Gegenstand zukiinftiger Forschungsarbeiten in unserem Labor. Vor allem die
klinische Validierung der identifizierten Tumor-assoziierten Proteine hinsichtlich ihres dia-
gnostischen Wertes und ihres Potenziales zur Fritherkennung von malignen Erkrankungen
sind Ziele folgender Arbeiten. Des weiteren werden die Antigene funktionell charakterisiert,
um auf diese Weise die Grundlage fiir eine therapeutische Hemmung dieser Molekiile zu er-
reichen. Ebenso wird das Potenzial zirkulierender Serum-Antikérper gegen die AMIDA-

Antigene als Biomarker zur Fritherkennung studiert.

Aufgrund der technischen Anderungen bei allo-AMIDA wire eine Anwendung auf andere
Tumorentitdten, die mit einer schlechten Prognose und wenigen Markern assoziiert sind,
denkbar (z. B. Pankreas-Karzinom). Voraussetzungen wiren Seren von Tumorpatienten und
eine geeignete Zelllinie der Tumorentitét.

Eine mogliche technische Weiterentwicklung von AMIDA ist die Verwendung von DIGE-
Gelen (differential gel electrophoresis) anstelle der Silberfarbung der 2D-Gele (Tonge et al.,
2001), um technisch bedingte Unterschiede zwischen 2D-Gelen zu umgehen. DIGE-
Farbstoffe besitzen zudem eine hohere Sensitivitét als die herkommliche Silberfarbung.
Membranproteine mit extrazelluldren Epitopen stellen interessante Zielstrukturen fiir die a-
doptive Immuntherapie mittels monoklonalen Antikorpern dar. Technisch bedingt lassen sich
Membranproteine mit mehreren Transmembrandomédnen und andere sehr hydrophobe Protei-
ne mittels 2D-Elektrophorese schlecht bzw. nicht auftrennen. Daher ist es erstrebenswert,
allo-AMIDA dahingehend zu optimieren. Denkbar wire die IP von TAs aus Membranfraktio-
nen von Tumorzelllinien mit Serumantikérpern und die nachfolgende Auftrennung der Anti-
gene mittels HPLC. Einzelne HPLC-Fraktionen konnten anschlieend in einem eindimensio-

nalen Gel aufgetrennt und visualisiert werden.
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Funktionelle Charakterisierung von hnRNP H

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das allo-AMIDA-Antigen hnRNP H in
Tumoren und Metastasen stark tiberexprimiert ist. Die Inhibierung der hnRNP H-Expression
in Tumorzelllinien fithrte zum apoptotischen Zelltod. Mittels Genexpressionsanalyse konnten
einige mRNAs (Bcl-X, ARAF1) detektiert werden, die von hnRNP H durch alternatives
Spleiflen reguliert werden. Die detaillierte Untersuchung dieser Regulation ist ein weiterfiih-
rendes Experiment. So muss zundchst gekldrt werden, ob es tatsdchlich zur notwendigen In-
teraktion zwischen hnRNP H und den identifizierten mRNAs kommt. Als mogliche Technik
kommt die ,,CLIP-Strategie* (cross-linking and immunprecipitation) in Frage, bei der, nach
Crosslink von Proteinen mit den gebundenen Nukleinsduren, der Protein-mRNA-Komplex
mittels spezifischer Antikorper aus den Zellen isoliert wird (Ule ef al., 2005). Die gebundene
mRNA kann anschlieend mittels RT-PCR analysiert werden. Zur detaillierten Analyse alter-
nativ gespleiiter Gene stehen eine Vielzahl von Techniken und Strategien zur Verfiigung
(Garcia-Blanco, 2005). Geeignete Methoden sind Minigene-Systeme zur in vitro Analyse des
Spleilvorganges (Cooper, 2005) oder der Einsatz von ,,Tiling-Arrays®, welche die Detektion
und Quantifizierung alternativ gespleiiter mRNAs mittels spleiBsensitiver Microarrays er-
moglichen (Srinivasan ef al., 2005).

Welche Auswirkungen die Repression von hnRNP H auf Proteinebene hat, soll mit Hilfe der
2D-Elektrophorese analysiert werden. Die Analyse und Identifizierung differenzieller Protei-
ne mittels Massenspektrometrie ist Gegenstand derzeitiger Arbeiten.

Es wird diskutiert, dass alternatives Spleilen einen streng regulierten Prozess darstellt, an
dem — dhnlich dem konventionellen Splei3vorgang — eine Vielzahl von Proteinen und Regula-
toren beteilgt sind. Es stellt sich also die Frage, ob neben dem bereits identifizierten Interakti-
onspartner hnRNP F (Chou et al., 1999) weitere Proteine mit hnRNP H interagieren. Eine
geeignete Methode zur Identifizierung von Interaktionspartnern ist die Ko-
Immunoprizipiation, bei der hnRNP H und mdgliche interagierende Proteine als Proteinkom-
plex isoliert werden konnen. Die Auftrennung der Proteinkomplexe erfolgt anschlieend
durch Gelelektrophorese, die Identifizierung potenzieller Interaktionspartner iiber Mas-

senspektrometrie.

Modifikationen von hnRNP H

Neben den postulierten posttranslationalen Spaltungen von hnRNP H sollen weitere poten-

zielle Modifizierungen des Proteins wie Phophoylierungen detaillierter analysiert werden.
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Spaltprodukte von hnRNP H sollen auf ihre subzelluldre Lokalisation mittels immunhisto-
chemischer Experimente mit einem spezifischen Antikorper gegen die HA-Fusionsproteine
analysiert werden. Eine weitere Moglichkeit ist die Fusionierung fluoreszierender Proteine

wie des Green Fluorescent Proteins (GFP) anstelle der verwendeten HA-Fusionen.
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6. Zusammenfassung

Maligne Erkrankungen sind in den Industrielindern, nach Herz-Kreislauferkrankungen, die
zweithdufigste Todesursache. Aufgrund der Erfolge bei der Vorbeugung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen wird Schétzungen zufolge Krebs in den néchsten Jahren die hiufigste Todesur-
sache in den entwickelten Léndern sein. Trotz des klinischen und wissenschaftlichen Fort-
schritts ist die Prognose der meisten Tumorentititen unveréndert schlecht. Eine der Hauptur-
sachen ist der Mangel an spezifischen Markern, um eine geeignete Friihdiagnostik, Vorsorge
und Therapie zu ermoglichen. Biomarker, wie tumorspezifische oder tumorassoziierte Anti-
gene, werden als potente Strukturen diskutiert, Karzinome bereits im Frithstadium zu diagnos-
tizieren und im Rahmen von Therapien als Zielstrukturen eingesetzt zu werden. Seit einigen
Jahren werden daher systematische Techniken zur Identifizierung neuer Tumorantigene ent-
wickelt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine bestehende Technologie zur Identifizierung von Tumor-
antigenen weiterentwickelt und optimiert werden. Die in der Arbeitsgruppe etablierte Technik
namens AMIDA (Autoantibody-mediated Identification of Antigens) basiert auf der spezifi-
schen AutoantikOrper-vermittelten Selektion und Aufreinigung potenzieller Tumorantigene
und deren anschlieBender zweidimensionaler Auftrennung und Isolierung. AMIDA ermdog-
licht prinzipiell die Identifizierung von Tumorantigenen, die durch posttranslationale Modifi-
kationen immunogen wurden, wobei fiir die Isolierung das komplette Proteom zur Verfligung
steht. Es wurde eine allogene Variante etabliert, welche die Technik unabhingig von autolo-
gen Tumorbiopsien macht (allo-AMIDA). Neben der Einfiihrung geeigneter Kontrollen kann
allo-AMIDA nun im priparativen MaBstab durchgefiihrt werden. Der Vorteil von allo-
AMIDA gegeniiber AMIDA und anderen Strategien ist, neben der schnellen und reproduzier-
baren Durchfiihrung, die nunmehr universelle Einsetzbarkeit der Methode. Zur Identifizierung
von Tumorantigenen werden lediglich Seren von Tumorpatienten und eine geeignete Tumor-
zelllinie bendtigt.

Allo-AMIDA wurde am Beispiel von Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches eingesetzt und
fithrte zur Identifizierung von insgesamt 12 potenziellen Tumorantigenen. Neun der 12 Tu-
morantigene wiesen zum Zeitpunkt der Identifizierung eine Assoziation mit Tumoren auf,
fiinf davon sind etablierte Tumorantigene, was die Eignung von allo-AMIDA zur Identifizie-
rung von TAs beweist. Fiir die allo-AMIDA-Antigene Grb-2 und Hsp-27 konnte eine starke

Expression in Tumorzellen der Kopf-Hals-Entitét gezeigt werden.
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Drei der allo-AMIDA Antigene waren bis zum Zeitpunkt ihrer Identifizierung nicht mit ma-
lignen Erkrankungen assoziiert. Eines dieser Proteine — hnRNP H (heterogeneous ribonucle-
oprotein H) — stellte sich als geeigneter Marker fiir Tumorzellen des Kopf-Hals-Bereiches
heraus. Es konnte auf Transkript- und Proteinebene gezeigt werden, dass hnRNP H bereits in
hyperplastischem Epithelien vermehrt gebildet wird und mit zunehmender Karzinogenese in
den meisten primdren Tumoren bzw. Metastasen dieser Tumorentitét stark tiberexprimiert ist.
Interessanterweise war diese starke Expression auf Tumorzellen beschriankt. In anderen Tu-
morentititen (Kolon-, Pankreas-, Mamma-Karzinom) war hnRNP H ebenfalls stark iiber-
exprimiert, die Expression in humanen nicht-malignen Geweben war sehr heterogen. Da bis
dato wenige Informationen tiber die Funktion dieses nukledren Proteins bekannt sind, wurde
hnRNP H detaillierter analysiert. In der Literatur wird diskutiert, dass hnRNP H am alternati-
ven Spleiflen von pri-mRNAs bzw. an der Regulation dieses Prozesses beteiligt ist. Es konnte
gezeigt werden, dass die Repression von hnRNP H durch RNAi zur Apoptose von Tumorzell-
linien fiihrt. Mittels Genexpressionanalyse konnten potenzielle Zielgene im Bereich Apoptose
identifiziert werden, die von hnRNP H durch alternatives Spleilen reguliert werden. hnRNP
H ist an der Regulation des Bcl-X-Gens beteiligt, was von Garneau und Kollegen (2005)
kiirzlich ebenfalls gezeigt werden konnte. Die Regulation von ARAF1 durch hnRNP H wurde
erstmals gezeigt; ein potenzieller Weg, wie die Deregulation von ARAF1 Apoptose induzie-
ren kann, wird vorgeschlagen. Die Validierung der Zielgene von hnRNP H im Kontext von

Tumorzellen ist Gegenstand laufender Projekte und weiterer Analysen.
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cDNA
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CK
CMV
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DNA
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EGFR
EpCAM
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exp.
FACS
FITC
FKS

zwei-dimensional, zwei-dimensionale Gelelektrophorese
7-Actinomycin D

anti

Antikérper

allogene Variante der AMIDA-Technologie
auto-antibody mediated identification of antigens
Antigen-prasentierende Zelle
destilliertes Wasser

Aminosaure

antisense

American Type Culture Collection
Hilfsdoméne

Bromphenolblau

bovines Serumalbumin
beziehungsweise

zirka

komplementare DNA
carcinoembryonic antigen
Chromosom

Zytokeratin

Cytomegalovirus

Cancer-Testis Antigen

das heif3t

Digoxigenin

Dulbecco’s modified eagle medium
Desoyribonukleinséure
Dithioerythreiol

Escherichia coli

Ebstein-Barr Virus
Ethylendiaminessigsaure
epidermal growth factor receptor
epidermal cell adhesion molecule
Exon-Spleil3-Silencer
experimentell
fluorescence-aktivated cell sorter
Fluorescein-Isothiocyanat

fotales Kalberserum
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g Erdbeschleunigung

g Gramm

GAPDH Glycerinaldehyde-3-phosphat Dehydrogenase
GFP green fluorescent protein

h Stunde

HA Hamagglutinin

HNO Hals-Nasen-Ohren

hnRNP heterogeneous ribonucleoprotein
HPV Humanes Papillomavirus
HRP Meerrettichperoxidase

ie. id est

IEF Isoelektrische Fokussierung
Ig Immunglobulin

IHC Immunhistochemie

IL Interleukin

IP Immunoprazipitation

IPG immobilisierter pH Gradient
ISE Intron-Splei3-Enhancer

ISH in situ Hybridisierung

IVT in vitro-Transkription

Kat.Nr. Katalog Nummer

kDa Kilodalton

Ko-IP Ko-Immunprazipitation

Ktrl. siRNA Kontroll small interfering RNA
| Liter

LB Luria Broth

LKM Lymphknotenmetastase

LOH loss of heterozygosity

M Molar

m milli

mA Milliampere

mAK monoklonaler Antikorper
MALDI-ToF Matrix-unterstitztes Laserdesorptions-/lonisations-

Massenpektrometer (Flugzeitmassenspektrometer)

mg Milligramm

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex
min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

MRD minimal residual disease

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid
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PAGE
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RNA

RT
RT-PCR
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SDS
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siRNA
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uv
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nattrliche Autoantikdrper
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optische Dichte
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Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerythrin
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isoelektischer Punkt
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peptide mass fingerprint
quasi-RNA-Erkennungs-Motiv
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Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-PCR
Sekunde

sense
Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis
squamous cell carcinoma antigen

Natrium-Dodecylsulfat

serological identification of antigens by recombinat

expression cloning
small interfering RNA
Shared tumor antigens
simian virus 40
Tumorantigen

theoretisch

Tumorstadien, T bezieht sich auf die Tumorgrofie,

N auf den Lymphknotenbefall und M auf Fernmetastasen

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan
Tumorsuppressorgen

Unit

unter anderem
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ultraviolett
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Weltgesundheitsorganisation
yellow fluorescent protein
zum Beispiel

Mikroliter




Danksagung

9. Danksagung

Die Durchfiihrung dieser Arbeit hat mir dank einer sehr guten Betreuung und einer einzigarti-
gen Arbeitsgruppe sehr viel Freude bereitet und ich mdchte mich an dieser Stelle bei allen

bedanken, die zum Gelingen der Arbeit beigetragen haben. Mein besonderer Dank gilt:

Herrn PD Dr. Reinhard Zeidler und Prof. Dr. Stephan Lang fiir die Vergabe des Themas, Hil-

fe und Unterstiitzung bei allen Fragen und Problemen,

Herrn Dr. Olivier Gires fiir die perfekte Betreuung, stets offene Ohren und seine motivierende

und menschliche Art,
Herrn Prof. Dr. Horst Domdey fiir die Ubernahme der Rolle des Doktorvaters,

Herrn Prof. Dr. Alexander Berghaus fiir die guten Arbeitbedingungen in der HNO-Forschung

und allen ,,Klinikern fiir die Beschaffung von Primarmaterial,

Herrn Prof. Dr. Wolfgang Hammerschmidt und allen ,,GSFlern* fiir Anregungen und Kritik in
Seminaren, Herrn Dr. Thomas Knoéfel fiir Hilfe und Ratschldge bei grofleren und kleineren

MALDI-Problemen,

der gesamten Arbeitsgruppe fiir das einzigartige Arbeitsklima und die vielen guten Ratschlige
und netten Gesten, die mich in anstrengenden Zeiten wieder aufmunterten. Herrn Dr. Markus
Miinz und Dorothea Maetzel mochte ich fiir die vielen Diskussionen danken, Piri Mack fiir
die Unterstiitzung bei , Jmmunhisto und In situ®, Barbel Schmitt fiir die Ubernahme der Zell-
pflege wihrend des Urlaubs und die vielen Gespriche im Kaffee-Kuschel, Cuong Kieu fiir
viele Maxiprips und seine tatkréftige Unterstiitzung, Barabara Gonzalez, die seit kurzem das
Labor erheitert und bereichert, Martin Ahlemann und Frau Dr. Tina Schaffrik fiir die gute
Zusammenarbeit bei allo-AMIDA.

AbschlieBend mochte ich ganz speziell meinen Eltern und meiner Schwester danken, ohne
deren immerwéhrende Unterstiitzung dieser lange Weg bis hierhin iiberhaupt nicht méglich
gewesen wire. Herzlichen Dank meiner Freundin Nora Assenmacher fiir Geduld, Zuversicht

und ihre liebevolle Unterstiitzung.



Lebenslauf

10. Lebenslauf

Personliche Angaben

Name
Geburtsdatum
Geburtsort
Staatsangehorigkeit
Familienstand

Wohnort

Schulbildung / Studium
1982 - 1985
1985 - 1986
1986 - 1995

1996 - 2001
2000
2001

2002 - 2006

Berufstitigkeit
Oktober 2001 bis Juli 2002

Jens Rauch
15.09. 1975
Volkmarsen
Deutsch

Ledig
Tutzinger Str. 2
81369 Miinchen

Grundschule an der Limesstrasse, Neuaubing
Grundschule an der Kleinfeldstrasse, Germering
Max-Born-Gymnasium, Germering

SchulabschluB3: Allgemeine Hochschulreife
Gustav-Born-Stiftungs-Preis fiir die Facharbeit

,Die modellméBige Darstellung der Proteinbiosynthese*
im Rahmen des Biologie-Leistungskurses

Studium der Biochemie, Universitit Leipzig
ERASMUS-Student an der Cardiff University, Wales
Diplomarbeit am Institut fiir Biochemie bei Prof. Dr.
Annette Beck-Sickinger. Thema: ,,Proteomanalyse von
Neuroblastomazellen®

Doktorarbeit in der HNO-Forschung, LMU Miinchen

in der Arbeitsgruppe von Dr. Olivier Gires

Angestellter bei IMGM Laboratories GmbH, Martinsried



