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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Lungenkrebs steht mit 353.500 Todesfallen pro dahder Spitze der Krebsstatistiken. In ca.
80-85% der Falle handelt es sich um nicht-kleinzellidgemgenkrebs (NSCLCnon-small
cell lung carcinoma Die Prognosen im Falle einer Erkrankung von NEC&ind sehr
schlecht (5-Jahres-Uberlebensrate < 20 %), da thekkeit haufig erst im fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert wird, wenn bereits Metastabestehen und somit eine operative
Entfernung des Tumors in den meisten Fallen nichtthmm mdoglich ist.
Tyrosinkinaseinhibitoren (TKIs), wie z.B. Erlotmi gewéhrleisten ein zuverlassiges
Ansprechen der NSCLC-Patienten auf die Therapievandessern die Uberlebensaussichten
deutlich. Der Therapieerfolg ist jedoch meist vonrZer Dauer. Unglicklicherweise
manifestieren sich bei den meisten Patienten intadéeiner Behandlung mit TKIs primare
oder erworbene Resistenzen gegenuber dem Thedapauti Nicht nur bei der
Krebsentstehung, sondern auch bei der Entwickluong Resistenzen gegen Apoptose- und
Nekrose-induzierende Therapien, spielen Tumor-\Migsaktionen eine wichtige Rolle.
Diese Interaktionen werden durch therapeutischerii@ modifiziert und verandern sich

wesentlich, wenn Tumorzellen Resistenzen gegenfigote Therapeutika entwickeln.

In dieser Arbeit wurden eingehende massenspekirmtiae Analysen von NSCLC-
Sekretomen durchgefiihrt. Um die Proteine der Sekretzweier verschiedener NSCLC-
Zelllinien (PC9, erlotinibsensitiv und PC9ER, eihdbresistent) quantitativ miteinander zu
vergleichen, wurde der Ansatz der stabilen Isoto@kierung von Aminosauren mittels
Zellkultur (SILAC, stable isotope labeling with amino acids in celltere) angewandt.
Insgesamt konnten vierzehn Proteine zwischen déotirgibsensitiven und -resistenten
Zelllinien als unterschiedlich reguliert identiezt werden. Funf der vierzehn Proteine zeigten
markante Regulationsunterschiede zwischen denirdelll im Speziellen handelt es sich
dabei um den gewebespezifischen Plasminogenakti&tBA, tissue-type plasminogen
activaton, den urokinasespezifischen Plasminogenaktivatar-PA, urokinase-type
plasminogen activatyr den plattchenstammigen Wachstumsfaktor D (PDGpiBtelet-
derived growth factor ) den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGE&Btdermal
growth factor receptgrund den myeloidstammigen Wachstumsfaktor (MYD@Gfyeloid-
derived growth factgr T-PA wurde in den erlotinibresistenten NSCLCi&elin einer bis
10-mal erhohten Menge gegentber den erlotinibseasitNSCLC-Zellen gefunden und
1
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konnte daher ein vielversprechender prognostisddlarker zur Unterscheidung von
erlotibresistenten und -sensitiven NSCLC-Zellennsddesweiteren ist t-PA bereits ein
etablierter Tumormarker fur Brustkrebs und wirddiisr beziiglich seiner Rolle bei anderen

Krebsarten studiert.

Ziel der in dieser Arbeit angewandten Proteomikemes@ar aber nicht nur die Identifizierung
der zwischen PC9- und PC9ER-Zellen unterschiedbgulierten Proteine. Vielmehr sollten
auch die Interaktionen der identifizierten Proteamarakterisiert werden, im Speziellen die
Proteinwechselwirkungen von t-PA. Um einen bessEighlick in die durch t-PA regulierten

Signalwege zu erlangen, wurde eineBncoli exprimierte Variante von t-PA genutzt und
deren Interaktionen mit den sekretierten Proteiden erlotinibsensitiven und -resistenten
NSCLC-Zelllinien untersucht. Hierfir wurde eine nAffinitatsanreicherung kombinierte

chemische Quervernetzungsstrategie mit massenspeittischer Analyse durchgefihrt.

Bedingt durch die Tatsache, dass t-PA eine hohealinzon Disulfidbriicken enthalt (die
gewdahlte Variante enthalt 9, das 17 Disulfidbrigkevurde eine Expression i&. coli als
Einschlusskorper (IB,inclusion body) mit anschlieBender Solubilisierung, Ruckifiadf
mittels schneller Verdinnung und Reinigung des tHRBIonsproteins durchgefihrt.
Aktivitdtsuntersuchungen bezulglich der Plasminogewiarung ergaben eine Aktivitat der
exprimierten t-PA-Variante von 86 % gegenuber destildhgenprotein (WHO-Standard).

Chemische Quervernetzung kombiniert mit einer megsektrometrischen Analyse der
erzeugten Reaktionsprodukte stellt eine alternatiethode zur Charakterisierung von
Protein-Proteininteraktionen dar. Die Nutzung eirmas einemTag versehenen Zielproteins
erlaubt weiterhin die Identifizierung von Interakispartnern durch Anreicherung und
Reinigung der entstandenen Komplexe mittels Affitsanreicherung, gefolgt von der
massenspektrometrischen Analyse. In dieser Arbeitdev diese Strategie mit t-PA als
Zielprotein genutzt. Auf diese Weise konnten viarze Proteinen als mdgliche
Bindungspartner von t-PA identifiziert werden, fdie sich weitere Untersuchungen zur
Aufklarung der Resistenzmechanismen bezuglich Biotbei NSCLC anbieten. Um
auszuschlieBen, dass es sich bei den identifinieBi@dungspartnern um falsch-positive
Ergebnisse oder unspezifische Bindungen handetjemuverschiedene Kontrollexperimente

durchgefuhrt.

Acht der insgesamt vierzehn moglichen Bindungspeartmon t-PA, Alpha-Aktinin-4
(ACTN4), Komplementfaktor D (CFD), Fibulin-1 (FBLN1 Laminin-332 (LAMB3),

2
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Quiescin-Sulfhydryloxidase 1 (QSOX1), Stanniocal2in (STC2), tubulointerstitielle
Nephritis Antigenartiges Protein 1 (TINAGL1) und B6x-Bindeprotein 3 (YBX3) wurden
sowohl fr PC9- als auch fir PC9ER-Zellen angergictiAul3erdem wurden die vier Proteine
Komplement C3 (C3), olfaktomedinartiges Protein GLEML3), Serin-/Arginin-reicher
Splicingfaktor 1 (SRSF1) und Transmembranprotei@ AL3TEMEM132A) spezifisch in
PC9-Zellen, nicht aber in PC9ER-Zellen angereichertGegenzug wurden ausschlief3lich in
PC9ER-Zellen, nicht aber in PC9-Zellen, die zwedtBine Alpha-Aktinin-1 (ACTN1) und
Syndecan 4 (SDC4) durch Anreicherung als mdgliecR&-interaktionspartner identifiziert.
Interessant ist, dass die meisten der in dieseeifdts t-PA-Bindungspartner identifizierten
Proteine bereits im Zusammenhang mit NSCLC odeer@mdKrebsarten beschrieben sind
und einige von ihnen sogar als prognostische Matiskutiert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen wichtige Fragef Spielt einer oder mdglicherweise
auch alle vierzehn der identifizierten t-PA-Intetfakspartner eine Rolle bei den spezifischen
Mechanismen, welche zur Resistenzentwicklung gegdatinib fihren, einem TKI der
ersten Generation? Wie genau wird die Erlotinibgitét von NSCLC-Zellen moduliert?
Besonders die Proteine, welche ausschlieBlich in9-P@der PC9ER-Zellen als
Bindungspartner von t-PA identifiziert wurden, vierten eine genauere Untersuchung

bezuglich ihres Einflusses auf die Resistenzentwgkgegentber Erlotinib.
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SUMMARY

Lung cancer is the most common cancer fatality umoge (353,500 deaths/year) with non-
small cell lung cancer (NSCLC) comprising 8098%of all casualties. Survival rates are poor
(5-year survival rate < 28) as most patients develop a metastatic diseamsteightoo
advanced for curative surgical resection. Tyroginmase inhibitors (TKIs), such as erlotinib,
display reliable responses and survival benefits thee treatment of NSCLC patients.
Unfortunately, the therapeutic success is shaddwyetthe fact that most patients undergoing
TKI therapy suffer from primary or acquired resmta towards TKIs. Tumor-host
interactions play a major role in carcinogenesist &lso in resistance to apoptosis- and
necrosis-inducing treatment. These interactionsvaydified by therapeutic interventions and

change substantially when tumor cells become eatisd a therapeutic agent.

In this study, in-depth mass spectrometric analysesNSCLC cell secretomes were
conducted. For a quantitative comparison of pretaiacreted by two different NSCLC cell
lines (PC9, erlotinib-sensitive and PCOER, erld@tiresistant) a stable isotope labeling with
amino acids in cell culture (SILAC) approach wagplegul. Overall, fourteen proteins were
found to be differently regulated among erlotinénsitive and -resistant NSCLC cell lines,
with five proteins, namely tissue-type plasminogetivator (t-PA), epidermal growth factor
receptor (EGFR), urokinase-type plasminogen aaivat-PA), platelet-derived growth factor
D (PDGF-D) and myeloid-derived growth factor (MYD{Bhowing the most prominent
regulation. T-PA was up to 10-fold upregulated ilotnib-resistant NSCLC cells compared
to erlotinib-sensitive cells and seems to be a @ prognostic marker to differentiate
erlotinib-sensitive from erlotinib-resistant NSCL&2lls. Moreover, t-PA is an established
tumor marker for breast cancer and further studiesits role in other cancer types are

currently underway.

The aim of the proteomics approach used in thikwas to go beyond a mere identification

of proteins that are differentially regulated betwd®C9 and PC9ER cells. The intention was
to additionally characterize the interactions afs proteins, especially those involving t-PA.

To gain further insights into t-PA-regulated patlygjaa t-PA variant was expressecdsncoli

cells and its interactions with proteins secretednf erlotinib-sensitive and -resistant NCSLC
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cells were studied by a combined affinity enrichinezhemical cross-linking/mass

spectrometry (MS) approach.

Due to the fact that the t-PA variant used her@mpurises eighteen cysteines that are all
involved in stabilizing disulfide bonds, a rapidutiion refolding approach was performed to
purify the fusion protein. Activity analysis reved| 86 % activity compared to full-length t-
PA (WHO standard) on average.

Chemical cross-linking combined with an MS analysisthe created reaction products
presents an alternative strategy to map proteitepronteractions. Employing a tagged bait
protein allows the identification of interactionrpeers by enrichment and purification of the
cross-linked assemblies using affinity capturecieitd by MS analysis. Using this strategy,
with t-PA as a bait protein allowed fourteen progeito be identified as potential t-PA
interaction partners, deserving a closer inspectmmunravel the mechanisms underlying
erlotinib resistance in NSCLC cells. Various cohgrperiments were performed to exclude
non-specific binding.

Eight candidate proteins, namely alpha-actinin-£ZTA4), complement factor D (CFD),
fibulin-1 (FBLN1), laminin -3 (LAMB3), quiescin sulfhydryl oxidase 1 (QSOX1),
stanniocalcin-2 (STC2), tubulointerstitial neplwitantigen-like (TINAGL1), and y-box-
binding protein 3 (YBX3) were identified as poteti-PA interaction partners in secretomes
of PC9 as well as PCOER cells. Furthermore, théepr® complement c3 (C3), olfactomedin-
like 3 protein (OLFML3), serine/argine-rich spligifactor 1 (SRSF1), and transmembrane
protein 132A (TMEM132A) were identified as specifiPA interaction partners in PC9 cells,
while alpha-actinin-1 (ACTN1) and syndecan 4 (SD@4re found only in PCOER cells.
Remarkably, most of these proteins identified herteave already been described in the
context of NSCLC or other cancer types and somé¢hein have even been reported as

prognostic markers.

The findings of this work pose important questiovisether one or all of the fourteen t-PA
interaction partners identified herein are involvedspecific mechanisms underlying the
acquired resistance towards the first-generatioostge kinase inhibitor erlotinib and how
they modify erlotinib sensitivity in NSCLC cellsp&cifically, these proteins that have been
identified as t-PA interaction partners exclusivelyPC9 or PCOER cells deserve a closer

inspection regarding their role in the developnadrerlotinib resistance.
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1 EINLEITUNG

1.1 Biologische Grundlagen

1.1.1 Nicht-kleinzelliger Lungenkrebs (NSCLC)

Lungenkrebs fiihrt mit 353.500 Todesféllen pro Jdier Tabellen der Krebsstatistiken in
Europa und auch global mit 1.825.000 Neuerkrankangel 1.590.000 Todesfallen pro Jahr
an [1, 2]. Damit verursacht Lungenkrebs ca. ein Funftelratlerch Krebs bedingten
Todesfalle. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt beil8 %, da Symptome fiir gewohnlich erst
auftreten, wenn die Tumore das umliegende Gewelilzigmen oder metastasieren und so
mehr als die Halfte der Falle erst in fortgescanén Stadien diagnostiziert wird].
Lungenkrebs wird in kleinzelligen und nicht-kleitligeen Lungenkrebs (NSCLO\on-small
cell lung carcinomauntergliedert. Bei 83 % der Falle handelt es sioh nicht-kleinzellige
Lungenkarzinome, zu denen Adenokarzinome, squamdsenchioalveolare und
anaplastische Zellkarzinome sowie grof3zellige Kemxie z&hlen [4]. Nach der
Internationalen Union gegen Krebs (IUCGnion Internationale Contre le Cangewerden

vier Tumorstadien unterschieden (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Einteilung von Tumoren gemaf UICC.

Stadium (UICC) T N M

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium | T1,T2 NO MO

Stadium Il T3, T4 NO MO

Stadium Ill jedes T N1, N2 MO

Stadium IV jedes T jedes N M1

Tis So genanntes Carcinoma in situ.

T1 Der Primartumor ist kleiner als 2 Zentimeter.

T2 Der Primartumor ist 2-5 Zentimeter groR.

T3 Der Primartumor ist groRer als 5 Zentimeter.

T4 Tumor jeder GroRRe mit direkter Ausdehnung in der Nachbarschaft.

NO Die benachbarten (regiondren) Lymphknoten sind frei von Tumorzellen.

N1 Ein bis drei Lymphknoten in der Umgebung des Tumors sind von Krebszellen befallen.
N2 Vier oder mehr Lymphknoten der ndheren Umgebung sind von Krebszellen befallen.
V(0] Es sind keine Fernmetastasen vorhanden.

M1 Es sind Fernmetastasen in anderen Organen oder entfernten Lymphknoten vorhanden.
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NSCLC-Patienten mit Tumoren der Stadien | und Hdwder Tumor meist operativ entfernt.
Bei 25% der operierten Patienten wird zusatzlich einen@therapie und/oder eine thorakale
Bestrahlungstherapie durchgefiihrt. Patienten miCINSTumoren der Stadien Il und IV
erhalten gro3tenteils eine Chemo- und eine Besingfstherapie, da die operative Entfernung
der Tumore meist nicht moglich ist. Zielgerichtéteerapeutika, wie Angiogeneseinhibitoren,
Inhibitoren des epidermalen Wachstumsfaktorrezep{®&GFR, epidermal growth factor
recepto) oder anaplastische Lymphomkinase (ALK)-Inhibitosend ebenfalls ein wichtiger
Bestandteil der NSCLC-Therapigs]. NSCLC zeigen im Allgemeinen eine Vielzahl
somatischer Mutationen, welche moglicherweise féin dherapieerfolg entscheidend sind.
Laut aktuellen internationalen Richtlinien wird @ahvor Beginn einer palliativen Therapie
von Lungenkarzinomen eine Analyse der GKRAS, EGFR, ALK, ROS1, HER2, BRd
RETempfohlen6]. Leider stehen nur fir einige der genannten Gezlgezichtete Therapien

zur Verfugung.

Bei 10-15 % der NSCLC bestehen aktivierende Mutatiindes EGFR-Gerg]. Das EGFR-
Gen codiert fur ein 170 kDa umfassendes Glycopmpteine transmembranare Rezeptor-
Tyrosinkinase, deren Liganden Wachstumsfaktored h EGFR gehdrt zur Familie der
humanen epidermalen Wachstumsfaktorezeptoren (Hiian epidermal growth factor
recepto) und wird in den meisten humanen Geweben exprimiEGFR ist an der
Vermittlung der Signallibertragung fur Zellwachstund Zellproliferation beteiligf{9]. Der
durch seine Liganden aktivierte EGFR rekrutierteeReihe verschiedener Signalmolekiile,
was zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwegaten anderem beim Tumorwachstum,
fuhrt (Abbildung 1.1). In vielen soliden humanen nfartypen besteht eine verstarkte
Expression von EGFR10]. Alle Mutationen desEGFRGens sind in den Exons 18-21
lokalisiert, die sich in der ATP-bindenden Regiosr dyrosinkinase-Doméne désGFR
Gens anhauferf4]. Mutationen in diesem Genabschnitt fihren zu eigesteigerten
Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitat, was vorragngu einem Anstieg der Zellproliferation
fuhrt. NSCLC-Patienten mit Mutationen iIBEGFRGen profitieren von einer Therapie, bei der
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), wie z. B. Erlotini eingesetzt werdejil]. In den letzten
Jahren konnte die Behandlung von NSCLC durch iddwfisierte Therapien zwar deutlich
verbessert werden, allerdings besteht noch immmegmlRer Bedarf, sowohl die Diagnostik
als auch die Behandlungsmethoden zu optimierendiaSCLC-bedingte Sterblichkeitsrate
zu verringern. Neben der meist spaten Diagnos®&&€3 C stellt, auch bei individualisierten
NSCLC-Therapien, die Resistenzentwicklung ein gsdR®blem dar.
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Abbildung 1.1: EGFR-Signalweg nach Berg und Soreide

Der Ligand bindet an der extrazellularen Doméne deszeptors, was zur Rezeptordimerisierung und
Phosphorylierung der intrazellularen Doméanen fiiHpie Aktivierung von EGFR fihrt zur Aktivierung der
KRAS-Kaskade, welche die Expression wachstumsfidderGene auslost. AuRerdem wird der (PI3K/AKT)-
Signalweg aktiviert, welcher zu Proteinsynthesdlwaehstum und -Uberleben, Proliferation, Migratiamd
Angiogenese fuhftL2].

EGF: Endothelialer Wachstumsfaktol,GF-a: Transformierender Wachstumsfaktor AlpHaGFR: EGF-
Rezeptor, P: Phosphorylierung,KRAS Kirsten Rat Sarkom virales Onkogen-Homol®@RAF: schnell
beschleunigtes Fibrosarkom-Protein B (rapid accaled fibrosarcome B),MEK: Mitogen-aktivierte
Proteinkinase NIAPK)/extrazellulares-Signal-regulierte KinaseERK)-Kinase, PI3K: Phosphoinositol 3-
Kinase, AKT: Serin/Threonin-Kinase, PTEN: Phosphatase und Tensin HomologPIP2/3:
Phosphatidylinositoldi-/triphosphatNFKB: Nukledrer Faktor Kappa BBAD: B-Zelllymphom 2 (Bcl-2)-
Antagonist des Zelltods (Bcl-2 antagonist of cedlatth), mTOR mechanistisches Ziel von Rapamycin
(mechanical target of rapamycin).
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1.1.2 Resistenzproblematik bei Tyrosinkinaseinhibitoren TKIs)

Noch vor einigen Jahren waren fur NSCLC-Patientgiogtatika die einzige Therapieoption.
Die Entdeckung von EGFR-Mutationen bei NSCLC unel Bntwicklung von EGFR-TKISs,
wie Erlotinib, haben die Behandlungsmoglichkeitem WSCLC-Patienten revolutioniert und
das Zeitalter individualisierter Krebstherapien geileitet [13]. Doch wahrend bei einem
kleinem Teil der betroffenen Patienten die Krebssrkung damit fur Jahre erfolgreich
bekampft werden kann, wird bei den meisten NSCL@eRten nach weniger als einem Jahr
eine Resistenzentwicklung gegentber TKIs beobadi#t 15] Arzneimittelresistenzen
werden in zwei Kategorien unterteilt: 1) primare sR&enzen, auch angeborene oder
intrinsische Resistenzen genannt und 2) sekundésestenzen, auch bekannt als erworbene
oder adaptive Resistenzen. Primare ResistenzemigegreEGFR-TKIs bei NSCLC werden
mit Wildtyp-EGFR, Aktivierung von KRASMutationen, dem Funktionsverlust des
apoptotischenBIM-Gens oder den Liganden von RezeptortyrosinkinaseWerbindung
gebracht[16-21]. Anders als bei Patienten mit primaren Resistenzeeiche auf die
entsprechende Behandlungsmethode von Beginn art miebprechen, entwickeln sich
sekundéare Resistenzen erst im Behandlungsverlacii mafanglichen Therapieerfolgen.
Sekundare Resistenzen gegeniber EGRF-TKIs bei NS@e@ien grof3tenteils durch
Sekundarmutationen von T790M in EGFR hervorgeruéamgr Substitution der Aminosaure
Threonin an Position 790 durch Methionit2, 23] Desweiteren spielen bei den sekundéren
Resistenzen auch der Expressionsverlust des Phasphaund Tensinhomologs (PTEN),
somatische Mutationen voRIK3CA Multiplikation des Hepatozyten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor (HGFR) und des humanen epidermalen Wank&ktor-Rezeptors (HER)-2 sowie
die Aktivierung von HER3 und des insulinartigen \Wsttimsfaktor-1-Rezeptors (IGF-1R)
eine Rolle[24-28]. Bei der NSCLC-Therapie bleibt es weiterhin einel3g Herausforderung,
Resistenzen zu Uberwinden. Wenn auch schon zdimreidMechanismen der
Resistenzentwicklung gegen TKIs, wie Erlotinib, gadeckt wurden, werden stetig neue
Mechanismen postuliert und sind anscheinend langdtt alle gefunden. Aber auch die
bekannten Mechanismen (EGFR-Mutation T790M, komakmische Verteilung von HGFR,
HER2, HER3, IGF-1R oder Aktivierung kompensatoresctsignaltransduktionswege wie
PISK/AKT/mTOR oder JAK2/STAT3 (Abbildung A.1)) sindoch nicht vollstandig oder
ursachlich geklarf29]. Tumorzellen besitzen zahlreiche Verteidigungsraagmen und
Strategien, nicht vom Immunsystem des Kérpers ektdau werden und finden immer neue

Wege, sich gegen bestehende Behandlungsmethodehaupten.
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1.1.3 T-PA

1.1.3.1 Das Plasmin-Plasminogen-System

Das Plasmin-Plasminogen-System spielt eine wicHiigke bei physiologischen Prozessen,
wie Blutkoagulation, Gewebewachstum und Gewebeidhuig, Wundheilung, Angiogenese
und Embryogenese und hat auf diese Weise auchuEsnfuf pathologische Prozesse und
Krankheiten, wie Krebs, chronische Entziindungen BhdgefaRerkrankungef80]. Es ist
daher nicht verwunderlich, dass die KomponentenRigsmin-Plasminogen-Systems bei den
meisten Tumorarten vorgefunden werden und ihre &gponsniveaus z. T. als prognostische

Faktoren herangezogen werden konjsdn.

Im Korper herrscht eine stetige Balance zwischemagdftation und Fibrinolyse, damit das
Blut im Fluss bleibt, ohne jedoch bei Verletzungien Blutgefale Blut zu verlierdB2]. Die
Koagulation endet mit der Spaltung von FibrinogerFibrinmonomere durch die Protease
Thrombin. Die entstandenen Fibrinmonomere polynees zu einem Fibrinnetzwerk und
werden schlieBlich mittels Quervernetzung, verrtitteirch den Koagulationsfaktor XIlI,
stabilisiert [33]. Um das Fibrinnetzwerk wieder abzubauen, wird Bi®tease Plasmin
bendtigt. Plasmin ist eine Serinprotease, welcle zavei Ketten besteljB4]. Plasmin ist
verantwortlich fir den Abbau von Fibrin, Fibrinogennd zahlreichen anderen
Plasmaproteinen, wie z.B. Faktor V, VI, IX, XInd XII sowie Insulin und
Wachstumshorme[85]. Plasminogen, das enzymatisch inaktive Zymogem Riasmin, ist
ein einkettiges Molekul, welches aus 791 Aminosdaubesteht. Plasminogenaktivatoren
spalten die Peptidbindung des Plasminogens zwisémeimosaure 561 (Arginin) und 562
(Valin) und fihren so zum aktiven, zweikettigen 9tén [36]. Es existieren zwei humane
Palsminogenaktivatoren: der gewebsspezifische Magm@naktivator t{ssue-type
plasminogen activatort-PA) und der urokinasespezifische Plasminogevetkir (urokinase
plasminogen activator u-PA). Beide Plasminogenaktivatoren kdénnen wigaerdurch
Interaktionen mit Plasminaktivatorinhibitoren (PAdehemmt werden. Das Plasminogen-
Plasmin-System bietet also Moglichkeiten, durchigeen Eingriff mittels entsprechender
Modulatoren, Effekte wie Fibrinolyse hervorzurufenund therapeutisch  zur
Reinfarktprophylaxe oder beim Schlaganfall zu natz8o sind zahlreiche Varianten der

Plasminogenaktivatoren als Arzneimittel erhaltfig].
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1.1.3.2 Struktur und Funktion von t-PA

Bereits 1947 wurde in tierischem Gewebe eine Sobstatdeckt, welche in der Lage ist,
Plasminogen zu aktivieren. Diese Substanz wurdegrimmglich Fibrinokinase, spater jedoch
gewebsspezifischer Plasminogenaktivator (t-PA) gehg36]. Plasminogenaktivatoren
wurden in verschiedenen tierischen und humanen Gewegen gefunden, sodass zunéchst
davon ausgegangen wurde, dass es eine Vielzalihvwedener Plasminogenaktivatoren gibt.
Als erstes konnte ein Plasminogenaktivator aus imemaGebarmuttergewebe in reiner Form
gewonnen werden37]. Durch die Entwicklung eines Antiserums gegen ahiesiterinen
Plasminogenaktivator konnte allerdings gezeigt weyd dass die verschiedenen
Plasminogenaktivatoren bis auf u-PA und t-PA alkntisch warefi38].

T-PA ist ein ca. 70 kDa umfassendes Glykoproteialchies aus 527 Aminosauren besteht
[39]. Die Serinprotease setzt sich aus funf Domanearnzoeen: der Fingerdomane, der EGF-

artigen Doméane, zwei Kringeldomanen und der Preti@mane (Abbildung 1.2).

Abbildung 1.2: Aufbau von t-PA

Schematische Darstellung von t-PA nach FlemmigMalzig[36].
11
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Das katalytische Zentrum von t-PA setzt sich aus Aminosauren His322, Asp371 und
Ser478 zusammdd0]. Im Gegensatz zu u-PA weist t-PA eine hohe Aféinigu Fibrin auf,
was durch die Finger- und die Kringel-2-Doméane badet ist[41, 42] T-PA ist der
haufigste, naturlich vorkommende PlasminogenakdivaAls einkettiges Glykoprotein wird
es in Endothelzellen synthetisiert und in das Ziekende Blut sezerniefB1]. Dies geschieht
sowohl konstitutiv als auch durch RezeptorstimulaiDie rezeptorstimulierte Freisetzung
geschieht wahrend der Koagulation als Antwort dUbagulationsfaktoren, wie Faktor Xa
oder Thrombin[43]. Ebenso konnen Bradykinin, Desmopressin oder &obst die
Freisetzung von t-PA erh6hé¢ad]. Plasmin hingegen verringert die t-PA-Freisetz{4ts).
Durch Plasmin wird t-PA auch in seine zweikettigktivere Form tberfihrt. Dies geschieht
durch die Hydrolyse der Bindung zwischen Arg275 ule@76, wobei die beiden Ketten
durch die Disulfidbricke zwischen Cys264 und Cys3@Bbunden sind40]. Insgesamt
besitzt t-PA 35 Cysteine, von denen 34 in Disulfitiken involviert sind (Abbildung 1.2).
Die zweikettige t-PA-Variante ist um das Funf- Eishnfache aktiver als sein einkettiges
Proenzym[46]. Als Teil des Plasmin-Plasminogen-Systems korneerttPA das Zymogen
Plasminogen in die aktive Protease Plasmin (1.1.8hsmin wiederum ist fur den Abbau
von Fibrin zustéandig. Die Hemmung von t-PA, und haua-PA, erfolgt durch
Plasminaktivatorinhibitoren. Eine vereinfachte Uliet des Plasmin-Plasminogen-Systems
stellt Abbildung 1.3 dar.

Endothel

(e em—m—ml e — [ — — | —)

Freigabe
Aufnahme in @ [ Plasmininhibitor ]
die Leber -
Plasmin
Inhibierung ;]
g 00 =
Aktivierung ) 0

Fibrinabbauprodukte

Abbildung 1.3: Die Rolle von t-PA im Plasmin-Plasnogen-System.
T-PA wird aus den Endothelzellen freigesetzt untdlksiert die Umwandlung des Proenzyms Plasminagen
die aktive Form Plasmin, welches fiir den Abbau Jebrin verantwortlich ist (Abbildung von

www.diapharma.com nadi7]).
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Abhangig davon, in welchem Gewebe t-PA exprimieidywwurden bereits verschiedenen
Funktionen von t-PA postuliert. Seine Funktion iaskul&ren System sowie im zentralen als
auch peripheren Nervensystem wurde experimenteériegt [48]. Im vaskularen System
spielt t-PA eine Rolle bei der Fibrinolyse und Aoggnese. Im zentralen Nervensystem wird
t-PA von Neuronen, Mikrogliazellen, Astrozyten umdrebralen Endothelzellen exprimiert
und wird u.a. fur synaptische Plastizitat, Lermmsse und Langzeitpotenzierung
verantwortlich gemach#9, 50] Im peripheren Nervensystem schutzt t-PA verlekieven
u.a. vor axonalem Abbau, indem Fibrinreste nahe \denletzung entfernt werdefbl].
Vaskulare Neuronen kénnen t-PA speichern und esgitass als Reaktion auf Bradykinin und
Phenylephrin[52, 53] Andere postulierte Funktionen von t-PA missem. moch genauer
untersucht und charakterisiert werddg]. Die bekannten Funktionen von t-PA, z. B. bei der
Fibrinolyse werden auch von der Pharmaindustrielgigt und genutzt. So sind heutzutage
zahlreiche Varianten von Plasminogenaktivatoren B&lIsarmaka zur Therapie von
Schlaganfallen und zur Reinfarktprophylaxe im HanB@e Ubersicht aktuell therapeutisch
genutzter Plasminogenaktivatoren findet sich in ishing 1.4.

Da das Plasmin-Plasminogen-System eine wichtigéeReli physiologischen Prozessen wie
Blutkoagulation, Gewebewachstum und GewebeneulgldWundheilung, Angiogenese und
Embryogenese spielt, hat es auf diese Weise Emfaud pathologische Prozesse und
Krankheiten, wie z. B. Kreb$30]. Die Komponenten des Plasmin-Plasminogen-Systems
werden bei den meisten Tumorarten vorgefunden brel Expressionsniveaus kdnnen z. T.
als prognostische Faktoren herangezogen werfl#t]. So wurde auch t-PA im
Zusammenhang mit bestimmten Krebsarten, wie Brusiagen- Pankreas- und Kolonkrebs
beschriebeff5, 54-56] Aul3erdem ist es ein etablierter Tumormarker fiirsikrebg57]. Die
Rolle anderer Komponenten des Plasmin-Plasminogstefs, wie PAI, u-PA und dessen
Rezeptor (u-PAR) bei der Tumorzellproliferation,igmation, -invasion, Tumorangiogenese
und Apoptose wurde bereits sehr ausfuhrlich besbln[31]. Die Rolle von t-PA bei diesen
Prozessen wie auch seine Funktion bei der Resatémicklung gegen TKIs wurde bislang

noch nicht studiert.
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Abbildung 1.4: Therapeutisch genutzte Plasminogetig&toren

Ubersicht therapeutisch relevanter Plasminogenaltisen und deren struktureller Aufbau g nach Flegimmd
Melzig[36] . Hellgrau sind Strukturdhnlichkeiten mit t-PA, detgrau Strukturdhnlichkeiten mit u-PA unterlegt.
Mit dunklen Linien unterlegte Bereiche kennzeichriénterschiede zu u-PA und t-PA. Weie Linien
kennzeichnen Mutationen der Aminosauresequenz. iRgeFdoméane, EGF: EGF-artige Doméne, K:
Kringeldoméane, P: Proteasedoméne, L: Verbindungsreds-S: Disulfidbriicke.
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1.2 Massenspektrometrische Gundlagen

Massenspektrometrie (MS) ist eine analytische Maghozur Identifizierung von
Verbindungen anhand der Atom- bzw. MolekilmasseeriBestandteil¢58]. Hierfur wird
der Analyt zunachst in einer lonenquelle, im Vakuoter unter Atmospharendruck, ionisiert
und in die Gasphase uberfuhrt. Die entstandenerilbbnen werden schliel3lich in einem
Massenanalysator, im Vakuum, anhand ihrer Masseadumngs-Verhaltnissen(/2 detektiert
und kdnnen qualitativ und quantitativ charakterisveerden. Vor allem die Entwicklung der
sanften lonisierungstechniken, wie Matrix-untertigif_aserdesorption/lonisierung (MALDI)
und Elektrospray-lonisierung (ESI) Ende der 198Qahre ermoglichte die Nutzung der MS
vor allem fur bioanalytische Fragestellungen, wi®zdie Analyse von Peptiden, Proteinen
oder Makromolekulefs9, 60}

Die massenspektrometrische Identifizierung von tdtmen basiert hauptsachlich auf der
Analyse proteolytisch erzeugter Pepti@d]. Vor allem in komplexen Mischungen gibt es
jedoch isobare Peptide mit unterschiedlicher Amiinoszusammensetzung oder -reihenfolge.
Aus diesem Grund ist eine zusatzliche Bestimmung Aeninosauresequenz durch
Fragmentierung mittels Tandemmassenspektrometri€/NM8) Ublich [61, 62] Hierbei
werden  protonierte  Peptide, sogenannte  Vorlauferipn mittels geeigneter
Fragmentierungstechniken in Fragmentionen gespalteth derenm/zWerte in einem
Fragmentionen-Spektrum aufgezeichnet. Zur Bestingnuwter m/zVerhaltnisse der
Vorlaufer- und Fragmentionen kdnnen verschiedenssklaanalysatoren genutzt werden. In
der Proteinanalytik finden am haufigsten lonenfglle Fouriertransformation-
lonenzyklotronresonanz (FTICR)-, Flugzeit-, Quaddup und Orbitrap-Analysatoren
Anwendung63].

Im Folgenden sollen nur die massenspektrometrisdremhniken ndher erlautert werden,

welche in dieser Arbeit Anwendung fanden.

1.2.1 ESI-Orbitrap Massenspektrometrie

1.2.1.1 Elektrospray-lonisierung (ESI)

Mittels API (@tmospheric pressure ionizatipgelang es erstmals, Analyten direkt aus einer

Lésung in die Gasphase zu Uberfihren und in eimedy&ator zu transferiergf4]. Die erste

ESI-Quelle wurde von John Fenn, basierend auf Agheron Malcom Dole, entwicke]b9,

65, 66] Die Elektrospray-lonisation von Makromolekullensiest auf der Erzeugung eines
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Aerosols aus geladenen Teilchen im elektrische Y Eine Potentialdifferenz zwischen
einer Kapillare (Abbildung 1.5 A), welche standigoBe zufihrt, und dem Massenspektro-
meter bewirkt eine Ladungsverteilung innerhalb &#issigkeit. Dient die Kapillare als
Anode und der Eingang des Massenspektrometers atbo#de, wandern die negativ
geladenen lonen zur Kapillarwand und die positiladenen lonen innerhalb der Flussigkeit
in Richtung Massenspektrometer. Die Kationen, welam der dem Massenspektrometer
zugewandten Flussigkeitsoberflaiche akkumulieremewggen einen Flissigkeitskonus, den
Taylor-Konus (Abbildung 1.5 B)[67]. Die Anionen hingegen sammeln sich an der
entgegengesetzten Seite und fuhren so eine Aufgethes Feldes innerhalb der Flussigkeit

herbei.

Kapillare Massenspektrometereinlass

geladene Tropfchen

Elektronen

% @ Reduktion

Hochspannungs
-versorgung —_—

TDC Elektronen

Abbildung 1.5: Darstellung der Prozesse bei der l&tespray-lonisierung.

A: Aufnahmen des Einlasses eines MassenspektramaieNano-ESI-Quelle. B: Schematische Darstelideg
ESI-Prozesses von der Bildung des Taylorkonus end\dschnirung der Trépfchen (Abbildung &b8] nach
[68]) -

An der Spitze des Taylor-Konus nimmt die Feldstazkeund fiihrt nach Uberwindung der
Oberflachenspannung zu einem feinen FlussigkentsstDieser Flissigkeitsstrom zerfallt
durch die hohe Ladungsdichte am Ende des Strorkkeime Tropfcher{69]. Aufgrund von
Verdampfungsprozessen werden die Tropfchen immezingd. Wird die kritische
Ladungsdichte (Rayleigh-Limit) Gberschritten, fimreAbsto3ungskrafte zwischen den
Kationen zur Entstehung von Tropfchen mit Durchregss/on nur wenigen Nanometern

(Coulomb-Explosion)[68, 70, 71] Aus diesen ,Nanotropfchen* gehen schliel3lich die
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Gasphasen-lonen hervor. Die Bildung der freien moned durch zwei verschiedene Modelle
beschrieben: 1) das Modell des geladenen Rucks(@Rlisl, charged residue modelind 2)
das Modell der lonenverdampfung (IEMn evaporation modgl Das CRM basiert auf der
Annahme, dass jedes Nanotropfchen immer kleinerd wind nach Verlust aller
Losungsmittelmolekile letztlich nur ein einziges afyimolekdl enthalt, auf das die
verbliebenen Ladungen ubertragen werfg8) 72] So kann das Auftreten niedrig geladener
Spezies grol3er Molekile erklart werden. Im Gegengdaru beschreibt das IEM die direkte
Bildung von geladenen, desolvatisierten lonen diweldampfung einzelner lonen von der
Oberflache hochgeladener Tropfchgt8, 74] Beim IEM wird davon ausgegangen, dass
grolBere Molekile entsprechend ihrer Oberflache middungen erhalten als kleine
Molekule. Fur dieses Modell sprechen Beobachtunigengdenen Proteine in entfalteter Form
haufig hohere Ladungen tragen als in nativer, tggd Form. Bei ESI-Quellen wird die
Verdampfung der lonen durch ein Trockengas, wiekStoff, unterstitzt. In dieser Arbeit
wurden Nano-ESI-Quellen genutzt, welche bereits &&ine Tropfchen erzeugen, sodass
kein zusatzlicher Gasstrom notig [185].

1.2.1.2 Massenanalysatoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Massenspektromel€-Orbitrap XL und Orbitrap Fusion
sind Hybridgerate, welche sich aus verschiedenessbtanalysatoren zusammense{Zén
77]. Das erste Hybridmassenspektrometer, welchesinas levearen lonenfalle (LTQ) und
einem Orbitrap-Analysator besteht, wurde 2005 vetejt und seither kontinuierlich
weiterentwickel{78].

1.2.1.2.1 LTQ-Orbitrap XL

Nach Eintritt der lonen ins Massenspektrometerrggda diese in die LTQ (Abbildung 1.6).
Dort wird der Totalionenstrom (TIC) bestimmt undedFullzeit der Falle automatisch
angepassgi76]. Auf diese Weise wird ein Uberfillen der LTQ uraraus resultierende Raum-
Ladungseffekte verhindert, sodass eine hohe Massanggkeit erzielt werden kann. Wenn
eine bestimmte Anzahl lonen in der LTQ akkumuliemirde, kdnnen diese mit einer
niedrigen Auflésung, jedoch hoher Sensitivitat,der LTQ analysiert werden oder in die
gekrimmte lonenfalleQurved Trap C-Trap) weitergeleitet werden. In d€-Trap verlieren
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die lonen kinetische Energie durch Kollision miickstoffmolekilen. Sie werden abgebremst
und im Zentrum derC-Trap konzentriert. Die lonen werden als ,lonenpaketegr p
Hochspannungspuls ausgesto3en und in die Orbgmap, Weiterentwicklung der Kingdon-
Falle, injiziert [76, 79]. Nach Eintritt in den Analysator bewegen sich dimelo auf
Kreisbahnen um die axial gelegene Zentralelektrodkoszillieren gleichzeitig entlang der z-
Achse [79]. So wird ein zeitabhéngiges Stromsignal erzeugelches durch zwei
AulRenelektroden detektiert wird. Aus dem Signalrkamittels Fourier-Transformation (FT)
die Kreisfrequenz der axialen Oszillation bestimmt werden. Da sicimdirekt proportional
zur Wurzel desm/zVerhéltnisses verhalt (Gleichung |, k = Geratekanwe fur die

Krimmung des elektrischen Feldes), kann saeiVert eines lons ermittelt werd¢no].

k

0 w= X

m/z

Die Analyse der lonen kann mit einer Auflésung ¥&h bis zu 100.000 ben/z400 und, bei
interner Kalibrierung, mit einer Massengenauigkei < 3 ppm erfolgen. Eine schematische
Darstellung des LTQ-Orbitrap XL-Hybridgerates stélbbildung 1.6 dar.

LTQ
ESI (Lineare Quadrupol- HCD-
(lonenquelle) lonenfalle) Massenfilter C-Trap  Kollisionszelle
€ L} H#E&? = —
| ‘Da% BHI %%F H%F
1" ay L
%G
Orbitrap- _/.\_
Massenanalysator \/ "

Abbildung 1.6: Schematischer Aufbau des LTQ-Orbifra&L-Massenspektrometers.
[www.planetorbitrap.com].

1.2.1.2.2 Orbitrap Fusion

Die Orbitrap des neueren Orbitrap Fusion TribriddBes (Abbildung 1.7) ist im Vergleich zu
der des LTQ-Orbitrap XL-Gerates kleiner und besine dickere Innenelektrode. Durch ein
starkeres elektrisches Feld der sogenaniigh-Field Orbitrap sowie einem niedrigeren
Druck in der linearen lonenfalle kann eine Aufléguron bis zu 400.000 ben/z 200 oder
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kirzere Analysezeiten bei vergleichbarer Auflosmugn LTQ-Orbitrap XL-Gerét erreicht
werden[77]. Unter Nutzung einer internen Kalibrierung isteeiassengenauigkeit van1l
ppm moglich. Bei der Orbitrap Fusion erfolgt di@fdsmission der lonen zunachst Uber einen
lonentrichter §-Len3. Folgend werden im gebogenen Transferquadrupaltriliéeilchen
abgetrennt und die geladenen Molekile in den QuuathMassenfilter Uberfihrt. Im
Quadrupol-Massenfilter kénnen die lonen eime&kWertes isoliert oder auch alle lonen
hindurchgeleitet werden. Die lonen werden in tegher-energy collisional dissociation
(HCD)-Zelle gesammelt, um dann tber die C-Trap i@ @Qrbitrap oder alternativ in die
zweizellige lineare lonenfalle Gberfiihrt und anadyts

Ultra-High-Field
Orbitrap - Dual-Pressure

Massenanalysator  Linearelonenfalle
G2
F% \O¢ ;’%—— Detektor
O
7 S
—— \\
Quadrupol- 2 é \% Niederdruck-
Massenfilter = = \ Zelle
=
’ = Hochdruck-
u[ IIII |&\ Zelle
lonenstrahlfilter ; l # \
i [ IEF
- HCD_
ETD-Quelle i C-Trap  Kollisionszelle

(lonentrichter)

ESI
% (lonenquelle)

Abbildung 1.7: Schematischer Aufbau des Orbitrap $ian Massenspektrometers.

[www.planetorbitrap.com].

1.2.1.3 Fragmentierung

In dieser Arbeit wurden die Techniken der kolligomuzierten Fragmentierung (CID,
collision induced dissociatignHCD sowie der Fragmentierung durch Elektroneniigdgung

(ETD, electron transfer dissociatigrangewendet.

Im Falle von CID werden die in der LTQ isoliertemdugespeicherten lonen durch ein
elektrisches Potential auf eine Stufe hoherer lsoeér Energie angeref¢®0, 81] Durch

Zufuhr eines Inertgases (z. B. Helium, Argon odéckStoff) kollidieren die angeregten
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lonen mit den Molekilen des Inertgases und es weBledungsbriiche der Vorlauferionen
induziert. Wobei die schwéachsten Bindungen einesekids zuerst brechen. Im Falle von
Peptiden ist dies die Peptidbindung. Die Fragmeetiokbnnen in der LTQ oder in der
Orbitrap des LTQ-Orbitrap XL-Massenspektrometerdeklteert werden. Beim Orbitrap
Fusion Massenspektrometer mit zweizelliger linedwaenfalle erfolgt die Fragmentierung in
der Hochdruck-Zelle und die Detektion der entstaedeFragmentionen in der Niederdruck-
Zelle (Abbildung 1.7).

Das Prinzip der HCD-Fragmentierung ahnelt dem dé&» Eragmentierung82]. Jedoch
erfolgt in diesem Fall die Anregung der lonen nitteines Radiofrequenzpulses. Die
Fragmentionen werden in di@-Trap transferiert und dort fokussiert. Im Falle des LTQ
Orbitrap XL-Massenspektrometers erfolgt die Detwktder Fragmentionen in der Orbitrap.
Beim Orbitrap Fusion-Massenspektrometer kann duethe andere Anordnung der
Analysatoren die Detektion sowohl in der Orbitrdg @uch in der LTQ erfolgen. Genau wie
bei der CID-Fragmentierung wird bei der HCD-Techrdie Bindung zwischen dem
Carbonylkohlenstoff und dem benachbarten Stickstoffi der Peptidbindung gespalten. Es
entstehenb-Fragmentionen (Verbleib der Ladung aWTerminus) undy-Fragmentionen
(Verbleib der Ladung anC-Terminus). Trotz hoherer Energie bleiben postletimale
Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierungen, etbal und konnen mittels HCD-

Fragmentierung analysiert werdg?2].

Fur das Orbitrap Fusion-Massenspektrometer stelgatziich die ETD-Technik zur
Verfiigung[77]. Die Fragmentierung erfolgt hier durch die Ubegtiag niederenergetischer
Elektronen[83]. In einer Reaktionskammer, welche sich hinter denentrichter befindet,
wird mittels eines elektrischen Feldes ein Elektides zugefiihrten Stickstoffs auf ein
sublimiertes Fluoranthenmolekdl tGbertragen. Inlde® werden interessierende lonenspezies
isoliert und gespeichert. Das erzeugte Fluoranddkalion wird nun ebenfalls in die LTQ
uberfuhrt, wo das niederenergetischste Elektrondasf Analytmolekilion tbertragen wird.
Im Falle von Peptiden kommt es so zum Bruch derd@&ng zwischen dem an der
Peptidbindung beteiligten Amidstickstoff und dem-&tom. Es entstehen-Fragmentionen
(N-terminal) undz-Fragmentionen G-terminal). Ein Vorteil dieser Technik liegt in der
zusatzlichen Fragmentierung der Seitenketten, wa8. zeine Unterscheidung der
Aminosauren Leucin und Isoleucin ermdglicht. Eidener Vorteil ist, dass posttranslationale

Modifikationen gréf3tenteils erhalten bleiben undlgsiert werden konneid4].
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Abbildung 1.8: Nomenklatur der Fragmentierung nadRoepstorff und Biemann.

Durch einen Bindungsbruch entstehen ein N-term@alsd ein C-terminales Fragmention. Je nach
Fragmentierungstechnik werden unterschiedliche 8mgg#n bevorzugt gespalten und es kommt zur Bildang
a- und x-, b- und y- oder c¢- und z-lori€s, 86] .

1.3 Quantifizierung mittels metabolischer Markierung

Die Untersuchung lebender Systeme auf Proteinebietet wichtige Einblicke in zahlreiche
biologische Prozesse. Dabei ist vor allem die Asmlguantitativer Unterschiede nicht trivial.
Die massenspektrometriebasierte Proteomik hat dadbei als nutzliches Werkzeug zur
Untersuchung biologischer Sytsteme etabliert, dselade Proteine und posttranslationale
Modifikationen parallel untersucht werden konri8ii]. Quantitative MS-basierte Methoden
der Proteomik werden prinzipiell in solche mit Miarking und markierungsfrei¢abpel-freg
unterschieden. Bei markierungsfreien Methoden wef@eantitaten z. B. anhand der Anzahl
zur lIdentifizierung eines Proteins herangezogeneptitke, der Anzahl der zugehdrigen
Spektren (PSMspeptide spectral matchesder auch der durchschnittlichen Intensitat aller
zu einem Protein gehorigen Fragmentionenspektreyesainatzt{87]. Die Methoden der
guantitativen MS-basierten Proteomik mit Markierwagrden in drei Gruppen untergliedert:
a) metabolische Markierung, b) chemische oder eafigtche Markierung und c) Markierung
mittels zugegebener Standardpiked standards[88]. Bei der metabolischen Markierung
(SILAC oder ™N-Markierung) wird die stabile Isotopensignatur diex wahrend der Phase
der Zellteilung und des Wachstums in die Proteimgediihrt. Dies hat den Vorteil, dass
Proben bereits auf der Ebene intakter Zellen, timk Beginn der Probenbearbeitung
zusammengefuhrt werden konnen und sich so etwaigielel oder Storfaktoren im
Experimentenverlauf gleichermalRen auf die zu untérsnden Zustande auswirki&®]. Bei

der chemischen oder enzymatischen Markierung welPdeteine oder auch Peptide nach der
Biosynthesen vitro mit sogenannten Massdragsversehen. Zu diesen Methoden gehdren
u. a. die **O-Markierung, isotopenkodierte Affinitafgags (ICAT, isotope-coded affinity
tag9, isotopenkodierte Proteinmarkierung (ICHigtope-coded protein labellsotopentags
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zur relativen und absoluten Quantifizierung (iTRA&ptope tags for relative and absolute
guantification und Tandemmasserags (TMT, tandem mass tayd87]. Methoden der
chemischen Markierung zeichnen sich dadurch awss dele verschiedene Zustande in nur
einem Experiment miteinander verglichen werden konnDie Quantifizierung mittels
zugegebener Standards wird z. B. bei der absoRiteteinquantifizierung (AQUAabsolute
guantification of proteinsrealisiert. Hierbei wird im einfachsten Fall eihekannte Menge
eines Standardpeptids mit stabiler Isotopenmarkggerau einer Mischung enzymatisch
gespaltener Proteine gegeben, massenspektrometasalysiert und die Signale der
unbekannten Peptide mit dem des Standards vergli@®. Die AQUA-Methode hat zwei
entscheidende Nachteile. Zum einen ist die ber@bgnge an Standard vorher nicht bekannt
und kann von System zu System stark abweichen. @uheren ist es sehr wahrscheinlich,
dass sich in der zu untersuchenden Peptidmischuefgreme isobare Peptide zum
Standardpeptid befinden, sodass eine Kombinatiom vAQUA mit multiplen
Reaktionsmonitoring (MRMmultiple reaction monitoringsinvoll ist. Alle MS-basierten
Quantifizierungsmethoden haben ihre Starken undw8&chen, so sind chemische
Markierungsmethoden oft anfallig fir Nebenreaktionmit unerwarteten Produkten, die
SILAC-Methode ist nicht fur alle Zellinien geeigneta einige sehr empfindlich auf das
spezielle SILAC-Medium reagieren oder gar nicht dd«ultiviert werden kdnnern88]. Die
Wabhl der quantitativen Methode sollte also entdpead der Art der Proben und der Ziele, die

mit den Experimenten erreicht werden sollen, pasgewahlt werden.

1.3.1 SILAC

Die SILAC-Methode ist ein moglicher Ansatz in derassenspekirometriebasierten
quantitativen Proteomik, welcher im Vergleich miteenischen Markierungsmethoden oder
markierungsfreien quantitativen Techniken der Rnoi& die Vorteile von quantitativer
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit aufweist. Dasziy der SILAC-Methode basiert auf
dem Einbau stabil markierter Aminosauren in eint€m wéhrend des Proteinstoffwechsels,
im Speziellen bei der Zellkultivierun@9]. Zum ersten Mal kam die Methode im Jahre 2002
zur Anwendundg90]. Auch wenn sie urspriinglich dafir entwickelt wyr&ugerzellen zu
markieren, findet sie heute fur verschiedene Osyaan, wie z. B. Bakterien, Hefen,
Pflanzen, Taufliegen, Zebrafische und Mause Verwag@B9]. Sie stellt ein ausgezeichnetes
Mittel der Proteomik dar, zwei oder mehrere unteiedliiche Zustéande von Zellen oder sogar

Lebewesen, beispielsweise Knock-out-Mutanten géfyédtyp oder behandelte gegen nicht
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behandelte Kontrollzellen quantitativ miteinandarvergleicher{91-93]. Friihestmdoglich, in
der Phase der Zellteilung und des Wachstums, weddeiiProteine durch den Einsatz von
isotopen-markierten Aminosauren in einem spezieéltrAC-Medium metabolisch markiert.
Auf diese Weise wird eine Isotopensignatur in di®t€ine eingefuhrt, welche bei der
folgenden massenspektrometrische Analyse fur dedive Quantifizierung von Proteinen
herangezogen werden karj@8]. Entscheidend ist dabei, dass eine Quantifizierung n
madglich ist, wenn die Einbaurate der markierten Aosauren bei nahezu 100 % liegt. Dies
erfordert die Kultivierung in einem entsprechendédium fur durchschnittlich finf bis acht
Zellzyklen [88]. Wenn die Zellen eine ausreichend hohe Einbawatgcht haben, kdnnen

die gewtinschten Proben, wie z. B. das Zelllysat ddeZelliiberstand, analysiert werden.

Sollen zwei Zustande verglichen werden, erhalt edee Zellkulturen im Medium nur
Aminosauren, die ein schweres Isotop tragaN étatt'*N und/oder=C statt**C) die andere
nur Aminosduren mit leichtem Isotop*N, °C). Diese Aminosduren werden dem
Kulturmedium zugesetzt, von den Zellen aufgenomnnadh in alle neu gebildeten Proteine
eingebaut. Zur Markierung der Proteine werden auofiggten die Aminosauren Arginin und
Lysin verwendet, da bei der Probenvorbereitungdi@gr Massenspektrometrie in der Regel
Trypsin (spalteC-terminal Lysin und Arginin) zur proteolytischen &fung eingesetzt wird.
Dadurch tragt jedes Peptid im Idealfall genau esehwere Aminosaure, was die
Datenauswertung einfacher macht. Zur Analyse werdienProteine beider Zellkulturen
vereint und gemeinsam vermessen. Peptide, die suhweren Aminosauren® markiert
wurden, unterscheiden sich in ihrer Isotopenzusamseteung, verhalten sich aber wahrend
der Probenpraparation sowie der chromatographischeemnung und massenspektro-
metrischen Analyse wie ihre ,leichten* Analoga. Wedie zu vergleichenden Proben in
einem definierten Verhaltnis (meist 1:1), bezogeh @as Ausgangsvolumen, die Zellzahl
oder die Gesamtproteinkonzentration gemischt werdenProteine proteolytisch gespalten
und die Peptide massenspektrometrisch gemesserenyezchdlt man fur jedes Peptid ein
Signalpaar mit einem spezifischen Massenunterschiedlingt durch den Einbau der
markierten Aminosauren (Abbildung 1.9). Die relaivVerhaltnisse der Peptidsignale im
Massenspektrum entsprechen dem Verhéltnis der miewehenden Peptide aus der Probe,

was eine Quantifizierung ermaglicht.
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Abbildung 1.9: Schematisches Prinzip von SILAC.
Je nach genutzter Markierung kommt es zur Versohigldes m/z-Bereichs, in welchem die Signale detid®&

detektiert werden. Mittels massenspektrometrisétmalyse kann somit eine relative Quantifizieruniplgen.

Neuere Entwicklungen wispike-in SILAC und Super-SILAC ermdglichen den Einzug der
SILAC-Technologie in klinische Anwendungsgebiete guantitativen Untersuchung von
Geweben und Korperflussigkeit¢®v, 95]

1.4 Chemische Quervernetzung und Massenspektrometrie

Die Funktion eines Proteins ist eng mit seiner dirénsionalen Struktur verknupf@6].
Strukturverédnderungen eines Proteins kdnnen dabeh anit Verdnderungen in dessen
Funktion einhergehen und sind mitunter entscheidéndien Ablauf eines physiologischen
Prozesses. Proteine steuern die DNA-Replikatioandkription, Translation, Splei3en und
Einfuhrung posttranslationaler Modifikationen, atrund interzellulare Kommunikation, den
Metabolismus und den Zellzyklus. Um die physiologen Funktionen von Proteinen besser
zu verstehen, ist die Aufklarung von Zusammenhangeischen ihrer dreidimensionalen
Struktur und ihrer Funktion von Bedeutung. Nebem daablierten hochauflésenden
Methoden Rd&ntgenkristallographie und NMR-Spektrps&obietet die Kombination aus
chemischer Quervernetzung (Xlcross-linking von Proteinen und der anschlieRenden
massenspektrometrischen Analyse (XL/MS) eine Mabgkdt, niedrig aufgeloste

Strukturinformationen zu ermitte[86-98]. Entscheidende Vorteile von XL/MS im Vergleich
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zu den klassischen Methoden sind, dass nur seimgge¥iengen an Analyt bendtigt werden,
die Reaktion bei nahezu physiologischen Konzewinath und pH-Bedingungen und auch fur
grol3e Proteine oder Proteinkomplexe sowie fir teas Interaktionen durchgefiihrt werden
kann[96].

Schon seit Jahrzehnten ist die chemische Quenrzemmgtvon Proteinen etabliert, um
Interaktionen von Proteinen zu fixiergd0]. Dabei werden die Seitenketten von Aminosauren
mit Hilfe kleiner organischer Reagenzien (chemis€hesrvernetzungsreagenzien) kovalent
verknupft. Die Proteine oder Proteinkomplexe werdgadurch in einer bestimmten
Konformation fixiert. Das Quervernetzungsreagen@ventsprechend des zu untersuchenden
Proteins anhand dessen Primarstruktur, Gro3e unspéeifischen Fragestellung ausgewahlt.
Chemische Quervernetzungsreagenzien weisen in dgelRzwei reaktive Gruppen auf,
welche identisch oder auch verschieden sein ko(imemno- oder heterobifunktionell) und mit
den Aminosaureseitenketten spezifisch reagieren. glbs jedoch auch trifunktionelle
Quervernetzungsreagenzien, die eine zusatzlichektibnalitdt enthalten, die zur
Affinitdtsanreicherung von Quervernetzungsprodukgenutzt werden kanhl00]. Eine
Unterscheidung der Quervernetzungsreagenzien kamah aufgrund ihrer Reaktivitat
erfolgen. So unterscheidet man spezifische Reagen@iminreaktiv, carboxylreaktiv oder
sulfhydrylreaktiv), unspezifische Reagenzien (z.H®rmaldehyd oder Glutaraldehyd) und
Reagenzien mit photoaktivierbaren Gruppen (Arylazidiazirine oder Benzophenon®p,
100, 101]

In dieser Arbeit wurde das homobifunktionelle areaktive Reagenz Bis(sulfosuccinimidyl)-
glutarat, kurz B&G, eingesetzt, mit dem Quervernetzungen zwischesinkgitenketten
eingefuhrt (Abbildung 1.10) und auf diese WeisetéInstrukturen fixiert werden.
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Abbildung 1.10: Kovalente Verkniipfung Lysin-haltigéeptide durch B&G.
Es erfolgt ein nukleophiler Angriff der Aminogruppéer Lysine an den Carbonyl-C-Atomen des Diestess.
kommt zur Ausbildung zweier S&aureamidbindungen Yerknipfung beider Peptide. Dabei wird N-

Hydroxysulfosuccinimid abgespalten.

Die Untersuchung quervernetzter Proteine und Koxepl&ann prinzipiell nach zwei
verschiedenen Strategien erfolgen: destfjom-upg und der top-dowri-Analyse.

Bei der Jottom-up-Analyse werden die fixierten Komplexe nach getélephoretischer
Trennung oder auch direkt in Losung mit einer odeehreren geeigneten Proteasen
enzymatisch gespaltgd@6]. Die erhaltenen Peptidmischungen, welche sehr koogind und
zum Grof3teil unmodifizierte, lineare Peptide und rw einem geringen Anteil quervernetzte
Produkte  enthalten, werden chromatographisch  gdtrenund  anschliel3end
massenspektrometrisch analysiert. Die massenspadtiigch erzeugten Daten werden
schlie3lich mit einer Liste theoretisch errechn®eervernetzungsprodukte abgeglichen und
maogliche identifizierte Produkte durch Kontrollereh zugehdrigen Fragmentionenspektren
bestétigt oder widerlegt. Ein wichtiger Punkt bar dbottom-up-Analyse ist die Wahl
geeigneter Proteasen, damit Peptide im Massenhereit 1000-3000 u erhalten werden und
gut zu analysieren sind. Haufig wird die Proteasgp3in genutzt, da sie spezifisc+
terminal an Lysin- und Argininresten spaltet. Da edurch aminreaktive
Quervernetzungsreagenzien, welche mit den Lyserdadtten reagieren, haufig zu
Fehlschnittstellen kommt, empfiehlt sich zusatzli Verwendung einer zweiten Protease.

Der ,top-dowri-Ansatz dient der Analyse intakter Proteinkompld®®]. Dazu wird der
Komplex ohne vorherige proteolytische Spaltungsait und in die Gasphase Uberfuhrt. In
der Gasphase werden die lonen des Komplexes durdn eMassenfilter isoliert und
anschlieBend fragmentiert. Eine leistungsfahigegfentierungsmethode, wie die ETD-

und/oder CID-Technik, ist dabei von entscheidenddgedeutung, um die
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Quervernetzungsstellen genau zu identifizieren. déit ,top-dowri-Methode kénnen Dank
leistungsfahiger Softwarelésungen posttranslatehaddifikationen analysiert werdda02,
103]. Da es fur quervernetzte Proteine keine vergleicdi Computerprogramme gibt, erfolgt
die Auswertung hier noch sehr zeitaufwendig manueid begrenzt momentan die
Anwendung dertpp-dowri-Technik.

Chemische Quervernetzung in Kombination mit magsektsometrischer Analyse bietet auch
die Mdglichkeit, Protein-Proteininteraktionen zu temsuchen. Neben kovalenten
Wechselwirkungen  kdénnen auch transiente Interaktion sowie dynamische
Struktur&dnderungen in Proteinkomplexen registivegtden. Setzt man ein mit einehag
versehenes Zielprotein ein, um dessen Proteinkitergen in einer komplexen Mischung,
wie einem Zelllysat, einer bestimmten Subfraktidieioeinem Sekretom zu untersuchen, kann
man so gezielt mittels chemischer Quervernetzumgerfe Komplexe anreichern und
studieren (Abbildung 1.11). Dabei kdnnen bekanméerbktionen bestatigt und neue
Bindungspartner identifiziert werden. Die besched Strategie wird al$ull-Downt
Strategie bezeichnl04].

mg(:::) 0 ( o
task)) )@ ‘\ XL
- za-: - 22 o B—E
Affinitatsanreicherung Reaktion mit Fixierung mittels
komplexer chemischer
Proteinmischung Quervernetzung
Y
m@l g Identifizierung von
—_— —_— —_—
g .
proteolytische = LC-MS/IMS Bindungspartnern

Spaltung

Abbildung 1.11: Schematischer Ablauf eines Pull-DovAnsatzes flir Protein-Proteininteraktionsstudien.

Ein mit einem Tag versehenes Zielprotein wird are éatrix angereichert, anschlieend mit einer kizxgn
Proteinmischung inkubiert und die Proteinkomplexarden mittels chemischer Quervernetzung fixiertchiNa
Affinitdtsreinigung werden die Komplexe proteoltis gespalten, chromatographisch getrennt und

massenspektrometrisch analysiert.
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1.5 Zielstellung

Lungenkrebs, vor allem NSCLC, ist eine Krankheit seihr geringen Uberlebensraten, da die
Erkrankung haufig erst in fortgeschrittenen, metsistenden Stadien diagnostiziert wird.
Dies erschwert oft eine operative Entfernung desdns oder macht diese sogar unmdoglich.
Auch wenn sich in den letzten Jahren die Therapgictikeiten fir NSCLC-Patienten
deutlich verbessert haben und inzwischen verschee@ptionen verfugbar sind, konnten die
Uberlebenschancen der Patienten nur im geringengdafRigert werden. Tumorzellen finden
anscheinend immer neue Wege, Therapieméglichkeitenunterlaufen und ihr eigenes
Uberleben zu sichern. Kaum wurde ein neuer Angmiffét fir die Therapie von NSCLC
entdeckt und erfolgreich zur Behandlung eingesemtyickeln Tumore kurze Zeit spéater
haufig Resistenzen gegen die eingesetzten Pharmvdllea.genau sich diese Resistenzen
entwickeln, welche Stoffe an der Resistenzentwinfflbeteiligt sind und welche Signalwege
Tumore daflr nutzen, ist noch gro3tenteils unbekdenst in den letzten Jahren wurde dieses

Gebiet von der Forschung in den Fokus geruckt.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von SILAC-Exp@enten Regulationsunterschiede von
Proteinen im Subproteom der sekretierten Protedmmn Sekretom, von zwei NSCLC-
Zelllinien zu identifizieren. Dafur wurden die dildbsensitve NSCLC-Zelllinie PC9 sowie
die erlotinibresistente NSCLC-Zelllinie PCO9ER ausghlt. So sollten Regulationsunter-
schiede zwischen zwei Zelllinien untersucht werddig sich lediglich beziglich ihrer

Sensitivitat bzw. Resistenz gegentber einem Thatd@pen (in diesem Falle des TKI

Erlotinib) unterscheiden, aber ansonsten idenssath.

Desweiteren sollten die Interaktionen der unteestiich regulierten Proteine mit anderen
Proteinen aus der Mikroumwelt eines Tumors, also &ekretomen der verschiedenen
Zelllinien, charakterisiert werden. Dazu sollte einkombinierte Strategie aus
Affinitdtsanreicherung, chemischer Quervernetzungd uanschlieiender massenspektro-
metrischer Analyse eingesetzt werden. Es sollteieinersprechender Kandidat aus der Liste
der als unterschiedlich reguliert identifizierterrofeine ausgewdahlt und von diesem
Fusionsproteine mit verschiedeng&ags zur spateren Affinitdtsanreicherung und -reinigung
generiert werden. InE. coli exprimierte Fusionsproteine sollten anschlielBend die
Interaktionsstudien mit sekretierten Proteinen ggnuerden. Ziel war es, erste Einblicke in
die Mechanismen der Resistenzentwicklung von NSZkelen sowie in die beteiligten
Signalwege zu erhalten und so die néchsten Schaiifedem Weg einer verbesserten,

individualisierten Therapie des NSCLC zu gehen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Plasmide

14AANVSP_tpa PMA Life Technologies

pA27fd7 Elisabeth Schwarz, MLU Halle-Wittenberg
pET-28a(+) Novagen

PET-tPA(R) diese Arbeit

pPET-tPA(R)) diese Arbeit

P& diese Arbeit

pSc.K2P diese Arbeit

P\ diese Arbeit

pPS\-K2P diese Arbeit

V152 Frank Zaucke, Universitat zu Koln
V162 Frank Zaucke, Universitat zu Koln

2.1.2 Oligonukleotide

Alle fur diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide unden unter Nutzung der
Computerprogramme SnapGene Viewer (GSL Biotech Ll@) Oligonucleotide Properties
Calculator (Metabion) erstellt, Gberprift und enteevon der Firma Metabion International
AG (Martinsried) oder Seqglab Sequence LaboratoBesbH (Gottingen) synthetisiert. Es
erfolgte die direkte Nutzung gemaf Herstellerangaiiae weitere Reinigungsschritte.

Oligonukleotide zur Sequenzierung:

Seq_tPA(K2P)_pA27fd7_Rtac 5 CGCGGTAATCATCGGCTCGBAT 3’
Seq_tPA(K2P)_pA27fd7_FHindlIl 5" CTCTCATCCGCCAAAAGAAGC 3’
Sed\term(K2P N-TST_PCR): 5 GCACGCGAGGCATCACAGTACTCC 3
SedCterm(K2P N-TST_PCRY): 5 CCACTTAGCACGACGCCTGCCAG 3’
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Oligonukleotide zur Klonierung:

C-Term.His6F_tPA(P) 5 TCTCATCCATGGGTAGCACCTGTGGTGT3’
C-Term.His6R_tPA(P) 5 TACCATCTCGAGCGGACGCATGTTATCAL 3’
N-Term.His6F_tPA(P) 5" ATCACATATGAGCACCTGTGGTCTGCG’
N-Term.His6R_tPA(P) 5 TCTCCCTCGAGTTACGGACGCATGTTAT3’
F_152_BamHl 5 CCACTTTTCGCAGGATCCCTGGTTCC 3
R_152_Xhol 5GGAGCGCTCGAGTCATTTTTCGAACTGTG 3’
F_162_Xbal 5 GCACCTCTAGAATGTGGAGCCACCCTC 3
R_162_BamH 5 CATGAACTTGGATCCGGAGCCACG 3
F_K2P_BamHIN-TST 5 CGTCGAGGATCCGGAAACAGTGACTGC 3’
R_K2P_HindIl| N-TST 5 CATCGCTTCGAATCACGGTCGCATGTTGT 3
F_K2P_NcolC-TTS 5 CGACTCTACCATGGGAAACAGTGACTGC 3’
R_K2P_BamHIC-TTS 5 CCTAAGACGGATCCCGGTCGCATG 3’

2.1.3 Bakterienstdmme

BL21 (DES3) E. coli, Fomprl gal dcm lon hsdsr sm g) A(DES3 [lacl
lacUV5-T7 gene 1Indl san¥ nin5])

BL21 (DE3) Codon Plus RIL E. coli,B Fompr hsd$r sm g) dem Tet gal A\(DE3)
endA Hte [argU proL Canfy [argU ileY leuW
Strep/SpeY

DH5a E.coli, F endAl ginv44 thi-1recAl relAl gyrA96
dedR nupG ®80dacZAM15 A(lacZYA-arghU169,
hsdR17(k mg*), A~

K12/MG1655 E. coli, F A" ilvG- rfb-50rph-1

Rosetta (DE3) pLysS “Bmpr hsd$ (rsmg) galdcmA(DE3 [lacl lacUV5-T7

gene lind1 san¥ nin5]) pLysSRARE (Card)
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2.1.4 Humane Zelllinien

PC9

PCO9ER

2.1.5 Medien und Antibiotika

Agarplatten:
Carbenicillin:

Fotales bovines Serum (FBS):

FBS, dialysiert
Kanamycin:
LB-Medium:

M9-Minimalmedium:

Penicillin:
RPMI-1640:
RPMI-ROKO:
RPMI-R6K6:
Streptomycin:
SOC-Medium

2.1.6 Puffer und Losungen

Aminosauremix-1

Aminosauremix-2

IB-Dialyselésung

Pulmate Adenokarzinom-Zelllinie (erlotinibsensitiv)

Pulmonale Adenokarzinom-Za#ligerlotinibresistent)

15 g/l Agar-Agar in M9-Minimal- odeB-Medium

100 mg/ml in kO, Endkonzentration: 100 pg/ml, Roth
Biochrome

Dundeecellproducts

30 mg/ml in $#D, Endkonzentration: 30 pg/ml, Roth

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, & NacCl,

10 % (v/v) M9-Salzlésung, 1 %'\) Aminosauremix-1,
1,6 % (v/v) Aminosaduremix-2, 0,4 % (w/v) Glsen
0,1 % (v/v) Spurenelementelésung, 0,1 mM GaCl

2 mM MgSQ, 0,3 uM Thiamin-HCI

10.000 U/ml, Endkonzentration: 100MJ, Gibco
Biochrome

Dundeecellproducts

Dundeecellproducts

10 mg/ml, Endkonzentration: 100nplgGibco

20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, @/l NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCJ, 20 mM Glucose

4,2 g/l Alanin, 73 g/l Glutamihg/l Glycin, 1,55 g/
Histidin, 3,95 g/l Isoleucin, 3,95 g/l Leucin, g8
Lysin, 4,5 g/l Methionin, 4,94 g/l Phenylalanin, g8
Prolin, 42 g/l Serin, 3,5 g/l Threonin, 3,5 g/L \ral

1,68 g/l Asparagin, 2,5 g/l Aspsrl,46 g/l Cystein,
2,5 g/l Glutamat, 4,1 g/l Tryptophan, 0,72 g/l Tsirg

6 M Harnstoff, 10 mM HCI
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IB-Puffer 1
IB-Puffer 2

IB-Solubilisierungspuffer

IB-Waschpuffer
IMAC-Puffer A
IMAC-Puffer B

Lysepuffer

M9-Salzlésung

PBS-Puffer

Ruckfaltungspuffer

Spurenelementelésung

TAE-Puffer (50x)

TRIS-Puffer
Trypsin-Stammldsung

XL-Waschpuffer

2.1.7 Enzyme

AspN

BanH| HF
Benzonase Nuklease
HindIll HF

Lysozym

0,1 M Tris, 1 mM EDTA, pH 7

60 mM EDTA, 6 % (v/v) Triton X-10@,5 M NaCl,
pH 7

8 M Harnstoff, 0,1 M 0,2 M DTT, 1 mM EDTA,
pH 8,6

0,1 M Tris, 20 mM EDTA, pH 7
6 M Harnstoff, 20 mM Imidazol, pHS%

6 M Harnstoff, 500 mM Imidazol, pbl5

1% (m/v) DDM, 1 % (m/v) OGP, 0,1 %/HnSDS,
in PBS-Puffer

238 mM NEPQOy, 110 MM KHPGOy, 42,7 mM NaCl,
93 mM NH,CI

13WM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NgHPQ,, 1,76 mM
KH,PO,, pH 7,4

0,1 M Tris, 1 mM EDTA, 0,8 MArginin, 2 mM GSH
(Glutathion, reduziert), pH 8,6

0,25 %(v/v) HCI, 7,5 mM Ee@b mM ZnC}, 0,5 mM
MnCl;, 0,1 mM NiC}, 0,1 mM HBOs, 0,012 mM
CuCh, 0,15 mM NaMoQ,, 0,1 mM Nawos, 1 mM
N&SeQ, 0,1 mM NavQ, 0,8 mM CoC}

100 ml EDTA (0,5 M pH 8,0), 571l Essigsaure,
242 g Tris, Wasser zu 1l

50 mM Tris, pH 8

0,5 pg/plin ImM HCI

50 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7,4

Promega

New England-Biolabs
Sigma

New England-Biolabs

Carl Roth
32



Material und Methoden

Nca

Ndd

Phusion DNA Polymerase

T4 DNA Ligase

Thrombin (human, aus Plasma)
Trypsin (porcin, sequencing grade)
Xba

Xha

2.1.8 Proteine und Peptide

New England-Biolabs
New England-Biolabs
Thermo Fisher Scientifi
New England-Biolabs
Calbiochem
Promega
New England-Biolabs
New England-Biolabs

GSH (Glutathion, reduziert) Roth

GSSG (Glutathion, oxidiert) AppliChem

t-PA(Pv) diese Arbeit

t-PA(P:) diese Arbeit

t-PA(K2P) diese Arbeit

2.1.9 Quervernetzungsreagenzien

Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat- Dy (BSG- Dy D;) Thermo Fisher Scientific
2.1.10 Kits

DC Protein Assay Kit Bio-Rad

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermettar Scientific
Tissue-type Plasminogen Activator Human abcam
Chromogenic Activity Assay Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up-System Promega

2.1.11 Chemikalien

Aceton VWR

Acetonitril (HPLC gradient grade, HiPerSolv) VWR
Acrylamid/Bisacrylamid Losung (37.5:1) 40 % (w/v) Roth
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Agar-Agar Merck
Agarose (SeaKem LE) Lonza
Ameisensaure (FA) Roth
Ammoniumacetat (GEGOONH,) Sigma-Aldrich

Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumpersulfat

Bio-Rad Protein Assay
Brilliantblau G250
Brilliantblau R250

Borsaure

Calciumchlorid
Cobalt(11)-chlorid

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Cut Smart Puffer
Deoxyribonukleinséuretriphosphate (dNTPs)
d-Desthiobiotin

D-Glukose

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

DNA ladder (1 kb, 100 bp)
DNA-Probenpuffer (6x)
n-Dodecyl$-D-maltosid
Eisen(lIl)-chlorid

Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure
GelGreen

Harnstoff

Hefeextrakt

Hydrochlorsaure, 0.1 M (endotoxinfrei)

(MHCO3) Sigma-Aldrich
(APS) Sigma-Aldiric
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
(#BOs) Roth
(Cagl Roth
(Cogl Merck
ocle
New England-Biolabs
TheFisbier Scientifc
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
(DMSO) Thermo Fisheri&ttifc
(DTT) AppliChem
Thermo Fisher Safent
Thermo Fisher Scientific
(DDM) Roth
(Fegl Sigma-Aldrich
Roth
Merck
(EDTA) Shaghddrich
Biotium
Roth
Roth
Sigma-Adth

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsdure (HEPES) Roth

lodacetamid
Isopropanol

Isopropyl#-D-1-thiogalaktopyranosid

(IAA) Sigma-Aldrich
Merck
(IPTG) Roth
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Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kupfer(ll)-chlorid
Laemmli-Probenpuffer (2x)
L-Alanin

L-Arginin

L-Arginin, 13C-markiert
L-Asparagin
L-Asparaginsaure
L-Cystein

L-Glutamin
L-Glutaminséure
L-Glycin

L-Histidin

L-Isoleucin

L-Leucin

L-Methionin
L-Phenylalanin

L-Prolin

L-Serin

L-Threonin
L-Tryptophan

L-Tyrosin

L-Valin
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Mangan(ll)-chlorid
Methanol
2-Mercaptoethanol
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogenphosphat
Natriummetavanadat
Nickel(I)-chlorid

(KCIl) Roth
(KPIOy) Merck
(Cu@) Merck
Bio-Rad
Merck
Sigma-Aldrich
Eurisotop
Merck
Roth
Merck
Merck
Roth
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
(Mg&l Thermo Fisher Scientifc
(MgSP Sigma-Aldrich
(MnG) Merck
VWR
Roth
(NaCl) Roth
(SDS) Roth
(WP0O,) Sigma-Aldrich
(NayO Sigma-Aldrich
(NiC)) Merck
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n-Octyl-B-D-Glucopyranosid (OGP) tRo

PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo F&tientifc
PageRuler Unstained Protein Ladder Thermo FiSheentifc
Rotiphorese 10x SDS-PAGE Roth
Trichloressigsaure (TCA) Merck
Trifluoressigsaure (TFA) Merck
2,2,2-Trifluorethanol (TFE) Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Roth
Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid IEFHCI) Roth

Triton X-100 Roth

Trypton/Pepton aus Casein Roth

Zinkchlorid (Zngl Sigma-Aldrich

2.1.12 Gerate

2.1.12.1Chromatographiesysteme

Nano-HPLC-Systeme UltiMate 3000 (Dionex)
Vorsaulen:
- Acclaim PepMap, C18, 300 pm x 5 mm, 5 um, 100 A
(Thermo Fisher Scientific)
- Acclaim PepMap, C18, 300 pm x 5 mm, 5 um, 100 A
(Thermo Fisher Scientific)
Trennsaulen:
- Acclaim PepMap, C18, 75 um x 150 mm, 3 um, 100 A
(Thermo Fisher Scientific)
- Acclaim PepMap, C18, 75 um x 250 mm, 2 um, 100 A

(Thermo Fisher Scientific)

FPLC-System AKTA FPLC mit Fraktionssammler Frac-920
Saulen:
- HisTrap FF, 1 ml (GE Healthcare)
- HisTrap FF, 5 ml (GE Healthcare)
- HiTrap desalt, 5 ml (GE Healthcare)
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2.1.12.2Massenspektrometer

LTQ-Orbitrap XL Hybrid-Massenspektrometer

mit Nano-ESI-Quelle

Orbitrap Fusioribrid-Massenspektrometer

mit Nanospray Flex Nano-ESI-Quelle

2.1.12.3Laborgeréte

Analysenwaage LE225D
Autoklav V75
Brutschrank BKE 40

DNA Electrophorese-Kammer Mini-Sub-Cell GT
Elektrophorese-System Mini-Protean Tetra Cell

Geldokumentationssystem Gel Doc XR
Inkubationsschuttler innova 44
Inkubationsschuttler Thermoshake
Magnetrihrer R3T

Magnetriihrer M21/1

Mikrotiterplatten-Photometer POLARstar Galaxy

pH-Meter PH211

Pipetten (2,5-5000 pl)
Plattformschuttler Titramax 101
Reinstwasseranlage TKA Pacific
Reinstwasseranlage DirectQ5
Schutteltisch See-saw rocker SSL4
Sicherheitswerkbank Polaris 48
Sicherheitswerkbank Herasafe KS 12
Spannungsgeber PowerPac 300
Spektralphotometer Ultrospec 100 pro
Spektralphotometer V-630
Thermocycler HLC HTMR-133
Thermocycler HLC MKR10
Thermocycler TPersonal
Thermocycler TS 1

Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner

TherFisher Scientific

Proxeon

Thermo Fisher Scientif
Thermo Fisheentific

Sartorius
Systec
Memmert
Bi@dR
-Bax
Bio-Rad
New Brunswicke8tfic
Gerhardt
mLw
Framo
BMG
Hanna Instruments
Eppendorf und VWR
Heidolph
Thermo ElectrBiD
Millipore
Stuart
Thermo Fishesr&ific
Thermo FiSleantific
Bio-Rad
GE Heafthca
Jasco
HLC-Biotech
HLC-Biotech
Biometra
Biometra

VWR
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Ultraschallhomogenisator Vibra-Cell 75185
Vakuumkonzentrator miVac Duo
Vakuumkonzentrator Savant SPD1010
Vortexmixer 7-2020

Zentrifuge Centrifuge 5414R

Zentrifuge Centrifuge 5804R

Zentrifuge Minizentrifuge

Zentrifuge Optimal L-90K

2.1.12.4Verbrauchsmaterialien

Amicon Ultra 15 centrifugal units (3K, 10K)
Dialyseschlauch (Servapor MWCO 12000-14000)
Einmalspritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Einwegpipetten (5ml, 10 ml, 20 ml)

Pierce Spin Columns Snap Cap

Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 2000 pl, 5000 pl)
Plastikkivetten

Reaktionsgefal3e (0,2 ml, 0,5 ml, 1,0 ml,2,0 ml)
Spritzenvorsatzfilter (Filtropur S 0.2)
Streptactin-Sepharose High Performance
Vivaspin 2 Centrifugal Concentrator (2K)
Vivaspin 6 Centrifugal Concentrator (3K, 5K, 10K)
Vivaspin 20 Centrifugal Concentrator (10K)
Zellkulturschalen (& 10 cm)

Zellkulturflaschen (750 ml)

Zentrifugenrdhrchen (15 ml, 50 ml)

2.1.13 Software

Chromeleon 6.8

Sordidslaterials
Genvac
Thermo FiShamntific
neoLab
Eppendorf
Eppendorf
Kisker Biotech
Beckmann Coulter

Mitiore
Serva
Braun
Corning
Thermo Fisheniooe
Eppendorf
Sarstedt
ppé&ndorf
Sarstedt
GE Hemaith
Sartsri
Sartorius
Saer
VWR
Corning

Corning

Steuerung der HPLC-Systeme der LTig@p XL- und

Orbitrap Fusion-Massenspektrometer

(Thermo Fisher Scientific)

GENtle Visualisierung und Prozessierung von DNAd émino-

sauresequenzen

(Magnus Manske, gentle.magnusmanske.de)
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GPMAW 8.1

Mascot

MaxQuant 1.5.2.8

Oligonucleotide Properties
Calculator 3.0.7

Perseus

Analyse proteolytischer Spaltprodukte agmentierung
von Peptiden und Identifizierung von Quervernetaing
produkten(Lighthouse Data)
Identifizierung von  Proteinen, anhand reass
spektrometrischer Datgm-house license, Matrixscience)
Quantitative Analyse massenspeldtascher Daten von
Proteinen und Peptidddirgen Cox, www.coxdocs.org)
Berechnung physikaksand thermodynamischer Para-
meter von Oligonukleotiden
(metabion, www.metabion.com)
Kalkulation und Visualisierung statistiscliarameter
verschiedener Datg@dtrgen Cox, www.coxdocs.org)

Proteome Discoverer 1.3 und 1.4 Analyse von MS-/N& und LC/MS-Daten

ProtParam

Qual Browser 2.07

Quantity One 4.6.2

SnapGene Viewer 2.8.1

StavroX 3.5.1

Unicorn

Xcalibur (2.0.7-2.2)

Venny 2.1

(Thermo Fisher Scientific)

Berechnung von pl-Werten und Extinkkoe$fizienten
von ProteinerfExpasy, www.expasy.org)

Visualisierung und ProzessiemorgMassenspektren
(Thermo Fisher Scientific)

Steuerung fur das Geldokumamtsgjerat Gel Doc XR
(Bio-Rad)

Visualisierung von DNA- undiAosauresequenzen
(www.snapgene.com)

Identifizierung und Auswertung voneeernetzungs-
produkten anhand massenspektrometrischer Daten
(Michael Goétze, www.stavrox.com)

Steuerung fur das AKTA-FPLC-System
(GE Healthcare)

Aufnahme und Prozessierung vDaten der LTQ-
Orbitrap XL- und Orbitrap Fusion-MS mit DCMSLink
(Koordination und Kommunikation zwischen HPLC und
MS) (Thermo Fisher Scientific)

Erstellung von Venn-Diagrammen
(bioinfo.cnb.csic.es/tool/venny)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

Sofern nicht anders beschrieben, bezieht sich deiBhnung ,Wasser" in dieser Arbeit stets
auf MilliQ -Wasser.

2.2.1 Préaparation chemisch kompetenter Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen ertolgemald dem Protokoll der CaCl
Methode nach Sambrook und Rusdé&l5]. 200 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer
Ubernachtkultur von DH%, BL21 (DE3)-, BL21 (DE3) Codon Plus- oder RosgiRE3)
pLysS-Zellen okuliert und bei 37 °C bis zu einetisghen Dichte Ok zwischen 0,4 und
0,7 kultiviert. Anschlie3end wurden die Zellen fiB min bei 4.000 xg (4 °C) zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 50 ml einer 0,1 M CaCbsung (steril und eiskalt) resuspendiert
und fir 90-120 min auf Eis inkubiert. Dann wurde @uspension nochmals zentrifugiert
(15 min, 4.000 xg, 4 °C). Nun wurde das Zellpeliet2 ml einer 0,1 M CaGlL6sung
resuspendiert und erneut fir 90-120 min auf Eisilimdet. Schlie3lich wurde die Suspension
mit Glycerol versetzt (finale Konzentration 10 %\, in Aliquoten von 50 pl in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.2 Transformation von DNA in chemisch kompetente Zelle

Ein Aliquot (50 pl) chemisch kompetentEr coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit
1-2 ul Plasmid-DNA versetzt. Nach 30 min Inkubatianf Eis erfolgte fir 90s ein
Hitzeschock bei 42 °C. Darauffolgend wurden deleies00 pul SOC-Medium zugefugt und
fur 1 h bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Um diglen zu selektieren, die das gewlnschte
Plasmid enthielten, wurden zuletzt ca. 100 ul ddisdspension auf Agarplatten, welche das
der Resistenz entsprechende Antibiotikum enthigliesgestrichen und tber Nacht bei 37 °C

kultiviert.

2.2.3 Isolation von Plasmid-DNA vonE. coli

Die Plasmid-DNA wurde aus 5 ml einer Ubernachtkulton DH%- oder BL 21 (DE3)
Codon Plus-Zellen, welche die gewilnschte DNA ehtne isoliert. Die Zellen wurden
geerntet und die DNA mittels GeneJET Plasmid MiegpKit (Thermo Scientific) gemani

Herstellerangaben isoliert. Die Elution erfolgte A0 pl Wasser.
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2.2.4 Polymerasekettenreaktion

Die in-vitro-Amplifikation von DNA erfolgte mittels Polymerasettenreaktion (PCR,
polymerase chain reactipn Das fiur die PCR gewahlte Programm des Thermecycl
(2.1.12.3) ist in Tabelle 2.aufgefuhrt. Die Reaktionsansatze wurden gemal [EalRe?

hergestellt.

Tabelle 2.1: PCR Programm zur DNA Amplifikation.

Reaktionsschritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierung 98 °C 30s 1
Denaturierung 98 °C 10s

Primerhybridisierung 70 °C 30s 25
Verlangerung 72 °C 30s

Endgiiltige Verlangerung 72 °C 10 min 1
Lagerung 4°C o

Tabelle 2.2:Zusammensetzung eines 20 pl-PCR-Ansatzes.

Volumen Bestandteil

1ul Matrizen-DNA(5 ng/ul)

0,4 ul dNTP-Mix (10 mM)

1 forward Primer (10 uM)

1 reversed Primer (10 uM)

4ul 5X HF Phusion-Puffer

0,2 ul Phusion DNA-Polymerase (2 U/pul)
12,4 pl Wasser

Die Visualisierung der PCR-Produkte erfolgte durétgarose-Gelelektrophorese mit
GelGreen-Farbung. Im Falle eines Klonierungspraesairden die gewiinschten Gelbanden
ausgeschnitten und mittels Wizard SV Gel and PC&a&lUp-Systems (2.1.10) gereinigt.
Nach erfolgreicher PCR wurden die gereinigten PCed&kte in chemisch kompetente
E. coli-Zellen transformiert (2.2.2) und die gewunschtenllefe entsprechend ihrer
Antibiotikaresistenz selektiert. Die mutierte DNAurde isoliert (2.2.3) und anschlie3end

sequenziert (2.2.9).

2.2.5 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Subklonierung wurde eine préaparative DNA-Spaitwlurch Restriktionsendonukleasen
durchgefuhrt. Der Ubliche Restriktionsansatz eftticee 40 pl DNA-L6sung (2-3 ng DNA in

Wasser), 5ul 10x CutSmart-Puffer und je 1-2 U @etsprechenden Restriktionsendo-
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nukleasen BamH HF, Ncd, Ndd, Xba oder Xhd). Die Inkubation erfolgte fir 2 h bei
37 °C. Im Gegensatz zu den geschnittenen PCR-Pewkurde die linearisierte Vektor-
DNA darauffolgend fur 30 min bei 37 °C mit 1-2 UrBhp Alkalischer Phosphatase (SAP)
behandelt, um im weiteren Verlauf eine Religationvermeiden. Zur Visualisierung wurde

eine Agarosegelelektrophorese angefertigt (2.2.6).

2.2.6 Agarosegelelektrophorese

Die Trennung der DNA bezlglich ihrer molekularendfze erfolgte mittels Agarosegelen
(1% w/v in TAE-Puffer (2.1.6) unter Zusatz von Geten-Farbelosung gemali
Herstellerangaben). Die DNA wurde mit DNA-Proberipuigemischt und anschliel3end auf
das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Tregnuarde bei 200 V durchgefiihrt. Die
Detektion der DNA im Agarosegel wurde unter UV-Lliatealisiert (Geldokumentations-
system Gel Doc XR (2.1.12)).

2.2.7 Gelextraktion von DNA

Die gewilnschten Banden des Agarosegels wurden saisgten und die DNA mittels des

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up-Systems (Promegalarrt. Zur Extraktion wurde das

Herstellerprotokoll befolgt, lediglich der Elutigmsffer wurde durch Wasser ersetzt. Die
Konzentrationsbestimmung der erhaltenen DNA wupkksalphotometrisch vorgenommen
(JASCO V-630 (2.1.11)).

2.2.8 Ligation

Linearisierte Plasmide und Inserts mit kompatikigrden wurden in molaren Verhéaltnissen
von 1:3, 1:6 und 1:9 im oberen femtomol BereichO¢®00 femtomol) gemischt und mit T4-

Ligase in dem vom Hersteller empfohlenen Puffe2inul Reaktionsansatzen inkubiert. Die
Ligation erfolgte fir 30 min bei 20 °C, 24 h bef@ oder fir 33 h mit einem Gradienten
4°C—16h,8°C—>8h,12°C— 4 h, 16 °C— 4 h, 20 °C— 1 h). Im Anschluss wurden je

10 pl des Reaktionsanasatzes in chemisch kompdiectdi-Zellen transformiert (2.2.2) und

die Zellen, welche die gewtinschte DNA enthieltemsprechend ihrer Antibiotikaresistenz
selektiert. Schlief3lich wurde die DNA extrahiert2A3) und sequenziert (2.2.9).
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2.2.9 Sequenzierung

Alle in dieser Arbeit genutzten oder generierten ASN wurden in den Laboren des
Unternehmens Seglab sequenziert und unter Zuhiifarades Programms GENtle (2.1.13)

ausgewertet.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Expression von t-PA-Varianten

Das entsprechende Expressionsplasmid wurde chemigthcoli BL21 (DE3), BL21 (DES3)
Codon Plus RIL oder Rosetta (DE3) pLysS-Zellen gfamiert und auf LB-Kanamycin-
Agarplatten selektiert. Es wurde 1 | LB-Medium, setzt mit Kanamycin (30 pg/ml), mit
einer 5 ml-Vorkultur inokuliert und bei 37 °C bis einer Oy von 0,5-0,6 kultiviert. Nun
erfolgte die Induktion mit 0,1 mM oder 1 mM D-Isopylthiogalaktose (IPTG). Die
Expression erfolgte bei 37 °C oder alternativ b&i°C Uber Nacht fur 18 h. Die Zellen
wurden mittels Zentrifugation (4.000 xg, 15 mirf,@) geerntet.

2.3.2 Préaparation der Einschlusskorper (nclusion Bodieg

Die Praparation der Einschlusskorper (IBcglusion bodiep erfolgte gemafld dem Protokoll
von Rudolptet al.[106].

Isolierung der IB:

Die Zellen wurden in 40 ml IB-Puffer 1 unter Zugaken Proteaseinhibitor bei 4 °C

resuspendiert (5 ml Puffer/1 g Zellen). Nach Zugalm 12 mg Lysozym wurde die

Mischung homogenisiert und fir 30 min bei 4 °C ipieunt. Es folgte ein Zellaufschluss

mittels Ultraschall bei einer Amplitude von 30 %tme 15 s Beschallung und Pause im
Wechsel und einer Gesamtschalldauer von 2 micesufUm die enthaltene DNA zu spalten,
wurden der Mischung 100 U Benzonase Nuklease urngh®sumchlorid (Endkonzentration

3 mM) zugefugt und fir 30 min bei Raumtemperatlwuinert. Nach Zugabe von 20 ml IB-

Puffer 2 und einer Reaktionszeit von 30 min, wurdenIB durch Zentrifugation (30.000 xg,

15 min, 4 °C) isoliert. Das IB-Pellet wurde in 40 mB-Waschpuffer resuspendiert und
nochmals zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurélenfmal wiederholt, um das enthaltene

Detergenz nahezu vollstandig zu entfernen.
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Solubilisierung der IB:

Es wurden ca. 500 mg IB-Pellet in 50 ml IB-Solubdrungspuffer resuspendiert und fir 2 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde der pH-Wit Suspension durch Zugabe der
entsprechenden Menge HCI (1 M) auf pH 3-4 gesefARkschlieRend wurde der Ansatz
30 min bei 10.000 xg zentrifugiert und der Uberdtamter mehrmaligem Wechsel der IB-

Dialysel6sung bei 4 °C dialysiert.

2.3.3 Ruckfaltung der t-PA-Varianten

Die Ruckfaltung der t-PA-Varianten mit Hexa-Histidiag erfolgte nach der Reinigung, die
der Varianten mit Twin-Strepag Il vor der Reinigung des analysierten ProteinS.@,
gemal des Protokolls von Rudolphal. [106]. Die t-PA-L6sung wurde zunachst bei einer
Proteinkonzentration von ca. 1 mg/ml (in 6 M HaoffstpH 3) mit oxidiertem Glutathion
(GSSG, Endkonzentration 0,1 M) und Tris (Endkonzgin 50 mM) versetzt, auf pH 9,3
eingestellt fur 5 h bei Raumtemperatur inkubie@nB® wurde der pH-Wert der Losung auf 3
gesenkt und eine Dialyse gegen 0,1 N HCI bei 4 @€chligefuhrt. Die so erhaltene
Proteinlésung wurde nun in vier Pulsen im Abstaod je 12 h in das hundertfache Volumen
des Ruckfaltungspuffers getropft und fur weiteren2gei 4 °C geruhrt. Anschliel3end erfolgte
ein Austausch der Pufferlosung (2.3.5) oder dienigang des ruckgefalteten Proteins, bevor
die Aktivitat des erhaltenen Proteins bestimmt veui2i3.6).

2.3.4 Reinigung der t-PA-Varianten

2.3.4.1 Reinigung von t-PA(P)

Die Reinigung des Proteins erfolgte mittels ein&IA-FPLC-Systems (GE Healthcare) und
IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) wer Verwendung einer Nickelsaule
(HisTrap FF). Zunachst erfolgte die Aquilibrierudgr Saule mit IMAC-Puffer A, bevor die
Proteinlésung aufgetragen wurde. Die Saule wurde2éhSaulenvolumina IMAC-Puffer A
gewaschen, bevor die Elution des Proteins durcleneilinearen Gradienten lber 20
Saulenvolumina bis 100 % IMAC-Puffer B erfolgte.té&hativ wurde die Reinigung mittels
eines Stufengradienten durchgefihrt. Hierfir wuilde an die Saule gebundene Zielprotein
Uber 20-50 Saulenvolumina mit 6,5 % IMAC-Puffer Bwgaschen und anschlieRend mit
100% IMAC-Puffer B Uber 2-4 Saulenvolumina eluiert.eReinheit des t-PA(P) wurde per

SDS-PAGE uberprift.
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2.3.4.2 Reinigung von t-PA(K2P)

Die Reinigung von t-PA(K2P) erfolgte mittels Zefugenséaulen (Spin Columns) uber
Streptactin-Sepharos@E Healthcare) bei 4 °C. Hierfur wurden zunach€0 (il einer
Sepharosesuspension (entspricht 50 pl Sepharoz@nimifugeneinheiten Gberflihrt und fur
30 s bei 500 xg zentrifugiert. Dann wurde das Maltelreimal gewaschen, indem es jeweils
mit 300 uIl HEPES-Puffer (50 mM, pH 7,4) resusperidiend anschlielend erneut
zentrifugiert wurde. Nun wurde die Sepharose in-800 ul (~30 pg) t-PA(K2P)-LAsung
resuspendiert und fur 2 h Stunden unter Schwenkkuobiert. Es folgte die funfmalige
Wiederholung des oben beschriebenen Waschschribies Elution des Proteins erfolgte
schlie3lich durch Thrombinspaltung (10 U in 50 |HPES-Puffer) tiber Nacht oder alternativ
durch Inkubation mit Desthiobiotin (10 mM in 50 mMEPES-Puffer) fir 30 min und
anschlieRender Zentrifugation. Folgend wurde nsit&@DS-PAGE die Reinheit des eluierten
t-PA(K2P) Uberprift.

2.3.5 Pufferaustausch und Konzentrierung von Proteinlésugen

Alle nachfolgend aufgefihrten Methoden zum Wechgeh Puffersystemen und zur

Konzentrierung von Proteinldsungen wurden bei 4di@chgefihrt. Die Konzentrations-

bestimmung der verschiedenen Proteinlosungen égfohiftels UV-Absorptionsmessung bei
280 nm, mittels DC Protein Assay Kit oder untem&mdung des Bio-Rad Protein Assays
nach Bradfordmethode gemal Herstellerang@b@n.

2.3.5.1 Wechsel von Puffersystemen

Pufferaustausch mittels FPLC

Der Pufferwechsel wurde an einem AKTA-FPLC-Systamctgefiihrt. Es wurde eine 5 ml
HiTrap desalt-Saule (GE Healthcare) mit Zielpufféquilibriert und anschlieend die
Proteinlésung aufgetragen. Mit einer Flussrate om/min wurde nun mit dem gewtnschten
Puffer Gber 2 Saulenvolumen eluiert und Fraktionem je 1 ml aufgesammelt. Die
Fraktionen wurden hinsichtlich des Zielproteins p&DS-PAGE uberprift. Die
proteinhaltigen Fraktionen wurden vereint und etnauf die frisch aquilibrierte Saule
aufgetragen und nochmals eluiert. Dieser Vorgangleiwiederholt, bis die Leitfahigkeit des

Eluats der des reinen Zielpuffers entsprach.
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Pufferaustausch mittels Zentrifugenfiltrationseirée

Fir den Wechsel des Puffersystems von Proteinl@ungurden Zentrifugationsfilter
(Amicon ultra 15 oder Vivaspin 20) mit einem Molékigewichtsausschluss von 10 kDa
verwendet. Zunachst wurden die Filter zweimal miml5des entsprechenden Puffers
gewaschen (10-20 min, 4.000 xg). AnschlieBend wurdie Proteinlésung in die
Filtrationseinheit Uberfuhrt und bei 4.000 xg aaf 6,5 ml eingeengt. Das Konzentrat wurde
mit 10 ml des Zielpuffers versetzt und erneut konizert. Dieser Vorgang wurde insgesamt
dreimal wiederholt. Letztlich wurde das Konzentm@it dem neuen Puffer auf das

Ausgangsvolumen aufgefllt und in neue 1,5 ml-Rieakgefal3e pipettiert.

2.3.5.2 Konzentrierung von Proteinldsungen

Konzentrierung mittels Filtration

Fur die Konzentrierung von Proteinlésungen wurdesrsehiedene Zentrifugationsfilter
(Amicon ultra oder Vivaspin) mit unterschiedlichdfolekulargewichtsausschlussgrenzen
(2 kDa, 3 kDa, 5 kDa, 10 kDa) verwendet. Zuerstdeuar die Filter zweimal mit 2-5 ml des
entsprechenden Puffers durch Zentrifugation furaet® min bei 4.000 xg gewaschen. Die
Proteinlésung wurde in die Filtrationseinheit ptet und solange bei 4.000 xg zentrifugiert,
bis das gewlnschte Endvolumen bzw. die gewunsatuieiRkonzentration erreicht wurde.
Die erhaltenen Proteinlésungen wurden in neue RewdefdlRe pipettiert oder die
Filtereinheiten umgedreht in neue Zentrifugatiof&@e platziert und die Proteinlésung durch

Zentrifugieren bei 4.000 xg fiir eine Minute in dieuen Gefalde Gberfuhrt.

Konzentrierung mittels Acetonprazipitation

Die Proteinlosungen wurden mit dem vierfachen Pmgblkimen an eiskaltem Aceton
versetzt, gemischt und Gber Nacht bei -20 °C indxibDanach wurden die Proben fur 15 min
bei 12.000xg zentrifugiert, der Uberstand behuts@kantiert und verworfen. Das erhaltene
Pellet wurde zweimal durch Resuspendieren in dmsfalAceton und anschlieRender
Zentrifugation (15 min, 12.000 xg) gewaschen. Sfllich wurde das saubere, trockene Pellet
in der entsprechenden Menge des Probenpuffersraarfgaen.

Konzentrierung mittels Prazipitation mit Trichlosegsaure (TCA)
Vier Teile Proteinlésung wurden mit einem Teil kalTCA-L6sung (100 % (w/v)) versetzt
und durch Umschwenken des Reaktionsgefalles gemBehiMischung wurde bei -20 °C

uber Nacht inkubiert. Der Uberstand wurde vorsgltbgegossen, das Pellet zweimal mit
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eiskaltem Aceton gewaschen und das so erhalteroietme Pellet in der gewilinschten Menge

des Ausgangspuffers resuspendiert.

2.3.6 Aktivitatsbestimmung der t-PA-Varianten

Die Aktivitatsbestimmung der verschiedenen t-PAisfaten wurde spektralphotometrisch
unter Nutzung des ,Tissue-type Plasminogen Activielioman Chromogenic Activity Assay*
Kits (abcam) geméal} Herstellerangaben durchgefibds Testprinzip beruht auf der
spezifischen Umwandlung von inaktivem Plasminogedie aktive Protease Plasmin durch
t-PA. Plasmin wiederum spaltet ein chromogenes tgathsnd setzt dadurgbara-Nitroanilin
(pPNA) frei, welches durch Absorptionsmessung béb dth detektiert werden kani08].
Zuerst wird t-PA durch Zugabe von cyanogenbromidgkenen Fibrinogenfragmenten um
ein Vielfaches aktiviert und dadurch die Umwandluagn Plasminogen in Plasmin
beschleunigf57, 109]

2.3.7 SDS-PAGE

Eine Trennung der Proteine bezuglich ihrer apparemiolekulargewichte (Stokesradien)
erfolgt mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylantgklelektrophorese (SDS-PAGE). Die
Zusammensetzung der Sammel- und der Trenngele koraizelle 2.3 entnommen werden.

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Trenn- und Samre&dir die SDS-PAGE.

Trenngel Sammelgel

12 % 5%

Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung 40 % (w/v) 3000 pl 650 pl
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2500 pl -
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - 1250 pl
MilliQ-H,0 4340 pl 3000 pl
10 % (v/v) SDS 100 pl 50 ul
TEMED 10 pl 10 pl
10 % (v/v) APS 50 ul 25 ul

Die zu analysierenden Proteinproben wurden mit Llak/Rrobenpuffer, welcher mit
[-Mercaptoethanol versetzt war, im Verhaltnis 1./As\vgemischt und auf das SDS-Gel
aufgetragen[110]. Die gelelektrophoretische Trennung erfolgte zbs&dir 15 min bei
100 V, gefolgt von ca. 50 min bei 200 V. Im Ansd@duan die Elektrophorese wurden die

Proteine im Gel mit Coomassie-Farbung sichtbar gaimadierzu wurden die Proben der
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SILAC-Experimente (2.4.3) gemald dem Protokoll delidkdalen Coomassie-Blue-Silver-
Farbung prozessieit11]:

Fixierlésung:

40 % (v/iv) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure %6@v/v) H,O

Féarbelosung:

2 % (v/v) Losung A [5 % (w/v) Brilliantblau GR5n H;O]

98 % (v/v) Losung B [2 % (w/v) Phosphorsaui@ 92 (w/v) (NH,).SO, in H,O]

Die Gele wurden fur 1 h in Fixierldsung inkubiednschlielend dreimal mit Wasser
gewaschen und Uber Nacht in Farbelésung geschiek Entfarben der Gele erfolgte
wiederum mit Wasser. Alle anderen Proben (z. B.Eaysessionen, Proteinreinigungen oder
Experimenten der chemischen Quervernetzung) wurdénkonventioneller Coomassie-

farbung bearbeitdtl12]:

Fixier-Farbeldsung:

0,1 % (w/v) Brilliantblau R250, 10 % (v/v) Egsiure, 40 % (v/v) Ethanol, 50 % (v/v)®i

Entfarbel6sung:

10 % (v/v) Essigsaure, 25 % (v/v) Methanol, %%v/v) H,O

In diesem Fall wurden die Gele fur ca. 1 h in &idrarbelésung inkubiert und anschliel3end

Uber Nacht entfarbt. Danach wurden die Gele einmia\Wasser gewaschen.

2.3.8 Enzymatische Proteolyse

Sofern nicht anders angegeben, erfolgten alle ggbeiritte an einer Sicherheitswerkbank bei

Raumtemperatur unter Verwendung eines Thermomixers.

2.3.8.1 Enzymatische Proteolyse in Losung

Vor Durchfiihrung der Proteinspaltung wurden 20 gl zli analysierenden Proteinlésung mit
einer Vakuumzentrifuge (2.1.12) zur Trockne einggamd das resultierende Pellet in 5 pl
einer 8 M Harnstofflosung (in Ammoniumbicarbona@04mM) rekonstituiert. Die Reduktion

erfolgte mit Dithiothreitol (DTT, 7,5mM) fur 15 mi bei 56 °C. Die anschlieRende
Alkylierung mit lodacetamid (IAA, 20 mM) wurde fiit5 min bei Raumtemperatur unter

Lichtausschluss durchgefiuhrt. Vor Zugabe der pigtischen Enzyme wurden die Losungen
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1:6 (v/v) mit Wasser verdunnt. Im Falle einer eafifan Proteolyse wurde die Endoprotease
Trypsin zugefiigt (Enzym/Substrat-Verhaltnis 1:20n()) und die Probe fur 16 h bei 37 °C
inkubiert. FUr eine doppelte proteolytische Spajtumurde zunéchst das Enzym AspN
zugefugt (Enzym/Substrat-Verhdaltnis 1:20 (m/m)) umei 37 °C fur 6 h inkubiert.
Anschlie3end wurde Trypsin zugegeben (Enzym/Subgeenéltnis 1:20 (m/m)) und erneut
bei 37 °C fur 16 h inkubiert. Die Reaktion wurdecuZugabe von Trifluoressigsaure(TFA)-
Losung (10 % (v/v)) gestoppt und die Peptidmiscleimdir die massenspektrometrische
Analyse (2.5.2) mit einer Vakuumzentrifuge (2.1.12)f ein Volumen von 20-40 pl

eingeengt.

2.3.8.2 Enzymatische In-Gel-Proteolyse

Fur die proteolytische Spaltung wurden nachfolgauigefiihrte Losungen frisch hergestelit:

Reduktionslésung: 10 mM Dithiothreitol in 200 mM NEHCO;
Alkylierungslosung: 55 mM lodacetamid in 2100 mM NHCO;3
Entfarbelésung: ACN und 100 mM NBHCO; 1:1 (v/iv)
Trypsinlésung: 2 ul Trypsin-Stammldsung, 78 pl 20 mM DHHCO;
Extraktionslosung: ACN und TFA (36 (viv)) 1:2 (viv)

Die zu untersuchenden Proteinbanden wurden ausS@aGel ausgeschnitten, in ca. 1 fam
grof3e Sticke zerteilt, in 1,5 ml-Mikroreaktionsd&datberfihrt und fir 10 min in 500 pl
ACN gewaschen. Nachdem der Uberstand entfernt wiedelgte die Zugabe von 50 pl
Reduktionslosung und die Proben wurden fur 30 nen36 °C geschittelt. Im Anschluss
daran wurden die Gelstiicke in ACN gewaschen undldiierstand entfernt. Die Gelstiicke
wurden mit 50 pl Alkylierungslosung versetzt unde dReaktion fir 30 min bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss durchgefifathfolgend wurden die Gelstticke fur
10 min in ACN, dann 30 min in 100 pl Entfarbeldswmgl schliel3lich wieder 10 min in ACN
gewaschen. Die trockenen Gelstiicke wurden mit @gu15Trypsinldsung (Enzym/Substrat-
Verhéltnis 1:20 (m/m) Gberschichtet, fir 2 h béiClund danach fir 16 h bei 37 °C inkubiert.
Die Peptide wurden mit dem doppelten Probenvoluareixtraktionslésung aus dem SDS-
Gel extrahiert. Die Uberstande wurden in neue ReagefalRe uberfuhrt und fir die
massenspektrometrische Analyse (2.5.2) mit einekuMazentrifuge (2.1.12) auf ein

Volumen von 20-40 pl eingeengt.
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellkultur

Die humanen nicht-kleinzelligen Lungenkrebszeldmi (NSCLC) PC9 und PC9ER (zur
Verfigung gestellt von Julian Downward, Cancer Rege UK) wurden in Roswell Park
Memorial Institute-Medium (RPMI), erganzt mit 10®4v) hitzeinaktiviertem fGtalen

bovinen Serum (FBS), 100 U/ml Penicillin und 100mligStreptomycin bei 37 °C, 5 % GO

und gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert.

2.4.2 Zelluberstande fur Pulldown-Experimente

Fur die Gewinnung von Zelluberstanden zur Idenéfizng von t-PA-Interaktionspartnern
wurden PC9- bzw. PC9ER-Zellen, wie unter 2.4.1 liesben, in Kultur gebracht. Sobald die
Zellen eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht hattiwarde das Kulturmedium entfernt, die
Zellen viermal mit phosphatgepufferter Saline (PB&Y einmal mit serumfreiem Medium
gewaschen und anschliel3end in serumfreiem RPMI-Medultiviert. Nach 48 h wurden die
Zelluberstande abgenommen, filtriert (Porengrof@2 Qm) und anschlieRend fiur 1 h bei
1.000 xg (4 °C) zentrifugiert. Die Uberstande wurdeit Vivaspin2-Zentrifugaleinheiten auf
ca. ein Zwanzigstel ihres Ausgangsvolumens eingeend die Proteinkonzentrationen der
Lésungen wurden nach Bradford bestimmt. Die konetén Zelliberstande wurden mit

flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zuritferwendung bei -80 °C gelagert.

2.4.3 SILAC

2.4.3.1 SILAC-Experimente in E. coli-Zellen

Je 5 ml M9-Minimalmedium-R0*{C-Arginin-enthaltend, ,leichtes* M9-Medium) und M9-
Minimalmedium-R6 {°C-Arginin-enthaltend, ,schweres* M9-Medium) wurdetit einer in
Jleichtem” M9-Medium angezogenen Kultur des Baldastamme<£. coli K12/MG1655
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C unter Schittelftiviert. Je 50 ml ,leichtes” und
,schweres“ M9-Medium wurden mit jeweils 500 pl damtsprechenden Ubernachtkulturen
versetzt und bei 37 °C in 250 ml-Schikanekolbeneurgchitteln bis zu einer optischen
Dichte ODQypovon ca. 0,6 kultiviert. AnschlieRend wurden diel&elfir 15 min bei 4.000 xg
(4 °C) zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in j800 pl Tris-Puffer (50 mM, pH 8)
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resuspendiert. Von jeder Zellsuspension wurden éfrantnommen und in verschiedenen
Mischverhaltnissen (100:1, 50:1, 10:1, 5:1, 4:1, 4:1, 3:4, 1:4, 1:5, 1:10, 1:50, 1:100),
bezogen auf die Proteinkonzentrationen, gemisdetsebdefinierten Mischungen wurden per
SDS-PAGE (2.3.7) aufgetrennt. Die Visualisierundolgte mit kolloidaler Coomassie-
Farbung. Die vollstdndigen Trennspuren wurden ir8 jBanden geteilt und proteolytisch
gespalten (2.3.8). Die proteolytischen Peptidmiagenm wurden mittels Nano-HPLC/Nano-
ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS (2.5.2) analysiert.

2.4.3.2 SILAC-Experimente in NSCLC-Zelllinien

Fur den SILAC-Ansatz wurden die PC9- und PC9ERefeih RPMI-ROKO {°C-L-Arginin-
und *2C-L-Lysin-enthaltendes, ,leichtes* SILAC-Medium) @dRPMI-R6K6 t3C-L-Arginin-
und '°C-L-Lysin-enthaltendes, ,schweres* SILAC-Medium)génzt mit 10% (V/v)
dialysiertem und hitzeinaktiviertem fotalen bovin8arum (FBS), 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin bei 37 °C%% CQO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die
konditionierten und konzentrierten Zelliberstand@4.3.4) wurden gemald Tabelle 2.4
bezuglich ihrer Proteinkonzentrationen im Verhdltdi:1 gemischt und mit SDS-PAGE
(2.3.7) getrennt.

Tabelle 2.4: Probenansétze fur die SILAC-Experiment

Bezeichnung leicht schwer
Probe 1 PC9 PCOER
Probe 2 PC9ER PC9

Kontrolle 1 PC9 PC9
Kontrolle 2 PCY9ER PC9ER

Die auf dem Gel getrennten Proben wurden pro Gelspuje 8 Banden unterteilt,
proteolytisch gespalten (2.3.8) und die erhaltereeptidmischungen mittels Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS (2.5.2) analysiddabei wurden jeweils 8 aus einem
SILAC-Ansatz erhaltene Proben direkt nacheinandatyaiert, bevor drei Blindproben (1 pl
TFA 0,1 % (v/v)) und die nachsten 8 Proben anatysiarden.
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2.4.3.3 Bestimmung der Einbaurate isotopenmarkierter Amiriagen

Um die Einbaurate der markierten Aminosauren (Lysm Arginin) zu verfolgen, wurden

die jeweiligen Zelllinien unter den oben beschriedie Bedingungen auf Mikrotiterplatten mit
.Schwerem* SILAC-Medium (2 ml je Probe, taglicheoBennahme) bis zu 8 Tage kultiviert.
Fur jeden Probentag wurde Zelllysat prapariertemddas Zellkulturmedium entfernt, die
Zellen anschlieBend einmal mit PBS gewaschen uhtie8tich nach Zugabe von 500 pl
eiskalter PBS entfernt wurden. Die Zellsuspensiamde bei 1.000 xg und 4 °C fir 5 min
zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet in Lysiégr (2.1.6) suspendiert. Die Zelllysate
wurden bei 13.000 xg und 4 °C fir 10 min zentriéuti Fur die Uberstande wurden mittels
DC-Assay die Proteinkonzentrationen bestimmt urgthlre3end wurde die Proteinspaltung
in Losung (2.3.8.1) durchgefuhrt. Die erhaltenempti®enischungen wurden mittels Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS (2.5.2) analysieRie Datenanalyse erfolgte unter

Zuhilfenahme des Programms Proteome Discoverg211313).

2.4.3.4 Konditionierte Zelliberstande

PC9- und PC9ER-Zellen wurden parallel jeweils ichwerem* und ,leichtem* SILAC-

Medium fir neun Tage kultiviert, um eine Einbaurdéx markierten Aminosauren von uber
95 % sicherzustellen. Es wurden durchschnittlich-2x 16 Zellen in 10 cm Zellkultur-

schalen ausgesat und in entsprechendem SILAC-Medignzu einer Konfluenz von ca.
60 % kultiviert. Es folgte die Inkubation fir 24 ih serumfreiem Medium, nachdem die
Zellen viermal mit PBS und einmal mit serumfreiethAC-Medium gewaschen wurden. Die
Zelliberstande, welche die sekretierten ProteineZgdlen enthielten, wurden gesammelt,
gemald Herstellerangaben mit Complete Proteaseiahiibbcktail (Roche) versetzt und bei
200 xg und 4 °C far 10 min zentrifugiert. Anschield wurden die konditionierten Zelliiber-
stande mit Vivaspin2-Zentrifugaleinheiten konzesrtri(2.3.5.2) und mittels DC-Assay die

Proteinkonzentrationen der Lésungen bestimmt.
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2.5 Chemische Quervernetzung und massenspektrometriselAnalyse

2.5.1 Chemische QuervernetzungRulldown-Experimente)

Zur Identifizierung von mdoglichen Interaktionspatn des t-PA wurden chemische
Quervernetzungsexperimente mit t-PA(K2P) und koowlérten Zelliberstanden von PC9-
bzw. PCOER-Zellen bei 4 °C durchgefuhrt. Zunachstde t-PA(K2P), wie unter 2.3.4.2
beschrieben, auf mit Streptactin-Sepharose-Matbakldene Zentrifugensaulen aufgetragen,
inkubiert und gewaschen. Danach wurde die belaGamharose in zehnfachem Uberschuss
konditionierter Zelliberstande resuspendiert (3G-Rd, 300 pg Sekretomproteine) und mit
einem 1000-fachen molaren Uberschuss des amirveakuervernetzungsreagenz °8S
(Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat) versetzt. Der maaUberschuss von BS bezieht sich
dabei auf die eingesetzte Menge t-PA und setzte ais je einem 500-fachen molaren
Uberschuss von BS-Dy und BSG-D, zusammen. Die Quervernetzungsreagenzien wurden
direkt vor der Zugabe in DMSO geldst. Nach zweingn Reaktionszeit wurden die Proben
mit NH4HCO; (Endkonzentration 50 mM) abgestoppt. Die an die h8sgsematrix
gebundenen Proteinkomplexe wurden fiinfmal mit HEPEBer gewaschen. Anschlie3end
wurde die Matrix in 50 ul HEPES-Puffer (50 mM, pt#), welcher 10 U Thrombin und

2 mM CaC} enthielt, resuspendiert und tber Nacht fur 16 kuliert. Die Elution erfolgte
schlief3lich durch Zentrifugation. Von den jeweilgArbeitsschritten wurden je 10 pl Probe
entnommen und anschlieBend per SDS-PAGE analydieet. eliuerten Proteinlésungen
wurden in der Losung proteolytisch gespalten unttetsi Nano-HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-
MS/MS analysiert.

2.5.2 Nano-HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-Massenspektrometrie

Die Peptidldsungen wurden vor der massenspektregoleén Analyse chromatographisch
mittels Nano-HPLC getrennt. Die Trennung der Peptidirde anhand ihrer UV-Absorption
bei 214 nm verfolgt. Das Nano-HPLC-System wurdeldimit einer Nano-ESI-Quelle eines
LTQ-Orbitrap XL Hybrid- oder Orbitrap Fusion TribHMassenspektrometers (Thermo
Fisher Scientific) gekoppelt.

Zur Trennung der Peptidgemische mit dem LTQ-Orpitkd.-Massenspektrometer wurden
folgende Flie3mittel verwendet:
FlieBmittel A: 5 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) FA

Fliel3mittel B: 80 % (v/v) ACN, 0,08 % (v/v) FA
53



Material und Methoden

Die Peptidgemische, welche aus den tryptischent@pm®n im Gel resultierten, wurden
mittels automatischen Probengebers in eine Prohbmifsc Uberfihrt und auf eine Vorsaule
(Acclaim PepMap, C18, 300m x 5 mm, 5um, 100 A, Thermo Fisher Scientific) gegeben.
Um die Proben zu entsalzen, wurde 15 min mit O/84 TFA bei einer Flussrate von
20 ul/min auf der Vorsaule gewaschen. AnschlieBemdrden die proteolytischen
Peptidlosungen mit 100 % FlieBmittel A auf die Tre@ule (Acclaim PepMap, C18,
75um x 150 mm, 3im, 100 A, Thermo Fisher Scientific) eluiert und mihem FlieRBmittel-
gradienten (von 0 auf 20 % B in 130 min, 20 auf?4® in 50 min, 40 auf 100 % B in 4 min,
100 % B fiir 11 min) getrennt.

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte Uber desamten Zeitraum des Gradienten.
Hierfir wurde ein Ubersichtsmassenspektrum bei reieflosung von R = 60.000 (bei
m/z400) in einem Massenbereiailz350 — 2.000 aufgenommen und datenabhéngig die funf
hdchsten Signale einzeln mit einem Massenfenste2vbh in der linearen lonenfalle isoliert,
mit CID fragmentiert (normierte FragmentierungsegnreB5 %) und bei einer Auflésung von
R = 15.000 (bemn/z400) in der Orbitrap analysiert.

Zur Trennung der Peptidgemische mit dem OrbitragidfuMassenspektrometer wurden

folgende Flie3mittel verwendet:

Fliel3mittel A: 0,1 % (v/v) FAin4®
Flie3mittel B: 0,08 % (v/v) FAin ACN

Mit Hilfe eines automatischen Probengebers wurdemads der proteolytischer Spaltung in
Losung resultierenden Peptidmischungen in einedhisthleife injiziert und auf die Vorsaule
(Acclaim PepMap, C8, 300m x 5 mm, 5um, 100 A, Thermo Fisher Scientific) gegeben.
Zunachst folgte dort die Entsalzung durch 15-mgggi Waschen mit 0,1 % (v/v) TFA.
Schliel3lich wurden Peptide mit 100 % Fliel3mittelbdf die Trennsaule (Acclaim PepMap,
C18, 75um x 250 mm, 2um, 100 A, Thermo Fisher Scientific) eluiert. Dieefinung erfolgte
Uber 6 h mittels eines Gradienten (von 0 auf 35 % B90 min, 35 auf 85 % B in 5 min,
85 % B fur 5 min). Die Datenregistrierung erfolgte datenabhéngigem MS/MS-Modus.
Jedem bei einer Auflésung von R =120.000 (méz = 200) registrierten, hochaufgelosten
Ubersichtsmassenspektrum in einem Massenbereicmiz300 — 1500 folgte die Aufnahme
von HCD-Fragmentionenspektren bei einer Auflésuoig R = 15.000 (ben/z= 200) fir 5 s,
beginnend mit dem intensitatsstarksten Signal. Bakerungsfenster betrug 2 Th. Bereits

fragmentierte Signale wurden automatisch fur 6@t ene dynamische Ausschlussliste
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gesetzt, um den erfassten dynamisch@rBereich zu vergrof3ern und somit auch weniger

abundante lonen eines Massenspektrums zu fragmeamtie

2.5.3 Quantifizierung von Proteinen der SILAC-Experimente

Die massenspektrometrischen Daten der SILAC-Exmarien wurden mit dem
Computerprogramm Proteome Discoverer 1.3 analysigié Tandemmassenspektren der
Vorlauferionen im Massenbereiowz500-5.000 wurden unter Nutzung von Mascot (Version
2.2, Matrixscience) gegen die SwissProt Datenbardesjon 07/2012, 536.789 Eintrage)
abgeglichen. Im Falle der SILAC-Experimente mit PGA8d PC9ER-Zellen wurde die Suche
auf humane Proteine beschrankt. Die Massengenauidke Vorlauferionen wurde mit
maximal 3 ppm, die der Fragmentionen mit maxima8 @Ma angegeben. Als fixe
Modifikation wurde die Carbamidomethylierung vons@inen, als variable Modifikation die
Oxidation von Methioninen angenommen. Bis zu zwadilBchnittstellen der Protease Trypsin
wurden akzeptiert. Es erfolgte eibecoyAnalyse mit einer Falschpositivrate vorg®,01.
Zur Quantifizierung wurde die SILACZ2plex (Arg6, L6)sMethode (bzw. SILACZplex (Arg6,
LysO)-Methode fir die Experimente miE. col) der Proteome Discoverer-Software
verwendet, welche die Peakflachen der durch dipemmarkierung entstandenen Peptid-
paare miteinander vergleicht. Die erhaltenen Daterden manuell hinsichtlich des ,,Schwer-
zu-Leicht” (S/L)-Verhéltnisses, S/L-VariabilitaitedAnzahl der einzigartigen Peptide und der
Anzahl der gefundenen Paare eines Proteins untdrsBeoteine mit einem ,Schwer-zu-
Leicht*-Verhaltnis S/L> 2 bzw. S/L< 0,5 wurden als unterschiedlich exprimiert angesehe
Als sicher unterschiedlich exprimiert galten Pnogeinur, wenn sie konstant in allen
biologischen Replikaten zuséatzlich eine S/L-Valtabivon maximal 10 %, mindestens zwei
einzigartigen Peptiden sowie mindestens zwei ifleigite, isotopenmarkierten Peptidpaare

aufwiesen.

2.5.4 Quantifizierung von Proteinen derPulldown-Experimente

Die aus den chemischen Quervernetzungsexperimentaitenen massenspektrometrischen
Rohdaten wurden zur Proteinidentifizierung und rgfi@ierung mit der MaxQuant-Software
(Version 1.5.2.8) prozessiert. Es wurden die Statedastellungen fir Orbitrapgerate in
Kombination mit der UniProt Datenbank, humanes ot (Version 01/15, 89.734 Eintrage)

gewahlt. Zusatzlich wurden als fixe ModifikatioredCarbamido-methylierung von Cysteinen
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und als variable Modifikation die Oxidation von Mgininen angegeben. Als Proteasen
wurden Trypsin und AspN mit maximal vier Fehlscisidllen je Enzym angegeben. Es
wurden jeweils alle biologischen Replikate gleicghge mittels markierungsfreier

Quantifizierung (label-free quantification, LFQ) rbehnet. In tabellarischer Form wurden
LFQ-Intensitaten zusammengefasst, welche zur vesitstatistischen Auswertung mit der
Software Perseus herangezogen wurden. Die LFQ<gitdé¢en wurden als Expressionswerte
aus den Ausgabedaten zusammen mit den anderen dt@mane. B. Proteinname, Anzahl
einzigartiger Peptide, Genname, als Matrix generi@unachst wurden aus der Matrix alle
Proteine entfernt, welche als potentielle Kontamiea (ermittelt mit der

Kontaminantendatenbank), Proteine mit umgekehrtaindsduresequenz (ermittelt mit der
Reverse-Proteindatenbank) oder ausschlief3lich atlfixierte Proteine identifiziert wurden.

Um die Anreicherung von t-PA und dessen Bindungspan zu untersuchen, wurden die
LFQ-Intensitaten zur Basis 2 logarithmiert und desgeenfalls fehlende Werte aus einer
Normalverteilung berechnet. Die so transformiertexpressionswerte wurden aus allen
Replikaten kategorisch zusammengefasst und gemiaditerhin wurden doppelte t-Tests
mit einer Irrtumswahr-scheinlichkeit von< 0,01 fur die Daten durchgefuhrt. Proteine mit
einem signifikanten, positiven Testergebnis wurdals angereichert betrachtet. Zur
Visualisierung der Ergebnisse wurden die t-Testdd&nzen gegen die —Igtransformierten

Wahrscheinlichkeitswerte in sogenanni¥éwicano Plotsaufgetragen. Als Interaktionspartner
von t-PA wurden nur die angereicherten ProteinBatracht gezogen, welche in allen Proben

mit mindesten zwei einzigartigen Peptiden idengfizwurden.

2.5.5 Identifizierung von Quervernetzungsprodukten

Die Identifizierung von Quervernetzungsproduktefolgte unter Nutzung der Software
StavroX (Version 3.5.1)55]. Aus den massenspektrometrischen Rohdaten wurdetiem
Programm Proteome Discoverer MGF (Mascot genemmdt)-Dateien erstellt. Die in den
MGF-Dateien enthaltenen, experimentell ermitteNgassen wurden durch StavroX mit einer
Liste theoretischer Quervernetzungsprodukte abgegt. Fir den Abgleich wurden
maximale Massenabweichungen von 3 ppm fir Vorldwfen bzw. 10 ppm fur Frag-
mentionen sowie ein Signal-Rausch-Verhaltnis vomdestens zwei angenommen. Als
Endoproteasen wurden Trypsin und AspB;términale Spaltung nach Lysin und Arginin
bzw. N-terminaler Spaltung vor Asparaginsdure und Glutséure, bis zu drei

Fehlschnittstellen je Enzym) gewahlt. Desweiteranden als mdgliche Modifikationen die
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Carbamidomethylierung von Cysteinen und die Oxatatvon Methioninen bertcksichtigt.
Als Quervernetzungsreagenz wurde’8%y/D, mit Lysinseitenketten sowie déhTermini

der Proteine als mdglichen Reaktionsstellen akedpti Die Ubersichtsspektren sowie die
Fragmentionenspektren der durch StavroX ermittepetentiellen Vernetzungsprodukte

wurden manuell Gberprift.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Quantifizierung sekretierter Proteine mittels SILAC

Die SILAC-Methode stellt ein ausgezeichnetes Mittet Proteomik dar, zwei oder mehrere
unterschiedliche Zustdnde von Zellen oder Organisnggiantitativ miteinander zu
vergleichen [91-93]. Fruhestmdglich, d.h. bereits wahrend der Zelltegl und des
Wachstums, werden die Proteine durch den Einsatz isstopenmarkierten Aminosauren
metabolisch markiert. Auf diese Weise wird einetdpensignatur in die Proteine eingefuhrt
[88]. In der Regel werden die Aminosauren Lysin und/o8leginin flr die Markierung
eingesetzt. Die zu untersuchenden Proteome werdan der Analyse mit Trypsin
proteolytisch gespalten, sodass eine Quantifizggranf Peptidebene im Massenspektrum
erfolgen kann. Peptide, die mit ,schweren Aminosatimarkiert wurden, unterscheiden sich
in ihrer IsotopenzusammensetzutN(statt'*N und/oder®C statt'’C), verhalten sich aber
wahrend der Probenpraparation sowie der chromagibgehen Trennung und
massenspektrometrischen Analyse genauso wie ilgghten“ Analoga. Die relativen
Verhéltnisse der Peptidsignale im Massenspektrdauleen eine direkte Abschatzung der
Peptid- und damit der Proteinmengen zwischen vezdehen Zustanden.

Mit den in dieser Arbeit durchgefthrten SILAC-Exipeenten mitNSCLC-Zellen (PC9 und
PCO9ER) sollte untersucht werden, ob Unterschiededen Proteinregulation zwischen
erlotinibsensitiven  und  erlotinibresistenten  Lurigminomzellen  bestehen. Die
Wechselwirkungen zwischen einem Tumor und dem imgaebenden Gewebe spielen eine
wichtige Rolle bei der Karzinogenese und der Resigntwicklung gegentber verschiedenen
Behandlungsmethoden. Unterschiede im Tumorsekretheser Zellen koénnten damit
wichtige Informationen bezlglich potentieller Résmezmarker liefern und mdgliche neue

Therapieansatzen begrinden.

3.1.1 Optimierung der SILAC-Experimente mit E. coli-Zellen

Fur die Optimierung und Validierung der SILAC-Auswmg wurden zunachst beispielhaft
SILAC-Experimente mit dem Bakterienstamit coli K12/MG1655 durchgefuhrt. Hierfur
erfolgte die Kultivierung der Zellen in entsprechem leichtem* {°C-L-Arginin

enthaltendem) und ,schwerem*3C-L-Arginin enthaltendem) Minimalmedium, wie unter
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2.4.3.1 beschrieben. Nachdem die Zellen geerntetimnris-Puffer resuspendiert wurden,
erfolgte die Mischung von ,schweren“ (S) und ,ldieh* (L) Proben beziglich ihrer
Biofeuchtmasse in definierten Verhaltnissen (1:2A®0:1 (m/m)). Die definierten
Mischungen wurden per SDS-PAGE aufgetrennt, im @eleolytisch gespalten und die
durch Proteolyse erhaltenen Peptidmischungen siitaeho-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-
MS/MS analysiert. Beispielhaft ist itbbildung 3.1das Massenspektrum mit zwei Peptiden
der Ribosephosphat-Pyrophosphokinase dol) mit zwei exemplarisch ausgewahlten S/L-
Paaren dargestellt. Der Abstand der Isotopenmbstieéigt 3 Th (entsprechend 6 Da bei z =
2). Die Intensitaten der charakteristischen Isatopgster spiegeln das in diesem Fall

eingesetzte definierte ,Schwer zu Leicht” (S/L)-W&itnis von 4:3 wider.

,leichtes” Peptid
625,278 i,
100 2=2
90
20 625,779 n»Sschweres”Peptid
3 628,288
g 70
g
, 2
625,278 5 6o 628,789
10 3 %0
T =40 626,281
“““ (3] )
90 2.,
8 T 20 629,291
80 RN 626,783
75 e 10 l 629,793
. 0 _
70 624_625 _626_627_628 629 630 631 632_633_m/z
s 65 leichtes” Peptid
60 694,370 .
@ 100 z=2
S 55
Z 5 90 o
i ,schweres” Peptid
2 45 694,370 .- 80 694,871 697,374
=
g 40 & g 70
2
» s 60 697,875
30 3 50
,s] 463771 2
z 40
20 e
0 2 5 695,372
0 850,415 1249,551 20 698,376
926,470
: - 695,844
5 10 8 698,848
l | i
0 0 :
400 600 800 1000 1200 1400 1600 m/z L. 693694 695..696 .697.698-699..700. 701 702 m/z..

Abbildung 3.1: Massenspektrum einer SILAC-markierté=. coli-Probe.

Die E. coli-Probe wurde im definierten SILAC-S/Liv&tnis von 4:3 eingesetzt, welches sich in den
charakteristischen Isotopenmustern der beiden Imdispit ausgewdahlten Peptide der Ribosephosphat-
Pyrophosphokinase (Swiss Prot-Eintrag POA719) eiifdet.
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Die massenspektrometrischen Daten wurden mit déw&e Proteome Discoverer 1.3 und
den unter 2.5.3 beschriebenen Einstellungen prigzesSo erhaltene Daten wurden auch
manuell untersucht, um die Richtigkeit der autos@tiermittelten Ergebnisse zu tberprifen.
Ziel dabei war es, die eingesetzten definiertenh&knisse, welche sich im S/L-Verhaltnis
widerspiegeln, mit geringstmaoglicher Falschpos#tier zu erhalten. Im Allgemeinen

entsprachen die von der Software berechneten Wertevorher eingesetzten Verhaltnissen,
jedoch gab es bei nahezu allen Proben zahlreiclerefer in den Ergebnislisten. Daher
sollte untersucht werden, auf welche ParameterliEsnfgenommen werden kann bzw. fur
welche Parameter noch weitere Beschrankungen éigigeferden kénnen, um die Ausreil3er
zu minimieren, ohne dabei wahre Quantifizierungskengsse zu verlieren. Als optimale
Methode stellte sich heraus, die S/L-Variabilitdeiker als 10%, mindestens zwei

einzigartige Peptide pro Protein und mindestens zweQuantifizierung herangezogene S/L-
Paare festzulegen. Durch die zusatzlichen Beschriggn konnten AusreiRer nahezu

vollstandig ausgeschlossen werden.

3.1.2 SILAC-Experimente mit NSCLC-Zelllinien

3.1.2.1 Bestimmung der Einbaurate isotopenmarkierter Amiriagen

Zur Bestimmung der Einbaurate der isotopenmarkieAeninosauren Arginin und Lysin
wurden sowohl PC9- als auch PC9ER-Zellen in ,sckwér SILAC-Medium Kkultiviert.
Dabei wurden fiir jede Zelllinie je 8 Proben (jewdih 2 ml Medium) auf Mikrotiterplatten
angesetzt, um die Einbaurate mit taglicher Problemealiber einen Zeitraum von 8 Tagen zu
verfolgen. Der gewdéhlte Zeitraum wurde vorab aus delldopplungsraten und der
empfohlenen Anzahl an Zelldopplungen fir SILAC-BExpente berechnet. Es wird
allgemein angeraten, nach Erreichen einer Einbawat mindestens 35, was in der Regel
nach 5-7 Zelldopplungen der Fall ist, die Zellenr fden Zeitraum zwei weiterer
Zelldopplungen im entsprechenden Medium zu kulterne um eine Einbaurate von nahezu
100% zu erhalten90, 113].

Wie in Abbildung 3.2 zu sehen ist, wurde nach 7€raKultivierung in ,schwerem® SILAC-
Medium, was fur PCOER-Zellen 6,5 bzw. fir PC9-&ell7 Zelldopplungen entspricht, flr
beide Zelllinien eine durchschnittliche Einbauraten tGber 986 (PC9ER: 96,8%, PCO9:
97,07%) erreicht. Die abgeschatzten Werte entsprachem dén empfohlenen Werten der

Literatur. Um eine Einbaurate von nahezu #@u gewahrleisten, wurden die Zellen fur die
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vergleichenden SILAC-Experimente zwischen erlotiedistenten und elrotinibsensitiven

Zellen folglich fur 9 Tage in ,schwerem* SILAC-Madgdn kultiviert.

Einbaurate (%)
e
1

B PCO9ER

tpPco

L

t(d)

Abbildung 3.2: Einbaurate def*C-Isotopenmarkierten Aminosauren.
Die Einbaurate def*C-markierten Aminosauren Arginin und Lysin in PG§elb) und PC9ER-Zellen (rot) ist
fur acht Tage dargestellt. Bereits nach sieben Thafgntsprechen 6,5-7 Zelldopplungen) wurde fir deid

Zelllinien eine angestrebte Einbaurate von Ubef®&rreicht

3.1.2.2 Préparation konditionierter Zelltiberstande

Die Zelliberstande der gewahlten NSCLC-Zelllinieareen fiir 9 Tage im entsprechenden
serumhaltigen Medium kultiviert, um eine Einbaurde **C-markierten Aminoséuren von
nahezu 1006 sicherzustellen. Danach wurden die Zellen, wiKapitel 2.4.3.4 beschrieben,
gewaschen und anschlieRend fir 24 h serumfrei Zesein danach die Zelluberstande
abzunehmen, welche das Sekretom enthielten. Nahen wllstandigen Markierung stellte
die Konzentrierung der Zelliberstéande einen wi@rti§unkt der Probenaufarbeitung dar. Fur
die weiteren Untersuchungen der Proben mittels BBGE und LC/MS/MS waren die
Ausgangsvolumina zu grof3, um sie vollstdndig zurlimsten bzw. der Proteingehalt der
Uberstande zu gering, um nur mit Teilmengen welitarzeiten. Es wurden verschiedene
Methoden getestet, das Volumen der Zelliberstandevezringern und dabei mdoglichst
geringe Proteinverluste zu verzeichnen. Es wurdeei @tablierte Vorgehensweisen

(Ultrafiltration, Acetonprazipitation und TCA-Prguiation) einander gegenubergestellt.
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Zunachst wurden unterschiedliche Filtereinheitenrsai@edener Hersteller fur die
Ultrafiltration evaluiert. Im Speziellen handelte ch um Zentrifugenfiltrationseinheiten der
Firmen Merck Millipore (Amicon Ultra mit 3 kDa bzwl0 kDa Molekulargewichts-
ausschluss (MWCO)) und Sartorius (Vivaspin mit 22kB kDa, 5 kDa und 10 kDa MWCO).
Die Filtereinheiten wurden mit dem entsprechendélivélumen an Zelliberstanden befullt
und gemalR Herstellerangaben zentrifugiert, bis géaglinschte Restvolumen erreicht war
(2.3.5.2). Mittels DC-Assay wurde der Proteingefit Proben vor und nach der Filtration
bestimmt und die Werte der verschiedenen Ansatsgimander verglichen. In Abbildung 3.3

sind die Werte aller getesteten Ultrafiltration$iten einander gegeniubergestellt.
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Abbildung 3.3: Vergleich verschiedener Ultrafiltragnseinheiten.

Es wurden Filter der Firmen Merck Millipore (M, Acoinfilter) und Sartorius (S, Vivaspinfilter) mit
verschiedenen Molekulargewichtsausschliissen getd3thei wurden die Proben auf ein vergleichbares
Volumen von 150-250 pl eingeengt und bezuglichiPdetzinverlustes bei der Probenkonzentrierung wstent.

In rot sind dabei die Proben vor, in griin nach @dtration dargestellt.

Es ist klar ersichtlich, dass die Vivaspin-Filterit 2 kDa MWCO das beste Ergebnis
erzielten. Wahrend bei beiden Zentrifugationsfdteheiten von Merck Millipore sowie bei
denen von Sartorius mit einem Ausschluss von 5 HfivkDa ein Proteinverlust von uber
90 % verzeichnet wurde, konnte der Proteinverlustden Sartoriusfiltern mit 3 bzw. 2 kDa
MWCO auf 75% bzw. 60% reduziert werden. Die Experimente wurden einmiaiderholt
und flhrten zu vergleichbaren Resultaten. Die \puas-ilter mit 2 kDa MWCO stellten
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unter den Ultrafiltrationseinheiten also die mit sdnd beste Alternative dar. Da der
Proteinverlust mit knapp &® aber immer noch vergleichsweise hoch lag, solifearnative
Methoden zur Konzentrierung der Zelliberstdnde der weiteren Probenbearbeitung
entwickelt werden.

Um zu prifen, ob sich der Proteinverlust bei desbEnkonzentrierung weiter reduzieren
lasst, wurden die Vivaspin-Filter (2 kDa GroRenabisss) mit den Methoden der
Acetonprazipitation und der TCA-Prézipitation vésgen (Methodenbeschreibung siehe
2.3.5.2). Hierfur wurden flr die verschiedenen l#e#n jeweils Zelliberstande gesammelt,
vereinugt und in gleichen Ausgangsvolumina fur wieerschiedlichen Methoden eingesetzt.
Die Versuche wurden dreimal wiederholt und die Brobmittels SDS-PAGE analysiert
(Abbildung 3.4).

W 4,2% unbekannt

M 55,3% Signal/Regulator
®19,3% Enzym

m8,6% Transport
m8,2% Struktur

®3,9% Immunabwehr

0,5% Speicherung

Abbildung 3.4: Vergleich verschiedener Konzentriemgsmethoden mittels SDS-PAGE.

(A) Um Acetonprazipitation (A), TCA-Prazipitation (Tnd Ultrafiltration (U) miteinander zu vergleichen
wurden gleiche Mengen beziiglich der Ausgangs- umty@umina auf ein Gradientengel (4-20 %) aufgegrag
Die Experimente wurden in Triplikaten (1-3) durcfiget. (B) Funktionseinteilung der Proteine, die bei der

Ultrafiltration im Molekulargewichtsbereich < 50 kbDmassenspektrometrisch nachgewiesen werden konnten

Von den untersuchten Methoden zur KonzentrierungZeéliiberstande ist die Ultrafiltration
als am besten geeignet zu betrachten. Bei gleiélsgangsvolumina identischer Lésungen
ist bei vergleichbaren Endvolumina nach der Ullirafiion im Vergleich zur Aceton- oder
TCA-Prazipitation die grof3te Proteinmenge nachwaisb/or allem bei Proteinen mit
Molekulargewichten kleiner als 50 kDa ist eine dlebe Anreicherung im Vergleich zu den

anderen Methoden sichtbar. Dieser Bereich ist timith der Sekretomanalytik besonders
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interessant, da es sich bei sekretierten Protelramptsachlich um kleinere Proteine und
Peptide handelt. Die SDS-PAGE-Analyse zeigt einerldldung des Gels in diesem Bereich.
Eine massenspektrometrische Analyse nach protechdgr Spaltung des Gelbereichs
<50 kDa ergab, dass es sich bis auf wenige Auseahmelche auf geringe Mengen an
Zellrickstanden und nicht charakterisierte Protemlickzufihren sind, um sekretierte
Proteine handelt. Auch die in Abbildung B4gezeigte Einteilung der Proteine gemal’ ihrer
Funktion ist aufschlussreich und entspricht dernMgung, dass im Sekretom hautsachlich
kleine Proteine mit regulatorischer, signalgebemutgr enzymatischer Funktion zu finden

sind.

Um bei der Probenvorbereitung fur eine vergleicleer8lLAC-Analyse verschiedener
NSCLC-Zelllinien mdglichst geringe Proteinverluste verzeichnen und probenspezifische

Fehler zu minimieren, wurden die Arbeitsablaufedtadisiert (Abbildung 3.5).

PC-9 leicht PC-9ER schwer PC-9ER leicht PC-9 schwer

| | | |
i I i i
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der SILACkgerimente.
Dargestellt ist die Versuchsdurchfihrung eines dm@chen Experiments zur Untersuchung in der

Proteinregulation im Sekretom verschiedener NSCkeflliZien.
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Es wurden zunachst PC9- und PC9ER-Zellen jeweilsachwerem* und ,leichtem* SILAC-
Medium fiir neun Tage kultiviert, gewaschen, sereitgesetzt und nach 24 h die Uberstande
abgenommen. Nach der Proteinkonzentrationsbestipmuuarden die Uberstande wie
beschrieben im Verhaltnis 1:1 (bezogen auf ihretdfmkonzentration) gemischt, mittels
Ultrafiltration (Vivaspin, 2 kDa MWCO) konzentriemind anschlieBend per SDS-PAGE
aufgetrennt. Die erhaltenen Proben wurden im Geyratisch proteolysiert und mit Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-Massenspektrometrie gsialt.

3.1.2.3 Identifizierung unterschiedlich regulierter Protei@a des NSCLC-Sekretoms

Ziel der SILAC-Experimente mit PC9- und PC9ER-Zellevar es, herauszufinden, ob
Unterschiede in den Proteinmengen zwischen erh@nisitiven und erlotinibresistenten
Zellen bestehen. Die Wechselwirkungen zwischen neireumor und dem umliegenden
Gewebe spielen eine entscheidende Rolle bei degikayenese und Resistenzentwicklung
gegeniber apoptose- oder nekroseinduzierenden 8lehgsmethoden. Differenzen im
Tumorsekretom zwischen resistenten und sensitivalerZ konnten damit Aufschluss tber

Resistenzmechanismen, Resistenzmarker oder pdienigeie Therapieanséatze geben.

Die SILAC-Experimente wurden in vier biologischeregikaten durchgefuhrt, welche
jeweils aus zwei Proben und zwei Kontrollen bestan(Tabelle 3.1). Bei den zwei Proben
waren die Zelllinien jeweils entgegengesetzt matksodass eine weitere Kontrollfunktion
zur Minimierung falsch positiver Ergebnisse gegetan, welche zusatzlich zu den ohnehin

sehr strikten Beschrankungen die Zuverlassigkeitdentifizierungsergebnisse erhdhte.

Die aus den verschiedenen Proben erhaltenen mas&é&msnetrischen Daten wurden mit
den unter 3.1.1 beschriebenen Auswahlkriterien auotferschiedlich regulierte Proteine
untersucht. Durchschnittlich wurden bei den Analys800 humane Proteine, mit
geringfigigen Abweichungen in der Anzahl identd#izer Proteine zwischen einzelnen

Messungen, identifiziert.

Bis auf wenige Ausnahmen blieben die Kontrollen elyuantitative Unterschiede. Einige
wenige Ausreil3er (Elafin, Serin-Protease 23, Pno&i00-A8 und Protein S100-A9) fanden
sich jedoch trotz der stringenten Auswahlkriterierverschiedenen Kontrollen und sind in
Tabelle 3.1 aufgefuhrt. Auffallig war, dass die den Kontrollen als ,unterschiedlich

reguliert* identifizierten Proteine nur vereinzedtuftraten und nicht konstant in allen
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Kontrollen vorzufinden waren. Aus dieser Tatsactgale sich die zusatzliche Einschrankung
fur die Auswertung der SILAC-Proben, dass Kandidakenstant in allen Proben aller
Replikate ,unterschiedlich reguliert* sein mussess ,sicher differenziert reguliert*

kategorisiert zu werden.

Tabelle 3.1: Ubersicht der biologischen ReplikaterSILAC-Experimente.

Bezeichnung Typ Zelllinie Anzahl Falsch Positive
identifizierter
Jleicht” | ,schwer” Proteine

1. P1.1 Probe PC9 PC9ER 972
biologisches P1.2 Probe PC9ER PC9 752
Replikat K1.1 Kontrolle PC9 PC9 861 Elafin

K1.2 Kontrolle PC9ER PC9ER 860 Serin Protease 23
2. P2.1 Probe PC9 PC9ER 790
biologisches P2.2 Probe PC9ER PC9 816
Replikat K2.1 Kontrolle PC9 PC9 931

K2.2 Kontrolle PC9ER PC9ER 1043 Protein S100-A8 und -A9
3. P3.1 Probe PC9 PC9ER 857
biologisches P3.2 Probe PC9ER PC9 963
Replikat K3.1 Kontrolle PC9 PC9 911

K3.2 Kontrolle PC9ER PC9ER 886
4. P4.1 Probe PC9 PC9ER 833
biologisches P4.2 Probe PC9ER PC9 924
Replikat K4.1 Kontrolle PC9 PC9 843 Protein S100-A8

K4.2 Kontrolle PC9ER PC9ER 994 Protein S100-A8

Die Auswertung der SILAC-Proben ergab eine Lista 80 Proteinen mit einem auffalligem
S/L-Verhdltnis (Tabelle A.1). Von diesen 50 Proginerfillten nur funf alle geforderten
Kriterien, in allen Replikaten und Messungen (Ratiahsfaktor> 2, S/L-Variabilitat < 10 %,
Anzahl einzigartiger Peptide eines Protein®, Anzahl zur Quantifizierung herangezogenen
S/L-Paare> 2, sekretorisches Protein) und wurden als ,sictgferenziert reguliert
kategorisiert. Weitere neun Proteine konnten natlet Auswahlkriterien vollstandig erfullen
und wurden aufgrund der aus den SILAC-Experimentg&rk. coligewonnenen Erkenntnisse
als ,moglicherweise differenziert reguliert” eing#$. Eine Auflistung dieser in den
untersuchten NSCLC-Zelllinien unterschiedlich regraén Proteine stellt Tabelle 3.2 dar. Der
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Tabelle ist auch zu entnehmen, in welcher der idadhh eine Hochregulierung stattfand und

wie grol3 das Ausmal? der Regulierung in Bezug zuglgehszelllinie war.

Fur die funf ,sicher differenziert regulierten® Remme, dem gewebespezifischen
Plasminogenaktivator tifsue-type plasminogen activatoit-PA), urokinasespezifischen
Plasminogenaktivator u(okinase-type plasminogen activatoun-PA), plattchenstdmmigen
Wachstumsfaktor D platelet-derived growth factor D PDGF-D), epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptoegidermal growth factor receptoEGFR) und myeloidstammigen
Wachstumsfaktor niyeloid-derived growth factpr MYDGF) konnte, abgesehen vom
letztgenanntem, in den letzten Jahren ein klaresa#dumenhang zur Entstehung bzw.

Entwicklung verschiedener Krebsarten hergesteltties.

Tabelle 3.2: Unterschiedlich regulierte Proteine w&C9- und PC9ER-Zellen.

Die grau hinterlegten Proteine wurden als ,sicheifferenziert reguliert’, die nicht hinterlegten als
.moglicherweise differenziert reguliert* eingestuth der ersten Spalte ist die Zelllinie angegebander das
betreffende Protein hochreguliert wurde. In der itere Spalte ist der Faktor bzw. das Ausmald der Regag

(bezugnehmend auf die Vergleichszellline) aufgefihr

1 Faktor | Uniproteintrag | Name (Abkiirzung)
PCOER | 3-10 P00750 Gewebespezifischer Plasminogenaktivator (t-PA)
PC9 2-6 P00749 Urokinasespezifischer Plasminogenaktivator (u-PA)
PC9 2-3 Q9GZPO Plattchenstammiger Wachstumsfaktor D (PDGF-D)
PC9 2-3 P00533 Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)
PC9 2-4 Q969H8 Myeloidstammiger Wachstumsfaktor (MYDGF)
PC9 8-10 P02750 Leucinreiches Alpha-2-Glykoprotein (LRG1)
PC9 3-6 Qaul42 Carboxypeptidase A4 (CPA4)
PC9 2-3 P43251 Biotinidase (BTD)
PC9 2-3 Q9uM22 Ependyminverwandtes Protein 1 (EPDR1)
PC9 2-3 Q13162 Peroxiredoxin-4 (PRDX4)
PC9 2-3 Q99584 Protein S100-A13 (S100A13)
PC9 3-5 Q03169 Tumornekrosefaktor Alpha-induziertes Protein 2 (TNFAIP2)
PC9 2-5 P55145 Mesencephalischer Astrozytenstammiger Neurotrophischer Faktor (MANF)
PC9 2-3 Q9HB40 Retinoidinduzierbare Serin-Carboxypeptidase 1 (SCPEP1)
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Der gréf3te Unterschied ist fur t-PA (hochreguliarPCOER-Zellen um den Faktor 3-10) zu
verzeichnen, gefolgt von u-PA (hochreguliert in PX&ien um den Faktor 2-6), MYDGF

(Faktor 2-4) sowie PDGF-D und EGFR (jeweils FakZe8). Auch wenn in Tabelle 3.2 noch
weitere Proteine mit beachtlichen quantitativenféd&nzen zwischen den zwei Zelllinien zu
finden sind, wurden diese aufgrund ihrer Zuordnaigy nur ,mdglicherweise differenziert
reguliert* eingestuft und werden im Folgenden nickiiter diskutiert. Beispielhafte

Massenspektren der 5 differenziert regulierten dtmen sind in den Abbildungen A.2-A.5

sowie 3.6 gegeben.

Wie in dieser Arbeit beschrieben, handelt es sickimb gewebespezifischen
Plasminogenaktivator um eine Serinprotease, weddlsefinf Doméanen (F, E, K1, K2 und P)
besteht. Auch fur t-PA wurden Zusammenhange zwisdassen Regulation und bestimmten
Krebsarten, wie Brust-, Lungen- Pankreas- und Kkielns beschriebefd, 54-56] T-PA ist
ein etablierter Tumormarker fir Brustkrefs7]. Obwohl t-PA im Zusammenhang mit
bestimmten Aspekten der Krebsentstehung und Eniuvigkdiskutiert wird, ist das Protein
diesbezuglich l&angst nicht so gut charakterisieet sein Urokinase-spezifisches Analogon u-
PA (Kapitel 4.1). Dies und die Tatsache, dass tiPAen in dieser Arbeit durchgefihrten
SILAC-Experimenten das deutlichste Ergebnis (Rdguiaunterschied bis zu Faktor 10)
aufwies, fihrten dazu, dass t-PA in weiterfihren@aperimenten genauer charakterisiert
werden sollte. Im Speziellen sollten Bindungspagtelien mit verschiedenen klonierten und

in E. coli exprimierten Varianten von t-PA durchgefuhrt werdkapitel 3.2).

Das Massenspektrum eines t-PA-Peptids, welches imenme der SILAC-Experimente
identifiziert wurde, ist in Abbildung 3.6 A gegebeim diesem Fall lag das t-PA-Peptid
funfmal so haufig im PC9-Sekretom wie im PCO9ER-8&kn vor (vgl. Intensitaten der
Isotopenmuster im Massenspektrum von AbbildungB3.6Das hier gezeigte Peptid konnte
mit einer guten Fragmentionenabdeckung sicher ifdaatt werden (MS/MS, Abbildung 3.6

unten).
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Abbildung 3.6: ESI-Massenspektren.

(A) Massenspektrum mit Trypsin proteolytisch gespalté roteine, einer Mischung aus ,schweren* PC9ER-

(**c-Arg, **C-Lys) und ,leichten“ PC9-Zellen*{C-Arg, **C-Lys). Das Isotopenmuster des ausgewahlten t-PA-

Peptids spiegelt ein S/L-Verhéltnis von 1:5 wid@&). Fragmentionenspektrum des aus dem Massenberéich m
400-2000 ausgewahltent-PA- Signals bei m/z 668j@30Peptids HEALSPPFYSER (Aminosauren 417-427).
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3.2 Klonierung, Expression und Reinigung von t-PA

3.2.1 Klonierung von t-PA in verschiedene Vektoren

Es wurden drei Expressionsplasmide fur untersciciegllt-PA-Varianten hergestellt (Kapitel

3.2.1.1 und 3.2.1.2). In Abbildung 3.7 sind diewendeten Inserts der Plasmide dargestellit.

Ncol Xhol
A t-PA 297-562 He
Start Stop
ATG TGA
Xhol
B ) He T t-PA 297-562
Start Stop
ATG TGA
Ncol BamH| Xhol
C t-PA 211-562 | i S S
Start Stop
ATG TGA

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der DNA-kgs der t-PA-Expressionsplasmide.

(A) Ausschnitt der Multiplen Klonierungsstelle (MGR)s pEt-28a(+)-Vektors, in den das Insert fur t-PA(
inklusive C-terminalem Hexahistidin-Tag ¢jHkloniert wurde. B) MCS-Ausschnitt mit t-PA(P)-Insert inklusive
N-terminalem Hexahistidin-Tag und Thrombinschrettst(T). C) Ausschnitt der MCS des Klonierungsvektors
mit den Inserts fur t-PA(K2P) und doppeltem C-taiaen Strep-Tag Il (S) inklusive Thrombinschnittste

3.2.1.1 Klonierung von t-PA(P) in pET-28a(+)

Um verschiedene t-PA(P)-Expressionsplasmide furH#iestellung der Proteasedomane von
t-PA zu konstruieren, wurde das Plasmid 14AANVSPAtpMA, welches die zur
Expression mitE. coli codonoptimierte DNA-Sequenz der Proteasedomanev@R)t-PA
enthélt, eingesetzt (Kapitel 2.1.1). Es wurde sdveite t-PA(P)-Variante miN-terminalem
als auch mitC-terminalem His-Tag hergestellt (Abbildung 3.8).
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MCS 1 o
KanR
lacl pET—28a(+) _ t-PA(P)
Restriktion o
ori
Ligation PET-tPA(P¢ ) . U U
AmpR _ Transformation: U Sequenzierung Transformation:
Kan®  DH5a BL21(DE3)
lacl Codon plus(DE3) RIL
14AANVSP_| T Rosetta(DE3) pLsyS

t-PA-pMA 1. PCR

2. Restriktion
t-PA(P)

Abbildung 3.8: Klonierung von t-PA(P) in pET28a(+)

Die DNA-Sequenz der t-PA-Proteasedoméne (P) wundedam Vektor 14AANVSP_t-PA-pMA in die Multiple
Klonierungsstelle (MCS) des Vektors pET-28a(+), Keihamycinresistenz (K&) f1 Replikationsursprung (ori)
und T7-Promotor (prm) subkloniert und so der Exgiensvektor pET-tPA@P bzw. pET-tPA(R) hergestellt.
Die Plasmide wurden anschlieBend in DHBellen transformiert, sequenziert und Plasmide mér

gewtlinschten Sequenz zur Expression in verschiéarwdi-Stamme transformiert.

Mittels PCR wurden die t-PA(P)-Inserts vervielfgitiund durch passende Primer gezielt
Restriktionsschnittstellen angefiigt. Es wurden d&amer C-Term.His6F tPA(P) und
C-Term.His6R_tPA(P) genutzt, um die Insertions-DNAr fdie t-PA(P)-Variante mit
C-terminalem His-Tag (t-PA(P:)) mit den Restriktionsschnittstellen der Enzyhed und
Xhd zu erweitern. Desweiteren wurden die Primé-Term.His6F tPA(P) und
N-Term.His6R_tPA(P) verwendet, um die Amplifizierudgr Insert-DNA fur die t-PA(P)
Variante mitN-terminalem Hig-Tag (t-PA(Ry)) und den Restriktionsschnittstellen fidd
und Xhd zu gewahrleisten. Nach erfolgreicher PCR wurdenggwiinschte Insertions-DNA
und die Vektor-DNA mit den passenden Restriktiodsemkleasen geschnitten, gereinigt und
anschlieBend ligiert. Da sich die Ligation bei ZD fur 30 min mit einem Vektor/Insert-
Verhaltnis von 1:3 als nicht erfolgreich erwies,rden weitere Temperaturbedingungen (24 h
bei 4°C, 33 h mit einem Temperaturgradient vonC4lsis 20°C) mit verschiedenen
Vektor/Insert-Verhaltnissen (1:3, 1:6, 1.9) getedimbei erwies sich die Ligation mit einem
Temperaturgradienten als effektivste die Variaridge Vektor/Insert-Verhaltnisse hatten
dabei keinen signifikanten Einfluss. Bei allen faglen Ligationen (Kapitel 3.2.1.2) wurden
daher der beschriebene Temperaturgradient und ektoWInsert-Verhaltnis von 1:3 als
Standardbedingungen gewahlt. Die Plasmide pET-tBAYRd pET-tPA(R) zur Expression
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von t-PA(R) bzw. t-PA(R) in E.coli konnten erfolgreich hergestellt werden. Die
subklonierten DNA-Inserts entsprechen den codiemerdNA-Sequenzen der vollstandigen
Proteasedoméne des t-PA, welche die Aminosauren5@87umfasst (Abbildung 3)7
Chemisch kompetente Dld2Zellen wurden mit den Plasmiden pET-tPAYRund pET-
tPA(Py) transformiert (Kapitel 2.2.2). Zur Uberprifungr d@NA-Sequenzen wurden jeweils
5 ml-Tageskulturen der entsprechenden Zellen artggfeind die Plasmid-DNA aus den
geernteten Zellen extrahiert und sequenziert (k&gi2.3 und 2.2.9). Chemisch kompetente
E. coliBL21 (DE3)-, BL21 (DE3) Codon Plus RIL- und RoseDE3) pLysS-Zellen wurden

mit Plasmiden transformiert, welche die gewilinsamsertions-DNA enthielten.

3.2.1.2 Klonierung von t-PA(K2P) in pgund pSy

Zur Konstruktion der beiden t-PA(K2P)-Expressioasphide wurden die Plasmide pA27fd7
von Elisabeth Schwarz sowie V152 und V162 von Frdakicke zur Verfligung gestellt
(Kapitel 2.1.1). Das Plasmid pA27fd7 enthélt die flie Aminosduren 211-562 des t-PA
codierende DNA-Sequenz. Die Plasmide V152 und Vé6thalten die codierende DNA-
Sequenz eines C-terminalen bzw. N-terminalen, doppelten Strémag I mit

Thrombinschnittstelle.

Klonierung von t-PA(K2P) in pS

Zunachst wurde das Str@agInsert mittels PCR amplifiziert und durch die Peim
F 152 BamHI und R_152 Xhol um die Restriktionsstthtgllen der Endonukleas&anH|
und Xhd erweitert. Das so erhaltene Insert und der Vekter-28a(+) wurden mit diesen
Restriktionsenzymen geschnitten und anschlieRegeerti Es wurde erfolgreich der
Klonierungsvektor pS hergestellt. Weiterhin wurden die Primer F_K2P_NETTS und
R_K2P_BamHIC-TTS verwendet. Diese Primer dienten bei der PCRAroplifikation des
t-PA(K2P)-Inserts mit den Schnittstellen der Ré&sishsendonukleaseBanH| und Ncd.
Das vervielfaltigte Insert und der Vektor p&urden mit beiden Enzymen geschnitten und
danach ligiert. Die Produktion des Expressionsuwskpz-K2P, welcher die DNA-Sequenz
von t-PA(K2P) inklusive abspaltbaren doppelten gffag Il enthalt, war erfolgreich. Eine
Zusammenfassung der Subklonierung ist in AbbildBu8yeranschaulicht.
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T7 prm

Kanf —

Restriktion TSS
(BamHl/Xhol) T7 prm
—_— TSS
Ligation Kanf Restriktion t-PA(K2P)
Iss 4" (BamHI/Ncol)
Ligation
_—
1. PCR T7 prm -
2. Restriktion
(BamHl/Xhol)
pA27fd7 —_—
1. PCR
2. Restriktion
(BamHI1/Ncol)

t-PA(K2P)

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Klonigrgsstrategie.

Die DNA-Sequenz fur einen doppelten Strep-Tagklugive Thrombinschnittstelle (TSS, Thrombinscéteitt-
Strep 1I-Strep 11) wurde aus dem Vektor V152 inMidtiple Klonierungsstelle (MCS) des Vektors pBE{),
mit Kanamycinresistenz (K&n f1 Replikationsursprung (ori) und T7-Promotqrrf) subkloniert. In den so
erstellten Klonierungsvektor gSwurde anschlieRend die DNA-Sequenz von t-PA(K2® dem Vektor pA
27fd7) subkloniert und so der Expressionsvekter& hergestellt.

Das Expressionsplasmid ¢82P wurde in chemisch kompetente DiHBellen transformiert.
Aus den Zellen einer 5 ml-Tageskultur wurde diesPi@-DNA extrahiert und durch
Sequenzierung die Richtigkeit der gewilnschten DNAuenz bestétigt. Zur Vorbereitung
der Expression wurde das gewtinschte Plasmid in iskerkompetent&. coli BL21 (DE3)
Codon Plus RIL-Zellen transformiert. Da das t-PARZen Codons enthélt, die coli nur
selten verwendet, wiirde die Translation daher gaftreverden. Bei dem Expressionsstamm
E. coli BL21 (DE3) Codon Plus RIL handelt es sich um eigemtechnisch veranderten
Stamm, welcher fur einen erweiterten Codongebrauesitzliche tRNAs enthalt. Somit kann
das artfremde, humane Gen schnell und effizienstatiert werden, was die Proteinausbeute
erhoht.
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Klonierung von t-PA(K2P) in pS

Zunachst wurde das Str@agInsert mittels PCR amplifiziert und durch die Peim
F_162 Xbal und R_162_BamHI um die Restriktionssitsiellen der Endonukleasetba
und BanHI erweitert. Das so erhaltene Insert und der Viegier-28a(+) wurden mit diesen
Restriktionsenzymen geschnitten und anschlieBegiérti Weiterhin wurden die Primer
F_K2P_BamHIN-TST und R_K2P_HindllIN-TST genutzt, um bei der PCR zur
Amplifikation des t-PA(K2P)-Inserts, dieses mit deRestriktionsschnittstellen der
EndonukleaserBanH| und Hindlll zu erweitern. Die Sequenzierung des PCR-Praghikt
zeigte jedoch, dass die gewlnschte Restriktiongsstetie fur das EnzynHindlll nicht
vorhanden war. Eine Produktion des Expressionsvekif-K2P, welcher die DNA-Sequenz
von t-PA(K2P) inklusive abspaltbaren doppelten |sffag Il enthalt, konnte somit nicht
erfolgen. Der neue Klonierungsvektoryp&ur Subklonierung von Fusionsproteinen it

terminalem, doppeltem Strélfag Il wurde jedoch erfolgreich hergestellt.

3.2.2 Expression und Reinigung von t-PA(P)-Varianten

E. coliBL21 (DES3)-, BL21 (DE3) Codon Plus RIL- und RosefDE3) pLysS-Zellen, welche
die Expressionsplasmide pET-tPAjRoder pET-tPA(R) enthielten, wurden in LB-Medium
bei 37 °C kultiviert. Nach Erreichen einer optischRichte (O, von 0,5-0,6 wurde die
Expression mit 0,1 mM oder 1 mM IPTG induziert. Nager Expression bei 18 °C bzw.
37 °C fur 18 h Gber Nacht wurden die Zellen mit@ésntrifugation geerntet, aufgeschlossen
und fraktioniert. Da t-PA(P) 12 Cysteine enthalglete alle in Disulfidbricken involviert
sind (Abbildung 1.2), konnte mit keinem der dreng&tenE. col-Stamme eine |6sliche
Expression von t-PA(P), wie von Lext al. beschrieben, erzielt werden (Abbildung 3.10)
[114]. Dabei war es nicht von Belang, welche Bedingungdixpfessionsstamm,
Expressionstemperatur oder IPTG-Konzentration)esatgt wurden (Abbildung 3.10). Daher
wurde folgend die Ruckfaltung des Proteins ausdhinsskorpernifclusion bodiesIB) von

E. colidurchgefuhrt.
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Abbildung 3.10: Expressionstest des t-PA(P)-Fusiprateins.

SDS-PAGE verschiedener Proben einer Expressiorl®€iC der E. coli-Stamme BL21 (DE3), BL21 (DE3)
Codon Plus RIL und Rosetta (DE3) pLysS, welcheRlasmid pET-tPA(R) enthielten. Es wurden je 5 pl
Gesamtlysat (G), l6sliche Fraktion (L) und nichliéise Fraktion (N) sowohl vor (v), als auch nach @er
Induktion mit 0,1 mM IPTG aufgetragen. Zum Verdleisurden je 5 pl Proteinstandard (S, PageRuler
Unstained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientifigjgefihrt.

Weiterfihrend wurde die Expression ausschliel3lighdem StamnE. coli BL21 (DE3) bei

37 °C und einer Induktionskonzentration von 0,1 MG genutzt, um t-PA(P) aus den
entstandenen Einschlusskorpern zu solubilisierehdumch Ruickfaltung in seine aktive Form
zu Uberfuhren. Nach der Expression wurden die dajlerntet und wie in 2.3.2 beschrieben

prapariert, um die Einschlusskorper zu isolieret zun solubilisieren.

Das in der dialysierten IB-Losung enthaltene, dematte t-PA(P) wurde vor der Ruckfaltung
gereinigt. Zur Reinigung wurde eine immobilisieméetallionenaffinitatschromatographie
(IMAC) gewahlt. Das Fusionsprotein sollte mitteleines Hexahistidin-Tags an die
Saulenmatrix binden, so dass andere Proteine unstige Verunreinigungen abgetrennt
werden konnen. Hierfir wurde die Proteinldsung eiue mit Nf* beladene HisTrap FF-

Saule (5 ml) geladen und mit Ladepuffer, welchem®@ Imidazol enthielt, gewaschen, bis
die Absorption bei 280 nm wieder nahezu Null waanBch wurden die Proteine mit einem
linearen Gradient (von 20 mM bis 500 mM Imidazdeii 20 Saulenvolumina eluiert und das
Eluat in 1 ml-Fraktionen getrennt (Abbildung 3.11).
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Die verschiedenen Fraktionen wurden per SDS-PAGHEhaen Proteingehalt bzw. auf die
Reinheit des Zielproteins Uberprift. Diese Reinggstrategie erwies sich jedoch als
ungenigend (Abbildung 3.11). Zum einen waren noehulreinigungen enthalten, welche
durch eine leichte Erhdhung der Imidazolkonzerdratim Ladepuffer bzw. mit einem
zusatzlichen Waschschritt verringert werden konn#®m anderen eluierte das Zielprotein
bei einer Imidazolkonzentration von ca. 100-300 mNker einen relativ grof3en
Volumenbereich, was zu einer starken VerdinnungRiebe fiihrte. Aus diesen Griinden

wurde die Reinigung von t-PA(P) weiter optimiert.
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Abbildung 3.11: Reinigung des t-PA(P)-Fusionsprotsi mit linearem Imidazolgradient.

(A) Chromatogramm der Reinigung von t-PA(P): Absamptibei 280 nm (blau), relativer Anteil des
Elutionspuffers (griin), Leitfahigkeit (braun), Hhrsfraktionen (rot). B) SDS-PAGE-Analyse der
verschiedenen Fraktionen: Proteinstandard (S), lfedeion (L), Durchlauf (D), Waschfraktionen 1 ugdw),

Elutionsfraktionen 1-15 (E).
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Als effiziente Elutionsmethode erwies sich ein laddlstufengradient. Das an die HisTrap
FF-Saule gebundene Protein wurde zunachst mi6l@AC-Puffer B (entsprechend einer

Imidazolkonzentration von ca. 50 mM in der Waschiiy Uber 50 S&ulenvolumina

gewaschen wund anschlieBend mit 100% IMAC-Puffer (Bntsprechend einer

Imidazolkonzentration von 500 mM) Uber 4 Saulenwuha eluiert. Es wurden zwei

Fraktionen zu je 5 ml, welche den Elutionspeak wstEn, separat gesammelt. Wie die
Untersuchung der Fraktionen im Hinblick auf die itait des Zielproteins mittels SDS-
PAGE zeigt, konnte auf diese Weise t-PA(P) ohngrisiginte Verdiinnung effektiv gereinigt

werden (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Reinigung des t-PA(P)-Fusionsprotsi mit Imidazolstufengradient.

(A) Chromatogramm der Reinigung von t-PA(P): Absamptibei 280 nm (blau), relativer Anteil des
Elutionspuffers (griin), Leitfahigkeit (braun), Hhrsfraktionen (rot). B) SDS-PAGE-Analyse der
verschiedenen Fraktionen: Proteinstandard (S), bDlaaf (D), Waschfraktionen 1 und 2 (W),
Elutionsfraktionen 1 und 2 (E).

Die Charakterisierung der in den Gelbanden enthatte Proteine wurde mittels
enzymatischer Proteolyse im Gel und Nano-HPLC/NES8bLTQ-Orbitrap-MS/MS
durchgefuhrt. Fur beide Fusionsproteine Gitbzw. N-terminalem Hisfag t-PA(R:) und t-
PA(Py), konnte die gewlinschte Aminosauresequenz (Abihgdi13) bestatigt werden.
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t-PA(Pc) — Sequenzabdeckung: 70,29 %

1 MGSTCGLRQY SQPQFRI KGG LFADI ASHPW QAAI FAKHRR SPGERFLCGG | LI SSCW LS AAHCFOERFP
71 PHHLTVI LGR TYRWPGEEE (KFEVEKYIV HKEFDDDTYD NDI ALLQLKS DSSRCAQESS VVRTVCLPPA
141 DLOLPDWEC ELSGYGKHEA LSPFYSERLK EAHVRLYPSS RCTSCHLLNR TVTDNML.CAG DTRSGGPQAN
211 LHDACOGDSG GPLVCLNDGR MILVGE | SWG LGCGOKDVPG VYTKVTNYLD W RDNVRPLE HHHHHH

t-PA(PN) —Sequenzabdeckung: 96,17 %

1 MGSSHHHHHH SSCLVPRGSH MSTCELRQYS QPCOFRI KGGEL FADI ASHPWO AAI FAKHRRS PGERFLCGH

71 LI SSCW LSA AHCFQERFPP HHLTVI LGRT YRVVPGEEEQ KFEVEKYI VH KEFDDDTYDN DI ALLQLKSD
141 SSRCAQESSV VRITVCLPPAD LOQLPDWECE LSGYGKHEAL SPEYSERLKE AHVRLYPSSR CTSOHLLNRT
211 VIDNMLCAGD TRSGGPQANL HDACQGDSGG PLVCLNDGRM TLVA | SWEL GCGOKDVPGY YTKVTNYLDW
281 | RDNVRP

Abbildung 3.13: Aminosauresequenzen der t-PA(P)-kussproteine.
Aminosauresequenz des t-PAdFusionsproteins (oben) und des t-PQMFusionsproteins (unten). Start und
Verbindungsregionen sind in orange, die Thrombingtstelle in grin und Hexahistidintag in blau dasjellt.

Die Sequenzbereiche, die massenspektrometriscitigeésturden, sind rot unterstrichen.

Das gereinigte, denaturierte Protein wurde andgahd dialysiert, gepulst in den
Ruckfaltungspuffer getropft und fir 48 h bei 4 t®ubiert. Bei der erhaltenen Proteinlésung
sollte noch ein Pufferaustausch erfolgen, um Vesmmgungen fir weiterfUhrende
Untersuchungen mittels chemischer Quervernetzunghi@issenspektrometrie zu entfernen.
Der verwendete Rickfaltungspuffer enthéalt Amingripp(Tris-Puffer), welche mit dem
aminreaktiven Quervernetzungsreagenz “@Sreagieren und damit die gewiinschte
Quervernetzung zwischen den Proteinen verhindemdeviFir den Pufferaustausch wurden
verschiedene Optionen Uberprift (FPLC mittels HpTdesalt-Saule, Zentrifugation mit
Amicon ultra 15- oder Vivaspin 20-Filtern), von @ensich die chromatographische Variante
mit Entsalzungssaule als am besten geeignet hésltessUm die korrekte Faltung des
Proteins zu Uberprifen, wurde ein Aktivitatstess$lie type Plasminogen Activator Human
Chromogenic Activity Assay Kit) durchgefiihrt. Da®sIprinzip beruht darauf, dass t-PA
spezifisch inaktives Plasminogen in die aktive €ase Plasmin umwandelt, welches ein
chromogenes Substrat spaltet und para-NitroanpiNA() freisetzt. Dieses kann durch
Messung der Absorption bei 405 nm detektiert werd@68]. Im Vergleich zum
Volllangenprotein (WHO-Standard) zeigte t-PAFPhur knapp 20 %, t-PAE nur 18%
Aktivitat. Die vergleichsweise geringen Aktivitateder exprimierten t-PA(P)-Varianten

lassen darauf schlie3en, dass die Rickfaltung deteiRs vermutlich nicht vollstandig
78



Ergebnisse

stattgefunden hat und die Proteine nicht oder zdeshnicht ausschlie3lich in ihre native
Form dberfihrt wurden. Eine weitere Mdoglichkeit ted$ darin, dass die isolierte

Proteasedoméne von t-PA keine volle Aktivitat ausiveDaher wurde zusétzlich eine

Variante des t-PA (t-PA(K2P)), bestehend aus dend@ 2- und der Proteasedomane (als
aktives Therapeutikum bekannt als Reteplase, Abbgd1.4), kloniert und exprimiert

(Kapitel 3.2.1.2 und 3.2.3).

3.2.3 Expression und Reinigung von t-PA(K2P)

Mit dem Plasmid pSK2P transformiertd.coli BL21 (DE3) Codon Plus RIL-Zellen wurden
bei 37 °C in LB-Medium bis zu einer optischen D&l@D;oovon 5,0-0,6 kultiviert und mit
0,1 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte B&i°C fur 18 h Giber Nacht. Anschlie3end
wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet whed Zellpellets analog den t-PA(P)-
Varianten gemald Einschlusskorperpraparation nacHbolBi et al. bearbeitet und das
Zielprotein rickgefalte{106] (Kapitel 2.3.3). Lediglich der Reinigungsschritfagte im
Gegensatz zu t-PA(P) nach der Ruckfaltung (Abbitpdri4).

A

Expression Reinigung: IMAC |———> t-PA(P) IM
Zellagfschlgﬁ Ruckfaltung —— <
IB-Praparation Pufferaustausch 2u geringe Aktivitit

Aktivitatstest

B

Expression t-PA(K2P) Relmgung: Interaktionsstudien
ZellaufschluR® Streptactin-Sepharose
IB-Praparation Elution:
Ruckfaltung Desthiobiotin oder Thrombin

Aktivitatstest

Abbildung 3.14: Ubersicht zur Aufarbeitung von t-PA
(A) Gewinnung der t-PA(P)-Fusionsproteine, der Rpingsschritt erfolgte vor der Ruckfaltung. (B) Gawung
des t-PA(K2P)-Fusionsproteins, die Reinigung et®lgach der Rickfaltung.
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Das t-PA(K2P)-Fusionsprotein enthdl-terminal einen doppelten Strd@@g I, welcher
durch das zur Elution bendétigte Desthiobiotin biedk wiirde. Somit ware eine flr die
Pulldown-$rategie bendttigte erneute Affinitatsanreicherunchihmehr mdoglich gewesen.
Daher wurde das Fusionsprotein nach der RuckfaliomgsogenannterBatchVerfahren
gereinigt und die gewlnschte Aminosauresequenz ansgsktrometrisch bestatigt
(Abbildung 3.15).

t-PA(K2P) — Sequenzabdeckung 94,36 %

1 VENSDCYFGN GSAYRGTHSL TESGASCLPW NSM LI GKVY TAONPSAQAL GLGKHNYCRN PDGDAKPWCH
71 VLKNRRLTWE YCDVPSCSTC GLROYSQPOF RI KGGLFADI ASHPWOAAI F AKHRRSPCGER FLCGAE LI SS
141 CW LSAAHCF QERFPPHHLT VI LGRTYRVV PGEEECKFEV EKY! VHKEFD DDTYDNDI AL LOLKSDSSRC
211 AQESSVVRTV CLPPADLOLP DWECELSGY GKHEALSPFY SERLKEAHVR LYPSSRCTSQ HLLNRTVTDN

281 MLCAGDTRSG GPOANLHDAC OGDSGGPLVC LNDGRMTLVG | | SWEL.GCGQ KDVPGVYTKV TNYLDW RDN
351 MRPGSLVPRG SAWSHPOFEK GCGSCEGESCE GSWSHPOFEK

Abbildung 3.15: Aminosauresequenz des t-PA(K2P)-fussproteins

Verbindungsregionen sind in orange, die Thrombingtstelle in grin und der Streptag Il in blau dasjellt.

Die Aminosauren 2-5 entsprechen den natirlich vorkenden Aminosauren der Verbindungsregion zwischen
Kringel 1- und Kringel 2-Doméanen von t-PA. Die Sexgbereiche, die massenspektrometrisch bestatigiemwu
sind rot unterstrichen.

Beim BatchVerfahren wurden zunachst 30 ug ruckgefaltete&(kRP)-Fusionsprotein auf

eine sich in Zentrifugeneinheiten befindliche Stagfin-Sepharose-Matrix geladen, inkubiert,
gewaschen und mit Desthiobiotin eluiert (KapiteB.2.2). Die Reinigungsschritte wurden
mittels SDS-PAGE dokumentiert (Abbildung 3.16).r Klie Elutionsfraktion, welche das
gereinigte Protein enthielt, wurden eine Konzemirsbestimmung nach Bradford und ein
Aktivitatstest analog t-PA(P) durchgefihrt.
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Abbildung 3.16: Expression und Reinigung des t-PAR)-Fusionsproteins.

(A) SDS-PAGE-Analyse des E. coli-Gesamtlysats vorufwdl nach (nl) der Induktion mit 0,1 mM IPT@)(
SDS-PAGE der verschiedenen Reinigungsschritte-R#&(K2P) mittels Streptactin-Sepharose. Proteindtad
(S), Ladefraktion (L), t-PA(K2P) gebunden an Staeph-Sepharose-Material (B) und Elutionsfraktidf) (

Fur das t-PA(K2P)-Fusionsprotein konnte eine Akdéivivon 78-88%6 im Vergleich zum
Volllangenprotein (WHO-Standard) nachgewiesen wer@bbildung 3.17). Die Diskrepanz
der Aktivitdt im Vergleich zum Volllangenproteinsist sich mit einer nicht vollstandigen
Ruckfaltung des Proteins, dem moglichen Einflussfdelenden Doméanen (Fingerdomane,
EGF-ahnliche Domé&ne und Kringel 1-Doméne) auf diektivitat sowie durch
Messungenauigkeiten begriinden. Mit dem erfolgreigbrimierten, aktiven Protein wurden
weiterfiihrende Untersuchungen bezlglich potenti¢ilA-Interaktionspartner im NSCLC-
Sekretom mittels chemischer Quervernetzung und éfasgpektrometrie inPulldown

Experimenten durchgefuhrt.
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Abbildung 3.17: Aktivitatsbestimmung des t-PA(K2P}sionsproteins.

(A) Zeitverlauf zur Bestimmung der t-PA-Aktivitdt dekombinant hergestellten t-PA(K2P)-Fusionspraein
(rot) im Vergleich zum Volllangenprotein (WHO-Stard] schwarz) bei einer Konzentration von 0,04 jig/u
(entsprechend 20 I1U/ml). B} Regressionsgerade, ermittelt aus den Messwerterschiedener t-PA-

Konzentrationen (0-40 1U/ml) nach einer Stunde Reakzeit bei 37 °C.
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3.3 Identifizierung von t-PA-Interaktionspartnern im NS CLC-Sekretom

3.3.1 Proteinidentifizierung mittels Quervernetzung und MS

Bei t-PA handelt es sich um einen etablierten Bid@aflr Brustkrebs, welcher auch im
Zusammenhang mit bestimmten Aspekten der Karzireggenliskutiert wird. Allerdings ist
t-PA diesbeziglich langst nicht so gut charakterisiwie z. B. sein Urokinase-spezifisches
Analogon u-PA (Kapitel 4). Daher sollte t-PA in wexflihrenden Experimenten genauer
charakterisiert werdef57]. T-PA wies bei den in dieser Arbeit durchgefihri@iAC-
Experimenten die deutlichste differentielle Regolazwischen PC9- und PC9ER-Zellen mit
einer Hochregulation um den Faktor 10 in PC9ERefelluf. Im Speziellen sollten
Bindungspartnerstudien mit den PC9- bzw. PCOER&ekren und der aktiven t-PA(K2P)-
Variante durchgefuhrt werden, welche erfolgreichniktrt und inE. coli exprimiert wurde
(Kapitel 3.2.1.2 und 3.2.3). So sollten Signaltchridionswege des t-PA und dessen Rolle in
der Resistenzentwicklung gegen Chemotherapeutii@,den Tyrosinkinaseinhibitor (TKI)
Erlotinib, aufgeklart werden.

Zur Identifizierung moglicher Interaktionspartneonvt-PA wurde einéPulldownStrategie
mit Affinitatsanreicherung und chemischer Querveraeg gewahlt. Zunachst wurde das
t-PA(K2P)-Fusionsprotein wie unter 2.5.1 beschneba eine Streptactin-Sepharose-Matrix
gebunden und gewaschen. Anschlieend wurde dasonSpsotein mit konzentrierten
Zelluberstanden der PC9- bzw. der PCO9ER-Zellen bideti und mit dem aminreaktiven
Quervernetzungsreagenz ®Sversetzt. Nach einer Reaktionszeit von zwei Startei 4 °C
wurde die Reaktion mit Ammoniumbicarbonatlésung esdgppt, bevor das Protein mit
Thrombin eluiert, in-LOsung proteolytisch gespalterd die Peptidmischung mittels Nano-
HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-Massenspektrometrie analysweirde. Zum Vergleich wurden die
Experimente ohne chemische Quervernetzung sowiee ofwPA und chemische
Quervernetzung durchgefuhrt. Diese Kontrollexperitee dienten dazu, unspezifische
Bindungen an die Matrix zu identifizieren und damjialsch positive* Ergebnisse zu
eliminieren. Eine Ubersicht der Versuchsdurchfiilgrist in Abbildung 3.18 gegeben. Die
Interaktionsstudien des t-PA-Fusionsproteins wurdeh Sekretomen der PC9-Zellen und
PC9ER-Zellen in je drei biologischen Replikaten ieiveils zwei technischen Replikaten

durchgefuhrt.
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Abbildung 3.18: Schematische Darstellung der cheofien Quervernetzungsexperimente.

Nach Expression in E. coli und anschlieBender éinextraktion wurde t-PA mittels Affinitatsanreictieg von
Verunreinigungen befreit. AnschlieRend wurde t-Pi varschiedenen NSCLC-Sekretomen inkubiert und mit
chemischer Quervernetzung und anschlieRender NaMdNano-ESI- Orbitrap-Massenspektrometrie
beziglich moglicher Bindungspartner analysiert. Kémtrolle dienten Reaktionen, welche analog duettigrt
wurden, aber I) kein Quervernetzungsreagenz odexéder t-PA noch Quervernetzungsreagenz enthidliem
mogliche Bindungspartner zu identifizieren, wurdka massenspektrometrischen Daten der Proben und de
Kontrollen gleichzeitig mit der MaxQuant Softwan@zessiert und anschlieRend mittels der Perseutsv&ef

statistisch evaluiert.

Diese Strategie sollte es ermdglichen, t-PA(K2P)Komplex mit seinen durch chemische
Quervernetzung fixierten Interaktionspartnern aemirern. Um die einzelnen Schritte der
Experimente nachzuvollziehen, wurden wahrend desuébsverlaufs Proben enthommen
und mittels SDS-PAGE analysiert (Abbildung 3.19 9FR-Zellen) und A.1 (PC9-Zellen)).
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Abbildung 3.19: T-PA(K2P)-PC9ER-Crosslinking-Expenient— SDS-PAGE-Analyse.

Waéhrend des Experiments (vgl. Abbildung 3.18) wufdsben entnommen und mittels SDS-PAGE analysiert.
Zum Vergleich wurde Proteinstandard (S) aufgetragdradefraktionen (L), Waschfraktionen (W),
Elutionsfraktionen (E) und verbleibende Uberstandeh Thrombinspaltung (U) wurden aufgetragen. Aliei
Ansatze des Experiments (Kontrolle ohne t-PA(K2#R) Quervernetzungsreagenz (-), Kontrolle mit t-Ber
ohne Quervernetzungsreagenz (+) und Probe mit KRRj und mit Quervernetzungsreagenz (XL)) sind

einander gegenlbergestellt.

Die SDS-PAGE-Analysen, hier exemplarisch fir den9BR-Zelliberstand dargestellt
(Abbildung 3.19), deuten auf keine Auffalligkeitem Versuchsablauf hin. Die drei
verschiedenen Ladefraktionen (L), entsprechen debdn, welche mit NSCLC-Sekretom
versetzt wurden. Nachdem t-PA (gilt nicht fur dieatkixkontrolle) an die Streptactin-
Sepharose-Matrix gebunden und gewaschen wurdeerzaige Proben ein vergleichbares
Bild. Die Waschfraktionen (W) weisen jedoch zu emeade Unterschiede auf. So ist in der
Waschfraktion der Matrixkontolle (-) lediglich d&sreptactin-Sepharose-Material im Bereich
von 12 kDa sichtbar, wahrend in der gleichen Foaktider Kontrolle ohne
Quervernetzungsreagenz (+) zusatzlich eine schwiaabteinbande im Bereich zwischen 40
und 50 kDa zu sehen ist. Bei dieser Bande handaich um das Zielprotein t-PA(K2P), das
ein Molekularewicht von ca. 43 kDa aufweist. In Wiéaschfraktion der quervernetzten Probe
(XL) ist die t-PA(K2P)-Bande nicht mehr zu erkenpdafir sind jedoch diffuse Signale Uber
die gesamte Spur verteilt, welche mit quervernatzkomplexen von t-PA(K2P) mit

Proteinen des NSCLC-Sekretoms erklarbar sind. Digidasfraktionen der drei Anséatze
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ergeben ein vergleichbares Bild. Es sind deutliehRioteinbanden von Thrombin bei ca 38
kDa zu erkennen sowie eine schwache Bande bei £&Da, welche vermutlich durch
abgebautes Thrombin oder durch herstellungsbedMegtanreinigungen des Thrombins zu
erklaren sind. Diese Proteine dienten bei der fudge massenspektrometrischen Analyse als
Hintergrundsignale fur die markierungsfreie Quarigfung (LFQ) mittels MaxQuant. Auch
bei den Uberstanden ist das Streptactin-Sephar@serid im Bereich von 12 kDa sichtbar.
Bei der quervernetzten Probe traten analog zur Wiaddion diffuse Signale auf, welche von
der Signalverschiebung durch die chemische Queetanng des Zielproteins t-PA(K2P) mit
Sekretomproteinen und der Matrix, also spezifiscineth unspezifischen Wechselwirkungen,
stammen. Vergleichbare Resultate wurden fir allplikete sowohl mit PC9- als auch mit
PC9ER-Zelliberstanden gefunden.

Die Elutionsfraktionen wurden fir die vergleicher®keurteilung in der Losung proteolytisch
gespalten und folgend, wie unter 2.5 beschriebeassenspektrometrisch analysiert.
AnschlieRend wurden die Daten prozessiert undssitath evaluiert (Kapitel 2.5.4.). So
konnten aus den Bindungspartnerstudien von t-PAJK2IR dem PC9-Zellsekretom 22
angereicherte Proteine in den Proben mif@8nd 7 in denen ohne BS bestimmt werden
(Tabelle 3.3, A.2 und A.3). Fir die Studien mit dBG9ER-Zellsekretom wurden 34 bzw. 6
angereicherte Proteine gefunden (Tabelle 3.4, AdlAL5). Als moégliche Interaktionspartner
von t-PA wurden nur die angereicherten ProteineBéiracht gezogen, welche in allen
biologischen und technischen Replikaten mit minelest zwei einzigartigen Peptiden
identifiziert wurden. Dieses zusatzliche Auswah#édaum reduzierte die Anzahl der
maoglichen t-PA-Bindungspartner auf 14, von denear ausschliel3lich in Experimenten mit
PC9-Zellen und zwei ausschlielich in denen mit BPRZellen identifiziert wurden.
Insgesamt acht Proteine konnten sowohl in StudignP@9-Zellen als auch mit PC9ER-
Zellen als mdgliche Interaktionspartner von t-PAifiaert werden.
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Tabelle 3.3: Angereicherte Proteine — PC9-Zellen.

Auflistung der Proteine und ihrer durchschnittlichénzahl einzigartiger Peptide, welche im Verglemhr
Matrixkontrolle (-) in den Quervernetzungsexperiteen (XL) des t-PA(K2P)-Fusionsproteins mit PC9-
Zelluberstanden als angereichert identifiziert wemd Zum Vergleich wurde auch die in den t-PA-Problene
Quervernetzungsreagenz (+) gefundene, durchsdehitl Anzahl einzigartiger Peptide mit angegeben.
Fettgedruckte Proteine wurden in den relevanterbBroaller Replikate (drei biologische und je zveehnische
Replikate) mit mindestens zwei einzigartigen Peptittientifiziert und gelten als potentielle Bindspgrtner
von t-PA. Die grau hinterlegten Eintradge wurden sbhin den Experimenten mit PC9-Zelliberstanderaalsh

in den mit PCI9ER-Zelliberstanden als Bindungspartitentifiziert. Die vollstandigen Auflistung der

einzigartigen Peptide aller Replikate befinden sirohAnhang (Tabelle A.2)

Genname Proteinname - + | XL
ABHD14B Alpha/beta-Hydrolasedoméneenthaltendes Protein 14B 1| 1| 1
ACTN4 Alpha-Aktinin-4 5| 6| 18
c3 Komplement C3 3| 4| 7
CALU Calumenin o 1| 2
CDCP1 CUB-Domadneenthaltendes Protein 1 o 1| 1
CFD Komplementfaktor D 3| 4| 8
CPPED1 Serin/Threonin-Proteinphosphatase CPPED1 1 1] 1
FBLN1 Fibulin-1 2| 3| 4
FUCA2 Plasma alpha-L-Fukosidase 0| o 1
ISG15 Ubiquitinartiges Protein ISG15 1| 1 1
LAMB3 Laminin-332 1| 2| 6
LGALS3BP Galectin-3-bindendes Protein 2 2| 3
OLFML3 Olfaktomedinartiges Protein 3 8| 8| 15
PAFAH1B3 Plattchenaktivierender-Faktor Acetylhydrolase IB Untereinheit gamma o| 1| 2
PLAT Plattchenstammiger-Plasminogenaktivator (t-PA) 1| 35| 25
QSOX1 Quiescin-Sulfhydryloxidase 1 22| 27| 33
RCN1 ABC-Transporter G Familienmitglied-5 1

SRSF1 Serin-/Argininreicher Splicingfaktor 1

STC2 Stanniocalcin-2 7

TINAGL1 Tubulointerstitielle Nephritis Antigenartiges Protein 1 11| 11| 19
TMEM132A | Transmembranprotein 132A 1| 4
YBX3 Y-Box-Bindeprotein 3 3| 4

Wie erwartet, ist bei den in Tabelle 3.3 aufgeféhrProteinen, welche in Experimenten mit
dem PCO9-Zellsekretom angereicherten Proteine dlarsteauch das Zielprotein t-PA zu
finden. T-PA wurde mit 35 bzw. 25 einzigartigen t#egn in allen relevanten Proben ((+) und
(XL)) sicher identifiziert.
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Bei den acht sowohl fir PC9- als auch PC9ER-Zebegereicherten Proteinen (grau
unterlegt in Tabelle 3.3 undTabelle 3.4), welche pbtentielle t-PA-Interaktionspartner
identifiziert wurden, handelt es sich um Alpha-Alti-4 (ACTN4), Komplement C3 (C3),
Komplementfaktor D (CFD), Fibulin-1 (FBLN1), Lammi332 (LAMB3), Quiescin-

Sulfhydryloxidase 1 (QSOX1), Stanniocalcin-2, tubaterstitielle Nephritis Antigenartiges
Protein 1 (TINAGL1) und Y-Box-Bindeprotein 3 (YBX3Fur alle acht Proteine wurde ein
Zusammenhang mit einigen Krebsarten oder Chemtgagentwicklung gegen ubliche

Therapeutika berichtet, was in Kapitel 4.3 ausithdr diskutiert wird.

In den PulldownExperimenten von t-PA(K2P) mit den PC9-Zelliberd&m wurden auch
vier Proteine angereichert, welche in den Experteremmit PC9ER-Zellliberstanden nicht
angereichert wurden. Dabei handelt es sich um Kemeht C3 (C3), das olfaktomedinartige
Protein 3 (OLFML3), den Serin-/Argininreichen Sphigfaktor 1 (SRSF1) und das
Transmembranprotein 132A (TEMEM132A). Die drei gestannten Proteine wurden bereits
im Zusammenhang mit verschiedenen Tumorarten studiér das wenig charakterisierte
Protein TEMEM132A wurden bislang keine ZusammenbkéngBezug auf Krebsentstehung,
Entwicklung oder Chemoresistenz berichtet. Bei degiteren acht in der Tabelle 3.3
aufgefuhrten Proteinen handelt es sich um Proteuedche in derPulldownExperimenten
zwar angereichert wurden, jedoch in den relevaRtetben nicht immer mit mindestens zwei
einzigartigen Peptiden identifiziert wurden. Da ltdb diese Proteine nicht eindeutig als
Interaktionspartner von t-PA verifiziert werden koen, wurden sie nicht auf die
Kandidatenliste der t-PA-Bindungspartner aufgenomme

Analog zu PC9-Zellen sind in Tabelle 3.4 die angherten Proteine aus den chemischen
Quervernetzungsexperimenten mit den PCOER-Zelltdeisn und t-PA aufgelistet. Auch
hier wurde das Zielprotein t-PA(K2P) mit einer hohenzahl (31 bzw. 22) an einzigartigen
Peptiden sicher identifiziert. Von den insgesamtadgereicherten Proteinen erfillten 23
nicht das Kriterium, mit mindestens zwei einziggeh Peptiden in allen Messungen
identifiziert worden zu sein. Diese 23 Proteine damr daher nicht als t-PA-Bindungspartner

in Betracht gezogen.
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Tabelle 3.4: Angereicherte Proteine — PCO9ER-Zellen.

Auflistung der Proteine und ihrer durchschnittlichénzahl einzigartiger Peptide, welche im Verglemhr
Matrixkontrolle (-) in den Quervernetzungsexperiteen (XL) des t-PA(K2P)-Fusionsproteins mit PCOER-
Zellubestanden als angereichert identifiziert wurd2um Vergleich wurde auch die in den t-PA-Problne
Quervernetzungsreagenz (+) gefundene, durchsdohitl Anzahl einzigartiger Peptide mit angegeben.
Fettgedruckte Proteine wurden in allen relevanteroben mit mindestens zwei einzigartigen Peptiden
identifiziert und gelten als potentielle Bindunggpar von t-PA. Grau hinterlegte Eintrdge wurden den
Experimenten mit PCO9ER- und PC9-ZelluiberstandenBatslungspartner identifiziert. Die vollstindigesta
der Anzahl einzigartiger Peptide aller Replikatdihaéet sich im Anhang (Tabelle A.4)

Genname Proteinname - | + [ XL
ACTN1 Alpha-Aktinin-1 2| 4|10
ACTN4 Alpha-Aktinin-4 5| 6| 24
ANXA3 Annexin A3 1| 1| 2
ARG1 Arginase-1 1| 2| 2
AXIN1 Axin-1 of 0| 1
CALR Calretikulin 0| 1| 2
CASP14 Caspase-14 0| 0| 1
CAT Katalase 2 3| 2
CFD Komplementfaktor D 3| 3| 7
CPPED1 Serin/Threonin-Proteinphosphatase CPPED1 1 1| 2
EHD1 EH-Domdneenthaltendes Protein 1 0| 0| O
FBLN1 Fibulin-1 2| 3| 4
FN1 Fibronektin 1| 2| 2
GPC1 Glypikan-1 1| 1| 2
GPI Glukose-6-Phosphat-Isomerase 0| 0| 2
JUupP Junction Plakoglobin 1, 0| O
KRT2 Keratin, Typ Il cytoskeletal 2 epidermal 3] 2| 4
LAMB3 Laminin-332 1| 2| 4
LYPD3 Ly6/PLAUR-Domaneenthaltendes Protein 3 2| 3| 2
LYPD6B Ly6/PLAUR-Domaneenthaltendes Protein 6B 1 1| 1
NUMA1 Nukledres Mitotischer-Apparat-Protein 1 1| 1| 1
PAFAH1B3 Plattchenaktivierender-Faktor Acetylhydrolase IB Untereinheit gamma 0| 1| 2
PLAT Plattchenstammiger-Plasminogenaktivator (t-PA) 3|31 22
QSOX1 Quiescin-Sulfhydryloxidase 1 21| 24| 27
RTFDC1 Protein-RTF2-Homolog 0| 0| O
S100A8 Protein S100-A8 1] 1| 1
SDC4 Syndecan 4 8| 8| 17
SoD1 Superoxiddismutase [Cu-Zn] 0| 1

SPP1 Osteopontin 4| 3

STC2 Stanniocalcin-2 8| 8| 12
TINAGL1 Tubulointerstitielle Nephritis Antigenartiges Protein 1 11| 8| 15
VASN Vasorin of 0| 2
VWA1 von-Willebrandfaktor-A-Domaneenthaltendes Protein 1 3

YBX3 Y-Box-Bindeprotein 3 4| 5
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Auch in den Experimenten mit PC9ER-Zellen wurdertetsthiedliche Proteine als in
Experimenten mit PC9-Zellen angereichert. Es hargleh um Alpha-Aktinin-1 (ACTN1)
und Syndecan 4 (SDC4), welche beide schon bezudireln Rolle bei einigen Tumorarten
studiert wurden (Kapitel 4.3). Auch bei diesen beidProteinen stellt sich die Frage, ob ihre
Interaktion mit t-PA fir die Chemoresistenzentwiclkd gegeniber Erlotinib von Bedeutung

ist.

3.3.2 Auswertung der Ergebnisse

Zur Visualisierung wurden die Ergebnisse deulldownExperimente in sogenannten
Volcano Plotsdargestellt. Hierfir wurden die aus dem mit eimeumswahrscheinlichkeit
von 1% durchgefuhrten t-Test ermittelten p-Werte gegen Testdifferenzen aufgetragen.
Auf diese Weise konnten die in den verschiedenepekmenten angereicherten Proteine
verglichen werden. Es wurdevolcano Plotsder Quervernetzungsproben im Vergleich zu
Kontrollproben fur die unterschiedlichen Zelllinieangefertigt (Abbildung 3.20). Wie in
Tabelle 3.3Tabelle 3.4 gezeigt, untermauern didsés,Pdass das Zielprotein t-PA, wie
erwartet, am starksten angereichert wurde. T-P4t z@i Vergleich zu den anderen Proteinen
den mit Abstand grof3ten p-Wert. In déalcano Plotskénnen auch ,abgereicherte” Proteine
identifiziert werden. Als ,abgereichert® werden diProteine betrachtet, die einen
signifikanten p-Wert besitzen, aber eine negativ€edtdifferenz aufweisen. Wie in
Abbildung 3.20 zu sehen, werden sowohl fiir die Kalten ohne B&G (+), als auch fiir die
Proben mit B&G (XL) ,abgereicherte* Proteine angezeigt. Diesiasich damit begriinden,
dass bei den Quervernetzungsproben und den Pasitollen im Vergleich zu den
Matrixkontrollen unspezifische Bindungen wenigeufig anzufinden sind, da die Matrix
bereits das Zielprotein t-PA(K2P) gebunden hat. @1 Quervernetzungsproben werden im
Verhéltnis zu den Positivkontrollen relativ vielabgereicherte* Proteine gefunden, da durch
das chemische Quervernetzungsreagenz auch Intarakti zwischen Proteinen fixiert
werden, in die t-PA nicht involviert ist. Somit wien mdgliche Bindungsstellen fir die
Matrix blockiert oder unspezifische Bindungen durdle Proteinkomplexbildung unter
sanften Waschbedingungen leichter entfernt. Moghaleise lasst sich die Anzahl der
.abgereicherten” Proteine durch harschere Waschgedgen bei denPulldown

Experimenten deutlich reduzieren.
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Abbildung 3.20: Volcano Plots der Crosslinking-Expmente.

Darstellung der angereicherten Proteine (rot). Lsnkangereicherte Proteine mit t-PA(K2P) als Zieligia,

ohne Quervernetzungsreagenz. Rechts: angereicliedteine aus den Experimenten mit Quervernetzungs-
reagenz (bezogen auf die Matrixkontrolle)) Und @) stellen die Ergebnisse aus den Experimenten @&-P
Zelluberstanden, @) und O) die mit PCOER-Zelliberstanden dar. Die Proteimelche alle unter 2.5.4
beschriebenen Kriterien erfiillen, wurden mit ihl@ennamen (z. B. PLAT fir t-PA) gekennzeichnetgkziae
Linie markiert die Grenze der Irrtumswahrscheinkeit von 1 %.
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Die PulldownExperimente wurden auch in Hinsicht auf die Repmerbarkeit der
Ergebnisse und auf die prinzipielle Eignung fir dingspartnerstudien analysiert. Hierfur
wurden sogenanntd/ennDiagramme (Abbildung 3.21) erstellt, in denen dre den
verschiedenen Proben identifizierten Proteine urBericksichtigung unterschiedlicher
Gesichtspunkte miteinander verglichen wurden. Irbilsling 3.21 (A) wurden jeweils die
identifizierten Proteine der drei unterschiedlicheAnsatze (Matrixkontrolle (-),
Positivkontrolle (+), Quervernetzungsprobe (XL)yglehen. Dabei wurden die Listen der
Proteine, welche jeweils fir alle Replikate idamtért wurden, miteinander abgeglichen und
auf gemeinsame Eintrdge durchsucht. Fir die AnsétiePC9-Zelliberstdnden wurden
insgesamt 1187 Proteine identifiziert, von denerd §4 54%) in allen drei Ansatzen
gefunden wurden und nur 209 (~17,6 %) jeweils reinAnsatz. Fir die PC9ER-
Zelliberstande konnten insgesamt 952 Proteine, d®a® (~ 65 %) Ubereinstimmend in
allen drei Ansatzen und nur 118 (~ 12,4 %) spetifi;m den unterschiedlichen Ansatzen
zugeordnet werden. Abbildung 3.21 (B) veranschhtlidie Reproduzierbarkeit der
Matrixkontrollen. Es wurden jeweils die identificien Proteine der biologischen Replikate
der Matrixkontrollen auf Gemeinsamkeiten Uberpri#.konnten insgesamt 1488 bzw. 1133
Proteine in den Ansatzen mit PC9- bzw. mit PCOEReReidentifiziert werden. Von den
identifizierten Proteinen wurden 965 (~ 64,9 %) den Experimenten mit PC9-Zellen bzw.
845 (~ 74,6%) bei den Experimenten mit PCOER-Zellen Uberemsiend in allen drei
biologischen Replikaten nachgewiesen werden. Nuw P@oteine (~ 11,1 %) bzw. 128
(~ 11,3 %) wurden in einzelnen Replikaten gefundess auf eine gute Reproduzierbarkeit
der verwendeten Technik schlieBen lasst. In Abbiid3.21 (C) wurden die Listen der
angereicherten Proteine der verschiedenen Zehlinmiteinander verglichen. Bei den
Positivkontrollen (+) findet sich unter den ohnelmar wenigen angereicherten Proteinen
lediglich  eine  Ubereinstimmung, namlich das Zietpo t-PA. Bei den
Quervernetzungsansatzen (XL) konnten von insgesiémProteinen neun, darunter auch
t-PA, fur beide Zelllinien identifiziert werden. &b wenn der relative Anteil der
Ubereinstimmenden Proteine zunadchst gering wigkegelt dies ein gutes Ergebnis wider,
wenn man die Detailinformationen betrachtet (TawellA.2-A.5) und die Anzahl der
einzigartigen Peptide bericksichtigt. Dies bestéatdig Eignung der Affinitdtsanreicherung
kombiniert mit chemischer Quervernetzung und MSdig Suche nach Interaktionspartnern

eines bekannten Proteins.
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A - PC-9 + " PC-9ER +

B

PC-9

965
(64.9%)

PC-9ER + PC-9 PC-9ER XL PC-9

Abbildung 3.21: Venn-Diagramme der Pulldown-Experante.

(A) Venn-Diagramme der identifizierten Proteine der atNkkontrolle (-), der Kontrolle ohne
Quervernetzungsreagenz (+) und des Quervernetzasgsees (XL) fur PC9-Zellen (links) und PCOER-Zelle
(rechts). B) Venn-Diagramme der identifizierten Proteine demathkkontrollen fur die drei biologischen
Replikate der PC9-Zellen (links) und PC9ER-Zelierlits) zur Darstellung der Reproduzierbarke@) ¥/enn-
Diagramme der angereicherten Proteine von PC9- BA&®ER-Zellen fiir die Kontrollen ohne (links) und mi
(rechts) Quervernetzungsreagenz.
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Zusammenfassend sind in Tabelle 3.5 alle 14 Pmiufgelistet, welche in dieser Arbeit als
potentielle Interaktionspartner von t-PA verifiziavurden. Welche Rolle die einzelnen
Proteine bzw. deren Wechselwirkung mit t-PA bei Batstehung, Entwicklung und dem
Wachstum verschiedener Krebsarten in NSCLC-Zelmmies bei der Resistenzentwicklung
gegenuber Chemotherapeutika, wie Erlotinib, spietail im Kapitel 4.3 naher diskutiert

werden.

Tabelle 3.5: Potentielle Interaktionspartner de$i.

Proteinname Uniproteintrag  Genename PC9 PC9ER
Alpha-Aktinin-4 043707 ACTN4 X X
Komplementfaktor D P00746 CFD X X
Fibulin-1 P23142 FBLN1 X X
Laminin-332 Q13751 LAMB3 X X
Sulfhydryloxidase 1 000391 QSOX1 X X
Stanniocalcin-2 076061 STC2 X X
Tubulointerstitielle Nephritis Antigenartiges Protein 1 Q9GzZM7 TINAGL1 X X
Y-Box-Bindeprotein 3 P16989 YBX3 X X
Komplement C3 P01024 Cc3 X
Olfaktomedinartiges Protein 3 QI9NRN5 OLFML3 X
Serin-/Argininreicher Splicingfaktor 1 Q07955 SRSF1 X
Transmembranprotein 132A Q24JP5 TMEM132A X
Alpha-Aktinin-1 P12814 ACTN1

Syndecan 4 P31431 SDC4

3.3.3 Analyse von Quervernetzungsprodukten in t-PA/Protei-Komplexen

Die aus denPulldownExperimenten erhaltenen massenspektrometrischéanDaurden
prozessiert und in MGF-Dateien umgewandelt (Kaj@tbl5). Unter Nutzung des Programms
StavroX wurden die experimentell bestimmten Massgh einer Massenliste theoretisch
moglicher  Quervernetzungsprodukte  abgeglichen.  Digbersichtsspektren  und
Fragmentionenspektren der potentiellen Querverngsprodukte wurden anschlieRend
manuell Uberprift. FUr keines der 14 Proteine, elals potentielle t-PA-Bindungspartner
identifiziert wurden (Tabelle 3.5), konnten allergs spezifische Quervernetzungsprodukte
mit t-PA gefunden werden. Dies kdnnte an der Koxifilé der Proben liegen, wodurch die
Spektren zu komplex werden und eine eindeutige diuorg der Fragmentionen nahezu
unmaglich wird. Um die Interaktionesregionen zwisch-PA und den seiner identifizierten
potentiellen Bindungspartnern mittels chemischee@ernetzung aufzuklaren, empfiehlt sich

nachfolgend die Durchfiihrung von Quervernetzungsexpenten mit gereinigten Proteinen.
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4 DISKUSSION

4.1 Quantitative Sekretomanalyse mittels SILAC

Die SILAC-Methode ist ein mdglicher Ansatz der neasspektrometriebasierten quantitativen
Proteomik, welcher im Vergleich mit chemischen Markngsmethoden oder markierungs-
freien quantitativen Techniken der Proteomik digt¥ite von quantitativer Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit aufweig88]. Neuere Entwicklungen wispike-in SILAC und Super-
SILAC ermdglichten den Einzug der SILAC-Technologieklinische Anwendungsgebiete
zur quantitativen Untersuchung von Geweben und &dlissigkeiterj94, 95]

In dieser Arbeit wurde die SILAC-Technik genutztn udie Sekretome zweier NSCLC-
Zellinien (PC9, erlotinibsensitiv und PCOER, endresistent) in Bezug auf Unterschiede in
der Proteinregulation zu untersuchen. So solltdorimationen hinsichtlich der Wechsel-
wirkungen zwischen dem Tumor und dem ihn umgeber@ewebe erhalten werden. Da
diese Wechselwirkungen eine wichtige Rolle bei d&@rzinogenese und Resistenz-
entwicklung gegentber verschiedenen Therapiemethggielen, kbnnten neue Erkenntnisse,
wie z. B. die Entdeckung neuer Resistenzmarkerklawing der Mechanismen bei der
Entstehung von Chemoresistenzen oder neue Thensgiza, helfen, Veranderungen des
Tumors frihzeitig zu erkennen, die individuelle Betlung von NSCLC-Patienten zu

optimieren und die bislang negativen PrognosemiB&LC zu verbessern.

Es wurden die zwei NSCLC-Zelllinien PC9 und PC9EReusucht, welche sich lediglich
hinsichtlich ihrer Sensitivitat gegentber Erlotinibterscheiden. Da die beiden Zelllinien in
Bezug auf Morphologie, Zellkultureigenschaften, I|Pecation und Koloniebildung
vergleichbar sind, wurden sie fir die SILAC-Methaals geeignet betrachtet. Dabei konnte
durch die genaue Bestimmung der Einbaurate Vi@markiertem Arginin und Lysin
(Abbildung 3.2) sowie der Einhaltung bestimmter [Kdturbedingungen eine nahezu

vollstandige Markierung der Proteine fir beide ld@#n sichergestellt werden.

Aufgrund der geringen Proteinkonzentration (ca60yig/ml, Abbildung 3.3) in den Proben
der Zelliberstadnde war es notig, diese vor derengit Analyse zu konzentrieren. Durch die
gezielte Optimierung der Methode zur Konzentrierudgyr Zelliberstdnde konnte ein
Proteinverlust der Proben minimiert werden. Die Kemtrierung der Proben wurde nach

Mischung der zu vergleichenden ,schweren* und clie@n* Zelliberstande durchgefthrt.
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Daher kann man davon ausgehen, dass sich Fehl&hevendglicherweise im weiteren
Verlauf der Experimente auftreten, gleichermalReh dae ,schweren®, als auch auf die

Jeichten“ Proteine auswirken.

Auch die Durchfihrung der Experimente in vier bgszhen Replikaten reduzierte die
Wahrscheinlichkeit von zufélligen und falsch-pogsti Identifizierungen. Die Richtigkeit der
Ergebnisse wurde durch die Analyse von Kontrollzesda und je zwei technischen
Replikaten pro Ansatz abgesichert (Tabelle 2.4 Aipldildung 3.5). Da in jedem biologischen
Replikat beide Zelllinien sowohl ,schwer” als augbicht* markiert und analysiert wurden,
erganzten sich die Ergebnisse durch ihre gegermd@zAusrichtung. Die Anwendung der
SILAC-Technik nach optimierten und standardisiertekrbeitsprotokollen in vier

biologischen Replikaten gewahrleistete daher diprétuzierbarkeit sowie die quantitative

Genauigkeit der Analysen.

Mit den in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuaipem konnten erfolgreich 14 Proteine
identifiziert werden, welche im Sekretom der PC3efeim Vergleich zu dem der PC9ER-
Zellen unterschiedlich reguliert sind (Tabelle 3.BJit Hilfe vorangegangener SILAC-
Experimente in E.coli wurden rigorose Ausschlusskriterien ermittelt, umiie
Falschpositivrate bei der Identifizierung unterschich regulierter Proteine zwischen den
beiden Zelllinien zu minimieren. In Anbetracht dieriterien, welche fur die Zuordnung als
.sicher differenziert reguliert® zu erfullen waresind falsch positive Ergebnisse nahezu
auszuschliel3en. Die Wahrscheinlichkeit, dass eimtelr, welches mit mindestens zwei
einzigartigen Peptiden, eindecoyAnalyse mit strikter Falschpositivrate von < 0,01,
mindestens zwei isotopenmarkierten Peptidpaareey &/L-Variabilitat von maximal 10 %
und einem Regulationsunterschied von mindesten®fatvei, konstant in allen Replikaten
vorgefunden wurde, aber ein falsch positives Ergelst, konvergiert gegen Null. Die funf
als ,sicher differenziert reguliert® kategorisiaite Proteine, gewebespezifischer
Plasminogenaktivator  (t-PA), urokinasespezifischelPlasminogenaktivator  (u-PA),
plattchenstammiger Wachstumsfaktor D (PDGF-D), epichler Wachstums-faktorrezeptor
(EGFR) und myeloidstammiger Wachstumsfaktor (MYDGRerden nachfolgend kurz
vorgestellt und bezuglich ihrer Relevanz bei einieebsarten diskutiert.

Der myeloidstammige Wachstumsfaktor (MYDGF), auct®@f10 genannt, ist ein bislang
wenig charakterisiertes Protein. Es handelt sicheimparakrin agierendes Protein, welches
in  knochenmarkstammigen Monozyten produziert wills fordert das Uberleben

herzmuskularer Myozyten und die adaptive Angiogermsm kardialen Schutz bzw. deren
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Wiederherstellung nach myokardialem Infarkt15]. Das homologe Mausprotein von
C190rf10 wurde ursprunglich von knochenmarkstammiBendegewebszellen kloniert und
SF20 bzw. Interleukin 25 genannt, basierend auheseiFahigkeit, die lymphoide
Zellproliferation zu verstarkerl16]. Diese Annahme konnte in spéateren Experimenten
jedoch nicht bestétigt werdghl17]. Anschlielende Untersuchungen ergaben, dass MYDGF
von murinen Fibroblasten wahrend der adipozytéareiffel@nzierung von humanen
Synoviozyten und von kultivierten knochenmarkstageni Makrophagen sezerniert wird
[118-120] MYDGF fordert die endotheliale Zellproliferatiomnd reguliert die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade durch Intiok der schnellen Phosphorylierung
von MAPK1 und MAPKS3[115]. Hinsichtlich NSCLC oder anderen Tumorarten wurden

bislang fur MYDGF oder dessen Expressionsniveail kethe Zusammenhéange dargelegt.

Beim epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)dék es sich um ein membran-
standiges Protein, von dem auch sekretierte Isa@orexistieren. Ungefahr 20 Jahre nach der
Entdeckung des epidermalen Wachstumsfaktors im 11262, wurde auch dessen Rezeptor,
EGFR, isoliertf121-123] Spater wurde die Wichtigkeit von EGFR bei der $sfifmrylierung
von Proteinen sowie der Tumorgenese nachgewidstin 123-125] EGFR ist bekannt fir
seine klassische Funktion als Rezeptor-Tyrosinkinasr ist auf der Plasmamembran
lokalisiert und wird durch seine Liganden aktividber aktivierte EGF-Rezeptor rekrutiert
eine Reihe verschiedener Signalmolekile, was wigderur Aktivierung verschiedener
Signalwege, unter anderem beim Tumorwachstum, {8h26, 127] Der EGFR-Signalweg
ist einer der am haufigsten fehlregulierten Sigreaj@/von humanen Krebsartgr28]. In den
letzen Jahren wurden mehrere Tyrosinkinaseinhgitarnd therapeutische Antikdrper zur
Behandlung von Brustkrebs, kolorektalen Karzinomeitht-kleinzelligem Lungenkrebs,
adenosquamdosen Karzinomen von Kopf und Nacken dean&reaskrebs eingesetzt. Obwohl
enorme Anstrengungen unternommen wurden, gezielerapien gegen EGFR zu
entwickeln, wiesen die meisten nur mafiige Behamdleriolgeauf [13, 126, 129-131]Eine
Ausnahme stellt die gegen EGFR-gerichtete Therdien nicht-kleinzelligen Lungen-
karzinom daff132-135] Jedoch entwickeln nahezu alle NSCLC-PatientensRezen gegen
EGFR-Kinaseinhibitoren, wie z. B. Erlotinid36, 137] Dies zeigt die hohe Bedeutung,
Resistenzmechanismen genauer zu verstehen, um dsistéhzproblematik bei

Therapieansatzen zur Krebsbehandlung zu Gberwific&i
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Der plattchenstammige Wachstumsfaktor D (PDGF-Dhoge zu einer Familie von
Wachstumsfaktoren, deren Mitglieder diverse zelkil&unktionen in Zellen und Geweben
regulieren. PDGF-D spielt eine essentielle Rolle der Regulation der embryonalen
Entwicklung, Zellproliferation, Zellmigration undh@motaxis[139, 140] Das Protein wird
vor allem in der Niere, Herz, Pankreas, Ovarienttgégvebe, Magen, Blase, Trachea,
Testikeln und Brustdriisen exprimigt41-143] Es ist bekannt, dass PDGF-D mit dem
PDGF-Rezeptops interagiert, so den PISK/AKT-Signalweg aktiviemds auf diese Weise
Tumorentwicklung und -wachstum positiv beeinfludst2]. Eine verstarkte Expression von
PDGF-D wurde im Zusammenhang mit Prostata-, Lunglieren-, Eierstock-, Hirn- und
Pankreastumoren beobachi{&t4-147] PDGF-D wird durch u-PA aktiviert wird, dessen
Expression und Aktivitat wiederum unter anderem WRWGF-D reguliert wird145]. Dies
lasst darauf schlieRen, dass es einen direktemm#usahang zwischen u-PA- und PDGF-D-
vermittelten Signalwegen gibt, wenn auch der exaktelekulare Mechanismus noch
ungeklart ist. Dies lassen auch die in dieser Arb&ielten Ergebnisse vermuten.

Die Rolle von u-PA, seinem Rezeptor (u-PAR) und ddasminogenaktivator-Inhibitor PAIL1
beziglich Zellmigration und Invasion wurde sowohhtar physiologischen als auch
pathophysiologischen Gesichtspunkten ausfuhrliaidistt [148-150] Das u-PA-System
spielt eine Rolle bei der Tumormigration, Invasiomd Angiogenese und wurde bereits fir
zahlreiche Krebsarten untersudit1-153] U-PA wird als inaktives Proenzym Pro-u-PA
freigesetzt und durch limitierte Proteolyse in a&8 u-PA umgesetz154]. Sowohl u-PA als
auch sein Proenzym binden an einen spezifischeef®@z(u-PAR) auf der Zelloberflache
[155]. Aktives u-PA ermdglicht die Umwandlung des ZymagdPlasminogen in Plasmin.
Seine Aktivitat kann durch die Plasminogenaktivdtdrbitoren PAI1 und PAI2 unterdrickt
werden[156]. In den meisten malignen Tumoren ist der u-PA-gglisignifikant hdher als in
gesunden Geweben oder benignen Tumoren des glelghesi122, 157] Es konnten sogar
Zusammenhange zwischen dem Gehalt an u-PA, u-PAR, thd PAI2 in einigen malignen
Tumoren und Patientenprognosen festgestellt weftiza 151, 153, 158, 159Auch beim
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom konnten erhoBtgressionsniveaus im u-PA-System im
Vergleich zu gesundem Lungengewebe nachgewiesemewerjedoch konnten keine
Beziehungen zu Uberlebensraten ermittelt wefd@d, 125, 16Q]Dennoch stellt u-PA einen

vielversprechenden Angriffspunkt bei der PraventienNSCLC-Progression dgr61, 162]
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Auch t-PA, eine Serinprotease, welche aus funf Dema(F, E, K1, K2 und P) besteht,
wurde schon im Zusammenhang mit bestimmten Krefsavtie Brust-, Lungen- Pankreas-
und Kolonkrebs beschrieb¢h, 54-56] T-PA ist ein etablierter Tumormarker flr Brusthse
[57], doch im Gegensatz zu seinem Urokinase-spezifisolealogon (u-PA) ist t-PA
bezuglich Krebsentstehung und Entwicklung langshinso umfassend charakterisiert. Da
t-PA den grofdten Regulationsunterschied (bis zudfaehn) zwischen PC9- und PC9ER-
Zellen aufwies und in Bezug auf Krebs, im Speziefiér die Chemoresistenzentwicklung
gegen Erlotinib bei NSCLC, bislang eher wenig studiist, wurden in dieser Arbeit
weiterfihrende Experimente mit t-PA angestrebt. vikgden Strategien zur Klonierung,
Expression und Reinigung verschiedener t-PA-Vagsiargowie fur Bindungspartnerstudien
mittels  Affinitatsanreicherung und chemischer Qeenetzung/Massenspektrometrie
entwickelt und erfolgreich umgesetzt. Auf diese ¥éesollten die Signaltransduktionswege
von t-PA sowie dessen Rolle bei der Chemoresistéwzeklung in NSCLC-Zellen gegen
Tyrosinkinaseinhibitoren, wie z. B. Erlotinib, besscharakterisiert werden.

4.2 Klonierung, Expression und Reinigung der t-PA-Varianten

Im Zuge dieser Arbeit sollten weiterfihrende Bingspartnerstudien mit t-PA und dem
Sekretom der NSCLC-Zelllinien PC9 und PC9ER mittelsemischer Quervernetzung
kombiniert mit Massenspektrometrie durchgeflhrtdeer Da es sich beim Sekretom um eine
hochkomplexe Proteinmischung handelt, sollte t-RAnibglichst reiner Form vorliegen. Es
wurden zwei t-PA-Varianten fur die Bindungsparthedgen gewaéhlt, die als Fusionsproteine
in E. coli, wie von Lee et al. beschrieben, I6slich exprimiert werden soll{@éi4]. Durch
Subklonierung der codonoptimierten DNA-Sequenz d4?A-Proteasedoméne in den
Klonierungsvektor pET28a(+), wurden zwei Plasmide Expression von zwei t-PA(P)-
Fusionsproteinen generiert, um das ProteinNnitind C-terminalem Hig-Tag herzustellen.
Eine losliche Expression der t-PA(P)-Fusionspraeikonnte nicht erreicht werden,
unabhangig davon, welch&r coli-Stamm (BL21 (DE3), BL21 (DE3) Codon Plus RIL oder
Rosetta (DE3) pLysS) oder welche Expressionsbedigg (37 °C, 18 °C, 1 mM IPTG oder
0,1 mM IPTG) gewahlt wurden (Kapitel 3.2.2). In Astlacht der zahlreichen
Disulfidbriicken von t-PA (17 Disulfidbricken im Mahgenprotein, davon 6 in der
Proteasedomaéne) ist dies nicht verwunderlich. IkaBgoten werden Disulfidbriicken im
Endoplasmatischen Retikulum ausgebildet, dock.ooli ist dies nicht mdglich, da sie kein

Endoplasmatisches Retikulum besitzen. Wird daseRrans Cytosol translatiert, konnen
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keine Disulfidbricken entstehen, so dass die Fgltes Proteins gestort ist. Daher kommt es
haufig zur Proteinaggregation und zur Bildung vansgEhlusskorpernirfclusion bodies
Dabei ist der Einschlusskdrper in seinem InneranReduktion geschitzt und bildet deshalb
willkirlich Disulfidbricken aus. Sowohl die Fehlfahg als auch die Bildung von
Einschlusskérpern machen weitere Arbeitsschritta Her Reinigung des Proteins
erforderlich. In dieser Arbeit wurde auf eine etatbe Expression und anschliel3ende
Ruckfaltung des Proteins aus Einschlusskdrpern Raatolphet al zurtickgegriffen[106].
Doch die Aufarbeitung aus Einschlusskérpern michhsl3ender Rickfaltung lieferte nur in
begrenztem Umfang funktionelles Protein. Im Verdiezum Volllangenprotein (WHO-
Standard) zeigten die gereinigten FusionsprotearePtdoteasedoméne von t-PA @it bzw.
N-terminalem HigTag t-PA(F:) und t-PA(R), nur knapp 20 % bzw. 18 % Aktivitat. Die
vergleichsweise geringen Aktivitdten der expringartt-PA(P)-Varianten lassen darauf
schlieBen, dass die Ruckfaltung des Proteins mcligtandig oder fehlerhaft stattgefunden
hat und die Proteine nicht komplett in ihre nativéarmen uberfuhrt wurden. Ebenfalls
maoglich ist, dass die Proteasedoméne von t-PA wmihtolle Aktivitat des Volllangen-t-PA
aufweist. Fur die Interaktionsstudien mit NSCLC-@t@men sollte daher zuséatzlich eine
langere Variante des t-PA, bestehend aus den Hrixgend Proteasedoméanen (als aktives
Therapeutikum bekannt als Reteplase), kloniertexptimiert werden.

Da trotz intensiver Optimierung der Reinigung (Kapi3.2.2) die t-PA(P)-Fusionsproteine
nicht in ausreichender Reinheit zu gewinnen waselite fir die t-PA(K2P)-Fusionsproteine
ein andererTag benutzt werden. Statt des HKiBags wurde ein doppelter Strepag Il
gewahlt, um unspezifische Bindungen wahrend dehfolgenden Affinitatsreinigung zu
minimieren und damit eine grof3ere Reinheit despZi¢éins zu gewahrleisten. Auch fur die
t-PA-Kringel 2- und Proteasedomanen wurde zunagdiesKlonierung zweier Expressions-
plasmide zur Expression der Fusionsproteine @riund N-terminalemTag angestrebt. Es
gelang die erfolgreiche Herstellung des Expresgiassids fur das t-PA-Fusionsprotein mit
C-terminalemTag. Die spatere Analyse der Sequenzierung des fur diklI8@nierung des
Expressionsvektors fur t-PA(K2P) nikterminalemTag notigenPCR-Produktes ergab, dass
die Restriktionsschnittstelle des Enzymmdlll nicht vorhanden war und damit auch keine
intakten Ligationsprodukte entstehen konnten. @EaRtimer hinsichtlich ihrer Sequenz und
Eignung vorher eingehend gepruft worden waren,bblenklar, warum die gewilnschte
HindllI-Restriktionsschnittstelle nicht amplifiziert wde. Im weiteren Verlauf wurde nur mit

der t-PA-Variante miC-terminalem, doppeltem Strépgll gearbeitet.
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Fur das erfolgreich exprimierte und gereinigte IR2P)-Fusionsprotein konnte eine
Aktivitat von 78-86 % im Vergleich zum Volllangempein (WHO-Standard) nachgewiesen
werden (Kapitel 3.2.3)Die Diskrepanz der Aktivitat im Vergleich zum Vdtgenprotein

lasst sich eventuell mit einer nicht vollstandigaer partiell fehlerhaften Rickfaltung des
Proteins in seinen nativen Zustand begrinden. Weigklarungen stellen der mdgliche
Einfluss der fehlenden Doméanen (Fingerdomane, H@ffi¢he Doméane und Kringel 1-

Domaéne) auf die Aktivitat sowie gerate- und methdmbelingte Messungenauigkeiten dar.

Da das t-PA(K2P)-Insert des g&2P-Expressionsplasmids nicht fEr coli codonoptimiert
war, wurde fur die Expression dEr coli-Stamm BL21 (DE3) Codon Plus RIL verwendet.
Das t-PA(K2P)-Insert enthalt zwolf Codons fur diendosauren Arginin, Isoleucin und
Leucin, die vonE. coli natirlicherweise nur selten verwendet werden. Dasti die
Wahrscheinlichkeit eines Abbruchs der Translatighrend der Genexpression relativ hoch.
Der E. coli-Stamm BL21 (DE3) Codon Plus RIL enthalt zusatzlitRBAs fur die humanen
Codons von Arginin, Isoleucin und Leucin. Auf die¥¢eise konnten in dieser Arbeit

ausreichende Mengen des humanen t-PA(K2P)-Fusiotesps inE. coli exprimiert werden.

Die Reinigung von t-PA(K2P) erfolgte, im Untersathieu den t-PA(P)-Fusionsproteinen, erst
nach Ruckfaltung (Kapitel 2.3.4.2). Das t-PA(K2Risfensprotein war mit einem doppelten
StrepTag Il versehen, welcher durch die zur Elution berntétimteraktion mit Desthiobiotin
blockiert und damit eine fur diBulldown-3rategie bendétigte erneute Affinitdtsanreicherung
verhindern wirde. Aus diesem Grund wurde t-PA(Ka@&)h der Ruckfaltung direkt im Zuge
der Interaktionsstudien fur die Aktivitatsbestimmgurgereinigt und die gewilnschte

Aminosauresequenz anschlieBend massenspektrorhdigstitigt.

4.3 Pulldown-Experimente der Interaktionspartnerstudien

Zur ldentifizierung moglicher Protein-Interaktiomsmer von t-PA wurde einulldown

Strategie mit Affinitatsanreicherung und chemiscl@@uervernetzung gewahlt, wie von
Herzog et al beschrieberj90]. Diese Strategie sollte es erméglichen, das Zedom mit

seinen durch chemische Quervernetzung fixierterraktionspartnern anzureichern. Zum
Vergleich wurden die Experimente zusatzlich ohnentische Quervernetzung und als
Kontrolle ohne t-PA und chemische Quervernetzutgp(aur mit den sekretierten Proteinen)
durchgefuhrt. Diese Kontrollexperimente dienten ujaanspezifische Bindungen an die

Matrix zu identifizieren und damit ,falsch positivErgebnisse zu eliminieren.
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In den PulldownExperimenten mit chemischer Quervernetzung konfii@fzehn Proteine
angereichert werden. Von den finfzehn Proteinerdeywvie erwartet, das Zielprotein t-PA
am starksten angereichert (Abbildung 3.20). Jedetera Ergebnis hatte auf Fehler in der
Durchfihrung der Experimente gedeutet. Neben t-BAnken somit vierzehn potentielle
t-PA-Interaktionspartner angereichert werden. Isagde wurden zwar 48 Proteine
angereichert (Abbildung 3.20), aber aufgrund dessahlusskriteriums, jedes Protein anhand
von mindestens zwei einzigartigen Peptiden zu itieleten, reduzierte sich die Zahl auf
funfzehn. Weiterhin stellte die Durchfiihrung der pEsximente in je drei biologischen
Replikaten mit jeweils zwei technischen Replikatend eine tiefgehende statistische
Evaluierung die Richtigkeit der Ergebnisse sichéon den vierzehn potentiellen t-PA-
Interaktionspartnern wurden acht fur beide NSCL@lAgnN identifiziert (Tabelle 3.5). Zwei
Proteine (Alpha-Aktinin-1 und Syndecan 4) wurdessahlie3lich in den Experimenten mit
PCO9ER-Zellen angereichert, vier Poteine (Komplent@8 olfaktomedinartiges Protein 3,
Serin-/Arginin-reicher Splicingfaktor 1 und Transmigranprotein 132A) ausschliel3lich in
den Experimenten mit PC9-Zellen. Ob und welcheleRdiese Verteilung fir die in den
jeweiligen Zellen identifizierten t-PA-Interaktioném Hinblick auf die Resistenzentwicklung

von NSCLC-Zellen hat, ist noch unklar.

Die PulldownExperimente wurden auch hinsichtlich der Reproeilmrkeit der Ergebnisse
und damit ihre prinzipielle Eignung fur Bindungsjperstudien analysiert (Kapitel 3.3.1,
Abbildung 3.21). Der Vergleich der biologischen Regie der Matrixkontrollen in Bezug auf
die identifizierten Proteine zeigteeine Ubereinstimmung von 64,9 % bei den PC9-Zellen
bzw. 74,6 % bei den PC9ER-Zellen in allen drei iepén (Abbildung 3.21B). Bei den
Proteinen, die in mindestens zwei Replikaten vangéén wurden, steigt die Quote sogar auf
88,9 % bzw. 88,%. Lediglich 11,26 bzw. 11,36 der Proteine wurden isoliert in einzelnen
Replikaten vorgefunden. Ahnliche Ergebnisse liefertdie Analysen der biologischen
Replikate  der  Positivkontrollen  (ohne  Quervernegmneagenz) sowie  der
Quervernetzungsansatze (Anhang Abbildung A.7). PudownExperimente zeichnen sich

also durch eine gute Reproduzierbarkeit aus.

Der Vergleich der Positivkontrollen im Vergleich dan Quervernetzungsansatzen macht den
Nutzen der der kovalenten Fixierung der t-PA-Bingkpartner deutlich (Abbildung 3.20
undAbbildung 3.21C). Ohne Quervernetzungsreagemntkolediglich das Zielprotein t-PA
in allen Proben signifikant angereichert werdens @hemische Quervernetzungsreagenz
BS’G gewabhrleistete jedoch die kovalente Bindung véMtund den im Sekretom der
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NSCLC-Zellen vorhandenen Interaktionspartnern. Aigse Weise konnten neben t-PA
interagierende Proteine angereichert und idergifizverden. Eine Affinitatsanreicherung
kombiniert mit chemischer Quervernetzung und Massekirometrie stellt somit eine
geeignete Methode dar, Interaktionspartner voneifreh zu identifizierenZur Aufklarung

der Interaktions-regionen empfiehlt es sich, wéitetende Experimente in weniger
komplexen Mischungen mit den gereinigten Proteirtemchzufiihren. Die chemische
Quervernetzung von t-PA mit jeweils einem mdglicBamdungspartner in geeignetem Puffer
ware eine Mdglichkeit, die hier gefundenen Wechg&lmgen zu bestatigen und detaillierte
Informationen Uber die Interaktionsregionen zwischA und seinen Bindungspartnern zu

erhalten.

4.4 Chemische Quervernetzungsexperimente

Wie in Kapitel 4.3 beschrieben, erlaubt die cheimesQuervernetzung kombiniert mit MS die
Untersuchung von Protein-Proteininteraktionen, dadoem kovalenten Wechselwirkungen
auch transiente Interaktionen sowie dynamische k&réinderungen registriert werden
kbnnen. Etablierte Methoden, wie die NMR-Spektrga&ooder Rontgenkristallographie,
kénnen zwar nicht ersetzt, daflr aber sinnvoll eegjdiverden. Besonders die im Vergleich zu
anderen Methoden der Strukturanalyse bendtigtemggr Proteinmengen machen diese

Technik so attraktiv.

In dieser Arbeit wurde das homobifunktionelle araaktive Reagenz B6 eingesetzt, mit
dem innerhalb weniger Minuten Quervernetzungen aves Lysinseitenketten eingefihrt
und auf diese Weise Proteinstrukturen fixiert ward®8o kbnnen mit einefhag versehene
Proteine und ihre Interaktionskomplexe kovalentugelen und mittels Affinitatsanreicherung

konzentriert werdefp0].

In dieser Arbeit wurde eine 1:1-Mischung des nidbtterierten und vierfach-deuterierten
BS’G eingesetzt, um die Identifizierung der Quervemaegsprodukte anhand ihrer
charakteristischen Isotopenmuster im Massenspektzumerleichtern. Die Verwendung
isotopenmarkierter Quervernetzungsreagenzien st gut etablierte Methodg 63, 164]

Allerdings kann durch die Aufteilung der Gesamtinsi¢git eines Signals auf zwei
Isotopenspezies ({D,) die ldentifizierung gering abundanter Querverapgsprodukte

erschwert werden. Haufig werden die untersuchteteilre meist nur zu einem kleinen Teil

quervernetzt. Dies hat zur Folge, dass die Sigdate linearen, nicht vernetzten Peptide der
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Proteine die Massenspektren dominieren und die afiguler Quervernetzungsprodukte
Uberlagern. Die Anwendung von MS/MS-spaltbaren Qemretzungsreagenzien ware eine
alternative Methode, um Quervernetzungsprodukte amehh ihrer charakteristischen

Fragmentionenmuster in MS/MS-Spektren zu idenéfizn, ohne dass die Signalintensitat der

ohnehin schon nieder abundanten, quervernetztemPepduziert wird165].

Eine weitere Herausforderung stellt das enorme ryalamen der hochaufldsenden
massenspektrometrischen Analyse dar. Die erzeugbatensatze sind zu grof3
(durchschnittlich 2 GB und bis zu 95.000 Spektrem), sie manuell bewaltigen zu kdénnen.
Eine gute Softwareldésung (wie StavroX) ist also hdiwagbar[55]. Durch den Abgleich

experimenteller und theoretischer Massen von Vétawnd zugehdrigen Fragmentionen
konnen Quervernetzungsprodukte automatisch ideietifi werden. Eine nachfolgende
manuelle Uberprifung der Identifizierungen ist im omkent jedoch unerlasslich.
Weiterentwicklungen und stetige Verbesserungen isrei8h der Softwareentwicklung
werden in Zukunft eine vollautomatische Auswertwmog Quervernetzungsprodukten, auch

zur Charakterisierung therapeutisch relevantereitret ermdoglichen.

4.5 ldentifizierte t-PA-Interaktionspartner

Nahezu alle Proteine, die in dieser Arbeit als pi¢de t-PA-Interaktionspartner identifiziert
wurden, sind im Zusammenhang mit der Entstehung. EEvtwicklung von NSCLC oder
anderen Krebsarten bereits bekannt. Einige vonnihwee Fibulin 1 oder Komplement C3,
wurden schon als prognostische Marker vorgeqteds, 167] Von den vierzehn potentiellen
t-PA-Interaktionspartnern wurden acht fir beide MNEZelllinien identifiziert, zwel

Proteine wurden spezifisch in den Experimenten RM9ER-Zellen und vier Poteine

spezifisch in den Experimenten mit PC9-Zellen asigbert (Tabelle 3.5).

4.5.1 t-PA-Bindungspartner aus dem Sekretom von PC9- uné®C9ER-Zellen

Sowohl in PC9- als auch in PC9ER-Zellen wurden daht Proteine Alpha-Aktinin-4
(ACTN4), Komplement C3 (C3), Komplementfaktor D @) Fibulin-1 (FBLN1), Laminin-
332 (LAMB3), Quiescin-Sulfhydryloxidase 1 (QSOXHBtanniocalcin-2, tubulointerstitielle
Nephritis Antigenartiges Protein 1 (TINAGL1) und B6x-Bindeprotein 3 (YBX3)

angereichert.
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Alpha-Aktinine sind Proteine, welche fur die Orgation des Zytoskeletts und der
Zelladhasion verantwortlich sind. Bei Saugerzellamerscheidet man vier verschiedene
Alpha-Aktinine, welche in zwei Klassen eingeteikenden. Alpha-Aktinin-1 und -4 (ACTN1,
ACTN4) sind calciumsensitiv und werden ubiquitapemiert, wohingegen Alpha-Aktinin-2
und -3 calciumunabh&ngig und muskelspezifisch §6@8]. ACTN4 ist im Zusammenhang
mit Zellmotilitat und Metastasierung bekaridt 169] Bei NSCLC ist ACTN4 nach seiner
Sekretion Teil der Zellmigration und moduliert dieumorumgebung flir die weitere
Krebsentwicklung [169]. AuRRerdem wurde ACTN4 als transkriptionaler Coi&tor
beschrieben, welcher die proteinassoziierte Metgstang und Zellmotilitdt bei Lungenkrebs
aktiviert oder verstarkt126]. Eine Uberexpression des Proteins ACTN4 und earstérkte
Genamplifizierung wurden als Biomarker diskutiemjt denen die Metastasierung bei

Krebspatienten abgeschatzt werden KA.

In Bezug auf Zellmigration kénnten auch Proteine eetrazellularen Matrix (ECM) von
Interesse sein, welche in dieser Arbeit identifizieurden, wie Fibulinl, Laminin-332,
Quiescin-Sulfhydryloxidase 1 und das Tubulointéedte Nephritis Antigenartige Protein 1.
Fibulin 1 (FBLN1) ist ein kleines Protein der ECMglches die Kommunikation zwischen
Zelle und Matrix reguliert sowie die supramolekel®rganisation der ECM unterstitzt, was
fur Zellmorphologie, Zellwachstum, Zelladhasion ufelimotilitdt von Bedeutung i§tL71].
FBLN1 wird mit diversen Krebsarten, wie Blasenkrellagenkrebs, kolorektalen Tumoren,
Brustkrebs, Speiser6hrenkrebs, Prostatakrebs, t&t&ksebs und Osteosarkomen in
Beziehung gebracht. Auf der einen Seite reduziBtiNFL die Tumorangiogenese und fordert
die Apoptose von Tumorzellen, auf der anderen Séneert es die Chemoresistenz von
Brustkrebszellefl31, 172] Neuere Studien berichten tber den ZusammenhanigBieN1-
Expression und Prognosen fur Patienten mit Magd&ski&o].

Ein weiteres Protein der ECM, welches in diesereftrlals potentieller Interaktionspartner
von t-PA identifiziert wurde, ist Laminin-332 (LAMB auch bekannt als Laminfi8 oder
nach alter Annotation als Laminin-5). LAMB3 fordedie Chemoresistenz verschiedener
Krebsarten[173-175] So antagonisiert LAMB3 dosisabhéngig die Wachsiambition,
welche durch den Tyrosinkinaseinhibitor Gefitiniertorgerufen wird[175]. Laminine
werden an der invasiven Front von Tumorclusternrlgebund positioniert. Speziell LAMB3
wird von invasiven, malignen Zellen humaner Karmmgoexprimiert und stellt einen Marker

der Invasivitat von Tumoren d§t76, 177] In neueren Studien wurde die Expression von
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Laminin-332 als pradiktiver Marker der Chemoresigtebei Patienten mit Kolonkrebs
vorgestellf178].

Quiescin-Sulfhydryloxidas 1 (QSOX1) ist ein Enzym it mdisulfidmodulierenden
Eigenschaften, das in zahlreichen Tumorarten Ulpeiraiert wird. Es fordert Wachstum und
Invasion von Tumorzellen und verandert die Zusanseenng der extrazellularen Matrix
[179, 180] Im direkten Zusammenhang wurde QSOX1 bei vieleebKarten erortert, z. B.
Nierenkrebs, Pankreaskrebs und Neuroblastdi@®, 181] Beim Brustkrebs wird sogar von
einer direkten Korrelation zwischen der Expresswmm QSOX1 und Patientenprognosen
ausgegangeml82]. Dieses Protein entwickelt sich zu einem neuenriéfisgunkt in der
Tumorbiologie. In neueren Studien konnte gezeigtemr, dass die Invasion von Krebszellen
unterdrickt werden kann, wenn man die enzymatisdtieitat von QSOX1 inhibier{138].

Das Tubulointerstitielle Nephritis AntigenartigeoBin 1 (TINAGL1), auch bekannt als
adrenocortaler Zonierungsfaktor 1 oder Lipocalin idteragiert mit strukturgebenden
Matrixproteinen ebenso wie mit Rezeptoren der Deliiache und férdert so Zelladhasion
[183]. Es ist Bestandteil der Basallamina sowie der ligtsmembran und bekannt fur seine
Rolle bei der Reproduktioji84-187] TINAGLL1 ist zudem ein potentieller Angriffspunktir
Unterdrickung der Metastasierung bei NSCLC und im@md@umorartel43, 188]

Neben Proteinen der extrazellularen Matrix wurdeohaProteine des Komplementsystems,
wie der Komplementfaktor D (CFD), als potentiellen@ungspartner von t-PA identifiziert.
Der Komplementfaktor D, auch bekannt als Adipsinst iein Mitglied der
Chymotrypsinfamilie von Serinproteasen und reguligilen Schllsselschritt bei der
Aktivierung des alternativen Komplementsignalw¢g89, 190] Die Hauptquelle von CFD
ist das Fettgewebj@91]. CFD wird aber auch in anderen Geweben und Zeltygxprimiert.
CFD wurde bislang noch nie im Zusammenhang mit NS@ter anderen Lungenkrebsarten
berichtet. Bei Prostatatumoren konnte allerdinge dis zu zehnfach erhéhte Expression von
CFD im Vergleich zu gesundem Prostatagewebe odewelB& der benignen
Prostatahyperplasie beobachtet werd&2].

Weiterhin wurde in dieser Arbeit eine Interaktioronv t-PA mit dem Glykoprotein
Stanniocalcin 2 (STC2) identifiziert. Das sezenge®lykoproteinhormon STC2 ist in die
Calcium- und Phosphathomdéostase involviert und wirctiner Vielzahl unterschiedlicher
Gewebe exprimier193]. Die Expressionsniveaus von STC2 wurden flr veesidne
Krebsarten untersucht, einschlie3lich Neuroblastgrivkagenkrebs, Brustkrebs, Kolonkrebs,
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Prostatakrebs, Lungenkrebs, Nasopharynxkarzinomergpeiseréhrenkrebs und
Leberzellkarzinomen. Die Berichte uber die Effeki®n Stanniocalcin 2 auf die
Tumorprogression gehen allerdings in unterschibdliRichtungen. In einigen Studien wurde
eine Forderung der Zellproliferation beobachtethiwmgegen andere Studien inhibitorische
Effekte diskutierer194-198] Bezuglich Lungenkrebs wurde fiir STC2 ein positiZafluss
auf die Metastasierung und Tumorprogression nactegew, da es die Zellproliferation,

Migration und Invasion férdert[197].

Ebenso wie fir STC2 sind auch die Aussagen Uberyd@ex-Bindeprotein 3 (YBX3) im
Zusammenhang mit Krebs widersprichlich. YBX3 istlabekannt unter den Bezeichnungen
Kalteschockdoméanenprotein, DNA-bindendes Proteier atbnula Occludens 1-assoziiertes
nukleinsaurebindendes Protein A. Es ist ein fanetiehes, epithelspezifisches Protein. Das
Mitglied der Y-Box-Bindeproteinfamilie ist ein Trakriptionsfaktor und reguliert die
Stabilitat der mMRNA152]. YBX3 moduliert u.a. Prozesse wie die Kontrolle delldichte,
der Proliferation und der Differenzierung. Studsahildern einen Zusammenhang zwischen
der Expression von YBX3 und der Tumorentwicklungurgerschiedlichen Krebsart¢h42,
151, 152, 199] Eine erhdhte Expression scheint sich dabei esitergositiv auf die
Pathogenese, Zellinvasion und Chemoresistenz bgeMaebs auszuwirken, zeichnet sich
andererseits durch antionkogene Effekte aus, wieminelertes Tumorwachstum und

Metastasierung bei squamoésen Zellkarzinopiéd, 200]

4.5.2 t-PA-Bindungspartner aus dem Sekretom von PC9-Zelle

Ausschlie3lich im Sekretom der PC9-Zellen wurden\der Proteine Komplement C3 (C3),
das olfaktomedinartige Protein 3 (OLFML3), den B€Argininreichen Splicingfaktor 1
(SRSF1) und das Transmembranprotein 132A (TEMEMJ32#ereichert.

Das als potentieller t-PA-Interaktionspartner idfenerte Protein Komplement C3 (C3)
gehort wie Komplementfaktor D zu den Proteinen de€smplementsystems. Das
Komplementsystem ist von Bedeutung fur die Immunitéd die kérpereigene Krebsabwehr
[201]. In vielen Tumoren ist die Expression membrangdeaer Komplementinhibitoren
hochreguliert, wahrend die Zellen einiger Tumormaajizeitig eine verstarkte Expression und
Oberflachenbindung von l6slichen Komplementregutaticaufweiseri202, 203] AulRerdem
sezernieren Tumorzellen Proteine des Komplememisistum das Tumorwachstum mittels

autokriner Effekte zu stimulierg204]. In Studien konnte belegt werden, dass C3-defieien
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Mause ein signifikant verringertes Tumorwachstungere [205]. Dies deutet auf einen
tumorfordernden Effekt des Proteins C3 hin. In Bpzauf NSCLC wurde C3 als
prognostischer Faktor und maégliche AngriffspunkiieeTherapien charakterisi¢itc7].

Das olfaktomedinartige Protein 3 (OLFML3) ist eintylied der Olfaktomedinfamilie, einer
Gruppe extrazellularer Glykoproteine, welche einehtige Rolle bei der Embryogenese von
Wirbeltieren spielen[156, 206] Es ist ein proangiogener Faktor, dessen Hemmung i
endothelialen Tumorzellen und Perizyten die Tumgi@genese und das Tumorwachstum
deutlich reduzierf157]. Neuere Untersuchungen zeigen Zusammenhange gezdsion von
OLFML3 und krebsassoziierten Fibroblasten in einig@ebsarter]207]. Aul3erdem wurde

das Protein als selektiver Biomarker fir Kolonkrekstatig{208].

Der Splicingfaktor SRSF1 (SRSF1) ist ein Onkogeaas oh Tumoren der Schilddriise, Niere,
Lunge, Leber, Pankreas, Brust, Kolon und Dunndarberékprimiert wird und bei
Lungenadenokarzinomen zu invasiveren Phanotypert flif0, 209] Gleichermalien wird
SRSF1 auch bei NSCLC uberexprimiert und fordert E@ression des anti-apoptotischen
Proteins Survinif210]. SRSF1 fungiert als Splicingregulator, dessen At von seinem
relativen Expressionsniveau im Vergleich zu andemetagonistischen Splicingfaktoren und
seinen posttranslationalen Modifikationen abhg@dt]. SRSF1 reguliert das RNA-Splicing
von Caspase 9, was fur die synergistischen Effekde Daunorubicin und Erlotinib

verantwortlich is{212)].

Die einzige Ausnahme in Bezug auf einen Zusammaeanhmait Krebsentstehung stellt das
bislang wenig studierte Transmembranprotein 132WMEM132A) dar. TMEM132A wurde
zunadchst aus dem Gehirn von Ratten isoli#88]. Es wird angenommen, dass es in der
Kultivierung von Zellen beim Uberleben von Zellemee Rolle spielt, welche serumfrei
kultiviert werden, da es in diesen verstarkt expginwird [213]. In neueren Studien wird
davon ausgegangen, dass TMEM132A extrazellularenagig erkennt oder Teil der
interzellularen Kommunikation ist, da die Expressimn TMEM132A in der Entwicklung

und unter pathophysiologischen Bedingungen redgulied [214].
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4.5.3 t-PA-Bindungspartner aus dem Sekretom von PCO9ER-Z&n

Ausschlie3lich im Sekretom der PC9ER-Zellen wurddie Proteine Alpha-Aktinin-1
(ACTN1) und Syndecan 4 (SDC4) angereichert.

Zu den vorher beshrieben Alpha-Aktininen, welcha. &ir die Zelladhasion verantwortlich
sind, gehort Alpha-Aktinin-1 (ACTN1). Im Gegensaitz ACTN4 wurd ACTNL1 bislang nicht
so umfassend fiur verschiedene Krebsarten diskui@TN1 besitzt in Adenokarzinomzellen
eine nachgewiesene Lokalisation an Matrixkontakésteund scheint fur die Klassifizierung
verschiedener Tumorstadien, Lymphknotenmetastasaskularer Permeation und dem
Verlust der Basalmembran von Bedeutung zu d@ib]. AulBerdem ist ein ACTNI1-
abhangiger Signalweg bekannt, welcher die Adhasion Kolonkrebszellenin vitro
stimuliert[159].

Die Zelladhasion wird auch von Syndecanen orgamisyndecane sind eine Familie von
vier Heparinsulfatproteoglykanen, welche ubiquitid der Zelloberflache und der ECM
vorkommen. Sie regulieren zellulares Verhalten, wie Antwort auf externe Stimuli,
Wachstumsfaktoren oder Ligandenbindyiag6]. Es wird diskutiert, ob eine Verbindung von
Syndecanen und6p4-Integrin eine Rolle bei der Zellmigration und Temgenese spielt.
Syndecan 4 (SDC4) bindet aff4-Integrin und vermittelt die EGFR-aktivierte Zebitat
[217, 218] Hauptsachlich wurde SDC4 in benignen Tumoren tifiziert. Dort wird eine
verminderte SDC4-Expression mit verbesserten Ratipnognosen in Verbindung gebracht
[162].
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5 AUSBLICK

Die Behandlung von NSCLC entwickelt sich immer mehRichtung einer individualisierten
Therapie. Sowohl die Untersuchung diagnostischemath prognostischer Marker gewinnt
zunehmend an Bedeutung bei der Auswahl geeignédterapien. Die in dieser Arbeit
durchgefihrten quantitativen Studien der Sekretgore erlotinibsensitiven und -resistenten
NSCLC-Zelllinien erlaubten die eindeutige Idenidgming von fiunf unterschiedlich
regulierten Proteinen. Die starkste Regulation wurflir den bereits etablierten
Brusttumormarker t-PA beobachtet. Die Moéglichkeids Expressionsniveau von t-PA zur
Klassifizierung von erlotinibsensitiven bzw. erfobresistenten NSCLC-Patienten zu nutzen
und damit die Therapien besser individualisiererké@anen, sollte durch klinische Studien

geprift werden.

In weiterfihrenden Interaktionsstudien zwischen At-Rund den Sekretomen aus
erlotinibsensitiven und -resistenten NSCLC-Zeldmi konnten vierzehn potentielle
Bindungspartner des t-PA identifiziert werden. Nahalle identifizierten Interaktionspartner
sind bereits fur die Charakterisierung oder Diagjhodes NSCLC und anderer Tumorarten
bekannt, unabhangig davon, ob sie in beiden NSCel@kden oder nur in einer Zelllinie
angereichert wurden. Die identifizierten Proteiiedsverantwortlich fur Zelladhasion und
Zellmigration (wie die Proteine der ECM), fur dimmunabwehr oder spielen eine Rolle bei
der Transkription und haben einen Einfluss auf Dienorangiogenese, Tumorprogression
sowie Tumorinvasion und Metastasierung. Der geMdeehanismus der Wechselwirkungen
zwischen t-PA und seinen Protein-Bindungspartnewiesihre Rolle bei der Entwicklung der
Erlotinibresistenz sind noch unklar. Daher sindterfiihrende Untersuchungen unerlasslich.
Jedoch stellen die in dieser Arbeit erhaltenen HEmggse einen wichtigen Schritt zum
Verstandnis der Resistenzentwicklung gegen Tyrasaseinhibitoren, wie Erlotinib, dar. Die
Bedeutung von t-PA als méglichem ResistenzmarkeMN&CLC sowie die Identifizierung
seiner Bindungspartner im Sekretom von Tumorzebedffnen neue Mdoglichkeiten, die
Mechanismen der Resistenzentwicklung besser zuelwens und verbesserte Ansatze fur die

Therapie des NSCLC zu entwickeln.
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Tabelle A.1: Potentiell unterschiedlich regulierteroteine und ihre S/L-Verhaltnisse.
S/L-Verhiltnis

Uniproteintrag | Genname P1.1 P1.2 P2.1 P2.2 P3.1 P3.2 P4.1 P4.2
P00750 TPA 4,63 0,26 6,67 0,12 4,5 0,23 7,66 0,17
Qoul42 CBPA4 0,21 5,37 0,25 - 0,28 0,99 0,27 6,22
P43251 BTD 0,46 1,94 0,66 2,14 0,5 2,33 0,53 1,86
Q9BTY2 FUCO2 0,67/0,49 2,2 0,71| 2,31/1,51 0,53 2,21| 0,49/0,69 1,68
P00749 UROK 0,43 3,41 0,42 5,81 0,28 2,98 0,36 2,76
Q9GZPO PDGFD 0,42 2,18 0,36 2,66 0,4 2,36 0,48 3,55
P26022 PTX3 - 3,78 0,66 3,49 0,32 1,45 04| 1,85/0,89
QouM22 EPDR1 0,47 2,65 0,55 2,64| 0,26/0,72 2,41| 0,26/0,42 1,95
P19957 ELAF - 3,32 0,97 4,21 0,75| 1,75/2,62 0,84| 1,87/1,06
000468 AGRIN - 2,78 0,95 2,93 0,79| 1,47/2,13 1,04| 0,96/1,52
Q08380 LG3BP - 2,24 0,7 2,57| 0,52/0,71| 1,98/2,39| 0,47/0,65 1,48
Q13162 PRDX4 - 2,3 0,72 2,65 0,34 4,33 0,54 2,78
P02786 TFR1 0,7 2,62| 0,62/1,35 2,43| 0,33/0,50 2,45 0,51 2,01
P13987 CD59 - 3,14 - 2,85 - 1,73 0,69 1,24
P00533 EGFR 0,33 2,66 0,41 2,52 0,33 2,35 0,34 3,07
Q16787 LAMA3 0,5 - 0,65 2,97 0,56 2,11 0,69 1,52
P02751 FINC 0,49 0,85 0,52 0,99 0,53 2,21 0,38/0,58 1,58
Q92626 PXDN - 1,73 0,72 1,83 | 0,56/0,90 2,42 0,62 1,75/2,12
075882 ATRN - 1,47 0,77 1,49 0,59 2,04 0,67 1,36
Q8NBP7 PCSK9 - 1,72 0,69| 1,71/2,27| 0,42/0,72 2,23 0,81 1,50/2,20
P28799 GRN 0,58/0,48 2,04 0,52 2,53 0,52 2,16 0,62 1,59
P06744 G6PI - 0,79 0,78 - 0,4 3,35| 0,36/0,48 2,11
P09603 CSF1 - 1,75 0,45 1,96 0,6 2,94 0,74 | 2,08/1,17
Q9Y5X9 LIPE - - - - 0,87 2,04 0,83 1,45
P55058 PLTP - 1,65 1,06 1,95| 0,54/0,61 3,44 0,74 1,79
Q9BWS9 CHID1 - 0,95 0,66 0,97 0,57 2,41 0,69 1,69
Q8WUAS TSK - 1,02 0,8 - 0,56 2,93 0,68 1,95
060218 AK1BA - 0,68 1,51 1,01| 0,47/0,55 2,42 0,57 1,51
Q92820 GGH - 1,79 | 0,22/0,78 2,29 0,59 2,8| 0,43/0,70 1,1
Q8NCW5 AIBP - 0,91 0,64 - 0,39 3 0,39 1,88
P31947 1433S - 0,89 0,42/0,70 1,16 0,45 2,95 0,6 1,8
P00746 CFAD - - 0,9 1,19 - 2,03 - 1,66
Q969H8 MYDGF 0,45 2,06 0,66 2,65 0,48 3,48 0,47 2,32
P14174 MIF - 0,95 0,93 1,23 0,31 3,51 0,97 2,2
P10599 THIO - 0,92 0,66 1,26 | 0,35/0,51 3,1 0,52 1,97
Q99584 S10AD - - - - 2,71 - 2,26
Q03169 TNAP2 0,48 - 0,37 3,77 0,25 - 0,21 2,93
P55145 MANF 0,73 - - 1,78 0,44 4,12 0,2 2,34
P01036 CYTS - 0,9 3,72 0,74 0,26 - 0,21
095965 ITGBL 0,59 2,51 0,78 2,85 0,69 2,04 0,76 1,51
P12109 CO6A1 0,67 2,67 0,88 2,62 0,57 1,91 0,5 1,11
QINRN5 OLFL3 1,76 0,73 2,5 0,87 2,55 0,46 2,64 0,33
P02750 A2GL 0,1 - 0,1 14,09 0,11 - 0,11 8,69
076061 STC2 1,96 | 0,55/0,96 2,9 0,82/0,56 1,65| 0,56/0,82 2,37 0,35
Q9HB40 RISC 0,47 - 0,74 2,5| 0,34/0,51 3,82 - 2,12
043240 KLK10 1,08 0,51 1,59 0,6 1,33 0,53 2 0,39
P35625 TIMP3 1,02 0,55 - 0,88 0,35| 1,19/3,24 2,27 1,13
P07478 TRY2 1,5 0,37 1,46 0,51 2,45 1,75 3,08 1,18
P07910 HNRPC 0,95| 0,57/2,44| 0,38/0,83| 0,75/2,05 0,23| 1,78/7,39 -| 1,12/463
P49788 TIG1 0,95 0,59 1,21 0,55 2,29 0,45 2,18 0,37
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Abbildung A.2: ESI-Massenspektren eines EGFR-Pepstid

(A) Massenspektrum eines tryptischen Spaltpeptids EGFR), welches von ,schweren“ PCOERCLArg,
¥%C-Lys) und ,leichten* PC9-Zellen'{C-Arg, '?C-Lys) stammten. Das ausgewahlte Isotopenmustegeaipiein
S/L-Verhéltnis von 3:1 widerBj Fragmentionenmassenspektrum eines Signals beb2¥A54 des EGFR-
Peptids NLQEILHGAVR.
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Abbildung A.3: ESI-Massenspektren eines MYDGF-Peisti
(A) Massenspektrum eines tryptischen Spaltpeptids KA4DGF), welche von ,schweren“ PCIERZG-Arg,

13C-Lys) und ,leichten“ PC9-Zellen'{C-Arg, °C-Lys) stammten. Das ausgewahlte Isotopenmustegeipiein

S/L-Verhdltnis von 2,2:1 widerBj Fragmentionenmassenspektrum eines Signals bed#4/808 des MYDGF-
Peptids GAEIEYAMAY SK.
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Abbildung A.4: ESI-Massenspektren eines PDGF-D-Piglst

(A) Massenspektrum eines tryptischen Spaltpeptids RIAGF-D), welche von ,schweren* PCOER3G-Arg,
13C-Lys) und ,leichten“ PC9-Zellen'{C-Arg, *°C-Lys) stammten. Das ausgewahlte Isotopenmustegsipiein
S/L-Verhdltnis von 2,2:1 widerB] Fragmentionenmassenspektrum eines Signals be&96/867 des PDGF-D-
Peptids IAEFDTVEDLLK.
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Abbildung A.5: ESI-Massenspektren eines u-PA-Pepstid

T
1000 mz

(A) Massenspektrum eines tryptischen Spaltpeptids (a®A), welche von ,schweren“ PCO9ER®Q-Arg,

13C-Lys) und ,leichten“ PC9-Zellen'{C-Arg, °C-Lys) stammten. Das ausgewahlte Isotopenmustegeipiein

S/L-Verhdltnis von 5:1 wider B Fragmentionenmassenspektrum eines Signals bei6#@824 des u-PA-

Peptids MTLTGIVSWGR.
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Abbildung A.6: T-PA(K2P)-PC9-Pulldown-Experiment- SDS-PAGE-Analyse.

Es wurden mehrere Proben entnommen und mittels FBIEE analysiert. Zum Vergleich wurde
Proteinstandard (S) aufgetragen. Es wurden die Fa#téonen (L), die Waschfraktionen (W) und die
Elutionsfraktionen (E) aufgetragen. Alle drei Armgtles Pull-Down-Experimentes: (-) Kontrolle ohifAt und
Quervernetzungsreagenz, (+) Kontrolle mit t-PA, rabbene Quervernetzungsreagenz und Probe mit t-Fé\ un
mit Quervernetzungsreagenz (XL) sind gegenlbelieste
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Tabelle A.2: Anzahl einzigartiger Peptide— PC9, argichert mit Quervernetzung.

Anhang

Auflistung der Gennamen der angereicherten Proteime ihnrer Anzahl einzigartiger Peptide, welche\fiergleich zur Matrixkontrolle (-) in den Quervermehgsexperimenten

(XL) des t-PA(K2P)-Fusionsproteins mit PC9-Zelliihaden als angereichert identifiziert wurden. Zuergleich wurde die in den t-PA-Proben ohne Quergeaungsreagenz

(+) gefundene Anzahl einzigartiger Peptide angegelizabei geben die Spaltennummerierungen 1-3 dasilige biologische Replikat mit je 2 (a und bghmischen

Replikaten an. Das Zielprotein ist grau hinterlegt.

Genname | Proteinname # einzigartiger Peptide

() (+) (xy)

la|1b|2a|2b|3a|3b| @ |1a|1b|2a|2b|3a(3b| @ |1la|1lb|2a|2b|3a|3b| @
ABHD14B | Alpha/beta-Hydrolasedomineenthaltendes Protein 14B ol ol 21f 1| 1] o] 1| of ol o| 1f o 5| 1| 1| 1| of 2] 1| 2| 1
ACTN4 Alpha-Aktinin-4 3| ol10| 9| 1| 5| 5| 1| 21| 5| 2| 1|25| 6] 15| 7|32|30| 14| 12|18
Cc3 Komplement C3 41 o 2| 2| 4] 3| 3| 2 2| 2| 3| 5| 9| 4| 4| 3| 9|12 7| 8| 7
CALU Calumenin o| 2| ol of ol ol O] o| o| of of o 6| 1| of of 3| 4| 2| 1| 2
CDCP1 CUB-Domaéneenthaltendes Protein 1 of 2| ol ol ol o] O] o]l of o] o] of 6] 1| o| o] 3 o] 2| 1| 1
CFD Komplementfaktor D 3] ol 3| 3| 5| 6| 3| 2| 3| 3| 2| 6| 9| 4| 5| 7| 8| 9| 9| 8| 8
CPPED1 Serin/Threonin-Proteinphosphatase CPPED1 ol of 2 2] 2| of 1f o| of 1| 1| o] 6| 2| 1f 1| 2| 2| 1| 1| 1
FBLN1 Fibulin-1 1| of 2| 2| 2| 3| 2| 4| 1| 2| 2| 3| 3| 3| 6| 6| 3| 4| 3| 3| 4
FUCA2 Plasma alpha-L-Fukosidase ol of of 1] o] of Of o| of 1 of 1] o] O 1 2| o] 2| of 2| 1
ISG15 Ubiquitinartiges Protein ISG15 ol o 1f 2f 2| 2| 1} 2| 2| 2f 1| 1| 2| 1| 1| 1| 2| 2| 1] 1| 1
LAMB3 Laminin-332 ol of 71 o] o] of 2f 21| of of 2| o| 12| 2| 3| 3| 9| 13| 4| 2| 6
LGALS3BP | Galectin-3-bindendes Protein 3 of 3| 3| 2| 2| 2| 1| 2f 3| 3| 1| 3| 2| 3| 2| 3| 4| 1| 2| 3
OLFML3 Olfaktomedinartiges Protein 3 8| o| 8| 11| 8| 11| 8| 5| 4] 6| 5|/10|19| 8| 10| 13| 20| 21] 12| 12|15
PAFAH1B3 | Plattchenaktivierender-Faktor Acetylhydrolase IB Untereinheit y ol ol 1 of o] o] O of o]l o| of o| 4| 1| o| of 2| 4] 2| 1| 2
PLAT Plattchenstdmmiger-Plasminogenaktivator (t-PA) 1| of 1] o| 4| 1| 21| 42(37|40]| 38| 28|26(35]|33|31|22|25(21]| 15|25
QSOX1 Quiescin-Sulfhydryloxidase 1 29 0] 26| 28| 25| 25|22| 26| 25| 22| 26| 24| 37|27| 37| 30| 34| 36| 29| 29( 33
RCN1 ABC-Transporter G Familienmitglied-5 o| o 1| 1f o| 1| 1| o| 1| of of of 2| 1| 1| 3| 3| 2| o] of 2
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Fortsetzung Tabelle A.2: Anzahl einzigartiger Pegit— PC9, angereichert mit Quervernetzung.

Genname | Proteinname # einzigartiger Peptide

(-) (+) (XL)

la|1b|2a|2b|3a|3b| @ |1a|1b|2a|2b|3a(3b| @ |1la|1lb|2a|2b|3a|3b| @
SRSF1 Serin-/Argininreicher Splicingfaktor 1 1| of 4] 1| 2| 1 2] o| 1| 1| o] 2| 6| 2] 9f 7| 5| 1| 8| 6] 6
STC2 Stanniocalcin-2 8 of 8| 8| 8| 9| 7| 6| 12| 4| 4| 5|15| 8| 9|12| 9| 8| 9 9| 9
TINAGL1 Tubulointerstitielle Nephritis Antigenartiges Protein 1 10( ofa17| 16| 10| 12|11 10| 11| 14| 12| 8| 12|11 19| 21| 23] 22| 16| 10|19
TMEM132A | Transmembranprotein 132A ol o| 3 2| o] o] 1| of o] 3| 3| 015 5| 4| 4] 9| 2| 4
YBX3 Y-Box-Bindeprotein 3 3 of 5] 5 3| 2| 3| 3| 6| 3| 1| 4| 5 5| 5| 4] 5| 5| 4

XX




Anhang

Tabelle A.3: Anzahl einzigartiger Peptide — PC9,gareichert ohne Quervernetzung

Auflistung der Proteine und ihrer Anzahl einziggeti Peptide, welche im Vergleich zur Matrixkonto(l) in den Experimenten ohne Quervernetzungsrea@e) des
t-PA(K2P)-Fusionsproteins mit PC9-Zellibestanden ahgereichert identifiziert wurden. Zum Verglewhrde die in den t-PA-Proben mit Quervernetzunggeea (XL)
gefundene Anzahl einzigartiger Peptide angegebabebDgeben die Spaltennummerierungen 1-3 das jgedilologische Replikat mit je 2 (a und b) techhen Replikaten

an. Der grau hinterlegte Eintrag kennzeichnet dagexeicherte Zielprotein.

Genname Proteinname # einzigartiger Peptide

(-) (+) (XL)

la |1b |2a [2b (3a |3b |@ |1a |1b [2a (2b (3a |3b | @ |1la |1b |2a |(2b (32 |[3b | @
ESYT1 Erweitertes Synaptotagmin-1 1| 2| o| 1| 1| 2| 1| o| of o| 1| o| 5| 1| o| o| 1| o| 2| of 1
FIP1L1 Pre-mRNS 3 Ende-prozessierender Faktor FIP1 o| 3| 1| 1| 2| o| 1| o| of 1| o| 1| o| O 1| 2| 2| 1| 1| 1| 1
HSPA4L Hitzeschock-70-kDa-Protein 4L 2 2| o] 1| 1| 2|1} 1| 1| 2| 2| 1| 1| 1] 1| 1| o] 2| 1| 2| 1
LGALS3BP Galectin-3-bindendes Protein 3] o 3| 3| 2| 2|2 1| 2| 3| 3| 1| 3| 2| 3| 2| 3| 4| 1| 2| 3
NCKAP1 Nck-assoziiertes Protein 1 3| 3| 1| 3| 1| 22| o| 1| of 3| o| 2| 1| 2| o| o| 1| o] 5| 1
PLAT Plattchenstammiger-Plasminogenaktivator 1| 0| 1| 0| 4| 1| 1| 42| 37| 40| 38| 28| 26|35 33| 31| 22| 25| 21| 15| 25
RPS17L;RPS17 |40S-ribosomales Protein S17 2 3] 1 1] 2 2| 2 0| 0| 3| 4| 2 1] 2| 1| 3| 3| 2| o| o] 2
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Tabelle A.4: Anzahl einzigartiger Peptide — PC9E&gereichert mit Quervernetzung.
Auflistung der Anzahl einzigartiger Peptide fur dime Vergleich zur Matrixkontrolle (-) in den Quermetzungsexperimenten (XL) des t-PA(K2P)-Fusiortspre mit
PC9ER-Zellibestanden angereicherten Proteine. Zengl®ch wurde die in den t-PA-Proben ohne Querggrangsreagenz (+) gefundene Anzahl einzigartigaptiBe

angegeben. Dabei geben die Spaltennummerierun@etiak-jeweilige biologische Replikat mit je 2 (alur) technischen Replikaten an. Das Zielproteingiau hinterlegt.

Genname | Proteinname # einzigartiger Peptide

() (+) (XL)

la|1lb(2a|2b|3a |3b |@|1la|1b(2a|2b|3a|3b| @ [1a|1lb|2a|2b|3a|3b| @
ACTN1 Alpha-Aktinin-1 s{ 5| 1| ol of a1|2| 7|11| 1| of 2| o| 4| 9|12|13]10| 5| 8|10
ACTN4 Alpha-Aktinin-4 14| 13| 1| 1| of o|5]12f(20| of of 3| 1| 6]|13]| 16|20 10|80 4|24
ANXA3 Annexin A3 1| 1| of of of 1|2 2f 3| o of 1| of 1) af 5| 2| 2| 1| 1| 2
ARG1 Arginase-1 1| 1| of af a2 o2 2| 2f 2| of 3| 1| 2| 2| 2| 3| 2| 1| 2 2
AXIN1 Axin-1 ol o] ol 1| o| of[Of o] o| 1| o] 1| of Of 1| 2| o] 2| o] 2| 1
CALR Calretikulin o/ ol o] o] o] of[Of o] 5] of o] of of 1| 2| 21| 5| 3| o| o] 2
CASP14 Caspase-14 ol 1| o]l o] o| 1|[0f o] o| 1| o] 1 of Of 1| 21| 1] o] o] o] 1
CAT Katalase 1| o 2 2 2| 3|2 4| 1| 2| 2| 3| 3| 3| 2f 1| 3| 4| 1| 3| 2
CFD Komplementfaktor D 5| 5| 2| 1| 2| 23| 6| 6| 3| 3| of 2| 3| 9| 9| 8| 7| 5| 3| 7
CPPED1 Serin/Threonin-Proteinphosphatase CPPED1 1] 1| 1| 1 1 1|11 2| 3( 2] 2] 2| o 1 3| 4| 21| 2| 1| 1| 2
EHD1 EH-Doméneenthaltendes Protein 1 ol o] 1] o] o| ofOf o| 2| of o] of of Of o] o|] o] o] ol 0] O
FBLN1 Fibulin-1 2| 2| 2| 2| 2| 22| 3| 2| 4| 3| 2| 2| 3| 5| 2| 3| 4| 3| 5| 4
FN1 Fibronektin 1| 1| of af 1| o|2f 2| 2f 2| of 3| 1| 2] 2f 1| 3| 2| o 2 2
GPC1 Glypikan-1 of o] 2| 2| of a|1| of o| 2| af 2| o 1| 2| 1| 1| 2| 2| 1| 2
GPI Glukose-6-Phosphat-Isomerase of ol o] of of o|O| of 12| o of 2| o O| 2| 2| 5| 3| 1| o| 2
Jup Junction Plakoglobin ol ol 1/ 1| o] 1|{1] o| o] 1| 1| of of Of 1| o] o] o] 1| o| O
KRT2 Keratin, Typ Il cytoskeletal 2 epidermal 4l af 3| 31 2| 1|3 2| 4| 1| 1| 2| 1| 2| 4| 4| 4| 3| 4| 3| 4
LAMB3 Laminin-332 3] 2| o] o] 1| 1|1f 4| 5| of o| of 1| 2| 7| 4| 2| 2| 3| 4| 4
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Fortsetzung Tabelle A.4: Anzahl einzigartiger Pegti — PCOER, angereichert mit Quervernetzung.

Genname | Proteinname # einzigartiger Peptide

() (+) (XL)

la|1lb|2a(2b(3a |3b | @ [1a|1b|2a|2b|3a|3b| @ [1a|1lb|2a|2b|3a(3b| @
LYPD3 Ly6/PLAUR-Domineenthaltendes Protein 3 1| 1| 2| af 3| 3] 2| 3] 4| 2| 1| 3| 3| 3| 4| 1| 3| 2| 1] 2| 2
LYPD6B Ly6/PLAUR-Doméaneenthaltendes Protein 6B 11 1] 1] 1 1 1 2| 2| af 2| 2f 2| 2] 2f 2| 2| 2| 21| 1| 2| 1
NUMA1 Nukledres Mitotischer-Apparat-Protein 1 2| 1| o| 1| 2| of 1f 1| of of 1] o] 3| 1| of 2| 2| 2| 21| 1| 1
PAFAH1B3 | Plattchenaktivierender-Faktor Acetylhydrolase 1B Untereinheity | 1| 0| 0| O of o| O of 3| of of ol o] 1f 5] 2| 2| 21| of o 2
PLAT Plattchenstimmiger-Plasminogenaktivator (t-PA) 5] 3 3] 3| 1| 1| 3|33]|32]|29(32]|33[29(31|19]|18]|24|22]|24(25|22
QSOX1 Quiescin-Sulfhydryloxidase 1 29| 26| 19| 17| 20| 17|21 32| 34|18| 19|20 20|24 27| 26| 29| 27| 32]| 23|27
RTFDC1 Protein-RTF2-Homolog 0] O 1] O 0 of O o] of of 1] o| of Of of o] ol o] o] O
S100A8 Protein S100-A8 0] O 1] 1 1 of 1| o] o] ol 1| of 4f 1| 1 1| o] 2| 1| 2] 1
SDC4 Syndecan 4 8| 0] 8|11 8| 11| 8| 5| 4| 6| 5|10[19| 8|16]| 13|20 21]|14| 17|17
SoD1 Superoxiddismutase [Cu-Zn] of ol o] of o of O] 21| 3| 2| 1| 2| o| 1| 4| 3| 4| 2| 2| 1| 3
SPP1 Osteopontin 2] 5| 3| 1| 6| 4| 4] 3| 7| 2| 1| 1| 4| 3| 3| 1| 1| 2| 6] 3| 3
STC2 Stanniocalcin-2 16| 16 5| 6 2 4 8| 18|18 2| 1| 6| 3| 8|18|13|14|13| 8| 5(12
TINAGL1 Tubulointerstitielle Nephritis Antigenartiges Protein 1 16| 16| 9| 7 8| 9|11|13|12| 3| 5| 8| 8| 8[18]|18|14|11]|13| 13|15
VASN Vasorin 0| 2| ol o] o] of O] of 1| of of o] of O] 3 4| 3| 1| of of 2
VWA1 von-Willebrandfaktor-A-Domaneenthaltendes Protein 1 31 11 3] 3 2 2 4 8| 2| 2| 2| 2| 3| 1| 3| 6| 5| 1| 2
YBX3 Y-Box-Bindeprotein 3 of of O 2 of 1 3| 2| 7| 4| 5| 3| 4| 3| 4| 5| 3| 7| 6
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Anhang

Tabelle A.5: Anzahl einzigartiger Peptide — PC9E&gereichert ohne Quervernetzung.

Auflistung der Proteine und ihrer Anzahl einziggeti Peptide, welche im Vergleich zur Matrixkonto(l) in den Experimenten ohne Quervernetzungsrea@e) des
t-PA(K2P)-Fusionsproteins mit PC9ER-Zellibestandisrangereichert identifiziert wurden. Zum Vergtewurde die in den t-PA-Proben mit Quervernetzueggenz (XL)
gefundene Anzahl einzigartiger Peptide angegebabebDgeben die Spaltennummerierungen 1-3 das jgedilologische Replikat mit je 2 (a und b) techhen Replikaten

an. Der grau hinterlegte Eintrag kennzeichnet dagexeicherte Zielprotein.

# einzigartiger
Genname | Proteinname Peptide

() (+) (XL)
1 (112 (2 |3
a|b [a|b |a|b

w

la|1b|2a|2b|3a|3b| @ [1a|1b|2a|2b|3a|3b| @
33(32129]32(33]29(31]|19| 18|24 22|24 25|22

PLAT Plattchenstammiger-Plasminogenaktivator (t-PA)

PRDM7 MutmaRliche Histon-Lysin-N-Methyltransferase PRDM7

PXDN Peroxidasehomolog
SUCLG1 Succinyl-CoA-Ligase[ADP/GDP-formierend]-Untereinheit a

TNFRSF21 | Tumornekrosefaktorrezeptor-Superfamilienmitglied 21
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YBX3 Y-Box-Bindeprotein 3
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Anhang

PC9 PC9

60 88
(3.8%) (6.2%)

852
(59.8%)

PCO9ER PCO9ER
XL

(16.8%)
(¢

148
(12.5%)

700

65.8%)

Abbildung A.7: Venn-Diagramme der Pulldown-Experimes.

Oben: Venn-Diagramme der identifizierten Proteirge Bositivkontrollen (+) und der Quervernetzungsias
(XL) fur die drei biologischen Replikate der PCAi&e. Unten: Venn-Diagramme der identifizierten #®ioe
der Positivkontrollen (+) und der Quervernetzungsaze (XL) fir die drei biologischen Replikate BEI9ER-
Zellen.
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Ich versichere hiermit, die vorliegende Dissertatselbstandig und ohne unerlaubte fremde
Hilfe angefertigt zu haben. Ich habe keine andatemlie im Literaturverzeichnis angefihrten
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