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1 Einleitung

1.1 Klinische Grundlagen eines oralen Plattenepithelkarzinoms

1.1.1 Epidemiologie

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle zahlt zu den Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs
(head and neck squamous cell carcinoma: HNSCC), die weltweit die sechst haufigste
Krebserkrankung darstellen (Argiris et al. 2008). Aufgrund ihrer nahezu identischen Atiologie
werden sie meist zusammen betrachtet, werden allerdings je nach ihrer Lokalisation von
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen oder HNO-Arzten behandelt. Diese Karzinome sind in der
Mundhohle und im Rachenraum lokalisiert. Die geschatzte Zahl jahrlicher Neuerkrankungen
liegt fir 2010 in Deutschland bei 11400, wobei der Anteil der Manner mit ca. 8360
Erkrankungen nahezu dreimal so hoch ist wie der der Frauen mit 3040. Dabei liegen in
Deutschland die Krebserkrankungen der Mundhéhle und des Rachens bei Mannern mit einem
Anteil von 3,5 % an allen Krebsformen hinsichtlich der Erkrankungshaufigkeit an siebter Stelle,
bei Frauen mit 1,5 % an 16. Stelle. Bei Mdannern kam es 2006 in Deutschland dabei zu ca. 3623
Todesfdllen, bei Frauen zu 1111. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei Mannern bei 60 Jahren,
bei Frauen bei 64, was im Vergleich zu anderen Tumoren relativ niedrig ist (Robert Koch Institut

2010).

Anzahl

B Manner

B Frauen

Statistik 1: Schatzung der altersspezifischen Inzidenz eines malignen Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich in
Deutschland 2004, erfasst durch das Robert-Koch-Institut; Neuerkrankungen pro 100.000 in
Altersgruppen.



1.1.2 Klinik des oralen Plattenepithelkarzinoms

Orale Plattenepithelkarzinome (oral squamous cell carcinoma = OSCC) treten Uberall im
Bereich der Mundschleimhaut auf, wobei sie am haufigsten in der unteren Mundhdhlenetage
vorkommen, besonders im Bereich des anterioren und lateralen Mundbodens, retromolar, am
seitlichen Zungenrand und auch am Gaumenbogen. Klinisch manifestieren sie sich anfangs
meist als schmerzlose Schleimhautveranderung. Es wird zwischen einem exophytischen und
endophytischem Wachstum unterschieden. Bei beiden Formen liegt eine Induration des
Gewebes vor, die nicht exakt von der Umgebung abgegrenzt werden kann (Schwenzer &
Ehrenfeld, 2002).

95% aller malignen Tumoren der Mundhohle sind Plattenepithelkarzinome, die histologisch in
verrukoses, spindelzelliges und adenosquamdses Karzinom sowie als basaloides und adenoides
Plattenepithelkarzinom eingeteilt werden. Sie entwickeln sich auf dem Boden einer
transformierten Zelle in der Basalzellschicht und ersetzen nach und nach das normale Epithel
(Bocker et al. 2008). Von ihnen abgegrenzt werden missen die Tumoren, die von den groRen

und kleinen Speicheldriisen ausgehen und innerhalb oder unter der Schleimhaut wachsen.

1.1.3 Vorladuferldsionen des oralen Plattenepithelkarzinoms

Es gilt als gesichert, dass sich der GroRteil der oralen Plattenepithelkarzinome aus
prakanzerésen Lasionen entwickelt, von denen die orale Leukoplakie die haufigste ist (Wang et
al. 2009). Nach WHO-Klassifikation ist die Leukoplakie eine klinische Beschreibung einer
weilen, nicht wegwischbaren Lasion, die keiner anderen Krankheit zugeordnet werden kann.
Sie wird nochmals unterschieden in eine homogene und eine inhomogene Leukoplakie.
Histologisch liegt bei einer Leukoplakie eine Hyperorthokeratose mit oder ohne
Verhornungsstérung, sowie eine Akanthose mit oder ohne Dysplasie vor. Fir eine
Transformation einer Leukoplakie in ein malignes Plattenepithelkarzinom werden Werte
zwischen 2 und 5 % angegeben (Hunter et al. 2005). Die Progression einer Leukoplakie in ein
Karzinom hangt auch von den genetischen Verdanderungen der Lasion ab. So sind in diesen
prakanzerésen Lasionen bereits Verluste der Heterozygotie (LOHs) an den Genorten 3p, 9p und
17p nachgewiesen. Diese LOHs begiinstigen den Ubergang in ein Karzinom (Hunter et al. 2005;

Smith et al. 2009; Zhang et al 2001).



Weitere prakanzerése Lasionen sind der erosive Lichen planus, die proliferative verrukose
Leukoplakie (PVL) sowie die Erythroleukoplakie (Beck-Mannagetta & Hutarew 2009). Die
Erythroleukoplakie stellt eine Leukoplakie mit zuséatzlichen rotlichen Schleimhautflecken dar. Es
existiert auch eine alleinige Erythroplakie. Das Risiko einer malignen Entartung ist bei diesen
Lasionen mit (iber 50 % gegeniber der gewohnlichen Leukoplakie wesentlich erhéht (Hunter et
al. 2005; Suter et al. 2009).

Die PVL ist eine Unterform der Leukoplakie, die klinisch der konventionellen Leukoplakie
dhneln kann, sich allerdings durch ein aggressiveres und unnachgiebigeres Verhalten

auszeichnet (Morton et al. 2007).

Zu den prakanzerésen Konditionen zdhlen der orale Lichen planus, die orale submukése Fibrose
(veruracht durch das Kauen von Betelnlissen vor allem in Asien), Syphilis im Tertidrstadium,
Xeroderma pigmentosum, der Lupus erythematosus sowie die Epidermolysis bullosa

dystrophica (Reichart 2003; Mithany et al. 2007).

1.1.4 Risikofaktoren

Als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms in der Mundhdhle wird
in der westlichen Welt der langjahrige Konsum von Alkohol und Tabak betrachtet. In Indien und
Sldostasien zahlt auch das Kauen von Betelnlssen zu den Hauptursachen. Fir schwere
Raucher unter 46 wird von einem bis zu 20-fach erhéhten Risiko fiir ein Oropharynxkarzinom
ausgegangen, bei starken Trinkern von einem 5-fachen. Die Kombination von starkem Alkohol-
und Tabakkonsum steigert das Risiko auf das 50-fache (Hunter et al. 2005).

Durch Tabak produzierte Karzinogene wie z.B. Benzapyrene und Nitrosamine fiihren zu
Veranderungen im Genom von fiir das Entstehen eines HNSCCs wichtigen Genen wie p53. Die
Rolle von Alkohol ist weniger klar. Man vermutet aber eine Wirkung als Kokarzinogen durch die
Metabolisierung zu Acetaldehyd (Hunter et al. 2005).

Die orale Schleimhaut muss diesen Karzinogenen liber einen langjahrigen Zeitpunkt ausgesetzt
sein. Dieser kanzerogene Prozess entsteht schlieRlich durch eine Beschadigung der DNA an
mehreren Orten (van Oijen & Slootweg 2000; Biolchini et al. 2005). Da die gesamte Mundhéhle
diesen Karzinogenen ausgesetzt ist, kommt es auch zum Phanomen der Feldkanzerisierung.
Dies besagt, dass die gesamte epitheliale Oberflache des oberen Verdauungstrakts geschadigt
wird und somit ein hoheres Risiko besitzt, maligne Lasionen zu entwickeln. Diese basieren auf

multiplen genetischen Veranderungen im Gewebe der gesamten Region (van Oijen & Slootweg



2000).
Wird zudem nach einer erfolgten Therapie eines Karzinoms der Konsum von Alkohol und
Nikotin durch den Patienten nicht eingestellt, fihrt dies zu einer erheblich schlechteren

Prognose, die ein Rezidiv oder eine sekundédre Neoplasie begiinstigt (Ledn et al. 2009).

Es existieren allerdings auch Karzinome, die nicht mit den typischen Risikofaktoren Alkohol und
Nikotin in Zusammenhang stehen. Fiir diese bis zu 25% der Falle wird eine Infektion mit dem
humanen Papillomavirus angenommen (Andrews et al. 2009). Schon langer ist die Rolle des
humanen Papillomavirus (HPV) bei der Entstehung des Cervixkarzinoms bekannt (Moody &
Laimins 2010).

Fiir ein Karzinom basierend auf dem humanen Papillomavirus werden andere Risikofaktoren
angenommen als der bermalige Konsum von Nikotin und Alkohol. Dabei sind vor allem junge
Menschen betroffen, die eine hohere Anzahl an oralen Sexualpartnern aufweisen und
vermehrt Marihuana konsumieren (Gillison et al. 2008; Haddad & Shin 2008). Das Risiko an
einer HPV-induzierten Tumorerkrankung zu sterben ist héchstens halb so groR wie an einer
konventionellen (Fakhry & Gillison 2006), auch aufgrund einem guten Ansprechen des Tumors

auf Chemotherapie und Radiatio (Nguyen et al. 2009, Fakhry et al. 2008).

1.1.5 Therapieansatze

Bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Mundhohle wird die Prognose des
Krankheitsverlaufs meist anhand der TNM- Klassifikation gestellt. Im klinischen Befund miissen
allerdings auch andere Parameter wie Alter, Geschlecht, friihere Erkrankungen usw. betrachtet
werden (Baatenburg Jong et al. 2001). Histologisch ist der Differenzierungsgrad der wichtigste
Faktor. Am wichtigsten fiir eine aussagekraftige Prognose sind aber die Tumorlokalisation, die
TumorgroRe und der Lymphknotenstatus (Cojocariu et al. 2009). Zudem gelten die Invasion von
GefaRen, die Infiltration von Nerven und die Ausdehnung ins Weichgewebe als wichtige
Faktoren.

Das Hauptziel bei der Entfernung eines Tumors ist das tumorfreie Uberleben, wobei vitale
Strukturen und Funktionen erhalten werden sollen. Dies gilt besonders fiir die anatomisch
anspruchsvolle Region von Kopf und Hals. Dort werden wichtige Strukturen und Funktionen

durch Karzinom und Therapie in Mitleidenschaft gezogen (Haddad & Shin 2008).



Es wird so gehandhabt, dass Patienten, die nach der UICC Stadieneinteilung in Stadium | oder Il
sind, meist nur mit einer Methode, also entweder chirurgisch oder mittels Radiatio, behandelt
werden. Fir weiter fortgeschrittene Stadien wird eine multimodale Therapie mit Bestrahlung,
Chemotherapie oder Chirurgie empfohlen. In den Anfangsstadien kénnen dabei sehr gute
Therapieergebnisse erzielt werden (90 % bei Stadium | und 70 % bei Stadium 1), allerdings
besteht immer noch eine hohe Rezidivgefahr, weswegen regelmaBiges Recall notwendig ist
(Haddad & Shin 2008; Shah & Gil 2009, Argiris et al. 2008). Dabei wird in der Mundhohle
meistens chirurgisch behandelt, um die spateren toxischen Folgen einer Bestrahlung zu
vermeiden (Argiris et al. 2008). Da eine Metastasierung in die Lymphknoten einen haufigen
Prozess beim oralen Plattenepithelkarzinom darstellt und dies auch mit einer Verschlechterung
der Prognose einhergeht, muss in vielen Fallen auch eine Ausrdumung der Lymphknoten
durchgefiihrt werden. Diese ist notwendig, wenn bereits in der Staginguntersuchung befallene
Lymphknoten festgestellt werden oder wenn aufgrund der Tumordicke und der Tiefe der

Invasion solche vermutet werden (Argiris et al. 2008; Pentenero et al. 2005; Kane et al. 2006).

Patienten, die sich bereits in den UICC Stadien Il und IV befinden, bedirfen neben der
Chirurgie auch einer adjuvanten Therapie. Friiher wurde als adjuvante Therapie immer eine
Bestrahlungstherapie durchgefiihrt, wenn diese als notwendig erachtet wurde (Corvo 2007).
Heute geht man davon aus, dass eine zusatzlich zur Radiatio durchgefiihrte Chemotherapie
weiteren Heilungserfolg bringt (Bernier et al. 2004; Burri et al. 2009). Allerdings muss auch die
zusatzliche toxische Wirkung betrachtet werden (Haddad & Shin 2008).

Eine neoadjuvante Chemotherapie verringert zudem das Auftreten von Fernmetastasen (Argiris

et al. 2008; Haddad & Shin 2008).

Als Standardchemotherapeutikum wird dabei Cisplatin verwendet. Auch Cetuximab, ein
Inhibitor des epithelialen Wachstumsfaktorrezeptors EGFR, erzielt sowohl als
Einzeltherapeutikum als auch in Kombinationstherapie mit der Standardchemotherapie
und/oder einer Radiatio gute Erfolge (Pan et al. 2009; Bernier & Schneider 2007). Diese
Therapieform mit Cetuximab wird als molecular-targeted Therapie bezeichnet und es konnten
bei in vitro Untersuchungen weitere viel versprechende Substanzen dieser Therapiegruppe
aufgezeigt werden (Le Tourneau & Siu 2008). Dieses Verfahren einer kombinierten
postoperativen Therapie wird vor allem bei Hochrisikopatienten angewendet. Es konnte so eine
bessere lokale und regionale Tumorkontrolle gelingen, allerdings kam es durch den

Mehreinsatz von Therapeutika zu vermehrten Nebenwirkungen (Cooper et al. 2004).



Ist der Tumor bereits soweit fortgeschritten, dass eine kurative Behandlung nicht mehr indiziert
ist, wird palliativ behandelt. Dies sieht meist eine Bestrahlungstherapie vor, die als
»Hypofractionation” bezeichnet wird. Dabei wird die gewdhnliche Dosis der Radiato in groRere
Dosen aufgeteilt und nicht jeden Tag bestrahlt. Durch diese Methode kbnnen gute Ergebnisse
in Bezug auf das Ansprechen der Therapie, die Kontrolle der Symptome, das Toxizitatsprofil und

die Lebensqualitat erzielt werden (Al-mamgani et al. 2009; Agarwal et al. 2008).

1.2 Molekulare Mechanismen der Zelltransformation bei der Entstehung des oralen
Plattenepithelkarzinoms

1.2.1 Grundlagen

Die Entstehung eines oralen Plattenepithelkarzinoms ist ein mehrere Schritte umfassender
Prozess, der eine Ansammlung von multiplen genetischen Verdanderungen umfasst. Dabei
spielen genetische Pradisposition sowie Umwelteinflisse wie Tabak- und Alkoholkonsum,
chronische Entziindungen und virale Infektionen eine gewichtige Rolle. All diese Faktoren
konnen zu einer weiten Bandbreite von genetischen Mutationen fiihren, die
molekularbiologisch erfasst werden kdnnen. Diese Genveranderungen beziehen sich in der
Regel auf zwei groRe Gruppen von Genen: Onkogene und Tumorsuppressorgene. Diese werden
durch Mutationen, Verlust der Heterozygotie, Deletionen oder epigenetische Modifikationen

entweder inaktiviert oder Gberexprimiert. (Choi & Myers 2008; Pérez-Sayans et al. 2009).

Dabei fiihren diese Verdnderungen im Genom der Tumorzelle zu einer Fehlregulation
krebsrelevanter Gene. Hier werden Proto-Onkogene in der Regel aktiviert und flihren somit zu
einem verstarkten Wachstum der Zelle. Tumorsuppressorgene, die in normalen Zellen das
Zellwachstum kontrollieren, werden bei der Entstehung von Krebs hingegen inaktiviert und
flihren somit zu einem beschleunigten Wachstum der Tumorzelle. Wie bei anderen Tumorarten
wird auch beim oralen Plattenepithelkarzinom angenommen, dass die Entwicklung der
Tumorzelle Gber mehrere Schritte durch Anhaufung von Genexpressionsdnderungen
vorangetrieben wird, was zu einem Wachstumsvorteil und Uberdauern der Zelle gegeniiber

den Nachbarzellen flhrt (Schmezer & Plass 2008).



1.2.2 Genetische Verdanderungen beim OSCC

Bei der schrittweisen Entstehung eines OSCC wird angenommen, dass ein Verlust der
Heterozygotie (LOH) an den Chromosomenabschnitten 9p21 und 3pl4 zu den frihesten
Ereignissen bei diesem Tumorprozess gehort, da schon bei einfachen Keratosen meist ein LOH
dieser Gene nachgewiesen werden kann. Dabei entwickelt sich aus einer einfachen Keratose
eine milde Dysplasie, was bei der Tumorentstehung einen besonders kritischen Schritt darstellt

(Schwarz et al. 2008).

So liege bei 3p beim OSCC eine verringerte Anzahl an Amplifikationen vor (Hashimoto et al.
2000). Der fir die tumorsupprimierende Wirkung verantwortliche spezifische Ort von 3p ist
noch unbekannt, allerdings konnten mehrere Orte mit einem ausgepragten Verlust von Allelen
ausgemacht werden (Perez-Ordofiez et al. 2006). Dies sind die Orte3p14, 3p21, 3p22, 3p24 und
3p26 (Garnis et al. 2003). Das Gen bei 3p14 wird zu den fragile histidine triade (FHIT) Genen
gezahlt (Otha et al. 1996), ein Tumorsuppressorgen, das den Apoptoseweg reguliert und
induziert und das Zellwachstum bremst (Deng et al. 2007). Es sind allerdings noch weitere
Studien notwendig, um die Rolle der Gene von 3p und ihre Signifikanz bei der Entstehung des

oralen Plattenepithelkarzinoms genauer beurteilen zu kénnen (Perez-Ordofiez et al. 2006).

Weiterhin ist bekannt, dass es beim Entstehen eines OSCC meist zu einer homozygoten
Deletion auf dem Chromosom 9p21 kommt. Diese Region stellt eine kritische Stelle fiir einen
Verlust der Heterozygotie bei verschiedenen Karzinomen dar (Argiris et al. 2008; Lydiatt et al.
1998). Diese komplexe Region kodiert unter anderem die Tumorsuppressorgene CDKN2B und
CDKN2A (Worsham et al. 2006).

Der CDKN2A Lokus kontrolliert dabei die Retinoblastom (Rb)-Signaltransduktionskaskade, die
im Zellzyklus den Ubergang von der G;- in die S-Phase reguliert, sowie auch den Signalweg von
p53, der bei einer nicht mehr reparablen DNA-Schadigung einen Wachstumsstopp veranlasst

oder den Apoptoseweg der Zelle induziert (Xing et al. 1999).

Zusatzlich zu diesen haufigen Veranderungen in den Chromosomenabschnitten 9p21 und 3p
sind weitere Veranderungen im Genom beim oralen Plattenepithelkarzinom beschrieben. So
wird eine Steigerung der Amplifikation von 1113 beobachtet (Argiris et al. 2008).

Eine vermehrte Amplifikation im Bereich von 11q13 wird mit einer gesteigerten Expression des
Zellzyklusgens Cyclin D1 in Verbindung gebracht. Dies wird vor allem bei einer Metastasierung
des Karzinoms beobachtet (Capaccio et al. 2000; Rodrigo et al. 2009). Cyclin D1 induziert eine

Phosphorylierung  des  Retionoblastomproteins pRb, was die Aktivierung des



Transkriptionsfaktors E2F1 bedingt und so die Progression des Zellzyklus von der G- in die S-
Phase katalysiert. Dieser Signalweg wird auch von CDK-Inhibitoren wie p16 reguliert. Eine
vermehrte Amplifikation von 11g13 und damit von Cyclin D1, als auch eine Inaktivierung von
p16 fihrt zu einem Ubergang des Zellzyklus in die S-Phase. Bei vielen Tumorentititen wird
mindestens einer der Komponenten dieses Signalwegs mit einer hohen Frequenz inaktiviert
(Okami et al. 1999). Dieses Gen kdnnte zusammen mit dem bereits erwdhnten 9p21 zukiinftig
bei der Diagnostik eines oralen Plattenepithelkarzinoms eine Rolle spielen (Martin et al. 2008;

Masuda et al. 2002).

Weiterhin existieren Mutationen am Genort 17p13, auf dem das Gen p53 lokalisiert ist. Dieses
Gen spielt als Tumorsuppressor bei der Regulation des Zellzyklus eine wichtige Rolle. Die
Funktion des kodierten Proteins ist es als Transkriptionsfaktor die Zelle in der G;-Phase des
Zellzyklus zu arretieren, DNA-Reparaturmechanismen zu aktivieren und bei einem nicht mehr
zu behebenden DNA-Schaden den Apoptoseweg zu induzieren (Stiewe 2007). Ist das Protein
p53 nicht mehr funktionsfahig oder fehlt es ganz, fiihrt dies zu genomischer Instabilitdt. Es
kommt zu einer weiteren Ansammlung von Mutationen und schlussendlich zu einer erhéhten
Tumorprogression. In den meisten humanen Karzinomen treten Mutationen bei p53 auf. Dies
fUhrt dazu, dass das p53-Protein nicht mehr funktionell ist(Green & Kroemer). Dabei wird beim
oralen Plattenepithelkarzinom davon ausgegangen, dass es erst bei fortgeschrittenem
Tumorwachstum zu Mutationen am Gen p53 kommt, was auch mit der Transformation in ein
invasives Karzinom einhergeht (Shahnavaz et al. 2000). Mutationen am Gen p53 gehen zudem
mit einer gesteigerten Lymphknotenmetastasierung und einer allgemein schlechteren

Uberlebensprognose einher (Cabanillas et al. 2007; Ku et al. 2007).

Das in dieser Arbeit untersuchte Gen HECA befindet sich auf dem Lokus 6g23-24 (Makino et al.
2001), ein Genlokus, der ebenfalls fiir die Anwesenheit von Tumorsuppressoren bekannt ist.

Darauf soll bei der Beschreibung dieses Gens naher eingegangen werden.

Grafik 1 stellt die schrittweisen molekulargenetischen Verdnderungen beim oralen

Plattenepithelkarzinom dar.
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Grafik 1: Dargestellt ist die histopathologische Progression bei der Entstehung eines HNSCC in
Hamatoxylin-Eosinfarbung. Ebenso gezeigt sind die chronologisch auftretenden molekularen
Veranderungen bei der Entstehung des Karzinoms (PTEN=phosphatase and tensin homologue). Grafik
aus Argiris et al. 2008.

Eine weitere Veranderung bei der Entstehung eines oralen Plattenepithelkarzinoms bezieht
sich auf die Gruppe der Wachstumsfaktoren, vor allem des Epidermalen Wachstumsfaktors EGF
und seiner Familie. Diese nehmen eine zentrale Rolle bei der Einleitung der Mitose ein. Eine
Uberexpression ihres Rezeptors, dem EGFR ist in vielen Tumoren beobachtet worden. Wenn
diese von Onkogenen kodierten Rezeptoren in Tumoren Uberexprimiert werden, stimulieren sie
die Zellteilung (Harari 2004). Man geht davon aus, dass eine Uberexpression von EGF oder
seines Rezeptors mit einer schlechteren Prognose beim oralen Plattenepithelkarzinom
einhergeht (Egloff & Grandis 2008; Cojocariu et al. 2009). Auch eine Phosphorylierung des
Rezeptors soll die Prognose verschlechtern (Hama et al. 2009). In Kombination mit
Chemotherapie oder Radiatio wird versucht, mit Hilfe von anti-EGFR-Antikorpern und EGFR-
Tyrosinkinaseninhibitoren die Progression der Tumorerkrankung durch das Ausschalten dieses
Signalwegs zu bekdmpfen (Moon et al. 2010; Harari 2004). Beim HNSCC konnte bei Anwendung
des EGFR-Inhibitors Cetuximab in Kombination mit einer Radiatio ein Anstieg der
Uberlebensrate und der Lebensqualitit beobachtet werden. Allerdings liegen bis jetzt keine
Studien vor, die der Anwendung von Cetuximab bessere Resultate gegeniiber der von Cisplatin

bescheinigen (Moon et al. 2010).



Die Fahigkeit von Tumoren, das umgebende Gewebe zu infiltrieren, stellt ein
Hauptcharakteristikum ihrer Malignitat dar. Dieser Prozess basiert auf der Fahigkeit des Tumors
die extrazelluldre Matrix einschlieRlich der Basalmembran zu zerstéren. Dieser Vorgang wird
hauptsdchlich von Matrixmetalloproteinasen (MMPs), einer Gruppe von zinkabhdngigen
Endopeptidasen vollzogen (Werner et al. 2002), die durch die Expression von TIMPs (tissue
inhibitor of metalloproteinases) reguliert werden (Chaudhary et al. 2010). MMPs sind in der
Lage die extrazellulare Matrix, Wachstumsfaktoren und sich an der Zelloberflache befindende
Rezeptoren zu spalten. In Tumorgewebe werden sie viel starker exprimiert als in normalem
Gewebe (Rosenthal et al. 2006). Fiir die Starke der Infiltration der Plattenepithelkarzinome des
Kopf-Hals-Bereichs werden unter anderem die Matrixmetalloproteasen MMP -2, -9 und -13
sowie mit Abstrichen MMP-7 verantwortlich gemacht (Werner et al. 2002). Dagegen wirken die
Inhibitoren TIMP-1 und TIMP-2 einer Metastasierung entgegen (Gorogh et al. 2006; Chaudhary
et al. 2010).

Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Inhibierung der MMPs in vitro und in Mausmodellen
zu einer verringerten Invasion und Metastasierung der Tumorzellen fihrte. In klinischen
Untersuchungen konnte dieser Erfolg aber bislang nicht wiederholt werden (Rosenthal et al.

2006).

1.2.3 Humanes Papillomavirus

Wie auch beim Cervixkarzinom (Moody & Laimins 2010) wird die Entstehung eines OSCC in 20
bis 25% der Falle durch das humane Papillomavirus verursacht. Der am meisten damit
assoziierte Typus ist der Virus HPV 16 (Fakhri & Gillison 2006; Neufcoeur et al. 2009; St Guily et
al. 2010; Yamakawa-Kakuta et al. 2009). Das HPV verursacht dabei die Entstehung eines
Karzinoms durch die Expression der zwei viralen Onkoproteine E6 und E7. Diese degradieren
und destabilisieren durch Ubiquitinierung hauptsachlich die beiden Tumorsuppressorproteine
p53 und pRb. Die Folgen einer Inaktivierung dieser Proteine entsprechen den bereits
dargestellten Reaktionswegen. Es sollen auch weitere Proteine wie Bak und p21(Cipl)
betroffen sein, was die genetische Stabilitdt zusatzlich herabsetzt. Jedoch ist die alleinige
Expression der Proteine E6 und E7 nicht ausreichend fiir eine zelluldre Transformation und es
werden weitere genetische Verdnderungen fir eine maligne Progression der virusinduzierten

Tumorerkrankung vermutet (Chung & Gillison 2009; Rampias et al. 2009).



1.3 Nichtinvasive Diagnosemaoglichkeiten

1.3.1 Grundlagen

Gegenwartig basiert die klinische Untersuchung von oralen Karzinomen und seiner
prainvasiven Vorlduferldasionen auf der visuellen Betrachtung der Mundhohle. Dieses Vorgehen
ist auch meist sehr effektiv, allerdings wird die Effizienz der visuellen Untersuchung durch die
Subjektivitdt des Untersuchers und das Auftreten einer Dysplasie oder eines frihen
Plattenepithelkarzinoms in normal aussehender Schleimhaut gemindert. Folglich werden
weitere Techniken benutzt, um zwischen benignen Abnormalitditen und malignen
Verdanderungen besser unterscheiden zu kénnen. Hierzu werden Verfahren mit Toluidinblau,
Chemolumineszenz, Autofluoreszenz im Gewebe sowie Birstenbiopsien verwendet (Fedele
2009). Bei diesen Methoden wird von folgenden Werten fir Sensitivitat und Spezifitat berichtet
(Driemel, Kunkel et al. 2007):

Verfahren Sensitivitat Spezifitat
Toluidinblau 70 - 100 % 25-67 %
Photodynamische Diagnose  94-99% 60 -89 %
Autofluoreszenz noch keine Wert vorhanden

Orale Zytologie 80 % 95-100 %

Tabelle 1: Dargestellt sind die Werte fir Sensitivitit und Spezifitit bei den entsprechenden

Diagnoseverfahren.

1.3.2 Tumormarker

Zur Verbesserung der histopathologischen Diagnose wird nach weiteren Diagnostika geforscht.
Gesucht werden unter anderem Tumormarker, die immunzytologisch nachgewiesen werden
kdonnen. Beispielsweise treten namlich in 30 % der Falle Tumorrezidive auf, obwohl die Rander
histopathologisch als tumorfrei bezeichnet wurden. Die Einflihrung von zusatzlichen Markern
soll nun die pathologische Diagnose zusatzlich verbessern, indem sie maligne Veranderungen
nachweisen, die in gewohnlichen histologischen Untersuchungen als normal klassifiziert
wurden (Bilde et al. 2009). Es wird davon berichtet, dass die RNA von Tumoren eine
spezifischere Analyse zuldsst als die DNA (van Houten et al. 2002).

Auch der Nachweis von Proteinen weist Unterschiede zwischen gesunden und kranken
Patienten auf. Die Proteomik kénnte die Krebsforschung stark beschleunigen. Das Ziel liegt

darin, neue Erkenntnisse in der frilhen Diagnose und der Behandlung von Karzinomen zu



gewinnen (Hu & Wong 2007). Folgende Proteine werden beispielsweise mit Krebs in
Verbindung gebracht, es sind aber viele weitere bekannt: Annexin Al, Hitzeschockprotein 27,
Interleukin-1 Rezeptorantagonist, Serinproteaseinhibitor Clade B5, Stathmin 1 und Superoxid-
Dismutase 2. Auf Laminin-5 und Tenascin wird im Folgenden naher eingegangen. Zu all diesen

Proteinen sind aber noch weitere Erkenntnisse notig (Koike et al. 2005; Lo et al. 2007).

Da auch fiir HECA eine Rolle als Tumormarker diskutiert wird, sollen nun einige Tumormarker,

die mit einem oralen Karzinom in Verbindung gebracht werden, naher erldutert werden:

So wird Dbeispielsweise auch Laminin-5 in der Technik der Birstenbiopsie als
immunzytochemischer Marker benutzt. Laminin-5 besitzt eine heterotrimere Struktur aus den
Ketten a3R3y2 und ist ein Schlisselprotein des epithelialen Adhdsionskomplexes, bei dem
unter anderem die orale Mukosa mit dem darunterliegenden Stroma verbunden wird (Kosmehl
et al. 1999). Im Gegensatz zum kompletten Molekiil agiert die isolierte y2-Kette oder ihre
proteolytischen Fragmente bei der Migration und Invasion von Zellen. Diese wandern beim
Plattenepithelkarzinom durch die Basalmembran und befinden sich anschlieRend im Stroma
der Invasionszone (Lyons & Jones 2007; Franz et al. 2007). Bei kolorektalen Neoplasien konnte
bereits eine zytoplasmatische Farbung mit Laminin-5 festgestellt werden (Sordat et al. 2000).
Auch in Neoplasien des Cervix Uteri gilt Laminin-5 oder die y2 Kette als Indikator fir eine starke
Neoplasie (Stoltzfus et al. 2004; Noel et al. 2005). Zusatzliches Miteinbeziehen der
Immunzytochemie der y2-Kette von Laminin-5 kann bei der Birstenbiopsie die Werte filr

Sensitivitat und Spezifitat steigern (Driemel, Dahse et al. 2007).

Neben Laminin-5 werden in der extrazelluldren Matrix von vielen Geweben auch Tenascine
gefunden. Diese Glykoproteine unterstiitzen zum einen die Struktur des Gewebes, zum
anderen regulieren sie auch das Schicksal von verschiedenen Zellen, die sich in dieser Matrix
befinden. Sie werden vor allem bei Gewebsumbildungen in der Embryogenese und nach
Verletzungen bendétigt (Brellier et al. 2009). Die Invasion und Metastasierung von oralen
Plattenepithelkarzinomen wird mit Verdanderungen in der extrazellularen Matrix in
Zusammenhang gebracht. Es konnte gezeigt werden, dass beim OSCC eine extrazellulare
Deposition sowohl von der groRen ungespleilliten Variante von Tenascin-C wie auch von
Laminin-5 vorliegt. Weiterhin wird von einer sequenziellen Modulierung und Reorganisation
der extrazellularen Matrix an der Grenzfliche von Tumor und Stroma ausgegangen, die in
unterschiedlichen Stadien bei der Invasion des Karzinoms auftreten (Franz et al. 2006). Das
Tenascinmolekiil unterliegt dem alternativen SpleiRen. Dabei wird in Tumorzellen vor allem die

groBe ungespleiRte Variante von Tenascin exprimiert, die sich in den Ubrigen Zellen nur



eingeschrankt findet (Hindermann et al. 1999). Bei Biirstenbiopsien konnten die Werte fir
Spezifitdt und Sensitivitat mit Hilfe von Antikérpern gegen das hochmolekulare SpleiRprodukt
von Tenascin gegeniliber den konventionellen Biopsien deutlich verbessert werden (Driemel,
Dahse et al. 2007).

Zudem konnte in RT-gPCR-Analysen, bei denen die mRNA in Birstenbiopsien gewonnen wurde,
gezeigt werden, dass OSCCs durch die Expression ihrer extrazellularen Matrixproteine Laminin-
5 und Tenascin-C detektiert werden konnen. Allerdings wird diese Moglichkeit des Nachweises
durch die hohe Aktivitat von RNAsen in der Mundhohle eingeschrankt (Driemel, Kosmehl et al.

2007).

Ebenso werden die melanomassozierten Antigene-A (MAGE-A), von denen zwolf Subtypen
existieren, in einer Vielzahl von Tumoren exprimiert, allerdings nicht in gesundem Gewebe mit
Ausnahme von embryonalem Nervengewebe und Testes. lhre Detektion gelingt sehr spezifisch
nur in Krebszellen (Ries et al. 2008). Bei Gewebeproben aus der Mundhdhle zeigte sich, dass in
RT-qPCRs eine erhohte Expression dieser Antigene nur bei Tumorproben vorlag, wobei es
Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen gab. Allerdings verspricht die gleichzeitige
Untersuchung mehrerer MAGE-A Antigene eine sensitivere Analyse fiir die diagnostische
Evaluation eines OSCC (Ries et al. 2009). MAGE-A Expressionsanalysen kénnten zukiinftig eine
sensitive Methode zur Diagnose von frilhen Stadien des OSCC darstellen (Mollaoglu et al. 2008;
Metzler et al. 2009). Weiterhin wird Uber eine Rolle von MAGE-A als immuntherapeutisches

Ziel und als Impfstoff fir ein orales Karzinom diskutiert (Ries et al. 2008).

Auch Zytokeratine kdnnen als Tumormarker verwendet werden. In mRNA aus oralen
Biirstenbiopsien gewonnener mRNA kann mittels RT-qPCR eine Uberexpression der
Zytokeratine CK 17, CK19 und CK20 festgestellt werden. Am vielversprechensten erscheint
dabei CK 17. Die Detektion der mRNA der Zytokeratine ist in friilhen Stadien und wenn noch

keine Metastasierung stattgefunden hat, signifikant héher (Toyoshima et al. 2008, 2009).

Zudem sollen in Zukunft microRNAs als Biomarker fir die Prognose eines Patienten dienen
(Avissar et al. 2009). Beispielsweise konnen die microRNAs let-7d sowie 205 bereits als
prognostische Marker benutzt werden (Childs et al. 2009). Einzelne microRNAs korrelieren mit
dem jeweiligem Tumorstadium (Avissar et al. 2009). Es wird von zahlreichen microRNAs
berichtet, die an der Pathogense von Tumorerkrankungen beteiligt sind, allerdings sind noch

weitere Forschungen auf diesem Gebiet notwendig.

Weiterhin wird von der Moglichkeit der Diagnose eines oralen Karzinoms durch Speichelproben

berichtet. Dabei konnte im Speichel eine vermehrte Expression von bestimmten Genen



nachgewiesen werden. So kdnnen bei den Genen ILIRN, MAL und MMP1 (Lallemant et al.
2009) und solCD44 (l6sliche Form von CD 44) (Franzmann et al 2005 und 2007) Unterschiede in
der Expression zwischen gesundem und krankem Gewebe festgestellt werden, wobei die
Aussagekraft von MMP1 am vielversprechensten war. Es sind aber noch weitere

Verbesserungen dieser nicht invasiven Technik erforderlich (Lallemant et al. 2009).

1.4 Entstehung verschiedener Proteinvarianten

1.4.1 Mechanismus des Spleifens

Die meisten fir Proteine kodierenden Gene im menschlichen Genom setzen sich aus vielen
Exons zusammen, die von Introns unterbrochen werden. Die Exons sind gewdhnlich relativ kurz
mit einer Lange zwischen 50 und 250 Basenpaaren, wohingegen Introns viel langer sind und bis
zu mehreren tausend Basenpaaren grol} sein kdnnen. Exons enthalten die proteinkodierende
Sequenz, wahrend Introns als nicht-kodierend bezeichnet werden; ihre Funktion ist bis jetzt
unklar. Jedoch wird vermutet, dass nicht-kodierende RNA-Sequenzen eine wichtige Rolle beim
Chromatin Remodelling, der Transkriptionskontrolle und der posttranskriptionellen
Prozessierung spielen (Mercer et al. 2009). Bei der Transkription des Gens werden die Exons
und Introns in eine Pra-mRNA Uberfiihrt. In einem als Spleilen bezeichneten Prozess werden
anschlieRend die Introns aus dieser Pra-mRNA herausgeschnitten und es entsteht die
messenger RNA (mRNA), die aus dem Zellkern ausgeschleuBt wird und im Zytoplasma in ein
Protein translatiert wird. Normalerweise kodieren die meisten Gene fiir mehrere Transkripte.
Dies geschieht dadurch, dass die Exons verschieden zusammengesetzt werden, was zu einer
unterschiedlichen mRNA fihrt. Folglich wird ein anderes Protein produziert. Diesen Vorgang
bezeichnet man als alternatives Spleifen (van Alphen et al. 2009). Die groRe Mehrheit der
Proteine unterliegt diesem Verfahren, das es einem Gen ermdoglicht, fir mehrere Proteine zu
kodieren. So kann durch das Erstellen mehrerer Transkripte die Vielfdltigkeit des Proteoms
erweitert werden (Tazi et al. 2009).

Von groRer Bedeutung sind dabei die Strukturelemente an den Ubergingen von Exon zum
Intron sowie im Intron selbst. Dies sind vom Intron aus gesehen eine 5°- und eine 3'-
SpleiBstelle wie auch eine spezifische Sequenz im Intron, die als branch point sequence (BPS)
bezeichnet wird. Dadurch kénnen durch diese bekannten Sequenzen auch bioinformatisch

mutmalliche Spleillstellen berechnet werden. Beim SpleiBen werden durch mehrfache



Umesterungen dann die Introns entfernt. Dies geschiet durch die funf uridinreichen small
nuclear RNAs (snRNAs) U1, U2, U4, U5 und U6, die sich mit bis zu 200 Proteinen
zusammenlagern. Dieser Komplex wird SpleiRosom genannt. Die snRNAs werden auch, weil sie
in einem Komplex mit den Proteinen vorliegen, als Ribonukleoproteine snRNPs bezeichnet.

Der Vorgang des alternativen Spleiens ist noch nicht vollstandig geklart. Man geht aber davon
aus, dass der SpleiRvorgang nicht nur von Interaktionen der Basenpaare zwischen snRNPs und
der Pra-mRNA abhangt, sondern auch von folgenden Faktoren beieinflusst wird:

- Kopplung des Spleillvorgangs an die Transkription

Schnelligkeit der Reaktion
- Externe Stimuli wie Wachstumsfaktoren und oxidativer Stress
- Dreidimensionale Struktur der Pra-mRNA

(Wang & Burge 2008; House et al. 2008; Rino & Carmo-Fonseca 2009; van Alphen et al. 2009).

Ein Mechanismus zur Beeinflussung des Spleivorgangs ist bekannt. Es wurden vier
regulatorische Sequenzen identifiziert, die in den Introns und Exons lokalisiert sind. Es
existieren davon zwei stimulierende, von denen sich die eine im Intron (ISE), die andere im
Exon (ESE) befindet. Sie rekrutieren SpleiBosomkomponenten oder SpleiRfaktoren und
katalysieren damit einen SpleiRvorgang. Diese Sequenzen interagieren mit der Familie der
heterogenen nukledren Ribonukleinproteine (hnRNP). Die inhibierenden Sequenzen befinden
sich ebenfalls eine im Intron (ISS), die andere im Exon (ESS) und interagieren mit der Familie
der Serin/Arginin- reichen (SR) Proteine. Sie blockieren Bindungsstellen an der Pra-mRNA (Shi

et al. 2008; Wang & Burge 2008; van Alphen et al. 2009).
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Grafik 2: Dargestellt ist der Vorgang des alternativen Spleifens. Durch die unterschiedliche
Zusammensetzung der Exons entstehen verschiedene mRNAs, die folglich in unterschiedliche Proteine
translatiert werden (http://www.genome.gov/Images/EdKit/bio2j_large.gif)

Alternatives SpleiBen produziert aber nicht immer funktionsfahige Proteine. Es liegen
Erkenntnisse vor, die besagen, dass eine betrachtliche Anzahl von alternativen
SpleiRergebnissen zu mRNA-Isoformen fiihrt, die ein verfriihtes Stopkodon aufweisen. Diese
Transkripte missen wieder Uber den nonsense-mediated mRNA decay (NMD)-Signalweg
abgebaut werden. Eine Erklarung dafiir liegt in der Identifizierung von SpleiRfehlern. Eine
andere Moglichkeit wird darin vermutet, dass Zellen alternatives SpleiRen und den NMD-
Signalweg dazu beniltzen, um ({berflissige mMRNA-Transkripte zu regulieren. Dieser
Mechanismus konnte in einer weiten Bandbreite von Genen in unterschiedlichen Organismen
gezeigt werden. Er wird auch haufig zur Autoregulation von Proteinen benutzt, die auf den

SpleiBprozess selbst Einfluss nehmen kénnen (Lareau et al. 2007).

1.4.2 Alternatives SpleiRen in Tumoren

Tumoren unterscheiden sich hinsichtlich der Ansammlung von alternativen SpleiRformen von
normalem Gewebe. Viele tumorassoziierte SpleiRvarianten stammen von Genen ab, die in der
Karzinogenese und in der Tumorprogression eine etablierte Rolle spielen. Dies erhoht
wiederum die Wahrscheinlichkeit, dass alternative SpleiRformen an der Pathogenese von
Karzinomen teilhaben (Kérner & Miller 2009). Es wurde gezeigt, dass diese in Tumoren
exprimierten SpleiBvarianten flir hyperonkogene Proteine kodieren, die folglich oft mit einer

schlechten Prognose korrelieren (Venables 2006).



Es werden aber auch die RNA-bindenden Proteine (RPBs) mit der Entstehung von Karzinomen
assoziiert. Diese sind essentiell fiir den Metabolismus der RNA in Bezug auf Regulation des
SpleiRens, Transport, Abbau, Kontrolle und Translation. Andert sich die Expression dieser
Proteine oder ist ihr Funktionszustand eingeschrankt, kann dies zu krebsrelevanten
Veranderungen des alternativen SpleiRens fihren (Kim et al. 2009; Lukong et al. 2008).

Spleillvarianten, die hauptsachlich in Tumoren gefunden werden, kdnnen als Diagnosemittel
und als potentieller Ansatzpunkt fir Medikamente verwendet werden. Zudem kdnnte das
Verstehen des abweichenden SpleiRprozesses wie auch eine detaillierte Untersuchung der
Spleilvarianten zu neuen Erkenntnissen dieser malignen Transformationen beitragen

(Brinkmann 2004; He et al. 2009).

Im Folgenden sollen einige alternative Spleivarianten, die mit der Entstehung eines Tumors

assoziiert werden, betrachtet werden:

Die Gene MDM2 und MDM4 (murine double minute) sind Onkogene, die als wichtige
Regulatoren von verschiedenen Proteinen fungieren. Eine fundamentale Rolle fallt dabei der
Regulation des Tumorsuppressors p53 zu (Toledo & Wahl 2006). Alternative Spleiformen von
MDM?2 und MDM4 werden mit vielen Krebsarten in Verbindung gebracht, aber auch eine
Bestrahlung mit UV-Licht fordert ein alternatives SpleiBen. Die Regulation der
posttranskriptionalen Expression dieser und wahrscheinlich auch anderer Gene wird durch ein

koordiniertes alternatives SpleiBen gesteuert (Jeyaraj et al. 2009).

Survivin, ein Inhibitor des Apoptoseproteins (IAP) und ein Zellzyklusregulator, wurde in vielen
humanen Karzinomen detektiert. Es konnten dabei fiinf SpleiRvarianten identifiziert werden.
Bei Untersuchungen beim OSCC konnte festgestellt werden, dass drei Varianten signifikant
vermehrt exprimiert werden. Es wird von einem signifikanten Einfluss der Survivin-lsoformen

auf die Aggressivitdt und die Prognose von Tumoren ausgegangen (Maria et al. 2008).

Das alternative SpleiBen bei Tenascin-C wurde bereits erwahnt.

1.4.3 Posttranslationale Modifikationen

Posttranslationale Modifikationen (PTMs) von Proteinen spielen eine gewichtige Rolle in der
Regulation des Zellstoffwechsels. PTMs sind enzymatische, kovalente Modifikationen von

Proteinen, die typischerweise erst nach der Translation der mRNA auftreten. Diese



Modifikationen sind deshalb relevant, da sie die physikalischen und chemischen Eigenschaften
der Proteine wie Aktivitat, Lokalisation und Stabilitat beeinflussen. Einige dieser PTMs kdnnen
schnell entfernt und hinzugefiigt werden und dienen so als reversibler Mechanismus fiir die
Steuerung von Proteinfunktionen und von Zellsignalen (Farley & Link 2009).

So werden die biologischen Basisfunktionen der Proteine von den einzelnen Genen kodiert,
wohingegen die Regulation von Proteinstruktur und Funktion generell von spezifischen PTMs
wie beispielsweise Phosphorylierung, Glykosylierung und Acetylierung ausgelibt wird.
Insgesamt existieren mehr als 200 Typen von PTMs, die in jedem Proteintypus vorkommen,
von nukledren Transskriptionsfaktoren hin zu metabolischen Enzymen, Strukturproteinen und
Plasmamembranrezeptoren. Dabei konnen PTMs verschiedene Funktionen ausfihren.
Beispielsweise kann durch proteolytische Spaltung ein Enzym aktiviert werden, Proteine
konnen mit speziellen Modifizierungen fiir den Proteinabbau markiert werden
(Polyubiquitinierung) oder Anhdnge wie Glykosyl- und Phosphatreste flihren zu einer

Aktivierung, Interaktion oder Sekretion des Proteins (Jensen 2006).
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Grafik 3: Dargestellt sind verschiedene Maoglichkeiten einer posttranslationalen Modifikation von
Proteinen(Jensen 2006)



1.4.4 Glykosylierung von Proteinen

Im Folgenden soll die posttranslationale Modifikation der Glykosylierung naher dargestellt
werden, da in dieser Arbeit unter anderem eine Glykosylierung des HECA-Proteins

nachgewiesen wird.

Die Glykosylierung stellt die haufigste posttranslationale Modifikation dar, bei der
Oligosaccharidketten durch Glykosyltransferasen und Glykosidasen kovalent an das
Ausgangsprotein gebunden werden. Die kombinierte Aktion dieser Enzyme fiihrt zu einer
Unzahl unterschiedlicher Glykanstrukturen. Dabei werden die Polysaccharide uber N-
glykosidische Bindungen an Asparaginreste gebunden oder iber O-glykosidische Bindungen an
Serin- oder Threoninresten. Glukosaminoglykane werden Uber Serinreste an Proteoglykane
gebunden. Dabei kénnen die Glykanstrukturen variieren zwischen hoch komplexen Strukturen
und einfachen linearen Glykanen (Dube & Bertozzi 2005). N-Glykane spielen eine wichtige
Rolle in der Zelladhdsion, weshalb bei auftretenden Modifikationen Auswirkungen auf die
Invasion und Metastasierung von Krebszellen vermutet werden (Zhao YY et al. 2008).
Veranderungen in der Glykosylierung von O-Glykanen treten beginnend von frihen
Krebsstadien bis hin zu Stadien von Invasion und Metastasierung stets auf. Es liegen bis jetzt
allerdings keine genauen Erkenntnisse (iber die Auswirkungen dieser anormalen
Glykosylierungen vor (Reis et al. 2010).

Glykane Uben ihre Funktion durch die Interaktion mit Proteinen aus, wobei sie dabei die
Struktur der interagierenden Proteine verdandern und folglich auch deren Funktion (Rek et al.
2009). Ein einzelnes Protein kann dabei in unterschiedlicher Weise glykosyliert werden, sodass
verschiedene Varianten entstehen, deren Funktion sich wiederum unterscheidet.

Fehler im Glykosylierungsvorgang von Proteinen kdnnen zu einer reduzierten Aktivitat,
verringerter Halbwertszeit und ungewlnschter immunogener Aktivitat der Proteine fihren
(Brooks 2006). Die Analyse solcher Glykosylierungsformen gewinnt zunehmend an Interesse,

da Veranderungen in der Glykosylierung bei bestimmten Erkrankungen wie Krebs auftreten.

Besonders O-glykosidische Glykane wie Glucosaminoglykane werden mit pathologischen
Prozessen wie Entziindungen, Krebs und viralen Erkrankungen in Verbindung gebracht (Brooks
2009; Rek et al. 2009). Es ist bekannt, dass in Krebszellen Verdanderungen der Glykosylierung
von normalerweise auftretenden Glykanen vorliegen. Dies kann sowohl eine gesteigerte als
auch eine verringerte Expression der betroffenen Glykane bedeuten. Diese Verdnderungen
beruhen meist auf einer Veranderung des Expressionslevels von Glykosyltransferasen im

Golgiapparat, was wiederum vor allem zu Veranderungen im Geflige von N- und O-Glykanen



flhrt. Weiterhin scheint zusdtzlich zu Alterationen im Kernbereich der Proteine eine
Verinderung terminaler Strukturen von Glykanen bedingt durch eine Uberexpression von
Glykosyltransferasen mit einer erhohten Malignitdt im Tumorgewebe einherzugehen.
Veranderungen solcher terminaler Epitope konnen bei Krebszellen im gesamten Korper

beobachtet werden (Dube & Bertozzi 2005).

1.5 Das headcase-Gen

1.5.1 Grundlagen

In dieser Arbeit wird das Gen ,HECA” untersucht, ein humanes Homolog zum Drosophila
headcase (hdc). Die bisher Uber dieses Gen publizierten Daten weisen darauf hin, dass HECA
bei der Entstehung von Tumoren im menschlichen Organismus eine wichtige Rolle spielt.
Headcase wurde zuerst in der Fruchtfliege identifiziert. Die bisherige Datenlage deutet in zwei
Hauptrichtungen: Zum einen die Beteiligung an der Differenzierung imaginaler Strukturen und

zum anderen am Aufbau des Tracheensystems.

1.5.2 headcase in Drosophila

Im Folgenden sollen die bislang bekannten Erkenntnisse Uber headcase dargestellt werden.

Zuerst soll auf headcase im Modellorganismus Drosophila melanogaster eingegangen werden.

headcase wurde bei der Suche nach Genen identifiziert, welche moglicherweise von
homeotischen Faktoren des Bithorax-Komplexes geregelt werden. Der Name headcase fir
dieses Gen entstand dadurch, dass Deletionsmutationen dieses DNA-Bereichs zu erheblichen
Entwicklungsstorungen des Fliegenkopfes flihrten. Dies zeigte sich u.a. im Fehlen der
Kopfkapsel oder in der Duplikation von Antennen bzw. Kopfkutikula. Zudem kann es durch die
headcase-Deletion zu weiteren gravierenden Fehlbildung von ZNS, trachealem System,

Muskulatur, Fliigel und Beinen kommen.

Das sehr basische Headcase-Protein (pl 9,6) wird schon in der Embryonalphase von sich
proliferierenden Zellen exprimiert; seine Expression endet mit den letzten embryonalen

Zellteilungen und mit dem Eintritt in die Pupalphase. Die headcase-Expression reflektiert



demnach den Wiedereintritt imaginaler Zellen in die Mitose und kennzeichnet das Wachstum

adulter Vorldufergewebe (Weaver & White 1995).

Des Weiteren stellte sich heraus, dass headcase fiir zwei unterschiedlich groRe Proteine
kodiert, ein kleines mit 70 kDa und ein grofles mit 125 kDa, die sich auch in ihrer Funktion
unterscheiden, (Steneberg et al. 1999). Dies wird moglich durch das Vorhandensein eines
internen UAA Stoppkodons auf dem headcase-Gen, welches bei der Translation Uberlesen
werden kann. Dieses Uberlesen |duft wahrscheinlich unabhingig von einem Stoppkodon und
von bestimmten Suppressor tRNAs ab. Es konnte aber eine dem Stoppkodon nachgeschaltete
80 bp lange Sequenz nachgewiesen werden, die durch die Ausbildung einer Haarnadelstruktur
die Suppression des Terminationssignals bewirken kann. Die genaueren Mechanismen dazu
sind allerdings noch unbekannt. Dieser Vorgang stellt unter den eukaryotischen Genen einen
neuartigen Mechanismus zur Translation eines funktionsfahigen Proteins dar (Steneberg &
Samakovlis 2001).

Die Funktion dieses somit kodierten Proteins konnte bereits zuvor durch die Mutante Fusion-6
in Drosophila erkannt werden, welche allelisch zum bekannten headcase-Gen ist. Dabei konnte
festgestellt werden, dass die Mutante Fusion-6 bei der Ausbildung des Tracheensystems
vermehrt unizelluldre Zweige bildet, die nicht wie im Wildtyp miteinander fusionieren. Dies
stellte somit eine weitere Funktion von headcase dar: headcase ist am korrekten Aufbau des
Tracheensystems beteiligt. Diese Funktion wird allerdings von headcase nur nach
vorangegangener Aktivierung durch den Transkriptionsfaktor escargot ausgelibt. Dabei wird
das Headcase-Protein in denjenigen Zellen exprimiert, die in den terminalen Gabelungen der
Tracheendste miteinander fusionieren. Dabei wirkt das Headcase-Protein inhibitorisch auf eine
weitere Verzweigung ein.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass fir diese unterdriickende Funktion hauptsachlich das
groBe 125 kDa-Protein verantwortlich zu sein scheint. Der mutante Phanotyp von Fusion-6
konnte namlich durch eine ektopische Expression des langen Headcase-Polypeptids gerettet
werden. Beim kurzen Peptid war dies nicht der Fall; dieses besitzt nur eine geringe Aktivitat,
obwohl es 4x hoher konzentriert vorkommt als das lange hdc-Peptid. Dies zeigt, dass das
Uberlesen des Stoppkodons im headcase-Gen iiberlebensnotwendig ist (Steneberg et al. 1999).
Dabei erwies sich die supprimierende Aktivitat des 125 kDa-Peptids als proportional zu seiner
Konzentration. Daraus folgend kénnte das Uberlesen des Stoppkodons das Wachstum der

Trachealzellen genauestens steuern (Steneberg & Samakovlis 2001).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass headcase mit dem Signalweg von Jak/Stat (Janus

kinase/ Signal transducer and activator of transcription) interagiert, der in Drosophila mit



pleiotropen Effekten im Bezug auf viele Entwicklungsprozesse, wie beispielsweise
Zellproliferation, Augenentwicklung oder Tracheenbildung, in Verbindung steht. Dabei konnte

gezeigt werden, dass headcase supprimierend auf diesen Signalweg wirkt (Bach et al. 2003).

Ferner wurde nachgewiesen, dass die Gene Buttonhead (btd) und Spl unter anderem das
headcase-Gen aktivieren, dem sie folglich in der Signaltransduktionskaskade Uibergeordnet
sind. Btd und Sp1 sind u.a. beteiligt an der Organogenese von Kopf- und Beinstrukturen der

Fruchtfliege (Estella et al. 2003).

1.5.3 HECA im menschlichen Organismus

Zu diesem gerade dargestellten Gen headcase (hdc) in Drosophila existiert auch ein humanes
Homolog HECA (headcase homolog (Drosophila)). Es wurde bei der Suche nach Genen mit
einem Verlust der Heterozygotie bei Pankreaszellkarzinomen auf dem langen Arm von
Chromosom 6 (6q) identifiziert, mit der Annahme, dass sich auf diesem Chromosomenarm
Tumorsuppressorgene befinden. Dabei handelt es sich um ein Gen, das auf der genauen
Position 6g23-24 liegt und fiir eine mRNA mit der GrofRe von 5614 bp codiert. Davon kodiert
eine 1632 bp-lange Sequenz fir die Translation in ein folglich aus 543 Aminosduren
bestehendes Protein. Dabei stellte sich heraus, dass das translatierte Protein zu dem bereits
erwahnten Drosophila Headcase-Protein eine Ahnlichkeit von 59% und eine Identitit von 40%
in 320 Aminosauren aufweist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die kodierende Region

von HECA aus vier Exons und drei Introns besteht (Makino et al. 2001).

Zudem konnte gezeigt werden, dass HECA in allen Geweben auf einer basalen Ebene exprimiert
wird, wobei sich die starkste Expression in Milz, Prostata, Thymus und peripheren
Blutleukozyten darstellte. Weiterhin liegt sowohl beim Pankreaszellkarzinom als auch beim
Nierenzellkarzinom eine verringerte Expression dieses HECA-Gens vor. So wurde flir HECA eine
Rolle als Tumorsuppressor bei diesen Karzinomen vermutet (Makino et al. 2001; Chien et al.

2006).

Auch beim Kolonkarzinom variiert die Expression von HECA. Dabei zeigte sich, dass HECA beim
Kolonkarzinom im Gegensatz zu gesunden Probanden starker exprimiert wird. Zudem hangt die
Expression vom Stadium der Erkrankung ab. In friihen Stadien wird HECA viel starker exprimiert
als in Spateren. Diese Ergebnisse wiederholten sich auch bei der Untersuchung von Blutproben.

Folglich konnte HECA nach weiteren Untersuchungen als Tumormarker fir das Erkennen eines



Kolonkarzinoms im friihen Stadium anhand des Faeces etabliert werden (Chien et al. 2006).

In dieser Arbeit soll die Rolle von HECA bei der Entstehung von Karzinomen im Kopf-
Halsbereich ndher untersucht werden. Dazu liegen von Dowejko et al. (2009) bereits
richtungsweisende Ergebnisse vor:

In immunbhistologischen Untersuchungen an Gewebeschnitten von gesundem Plattenepithel
der Mundhohle wurde die Expression des HECA-Proteins sowohl in den Basalzellen als auch in
den dariiber liegenden Epithelschichten nachgewiesen. Im Vergleich dazu zeigten
Plattenepithelkarzinome eine reduzierte HECA-Expression, welche in den Basalzellen vollig
fehlte.

Weiterhin korreliert die HECA-Expression von mRNA und Protein wie beim Kolonkarzinom mit
dem Differenzierungsgrad des Karzinoms. Dabei kam es bei entdifferenzierten OSCC-Zelllinien
zu einer geringeren mMRNA-Expression als bei noch differenzierungsfahigen.

Da in Drosophila das headcase-Protein mit Cyclin K (Stanyon et al. 2004) und dem Mitose-
Checkpoint Protein Bub1l-like (Giot et al. 2003) interagiert, wurde der Einfluss von HECA auf
den Zellzyklus untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die HECA-Expression von Zellen, die
sich in der S-Phase befanden, signifikant héher war als von denjenigen, die in der Go/G;-Phase
arretiert waren. Dies stellt dar, dass HECA vor allem in mitotisch aktiven Zellen von Bedeutung
ist.

In der Tat zeigte eine Proliferationsanalyse, dass HECA-lberexprimierende OSCC-Zellen im
Vergleich zur Kontrolle eine signifikant verlangerte Verdopplungszeit (bis zu 45 %) und ca. 30 %
weniger mitotisch aktive Zellen aufwiesen.

Mittels Durchflusszytometrie wurde gezeigt, dass HECA-Uberexprimierende OSCC-Zellen

bevorzugt in der G,/M-Phase des Zellzyklus arretierten.

Basierend auf diesen Daten wird HECA als ein neuer Tumorsuppressor von Kopf- und

Halstumorzellen diskutiert.

Interessanterweise ist das HECA-Gen bei 6g23-24 auf dem Chromosom lokalisiert, welches eine
bekannte LOH-Region bzw. einen Ort gehdufter homozygoter Deletionen verschiedener
Tumorsuppressorgene in unterschiedlichen Krebsarten darstellt, inklusive Kopf- und
Halstumoren (Smith et al. 2006; Lemata et al. 2006; Ross et al. 2007).

Im Pankreastumor korreliert das Auftreten von LOHs bei 6q23-24 mit der malignen Progression
(Speel et al. 2001; Barghorn et al. 2001). Auch in Speicheldriisenkarzinomen (Stallmach et al.
2002) und Medulloblastomen (Hui et al. 2005) wurde 6923 als ein wichtiger

Tumorsuppressorlokus identifiziert. In Gliomen wurde ferner das HECA-Gen mit einer LOH-



Region bei 6023-q26 assoziiert (Wong et al. 2006).

1.5.4 Molekulargenetische Grundlagen zu HECA

Wie oben erwéahnt ist das HECA-Gen bei 6q23-24 auf dem Chromosom lokalisiert und umfasst
eine Lange von 5614 bp (Makino et al. 2001). Diese Nukleotide werden in eine mRNA
transskribiert, wobei die flir das HECA-Volllangeprotein kodierende Sequenz 1632 Nukleotide
betragt  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST  =GV&DATA=5591).
Insgesamt besteht die mRNA aus vier Exonen. Die nicht kodierenden und untranslatierten

Bereiche befinden sich am 5°-Beginn von Exon 1 sowie am 3’-Ende von Exon 4.

Von unterschiedlichen Datenbanken (EC-Gene, UCSC, Swiss Institute of Bioinformatics (SIBI),
Ace-View) wird von der Existenz verschiedener bioinformatisch errechneter Spleilvarianten
berichtet. Dabei handelt es sich zum einen um die von SIBI angegebene Variante, die in dieser
Arbeit im Folgenden als SpleiRvariante | bezeichnet wird. Dieses Transkript unterscheidet sich
von der bereits bekannten Variante dadurch, dass nach dem Spleivorgang von Exon 4 nur der
Anfangsbereich tbrig bleibt (Grafik 4).

Von EC Gene wird eine weitere Variante angegeben. Dabei besteht das mRNA-Transkript
vereinfacht dargestellt nur aus den Exonen 2 und 3. Hier beginnt das Transkript in Exon 2
allerdings erst ab dem 80. Nukleotid und setzt sich in Exon 3 um 68 Nukleotide (iber das Ende
von Exon 3 der von NCBI angegebenen Variante hin fort. Dieses Transkript, das aus 1175
Nukleotiden besteht, wird in dieser Arbeit als Spleivariante |l bezeichnet
(http://genome.ewha.ac.kr/ECgene/). Es kdnnte durchaus die Moglichkeit bestehen, dass diese
beiden bioinformatisch errechneten SpleiBvarianten | und Il dieselbe in vivo vorhandene mRNA
beschreiben.

Weiterhin wird von Ace View ein Transkript angegeben, das von einer kodierenden Sequenz
von 1252 bp ausgeht. Diese Variante ist mit der von EC Gene angegebenen SpleiRvariante Il
nahezu identisch. Im Unterschied dazu beginnt das Transkript in Exon 2 vom 5’-Ende gesehen
bereits 80 Basen zuvor (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?exdb
=AceView&db=36a&term=HECA&submit=Go).



HECA genomische DNA
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Exonl
(564) Exon 2 (1041) Exon 4 (3689)

HECA mRNA (NCBI)
Exon 3 (155)

HECA mRNA Spleif3variante | (SIBI)

e o B o |

HECA mRNA SpleiRvariante Il  (EC Gene)
962 213

Grafik 4: Dargestellt ist die genomische DNA des HECA-Gens, bestehend aus den vier Exonen, in
Klammern ist jeweils die Nukleotidanzahl angegeben. Zudem ist die von NCBI publizierte HECA-
Volllange-mRNA dargestellt mit ihrem untranslatierten Bereich (UTR). Auch die SpleiBvarianten | und Il
sind grafisch dargestellt; man beachte dabei vor allem die unterschiedliche Nukleotidanzahl in Exon 3.

Werden diese mRNA-Transkripte nun an den Ribosomen translatiert, entstehen unterschiedlich
groRe HECA-Proteinvarianten. Von den einzelnen Datenbanken wurden die bei der Translation
entstehenden Proteine errechnet. Bei der Translation der von NCBI angegebenen mRNA
entsteht das HECA-Volllangeprotein mit einem Molekulargewicht von 58,8 kDa, das sich aus
543 Aminosauren zusammensetzt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?
REQUEST=GV&DATA=5591). Wird die SpleiBvariante Il in ein Protein Gberflhrt, entsteht ein aus
379 Aminosauren bestehendes Protein mit einem Molekulargewicht von 42,73 kDa
(http://genome.ewha.ac.kr/ECgene/). Bei der von Ace View angegebenen Variante wird ein
Peptid mit einem Molekulargewicht von 46,8 kDa und 416 Aminosaduren produziert
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?exdb=AceView&db=36a&term=H
ECA&submit=Go).

Flr die von SIBI angegebene Spleilvariante | wurde keine Berechnung fiir das entstehende

Protein durchgefiihrt.



Die gesamte Nukleotidsequenz der einzelnen mRNA-Transkripte sowie die Aminosauresequenz
der einzelnen Proteine befinden sich im Anhang. Dort sind auch die verwendeten PCR-Primer

eingezeichnet.



1.6 Ziele der Arbeit

Ausgehend von der einleitend dargelegten Bedeutung als neuer Zellzyklus- und
Differenzierungsregulator und putativer Tumorsuppressor sollte das humane headcase (HECA)
und seine Isoformen in oralen Plattenepithelkarzinomen naher charakterisiert werden.

Im ersten Teil der Arbeit sollten zunachst die von Dowejko et al. (2009) dargestellten
Expressionsunterschiede in den HECA-Proteinvarianten von OSCC Zellen und normalen oralen
Keratinozyten (HOKs) mittels Immunoblotanalysen verifiziert werden. AnschlieBend sollte die
subzelluldare Verteilung der HECA-Proteinvarianten sowie deren Abhdngigkeit von der
Zelldifferenzierung in OSCC Zelllinien und HOKs untersucht werden. Ein weiteres Ziel war es zu
prifen, ob die unterschiedlichen HECA-Peptide das Ergebnis posttranslationaler
Modifikationen sind. Im zweiten Teil dieser Arbeit stand die PCR-Analyse der HECA-Varianten
auf transkriptioneller Ebene im Fokus. Es sollte untersucht werden, ob die HECA-
Peptidvarianten aufgrund der Existenz posttranskriptioneller SpleiRformen exprimiert werden.
Auf der Grundlage von bioinformatischen Datenbankeintrdagen zu alternativen HECA mRNA-
Varianten war beabsichtigt, die putativen HECA mRNA-SpleiRformen in OSCC-Zellen und HOKs
exprimentell nachweisen. Anschliefend sollten die Ergebnisse hinsichtlich der Funktion von
HECA und seiner alternativen Varianten wahrend der oralen Karzinogenese, als auch beziglich
einer potentiellen Verwendung als diskriminierender und pradiktiver OSCC-Tumormarker

bewertet werden.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

Verwendete Materialen:

- 2-Propanol, 33539, Sigma, St. Louis, MO, USA

- 5x GoTaq Green Reaction Buffer, M7911, Promega, Madison, WI, USA

- Accutase, L11-007, PAA, Colbe, D

- Amersham Hyperfilm™ ECL, 28906837, GE Healthcare Ltd., Little Chalfont, UK

- Amicon® Ultra-4, Centrifugal Filter Devices, PR02843, Millipore, Billerica, MA, USA

- Ammonium Persulfate (APS), 13375, Serva, Heidelberg, D

- Beta Actin antibody — Loading Control, ab8227-50, Abcam, Cambridge, UK

- BCA Solution, 71288, Novagen, USA

- complete Mini, 04693124001, Roche, Mannheim, D

- Cupric Sulfate 4%, 71287, Novagen, USA

- dNTP Set 100 mM, 28-4065-52, GE Healthcare Ltd, Little Chalfont, UK

- Donkey anti-goat IgG-HRP: sc-2020, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), P04-01550, Pan Biotech GmbH,
Aidenbach, D

- Dulbecco’s PBS (1x), H15-002, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

- Fetal Bovine Serum, 10270, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

- Glycin, 1.04201.1000, Merck, Darmstadt, D

- GoTaq DNA Polymerase, M3175, Promega, Madison, WI, USA

- HECA polyclonal antibody (A01), H0O0051696-A01, Abnova, Heidelberg, D

- HECA (C-19): sc-103543, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA

- HECA (K-18): sc-103545, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA

- Histon H3 Antibody, 2650, New England Biolabs, Frankfurt a. M., D

- Hypercassette™, RPN 13642, Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK

- Lambda Protein Phosphatase (A-PPase), P0753S, New England Biolabs, Frankfurt a. M.,
D

- LightCycler FastStart DNA Master”™™® SYBR Green I, 03515869001, Roche, Mannheim, D

- L-Glutamin, K0283, Biochrom, Berlin, D

- MICROTEST™ Zellkulturplatte, 353075, Becton Dickinson Labware Europe, Meylan
Cedex, F

- Natriumchlorid, 1.06404.1000, Merck, Darmstadt, D

- Oral Keratinocyte Growth Supplement, 2625, ScienCell, Carlsbad, CA, USA

- Oral Keratinocyte Medium, 2611, ScienCell, Carlsbad, CA, USA

- RIPA Buffer, R 0278, Sigma®, Saint Louis, MO, USA

- RIPA Buffer Set, 1920693, Roche, Mannheim, D

- RNeasy Mini Kit, 74104, Qiagen, Hilden, D

- Roti-Load Laemmlie-Puffer, K929.1, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, D

- Roti®-Lumin, PO781, Carl-Roth Gmbh, Karlsruhe, D

- Rotiphorese Gel 40, T802.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

- Pen/Strep Solution, C42010, PromoCell GmbH, Heidelberg, D

- Penicillin/Streptomycin Solution, 0503, ScienCell, Carlsbad, CA, USA

- Poly-L-Lysin 1 mg/ml, 0403, ScienCell, Carlsbad, CA, USA

- ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit, 539790, Calbiochem, Darmstadt, D
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- Protein Deglycosylation Mix, P6039S, New England Biolabs, , Frankfurt a. M., D

- Protein-LoBind Tubes, Eppendorf, Hamburg, D

- Quick-Load 100 bp DNA Ladder, NO467S, New England Biolabs, , Frankfurt a. M., D
- SeeBlue® Plus2 Prestained Standard (1x), LC5925, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
- SeaKem LE Agarose, 50004, Biozym, Hess. Oldendorf, D

- Sodium Dodecyl Sulfate Solution, 05030, Sigma, St. Louis, MO, USA

- Stabilized Goat Anti-Mouse IgG, 32430, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

- Stabilized Goat Anti-Rabbit IgG, 32460, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, 04379012001, Roche, Mannheim, D
- Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 1.08382.1000, Merck, Darmstadt, D

- Trypsin-EDTA (0,05%/0,02%), L2143, Biochrom, Berlin, D

- Tween 20, P5927, Sigma, St. Louis, MO, USA

- Zellschaber, REF 353086, BD Falcon, Grafeling-Locham, D

- Zellkulturflasche, 353108, Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont de Claix, F

Verwendete Geréte:

- Biofuge fresco, 75005510, Heraeus, Hanau, D (Zentrifuge)

- BP 1200, 11609097, Sartorius, Gottingen, D (Waage)

- Genios, F129004, TECAN, Mannedorf, CH (Messung Proteinkonzentration)

- HP Scanjet 5530, Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA (Scanner)

- Intas Geldokumentationssystem, Intas, Gottingen, D

- Mini-Protean Tetra Cell Elektrophoresesystem, Bio-Rad, Miinchen, D

- LC Carousel Centrifuge 2.0, 40427912, Roche, Mannheim, D (LC Zentrifuge)

- LightCycler 2.0, 01406510, Roche, Mannheim, D

- Peltier Thermal Cycler PTC-200, Bio-Rad, Hercules, CA, USA (PCR-Gerét)

- Standard Power Pack P25, 040-800, Biometra, Gottingen, D (Spannungsquelle
Gelelektrophorese)

- TS-100 Thermo Shaker, 430803003, Kisker, Steinfurt, D

- Vortex-Genie 2, 2-90533, Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Rezepte fiir verwendete Pufferldsungen:

10x TBS-Puffer (11):
- 24,2 g Tris Base
- 80 g NaCl
- mitHClaufpH 7,6
- mit A.dest. auf 1l auffillen

TBS-Waschpuffer:
- 1xTBS-Puffer
- 0,1% Tween-20

10x TBE-Puffer (11):
- 121,14 g Tris Base
- 51,33 g Borsaure
- 3,72gEDTA
- mit A.dest auf 1l auffillen



10x Elektrodenpuffer (11):
- 30 g Tris Base
- 144 g Glycin
- 50 ml 20%iges SDS
- mitA. dest. auf 1l auffillen

10x Transferpuffer (11):
- 30 g Tris Base
- 142 g Glycin
- 100 ml Methanol
- mit A.dest. auf 1l auffiillen

1 M Tris (pH 7,6 und 6,8) (11):
- 121,1 g Tris Base
- In 700 ml ddH,0 lésen
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- Durch die Zugabe von HCl auf den gewlinschten pH-Wert einstellen

2.2 Verwendete Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Plattenepithelkarzinomzelllinien wurden von Prof. T. L.

Whiteside (University of Pittsburgh Cancer Institute, Pittsburgh, PA) zur Verfiigung gestellt. Ihr

Ursprung ist jeweils ein Plattenepithelkarzinom in der Mundhohle oder im Oropharynx (Heo et

al.1989):

Name Priméarherd TNM-Klassifikation Differenzierungsgrad
PCl 1 Larynx T2NOMO moderately well

PCl 4 Zungengrund T3NOMO moderately well

PCI 9 BOT T4N3MO moderately

PCI 13 Retromolares Dreieck T4N1MO poorly

PCl 15 Sinus piriformis T2N1MO poorly

PCI 52 Aryepiglottische Falte T2NOMO moderately well

PCl 68 Zunge TANOMO well

Tabelle 2: Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Plattenepithelkarzinom-Zelllinien.

In Untersuchungen mit Cytokeratin-Markern konnte gezeigt werden, dass die Zelllinien PCI 1,

PCI 13, PCI 68 und HOK (s.u.) gut differenziert sind, wohingegen dies bei den Zelllinien PCl 4

und PCl 52 nicht mehr der Fall ist (Bauer et al. 2008). Zu den Zelllinien PCI 9 und PCI 15 liegen

dazu keine Ergebnisse vor.

Als gesunde Kontrollzellen wurden normale, humane, epitheliale Keratinozyten (NHEK) und

humane orale Keratinozyten (HOK) verwendet. NHEK wurde von PromoCell, Heidelberg,

bezogen und stammt von humanen adulten Keratinozyten ab. Die Zelllinie HOK kommt von
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ScienCell (San Diego, CA) und wurde von humanen fetalen oralen Keratinozyten gewonnen.

Beide Zellkulturen, NHEK und HOK, wurden nach Anweisung der Hersteller behandelt.

2.2.1  Kultur der Zelllinien

Von der Forschungsgruppe wurden tiefgefrorene Zellen gestellt. Diese wurden bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut und anschlieRend in eine mit 37°C warmem Kulturmedium gefiillte
Zellkulturschale gegeben.
Als Kulturmedium wurde fir die Plattenepithelkarzinomzelllinien Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) von Gibco mit 1g/l Glukose, L-Glutamin und Pyruvat verwendet. Diesem
Ausgangsmedium von 500 ml wurden 50 ml 10%iges fetales Kalberserum (FKS) zugegeben, das
zuvor bei 56°C fir 30 Minuten inaktiviert wurde. Zudem wurde die Losung mit 2 mM L-
Glutamin und einem 1%igen Penicillin/ Streptomycin-Mix (Promocell) versetzt.
Die Zellen wurden anschlieRend bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Ein Mediumwechsel wurde
alle zwei Tage durchgefihrt.
Erreichten die Zellen eine Konfluenzrate von 80-90%, wurden diese zur Aufrechterhaltung der
Kultur gesplittet. Dabei wurde folgendermalien vorgegangen:

- Absaugen des Kulturmediums

- zweimaliger Waschvorgang mit PBS (PAA)

- Zugabe von 1,5 ml Trypsin/EDTA-LOsung fir ca. 5 min, bis sich die Zellen vollstandig von

der Kulturflasche gel6st haben

- anschlieRende Zugabe von 10 ml Medium und Uberfiihrung in ein Falcon-Réhrchen

- Zentrifugation flir 5 min bei 1200 U/min

- Absaugen des Uberstandes

- Resuspendierung der Zellen in 10 ml frischem Medium

- Weiterkultivierung der Zellen in einem beliebigen Mischungsverhaltnis von

beispielsweise 1:10 in einer neuen Zellkulturflasche

Fiir die Kultur der humanen oralen Keratinozyten HOK wurde analog vorgegangen, es ergeben
sich allerdings folgende Unterschiede:

Als Medium wird das Oral Keratinocyte Medium von ScienCell verwendet, das durch die
Zugabe von 5 ml Oral Keratinocyte Growth Supplement und 5 ml Penicillin/Streptomycin-

Losung von ScienCell nach Herstellerangaben vorbereitet wird.
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Um eine ausreichende Adhasion der Zellen an den Zellkulturflaschen zu erreichen, wurden
diese mit Poly-L-Lysin beschichtet. Dabei wurden die Flaschen mit 10 ml sterilem Wasser und
15 pl Poly-L-Lysin (10mg/ml) fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert und 2x mit sterilem Wasser
gewaschen. Anschliefend wurde analog vorgegangen. Beim Splitten wurde zum Ablésen der
Zellen Accutase® verwendet, eine Enzymmischung, welche die Zellen weniger schadigt und

somit eine hdhere Ausbeute zur Folge hat.

2.2.2 Herstellung von Proteinlysaten

Hatten die gezlichteten Zellen eine gewiinschte Konfluenz erreicht, wurden sie zur Erstellung

von Proteinlysaten weiterverarbeitet.

2.2.2.1 Herstellung von Ganzzellproteinlysaten

- Kulturmedium verwerfen

- zweimaliger Waschvorgang der Zellen mit PBS

- Zugabe von 1,5 ml PBS in die Zellkulturflasche und anschlieBendes Abschaben der
adharenten Zellen mit einem sterilem Zellschaber (BD Falcon)

- Uberfiihren der Zellsuspension in ein vorgekiihltes Eppi

- Zentrifugation bei 3000 U/min fiir 5 min und Uberstand dekantieren

- je nach GroRe des gewonnenen Zellpellets resuspendieren in 50-200 pl RIPA-
Lysispuffer (Sigma; Zelllysepuffer enthalt Proteaseinhibitor-Cocktail ,,Complete Mini“
(Roche))

- Losung fiir 15 min bei 4°C schitteln

- Zentrifugation bei 13000 U/min fir 10 min bei 4°C

- Uberstand in Protein-LoBind Tubes (Eppendorf) tiberfiihren und Aufbewahrung bei 4°C

2.2.2.2 Herstellung von Proteinlysaten in subzelluldren Fraktionen

Um eine evtl. unterschiedliche Expression des HECA-Proteins in den verschiedenen
Kompartimenten der Zelle detektieren zu kénnen, wurde aus den kultivierten Zellen mit dem

ProteoExtract Subcellular Proteome-Kit (Calbiochem) das Proteom von folgenden
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Zellkompartimenten extrahiert:

- Zytosol

- Membran und Organellen

- Nukleus

- Zytoskelett
Zudem boten die so gewonnenen Proteinlésungen den Vorteil, dass sie im Gegensatz zu den
mit RIPA-Puffer behandelten Ganzzelllysaten keine weitere Zusatzstoffe enthalten, die eine

spatere Behandlung der Proteine mit Enzymen behindern kdnnten.
Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

Da aufgrund der relativ groRen Volumina die gewonnene Proteinkonzentration der einzelnen
Proteinfraktionen relativ gering war, wurde die Konzentration durch die Verwendung von
Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices erhoht. Dabei wurden die Proteinlysate je nach

Volumen zwischen 10 und 20 min bei 7500g zentrifugiert.

2.2.2.3 Messung der Proteinkonzentration

Bei den gewonnenen Proteinldsungen wurde anschlieRend die Proteinkonzentration mit Hilfe
des BCA™ Protein Assay Kit (Novagen) bestimmt.

Dabei wurden in einer Doppelbestimmung jeweils 10 ul der zu untersuchenden Proben in einer
Verdiinnung von 1:10 in eine Klvette gegeben und mit jeweils 200 pl BCA-Reagenz versehen.
Zusatzlich zu den untersuchenden Proben wurden zur Erstellung einer Standardkurve neun
bekannte Proteinkonzentrationen in einer Doppelbestimmung gemessen.

Die so erstellten Reagenzlosungen wurden fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurde aufgrund der Farbereaktion die Proteinkonzentration bestimmt. Die photometrische
Messung der Farbintensitat erfolgte mit dem Genios-Gerat von Tecan bei einer Wellenlange
von 595 nm und der Software ,Magellan”. Fir das weitere Vorgehen wurde dabei der

Mittelwert der beiden errechneten Proteinkonzentrationen verwendet.
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2.2.2.4 Behandlung der Proteinlysate mit Enzymen zur Deglykosylierung

Zur Identifizierung posttranslationaler Glykosylierung des HECA-Proteins wurden die
hergestellten Proteinldsungen mit einem enzymatischen Deglykosylierungsmix behandelt.
Hierzu wurde der Protein Deglycosylation Mix von New England Biolabs verwendet, der die in
Tabelle 3 aufgelisteten Enzyme enthalt. Dieser Kit wurde nach Herstellerangaben verwendet.
Dabei wurde bei den subzelluldaren Fraktionen pro Reaktionsansatz eine Proteinmenge von
14,3ug verwendet, bei den Ganzzellproteinlysaten eine Proteinmenge von 50 pg. Um
Unterschiede zwischen deglykosylierten und unbehandelten Proteinlysaten feststellen zu
kdnnen, wurde von jeder Probe jeweils eine Kontrollreaktion erstellt, die nicht mit dem
Enzymmix behandelt wurde.

Als Beweis fiir die Funktionalitat des Protein Deglycosylation Mix wurde eine Kontrollprobe mit
Fetuin erstellt. Dieses Protein liegt in einem glykosylierten Zustand vor und kann mit diesem
Enzymmix deglykosyliert werden.

Diese so behandelten Proteinlésungen wurden anschlieBend in Immunoblots analysiert.

Enzym Ursprung Funktion

Endo-a-N- Enterococcus Glykolyse von Disacchariden
Acetylgalactosaminidase oder faecalis
O-Glykosidase

PNGase F oder N-Glykosidase F  Flavobacterium Amidase von Mannose, komplexen
meningosepticum Oligosacchariden und
Glykoproteinen
Neuraminidase oder Sialidase  Clostridium Hydrolyse von N-
perfringens Acetylneuraminsaureresten von

Glykoproteinen und
Oligosacchariden
B1-4 Galactosidase Bacteroideus fragilis  Exoglykosidase von D-
Galaktopyranosylresten von
Oligosacchariden
B-N-Acetylglucosaminidase Xanthomonas Exoglykosidase von B-N-
manihotis Acetylglukosaminresten von
Oligosacchariden

Tabelle 3: Dargestellt sind die fir die Deglykosylierungsreaktion verwendeten Enzyme. Ursprung und
Funktion sind ebenso aufgezeigt.
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2.2.2.5 Behandlung der Proteinlysate mit A-Phosphatase zur Dephosphorylierung

Zum Nachweis potentieller Phosphorylierung des HECA-Proteins wurden die hergestellten
Proteinlosungen zur Dephosphorylierung mit der Lambda Protein Phosphatase von New
England Biolabs behandelt. Dies ist eine Mn®"-abhingige Proteinphosphatase, die eine
Dephosphorylierung von phosphorylierten Serin-, Threonin- und Tyrosinresten katalysiert. Sie

stammt aus dem Bakteriophagen Lambda und besitzt eine Enzymaktivitat von 400,000 U/ml.

Es wurde nach folgender Versuchsanordnung vorgegangen:

Ein Reaktionsansatz enthielt:
- Proteinmenge von 40 ug
- 10x A-Phosphatase Reaction Buffer in einem Volumenverhaltnis von 1:10
- 20 mM MnCl, in einem Volumenverhaltnis 1:10

- A-Phosphatase in einem Volumenverhaltnis von 1:25 bzw. 1:50

Dieser Reaktionsansatz wurde fiir 30 min bzw. 60 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde
gestoppt durch eine 5-minltige Hitzeinaktivierung bei 95°C.

Die so vorbereiteten Proteinlysate wurden anschliefend in Immunoblots analysiert.

Die unterschiedlichen Angaben bei der Vorbereitung der Proteinlysate mit der A-Phosphatase
resultieren daraus, dass die Versuchsanordnung mehrfach modifiziert wurde, um die optimalen

experimentellen Bedingungen herauszufinden.

2.2.2.6 Differenzierung von humanen oralen Keratinozyten

Um den Einfluss der Zelldifferenzierung auf die Expression des HECA-Proteins zu untersuchen,
wurden HOK-Zellen mit einer Konfluenzrate von 90 % einem Differenzierungsprozess
unterzogen. Dies erfolgte durch die Zugabe einer 1,5 mM CaCl,-Lésung fir 24 Stunden in das

Ndhrmedium. AnschlieRend wurden Proteinlysate hergestellt.
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2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) mit den entsprechenden Primerpaaren

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur selektiven Amplifizierung bestimmter
Nukleinsdauresequenzen. In dieser Arbeit wurde die PCR zum Nachweis von mRNA verwendet.
Dazu ist eine vorherige Umsetzung der mRNA mittels reverser Transkriptase in komplementare
DNA (cDNA) notwendig. Dieses Vorgehen wird als Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

bezeichnet.

2.3.1 PCR-Bedingungen

Fir die Durchfiihrung einer PCR wird pro Probe folgender Reaktionsansatz erstellt:

Menge Reagentium

36,5 ul  Wasser, PCR-Grade
10 ul PCR-Reaktionspuffer (GoTag, Promega)
1 ul Desoxynukleotide dNTP (100mM Mix, Amersham)
0,5 ul  Forward-Primer
0,5 ul  Reverse-Primer
0,5 ul  Tag-Polymerase (GoTaq, Promega)

Tabelle 4: 50 pl Reaktionsansatz einer PCR

Zu diesem Ansatz, der im Gesamten 49 ul betrdgt, wurde 1ul cDNA der jeweiligen Zelllinie
gegeben.
Sobald alle Proben mit cDNA versetzt waren, wurde unverziglich die PCR-Reaktion im Peltier

Thermal Cycler PTC-200 von Bio-Rad nach folgendem Protokoll gestartet:

Programmschritt Temperatur Dauer
1 Initiale Denaturierung 95°C 2 min
2  Denaturierung 95°C 30 sec
3  Primer- Annealing 50°C—-70°C 1 min
4  Elongation 72°C 1 min
5  Zyklenzahl 32x Go to Schritt 2
6 Finale Elongation 72°C 5 min
7  Standby 4°C For ever
8 Ende

Tabelle 5: PCR-Protokoll

Um die fur ein bestimmtes Primerpaar optimalen Versuchsbedingungen zu ermitteln, wurde

eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Hierbei wurde bei zwolf Temperaturen zwischen 50°C und
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70°C die bestmogliche Annealing- Temperatur ermittelt. Diese soll moglichst hoch sein, um

unspezifische Bindungen der Primerpaare zu vermeiden.

2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer GrofRe wird ein 1,5 %iges Agarosegel
hergestellt. Als Losungsmittel wird TBE-Puffer verwendet. Pro Geltasche wurden 20 pl PCR-
Reagenz eingesetzt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in der
Elektrophoresekammer bei 100 V fiir 1 Stunde. Zur Visualisierung der PCR-Produkte wurde das
Gel in einer Standard-Ethidiumbromid-Losung (0,5 pg/ml) inkubiert. Ethidiumbromid ist ein
fluoreszenter, nukleinsdure-interkalierender Farbstoff. Mit dem Geldokumentationssystem von

Intas wurde unter UV-Licht eine digitale Aufnahme des Gels erstellt.

2.3.3 Verwendete Primer

Primer Nukleotidsequenz Annealing-Temperatur
HECA Ex 3-4 for 5’- GCACTATGTACACCTACGACATCC -3’ 62°C
HECA Ex 3-4 rev 5’- TCCCACAGTGCTTACAGTTCA -3° 62°C
HECA U Ex 3al for  5'- GCACTATGTACACCTACGACATCC -3’ 62°c
HECAUEx3alrev 5°- TGCTCCCTCAGTGTGTTCAG 3’ 62°C
HECA T 2a for 5’- ACCTCTCCGAACTCCTCACTC -3’ 55,5°C
HECA T 2arev 5’-TCGGGAATCAAGACAGGG-3’ 55,5°C
HECA T 2b for 5°- GCTGATCTTTAACCCACC 3° 55,5°C
HECAT 2b rev 5’- GCATACACTACACTGACGG -3’ 55,5°C
HECAT 3 for 5’-ATCTGTATGCCGTGTGCG-3’ 55,5°C
HECAT 3 rev 5’-CTGGAACATGGAGAGGCAG-3’ 55,5°C
beta-Actin for 5’-CTACGTCGCCCTGGACTTCGAGC-3’ 62°C
beta-Actin rev 5’- GATGGAGCCGCCGATCCACACGG-3’ 62°C

Tabelle 6: Verwendete Primerpaare

Diese Primer wurden von TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, bezogen.

2.3.4 cDNA-Synthese

Um die isolierte mRNA in den nachfolgenden Versuchen als Reagenz fiir RT-PCR und RT-qPCR

(= Reverse Transkriptase-quantitative PCR) verwenden zu kdnnen, muss diese mit dem Enzym
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reverse Transkriptase in cDNA Uberfiihrt werden. Dazu wurde das Transkriptor first strand
cDNA Synthes Kite von Roche verwendet. Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Die
RNA wurde von der Forschergruppe mittels des RNeasy Mini Kits (Qiagen) aus den zu
untersuchenden Zelllinien isoliert. In der cDNA-Synthese wurden jeweils 3ul isolierter RNA

eingesetzt.

2.4 Quantitative PCR (qPCR)

2.4.1 Theorie

Die quantitative PCR erlaubt nicht nur eine qualitative Begutachtung der amplifizierten DNA
wie die konventionelle PCR, sondern sie gibt auch Riickschliisse auf die Quantitit der
eingesetzten DNA-Menge. Dies ist moglich durch die stindige Messung der exponentiellen
Produktakkumulation mittels Fluoreszenzlicht. Dabei ist die Starke des Fluoreszenzsignals
proportional zur Produktentwicklung. Durch anschlieBende mathematische Auswertung wird
die Quantitdt der eingesetzten Probenmenge berechnet. Als Fluoreszenzfarbstoff zur DNA-

Detektion wurde in dieser Arbeit SybrGreen verwendet.

Der Farbstoff SybrGreen bindet sequenzunspezifisch in der kleinen Furche der
doppelstrangigen DNA. Durch seine Bindung steigt die Fluoreszenz stark an. Wahrend des PCR-
Vorgangs steigt die Menge der durch ein Primerpaar spezifisch markierten DNA-Sequenz an,
wodurch folglich auch ein starkeres Fluoreszenzsignal entsteht. SybrGreen ist allerdings mit
dem Nachteil verbunden, dass es unspezifisch zum Beispiel auch an DNA/RNA-Artefakte und
Primer-Dimere binden kann und somit das Ergebnis verfalscht. Deshalb muss nach einer mit
SybrGreen durchgefiihrten gqPCR auch eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden, um
die Spezifitat der Reaktion beurteilen zu kdnnen.

In einer Schmelzkurvenanalyse wird die Temperatur in kleinen Schritten von 50°C auf 95°C
erhoht, wodurch die DNA langsam aufgeschmolzen wird. Bei einer fragmentspezifischen
Temperatur 16st sich der DNA-Doppelstrang und der Fluoreszenzfarbstoff wird frei, was zu einer
verringerten Fluoreszenzdetektion flihrt. Unspezifische DNA-DNA-Bindungen kénnen anhand
ihres Schmelzverhaltens vom spezifischen PCR-Produkt unterschieden und so eine potentielle

Kontamination identifiziert werden.
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2.4.2 Praktisches Vorgehen

Wie bereits oben erwahnt, wurde zur Detektion der unterschiedlichen mRNA-Expression in den
jeweiligen Zelllinien cDNA verwendet.

Ein SybrGreen-Reaktionsansatz enthielt folgende Reagenzien und wurde als Mastermix erstellt:

9 ul Wasser, PCR- Grade

1l 20 uM forward- Primer

1l 20 uM reverse- Primer

4ul  Lightcycler FastStart DNA Master™ SybrGreen |
5l 1:5 verdiinnte cDNA

20l Gesamtvolumen

Tabelle 7: SybrGreen-qPCR-Reaktionsansatz.

Dieser Mastermix wurde nun in gekiihlte 20 pl fassende Lightcycler™-Glaskapillaren Gberfiihrt.
Nach einer Zentrifugation der Kapillaren bei 3600 U/min wurde die RT-qPCR im Lightcycler mit

folgenden Einstellungen gestartet:

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 10 min
Amplifikation Denaturierung 95°C 10 sec
Annealing Primerspezifisch zwischen 5 sec

50°C und 70°C,
Elongation 72°C 20 sec
Schmelzkurve Initiale 95°C 20 sec

Denaturierung

1. Teil 65°C 20 sec

2. Teil 65°C bis 95°C, Slope 0,1°C/sec
Zyklenanzahl: 45

Tabelle 8: SybrGreen-qPCR-Reaktionsprotokoll

2.4.3 Analyse der mRNA-Expression mittels relativer Quantifizierung

Die gPCR-Analyse erfolgte gemaR einer relativen Quantifizierung mit internen Standards und
Kalibrator als Versuchsstrategie.
Hierzu wurde im selben Versuchsansatz die Menge an Ziel-mRNA (HECA mRNA) relativ zur

Menge einer Referenz-mRNA (beta-Actin mRNA, sog. ,Housekeeping“-Gen) bestimmt und die



Material und Methoden

Verhéltnisse errechnet. ,Housekeeping“-Gene sind fiir die Aufrechterhaltung basaler
Zellfunktionen wichtig und werden daher konstitutiv, auf einem meist konstanten Niveau
exprimiert.

Zur Ermittlung der Primereffizienz wurden fir jede untersuchte DNA-Sequenz externe
Standardkurven mit Verdinnungsreihen einer Kalibrator mRNA aus PCl 13 Uber 4 log-Stufen
erstellt, anhand derer die absoluten mRNA-Mengen von Ziel- und Referenzgen in den
untersuchten Zelllinien bestimmt werden konnten.

Um die Expressionswerte zu validieren, wurden fiir jede untersuchte DNA-Sequenz jeweils 3
unabhéangige Messungen in die Auswertung einbezogen und gemittelt.

Fiir die grafische Darstellung im Diagramm wurden die Werte auf die Expressionswerte von

HOK-Zellen normiert.

2.5 Immunoblot

2.5.1 Prinzip des spezifischen Proteinnachweises aus einer Proteinldsung

In dieser Arbeit wird die Expression der unterschiedlichen HECA-Proteinvarianten mittels einer
Kombination aus diskontinuierlicher SDS-PAGE und anschlieBendem Immunoblot (sog.
~Westernblot”) untersucht. SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) wird verwendet um
Molekiile anhand ihrer GroRRe, Ladung oder ihres isoelektrischen Punktes von einander zu
trennen. Das Gel stellt eine quervernetzte Polymermatrix dar, dessen Dichte durch Variation
der Konzentration Acrylamidmonomere auf die GroRe der zu untersuchenden Proteine
eingestellt werden kann. Nach der Quervernetzungsreakion wird das Gel fest und die
Proteinproben (Zelllysate) kénnen in kleine Geltaschen fiir die elektrophoretische Trennung
eingeflllt werden. Dazu wird an das Gel eine elektrische Spannung angelegt und die Proteine
beginnen im elektrischen Feld vom Minus zum Pluspol durch die Matrix zu wandern. Um diese
Wanderung zu ermoglichen, missen die Proteine vor dem Auftragen denaturiert und mittels
des Detergens SDS negativ geladen werden. Dazu werden die Zelllysate nach Zugabe des SDS-
haltigen Lammli-Puffers (hier denaturierende Roti-Load®-Lésung 1, Roth) 5 min bei 95 °C
erhitzt und auf das Gel aufgetragen Die Menge an gebundenem SDS ist dabei proportional zur
ProteingroRRe, sodass alle Proteine das gleiche Ladung zu Masse Verhaltnis aufweisen. Die

Proteine werden somit nur nach ihrer GroRRe aufgetrennt, unabhangig von ihrer Ladung. In eine
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seperate Geltasche wird ein Molekulargewichtsmarker mit aufgetragen, welcher Banden
bekannter GroRRe produziert und die Identifizierung unbekannter Protein ermdoglicht.

Das SDS-Gel ist diskontinuierlich aufgebaut, d.h. es besteht aus einem Sammelgel und einem
Trenngel, die sich im Vernetzungsgrad und dem pH-Wert unterscheiden. Die Proben laufen
zunachst in das Sammelgel, in welchem sie vor dem Eintritt in das Trenngel auf eine Front
fokussiert werden, um bei der Proteinauftrennung scharfe Banden zu erzielen. Als Elektrolyt
(Elektrodenpuffer) wird ein TRIS-Glycin-haltiger Puffer eingesetzt.

Nach dem Auftrennen werden die Proteine vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran transferiert. Die extrem hydrophobe PVDF-Membran wird zuvor in Methanol
getrankt, um sie fur wassrige Losungen zuganglich zu machen. Fir den Proteintransfer wird ein
elektrisches Feld senkrecht zum , Gel-Membran-Sandwich” angelegt und die Proteine wandern
vom Minus- zum Pluspol aus dem Gel auf die Membran, auf welcher sie durch hydropobe
Wechselwirkungen binden. Zur Prifung der Transferrate kann die Gesamtheit der
membrangebundenen Proteine unspezifisch mit Farbstoffen wie Coomassie oder Ponceau S
visualisiert werden.

Fiir den spezifischen Nachweis werden poly- oder monoklonale Antikérper verwendet, welche
spezifisch das Zielprotein erkennen. Dazu wird die Membran zundchst mit einer Losung aus
Rinderserumalbumin (BSA=bovine serum albumin) oder Milchpulver inkubiert (,,geblockt”), um
unspezifische Antikorper-Bindestellen abzusattigen. AnschlieBend wird die Membran in der
Blockierldsung mit dem primaren Antikorper inkubiert, welcher spezifisch an das Zielprotein
bindet. Daraufhin folgt die Inkubation (in der Blockierldsung) mit dem sekundéren Antikérper,
welcher den primaren Antikérper erkennt. Typischerweise ist der sekundare Antiképer kovalent
an ein Enzym gebunden, welches unter Zugabe eines geeigneten Subtrates ein chromogenes,
fluoreszentes oder chemilumineszentes Signal freisetzt. In dieser Arbeit wird das Enzym
Meerrettich-peroxidase (HRP=horseradish peroxidase) verwendet, welches unter Zugabe von
Luminol (Roti-Lumin®, Roth) an der Bindesetelle des sekundaren Antikdrpers ein
chemilumineszentes Lichtsignal emittiert. Dieses Signal wird unter Verwendung von
Rontgenfilmen sichtbar gemacht, wobei die Filme unterschiedlich lang auf der fixierten
Membran belichtet werden, um die optimale Signalstarke zu ermitteln.

Nach einem Waschschritt kann die Membran erneut geblockt und fir die Immundetektion

eines anderen Proteins verwendet werden (z.B. beta-Actin).
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2.5.2  Praktisches Vorgehen

Herstellung des Trenngels:

Es wurde ein 10 %iges Trenngel hergestellt, das fir den Nachweis von Proteinen mit einem

Molekulargewicht zwischen 20 kDa und 80 kDa ideal ist (Sambrook & Russell 2001).

Reagentium Mengenangabe
Acrylamid (40%) 2,5 ml

1 M Tris pH 8,8 3,75 ml

Agua dest. 3,6 ml

SDS 10% 100 pl

APS 10% 50 ul

TEMED 10 ul

Tabelle 9: Zusammensetzung der Reagenzien fiir ein 10 %iges Polyacrylamidtrenngel

Diese Gelflussigkeit wurde in die Kammer des BIO-RAD-Elektrophoresesystems gefiillt und mit
1 ml Isopropanol beschichtet, um eine gleichmaRige Polymerisation am Ubergang zum

Sammelgel zu erreichen.

Herstellung des Sammelgels:

Reagentium Mengenangabe
Agua dest. 5,7 ml
Acrylamid (40%) 750 pl

0,5 M Tris pH 6,8 900 pl

SDS 10% 75 ul

APS 10% 50 ul

TEMED 7 ul

Tabelle 10: Zusammensetzung der Reagenzien fiir das Sammelgel

AnschlieBend wurde das bereits hergestellte Trenngel mit dem flissigen Sammelgel
beschichtet und sog. Plastikkimme eingesetzt, welche nach dem Aushéarten wieder entfernt

wurden und Geltaschen hinterlieRen.

Vorbereitung der Proteinlysate:

Pro Geltasche wurden wenn moglich 35 ug Protein eingesetzt. Die Proteinlésung wurde in
einem Verhéltnis von 1:4 mit Laemmli-Puffer verdiinnt und anschlieBend fiir 5 min bei 95°C

erwarmt.
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SDS-PAGE:
- Marker: 10 pl SeeBlue Plus2 Prestained Standard
- Stromstdrke: 80 mA
- Spannung: 160V
- Dauer: ca.2h

- Kammer mit Elektrodenpuffer gefillt

Blotting:

- PVDF-Membran 1 min in Methanol tranken, anschlieBend in Transferpuffer

- Filterpapiere in Transferpuffer tranken

Gel mit Membran und beidseitig mit 2 Filterpapieren bedecken

- Blotten bei 140 mA fiir 90 min in der Blotbox des Bio-Rad-Elektrophoresesystems

Proteindetektion durch Antikdrper:

- Inkubation der Membran in 3 oder 5%igem bovinem Serumalbumin (BSA) fiir 1 h

- Inkubation mit Primarantikérper Gber Nacht bei 4°C auf dem Schiittler

- dreimaliger Waschvorgang fiir jeweils 3 min mit TBS-Waschpuffer

- Inkubation mit Sekundarantikorper fir 1 h

- 3 xWaschen

- Inkubation fir 1 Minute in Roti-Lumin-L&sung

- Uberfiihren der Membran in eine Entwicklungskassette

- Filmentwicklung in der Dunkelkammer nach antikdrperabhdngigen
Belichtungszeiten zwischen 1 und 15 min

- 3 xWaschen

- Blocken mit 3%igem BSA fiir 1 h

- 3 xWaschen

- Inkubation mit Primarantikérper beta-Aktin fir 1 h

- 3 xWaschen

- Inkubation mit Sekundéarantikorper flir 1 h

- 3 xWaschen

- Inkubation der Membran in Roti-Lumin-Ldsung fiir 1 Minute

- Filmentwicklung mit beta-Aktin Antikdrper nach 3 Minuten Belichtungszeit
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Verwendete Antikorper:

Name Bemerkungen Verwendete
Konzentration

HECA (C-19): sc-103543 (Santa Ziege, polyklonal, in 5%igem BSA 1:800 oder 1:1000
Cruz)

HECA polyclonal antibody (A01): Maus, polyklonal, in 3%igem BSA 1:1500
H00051696-A01 (Abnova)

Beta Actin antibody — Loading Hase, polyklonal, in 3 oder 5%igem 1:10000

Control: ab8227-50 (Abcam) BSA

Donkey anti-goat IgG-HRP: sc- Esel, in 5%igem BSA, Sek.-AK fir 1:6000

2020 (Santa Cruz) HECA (C-19) (Santa Cruz)

Stabilized Goat Anti-Mouse IgG: Ziege, in 3%igem BSA, Sek.-AK fur 1:4000

32430 (Thermo Scientific) HECA polyclonal antibody (A01)
(Abnova)

Stabilized Goat Anti-Rabbit IgG: Ziege, in 3 oder 5%igem BSA, Sek.- 1:4000

32460 (Thermo Scientific) AK fiir Beta Actin antibody -

Loading Control (Abcam)
Histon H3 Antibody: 2650 (NEB)  Hase, polyklonal, in 3%igem BSA 1:1000

Tabelle 11: Darstellung der verwendeten Antikorper

2.5.3 Densitometrische Auswertung

Die Immunoblots wurden mit einer Auflésung von 300 dpi mit dem HP Scanjet 5530 von
Hewlett Packard eingescannt. AnschlieBend wurden sie folgendermalRen mit Adobe Photoshop

CS3 densitometrisch ausgewertet:

- Bild in Graustufen umkehren

- Bild invertieren

- Markieren der einzelnen Banden mit dem Polygon-Lasso-Werkzeug

- Fir weitere Berechnungen wurde fiir jede Bande das Produkt aus Pixelanzahl und

Tonmittelwert gebildet

Die densitiometrische Auswertung erfolgte in dieser Arbeit exemplarisch. Fiir eine statistische
Aussagekraft musste der Mittelwert aus mindestens drei verschieden Messungen gebildet

werden.



3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Proteinexpression von HECA anhand von Immunoblots

3.1.1 Vergleich der Proteinexpression von humanen oralen Keratinozyten und
verschiedenen Tumorzelllinien

Bei der Untersuchung der Proteinexpression in Zelllysaten von humanen oralen Keratinozyten
(HOKs) und Tumorzelllinien mit dem polyklonalen HECA-Antikorper (HECA-AK) von Abnova
wurden folgende Ergebnisse erzielt: eine Volllange des HECA-Proteins von 59 kDa sowie eine
kurze Proteinvariante von 40 kDa. Auffillig ist die vergleichsweise geringe Detektion der 59
kDa-Bande bei HOK. Weiterhin zeigt sich bei den Tumorzelllinien ein anderes Verhaltnis von
voller zu kurzer Proteinlange. Vor allem bei PCI 52 und PCl 68 sowie mit Abstrichen bei PCI 1
liegt die lange Version des HECA-Proteins im Gegensatz zur kiirzeren in einer hdheren
Konzentration vor. Bei PCI 4A und PCl 13 besteht ein anndherndes Gleichgewicht zwischen den
beiden Varianten, wohingegen sich bei HOK das Verhaltnis stark zugunsten der kurzen

Variante verschiebt, was vor allem in Abbildung 1 sichtbar wird.
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Abbildung 1: Immunoblot. Analyse (,Westernblot“) von Proteinvarianten von HECA in Zelllysaten von
HOKs und von verschiedenen Tumorzelllinien mit einer jeweiligen Proteinmenge von 35ug pro Spur. Als
Antikorper wurde der polyklonale HECA-AK von Abnova (Verdinnung 1:1500) verwendet, als
Referenzwert der Antikorper gegen das Housekeepingprotein beta-Actin.

Bei der Verwendung des polyklonalen Antikérpers von Santa Cruz ergeben sich folgende

Ergebnisse: eine Volllange des HECA-Proteins von 59 kDa sowie eine kurze Proteinvariante von



40 kDa. Zusatzlich existieren noch weitere Varianten, wobei v.a. die 47 kDa-Bande bei HOK zu
beachten ist (Abb. 2, Bande c), die in den Tumorzelllinien fehlt. Zusatzlich wird bei PCl 4A eine
weitere kurze Variante detektiert (Abb. 2, Bande e), die unter 3.1.4 noch naher erldutert wird.
Bei PCI 68 tritt zudem eine weitere langere Variante bei 63 kDa auf (Abb. 2, Bandef). Auf die
zusatzliche Bande bei PCl 52 im Bereich von 45 kDa wird ebenso im Folgenden naher

eingegangen (Abb. 2, Bande d).
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Abbildung 2: Immunoblot. Analyse (,Westernblot“) von Proteinvarianten von HECA in Zelllysaten von
HOKs und von verschiedenen Tumorzelllinien mit einer jeweiligen Proteinmenge von 35ug pro Spur; bei
PCI 9 liegen nur 32ug, bei PCI 15 nur 15,8ug vor. Als Antikérper wurde der HECA-AK von Santa Cruz
(Verdiinnung 1:1000) verwendet, als Referenzwert der Antikorper gegen das Housekeepingprotein beta-
Actin

3.1.2 Untersuchung der Expression der HECA-Proteinvarianten in den einzelnen
subzelluldren Fraktionen von humanen oralen Keratinozyten und Tumorzellen

Aus den jeweiligen Zellkulturen wurden Proteinlysate der einzelnen subzelluldren Fraktionen
hergestellt. Da sich die gewonnene Proteinkonzentration aus den einzelnen Fraktionen nicht
einheitlich darstellte und diese per se geringer als in den Ganzzelllysaten war, wurde deshalb
meist eine maximal mogliche Proteinmenge in den Versuchen eingesetzt, um eine
entsprechende Reaktion mit dem Primarantikoérper erreichen zu kénnen. Weiterhin wurde hier
nur der Antikérper von Santa Cruz verwendet, weil dieser bereits bei geringsten
Proteinmengen detektiert.

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich die Expression der HECA-Proteinvarianten in den

einzelnen untersuchten Fraktionen unterscheidet.



Dabei ist im Zytosol die 40 kDa-Bande am starksten ausgepragt (Abb. 3, 4, 5 und 6, Bande b).
Die 59 kDa-Bande ist im Gegensatz zu den anderen Fraktionen nur in sehr geringem Umfang
vorhanden (Abb. 3, 4, 5 und 6, Bande a). Bei den Zelllinien PCI 1, PCI 52 und PCl 68 ist die
Volllangebande zudem starker ausgepragt als bei HOK und der Zelllinie PCI 13. Weiterhin kann
nur im Zytosol aller untersuchten Zelllinien auBer PCl 52 (Abb. 5) eine Bande bei 33 kDa
nachgewiesen werden (Abb. 3, 4 und 6, Bande e).

In der nuklearen Fraktion zeigen sich folgende Ergebnisse: Die 40 kDa-Bande ist bei PCI 1, PCI
13 und PCI 52 schwacher ausgepragt als im Zytosol. Bei HOK und PCl 68 unterscheidet sie sich
davon allerdings nur marginal in ihrer Expressionsstarke(Abb. 3, 4, 5 und 6, Bande b). Die
Proteinvolllange ist im Nukleus starker ausgepragt als im Zytosol (Abb. 3, 4, 5 und 6, Bande a).
Zudem existiert in der nukledren Fraktion eine geringfligig langere Proteinvariante von 63 kDa.
Diese ist allerdings immer in einer geringeren Konzentration vorhanden (Abb. 3,4 und 6,
Bande f) und fehlt wiederum bei PCI 52 (Abb. 5).

Interessanterweise befindet sich im Zytoskelett hauptsachlich die lange Variante von 59 kDa
des HECA-Proteins (Abb. 3, 4, 5 und 6, Bande a) wobei zusatzlich eine geringfiigig kirzere
Variante existiert, die sich bei HOK, PCI 1 und PCl 13 als Doppelbande zeigt, bei PCI 52 und PCI
68 aber als einzelne zu erkennen ist (Abb. 5 und 6, Bande g). Zudem ist in diesem
Kompartiment die kurze Variante von 40 kDa mit Ausnahme von PCl 68 nur in einem sehr
geringen Mal vorhanden. Weiterhin scheint die in 3.1.1 beschriebene Bande von 47 kDa (Abb.
1, Bande c) in HOK nur im Zytoskelett vorzukommen (Abb. 3, Bande c). Bei der Untersuchung
der Tumorzelllinien als Ganzzelllysate konnte diese Bande dort nicht nachgewiesen werden. In
der zytosolischen Fraktion kann sie aber auch in den Tumorproben detektiert werden, sie liegt
aber in einer betrachtlich geringeren Konzentration als in den HOKs vor.

Im Kompartiment von Membran und Organellen existiert nur die kurze Version von 40 kDa
(Abb. 3, 4, 5 und 6, Bande b). Es befinden sich hier keine weiteren Varianten. Zudem sind
zwischen den einzelnen Zelllinien keine Unterschiede zu erkennen.

Der Nachweis, dass es sich bei den erstellten Proteinlysaten tatsachlich um die
entsprechenden subzellularen Fraktionen handelt, wurde exemplarisch an PCl 68
durchgefihrt. Dabei wurde im Zytosol das Zytoskelettprotein beta-Actin, vermutlich beta-
Actinmonomere, nachgewiesen sowie im Zytoskelett beta-Actinfilamente. Im Nukleus war dies
folglich nicht moglich. Die Kernfraktion wurde durch den Nachweis von Histonen bewiesen
(Histon H3-AK), welche konstitutiv an DNA gebunden vorliegen. In den anderen Fraktionen

fand sich hier keine Reaktion (Abb. 6).
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Abbildung 3: Subzelluldre Fraktionen von HOK und PClI 13 mit dem HECA-AK von Santa Cruz
(Verdiinnung 1:800). Bei den einzelnen Fraktionen wurde eine Proteinmenge von 18ug eingesetzt.
Aufgrund einer zu geringen Ausbeute bei der Isolation einzelner Fraktionen konnten diese
Proteinkonzentration bei folgenden Fraktionen nicht erreicht werden: HOK Nukleus 17,0ug, HOK
Zytoskelett 10,0ug, PCI 13 Nukleus 10,9ug und PCl 13 Zytoskelett 8,7ug.
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Abbildung 4: Subzelluldre Fraktionen von PCl 1 mit dem HECA-AK von Santa Cruz (Verdiinnung 1:800).
Aufgrund einer zu geringen Ausbeute bei der Isolation der einzelnen Fraktionen wurde jeweils die
maximal mogliche Proteinmenge aufgetragen: Fraktion Zytosol 10,6pg, Nukleus 11,0ug und Zytoskelett
6,5ug. Die halbe Bande in der Fraktion Zytoskelett (6b) ist auf eine Verunreinigung durch einen
benachbarten Versuch zurtickzufiihren.



PClI 52 Fraktionen
HECA
kDa 2 e Santa Cruz
64 ——
e .
2 oo > g
d—> o
36— A <—b

Zytosol Nukleus Zyto-  Membran/
skelett Organellen

Abbildung 5: Subzelluldre Fraktionen von PCl 52 mit dem HECA-AK von Santa Cruz (Verdinnung 1:800).
Aufgrund einer zu geringen Ausbeute bei der Isolation der einzelnen Fraktionen wurde jeweils die

maximal mogliche Proteinmenge aufgetragen: Fraktion Zytosol 8,48ug, Nukleus 8,48g, Zytoskelett 2,00
pg, Membran und Organellen 6,44ug.
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Abbildung 6: Subzelluldre Fraktionen von PCI 68 mit dem HECA-AK von Santa Cruz (Verdinnung 1:800).
Aufgrund einer zu geringen Ausbeute bei der Isolation der einzelnen Fraktionen wurde jeweils die
maximal mogliche Proteinmenge aufgetragen: Fraktion Zytosol 18,3ug, Nukleus 24,5ug und Zytoskelett
11,9ug. Zusatzliche Bestdtigung, dass die untersuchten Fraktionen korrekt voneinander isoliert wurden

durch den Nachweis von beta-Actin in Zytosol und Zytoskelett, sowie von Histon H3 in der nukledren
Fraktion.



Exemplarisch sei die Verteilung der verschiedenen HECA-Proteinvarianten in den
unterschiedlichen subzelluldren Fraktionen von HOK und PCl 13 nach densitometrischer
Analyse grafisch dargestellt. Im Kompartiment von Membran und Organellen erfolgte keine
densitometrische Untersuchung, da hier in jeder Zelllinie ausschlieRlich die 40 kDa-Variante

detektiert wurde.
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Grafik 5: Dargestellt ist die prozentuale Expression der unterschiedlichen HECA-Proteinvarianten in den
jeweiligen subzelluldren Fraktionen von HOK nach densitometrischer Analyse relativ zum Housekeeping-
Protein B-Aktin.
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Grafik 6: Dargestellt ist die prozentuale Expression der unterschiedlichen HECA-Proteinvarianten in den
jeweiligen subzelluldren Fraktionen von PClI 13 nach densitometrischer Analyse relativ zum
Housekeeping-Protein R-Aktin.



3.1.3 Abhéngigkeit der HECA-Expression von der Zelldifferenzierung

Aus Zellen der Zelllinien PClI 13 und PCl 52 wurden in unterschiedlichen Konfluenzstadien
Ganzzell-Proteinlysate gewonnen und mittels Westernblots mit dem Antikdrper von Santa Cruz
untersucht. Als Konfluenz wird dabei die dichtest mogliche Anordnung der kultivierten
adharenten Zellen an der Oberflaiche des Kulturgefilles bezeichnet. Ist die Oberflache des
Gefalles nun relativ dicht bewachsen, besteht nur noch geringfligig Platz fir weiteres
Zellwachstum. Durch den engen Kontakt der Zellen zueinander kommt es zu einer
Kontaktinhibition der Zellen und diese stellen somit die Zellteilung ein. Es tritt somit eine
Differenzierung der Zellen ein. In diesen Versuchen wurde die HECA-Expression in
verschiedenen Konfluenzstadien und so auch die Abhangigkeit der Proteinexpression vom
Grad der Differenzierung analysiert.

Es konnten dabei in der Expression des HECA-Proteins deutliche Unterschiede erkannt werden.
Relativ zum Housekeeping-Protein R-Aktin nimmt die Expression aller HECA-Varianten mit
steigender Konfluenz zu. Besonders prominent ist die Zunahme der 40 kDa- (Abb. 7, Bande b),
der 47 kDa- (Abb. 7, Bande c) und vor allem der 45 kDa-Varianten (Abb. 7, Bande d), welche
sich in nachfolgenden Untersuchungen als ein deglykosyliertes HECA-Peptid herausstellte. Dies
konnte auch in einer densitometrischen Untersuchung bei PCI 52 gezeigt werden (Grafik 7).
Aufgrund der Unscharfe der 59 kDa-Variante (Abb. 7, Bande a) konnte hier keine
densitometrische Analyse durchgefiihrt werden.

Bei PCI 13 konnte augenscheinlich nur eine leichte Steigerung der HECA-Expression detektiert
werden, welche aufgrund der sehr schwachen R-Aktin Bande nicht densitometrisch

quantifiziert werden konnte (Abb. 7, Bande R-Aktin).
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Abbildung 7: HECA-Expression in Proteinlysaten gewonnen aus unterschiedlich konfluenten Zellen der
Zelllinien PCI 13 und PCl 52 mit dem HECA-AK von Santa Cruz (Verdiinnung 1:1000) relativ zum
Housekeepingprotein beta-Actin. Die Proteinmenge betragt pro Spur 35 ug.
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Grafik 7: Abhangigkeit der HECA-Expression der 40 kDa-, 45 kDa und der 47 kDa-Variante vom Grad der

Zelldifferenzierung.
Housekeepingprotein B-Aktin.

Densitometrische Auswertung der Proteinexpression im Verhdltnis zum



Im Weiteren wurde die Abhangigkeit der HECA-Expression von der Differenzierung der HOK-
Zellen untersucht. Dabei konnte zunachst mit dem HECA-AK von Abnova festgestellt werden,
dass es bei einer durch eine 1,5mM CaCl,-Lésung ausgeldsten Differenzierung von HOKs zu
einer gesteigerten Expression der kurzen 40 kDa-HECA-Variante kommt (Abb. 8,Bande b),
wahrend die Expression von R-Aktin abnimmt. Zur ldngeren Variante kann aufgrund der
schwachen Detektion keine Aussage gemacht werden (Abb. 8, Bande a).

Jedoch kann bei Verwendung des Antikoérpers von Santa Cruz bei den ausdiffernzierten Zellen
eine gesteigerte Expression sowohl des 59 kDa Vollldnge Proteins (Abb. 9, Bande a) als auch
der 47 kDa-Variante (Abb. 9, Bande c), bei ebenfalls geringerer B-Aktin-Expression detektiert
werden. Unterschiede bei der 40 kDa-Variante sind aufgrund ihrer starken Expression mit
diesem Antikérper augenscheinlich nicht zu erkennen (Abb. 9, Bande b).

Diese Ergebnisse sind sowohl bei Betrachtung der durchgefiihrten Immunoblots ersichtlich als

auch konnten sie nach einer densitometrischen Quantifizierung bestatigt werden (Grafik 8).
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Abbildung 8: Differenzierungsanalyse von HOK mit Abbildung 9: Differenzierunganalyse von

HECA-AK von Abnova (Konz. 1:1500) relativ zum HOK mit HECA-AK von Santa Cruz (Konz.

Housekeepingprotein beta-Actin. Die Proteinmenge 1.1000) relativ zum Housekeepingprotein

betrdgt pro Spur 35 pg. beta-Actin. Die Proteinmenge betragt pro
Spur 35 pg.
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Grafik 8: Densitometrische Quantifizierung der Expression der einzelnen HECA-Proteinvarianten in
normalen und differenzierten HOKs. Dargestellt ist im linken Diagramm die Quantifizierung der 40 kDa-
Variante auf Grundlage der Ergebnisse des HECA-AKs von Abnova. Das rechte Diagramm zeigt die
densitometrische Analyse der 40 kDa-, der 47 kDa- sowie der 59 kDa-Variante beruhend auf den
Ergebnissen des HECA-AKs von Santa Cruz.

3.1.4 Nachweis von glykosylierten HECA-Proteinvarianten

Da in den vorangegangenen Untersuchungen mehrere Varianten des HECA-Proteins detektiert
wurden, sollten diese auf eventuelle posttranslationale Glykosylierungen untersucht werden.
Es konnte gezeigt werden, dass nach einer enzymatischen Deglykosylierung zwei zusatzliche
Varianten detektiert werden konnten. Zum einen die bereits erwdahnte Form mit 45 kDa (Abb.
10, Bande c), zum anderen ein kleines Protein mit 33 kDa (Abb. 10, Bande e).

Bei den einzelnen untersuchten Ganzellproteinlysaten von HOK, PCl 13 und PCl 68 konnten
diese deglykolysierten Formen gefunden werden (Abb. 10, Bande d und e).

Zudem treten diese glykosylierten Formen in allen untersuchten subzelluldren Proteinlésungen
(PCI 68 Fraktion Zytosol und Zytoskelett, HOK Fraktion Zytosol) noch deutlicher auf (Abb. 11,
Bande d und e). Das deglykolysierte 33kDa-Protein tritt zudem in der Zelllinie PCI 4A auf (Abb.
1, Bande e). Die andere deglykolysierte Variente mit der ProteingroRe 45 kDa tritt in der
entdifferenzierten Zelllinie PCI 52 auf (Abb. 1, Bande d).

Glykosylierte Proteine weisen wegen ihrer Zuckerreste ein um mindestens 0,8 kDa hoéheres
Molekulargewicht auf. Bei O-glykosylierten Proteinen kann aber auch das Molekulargewicht
nur um 0,2 kDa steigen (Jensen 2006). Aufgrund ihres folglich kleineren Molekulargewichts

wandern deglykosylierte Peptide im SDS-Gel schneller, sodass hier die entsprechenden



glykosylierten Formen vermutlich bei 40 kDa (Abb. 10 und 11, Bande b) und bei 47 kDa
(Abb.10 und 11, Bande c) liegen.

Eine Positivkontrolle zur Deglykosylierung wurde mit Fetuin durchgefiihrt. Hier zeigt die Bande
h in Abb. 11 die deglykosylierte Form an, wahrend die Bande i unbehandeltes (glykosyliertes)

Fetuin darstellt.
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Abbildung 10: Enzymatische Deglykosylierung von Ganzzellproteinlysaten der Zellen PCI 68, PCI 13 und
HOK und anschlieRender Westernblotanalyse mit dem HECA-AK von Santa Cruz (Verdinnung 1:800).
Spur 1, 3, 5 zeigt die HECA-Expression in den deglykosylierten Fraktionen im Vergleich zu den
unbehandelten Proben in Spur 2, 4, 6. Die eingesetzte Proteinkonzentration betragt jeweils 18,8 ug.
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Abbildung 11: Enzymatische Deglykosylierung von subzelluldaren Proteinlysaten der Zellen PCl 68 und
HOK und anschlieRender Westernblotanalyse mit dem HECA-AK von Santa Cruz (Verdiinnung 1:800).
Spur 1, 3, 5 zeigt die HECA-Expression in den deglykosylierten Fraktionen im Vergleich zu den
unbehandelten Proben in Spur 2, 4, 6. Als Kontrolle des Deglykosylierungsvorgangs dient die Probe mit
Fetuin. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrdgt bei den einzelnen Fraktionen jeweils 5,4ug, bei
Fetuin 3,75pg.



3.1.5 Analyse von phosphorylierten HECA-Varianten in Ganzzellproteinlysaten und in
subzelluldren Proteinlysaten

Aus der Literatur ist bekannt, dass HECA vermutlich in der G1-Phase phosphoryliert wird
(Dephoure et al. 2008). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob sich unter den dargestellten
HECA-Proteinvarianten  phosphorylierte  Formen  befinden. Nach  enzymatischer
Dephosphorylierung der Zelllysate von PCl 13, PCl 52 und PCl 68 mittels A-Phosphatase
konnten allerdings keine Unterschiede im Bandenmuster vor und nach Behandlung
nachgewiesen werden. Der Versuchsaufbau dazu wurde mehrfach modifiziert, worauf in der

Diskussion ndaher eingegangen werden soll. Exemplarisch sei in Abb. 12 folgender Westernblot

dargestellt.
kDa 1 2, 3 4 |5 6 | 7 8  HECA
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64 ——
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Abbildung 12: Enzymatische Dephosphorylierung von Proteinlysaten der nukledren Fraktionen von PCI
52 und PCl 68 sowie von Ganzzellproteinlysaten von PCl 13 und PCl 68 mit dem HECA-AK von Santa Cruz
(Verdiinnung 1:800). Spur 1, 3, 5, 7 zeigt die HECA-Expression in den mit A-Phosphatase behandelten
Proteinlysaten im Vergleich zu den unbehandelten Proben in Spur 2, 4, 6, 8. Die eingesetzte
Proteinmenge betrug bei PCl 68 Fraktion Nukleus 16,75ug, bei PCl 52 Fraktion Nukleus 6,5ug, sowie bei
den eingesetzten RIPAs von PCl 13 und PCl 68 40ug.



3.2 Analyse der mRNA-Expression von HECA mittels qualitativer und guantitativer PCR

Aus Kulturen von NHEKs und HOKs sowie den Tumorzelllinien PCI 1, PCI 4-1, PCI 4A, PCI 9, PCI
13, PCI 15, PCI 52 und PCI 68 wurde Gesamt-RNA isoliert. Diese wurde anschlieRend in cDNA
umgeschrieben, um mit dieser qualitative und quantitative PCR-Analysen durchzufiihren. Dazu
wurden spezifische PCR-Primer (siehe Material & Methoden, Punkt 2.4.3) konstruiert, um via
PCR die Existenz des jeweils untersuchten mRNA-Abschnitts nachzuweisen. Von einer RNA-
Isolierung/ cDNA-Probe wurden mit dem Lightcycler jeweils drei gPCR-Liufe durchgefihrt und
die relative Expression dieses cDNA-Abschnitts zwischen den einzelnen Tumorzelllinien und

den HOKs verglichen.

3.2.1 Untersuchung der mRNA-Expression des Vollldnge-Transkripts vom HECA-Gen in
normalen Keratinozyten und verschiedenen Tumorzelllinien

UTR UTR UTR
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 ---

— — HECA Ex 3-4

Grafik 9: Dargestellt ist das vermutete HECA-Transkript zusammengesetzt aus seinen vier Exonen. Der
untranslatierte Bereich (UTR) ist kleiner dargestellt. Anschaulich eingezeichnet sind die Bindungsstellen
des Primerpaares HECA Ex 3-4.

Das Primerpaar HECA Ex 3-4 bindet mit seinem Forward-Primer im dritten Exon, mit seinem
Reverse-Primer im vierten Exon. Die Verwendung dieses Primerpaars reprasentiert die
Expression des Volllange-Transkripts des HECA-Gens. Die Existenz dieses Transkripts konnte in

allen untersuchten cDNA-Proben der untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: PCR-Analyse der mRNA-Expression des HECA-Volllange-Transkripts in NHEKs, HOKs und
den verschiedenen Tumorzelllinien. Als Primerpaar wurde HECA EX 3-4 verwendet. Das Produkt beitzt
eine Lange von 74 bp.

Um die Expression zwischen den einzelnen Zelllinien quantitativ vergleichen zu koénnen,
wurden gPCRs durchgefiihrt. Dabei wurde die Quantitat der HECA-Expression relativ zur
Expression des Housekeepinggens beta-Actin dargestellt.

Es zeigte sich dabei, dass sowohl in HOK als auch in den Tumorzelllinien PCI 1, PCI 9 und PCI 13
eine hohere mRNA-Expression fir das HECA-Volllange-Transkript vorliegt als in der Gruppe der

Tumorzelllinien PCl 4, PCI 15, PCI 52 sowie PCI 68. Diesen Zusammenhang stellt Grafik 10 dar.
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Grafik 10: Quantitative PCR. Relative Expression des HECA-Volllange-Transkripts in HOKs und den
jeweiligen Tumorzelllinien. Es wurde das Primerpaar HECA Ex 3-4 verwendet, sowie ein beta-Actin
Primerpaar zur Detektion des Housekeepinggens beta-Actin. Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung aus drei Versuchsreihen.



3.2.2 Analyse putativer SpleiRvarianten der HECA-mRNA

Ausgehend von verschiedenen Datenbankeintragen (EC-Gene, UCSC, SIBI, Ace-View) (ber die
Existenz unterschiedlicher HECA-Varianten wurden weitere spezifische PCR-Primer konstruiert,

um diese putativen Transkripte experimentell nachzuweisen.

UTR UTR UTR
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 ---l
HECA T2a — —
HECA T2b -

Grafik 11: Dargestellt ist das von SIBI errechnete alternative HECA-mRNA-Transkript zusammengesetzt
aus seinen vier Exonen. Der kodierende Bereich ist breiter dargestellt als der untranslatierte Bereich
(UTR). Anschaulich eingezeichnet sind die Bindungsstellen der Primerpaare HECA T2a und HECA T2b.

SIBI hat fiir HECA drei alternative Transkripte errechnet. Ein Transkript miisste dabei dem
bereits bekannten Volllange-Transkript entsprechen. Fiir den Nachweis dieses Transkripts
wurden die Primerpaare HECA T2a und HECA T2b konstruiert. Dadurch sollte gezeigt werden,
dass sich stromabwarts der vier translatierten Exone auf mRNA-Ebene in Exon 4 noch ein
untranslatierter Bereich befindet. Wegen der Linge dieser nicht kodierenden Region wurde
der Nachweis auf zwei Primerpaare verteilt, wie Grafik 11 zeigt. Durch die Primerpaare HECA

T2a und HECA T2b konnte die theoretische Annahme von SIBI verifiziert werden.

Beim Primerpaar HECA T2a befindet sich der Forward-Primer gegen Ende des zweiten Exons,
der Reverse-Primer zu Beginn der non-coding region in Exon 4. Dabei konnte bei allen
untersuchten Zelllinien das Hauptprodukt bei 751 bp nachgewiesen werden. Zudem existiert
ein Produkt mit ca. 700 bp bei allen Zelllinien auRRer PCI 4A.

Das Produkt mit 751 bp korreliert in den Immunoblots mit dem HECA-Volllange-Protein bei 59
kDa (Abb. 1 und 2, Bande a). Das etwas kiirzere Transkript kénnte mit dem in den
subzellularen Fraktionen im Zytoskelett bei PCl 52 und PCl 68 beobachteten HECA-Protein bei
57 kDa in Verbindung gebracht werden (Abb. 5 und 6, Bande g). Es besteht allerdings auch
eine weitere Moglichkeit der Interpretation. So kdnnte das kiirzere Transkript mit dem HECA-
Volllange-Protein korrelieren und das langere Transkript mit der 63 kDa-Variante, die sich vor
allem in den nukleéren Fraktionen zeigte (Abb. 3, 4 und 6, Bande f). Fir das Auftreten dieser
HECA-Proteinvarianten missen aber auch posttranslationale Modifikationen wie

Phosphorylierungs- und Glykosylierungsprozesse in Betracht gezogen werden.
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Abbildung 14: PCR-Analyse der mRNA-Expression des HECA-Volllange-Transkripts in NHEKs, HOKs und
den verschiedenen Tumorzelllinien. Als Primerpaar wurde HECA T2a verwendet. Das Hauptprodukt
beitzt eine Lange von 751 bp. Zudem existiert ein weiteres Produkt bei ca. 700 bp.

Vergleicht man die Expression der vom Primerpaar HECA T2a amplifizierten Transkripte
guantitativ, so zeigte sich die starkste Expression bei HOK. In der Gruppe der Tumorzelllinien
PCl 1, PCI 9 und PCl 13 ist das Produkt in einer niedrigeren Konzentration vorhanden.
Nochmals in einem geringeren Umfang wird dieses Transkript in der Gruppe der
Tumorzelllinien PCl 4, PCI 15, PCI 52 und PCI 68 detektiert (Grafik 12).

Diese quantitative Expression der HECA T2a Transkripte sollte anndhernd mit den fir das
Primerpaar HECA Ex 3-4 gewonnenen Ergebnissen lbereinstimmen. Fir die Tumorzelllinien
kann dies bestatigt werden. Bei den HOKs ist die hier verhaltnismaRig starke Expression dieses
Transkripts wahrscheinlich auf unspezifische Produkte des Primerpaares HECA T2a

zurtickzufihren, wie in Abb. 14 in der PCR ersichtlich wird.
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Grafik 12: Quantitative PCR. Relative Expression des HECA-Volllange-Transkripts in HOK und den
jeweiligen Tumorzelllinien. Es wurde das Primerpaar HECA T2a verwendet, sowie ein beta-Actin
Primerpaar zur Detektion des Housekeepinggens beta-Actin. Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung aus drei Versuchsreihen.

Fiir den Nachweis des untranslatierten Bereichs des langen HECA-Transkripts in Exon 4 wurde
zudem das Primerpaar HECA T2b verwendet. Sowohl Forward- als auch Reverse-Primer binden
in der non-coding region (stromabwarts des Stopcodons) des vierten Exons. In den PCR-
Reaktionen konnte dabei mit Ausnahme von PCl 4-1 und PCl 4A die Existenz dieses Transkripts

nachgewiesen werden, wie Abb. 15 zeigt.
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Abbildung 15: PCR-Analyse der mRNA-Expression des HECA-Volllange-Transkripts in NHEKs, HOKs und
den verschiedenen Tumorzelllinien. Als Primerpaar wurde HECA T2b verwendet. Das Produkt beitzt eine
Lange von 131 bp.

In den vergleichenden Untersuchungen mittels gPCR konnten folgende Ergebnisse detektiert

werden: Am hochsten lag die HECA-Expression fir das Primerpaar HECA T2b in den



Tumorzelllinien PCI 1, PCI 9, PCl 13 und PCI 68. Die Expression in HOKs fiel geringer aus.
Nochmals geringer fiel die Expression in der Gruppe der Tumorzelllinien PClI 4A (nicht

vorhanden), PCI 15 und PCI 52 aus (Grafik 13).
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Grafik 13: Quantitative PCR. Relative Expression des HECA-Volllange-Transkripts in HOK und den
jeweiligen Tumorzelllinien. Es wurde das Primerpaar HECA T2b verwendet, sowie ein beta-Actin
Primerpaar zur Detektion des Housekeepinggens beta-Actin. Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung aus drei Versuchsreihen.

Um die von den Datenbanken angegebenen SpleiBvarianten zu analysieren, wurden weitere
Primer konstruiert. Dabei handelt es sich um die von SIBl angegebene putative Spleilvariante I.
Diese unterscheidet sich vom HECA-Volllange-Transkript dadurch, dass vom vierten Exon nach
dem SpleiRvorgang nur der Anfangsbereich (brig bleibt.

Die von EC-Gene angegebenen Spleivariante Il besteht nach dem SpleiRen vereinfacht
dargestellt aus den Exonen 2 und 3 und umfasst 1175 bp. Dabei beginnt diese mRNA-Variante
in Exon 2 erst ab dem 80. Nukleotid und setzt sich in Exon 3 lber das konventionelle Ende von

Exon 3 um 68 Nukleotide fort.
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Grafik 14: Dargestellt ist das HECA-Volllange-Transkript mit seinen putativen SpleiRvarianten | und II.
Zudem ist in Klammern die Anzahl der Nukleotide pro Exon gezeigt. Anschaulich eingezeichnet sind
ebenso die Primerpaare HECA T3 und HECA Ex3al.

Zur Analyse der von SIBI angegebenen putativen SpleiBvariante | wurde das Primerpaar HECA
T3 konstruiert. Dabei bindet der Forward-Primer am Ende des dritten Exons, der Reverse-
Primer bindet introntbergreifend sowohl am Ende von Exon 3 als auch zu Beginn von Exon 4.
Neben einem Hauptprodukt bei 142 bp, das in allen untersuchten Zelllinien vorhanden ist,
treten weitere Produkte auf (Abb. 16). So kann bei ca. 300 bp eine Bande detektiert werden,
die nur bei NHEK fehlt. Diese erscheint vor allem bei HOK besonders stark, was anschlieBende
gPCR-Untersuchungen bestatigen. Bei PCl 4 und PCl 52 fehlt dieses Produkt ebenfalls, es kann
aber eine geringfiigig langere Nukleotidsequenz mit ca. 330 bp detektiert werden. Weiterhin
existiert bei HOK, PCI 1, PCI 9 und PCI 13 ein Produkt mit einer Ldnge von ca. 500 bp.

Diese Analyse lasst auf die Existenz zusatzlicher HECA-Transkripte schlieRen, welche vermutlich

ein langeres Exon 3 aufweisen.
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Abbildung 16: PCR-Analyse der mRNA-Expression der HECA-Spleilvariante | in NHEKs, HOKs und den
verschiedenen Tumorzelllinien. Als Primerpaar wurde HECA T3 verwendet. Das Hauptprodukt beitzt eine

Lange von 142 bp. Zudem existiert ein weiteres Produkt bei ca. 300 bzw. 330 bp. Bei ca. 500 bp kann ein
weiteres Produkt detektiert werden.

Bei der Quantifizierung der Produkte durch gPCRs ergeben sich &hnliche Ergebnisse
hinsichtlich der HECA-Expression wie flr das Primerpaar Heca T2a. HECA wird in HOK am
starksten exprimiert. In der Gruppe der Zelllinien PCI 1, PCI 9, PCI13 und PCI 68 fallt die HECA-

Expression geringer aus. In den Ubrigen Tumorzelllinien PCI 4A, PCI 15 und PCl 52 wird die

geringste HECA-Expression detektiert.
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Grafik 15: Quantitative PCR. Relative Expression der HECA-SpleiRvariante | in HOK und den jeweiligen
Tumorzelllinien. Es wurde das Primerpaar HECA T3 verwendet, sowie ein beta-Actin Primerpaar zur
Detektion des Housekeepinggens beta-Actin. Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung aus drei Versuchsreihen.



Die gesteigerte Expression in HOK konnte auf die Anwesenheit von zusatzlichen HECA-
Transkripten zurlickgefihrt werden. Das Transkript mit der 300 bp GréRe kénnte vor allem zur

Expression der bei HOK detektierten 47 kDa-Proteinvariante (Abb. 2, 3 und 9, Bande c) flihren.

Fiir den Nachweis der von EC-Gene angegebenen HECA-SpleiRvariante Il wurde das Primerpaar
HECA Ex3al konstruiert. Dabei bindet der Forward-Primer in Exon 3 und der Reverse-Primer in
dem zuvor dargestellten verlangerten Abschnitt von Exon 3. Bei allen untersuchten Zelllinien
mit Ausnahme von PCI 4 tritt ein Produkt mit 150 bp auf. Dies stellt somit einen Beweis fir die

Existenz dieser SpleiBvariante dar.
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Abbildung 17: PCR-Analyse der mRNA-Expression der HECA-SpleiRvariante Il in NHEKs, HOKs und den
verschiedenen Tumorzelllinien. Als Primerpaar wurde Heca Ex3al verwendet. Das Produkt beitzt eine
Ldnge von 150 bp. Mit Ausnahme von PCl 4 kann dieses Transkript in allen Zelllinien nachgewiesen
werden.

Analysiert man dieses Transkript quantitativ mittels qPCR, so zeigt sich, dass die starkste HECA-
Expression in HOKs, PCI 4A und mit Abstrichen PCl 13 auftritt. In den Gbrigen Tumorzelllinien
fallt die HECA-Expression sehr gering aus (Grafik 16).

Die Expression dieses Transkripts scheint in den Immunoblots mit der Expression der 40 kDa-
Proteinvariante zu korrelieren (Abb. 1 und 2, Bande b). Auch bei den Immunoblots mit dem
HECA-Ak von Abnova befand sich die starkste Expression der 40 kDa-Variante bei PCI 4A und
bei HOK (Abb. 1 und 8, Bande b). In den (ibrigen Zelllinien war die Expression der 40 kDa-
Variante geringer (Abb. 1, Bande b). Dies konnte bei den Tumorzelllinien in einer
densitometrischen Analyse gezeigt werden (Grafik 17). Bei HOK war dies im Vergleich zu den
Tumorzelllinien nicht moéglich, da die Versuche nicht in einem Lauf mit den Tumorzelllinien

durchgefiihrt wurden und so nicht densitometrisch miteinander verglichen werden konnten.



HECA Ex 3al
180
160 T
140
120 T
100 -

[e0]
o
I

60 -
40 -

relative Expression in [%]

T

HOK PCI1 PCI4A PCI9 PCI13 PCI15 PCI52 SCC68

Grafik 16: Quantitative PCR. Relative Expression der HECA-Spleilvariante Il in HOK und den jeweiligen
Tumorzelllinien. Es wurde das Primerpaar Heca Ex3al verwendet, sowie ein beta-Actin Primerpaar zur
Detektion des Housekeepinggens beta-Actin. Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung aus drei Versuchsreihen.

HECA-Expression der 40 kDa-Variante

w
o1
(@)

w
o
o

N
Ul
o

N
o
o

150

0 T T T i T

PCI1 PCI 4A PCI13 PCI 52 SCC 68

relative Expression in [%)]

Ul
o

Grafik 17: Densitometrische Quantifizierung der Expression der 40 kDa-Variante des HECA-Proteins in
den einzelnen Tumorzelllinien. Die densitometrische Analyse wurde auf Grundlage der in 3.1.1
durchgefiihrten Immunoblots mit dem HECA-Ak von Abnova durchgefiihrt.



4 Diskussion

4.1 Methodik

Die in dieser Arbeit vorgenommenen Versuche erfolgten auf der Basis von Zelllinien, die aus
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle und des Oropharynx gewonnen wurden (Heo et al.
1989). Zelllinien sind weit verbreitet in der Krebsforschung. Sie sind einfach zu behandeln,
wachsen schnell und gewahrleisten reproduzierbare Ergebnisse (Cree et al.2010). Durch in vitro
Untersuchungen an Zellkulturen besteht die Moglichkeit biologische Schliisselprozesse wie
Wachstum, Differenzierung und Apoptose zu untersuchen. Auch koénnen genetische
Veranderungen vorgenommen werden, um die Funktion eines bestimmten Gens zu analysieren
(Cruz et al. 2009). Allerdings mussen die anhand von Zelllinien gewonnen Erkenntnisse auch
noch in vivo bestatigt werden, da Unterschiede wie zum Beispiel in der Wachstumsrate oder

bezlglich des Kulturmediums vorliegen (Cree et al. 2010).

4.1.1 Angewandte Methodik zur Analyse des alternativen SpleiRverhaltens von HECA

In dieser Arbeit wurden alternative SpleiRformen von HECA untersucht. Dies erfolgte basierend
auf den Analysen der bioinformatischen Datenbanken NCBI, SIBI, EC Gene und AceView (iber
alternative SpleiRvarianten des HECA-Gens. Auf Grundlage dieser Daten sollten die putativen
SpleiBvarianten | und Il experimentell in ReverseTranskriptase-PCRs nachgewiesen werden.
Durch die Konstruktion entsprechender Primerpaare konnten die erwarteten spezifischen
Produkte und somit die Spleilvarianten nachgewiesen werden. Diese Methodik gilt als
experimenteller Nachweis bioinformatisch errechneter SpleiRformen (Hui et al. 2004; Venables
2004; Hughes et al. 2006) und stellt eine sehr sensitive Methode fir den Nachweis geringer
MRNA-Mengen dar (Bustin 2002).

Durch die bioinformatische Detektion alternativer SpleiBvarianten konnte das Wissen Uber
alternative Spleivarianten in grofem Umfang erweitert werden. Durch die Anwendung
geeigneter Datenbanken und einem entsprechenden Versuchsdesign ist es moglich, genomweit
nach alternativen Spleilvarianten zu suchen, die charakteristisch fiir bestimmte Krankheiten
sind (Kim & Lee 2008). In Studien konnte gezeigt werden, dass alternatives SpleiRen durch

vergleichende Analysen von Genomsequenzen bioinformatisch vorhergesagt werden kann (Lee



& Wang 2005). Auf der Grundlage dieser Datenbankeintrage erfolgt anschlielRend der

experimentelle Nachweis durch RT-PCR oder Microarray (Kim & Lee 2008).

Bei den Microarrays werden zwei verschiedene Techniken unterschieden: Zum einen kann die
Detektion anhand von PCR-Produkten erfolgen, zum anderen auch direkt durch
Oligonukleotide mittels CGH (comparative genomic hybridizition)(Cowell & Hawthorn 2007).
Ein groRer Vorteil der Microarrays liegt in der Moglichkeit eine Vielzahl von Genen parallel in
einem einzigen Experiment zu untersuchen (Pioch et al. 2008). Mit dieser neuen Technik
kdnnen somit genomweit genetische Verdnderung detektiert werden (Waddel 2008).
Allerdings soll in dieser Arbeit alleinig das HECA-Gen auf alternative SpleiRvarianten untersucht

werden, weshalb sich die Verwendung von RT-PCRs anbietet.

Der Nachweis von Spleilvarianten kann aber auch mittels in situ-Hybridisierung direkt am
Gewebe erfolgen. Dies stellt eine sehr sensitive Technik dar, die die Detektion und die
Lokalisierung von DNA- oder RNA-Molekiilen in morphologisch konservierten isolierten Zellen,
histologischen Gewebeschnitten oder Chromosomenpradparationen erlaubt. Sie wird in
Gewebeproben u.a. zum Nachweis von mRNA-Transkripten und deren Verteilung eingesetzt
(Nouri-Aria 2008). Zukiinftig konnte mittels einer in situ-Hybridisierung die Verteilung der in
dieser Arbeit nachgewiesenen HECA-mRNA-Varianten in der Zelle analysiert werden. Zudem
konnte in Gewebe von verschiedenen Tumorstadien die Expression von HECA-mRNA

untersucht werden.

Auch geeignet zur Detektion von alternativen SpleiBvarianten ist das Northern-Blotting-
Verfahren. Dabei kdnnen Rickschlisse auf die GroRe der mRNA und das SpleiRverhalten
gezogen werden. Diese Methode kann aber auch zur Quantifizierung der Transkription

eingesetzt werden (Bustin 2000).

Mittels PCR konnte wie bereits dargestellt der Nachweis von verschiedenen mRNA-
SpleiBprodukten des HECA-Gens erbracht werden. Es sollte in dieser Arbeit weiterhin
untersucht werden, ob sich die Expression der einzelnen Spleilprodukte quantitativ in den
verschiedenen Tumorproben unterscheidet. Dies erfolgte nach dem Prinzip der quantitativen
Reverse-Transcriptase-PCR. Dies stellt die sensitivste Methode zur Detektion von geringen
Mengen an mRNA-Substrat dar (Bustin 2000). Die RT-gPCR gilt als die Standardmethode zur
guantitativen Analyse von mRNA-Proben in verschiedenen Gewebeproben (Bustin 2002) und

wird u.a. zur Analyse der Genexpression eingesetzt (Smith & Osborn 2009).



Im Gegensatz zur PCR wird bei der quantitativen PCR nach jedem Zyklus mittels eines
Fluoreszenzsignals die bereits erfolgte Produktakkumulation gemessen. Es werden dabei zwei
Systeme unterschieden: das in dieser Arbeit verwendete SYBR Green (siehe 2.4.1) und das
TagMan UPL-Probensystem (Roche). TagMan stellt zwar das etwas sensitivere System dar,
allerdings waren fiur die in dieser Arbeit untersuchten SpleiRprodukte keine TagMan-UPL-
Sonden erhiltlich, sodass SYBR Green verwendet wurde. Durch eine zusatzlich durchgefiihrte
Schmelzkurvenanalyse kdnnen aber putativ unspezifische Bindungen von SYBR Green sichtbar

gemacht werden (Smith & Osborn 2009).

Die Quantifizierung der eingesetzten Probenmengen erfolgte mittels des Prinzips der relativen
Quantifizierung. Bei der relativen Quantifizierung werden Veranderungen der unbekannten
Probenmengen relativ zu einem mitamplifizierten Housekeepinggen ausgedriickt, unter der
Pramisse, dass dessen Expression wahrend des experimentellen Ansatzes konstant bleibt.
Allerdings konnen Veranderungen in der Expression der Housekeepinggene somit auch zu
veranderten Messergebnissen fiihren (Smith & Osborn 2009). Diese Versuchsstrategie mittels
relativer Quantifizierung stellt bei Eukaryoten aber dennoch das Standardverfahren dar (Bustin

2002; Smith & Osborn 2009).

Als Housekeepinggen wurde in dieser Arbeit beta-Actin verwendet. Die mRNA von beta-Actin
wird in allen Zellen auf einem mittleren Niveau exprimiert und kodiert fir ein ubiquitares
Zytoskelettprotein. Diese mRNA wurde als eine der ersten als interner Standard in der
guantitativen PCR eingesetzt und gilt immer noch als Standard (Bustin 2000; Bér et al. 2009).
Allerdings liegen auch Erkenntnisse vor, dass die Expression von beta-Actin nach biochemischer
Stimulation variieren kann (Ruan & Lai 2007). Vor allem bei der Untersuchung von
Keratinozyten scheint aber beta-Actin bisweilen das anerkannteste Housekeepinggen zu sein

(Bar et al. 2009).

Um eventuellen Messfehlern vorzubeugen, wurden von jeder in dieser Arbeit dargestellten

gPCR-Analysen drei Versuchslaufe durchgefiihrt und daraus der Mittelwert gebildet.



4.1.2 Angewandte Methodik zur Analyse der Proteinexpression von HECA

Der Nachweis des HECA-Proteins erfolgte mittels Immunoblot. Der Immunoblot gilt als
sensitive Methode zur Detektion und Charakterisierung von Proteinen. Dies erfolgt prinzipiell

durch eine Antigen-Antikérperreaktion (Gallagher & Chakavarti 2008).

Die Proteinlésungen wurden nach einem Standardprotokoll mittels RIPA-Puffer aus den
gezichteten Zelllinien hergestellt. RIPA-Puffer gilt als die gebrduchlichste und vielfaltigste
Pufferlésung im Bereich der Immunoprazipitation. Dieser Puffer wird meist verwendet, wenn
Uber das Losungsverhalten des untersuchten Proteins wenig bekannt ist, was auch im Fall von

HECA zutrifft (Dickson 2008).

Die Auftrennung der Proteine erfolgte basierend auf dem Protokoll von Laemmli (Laemmli
1970) in einem 10 %igem SDS-Polyacrylamidtrenngel, das fiir den Nachweis von Proteinen mit
einem Molekulargewicht zwischen 20 kDa und 80 kDa ideal ist (Sambrook & Russel 2001). Die
in dieser Arbeit detektierten Proteinvarianten haben ein Molekulargewicht zwischen 33 kDa

und 63 kDa.

Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden in einem elektrophoretischen Verfahren auf die
PVDF-Membran transferiert (hier: Wet Blotting). Die Vorteile dieses Vorgehens liegen in der
Schnelligkeit und der Vollstindigkeit der Ubertragung, weshalb dieses Verfahren auch das

gebrauchlichste darstellt (Kurien & Scofield 2003).

Als Readout fiir den experimentellen Nachweis des HECA-Proteins wurde die Detektion eines
chemolumineszenten Signals verwendet. Durch die Zugabe von Luminol wird dieses Signal an
der Bindestelle des Sekundarantikorpers durch das Enzym Meerrettich-Peroxidase emittiert.
Durch dieses Verfahren kénnen bereits kleinste Proteinmengen von sogar weniger als 1 pg
detektiert werden, weshalb es sich auch besonders fiir den Nachweis des HECA-Proteins eignet

(Kurien & Scofield 2003).

Weiterhin erfolgte eine relative Quantifizierung der Expression des HECA-Proteins in den
einzelnen Zelllinien. Diese Methode wird nach chemolumineszenter Detektion in Immunoblots
routinemaRig eingesetzt, um quantitative Verdanderungen der Proteinexpression in Zellen oder
Gewebeextrakten zu ermitteln (Charette et al. 2010). Auch hier erfolgt die Quantifizierung
relativ zu einem Housekeepinggen. Auf die Zuverldssigkeit des hier verwendeten beta-Actin

wurde bereits ndher eingegangen (Bar et al. 2009).



Um die Verteilung des HECA-Proteins in den einzelnen Zellkompartimenten untersuchen zu
kénnen, wurden subzelluldre Fraktionen mit dem Subcellular Proteome Extraction Kit von
Calbiochem erstellt. Die hier verwendete Methode zur Fraktionierung des Proteoms durch
einzelne Zentrifugationsschritte wird zu den klassischen Techniken gezahlt (Lee et al. 2010).
Durch die Auftrennung des Proteoms in subzelluldre Fraktionen kénnen prazisere Aussagen
Uber die Verteilung und die Funktion des untersuchten Proteins in der Zelle gemacht werden
(Gauthier & Lazure 2008). Auch bei HECA konnten so anhand von Immunoblots mit dem
Proteom der einzelnen Zellkompartimente Unterschiede in der Verteilung der einzelnen
Proteinvarianten erkannt werden. Die hier angewandte Kombination von fraktioniertem
Proteom mit einer anschlieRenden Gelanalyse gilt als anerkanntes Verfahren. Zusétzlich
kdonnten die detektierten Proteine noch massenspektrometrisch detaillierter analysiert werden
(Yates et al. 2005; Huber et al. 2003).

Weiterhin kénnen durch eine Fraktionierung des Proteoms auch Proteinvarianten erkannt
werden, die aufgrund ihrer geringeren Konzentration im gesamten Proteom der Zelle nur in
den einzelnen Zellkompartimenten detektiert werden konnen (Cox & Emili 2006). So konnte
z.B. im Zytosol die 33 kDa-Variante auch in den Zelllinien HOK, PCI 1, PCl 13 und PCl 68
nachgewiesen werden, wohingegen diese Variante in den Ganzzelllysaten nur bei PCl 4

erkennbar ist (Abb. 2, 3, 4 und 6, Bande e).

Ein gebrauchliches Verfahren zur Identifikation von posttranslationalen Modifikationen besteht
beispielsweise in der Isolierung von glykosylierten und phosphorylierten Proteinen und einer
anschlieRenden Analyse dieser Proteine mittels Massenspektrometrie (Bond & Kohler 2007;
Mann & Jensen 2003). In dieser Arbeit sollte aber ein spezifisches Protein auf
posttranslationale Modifikationen untersucht werden. Dazu wurde durch einen Enzymmix
(Protein Deglycosylation Mix von NEB) das Proteom der untersuchten Zelllinien verdaut.
AnschlieBend erfolgte durch einen Vergleich zwischen behandelter und unbehandelter
Proteinlésung im Immunoblot eine Analyse, ob glykosylierte HECA-Proteinvarianten vorhanden
sind (Abb. 10 und 11). Es wird angenommen, dass die 40 kDa- (Abb. 10 und 11, Bande b) und
die 47 kDa-Variante (Abb. 10 und 11, Bande c) des HECA-Proteins glykosyliert vorliegen. Ein
experimenteller Beweis kdnnte noch mittels einer massenspektrometrischen Analyse dieser

beiden Varianten erbracht werden (Larsen et al. 2005).



Fiir den Nachweis einer Phosphorylierung des HECA-Proteins wurde analog vorgegangen.
Dabei erfolgte die Analyse von putativen phosphorylierten HECA-Proteinvarianten mittels
Lambda Protein Phosphatase von NEB. Mit dem in dieser Arbeit angewandten Versuchsdesign

konnte keine Phosphorylierung gezeigt werden. Dies wird in Punkt 4.3 noch naher erldutert.

4.2 Nachweis unterschiedlicher HECA-Proteinvarianten

Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse bezlglich der Charakterisierung von
humanem headcase und seiner Isoformen in humanen oralen Keratinozyten und im oralen
Plattenepithelkarzinom. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene HECA-Proteinvarianten
in oralen Keratinozyten existieren. Dies wurde anhand von Immunoblots mit zwei
verschiedenen Antikdrpern nachgewiesen. Vergleicht man die Ergebnisse aus den Versuchen
mit den beiden Antikorpern, so ist ersichtlich, dass vor allem drei unterschiedliche
Hauptvarianten des HECA-Proteins zu existieren scheinen: Dies ist eine Variante mit 59 kDa
(z.B. Abb.2, Bande a), eine mit 47 kDa (z.B. Abb.2, Bande c) und eine mit 40 kDa (z.B. Abb.2,
Bande b). Mit dem Antikérper von Abnova werden dabei nur die Varianten mit dem
Molekulargewicht von 59 kDa und 40 kDa detektiert, die wahrscheinlich die beiden
Hauptvarianten darstellen. Auffdllig dabei ist, dass sich in den einzelnen untersuchten
Zelllinien das Verhéltnis dieser beiden Varianten stark unterscheidet. So kann in HOK mit dem
Antikérper von Abnova fast nur die 40 kDa-Variante nachgewiesen werden, wohingegen in den
Tumorzelllinien PCI 52 und PCl 68 (iberwiegend das Volllangeprotein mit 59 kDa vorhanden ist.
In den anderen Zelllinien (PClI 1, PCI 4A und PCI 13) herrscht ein annahernd ausgewogenes

Verhiltnis dieser beiden Varianten.

Weiterhin konnte bei Versuchen mit dem HECA-Ak von Santa Cruz eine Uberwiegend in HOK
auftretende Proteinvariante von 47 kDa detektiert werden. Diese konnte in den
Tumorzelllinien zwar auch gefunden werden, allerdings in einem geringeren AusmaR.
Weiterhin wurden mit diesem Antikorper noch weitere Varianten erkannt, auf die aber erst im

Folgenden eingegangen werden soll.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit friheren Untersuchungen, so zeigt sich in dieser Arbeit
eine groRere Anzahl an Proteinvarianten. So konnte beispielsweise in HOK bisher nur die 59

kDa-Variante detektiert werden (Dowejko et al. 2009). Dies konnte durch eine



Protokolloptimierung und eine bessere Chargenqualitat der Antikorperhersteller (Abnova)

erklart werden.

Setzt man zu den gerade beschriebenen drei Proteinvarianten die untersuchten mRNA-
Transkripte in Bezug, so stellt sich heraus, dass die Expression dieser Transkripte mit den hier
detektierten Proteinvarianten korreliert. Das mit den Primerpaaren HECA T2a und HECA T2b
nachgewiesene Volllangetranskript konnte somit die Vorlage fiir die Produktion des 59 kDa-
Proteins sein. Die Spleilvariante Il, detektiert durch das Primerpaar HECA Ex3al, kodiert
vermutlich fur die kurze Peptidvariante mit 40 kDa. Berechnet man das Molekulargewicht des
von EC-Gene angegebenen Proteins mit Expasy ProtParam, so ergibt sich ein Molekulargewicht
von 42,73 kDa, was somit der GrofRe im Westernblotnachweis in etwa entspricht. Die
Translation der vor allem bei HOK auftretenden Proteinvariante von 47 kDa misste auf
Grundlage des von Ace View angegebenen mRNA-Transkript erfolgen. Dieses unterscheidet
sich nur in der Anfangssequenz von der SpleiBvariante Il und wird somit auch durch das

Primerpaar HECA Ex3al erfasst.

Die in dieser Arbeit zusatzlich detektierten Proteinvarianten werden auf die Wirkung von
posttranslationalen Modifikationen (PTMs) zuriickgefiihrt, die nicht auf Genebene kodiert
werden und somit nicht durch die Analyse von mRNA-Transkripten nachgewiesen werden
konnen. Sie wirken, wie einleitend dargestellt, vor allem auf die Regulation der Proteinfunktion

ein (Temporini et al. 2008).

Von Drosophila headcase ist bekannt, dass auch dort zwei unterschiedliche Proteinvarianten
existieren. Hier liegt die kleinere 70 kDa-Variante viermal so haufig vor wie die groRere 125
kDa-Variante. Jedoch kann nur die Letztgenannte ihre Funktion als Inhibitor fiir weitere
Verzweigungen des Tracheensystems ausliben. Diese beiden Proteine werden in Drosophila
nach einem neuartigen Mechanismus erstellt. Durch das Uberlesen eines internen Stopkodons
auf der mRNA kommt es zur Ausbildung zweier unterschiedlich grolRer Proteine (Steneberg et
al. 1999; Steneberg & Samakovlis 2001). Dieser Mechanismus koénnte kinftig ein
Untersuchungsmodell fiir das humane HECA darstellen, um die Bedeutung der HECA-Varianten

in gesundem und malignem oralen Epithel zu analysieren.



4.3 Expression des HECA-Proteins in den einzelnen subzelluldren Fraktionen

Es ist bekannt, dass der Anteil an PTMs in vivo nur ca. 1 % betragt (Seo &Lee, 2004). Zudem
sind derart modifizierte Proteine auf einzelne Zellkompartimente beschrankt. Liegen diese
Proteinvarianten nun in geringen Konzentrationen in den einzelnen Kompartimenten vor, so
konnen sie unter Umstanden nur detektiert werden, wenn sie in subzelluldren Fraktionen

untersucht werden (Jensen et al., 2006).

Betrachtet man nun die Verteilung des HECA-Proteins in den einzelnen subzelluldren
Fraktionen, so konnen in den einzelnen Zellkompartimenten der untersuchten Zelllinien

unterschiedliche Varianten dieses Proteins detektiert werden (Abb. 3 - 6).

Es konnte gezeigt werden, dass das HECA-Protein im Nukleus vorhanden ist. Bei HOK und PClI
68 dominiert die 40 kDa-Variante in der Kernfraktion. In PCl 1 und PCl 13 liegen das HECA-
Volllangeprotein und die 40 kDa-Variante in etwa gleichen Anteilen vor. Bei PCI 52 tritt nur das

HECA-Volllangeprotein auf, wohingegen die 40 kDa-Form fast vollstandig fehlt.

Im Zytosol, im Nukleus und an Membran bzw. in Organellen von HOK und PCI 13 befindet sich
hauptsachlich die 40 kDa-Variante, wahrend das Volllangeprotein mit 59 kDa fast
ausschlieBlich am Zytoskelett und in geringen Anteilen auch im Nukleus vorhanden ist (Abb. 3,

Bande a und b).

Mittels der Deglykosylierungsversuche konnte gezeigt werden, dass die 40 kDa-Form
vermutlich glykosyliert vorliegt (Abb. 10 und 11, Bande b), da nach der Deglykosylierung eine

zuvor nicht existente ca. 33 kDa-Variante (Abb. 10 und 11, Bande e) erscheint.

Die 40 kDa-Variante tritt weiterhin stark im Zytosol, Nukleus und Zytoskelett von PCI 1 und PCI
68 auf (Abb. 4 und 6, Bande b). Auffallig ist dabei, dass diese HECA-Variante zwar in Zytosol
und an Membran und Organellen in der entdifferenzierten Zelllinie PCI 52 auftritt, aber fast gar
nicht im Nukleus (Abb. 5, Bande b). Man kénnte daher vermuten, dass die 40 kDa-Variante als
glykosylierte und funktionelle Form aus dem Zytosol und/oder den Zellorganellen in den
Zellkern transferiert wird und dort seine Wirkung als Zellzyklusregulator ausiibt, indem es die
Expression bzw. Funktion von Zellzyklus-relevanten Proteinen beeinflusst. In der
entdifferenzierten Zelllinie PCI 52 Zellen kénnte die fehlende Zellzykluskontrolle u.a. durch das
Fehlen des nukledren, glykosylierten 40 kDa-HECA-Proteins verursacht werden.

Das 59 kDa Volllange-HECA-Protein konnte hauptsachlich in der Zytoskelett-Fraktion aller
untesuchten Zelllinien nachgewiesen werden. Angesichts des inhibierenden Einflusses von

HECA auf den Zellzyklus (Dowejko et al. 2009) konnte das Volllange-HECA mit Checkpoint-



Proteinen interagieren, welche Einfluss auf Kinetochore ausiiben. Kinetochore vermitteln die
Bindung von Mikrotubuli der Spindel an die Chromosomen wahrend der Zellteilung
(Musacchio & Salmon, 2007).

Interessanterweise interagiert das Drosophila headcase mit Bubl-like Protein, d.h. einem
Zellzyklus-Checkpointprotein, das wichtig ist bei der Spindelassemblierung (Giot et al. 2003).
Ferner stellten Mukherji et al. (2006) in einem RNAi screen an der Osteosarkomzelllinie U20S
fest, dass nach HECA-Silencing die Zellen einen signifikant vergrofRerten Nukleus aufwiesen und
HECA somit zu den krebsrelevanten Zellzyklusregulatoren gezahlt wird.

Die vermutlich glykosylierte 47 kDa HECA-Variante tritt besonders deutlich in den
Ganzzelllysaten (Abb. 2 und 9, Bande c) und der Zytoskelettfraktion (Abb. 3, Bande c) auf.
Ferner nimmt ihre Expression wahrend der Zelldifferenzierung zu (Abb. 9, Bande c; Grafik 8).
Daher ist anzunehmen, dass die 47 kDa-Variante notwendig ist zur Aufrechterhaltung der

Zellfunktion (Differenzierung und/oder Zellteilung).

Eine weitere Auffalligkeit der Immunoblotanalyse ist eine ca. 63 kDa groRe Bande (Abb. 2 — 6,
Bande f) in der nukledren Fraktion und in den Ganzzelllysaten aller untersuchten Zelllinien
auBer PCl 15 und PClI 52. Da das Volllange HECA-Protein eine GroRe von 59 kDa aufweist,
scheint die 63 kDa-Form das Resultat einer posttranslationalen Modifikation zu sein. In der Tat
gibt es Hinweise, dass HECA ein ca. 45 AS langes N-terminales Signalpeptid besitzt, welches ca.
5 kDa grolR ware und somit in etwa der Differenz zwischen den beiden Varianten (Volllange
und 63  kDa-Variante) entsprechen wirde (Human Protein Atlas 2010:
http://www.proteinatlas.org/gene_info.php?ensembl_gene id=ENSG00000112406). Ein N-
terminales Signalpeptid markiert ein Protein fir den Transport ins endoplasmatische
Retikulum. Von dort kann es entweder an seinen Bestimmungsort innerhalb der Zelle
transportiert oder Gber den Golgiapparat und Vesikel fiir den Export vorbereitet werden, u. a.
durch Anheften von Glykosylresten (Hiss & Schneider, 2009).

Bemerkenswert ist, dass in dieser Arbeit glykosylierte HECA-Peptidvarianten nachgewiesen
wurden, wobei in der subzelluldren Fraktion von Membran und Organellen fast ausschlieRlich

die 40 kDa-Variante detektiert wird.

Eine weitere posttranslationale Modifikation, die sich als zusatzliche Bande im Immunoblot
niederschlagen wiirde, ist die Phosphorylierung. Dephoure et al. (2008) untersuchten die in
vivo Phosphorylierung von Proteinen der humanen Cervixkarzinomzellen Hela in Abhangigkeit
vom Zellzyklus und stellten u. a. fest, dass das HECA-Protein in der G;-Phase an 3

verschiedenen Aminosauren phosphoryliert vorliegt. Die Autoren gehen davon aus, dass eine


http://www.proteinatlas.org/gene_info.php?ensembl_gene_id=ENSG00000112406

multiple Phosphorylierung die Konformation, Interaktion und Stabilitdt eines Proteins
verandern kann.

Da HECA offenbar erst in der G,/M-Phase funktional ist und vermutlich dephosphoryliert
vorliegt, konnte HECA in der G;-Phase durch multiple Phosphorylierung destabilisiert werden,
ahnlich wie B-Catenin durch Phosphorylierung fiir den Abbau im Proteosom markiert wird

(MacDonald et al., 2009). HECA wiirde demnach also durch Dephosphorylierung aktiviert.

In dieser Arbeit konnte eine Phosphorylierung von HECA nicht nachgewiesen werden (Abb.
12). Folgende Griinde kénnen hierfiir diskutiert werden: Es ist bekannt, dass der in vivo Anteil
von phosphorylierten Proteinen in einer Zelle unter 0,1% liegt und die Umsatzrate dieser
Modifikation sehr schnell ist (Seo & Lee, 2004). Um eine héhere Konzentration an Phospho-
HECA zu erreichen (lber die Nachweisgrenze im Immunoblot), missten Lysate von Zellen

verwendet werden, die in der G;-Phase arretiert werden, z. B. durch Serumentzug tber Nacht.

Falls die Hypothese stimmt, dass Phospho-HECA degradiert wird, dann ware es aufgrund seiner
kiirzeren Halbwertszeit nur schwer in einem Dephosphorylierungsassay und anschlieRendem
Immunoblot mit den gegenwartigen kommerziell erhiltlichen Antikérpern nachzuweisen. Eine
bessere Detektion kdnnte mit eigens hergestellten monoklonalen Antikdrpern gegen Phospho-

HECA erreicht werden.

Es kann ferner gemutmalt werden, dass die 33 kDa-Variante eine nicht mehr funktionsfahige
Variante des HECA-Proteins darstellt. Diese Variante kann in den Ganzzelllysaten nur in der
entdifferenzierten Zelllinie PCI 4A detektiert werden (Abb. 2, Bande e). In den untersuchten
subzelluldaren Fraktionen tritt diese deglykosylierte 33 kDa-Variante mit Ausnahme von PCl 52
im Zytosol auf (Abb. 3 -6, Bande e). Fehler in der Glykosylierung von Proteinen kdnnen zu
einer reduzierten Aktivitat dieser fehlerhaften Proteine fiihren (Brooks 2006). Defekte Proteine
werden ins Zytosol transportiert, wo sie dann abgebaut werden (Herbert et al., 2007). Durch
Anhdngen von Ubiquitin werden diese defekten Proteine fir den Abbau im Proteasom
markiert (Trombetta & Parodi 2003). Es existieren komplexe Signalwege vom
endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol und in den Zellkern, um auf defekte Proteine
reagieren zu konnen. Diese Signalwege sind fir die zellulare Homeostase wichtig und spielen
mutmaRlich Schllsselrollen bei der Pathogenese vieler Krankheiten wie Krebs, Diabetes

Mellitus oder viralen Infektionen (Lin et al., 2008).

Die Vermutung, dass es sich um ein nicht funktionsfahiges Protein handelt, kann auch fir die
45 kDa-Variante angestellt werden, die bei der ebenso entdifferenzierten Zelllinie PCI 52 in den

Ganzzelllysaten auftritt (Abb. 2, Bande d). Dies ist ebenso eine deglykosylierte Variante und



tritt gleichfalls nur im Zytosol auf (Abb. 7, Bande d). Sie kann zusatzlich auch in der

zytosolischen Fraktion von PCl 68 gefunden werden (Abb. 8, Bande d).

4.4 HECA als Tumorsuppressor

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von HECA abhangig ist von der
Zelldifferenzierung. So konnte bei HOK-Zellen nach einer CaCl, induzierten Differenzierung
eine verstarkte Expression der HECA-Proteinvarianten beobachtet werden (Abb. 8 und 9,
Grafik 8). Auch in den Tumorzelllinien PCl 13 und PCI 52 konnte mit zunehmender Konfluenz,
was mit einer abnehmenden Mitoserate einhergeht, eine gesteigerte Expression der HECA-

Proteinvarianten detektiert werden (Abb. 7, Grafik 7).

Diese Ergebnisse stimmen mit den bisherigen Daten (iberein, welche eine inhibitorische
Aktivitdt von HECA auf die Zellteilungsrate zeigen (Dowejko et al., 2009). So wurde beobachtet,
dass S-Phase synchronisierte OSCC-Zellen mehr HECA-mRNA und -Protein exprimieren als
diejenigen in der Gy/G,-Phase. Weiterhin verringerte sich die Verdopplungsrate der Zellen
nach einer Uberexpression von HECA in der OSCC-Zelllinie und mehr Zellen arretierten in der

G,/M-Phase des Zellzyklus (Dowejko et al., 2009).

Dieser Befund zeigt sich auch auf Transkriptionsebene. Die Expression der Transkripte fur das
Volllange-HECA (Primer HECA Ex 3-4, T2a, T2b) und die SpleiRvariante | (Primer HECA T3) war
in den Zelllinien HOK, PCI 1, PCI 9, PCI 13 und PCI 68 hoher als in PCI 4A, PCI 15 und PCI 52.
Interessanterweise konnten Bauer et al. (2008) anhand der Expression bestimmter
Zytokeratine zeigen, dass die Tumorzelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 noch zur Differenzierung
fahig sind, wahrend die Zelllinien PCl 4A und PCl 52 sich in einem dedifferenzierten Stadium
befinden.

Bei der quantitativen Analyse der HECA-Expression der Spleillvariante 1l weichen die
Ergebnisse von dem zuvor dargestellten Muster ab. Auffallig ist vor allem die starke HECA-
Expression von PCl 4A. Auf Grundlage dieses Transkripts wird auch ein Protein produziert,
welches im Immunoblot als starke Detektion des 40 kDa-Peptids bei PCl 4A mit dem Antikorper

von Abnova sichtbar wird (Abb. 1).

Vom kolorektalen Karzinom ist bereits bekannt, dass die mRNA-Expression von HECA je nach
Stadium des Karzinoms variiert. Bei gesunden Patienten befindet sich eine niedrige

Konzentration von HECA in Proben von Fazes und Blut. Bei einem kolorektalen Karzinom im



Anfangsstadium steigt die Konzentration der HECA-mRNA signifikant an, wohingegen sie bei
weiterem Fortschreiten des Karzinoms wieder abféllt. Diese Daten kdnnten zu einer
Verwendung von HECA als Tumormarker flir das Erkennen eines sich im Anfangsstadium
befindenden kolorektalen Karzinoms fiihren (Chien et al., 2006).

Zudem ist bekannt, dass es in Zelllinien des Nierenzellkarzinoms als auch des
Pankreaskarzinoms zu einer verringerten Expression der HECA-mRNA kommt (Makino et al.,

2001).

Vergleicht man diese Daten mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit, so werden
Gemeinsamkeiten deutlich:

In der Gruppe der differenzierungsfahigen Tumorzelllinien PCI 1, PCl 13 und PCI 68 kann stets
eine hohere Konzentration der HECA-mRNA gefunden werden. Bei den gesunden fetalen
oralen Keratinozyten herrscht ebenso eine hohere Konzentration vor.

Bei den entdifferenzierten Zelllinien PClI 4A und PCl 52 liegt eine stark erniedrigte mRNA-
Expression von HECA fiir das Volllangetranskript vor. Diese Ergebnisse korrelieren also mit
denjenigen beim Nieren-, Pankreas- und Kolonkarzinom, bei denen eine verringerte Expression

der HECA-mRNA gefunden wurde.

Diese Daten bestéatigen die Ergebnisse von Dowejko et al. (2009): HECA ist in Tumorzelllinien
geringer exprimiert, was zu defekter Proliferationskontrolle und/oder Differenzierung der
Zellen fihrt.

Neue Daten (Dowejko, unpublizierte Daten) zeigen ferner einen Link zwischen dem Wnt/R-
Catenin-Signalweg und HECA (Tang et al. 2008), sodass ein in Tumorzellen konstitutiv

aktiviertes Wnt zu geringerer HECA-Expression und damit zu vermehrter Proliferation fihrt.

Um préazisere Aussagen bezlglich der mRNA-Expression von HECA in den einzelnen
Tumorstadien beim oralen Plattenepithelkarzinom treffen zu konnen, sind weitere
Untersuchungen notwendig, die auf direkt am Patienten gewonnenem Material basieren

missen, worauf in Punkt 4.5 ndher eingegangen wird.



4.5 HECA als Prognoseparameter

Aufgrund der bereits publizierten Ergebnisse und der in dieser Arbeit gewonnenen Daten kann
gefolgert werden, dass die Expression von HECA (sowohl der Volllange als auch seiner
Varianten) prediktives Potential hinsichtlich eines Plattenepithelkarzinoms in der Mundhdhle
besitzt.

Folgende Argumente kénnen aufgefiihrt werden:

1. HECA exprimiert im oralen Plattenepithelkarzinom (Dowejko et al. 2009) und in
Metastasen (Dowejko, unpublizierte Daten) schwacher als in gesunder
Mundschleimhaut. Die Expression ist abhdngig vom Differenzierungsstatus der OSCC-
Zelle, wie in vitro an Zelllinien gezeigt wurde (Abb. 7, 8 und 9, Grafiken 7 und 8).

2. HECA besitzt nachweislich mindestens 3 Peptidvarianten, welche differentiell in den
unterschiedlichen Zelllinien (HOK und Tumorzelllinien) und in den subzelluldren
Kompartimenten exprimiert werden (Abb. 2 — 6). So tritt nur in HOK die 47 kDa-
Variante (Abb.2 und 3, Bande c) besonders prominent hervor, wihrend die 33 kDa-
und die 45 kDa-Form (Abb. 2, Bande d und e) in Ganzzelllysaten nur in den
entdifferenzierten Zelllinien PCl 4 und PCl 52 detektiert werden, welche dort offenbar
deglykosyliert vorkommen.

3. Wie einleitend erwdhnt wurde HECA bereits als ein effektiver Marker fiir die
Diskriminierung von frilhen und spaten Stadien des kolorektalen Karzinoms

beschrieben (Chien et al., 2006).

In weiterfihrenden Untersuchungen muss gezeigt werden, ob bzw. welche HECA-Varianten in
vivo im Tumorgewebe bzw. in gesunder Mukosa vorkommen. Ein moglicher Ansatz ware eine
retrospektive Studie mit Patientenmaterial, an dem die Expression der betreffenden HECA-
Proteinvarianten mit der Malignitdt, dem Tumorgrading, der Inzidenz von Metastasen und
dem Uberleben korreliert werden kénnte.

Fiir den physikalischen Nachweis der putativen SpleiBvarianten von HECA im oralen Tumor
kénnte eine quantitative in situ-Hybridisierung am Gewebe aus unterschiedlichen OSCC-

Stadien (Hyperplasie, Dysplasie, Cis, invasives Karzinom, Metastasen) durchgefiihrt werden.

Veranderungen im Glykosylierungsmechanismus von Proteinen sind in Karzinomen bekannt
und diese werden auch als Biomarker diskutiert (Reis et al. 2010, Peracaula et al. 2008, Zhao J
et al. 2008). Vor allem Modifikationen von N-Glykanen, denen eine wichtige Funktion bei der

Adhasion von Zellen zugeschrieben wird, werden unter anderem fiir die Invasion und



Metastasierung von Tumoren verantwortlich gemacht (Zhao YY et al. 2008), was wiederum im

Einklang mit den Eigenschaften der Zelllinien PCI 4A und PCI 52 ware.

Auch das SpleiBverhalten von Genen ist in Krebsstadien oft signifikant verdandert. In
Tumorgewebe werden andere alternative SpleiRformen exprimiert als in gesundem Gewebe
(Kérner et al. 2009), weshalb diese alternativen SpleiBprodukte folglich auch als Biomarker zur
Diagnose eines Karzinoms verwendet werden kénnen (Brinkmann 2004). Beispielshalber sei
hier das verdnderte SpleiRverhalten von p63, einem Homolog des Tumorsuppressors p53, in
HNSCC (Boldrup et al. 2007) und der Onkogene MDM 2 und MDM 4 in Tumoren erwahnt
(Jeyaraj et al. 2009).

Ein entsprechend verandertes SpleiRverhalten von HECA koénnte auch prognostische

Aussagekraft bei neoplastischen Veranderungen des oralen Plattenepithelkarzinoms besitzen.



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

HECA wird zu einer neuen Gruppe von Zellzyklusregulatoren gerechnet und mit der Entstehung
von Karzinomen in Verbindung gebracht. Auf der Grundlage von bioinformatischen
Datenbankeintragen wurde HECA zusammen mit seinen Isoformen auf Transkriptions- und

Proteinebene im oralen Plattenepithelkarzinom naher charakterisiert.

In Immunoblots konnte der Nachweis mehrerer unterschiedlicher HECA-Proteinvarianten
erbracht werden. Als Hauptvarianten werden dabei die Proteine mit einem Molekulargewicht
von 40 kDa, 47 kDa und 59 kDa betrachtet. In den entdifferenzierten Zelllinien PCI 4A und PCI
52 konnten in den Ganzzelllysaten weitere deglykosyliert vorliegende Proteinvarianten von 33
kDa und 45 kDa detektiert werden. Das Auftreten einer dieser beiden Varianten kdnnte fur
eine starke Entdifferenzierung eines Tumors stehen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass

HECA mit zunehmender Differenzierung vermehrt exprimiert wird.

Ferner konnte dargestellt werden, dass die 40 kDa-Variante sowie die 47 kDa-Variante
vermutlich in einem glykosylierten Zustand vorliegt. Eine Phosphorylierung des HECA-Proteins

konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden, wird aber weiterhin vermutet.

Bei den Untersuchungen der einzelnen subzelluldren Fraktionen konnten Unterschiede in der
Expression des HECA-Proteins festgestellt werden. Im Nukleus dominiert in den oralen
Keratinozyten die 40 kDa-Proteinvariante gegeniiber der 59 kDa-Variante. Mit zunehmender
Entdifferenzierung der untersuchten Zelllinien wird vermehrt das Volllange-Protein detektiert.
Daher wird vermutet, dass es sich bei der 40 kDa-Variante im Nukleus um die funktionelle
Variante des HECA-Proteins handelt.

Das Volllange-Protein wird dagegen lberwiegend im Zytoskelett aufgefunden. Es wird eine

Interaktion mit Checkpoint-Proteinen bei der Zellteilung angenommen.

Auf mRNA-Ebene konnten die von den Datenbanken vermuteten Transkripte in vitro
nachgewiesen werden. Es existieren somit mindestens drei verschiedene SpleiRvarianten: ein
Volllangetranskript sowie die vermuteten Spleillvarianten | und Il. Ferner bestatigten sich die
von anderen Karzinomen bekannten Ergebnisse: Mit zunehmender Entdifferenzierung der

Zelllinien nimmt die mRNA-Expression von HECA ab.

Um HECA allerdings als Prognoseparameter beim oralen Plattenepithelkarzinom etablieren zu
kdnnen, mussen die auf Zelllinien basierenden Ergebnisse auch in vivo an Patientenproben

bestatigt werden. Die Aussichten hierfiir sind allerdings vielversprechend.



6 Anhang
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Folgende Abbildung zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz von HECA, einschlielilich

kodierender und nicht kodierender Sequenz (gelb eingefarbt). Eingezeichnet sind auch die

Primerpaare HECA T2a, HECA T2b und HECA T3 und HECA Ex 3-4:

GCCTTTTCCCTCCGGCTCGGGAGCGTCTCGCTTGCGCCCCGGGCCCGCGGCGCCCGLGLG
GCTGCGAGCCTCGGGTGGCCGCGTGCCGGCTCCAGGAAGCCGGAGAGGGCGCGGCGGCCA
GGATGGCGCGGCACGGGCCGTGCGGCTAGACGGGAGCCGAGGGAACCGCCGGCTCGCGLCC
CTCCGTTCTTTCCCGGAGCCGGCTTCACGCAGGGCCGGGAACGGCCGTGCCTCTGGGATC
CGCCTTCGCTGACGCCGGGCACCTACCTGGACGCGAGCGAGCGAGATGCCCAACCCCARAA
AACAGCAAAGGCGGCCGCAAAAACAAGCGCGCCAACAGCAGCGGCGACGAGCAGGAAAAT
GGAGCCGGGGCCCTGGCAGCGGCGGGCGCGGCGGGAGCGGCGGCCGGGGGGGCCCTGGLG
GCGGCGGCCGGTTGCGGGGCGGCGGCGGCGGEGCGCGCCGGGCGCCGGAGGCGCGGCGGGT
GCCGGAGGCGCGGGGACTGGCGCCGCGAACGCTGCGGCCGCCGCGGGGGCTGCGGLCCGLG
GGCGATGCCAAAAACGAAGCCCCATGTGCCACTCCCCTGATCTGCAGCTTCGGTAGGCCG
GTGGACCTGGAGAAGGACGACTACCAGAAGGTGGTGTGCAACAACGAGCACTGCCCCTGC
AGCACCTGGATGCACCTGCAGTGCTTCTACGAGTGGGAGAGCAGCATCCTCGTCCAGTTC
AACTGCATCGGCCGCGCGCGCAGCTGGAACGAGAAGCAATGCCGCCAGAACATGTGGACA
AAGAAGGGCTACGACCTGGCCTTCCGCTTCTGCTCTTGCCGCTGTGGCCAGGGCCACTTG
AAGAAGGACACAGACTGGTATCAGGTGAAGCGGATGCAGGACGAGAAAAAGAAGAAGTCT
GGCTCCGAGAAGAACACAGGGAGGCCTCCTGGTGAGGCGGCGGAGGAGGCAAAAAAGTGC
AGGCCCCCAAATAAGCCCCAGAAAGGCCCAAGCCACGACCTCCCCCGCCGGCATTCCATG
GACCGGCAGAACTCCCAGGAGAAGGCAGTGGGTGCCGCAGCCTACGGTGCCCGTTCCCCC
GGTGGCTCCCCGGGCCAGTCCCCACCCACGGGCTACTCCATCCTCTCTCCTGCCCACTTC
AGCGGCCCCCGCTCCTCCAGATACCTCGGGGAGTTCTTAAAGAACGCCATCCATCTGGAG
CCTCACAAGAAGGCCATGGCTGGGGGCCATGTGTTCAGAAATGCCCACTTTGATTACAGC
CCTGCGGGGTTGGCAGTTCACAGGGGGGGACACTTCGACACCCCCGTGCAGTTCCTTCGG
CGGCTGGACCTCTCCGAACTCCTCACTCACATCCCCAGGCATAAGCTGAACACTTTCCAC
GTGCGCATGGAAGACGATGCCCAAGTGGGCCAGGGGGAAGACTTGCGGAAGTTCATTCTG
GCCGCGCTCAGTGCCAGCCACAGAAACGTGGTAAACTGTGCCCTGTGCCACCGGGCGCTC
CCGGTGTTCGAACAGTTCCCACTGGTGGATGGAACTTTGTTCCTAAGCCCGTCGAGACAT
GATGAGATCGAATATGATGTTCCTTGTCACCTTCAAGGGAGACTCATGCATCTGTATGCC
GTGTGCGTGGACTGCCTGGAAGGGGTTCACAAGATCATCTGCATCAAGTGTAAGTCACGG
TGGGATGGCAGCTGGCACCAGCTGGGCACTATGTACACCTACGACATCCTGGCTGCCTCT
CCATGTTGTCAGGCCCGCCTGAACTGTAAGCACTGTGGGAAGCCGGTGATCGACGTGAGG
ATCGGGATGCAGTACTTCTCCGAATATAGCAACGTCCAGCAGTGTCCACACTGTGGGAAC
CTGGACTACCACTTCGTGAAGCCATTTTCCTCCTTCAAAGTTCTCGAAGCTTATTGATGA
AAGCTTTGCTTTAGTAATAGCTATTTTATTGATATTATTACTTTATTACATATCTTTTAT
AGGGAAACATTCTGTGACATTAATTTCCTTTCTAATTTAAAGGAGAGTTACTTTGTTGTA
TGTGTGCCACTAAAATAGGGGCTGCCCTTGCCCTGTCTTGATTCCCGAGTGTTAATCTGT
GGTTTTGACCAGAGCCCAGATGGGTAATCCTGTGCATTTGGGTTGGGGTTCACTCTTACC
AAGAATCTTTGATGCAGCTTTAAGATGGTGGGGAGGATGGGGTGAATTTAGGAAAGGAAT
TTGTGGTTATAAACTAAGAGCTTGATAGGAGTTGGAAGGAAACTCTTACTAAAATGTTAA
CTTTCTAAAAACCTTCTTTTAGATCTTCCTTGGGCCTTTGGAAAAATATGTGACAAGTGA
ATGTAAGTCTGTGCCTGGAGAGCTAATAGTGCATTAGTCTATCTCAGCCTAGTGTTCTGC
AGCACACATGGGCAGGCAGTTTACTCACACTGACAGGTGACCTGAAAGTGGCACAAGTGC
TGTTTCTATCACTATTGTAATTTGCCAGTTCATTTTTCATGCTGAAAGTAATATCCAAAT
TGTAAGACATATGAAAGATATTAGTGTTGCAAATATGTTTAGGTAAACTGACCTATAACA
GAATATGTGAAATGAATTTGGAAATAATGCAAGAAGGCAGAACTCAATCATTTAAATTGT
GTCTTTGAAGTTGGTAATATAGCTTTTAAGGAGAACCCATGAATAACCTGATTTGGGCAG
TGATGATTTATTACAGGTTGCACTGTTGAAGTGTCATTTGGTGTCAGGTTCTTCTCACAG
GTAAATCTTTCAGCCACAGAATCTAACTGGTGAGCTTCAGAACCAATAATTGCCACATTT
ATTGTCCTCAAAATTGCTTATGGCCATGTATAACCAATTAATTCTGAGTTTCCAAAATCA
AAGATTTGACCTTAAGAGGGAAGGGAAAAAAGTGTGAAAGGATGATGAAGAAAATAATTT
TACTATTTCTTTTAAAAGTATGTTTTGGAAAATCAATGATTTTAATGCATAGCAGTATGT
TTGAAAAATAGACCATTCTAAAAAGCCCATGATACCTTACTGTTGATGAAAAAGGATGAT
CATATATATAGAACTTGATTAGTCAGAGCATTGGGCATTCCAAAATACAGCCTTTGGTTC
AGTAGATTTTAATGCTTTAAATAGACTGACGTCGCATACCCTTATAGAATTGGAATATGA
TTTCTCAAAAATTAATTTGATAATTTCATGTATGATGTGCATATATGCTAAAAGAATGCA
GAAAATCATTTTATGAATAGCCAAATTTGGGGTTGATGTGAACATTTTATGTTACTCATT
TGGTTTATACTTTTTTTTTTTTTTTTTTAACTGTGTGGTTTTTCTTTTCAGAAGTATTTA
GGCAATATTGCACGTGAGTTTCAGTTCTTTTTTTCTTTTTTTTGAGATGGAGTCTCACTC
TTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTAGTGCGATCTCAGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCTG
GATTCAAGCGATTCTCCTGTCCCAGCCTCCCAGGTAGCTGGGACTATAGGCACGTGCCAC
CACACCCGGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGCGTTTCACCATGTTAGCTAGGA
TGGTCTAGATCTCCTGACCTTGTGATCTGCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTA
CAGGCGTGAGTCACTGTGCCTGGCCAAGTTTCAGTTCTATATGAAGTATTTGATGTTTTG
TTTGAAACAATACAGCATTAAAGAACCAATGTTATTCACTAATATCATTCATCTTTCAGT

Primer T2a forward

Primer Ex 3-4

Primer T 3

Primer T2a reverse
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TTGGATGATTTGGTTTGCTGCATCTAGGTTGGTGTTTGATCATCTGAAAAAACATTTCAG
TGGGAAGAAATGCATAAAATGCCTATAAGAAGTAGAAAGTCATTGAACTGACAGTGTTTG
ATGCAACTAAAAGAGGATTGTAAGACATAGCTTTCTGCAAACTTGTCTTTAATGCACAAA
GCTGTAGTGGTGAATTAACTATCTCCTTATTGATTCTCTCCTGTACCCAGATGCAAAAAG
TGCTAAGTTTCTCTTGTCCTCGTAATACCATTTGGATTTTATTTCTGAATTTAAATAGTA

AAATATTTATGATGCTGATCTTTAACCCACCTAAAATTTTATAGTGAAACCTGCTTTATA Primer T2b forward
TTGTTGTTCTGAAGCTTACAATTGACCTATACATTGCATTCAGCAAGCTCCTGAATTTAG
AACTGCCGTCAGTGTAGTGTATGCTGTGTTCCATGTTGCCTTTTTAGATGGCTTTCTACC Primer T2b reverse

CCCTGAACAATAAATAGGATGAGGTTTTACTGTAATTGGGTAAAGTTTACTCTTGGACAT
TATTTCGATGCTAAAGTAAGGATTCTGTGGATGTTACTTAAAGAGAAAAGCATAAGAGCA
TGAAGCATATCTGGGAATATCTTTTGCCTTTAAGACGATTCATTCTTGTCTAGAGGGAAA
ATCTGGCTGATTTGGGAATAAAATATAATCGAATATTCAACACCATGAAGATAAATCTTA
TTTTGGAAATCTACTGACCTTAATACCCCAAGCTTGCCCTGAATACTTTGATTGGAATTG
GAATATATCAAAAAAGGTTAGTATTTTTGTTGTAGTTAGGATACTAAAAGGATATTAGTT
ACCCAAGAGATCCAATTTGTTTTTCTGATGAATAGTGTTCAGTAAAATGAAGCAGTCTTA
AGAGTGACTAATAATTTCAAAGTGATTTTTCGTCTATTCTTAATATTTTTTAATTATTTA
TTTTTAAGAGTTTTATACCTTGAGCAGATACAATGATCTGCTTTAGTGAGAGGACAATTT
CTGATTGATTGTTTTCTCTTCAGGCCATCTCACCTCTTCATTCTCTTGTTACATTTGAAG
CAGTTGATATAATGGGTTTATACTTTAAAAGATAGACATGGTGCCATGAAGTTGGGGAGT
TGGGTGAATTATCCCATTCTAGTTACAGAGGAGCTTTCCTTAAATGCCCTTTAACTTCTA
GGTTTTGTTCAAGAAGTTCATTTTCTGAGTAAAAGGTATTTTCATATATGTTGGGGGAAA
ATTAACTCATCTAAAAAGAATCTTATTAGGTATTTGAACTCTAAAACTAACAGATAAGAC
AGATATGTACCTTATTAGAGCACCAGAACTAATTTGCTAAGTCTTTTGTTTAGTCCTGCA
AGACTGATGCTTAATACACAGTCTGTTCTCCTGTGTCTAGGTCAGGAACTCCAGTTTGCT
TTTCTGTTTTGTGTCCTGGTAGCAGCTGTTGAGTAACTTTCATTGGAGGTTGGGAAGGAA
GTGAGGAGAAAGTGTTCTTGTTTAGTGTTTTATTTCCTATAATAGGATGCTGCCTAACCC
AGTTCATCTCTATGTCCTGTTCACTGAATATTCCGGGTAATTGAAAGAAAATATAATGGA
TGGGCTCCATTAAAACCAGCTCAAAAATAAATTCTTGTCAGTAAAGATTTCTTGTCAAGA
TGTCTTGGATTGCACTTTTGTTGAGGAAAGACAGTGTAAATAGTTAAAGAATGTTGATAA
AATTGAAACATTTGGTTGTGGAATTGTGTGTGGTTTTAGAGGGTTTCTGTTTGTGAAATG
TATGTATTAAAAATAATAAAATTCCAGAAACTAACATTGTA

Grafik 18: Nukleotidsequenz der mRNA von HECA. Die Primerpaare HECA T2a, HECA T2b, HECA T3 und
HECA Ex 3-4 sind farblich markiert.



Anhang

Im Folgenden wird die 1632 Nukleotide umfassende kodierende Sequenz von Headcase
dargestellt. Diese setzt sich aus vier Exons zusammen, die in der Abbildung farblich
unterschieden werden kdnnen. Eingezeichnet ist auch das Primerpaar HECA Ex 3-4

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=GV&DATA=5591).

ATGCCCAACCCCAAAAACAGCAAAGGCGGCCGCAAAAACAAGCGCGCCAACAGCAGCGGCGACGAGCAGG
AAAATGGAGCCGGGGCCCTGGCAGCGGCGGGCGCGGCGGGAGCGGCGGCCEGGGGGGCCLCTGGLCGEGLGGE
GGCCGGTTGCGGGGCGGCGEGECGGLCEGEGECGLCECCEGEGCECCGGAGGCGLCGGLEGGCGCCEGAGGLCGLGEEE
ACTGGCGCCGCGAACGCTGCGGCCGCCGCGGGGGCTGCGGCCGCGGGCGATGCCAAAAACGAAGCCCCAT
GTGCCACTCCCCTGATCTGCAGCTTCGGTAGGCCGGTGGACCTGGAGAAGGACGACTACCAGAAGGTGGT
GTGCAACAACGAGCACTGCCCCTGCAGCACCTGGATGCACCTGCAGTGCTTCTACGAGTGGGAGAGCAGC
ATCCTCGTCCAGTTCAACTGCATCGGCCGCGCGCGCAGCTGGAACGAGAAGCAATGCCGCCAGAACATGT
GGACAAAGAAGGGCTACGACCTGGCCTTCCGCTTCTGCTCTTGCCGCTGTGGCCAGGGCCACTTGAAGAA
GGACACAGACTGGTATCAGGTGAAGCGGATGCAGGACGAGAAAAAGAAGAAGTCTGGCTCCGAGAAGAAC
ACAGGGAGGCCTCCTGGTGAGGCGGCGGAGGAGGCAAAAAAGTGCAGGCCCCCAAATAAGCCCCAGAAAG
GCCCAAGCCACGACCTCCCCCGCCGGCATTCCATGGACCGGCAGAACTCCCAGGAGAAGGCAGTGGGTGC
CGCAGCCTACGGTGCCCGTTCCCCCGGTGGCTCCCCGGGCCAGTCCCCACCCACGGGCTACTCCATCCTC
TCTCCTGCCCACTTCAGCGGCCCCCGCTCCTCCAGATACCTCGGGGAGTTCTTAAAGAACGCCATCCATC
TGGAGCCTCACAAGAAGGCCATGGCTGGGGGCCATGTGTTCAGAAATGCCCACTTTGATTACAGCCCTGC
GGGGTTGGCAGTTCACAGGGGGGGACACTTCGACACCCCCGTGCAGTTCCTTCGGCGGCTGGACCTCTCC
GAACTCCTCACTCACATCCCCAGGCATAAGCTGAACACTTTCCACGTGCGCATGGAAGACGATGCCCAAG
TGGGCCAGGGGGAAGACTTGCGGAAGTTCATTCTGGCCGCGCTCAGTGCCAGCCACAGAAACGTGGTAAA
CTGTGCCCTGTGCCACCGGGCGCTCCCGGTGTTCGAACAGTTCCCACTGGTGGATGGAACTTTGTTCCTA
AGCCCGTCGAGACATGATGAGATCGAATATGATGTTCCTTGTCACCTTCAAGGGAGACTCATGCATCTGT
ATGCCGTGTGCGTGGACTGCCTGGAAGGGGTTCACAAGATCATCTGCATCAAGTGTAAGTCACGGTGGGA
TGGCAGCTGGCACCAGCTGGGCACTATGTACACCTACGACATCCTGGCTGCCTCTCCATGTTGTCAGGCC
CGCCTGAACTGTAAGCACTGTGGGAAGCCGGTGATCGACGTGAGGATCGGGATGCAGTACTTCTCCGAAT
ATAGCAACGTCCAGCAGTGTCCACACTGTGGGAACCTGGACTACCACTTCGTGAAGCCATTTTCCTCCTT
CAAAGTTCTCGAAGCTTATTGA

Grafik 19: Dargestellt ist die kodierende Sequenz von HECA mit 70 Zeichen pro Zeile, potentielle
Spleilstellen sind grau eingefarbt. Das Primerpaar HECA Ex 3-4 ist unterstrichen.

Wird diese Sequenz translatiert, entsteht ein Protein aus 543 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 58,8 kDa und einem pH von 8,4

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?’REQUEST=GV&DATA=5591):

MPNPKNSKGGRKNKRANSSGDEQENGAGALAAAGAAGAAAGGALAAAAGCGAAAAGAPGAGGAAGAGGAG
TGAANAAAAAGAAAAGDAKNEAPCATPLICSEFGRPVDLEKDDYOQKVVCNNEHCPCSTWMHLOCEYEWESS
ILVOQENCIGRARSWNEKQCRONMWTKKGYDLAFRFCSCRCGOQGHLKKDTDWYQVKRMODEKKKKSGSEKN
TGRPPGEAAEEAKKCRPPNKPQKGPSHDLPRRHSMDRONSQEKAVGAAAYGARSPGGSPGOSPPTGYSIL
SPAHFSGPRSSRYLGEFLKNATHLEPHKKAMAGGHVEFRNAHFDYSPAGLAVHRGGHFDTPVQFLRRLDLS
ELLTHIPRHKLNTFHVRMEDDAQVGQGEDLRKEFILAALSASHRNVVNCALCHRALPVFEQFPLVDGTLEL
SPSRHDEIEYDVPCHLOGRLMHLYAVCVDCLEGVHKIICIKCKSRWDGSWHQLGTMYTYDILAASPCCQA
RLNCKHCGKPVIDVRIGMQYFSEYSNVOOCPHCGNLDYHFVKPESSEFKVLEAY

Abbildung 20: Dargestellt ist die Aminosdurensequenz nach erfolgter Translation der kodierenden
Sequenz. Die von den unterschiedlichen Exons stammenden Aminosduren kénnen weiterhin farblich
unterschieden werden. Die rot gekennzeichneten Aminosauren kennzeichnen putative SpleiRstellen.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=GV&DATA=5591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=GV&DATA=5591

Anhang

Im Folgenden ist die Nukleotidsequenz der Spleilvariante Il dargestellt. Eingezeichnet ist auch
das Primerpaar HECA Ex3al. Dieses Transkript besteht aus 1175 Basen, das translatierte Peptid
aus 379 AS (ECgene 2007).

gtgcaacaacgagcactgcccctgcagcacctggATGCACCTGCAGTGCTTCTACGAGTGGGAGAGCAGC
ATCCTCGTCCAGTTCAACTGCATCGGCCGCGCGCGCAGCTGGAACGAGAAGCAATGCCGCCAGAACATGT
GGACAAAGAAGGGCTACGACCTGGCCTTCCGCTTCTGCTCTTGCCGCTGTGGCCAGGGCCACTTGAAGAA
GGACACAGACTGGTATCAGGTGAAGCGGATGCAGGACGAGAAAAAGAAGAAGTCTGGCTCCGAGAAGAAC
ACAGGGAGGCCTCCTGGTGAGGCGGCGGAGGAGGCAAAAAAGTGCAGGCCCCCAAATAAGCCCCAGAAAG
GCCCAAGCCACGACCTCCCCCGCCGGCATTCCATGGACCGGCAGAACTCCCAGGAGAAGGCAGTGGGTGC
CGCAGCCTACGGTGCCCGTTCCCCCGGTGGCTCCCCGGGCCAGTCCCCACCCACGGGCTACTCCATCCTC
TCTCCTGCCCCTTCAGCGGCCCCCGCTCCTCCAGATACCTCGGGGAGTTCTTAAAGAACGCCATCCATCT
GGAGCCTCACAAGAAGGCCATGGCTGGGGGCCATGTGTTCAGAAATGCCCACTTTGATTACAGCCCTGCG
GGGTTGGCAGTTCACAGGGGGGGACACTTCGACACCCCCGTGCAGTTCCTTCGGCGGCTGGACCTCTCCG
AACTCCTCACTCACATCCCCAGGCATAAGCTGAACACTTTCCACGTGCGCATGGAAGACGATGCCCAAGT
GGGCCAGGGGGAAGACTTGCGGAAGTTCATTCTGGCCGCGCTCAGTGCCAGCCACAGAAACGTGGTAAAC
TGTGCCCTGTGCCACCGGGCGCTCCCGGTGTTCGAACAGTTCCCACTGGTGGATGGAACTTTGTTCCTAA
GCCCGTCGAGACATGATGAGATCGAATATGATGTTCCTTGTCACCTTCAAGGGAGACTCATGCATCTGTA
TGCCGTGTGCGTGGACTGCCTGGAAGGGGTTCACAAGATCATCTGCATCAAGTGTAAGTCACGGTGGGAT
GGCAGCTGGCACCAGCTGGGCACTATGTACACCTACGACATCCTGGCTGCCTCTCCATGTTGTCAGGTAG
GTACTGAACACACTGAGGGAGCAGTGGGTGATATTAGGCTTCTGTCCCCAAGTg

Grafik 21: Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der SpleiRvariante Il. Das Primerpaar HECA Ex3al ist
unterstrichen.

MHLOCFYEWESSILVQENCIGRARSWNEKQCRONMWTKKGYDLAFRFCSCRCGQGHLKKDTDWYQVKRMQ
DEKKKKSGSEKNTGRPPGEAAEEAKKCRPPNKPOKGPSHDLPRRHSMDRONSQEKAVGAAAYGARSPGGS
PGOSPPTGYSILSPAHFSGPRSSRYLGEFLKNATHLEPHKKAMAGGHVFRNAHFDYSPAGLAVHRGGHED
TPVQFLRRLDLSELLTHIPRHKLNTFHVRMEDDAQVGQGEDLRKFILAALSASHRNVVNCALCHRALPVE
EQFPLVDGTLFLSPSRHDEIEYDVPCHLQGRLMHLYAVCVDCLEGVHKIICIKCKSRWDGSWHQLGTMYT
YDILAASPCCQVGTEHTEGAVGDIRLLSP

Grafik 22: Dargestellt ist die Aminosdurensequenz des Produkts von SpleiRvariante |
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