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Zusammenfassung

Krebs ist eine der hiufigsten Todesursachen weltweit, wobei Lungen- und
Prostatakrebs bei Mannern die am weitesten verbreiteten Krebsarten sind.
Dabei unterscheiden sich beide Krebsarten grundlegend. Wahrend Lungen-
krebs stark abhingig von umweltbedingten Risikofaktoren ist, zeigt Pro-
statakrebs eine ausgeprigte molekulare Heterogenitéit sowie ein altersbe-
dingt steigendes Risiko. Der molekulare Hintergrund von Lungenkrebs ist
h&dufig eine Deregulation der Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Signalwege, speziell
des AKT- und MAPK-Signalweges. Daher sind spezifische Kinase-Inhibitoren
vielversprechende Wirkstoffe fiir die individuelle Therapie von Lungenkreb-
spatienten. Zur Beurteilung der Reaktion auf eine Behandlung mit solchen
Inhibitoren sollte in einem Set von 84 Lungenkrebszelllinen nach Proteinex-
pressionsprofilen gesucht werden, die mit deren Wirksamkeit korrelieren. Als
mafigebliche Grundlage zur Behandlung von Prostatakrebspatienten dient
der in der Histopathologie bestimmte Gleasonwert der Biopsieproben. Je-
doch fiihrt dieser nicht immer zu einer angemessenen Therapieentscheidung,
da die prognostische Aussage des Gleasonwertes nur unzureichend ist. Da-
her sollten zur Verbesserung der Prognose in einem Set von Tumorproben
Markerproteine gefunden werden, die einerseits die Aggressivitit der Tumo-
re beriicksichtigen sowie mit dem Auftreten des TMPRSS:ERG-Fusionsgens

assoziiert sind.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde auf die Reverse Phase Proteinarray-
Technologie zuriickgegriffen, die zunéchst im Hinblick auf Durchsatz, Sensi-
tivitdt und Robustheit weiterentwickelt wurde. Eine antikorperbasierte Sig-
nalamplifikation wurde zur Steigerung der Sensitivitét entwickelt, um auch
die Detektion gering exprimierter Proteine zu ermoglichen. Die Validierung
von Antikérpern mittels RNAi wurde etabliert, um die Datenqualitit zu
verbessern und die isoformspezifische Detektion von Proteinen sicherzustel-
len. Nach erfolgreicher Optimierung der RPPA-Technologie wurde in der

statistischen Umgebung R ein Analysewerkzeug programmiert, das flexibel



eingesetzt werden kann, um RPPA-Daten einzulesen, zu normalisieren und
zu visualisieren. Die Verwendung der experimentellen Verbesserungen wie
auch der entwickelten Datenanalysewerkzeuge in einem miRNA-Screening
bestétigte die hohe Leistungsfihigkeit und Robustheit zum Einsatz in Hoch-

durchsatzproteomanalysen.

Die Analyse der Lungenkrebszelllinien ergab fiir jeden Wirkstoff sechs bis
acht potentielle Markerproteine, wobei vor allem Proteine des AKT-Sig-
nalweges als mogliche Resistenzmarker identifiziert wurden. Als Ergebnis
der Analyse des RPPA-basierenden Proteomprofilings von Prostatatumoren
konnte eine erhthte Aktivierung von p38 mit geringen Gleasonwerten korre-
liert werden. Die TMPSS:ERG-fusionsgenpositiven Prostatatumore zeigten
eine reduzierte Expression der onkogenen Proteine ERK, PI3K pl110 und
CDKG6, was auf eine Assoziation mit weniger aggressiven Tumoren hinweist.
Es konnte zudem gezeigt werden, dass die formale Begriffsanalyse zur Da-
tenintegration fiir kleine Probensitze sinnvoll eingesetzt werden kann. So
wurde eine Korrelation des TMPRSS:ERG-Fusionsgens mit geringen Glea-
sonwerten beobachtet. Dariiber hinaus zeigte sich eine gegensétzliche Re-
gulation der p38- und ERK-Signalwege. In Proben hohen Gleasonwertes ist
p38 gering aktiviert bei gleichzeitig hoher Expression und starker Aktivie-
rung von ERK.



Abstract

Cancer is the most common death causing disease worldwide, of which lung
and prostate cancers are the most common types within the male populati-
on. Considering the molecular characteristics these cancers are elementary
different. Lung cancer is strongly associated with environmental risc fac-
tors and shows homogenous molecular patterns. In contrast prostate cancer
is characterized by molecular heterogenity and by strong age dependency.
Common molecular alterations in lung cancer include receptor tyrosin kinase
signaling especially through AKT and ERK signaling pathways. Therefore,
specific kinase inhibitors are promising agents for the personalized treat-
ment of lung cancer patients. However, individual response to therapeutic
drugs is clinically challenging. Therefore, 84 lung cancer cell lines repre-
senting all molecular properties of this type of cancer were analyzed using
reverse phase protein arrays to find predictors of drug responsiveness. With
respect to prostate cancer, Gleason scoring of biopsy samples by histopa-
thology is the basis for the treatment decisions. However, misclassification
or inadequate grading of biopsies often leads to over- or undertreatment
of patients. To overcome these problems and to find biomarkers for defini-
tive diagnosis we performed RPPAs in a set of prostate cancer specimens
with the defined pathological characteristics such as Gleason Score and a

frequent gene fusion TMPRSS:ERG status in prostate cancer.

To answer these questions the reverse phase protein array technology was
applied for large-scale proteomics with optimized capacity, sensitivity and
robustness. To detect low abundant proteins with RPPA, an antibody me-
diated signalamplification was established. RN Ai based validated antibodies
made an isoformspecific detection of proteins possible. After successful opti-
mization of the RPPA technology for further data analysis the RPPanalyzer

package was developed using the statistical environment R. The improved



technology as well as data analysis tools showed the high capacity and ro-
bustness for the implementation in high throughput proteomics in various

projects.

Analysis of lung cancer cell lines by RPPA revealed potential prediction
markers of drug responsiveness for common clinically relevant compounds.
Additionally AKT pathway proteins were found to be associated with sensi-
tivity towards drugs included in the study. The protein profiling of prostate
cancer revealed that the activation of p38 is associated with a low glea-
son score. In TMPRSS:ERG fusion gene positive tumors ERK, PI3K p110,
and CDK6 were downregulated indicating a correlation with low aggressi-
ve tumors. For the integration of RPPA data with pathological data and
TMPRSS:ERG fusion gene status, formal concept analysis was applied and
showed positive correlation between gene fusion and low Gleason score. In-
terestingly using FCA analysis showed that high gleason score is associated

with high ERK expression and low p38 activation.
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Einleitung

1.1 Grundlagen der Krebsentwicklung

Krebs entsteht durch eine Kette von Ereignissen, die sich in Verdnderungen geneti-
schen Materials niederschlagen. Im Laufe dieses Prozesses wandeln sich normal regu-
lierte humane Zellen in Krebszellen um. Kennzeichen einer solchen Krebszelle sind (1)
die Unabhéngigkeit von Wachstumsfaktoren, (2) die Resistenz gegeniiber wachstums-
hemmenden Signalen, (3) das Eindringen in umliegendes Gewebe bzw. die Metasta-
sierung, (4) das hohe Replikationspotential, (5) die nachhaltige Angiogenese und (6)
das Umgehen von Apoptose (Hanahan and Weinberg, 2000)). Die Auspriagung dieser
Merkmale kommt durch die Deregulationen zentraler Signaltransduktionsmechanismen
zustande, die wiederum genetische Instabilitdt voraussetzt. Eine spontane oder ererbte
Mutation innerhalb eines Gens, das fiir die genetische Stabilitdt sorgen soll (z.B. Tu-
morsuppressorgen TP53), fiihrt demnach im weiteren Verlauf zu Verénderungen von
Genen, die sich in den oben genannten Phénotypen bemerkbar machen. Dabei fiithrt die
Deregulation zentraler Signaltransduktionswege zur Akkumulation krebstypischer Ei-
genschaften. Ein solches System, das bei Deregulation in vielfdltiger Weise zur Tumor-
entstehung beitriagt, sind die MAPK- und PI3K/AKT-Signalwege, die hauptséchlich
iiber Rezeptor-Tyrosin-Kinasen stimuliert werden. Diese Signalkaskaden unterstiitzen
onkogene Eigenschaften wie Invasion, Proliferation und Migration, weshalb ihnen auch
in der Krebsforschung eine zentrale Rolle zukommt (Zohrabian et all [2009; Kim and

Choi, 2010; Kohno and Pouyssegur, [2006)).



1. EINLEITUNG

1.2 Lungenkrebs

1.2.1 Diagnose und Therapie

Das Lungenkarzinom ist die Krebsart mit den weltweit héufigsten Todesfillen. Da-
bei leiden etwa 85 % der Lungenkrebspatienten unter nichtkleinzelligem Lungenkrebs
(NSCLC), von dem die haufigsten histologischen Untergruppen Adenokarzinom (ca.
50 %), Plattenepithelkarzinom (ca. 20 %) und groBzelliger Lungenkrebs (ca. 10 %) sind
(Wakelee et al., 2006). Der 5-Jahres-Uberlebenszeitraum liegt bei nur etwa 15 % der neu
diagnostizierten Tumore. Diese schlechte Prognose liegt vor allem an der meist spaten
Entdeckung der Tumore im bereits fortgeschrittenen, nicht mehr kurablen Stadium
(Serke and Schonfeld) 2007). Eine spezielle Untersuchung erfolgt meist nach Auftreten
klinischer Symptome wie Husten und Atemnot. Nur etwa 12 % der neu diagnostizier-
ten Tumorpatienten zeigen keine typischen Beschwerden (Buccheri and Ferrigno, |2004)).
Nach Auftreten der klinischen Symptome erfolgt in den meisten Fillen die erste Dia-
gnose anhand der Réntgen- und Computertomographie mit anschlieBender Bestimmung
der histologischen Gruppe und der Beurteilung des Tumorstatus (Toloza et al., 2003).
Die weitere Therapie wird festgelegt in Abhéngigkeit des Tumorstadiums, dessen Beur-
teilung auf dem TNM-System basiert (Wohlschldger et al., 2010)). Der Tumorstatus (T)
wird eingeteilt in vier Stufen (T1-T4), wobei die Beurteilungsstufen in Abhéngigkeit von
Tumorgréfle, Tumorlokalisation, Entziindungs- und Infiltrationsvorgéngen abgeschétzt
werden. Der Lymphknotenstatus (N) hat entscheidenden Einfluss auf das Vorgehen
beziiglich operativer Eingriffe, systemischer Therapie oder Bestrahlung bei nichtklein-
zelligem Lungenkarzinom (NSCLC). Die Einteilung erfolgt in vier Stufen von NO (kein
Lymphknotenbefall) bis N3, wobei nicht nur die Anzahl, sondern auch die Lokalisie-
rung der befallenen Lymphknoten eine entscheidende Rolle spielen. Die Kombination
aus Lymphknotenstatus (NO-N3) und Tumorstatus (T1-T4) ergibt die Tumorstadien,
aufgefiihrt in Tabelle

Frithe Stadien von NSCLC (Stadium I-IT) konnen operativ behandelt werden, lo-
kal fortgeschrittene (Stadium IITA) werden oft mit kombinierter Chemoradiotherapie
behandelt. Fortgeschrittene und metastasierende NSCLCs (Stadium IIIB) haben eine
sehr schlechte Prognose und die Standardtherapien beinhalten aggressive Komponen-
ten. Oftmals werden platinbasierte Wirkstoffe eingesetzt, zum Teil auch in Kombina-

tion mit Wirkstoffen der neueren Generation wie Gemcitabin und Vinorelbine (Stin-
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Tabelle 1.1: Tumorstadien fiir die Diagnostik von Lungenkrebs als Kombination von
Lymphknotenstatus (N0-N3) und Tumorstatus (T1-T4).

Status | T1 T2 T3 T4

NO IA IB IIB IIIB
N1 ITA 1IB IITA IIIB
N2 ITTA IITA IITA 1IIB
N3 IIIB II1B 1IIIB IIIB

chcombe and Socinski, 2009). Trotz der Anwendung von aggressiven Wirkstoffen ist
die Verlingerung der Uberlebenszeit nur gering. Durch den Einsatz von spezifischen
Wirkstoffen zur Inhibition spezieller Onkogene konnte das Therapieergebnis im Ver-
gleich zur Kombination von Platin und Wirkstoffen der neueren Generation verbessern
(Oxnard and Miller}, |2010; Hirshl, [2010). Die Indikation fiir die Behandlung mit spezi-
fischen Wirkstoffen kann auf klinischer, histologischer oder molekularer Basis ermittelt
werden. Klinische Indikatoren wie weibliches Geschlecht, asiatische Abstammung und
Nichtraucher indizieren eine Behandlung mit EGFR-Inhibitoren (z.B. Gefitinib, Erloti-
nib) (Giaccone, 2005). Auf molekularer Ebene ist die Uberexpression und Mutation des
EGFR ein Anhaltspunkt fiir erfolgreichen Einsatz von EGFR-Inhibitoren. Eine Muta-
tion von KRAS dagegen weist, wie auch die spezielle Mutation T790M des EGFR, auf
eine Resistenz gegeniiber EGFR-Inhibitoren hin (van Zandwijk et al., [2007).

1.2.2 Der EGFR-Signalweg im Lungenkrebs

Mutationen in Genen, die fiir Proteine der Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Signalwege codie-
ren, sind in Lungenkrebs sehr haufig zu finden und spielen die gréfite Rolle fiir die Pla-
nung der Behandlungsstrategie. Daher ist der EGF-Rezeptor einer der am besten cha-
rakterisierten Rezeptoren im Zusammenhang mit NSCLC. Mutationen des Rezeptors,
die zu einer konstitutiven Aktivierung fithren, stimulieren die darunterliegenden Signal-
wege RAS-RAF-MEK und PISK-AKT-mTOR, was zu unkontrolliertem Zellwachstum
fiihrt (Sanders and Albitar| [2010) (siehe Abbildung [1.1]). Die Héufigkeit einer EGFR-
Mutation in Lungenkrebs ist korreliert mit dem Tabakkonsum und der histologischen
Klassifizierung. Ungefihr 50 % der nichtrauchenden Lungenkrebspatienten und etwa

15 % der rauchenden Patienten haben eine EGFR-Mutation. Das bedeutet, Rauchen
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Abbildung 1.1: Uberblick der Signaltransduktionsgene, die in nicht kleinzelligem Lun-
genkarzinom (NSCLC) hédufig mutiert sind (blaue Schrift: Onkogene, rot: Tumorsuppres-
sorgene). Signalproteine, die von spezifischen Wirkstoffen inhibiert werden, sind mit X mar-
kiert (griin: géngige klinische Routine fiir NSCLC, gelb: in klinischer Studie fiir NSCLC,
grau: in klinischer Studie fiir andere Krebsarten bzw. getestet auf NSCLC- Zelllinien). Mu-
tationen mit bekannter Reaktion auf anti-EGFR-Therapie sind indiziert mit sensitiv (S)
und resistent (R) im farbigen Viereck (griin/rot: Reaktion von NSCLC bekannt, grau: Re-
aktion in anderen Krebsarten bekannt). Abbildung entnommen von Sanders und Kollegen
(Sanders and Albitar, 2010).

steigert das Risiko, auch ohne onkogene EGFR-Mutation an Lungenkrebs zu erkran-
ken, erheblich. Mutationen werden in fast 40 % der Adenokarzinompatienten (AD)
gefunden, 30 % in gemischten Adenokarzinom-Plattenepithelkarzinomen und weniger
als 5 % in Plattenepithel-(SQ) oder grofizelligem Lungenkarzinom (LC). Unter allen
histologischen Subtypen betreffen mehr als 70 % die Exons 19 und 21. Nur wenige
EGFR-Mutationen wurden ausserhalb der Exons 18-21 gefunden, die fiir die Tyrosin-

Kinase-Doméne codieren (Sanders and Albitar} 2010)). Die inhibitorresistente Mutation

T790M steht hiufig im Zusammenhang mit erworbener Resistenz (Pao et al., 2005)).

FEine zusétzliche EGFR-Aktivierung kann auch durch eine Genamplifikation entstehen,
die haufig in mutierten EGFR-Genen stattfindet und damit zu schlechter Prognose
fithrt.

Der RAS-RAF-MEK-Signaltransduktionsweg wird direkt vom EGF-Rezeptor akti-
viert. Eine aktivierende Mutation im KRAS-Gen ist die hiufigste Mutation der drei



1.3 Das Prostatakarzinom

RAS-Gene (H-, K-, NRAS) in humanem Krebs, macht die Signaltransduktion un-
abhingig vom {iibergeordneten Rezeptor und fiihrt zuséitzlich zu einem verédnderten
Genexpressionsprofil (Roberts et al., [2010). Diese Unabhéngigkeit macht die Tumor-
zellen widerstandsfahig gegen Behandlungen mit EGFR-Inhibitoren und ist damit ein
Negativindikator fiir die spezifische Therapie (Massarelli et al.l [2007). Zur Behandlung
derartig mutierter Tumore ist die Inhibition einer KRAS-nachgeschalteten Kinase wie

MEK]1 vielversprechend. (Yeh et al., 2009).

1.3 Das Prostatakarzinom

1.3.1 Diagnose und Therapie

Prostatakrebs ist die unter Médnnern am weitesten verbreitete Krebsart (Crawford,
2009) und weist eine enorme biologische Heterogenitdt auf. Wihrend einige Patienten
mit metastasierenden Tumoren bereits 2-3 Jahre nach der Diagnose sterben, kénnen an-
dere 10-20 Jahre mit lokal begrenzten Tumoren leben. Nach Lungenkrebs ist Prostata-
krebs die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache bei Ménnern (Jemal et al., [2010)).
In den letzten drei Jahrzehnten hat die Verfiigharkeit des Bluttests fiir PSA (Prostate-
specific antigen) die Diagnose von Prostatakrebs erleichtert (Lilja et al., 2008), obwohl
ein hoher Anteil falsch positiver Analysewerte den Nutzen relativiert. Das Problem
des PSA-Tests ist die unzureichende Spezifitdt hinsichtlich der Unterscheidung von
gutartigen und aggressiven Tumoren (Tosoian and Loeb, 2010). So werden auch fiir
gutartige Prostata-Hyperplasien (BPH) hohe Gehalte an PSA im Serum gemessen und
die Patienten werden weiteren Behandlungen (z.B. Biopsien) unterzogen. Patienten
mit erhohtem PSA-Wert werden iiblicherweise einer Biopsie unterzogen, um zu beur-
teilen, ob Krebs vorhanden ist. Das géngige Verfahren zur Beurteilung der Biopsien
ist die Bewertung nach Gleason, die bereits 1966 eingefithrt wurde (Gleason, (1966;
Mellinger et al., [1967). Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Beurteilung der
Dedifferenzierung der beiden héufigsten Zellen der Prostata in fiinf Stufen (siehe Ab-
bildung und wird dargestellt als Summe der Bewertungsstufen. Die Gleasonsumme
von 7 kann aus den Gleasonwerten 3+4 oder 4+3 entstehen, wobei die erste Ziffer die
Dedifferenzierungsstufe des hiufigsten Zellmusters bewertet und die zweite Ziffer die
zweithadufigsten Zellen. Patienten mit einer Gleasonsumme von weniger oder gleich 6

bleiben dabei unter weiterer Beobachtung, dagegen erfordert eine Gleasonsumme von
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7 oder mehr therapeutische Mafinahmen (Shah, [2009)). Die Beurteilung der Prostata

nach den Gleasonwerten ist bis heute, trotz Schwéchen durch individuellen Einfluss der

Pathologen (Burchardt et al., 2008), der zuverlissigste klinische Prognosemarker und

spielt eine entscheidende Rolle fiir die individuelle Therapiegestaltung. Zeigt der patho-
logische Befund die Notwendigkeit einer Behandlung, bestehen folgende Moglichkeiten:
eine Resektion, Strahlenbehandlung oder die Implantation radioaktiven Materials (Bra-
chytherapie). Im Falle eines fortgeschrittenen Stadiums werden diese Therapieansétze
ergdnzt oder ersetzt mit chemischer Kastration zur Absenkung des Androgenniveaus.
Diese Behandlung reduziert zwar den Tumor und senkt den zirkulierenden PSA-Spiegel,
in den meisten Fallen jedoch kehrt die Krankheit in einer aggressiveren, androgenun-
abhéngigen Form zuriick. Diese Prostatatumore sind weitgehend resistent gegen je-
de Behandlung, eine Behandlung mit Standardtherapeutika bewirkt nur noch kurze
Verlingerungen der Uberlebenszeit (Petrylak et al., [2004).

Abbildung 1.2: Beurteilungsschema der Zelldedifferenzierung nach Gleason von Stufe 1
(anndhernd normale Zellstrukturen) bis Stufe 5 (entartete Zellen mit hohem onkogenen
Potential). Abbildung von St. Johns Providence Cancer Institute.

Nach den neuesten Empfehlungen sollten PSA-Untersuchungen spéter und selte-
ner erfolgen, was eine neue Herausforderung fiir die Diagnose und Behandlung des
Prostatakrebs darstellt (Wolf et al., 2010; Brooks et al., 2010). Diese Empfehlung wur-

de ausgesprochen, da die ausgedehnte PSA-Analyse zu einer hiufigen Diagnose von

relativ ungefdhrlichen Tumoren mit niedrigem Gleasonwert gefithrt hat, die keine Be-

handlung indizieren. Trotzdem wird sich ein kleiner Anteil von zunéchst lokalisierten
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Tumoren schnell entwickeln und benétigt sofortige Behandlung (Lu-Yao et al., 2009).
Die Schwierigkeit der Diagnose besteht also darin, innerhalb der Tumore mit niedri-
gem Gleasonwert bereits zum Zeitpunkt der Biopsie zwischen aggressiven und benignen

Tumoren zu unterscheiden (Sartor et al., [2008]).

1.3.2 Molekulare Grundlagen des Prostatakrebs

Kennzeichnend fiir Prostatakrebs sind multiple unabhéingige Primértumore, die sich
auch auf genetischer Ebene unterscheiden (Mehra et al., [2007; Clark et al., 2008)). Im
Gegensatz dazu sind die Metastasen innerhalb eines Patienten, trotz phinotypischer
Heterogenitét, klonal verwandt (Liu et al., 2009). Die molekulare Heterogenitit der
priméren Prostatatumore hat bisher verhindert, klare Subtypen zu definieren, die zum
Verstédndnis des Unterschiedes zwischen latenten und klinisch relevanten Tumoren bei-
tragen. Grundsétzlich scheinen Punktmutationen selten zu sein, so dass keine einzelnen
Genmutationen als typisch fiir Prostatatumore identifiziert werden konnten (Taylor
et al., 2010). Vielmehr sind Verdnderungen von Genen in Prostatatumoren auf die
Anzahl von Genkopien zuriickzufithren. Uber vergleichende genomische Hybridisierung
(CGH) konnten Zugewinne der chromosomalen Region 8q und Verluste von 3p, 8p,
10q, 13q und 17p identifiziert werden (Lapointe et al., [2007; Taylor et al., [2010). Eini-
ge dieser genetischen Aberrationen wurden auch in Prostata-intraepithel-Neoplasmen
(PIN) identifiziert, so dass sie als Wegbereiter fiir die Entstehung als auch die Progres-
sion von Prostatakarzinomen gelten. Einige Gene mit Schliisselfunktion konnten den
am haufigsten betroffenen Regionen zugeordnet werden, darunter NKX3.1 auf 8p21,
PTEN auf 10g23 und MYC auf 8q24.

Der Androgenrezeptor-Signalweg spielt sowohl bei der reguldren Entwicklung des
Prostatagewebes als auch des Prostatakrebs eine zentrale Rolle. Das Androgen Testos-
teron und die aktivere Form Dihydroxy-Testosterone sind die Hauptliganden des AR.
Der AR bindet nach Aktivierung spezifisch an DNA-Sequenzen (androgen responsive
elements ARE) und erméglicht iiber Chromatinummodellierung die Transkription von
Genen fiir Zellwachstum und Proliferation. Eine Aktivierung von AR durch Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen, MAP-Kinasen und AKT ist auch unabhingig von Androgen méglich
(Manin et al., 2002), wodurch der AR-Signalweg eng verkniipft ist mit diesen typi-
schen onkogenen Signalwegen. Daneben verhindert die Phosphorylierung des AR an

Serin dessen Proteolyse (Blok et all [1998) und foérdert die Aktivitdt bei niedrigen
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Androgenkonzentrationen. Eine vielversprechende Entdeckung im Zusammenhang mit
dem AR-Signalweg war eine Translokation von Chromosomen, durch die einige ETS-
Transkriptionsfaktoren (ERG, ETV1, ETV4) aktiviert werden. Die hdufigste Umla-
gerung generiert ein TMPRSS:ERG Fusionsgen, das zur Expression von ERG fiihrt,
kontrolliert vom androgenabhingigen TMPRSS-Promotor (Tomlins et al., [2005; Sa-
ramiki et al |2008). Dieses Fusionsgen ist in etwa 15 % der fortgeschrittenen PINs und
50 % der lokalisierten Tumore zu finden (Mosquera et al.; [2008; /Albadine et al., [2009).
Trotz der Haufigkeit dieses Fusionsgens ist weder seine Funktion noch das prognostische

Potential abschlielend geklért.

1.4 Proteomanalytik

1.4.1 Bedeutung der Proteinanalytik

Fiir das Verstdndnis komplexer Zusammenhénge wie der Regulation zelluldrer Systeme
ist es unerléasslich, die einzelnen Komponenten zu identifizieren und deren Zusammen-
spiel zu analysieren. Eine wichtige Rolle spielen dabei die biochemischen Aktivitidten der
Proteine, wie diese kontrolliert und modifiziert werden. Traditionell werden Proteine
und deren Aktivitdt im Einzelmafstab untersucht, in einer Abfolge einzelner Experi-
mente. Diese Vorgehensweise ist jedoch nicht optimal, sondern vielmehr langsam und
arbeitsintensiv (Hall et al., 2007). Um die Nachteile traditioneller Methoden auszu-
gleichen, wurden sogenannte Hochdurchsatzmethoden zur Analyse von DNA, Protein
und Metaboliten entwickelt. Besonders DN A-Mikroarrays haben sich schon friih in der
Genomforschung durchgesetzt (Schena et al., [1995)). Sie konnen eingesetzt werden, um
Genexpressionsprofile sowie Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren zu analysieren
sowie Sequenzmutationen und -deletionen zu identifizieren. Vor allem Mikroarrays zur
Analyse der mRNA-Expression sind in der biologischen Forschung unverzichtbar ge-
worden. Jedoch kénnen DNA-Mikroarrays nur Informationen iiber die Gene selbst und
deren Transkription liefern und lassen nur indirekt Riickschliisse auf die Funktion und
Aktivitdt der codierten Proteine zu. Zur Analyse von Proteinen und deren Aktivitdt
wurden daher ebenfalls Hochdurchsatzverfahren entwickelt. Auf diesem Gebiet haben
sich vor allem die Massenspektrometrie (Krogan et al., 2006) und die Proteinarrays

durchgesetzt (MacBeath and Schreiber, 2000; Korf et al.,|2008; Laurenson et al., [2010).
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1.4.2 Aufbau und Funktion von Proteinarrays

Zur Analyse von Genen und RNAs steht eine Vielzahl an validen kommerziellen An-
wendungen zur Verfiigung. Die Weiterentwicklung von Proteinmikroarrays wurde zum
grofiten Teil in der wissenschaftlichen Forschung betrieben. Ursachen hierfiir liegen in
der Vielfaltigkeit von moglichen Ansétzen, die Proteinarrays aufzubauen, wie auch in
den Stabilitdtsproblemen von Proteinen, was zu einer Verzogerung der Standardisierung
fithrte. Demzufolge ist ein breites Spektrum an individuellen experimentellen Designs

und Einsatzmoglichkeiten fiir Proteinarrays entstanden.
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Abbildung 1.3: Verschiedene Arten von Proteinmikroarrays entstehen durch die indivi-

duelle Kombination aus Antikérpern und Detektionsmethoden. Immobilisierte Antikérper
kénnen Zielproteine aus einer fliissigen Probe herausfangen (I-III) oder die Proben wer-
den direkt immobilisiert (IV, V). Die Detektion erfolgt iiber Markierung der Proteine, der
Detektionsantikorper oder Zweitantikorper (A-C) und die Signalmolekiile werden vermit-
telt iiber Streptavidin-Biotin-Komplexe (A), generiert durch enzymatische Umsetzung von
chromogenem Substrat (B) oder die Farbstoffe werden direkt an Antikérper gebunden (C).

Abbildung [T.3] veranschaulicht den modularen Aufbau und die Detektionsméoglich-
keiten der Proteinarrays. Die am h#ufigsten verwendeten Protokolle zum Erzeugen
von Signalen sind der enzymatische Umsatz von Substrat, die direkte Markierung mit
sowie die Nutzung von Biotin-Streptavidin-Bindungskomplexen. Prinzipiell kann dabei
die Probe selbst sowie der zielproteinspezifische oder Ig-spezifische Antikdper markiert

sein. Die Signale selbst konnen dabei auf Basis von Fluoreszenz, iiber Farbniederschlag
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oder Chemolumineszenz erzeugt werden. Der Aufbau der ersten Proteinarrays bestand
aus immobilisierten Antikorpern, welche die Zielproteine aus der Probe selektierten.
Die Detektion erfolgte {iber direkt markierte Proteine oder iiber die Inkubation eines
zweiten zielproteinspezifischen und dritten markierten Antikorpers. Diese Anordnung
ist das sogenannte “Forward Phase“-Prinzip, was dem Aufbau eines DNA-Mikroarrays
nachempfunden ist. Auf diese Weise kann in einer Probe parallel die Expression vieler

Proteine untersucht werden.

1.4.3 Reverse Phase Protein Arrays

Im Gegensatz zu den Antikorperarrays werden bei den sogenannten “Reverse Phase*
Proteinarrays (RPPAs) die Proben als Array immobilisiert und anschliefend mit ei-
nem individuellen monospezifischen Antikoérper inkubiert (siche Abbildung. Dieses
Prinzip der RPPAs wurde vor etwa zehn Jahren vorgestellt (Paweletz et al., 2001) und
seither in vielen Bereichen der Proteomforschung eingesetzt und weiterentwickelt. So
wurde die Technologie genutzt, um Proteinexpressionsmuster in Zelllinien zu untersu-
chen (Nishizuka et al., 2003; Loebke et al., 2007; |Akkiprik et al., 2006)) als auch Bio-
marker in Prostatatumoren (Grubb et al., [2009), in kolorektalem Karzinom (Gulmann
et al., |2009; Sheehan et al., [2008), in Brustkrebs (Boyd et al., [2008), in nichtkleinzelli-
gem Lungenkarzinom (Vanmeter et al.l 2008) und in Ovarialkarzinom (Wulfkuhle et al.,
2003; Sheehan et al., 2005} Petricoin et al., 2002) zu finden. Dariiberhinaus riickt auch
die klinische Anwendung der RPPAs immer weiter in den Fokus, da mit dieser Methode
relativ schnell und kostengiinstig detaillierte Proteinprofile von Tumorpatienten erstellt
werden konnen, um die Behandlung individuell anzupassen (Calvo et al., 2005; Speer
et al., |2007; Wulfkuhle et al., 2008). RPPAs sind besonders dafiir geeignet, Proteine in
sehr grofien Probensétzen parallel in einer relativ kurzen Zeitspanne zu quantifizieren.
Diese Eigenschaft macht sie zu einem sehr guten Werkzeug fiir die Systembiologie und
die Biomarkerforschung. Die Daten von RPPAs sind semiquantitativ, das bedeutet, die
Expression eines individuellen Zielproteins kann zunéchst nur unter den Proben eines
Arrays verglichen werden. Aussagen iiber die absolute Expression verschiedener Pro-
teine einer bestimmten Probe sind unter Umstéinden ebenfalls moglich. Dies erfordert
jedoch zielproteinspezifische Kalibratoren (Berg et al.l [2010; [Speer et al., [2007). Ein

umfassendes Softwarepaket zur Analyse von RPPA-Daten, das lokal eingesetzt werden
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kann, existiert noch nicht. Durch die hohe Diversitéit der RPPA-Protokolle sind beste-

hende Konzepte entweder beschrinkt auf einzelne Schritte wie Normalisierung (Neeley!

2009) oder Quantifizierung (Hu et al., 2007) oder setzen die Nutzung einer be-

stimmten kommerziellen Software, wie z.B. MicroVigene®, voraus (Stanislaus et al.,

2008).
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Abbildung 1.4: Arbeitskreislauf von RPPA-Experimenten: Nach der experimentellen Ge-
neration der Proben werden diese auf nitrozellulosebeschichtete Objektréiger gedruckt. Die
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Zielproteine werden mit validierten Antikorpern detektiert und nach Inkubation mit fluo-
reszenzmarkierten Zweitantikorpern gescannt (ein Fluoreszenzrasterbild erstellt). Mit Bild-
analysesoftware werden die Fluoreszenzintensifiten in Zahlenwerte transformiert und an-
schlieend mit dem R-paket RPPanalyzer analysiert. Die Ergebnisse werden genutzt zur

Planung der weiteren Experimente
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die RPPA-Technologie so zu optimieren, dass sie fiir bio-
medizinische Fragestellungen einsetzbar ist. Dazu war es notwendig, den Durchsatz,
die Sensitivitdt und die Robustheit der RPPAs weiterzuentwickeln und ein geeigne-
tes Analysewerkzeug fiir die flexible Auswertung von RPPAs zu programmieren. Als
Basis fiir die Weiterentwicklung diente das RPPA-Protokoll von Christian Lobke (Lo-
ebke et al., |2007)). Die verbesserte Technologie und Datenanalyse sollte anschlieffend
fiir die Untersuchung von nichtkleinzelligen Lungenkrebszelllinien eingesetzt werden,
um Proteine zu finden, die mit der Sensitivitdt gegeniiber Kinaseinhibitoren korrelie-
ren und somit zur Vorhersage der Wirksamkeit der Wirkstoffe herangezogen werden
konnen. Auflerdem sollten iiber die Analyse von Signalproteinen in Prostatatumoren
Expressions- und Aktivierungsprofile identifiziert werden, die mit dem Gleasonwert und
dem TMPRSS:ERG Fusionsgen assoziiert sind, da die aktuellen molekularen Marker
(z.B. AMARC, NKX3.1, CAMKK2 oder MAOA ) nicht mehr prognostisches Potential

als die traditionelle Beurteilung nach Gleason (True et al., |2006) bieten.
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Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders beschrieben, von folgenden Firmen erwor-

ben:

AppliChem (Darmstadt) Baker (Gro-Gerau) BioRad (Miinchen)
Fluka (Seelze) Gerbu (Gaiberg) Merck (Darmstadt)
PAA (Pasching) Roth (Karlsruhe) Sigma (Steinheim)

2.1.2 Gerite

2470 Nadeldrucker Aushon, Billerica, USA

Sprint Piezodrucker ArrayJet, Roslin, UK
Gewebehomogenisierer Qiagen, Hilden, D

Biomek® FX Beckman Coulter, Krefeld, D
Mikroarray-Inkubationskammer  Metecon, Mannheim, D
Inkubator BBD 6220 Heraeus, Hanau, D

Sterilbank (Hera-safe) Heraeus, Hanau, D
Multikanalpipette Biohit, Rosbach, D

Multipette plus Eppendorf, Hamburg, D
Odyssey® Imaging System LI-COR Bioscience, Lincoln, USA

13
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Axon 4000B Imaging System Molecular Devices, Ismaning, D

pH Meter Hanna Instruments, Kehl, D

Pipetteboy Integra Biosciences, Fernwald, D

Pipetten Gilson, Langenfeld, D
Eppendorf, Hamburg, D

Elektrophoresezelle BioRad, Miinchen, D

Elektrophorese-Netzgerite Consort, Turmhout, BE

Spectra MAX 190 Molecular Devices, Ismaning

Analysewaage Mettler Toledo,

Schiittler VWR, Darmstadt, D

Stovall, Greensboro, UK
Heidolph, Schwabach, D

Thermoschiittler Eppendorf, Hamburg, D
Heizblock Sigma,Steinheim, D
Zentrifugen Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, D

Multifuge 4KR, Heraeus, Hanau, D
Sigma 4K15C, Qiagen, Hilden, D
Sorvall RC 5B Plus, Langenselbold, D
Merck Eurolab, Darmstadt, D

2.1.3 Software

GenePix® 5.0 Molecular Devices, Ismaning, D
Odyssey® 2.0 LI-COR Bioscience, Lincoln, USA
R (R Development Core Team), 2005)
Concept Explorer (Yevtushenko, |2000)

2.1.4 Verbrauchmaterial

Mikrotiterplatten (6er) Nunc, Langenselbold, D
Mikrotiterplatten (96er) Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
Mikrotiterplatten (384er) ABgene, Epsom, UK
Zellkulturflaschen Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
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Zellschaber
Pipettenspitzen
Filterspitzen
Pasteurpipetten

Reaktionsrohrchen

Serologische Pipetten
Nitrozelluloseslides
PVDF Membran (45um)
Blottingpapier (0,34 mm)
Stahlkugeln 5 mm
Qiashredder

TPP, Darmstadt, D
Eppendorf, Hamburg, D
Starlab, Ahrensburg, D
WU, Mainz, D
Eppendorf, Hamburg, D

Greiner Bio-one, Frickenhausen, D

BD, Heidelberg, D

Grace Biolabs, Bend, USA
Millipore, Eschborn, D
Whatman, Dassel, D
Qiagen, Hilden, D

Qiagen, Hilden, D

2.1.5 Puffer, Nihrmedien, Losungen und Inhibitoren

0,25 % Trypsin-EDTA-Lésung
7-amino-actinomycin D
Antikorperverdiinner
DMEM (41966)

DMEM (31053)

DPBS

Fetal

HEPES, 1M

l-glutamine, 200mM
Zellllysepuffer (M-PER)
Gewebelysepuffer (T-PER)
Nichtessentielle Aminosauren
Nucleasefreies Wasser
Odyssey®Blockpuffer
OptiMEM

Ponceau S

Fast Green FCF

Kolloidales Gold

GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt

Dako, Glostrup

GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
Pierce, Bonn

Pierce, Bonn

GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
Ambion, Darmstadt

Licor Bioscience, Bad Homburg
GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

BioRad, Miinchen
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SyproRuby® BioRad, Miinchen

Ladepuffer (Roti-Load1) Roth, Karlsruhe

RPMI 1640 GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
Natriumpyruvate, 100mM GIBCO, Invitrogen, Darmstadt
TEMED Serva Electrophoresis, Heidelberg

Proteaseinhibitor (Complete Mini) Roche, Mannheim
Phosphataseinhibitor (PhosStop) Roche, Mannheim

peqGold Proteinmarker IV Peqglab, Erlangen
peqGold Proteinmarker V Peqlab, Erlangen
Lipofectamine™?2000 Invitrogen, Darmstadt

Pufferstocklésungen

10x PBS (pH 7,4) 1,37M NaCl
27mM KCL
18mM KH2POy4
100mM NasPOy

10x TBS (pH 7,6) 1,37TM NaCl
200mM Tris

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der Acrylamidgele fiir die Elektrophorese

Sammelgel Trenngele

5% 125%  7,5%
Acrylamid 1,33 ml 10 ml 8,3 ml 5 ml
4x Gel Puffer 2,55 ml 5 ml 5 ml 5 ml
10% SDS (w/v) 100 ul 200 pl 200 pl 200 pl
10% APS 100 I 100 pl 100 pwl 100 pl
TEMED S5pl  6,7ul  6,7ul 6,7 ul
ddH20 6ml 47ml 64ml 9,7ml

SDS-PAGE
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4 x Sammelgelpuffer
4 x Trenngelpuffer

1 x Laufpuffer

APS

Western Blot

Kathodenpuffer
Anodenpuffer 1
Anodenpuffer II
Waschpuffer
Blockpuffer

Zweitantikorperpuffer

Reverse Phase Proteinarray

Blockpuffer

Erstantikorperpuffer

Zweitantikorperpuffer

5 M Tris-HCI; pH 6,8

1.5 M Tris-HCI; pH 8,8

25 mM glycine + 0.1% SDS (w/v)
10% in HyO

40mM aminohexanoic acid, 20% Methanol
300mM Tris Base, 20% Methanol

25mM Tris Base, 20% Methanol

0,1% Tween®20 in TBS (TBST)
Odyssey® Blockpuffer 1:2 in TBS

5mM Natriumfluorid

1mM Natriumorthovanadat

Waschpuffer + 0,02% SDS (w/v)

Odyssey® Blockpuffer 1:2 in PBS

5mM Natriumfluorid

1mM Natriumorthovanadat

Blockpuffer oder DAKO Antikérperverdiinner
Waschpuffer + 0,02% SDS (w/v) + 0,5% BSA

17
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2.1.6 siRNAs

Tabelle 2.2: Auflistung der siRNAs zur Reduktion der Proteinexpression. Die Artikelnum-
mern beziehen sich jeweils auf Mischungen von vier spezifischen Sequenzen (ON-TARGET

plus Set of 4, Dharmacon RNAi Technologies).

Gen Gen-ID  Accessionnummer  Artikelnummer

AKT1 207 NM_001014431 LQ-003000-00-0002
AKT2 208 NM_001626 L.Q-003001-00-0002
CBL 867 NM_005188 LQ-003003-00-0002
CCND1 595 NM_053056 LQ-003210-00-0002
CCND3 896 NM_001760 LQ-003212-00-0002
CDK2 1017 NM_052827 L.Q-003236-00-0002
CDK4 1019 NM_000075 L.Q-003238-00-0002
EGFR 1956 NM_201283 LQ-003114-00-0002
ERBB2 2064 NM_004448 LQ-003126-00-0002
ERRFI1 54206 NM_018948 LQ-017016-01-0002
FRAP1 2475 NM_004958 L.Q-003008-00-0002
GRB2 2885 NM_203506 LQ-019220-00-0002
GSK3B 2932 NM_002093 LQ-003010-00-0002
INPPL1 3636 NM_001567 LQ-004152-00-0002
MAPK1 5594 NM_138957 LQ-003555-00-0002
MAPK14 1432 NM_139013 LQ-003512-00-0002
MAPK3 5595 NM_002746 LQ-003592-00-0002
MAPKS 5599 NM_139049 LQ-003514-00-0002
PIK3CA 5290 NM_006218 LQ-003018-00-0002
PIK3CB 5291 NM_006219 L.Q-003019-00-0002
PLCG1 5335 NM_182811 LQ-003559-00-0002
PRKCA 5578 NM_002737 LQ-003523-00-0002
PTEN 5728 NM_000314 LQ-003023-00-0002
PTPN11 5781 NM_002834 LQ-003947-00-0002
RB1 5925 NM_000321 LQ-003296-00-0002
SRC 6714 NM_198291 LQ-003175-00-0002
STAT3 6774 NM_213662 LQ-003544-00-0002

18
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2.1.7 Antik6rper

Tabelle 2.3: Antikorper zur Detektion von Gesamtprotein

Zielprotein  Synonyme Anbieter Bestellnummer Wirt
AKT1 PKB alpha, Rac  Becton Dickinson 610860 Maus
AKT?2 PKB beta, Rac-2  Cell Signaling 3063 Kaninchen
AKT3 PKB gamma Cell Signaling 3788 Kaninchen
BAX Bcl2L4 Cell Signaling 2772 Kaninchen
BCL2L1 Bcl-X Sigma B9304 Kaninchen
CASP3 Caspase 3 Cell Signaling 9665 Kaninchen
CBL ¢-CBL Cell Signaling 2747 Kaninchen
CCNE1 cyclinE1l Santa Cruz sc-247 Kaninchen
CCND1 cyclinD1 Cell Signaling 2922 Kaninchen
CCND3 cyclinD3 Cell Signaling 2936 Maus
CDK2 CDK2 Sigma Ch223 Kaninchen
CDK4 CDK4 Epitomics 2341-1 Kaninchen
CDK6 CDK6 Santa Cruz sc-69766 Maus
CDKNI1B  p27 Becton Dickinson 610241 Maus
EGFR ERRB1 Cell Signaling 2646 Kaninchen
EGFR ERRB1 Santa Cruz sc-03 Kaninchen
ERBB2 Her2 Neomarker abl7 Maus
ERBB3 Her3 Santa Cruz sc-415 Maus
ERRFI1 MIG6 Santa Cruz sc-46165 Ziege
FRAP1 mTor Cell Signaling 2983 Kaninchen
GRB2 Ash, NCKAP2 Cell Signaling 3972 Kaninchen
GSK3B Gsk3beta Cell Signaling 9315 Kaninchen
INPPL1 SHIP2 Cell Signaling 2839 Kaninchen
KRAS c-Kras Abcam ab55391 Maus
MAPK1 ERK2 Santa Cruz sc-81458 Maus
MAPK14 p38alpha Cell Signaling 9212 Kaninchen
MAPK3 ERK1 RnD AF1575 Kaninchen
MAPKS JNK1 Abcam ab7949 Kaninchen
MAP2K1 MEK1 Becton Dickinson 610122 Maus
MET HGFR Cell Signaling 3127 Maus
NFKBIA Ik-B alpha Cell Signaling 9242 Kaninchen
PAK1 Pak alpha Cell Signaling 2602 Kaninchen
PCNA PCNA Santa Cruz sc-7907 Kaninchen
PIK3CA PISK pl110 alpha  Cell Signaling 4249 Kaninchen
PIK3CB PI3K pl10 beta Abcam ab32569 Kaninchen
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Tabelle 2.3: Antikorper zur Detektion von Gesamtprotein

Zielprotein  Synonyme Anbieter Bestellnummer  Wirt

PIK3R1 PI3Kp85 alpha Abcam ab40755 Kaninchen
PLCG1 PLCgamma Abcam ab41433 Maus

PLEKHE1 PHLPP1 Abcam ab71277 Kaninchen
PP2A PP2A A, PR65 Cell Signaling 2039 Kaninchen
PP2A PP2A B, PR55 Cell Signaling 4953 Kaninchen
PRKCA PKC alpha Abcam ab32376 Kaninchen
PTEN MMACI1, PTEN1 Cell Signaling 9552 Kaninchen
PTPN1 PTP1B Epitomics 2066-1 Kaninchen
PTPN11 SHP2 Epitomics 1609-1 Kaninchen
RB1 pRb, ppl10 Cell Signaling 9309 Maus

RELA Nf-kB p65 Cell Signaling 3034 Kaninchen
RPS6KB1  p70S6K Becton Dickinson 611261 Maus

SHC1 p66, SHC Cell Signaling 2432 Kaninchen
SMAD2 MADH?2 Cell Signaling 3102 Kaninchen
STATS3 APRF Calbiochem 569388 Kaninchen
STAT3 APRF Cell Signaling 4904 Kaninchen
STAT3 APRF Abcam ab3162 Kaninchen
STATS3 APRF Cell Signaling 9139 Maus

STATS3 APRF Santa Cruz sc-483 Kaninchen
STATS3 APRF Millipore 06-569 Kaninchen
STAT3 APRF Santa Cruz sc-7179 Kaninchen
STAT3 APRF Santa Cruz sc-482 Kaninchen
XIAP API3, XLP2 Sigma X4503 Ziege
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Tabelle 2.4: Antikorper zur Detektion von phosphoryliertem Protein

Zielprotein Phoshorylierung Anbieter Bestellnummer Wirt

AKT1 5473 Cell Signaling 4056 Kaninchen
EGFR Y1086 Cell Signaling 2220 Kaninchen
EGFR Y1068 Cell Signaling 2236 Maus

EGFR Y1173 Cell Signaling 4407 Kaninchen
EGFR Y992 Cell Signaling 2235 Kaninchen
ERBB2 Y1222 Cell Signaling 2243 Kaninchen
ERBB2 Y1139 Abcam abb3290 Kaninchen
ERBB2 Y1248 Millipore 06-229 Kaninchen
MAPK1/3 T202,Y204 Cell Signaling 4370 Kaninchen
MAPK1/3 T202,Y204 RnD AF1018 Kaninchen
MAPK14  T180,Y182 Cell Signaling 9215 Kaninchen
PAK1 T423 Sigma P7746 Kaninchen
PRKCA S657 Millipore 06-822 Kaninchen
PLCG1 51248 Cell Signaling 4510 Kaninchen
RB1 S807,811 Cell Signaling 9308 Kaninchen
STATS3 Y705 Cell Signaling 9131 Kaninchen
STATS3 ST27 Cell Signaling 9134 Kaninchen
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2.1.8 Lungenkrebszelllinien

Tabelle 2.5: Auflistung der Lungenkrebszelllinien und Einteilung der Sensitivitidtsklassen
der sieben Inhibitoren mit Er = Erlotinib, La = Lapatinib, Va = Vandetanib, Da = Dasati-
nib, PD = PD168393, UO = U0126 und VX = VX 680 in S = sensitiv, M = mittelsensitiv

und R = resistent sowie n.v. = Information nicht verfiigbar

Zelllinie Anbieter Nummer Sensitivititsklasse

Er La Va Da PD UO VX
A427 ATCC HTB-53 M M M M M R S
A549 ATCC CCL-185 R R M R R M R
Calul ATCC HTB-54 R R M M M M M
Calu3 ATCC HTB-55 M S M M S R R
Calu6 ATCC HTB-56 M M M R R M M
Colo699 DSMZ ACC196¢ M M M M M M M
DV90 DSMZ ACC307 M M M M M M M
EKVX Teil von NCIG0 n.v. R R M M M M M
H1299 ATCC CRL-5803 R R R M R R M
H1355 ATCC CRL-5865 M M M M M S M
H1395 ATCC CRL-5868 M M R R M M R
H1437 ATCC CRL-5872 R R R M R M M
H1563 ATCC CRL-5875 R R M M M M M
H1568 ATCC CRL-5876 M M M M S M M
H157 n.v. n.v. R R M M R M S
H1648 ATCC CRL-5882 M S M S S M M
H1650 ATCC CRL-5883 M M M M M M M
H1666 ATCC CRL-588 M S M M S M M
H1734 ATCC CRL-5891 M M M S M S M
H1755 ATCC CRL-5892 M R M S M M M
H1770 ATCC CRL-5893 R NA M R M NA NA
H1781 ATCC CRL-5894 M M R M S M S
H1792 ATCC CRL-5895 R R M M R M M
H1819 ATCC CRL-5897 M S M M M R M
H1838 ATCC CRL-5899 M R M M S R R
H1915 ATCC CRL-5904 R R M M M M M
H1944 ATCC CRL-5907 M R M M M M M
H1975 ATCC CRL-5908 R R M M M M M
H1993 ATCC CRL-5909 M M M R M S M
H2009 ATCC CRL-5911 R R M M M M M
H2030 ATCC CRL-5914 M M M M M M M
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Tabelle 2.5: Auflistung der Lungenkrebszelllinien und Einteilung der Sensitivititsklassen
der sieben Inhibitoren mit Er = Erlotinib, La = Lapatinib, Va = Vandetanib, Da = Dasati-
nib, PD = PD168393, UO = UO0126 und VX = VX 680 in S = sensitiv, M = mittelsensitiv

und R = resistent sowie n.v. = Information nicht verfiigbar

Zelllinie Anbieter Nummer Sensitivitdtsklasse

Er La Va Da PD UO VX
H2052 ATCC CRL-5915 M R M S M M M
H2077 n.v. n.v. R R M M M M M
H2087 ATCC CRL-5922 R R M M R M M
H2110 ATCC CRL-5924 M M M M M M S
H2122 ATCC CRL-5985 R R R M M M M
H2126 ATCC CCL-256 R R M M M R R
H2172 ATCC CRL-5930 R M R M M M M
H2228 ATCC CRL-5935 R R M M R NA NA
H23 ATCC CRL-5800 R M M M M M NA
H2347 ATCC CRL-5942 R M M M R M R
H2444 ATCC CRL-5945 M M M M M M R
H28 ATCC CRL-5820 R M M S M S M
H2882 n.v. n.v. R M M M M M M
H2887 n.v. n.v. R R M M NA M M
H3122 n.v. n.v. R R M M M S S
H322 n.v. n.v. M M M M S M M
H322M Teil von NCI60 n.v. M S M S S M M
H3255 n.v. n.v. S S S M S M M
H358 ATCC CRL-5807 M M M M S S M
H441 ATCC HTB-14 M R M M M M M
H460 ATCC HTB-177 R M R R R M M
H520 ATCC HTB-182 R M M M M M M
H522 ATCC CRL-5810 M M M M M M M
H596 ATCC HTB-178 M R M M R M M
H647 ATCC CRL-5834 R R M M R M M
H661 ATCC HTB-183 R R M M M M M
HS820 ATCC HTB-181 R R M M M M S
HCC1171 n.v. n.v. R R M M M M M
HCC1195 n.v. n.v. R NA M M M M R
HCC1359 n.v. n.v. R R R M M M M
HCC15 DSMZ ACC 496 R R M M M M M
HCC1833 n.v. n.v. R M M M R S M
HCC193 n.v. n.v. R M M M S M M
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Tabelle 2.5: Auflistung der Lungenkrebszelllinien und Einteilung der Sensitivititsklassen
der sieben Inhibitoren mit Er = Erlotinib, La = Lapatinib, Va = Vandetanib, Da = Dasati-
nib, PD = PD168393, UO = U0126 und VX = VX 680 in S = sensitiv, M = mittelsensitiv

und R = resistent sowie n.v. = Information nicht verfiigbar

Zelllinie Anbieter Nummer Sensitivititsklasse
Er La Va Da PD UO VX
HCC2279 n.v. n.v. S R NA M M M M
HCC2429 n.v. n.v. R M M M R M S
HCC2450 n.v. n.v. R R M M M M M
HCC2935 ATCC CRL-2869 M S S M S M R
HCC364 n.v. n.v. M R M M M M M
HCC366 DSMZ ACC492 M R M M M M M
HCC4006 ATCC CRL-2871 S S S M S M M
HCC44 DSMZ ACC534 R R M M M M M
HCC461 n.v. n.v. M R M M R M M
HCC515 n.v. n.v. M M M M M M M
HCC78 DSMZ ACC563 R M M M M M M
HCC827 ATCC CRL-2868 S S S M S R M
HCC95 n.v. n.v. R M M M M M M
HOP62 Teil von NCI60 n.v. R M M M S M M
HOP92 Teil von NCI60 n.v. R R M M R M M
LCLC10314  DSMZ ACC384 R R M M R M M
LCLC97TM1 DSMZ ACC388 M M M M M M S
LouNH91 DSMZ ACC393 M M M M S M M
PC9 n.v. n.v. S M S M S M M
Sklul ATCC HTB-57 R R M M M M M
2.1.9 Prostatagewebeproben
Tabelle 2.6: Auflistung der Prostatagewebeproben

Probe Fusionsgen Konzentration Gewebe Alter Gleasonwert

IGP-16 2.9 Normal 50 3+3

1GP-17 2.5 Normal 59 3+3

IGP-18 1.8 Normal 69 3+3

1GP-20 1.5 Normal 54 3+3

IGP-21 N 2.6 Tumor 68 445
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Tabelle 2.6: Auflistung der Prostatagewebeproben

Probe Fusionsgen Konzentration Gewebe Alter Gleasonwert
IGP-23 N 3 Tumor 50 4+3
IGP-25 Y 2.1 Tumor 61 4+5
IGP-26 N 1.8 Tumor 68 5+4
IGP-27 2.9 Tumor 66 445
IGP-28 Y 2.6 Tumor 62 3+3
IGP-29 N 3.8 Tumor 67 4+3
IGP-30 2.8 Tumor 63 443
IGP-31 N 1.8 Tumor 66 4+4
IGP-32 N 2.7 Tumor 69 5+4
IGP-33 N 3.2 Tumor 68 4+5
IGP-34 1.7 Tumor 70 4+5
IGP-35 N 2.1 Tumor 63 5+4
IGP-36 N 3.2 Tumor 67 443
IGP-37 Y 2.1 Tumor 50 4+3
IGP-38 N 3.4 Tumor 66 445
IGP-39 2.4 Tumor 64 4+3
IGP-40 Y 2.9 Tumor 67 443
IGP-41 Y 1.7 Tumor 66 443
1GP-42 6 Tumor 57 4+5
IGP-43 N 3.4 Tumor 57 3+4
IGP-44 Y 2.8 Tumor 68 443
1GP-45 2.6 Tumor 70 443
IGP-47 Y 1.2 Tumor 61 3+4
IGP-48 Y 2.1 Tumor 60 3+4
IGP-49 Y 1.6 Tumor 74 443
IGP-51 N 2.5 Tumor 65 443
IGP-52 N 2.9 Tumor 72 4+3
IGP-53 2.5 Tumor 58 4+3
IGP-54 2.1 Tumor 69 4+3
IGP-55 N 1.9 Tumor 65 443
IGP-57 N 2.1 Tumor 63 443
IGP-59 2.2 Tumor 56 3+4
IGP-60 Y 1.2 Tumor 70 3+4
IGP-61 Y 2.7 Tumor 58 3+4
IGP-62 Y 1.4 Tumor 63 443
IGP-63 1.4 Tumor 68 443
IGP-64 Y 4.7 Tumor 61 3+4
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Tabelle 2.6: Auflistung der Prostatagewebeproben

Probe Fusionsgen Konzentration Gewebe Alter Gleasonwert
1GP-75 2.8 Normal 67 3+4
IGP-76 3 Normal 59 3+3
IGP-78 2.5 Normal 70 3+3
IGP-79 2.2 Normal 51 3+4
IGP-80 Y 1.1 Tumor 51 3+4
IGP-81 N 1.1 Tumor 64 4+3
1GP-82 1.6 Tumor 67 4+5
IGP-83 N 3 Tumor 66 4+3
1GP-84 1.7 Normal 51 3+3
1GP-85 2.7 Normal 67 4+3
IGP-86 3.5 Normal 65 3+4
1GP-87 2.5 Normal 72 3+4
1GP-88 3.1 Normal 67 4+3
1GP-89 2.1 Normal 49 3+3
1GP-90 1.5 Normal 56 3+3
IGP-91 1.8 Normal 57 3+4
IGP-92 2 Normal 75 3+4
1GP-102 2.6 Normal 62 3+3
IGP-103 1.5 Normal 61 3+3
IGP-104 2.3 Normal 65 4+3
IGP-105 ¥y 1.5 Tumor 67 3+3
IGP-110 N 1.6 Tumor 57 443
IGP-111 2.5 Tumor 65 3+4
IGP-113 1 Tumor 68 445
IGP-115 y 1.7 Tumor 48 3+3
IGP-116 N 1.7 Tumor 67 3+4
IGP-117 Y 2.6 Tumor 67 3+3
IGP-118 N 3.2 Tumor 61 3+4
IGP-119 2 Normal 60 3+4
IGP-120 2.5 Normal 63 3+4
1GP-122 1.5 Normal 61 3+4
1GP-123 2 Normal 67 3+4
IGP-124 2.1 Normal 69 3+3
IGP-126 2 Normal 56 3+3
1GP-127 2.6 Normal 69 3+4
1GP-137 1.7 Normal 68 3+3
IGP-138 2.5 Normal 51 3+4
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Tabelle 2.6: Auflistung der Prostatagewebeproben

Probe Fusionsgen Konzentration Gewebe Alter Gleasonwert
IGP-139 2.1 Normal 71 3+4
IGP-140 2.5 Normal 68 3+4
IGP-141 1.8 Normal 66 3+3
IGP-142 1.7 Normal 57 3+3
IGP-143 2.3 Normal 61 3+4
IGP-144 1.5 Normal 71 3+4
IGP-145 3.2 Normal 64 3+3
IGP-173 1.9 Normal 62 3+3
IGP-174 2.4 Normal 58 3+3
IGP-175 1.7 Normal 67 3+4
IGP-176 1.5 Normal 69 3+3
IGP-177 0.9 Normal 71 3+4
IGP-178 1.5 Normal 60 3+3
IGP-179 2 Normal 60 445
IGP-180 2.3 Normal 64 3+4
IGP-181 1.5 Normal 62 3+3
IGP-182 3.1 Normal 69 3+4
IGP-183 1.6 Normal 68 3+3
IGP-184 1.2 Normal 72 3+4
IGP-185 0.9 Normal 58 3+3
IGP-186 1.1 Normal 64 3+3
IGP-187 2.1 Normal 60 3+4
IGP-188 1.7 Normal 60 3+4
IGP-189 2.1 Normal 68 3+3
IGP-190 2.1 Tumor 65 3+4

2.2 Methoden

2.2.1 Proteinextraktion aus Zellen

Zur Extraktion der Proteine aus pelletiertem Zellmaterial wurde der Lysepuffer (M-

Per mit Proteaseinhibitor und Phosphataseinhibitor) direkt auf die gefrorenen Zellen

gegeben und auf- und abpipettiert, bis das Pellet komplett gelost war. Zur Lyse eines

Zellpellet einer 6-well Zellkulturschale wurden 25 pl Lysepuffer eingesetzt und und

fiir 20 min bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Unlosliche Zelltriimmer wurden
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anschlieend mit einer Zentrifugation bei 16000 g sedimentiert. Im Falle eines Interesses
an phosphorylierten Proteinen wurden die Zellen ohne vorherige Trypsinbehandlung
direkt auf der Zellkulturplatte mit 40 ul Lysepuffer versetzt und mit einem Zellschaber
abgelost. Die weitere Extraktion erfolgte wie fiir Zellpellet beschrieben. Abschlieend
wurde mit einem modifierten BCA Proteinassay die Proteinkonzentration bestimmt
(Korf et al., [2008]). Fiir Zellpellets von MDA-MB-231-Brustkrebszellen aus der Kavitét
einer 6fach-Zellkulturschale lag die Proteinausbeute bei ca. 75 ug.

2.2.2 Proteinextraktion aus Gewebe

Die Gewebestiickchen wurden zunichst im gefrorenem Zustand in 10-30 mg grofie
Stiicke geteilt und gewogen. Die erforderliche Menge an Lysepuffer wurde nach dem
Gewicht der Teilstiicke berechnet. Pro Milligramm Gewebe wurden 10 ul Lysepuffer
(T-Per mit Protease-, Phosphatase- und Kinaseinhibitor) zugegeben. Nach der Zugabe
einer 5 mm Stahlkugel wurde die Probe bei 30000 rpm fiir 4 min homogenisiert und
nochmals fiir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde die Probe auf Trockeneis einge-
froren. Nachdem alle Proben eines Sets homogenisiert und lysiert waren wurden die
Proben auf dem Thermoschiittler bei 4 °C und 300 rpm aufgetaut und bei 16000 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in einer Minute bei 16000 g iiber ein Homogeni-
sierrohrchen (Qiashredder) weiter aufgeschlossen. Die Proteinbestimmung erfolgte wie
fiir Proben aus Zellkultur beschrieben. Die Proteinkonzentrationen der Gewebelysate

lagen im Bereich von 1,5-6 ug/pl.

2.2.3 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde die diskontinuierli-
che Natrium-Dodekylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS) verwendet (Laemm-
li, (1970). Es wurden Gele verwendet, die in einem grobvernetzten Sammelgel die Pro-
teine auf einer Hohe konzentrieren und anschliefend im engvernetzten Trenngel die
Proteine auftrennen (siche Tabelle 2.1). Zur Probenvorbereitung wurden die Prote-
inlysate 1:4 mit 4fach-Auftragspuffer gemischt und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert.
Pro Spur wurden 15-30 pug Gesamtprotein geladen und je nach Groéfle bei 120-150 V/
60-120 min getrennt.
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2.2.4 Western Blot

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch auf eine PVDF-
Membran iibertragen. Dazu wurde ein Feuchtverfahren (semi-dry) mit drei unterschied-
lich leitfihigen Puffern (Anodenpuffer 1 und 2, Kathodenpuffer) angewendet. Zur Uber-
tragung der Proteine wurden vier Whatmanpapiere, getrinkt in Anodenpuffer 1, zwei
in Anodenpuffer 2, methanolaktivierte PVDF-Membran, das SDS-Gel sowie sechs Pa-
piere, getrénkt in Kathodenpuffer, in einem Stapel angeordnet. Mit einer Spannung von
25 V wurden die Proteine in einer Stunde auf die PVDF-Membran iibertragen. Der Pro-
teintransfer wurde gegebenenfalls mit einer reversiblen Ponceau-S Féarbung kontrolliert.

Die Membran wurde anschlieflend fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt.

2.2.5 Immunologische Proteindetektion

Der zielproteinspezifische Antikérper wurde 1:1000 in Blockpuffer verdiinnt und tiber
Nacht bei 4 °C' auf der Membran inkubiert. AnschlieBend wurde der nichtgebundene
Erstantikorper in vier Waschschritten mit jeweils 5 min abgewaschen. Der fluoreszenz-
markierte Zweitantikorper wurde in einer Verdiinnung von 1:10000 fiir 60 min bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Nach erneutem Waschen wie zuvor wurden

Fluoreszenzsignale der feuchten Membran mit dem Odysseyscanner eingelesen.

2.2.6 Drucken der RPPA

Um die Varianz der Proben zu verringern, wurden Proben mit hoher Proteinkonzentra-
tion auf eine bestimmte Konzentration mit Lysepuffer verdiinnt. Diese Konzentration
wurde so festgelegt, dass nur etwa 5 % unterhalb dieser Konzentration als Ausreisser
gewertet wurden. Fiir das Drucken mit dem Piezodrucker ArrayJet Sprint wurden die
Proben mit 50 % Glycerin auf eine Endkonzentration von 25 % verdiinnt, um die notige
Viskositdt zu gewéhrleisten. Je nach Ausgangskonzentration wurden 0,3-1,8 nl Probe
auf einen Punkt des Arrays abgegeben. Fiir das Drucken mit dem Kontaktdrucker Aus-
hon 2470 wurden die Proben mit 0,05 % Tween versetzt, um die Oberflichenspannung
zu reduzieren. Je nach experimentellem Ansatz wurden die Proben mit Nadeln von
185 oder 110 pm Durchmesser gedruckt, was einer Abgabemenge von 1,6 bzw. 0,3 nl
entspricht. Um Randeffekte wihrend stundenlangen Druckens zu vermeiden, wurden

auf den 384er Mikrotiterplatten jeweils die zwei duleren Reihen mit PBS befiillt.
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2.2.7 RPPA-Inkubation

Standardinkubation Um die Inkubation von RPPAs effizienter und schneller durch-
fiihren zu kénnen, wurde in Zusammenarbeit mit Metecon eine variable Arrayinkuba-
tionskammer entwickelt, die je nach Gréfle des Probensets einen Objekttriger in 1-16
Felder aufteilt. Vor der Inkubation werden die mit den Proben bedruckten Objekttréiger
in die entsprechende Kammer eingespannt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
geblockt. AnschlieBend wird iiber Nacht bei 4 “¢C' der Erstantikorper inkubiert. Fiir
die meisten Antikorper ist eine Verdiinnung von 1:300 optimal, einige wenige ben6tigen
hohere Konzentrationen (z.B. anti-p27 BD610241 1:150). Nach der Inkubation werden
die Arrays viermal zehn Minuten gewaschen und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
mit dem Zweitantikorper in einer 1:8000 Verdiinnung inkubiert. Nach viermaligen Wa-
schen der Arrays werden die Objekttriger aus der Inkubationskammer ausgebaut, mit

deionisiertem Wasser abgespiilt und lichtgeschiitzt an der Luft getrocknet.

Inkubation mit Signalamplifikation Zur Inkubation der RPPAs mit antikoérper-
vermittelter Signalamplifikation wurde ein automatisiertes Protokoll fiir den Pipet-
tierroboter entwickelt. Das Blocken der Arrays wurde wie zuvor beschrieben, durch-
gefithrt und die Inkubationskammern auf Schiittler in den Pipettierroboter gestellt.
Die Erst- und Zweitantikorper wurden in Mikrotiterplatten vorgelegt und nach Ablauf
der Blockzeit startet die Inkubation des Erstantikorpers. Die Zweitantikérper wurden
in finf Zyklen jeweils 30 min inkubiert. Im Vergleich zur manuellen Inkubation wurden
die Waschzyklen zwischen den Antikdrperinkubationen auf fiinf erh6ht um das hohere
Totvolumen des Roboters auszugleichen. Nach Abschluss der Inkubation wurden die

Arrays, wie zuvor beschrieben, gespiilt und getrocknet.

2.2.8 RPPA-Bildanalyse

Die Signalintensitdten der RPPAs wurden mit dem Odysseyscanner bei einer Wel-
lenléange von 700 bzw. 800 nm und einer Auflésung von 21 pm eingelesen und als 16-bit
Graustufen TIFF-Datei (Tagged Image File Format) abgespeichert. Die Fluoreszenz-
rasterbilder wurden analysiert mit GenePix 5.0, ohne die automatische Anpassung der
Grofle des voreingestellten Durchmessers fiir die Punkte der Arrays. Die errechneten

Signalintensitdten wurden als GPR-Datei (Gene Pix Results) gespeichert.
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2.2.9 Datenanalyse

Die RPPA-Daten wurden mit dem Softwarepaket RPPanalyzer (Mannsperger et al.,
2010)) eingelesen und hintergrundkorrigiert. Zur Kontrolle der Inkubation wurden die
Antikorpersignale gegen den Blankwert aufgetragen und bei ungeniigender Korrela-
tion der Signalintensitdt mit der Konzentration wurde der Datensatz entfernt. Nach
der Normalisierung wurden die Daten entweder mit im RPPanalyzer implementierten

Funktionen visualisiert oder mit individuellen Skripten weiteranalysiert.

2.2.10 Zellkultur und si- miRNA Transfektion

Die im folgenden beschriebene Methode wurde im Rahmen einer Kollaboration mit der
Arbeitsgruppe Rezeptor Tyrosine Kinase Signaling von Stefan Uhlmann durchgefiihrt.
Die humanen Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 (ATCC, Manassas, USA) wurden kul-
tiviert in Leibovitz L-15 Medium und ergénzt mit 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Strep-
tomycinsulfat, 1 % (w/v) nichtessentielle Aminoséduren, 10 % fotales Rinderserum und
3 g/l Natriumbicarbonat. Die Zellen wurden ausgesiit in Mikrotiterplatten mit sechs
Kavititen in einer Zelldichte von 2 x 10° /Kavitiit und kultiviert fiir 24 h bei 37 °C und
5 % CO,. Vor der Transfektion wurde das Medium getauscht gegen antibiotikafreies
Medium. Die Zellen wurden transfiziert mit si- miRNAs von Dharmacon (Lafayette,
USA). Als Negativkontrolle wurde Allstar siRNA von Quiagen (Hilden, Deutschland)
verwendet. Die si- miRNAs wurden transfiziert mit Hilfe von Lipofectamine 2000 (In-
vitrogen, CA, USA) mit einer Konzentration von 20 nM. Die Zellernte erfolgte nach

einer Inkubationszeit von 48 h.

2.2.11 Quantitative mRNA-Analyse (qRT-PCR)

Die im folgenden beschriebene Methode wurde im Rahmen einer Kollaboration mit der
Arbeitsgruppe Rezeptor Tyrosine Kinase Signaling von Stefan Uhlmann durchgefiihrt.
Die gesamte RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit aus den geernteten Zellen extra-
hiert. Die cDNA wurde synthetisiert mit dem Revert Aid H Minus First Strand cDNA
Synthese Kit unter Verwendung von 0,5 pg oligo(dT)primer mit 2 ul GesamtRNA. Die
Quantifizierung der mRNA einschliellich der Housekeepinggene ACTB und HPRT wur-
de mit dem ABIPrism 7900HT Sequence Detection System durchgefiihrt. Die Sonden

wurden aus der von Roche entwickelten Universal Probe Library gewéhlt, die Primer
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wurden von Sigma-Aldrich bezogen.Die Datennormalisierung und Analyse erfolgte mit

dem in der Abteilung entwickelten ddCt-Paket.
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3

Ergebnisse

3.1 Proteomanalytik

3.1.1 Katalogisierung und Verwaltung von Antikérpern

Der tégliche Einsatz von Antikorpern in vielfdltigen Projekten macht eine optimier-
te Verwaltung der Antikoérperbibliothek unumgénglich. Zu diesem Zweck wurde eine
Datenbank entwickelt, die sowohl den praktischen Umgang im Labor als auch die wis-
senschaftliche Planung von Proteinanalysen erleichtert. Zur Umsetzung des Projektes
wurde eine Datenbankstruktur in PHP programmiert und im Laufe der Zeit immer wei-
ter ausgebaut und erginzt. Bestehende Onlinedatenbanken waren keine Alternative, da
sie fiir Fremdlabore nicht erreichbar sind (Spurrier et al., [2007) oder nur unzureichende
Informationen enthalten (Major et al., 2006). Eine sehr umfangreiche, teilweise kom-
merzialisierte Datenbank fiir Antikoper ist der Human Protein Atlas (Uhlén et al.
2005; Berglund et al., 2008; Lundberg and Uhlén, [2010), dessen Fokus jedoch auf der
Validierung von Antikoérpern fiir die Analyse von Gewebeschnitten liegt.

Die neu entwickelte Datenbank MGA Antibodies zielt auf die Verwaltung von An-
tikérpern fiir nahezu alle géngigen Proteinassays. Die Darstellung von Western Blot
Ergebnissen mit dazugehorigen Protokollen liegt im Hauptfenster der Software, zusam-
men mit detaillierten Angaben zum Zielprotein und dem Antikérper. Die Informatio-
nen zu spezielleren Anwendungen wie Proteinarrays, Immunhistochemie oder Immun-
préazipitation sind mit detaillierten Eintrédgen im zweiten Fenster abrufbar. Zur Zeit
werden Validierungsdaten, technische Details und Firmeninformationen von rund 580

Antikorpern unterschiedlicher Hersteller in der Datenbank verwaltet.
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Abbildung 3.1: Antikérperverwaltung mit der MGA Antikérper Datenbank. Dargestellt
ist ein Bildschirmfoto der Oberfliche des Hauptfensters, in dem sowohl Daten zu den
Zielproteinen abrufbar sind als auch die Datenblétter der Antikorper, Western Blot Bilder

und dazugehorige Protokolle, verkniipft mit einer Bewertung der Spezifitét.

3.1.2 Antikorpervalidierung

Ermittlung der Antikdrperspezifitit mit Hilfe von Western Blots

Die Spezifitdt der Antikorper ist fiir die Verlésslichkeit der RPPAs von zentraler Bedeu-
tung. Die Standardmethode zur Validierung von Antikérpern fiir Proteinarrays ist die
Uberpriifung der Spezifitit mittels Western Blot. Es ist jedoch nicht méglich, Western
Blot-Ergebnisse direkt auf Proteinarrays zu iibertragen. Daher wurde eine Methode zur
Validierung von Antikérpern entwickelt, die auf dem Einsatz von siRNAs basiert und
direkt auf RPPAs durchgefiihrt werden kann. Die Western Blot Methode bleibt jedoch
auch fester Bestandteil der hier vorgestellten Methode.

Als Modell fiir die Entwicklung der Methode wurden Antikérper gegen EGFR zur
Verwendung in MDA-MB-231-Zellen validiert. Zunichst wurden die Antikorper auf
Western Blot getestet, wobei zwei Antikorper gefunden wurden, die vergleichbare Spe-
zifitdten zeigen. Beide Antikorper erkannten ein Protein mit dem erwarteten Moleku-

largewicht von etwa 175 kDa (siehe Abbildung [3.2)).
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Abbildung 3.2: Antikoérpervalidierung mittels Western Blot. Zwei Antikorper zeigen im
Western Blot mit MDA-MB-231-Zelllysat vergleichbare Spezifitit zur Detektion von EG-
FR. Beide Antikorper erkennen die Reduktion von EGFR nach siRNA-Transfektion.

Quantifizierung von Knockdowns mittels Western Blot

Zur weiteren Kontrolle der Spezifitdt der Antikérper wurde eine spezielle Negativkon-
trolle hergestellt. Dazu wurde die Expression des Zielproteins EGFR mittels Transfek-
tion von siRNA unterdriickt (Knockdown von EGFR) und diese Knockdownprobe mit
einer Kontrolltransfektion auf Western Blot Basis verglichen. Dazu wurden zusétzlich
zu der Knockdown- und Kontrollprobe eine Kalibratorreihe aus Lysaten unbehandel-
ter MDA-MB-231-Zellen auf den Western Blot aufgetragen. Nach der Quantifizierung
der Banden wurde iiber eine lineare Regression der Kalibratorreihe die Konzentration
der Knockdown- und Kontrollprobe errechnet. Beide Antikorper zeigten ein identisches
Verhiltnis der EGFR-Konzentration von Knockdownprobe zur Kontrolle (siehe Ab-
bildung . Beide Antikoérper detektierten die Reduktion von EGFR mit 80 %. Die
Signalintensitdten unterschieden sich deutlich: wihrend Antikorper 1 bei 30 g Gesamt-
protein aus MDA-MB-231 pro Spur eine Signalintensitit der EGFR-Bande von ca. 3000

Einheiten zeigte, konnten fiir Antikérper 2 ca. 6000 Einheiten gemessen werden.

Quantifizierung der Antikoperspezifitidt mittels RPPA

Vergleichbar zum Verfahren auf Western Blot wurde der Knockdown von EGFR auch
auf RPPA iiberpriift. Es wurden aus zwei Zellpellets von MDA-MB-231-Zellen Protei-

ne extrahiert, Verdiinnungsreihen hergestellt und als Kalibratoren auf Arrays gedruckt.
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Abbildung 3.3: Bestimmung der EGFR-Konzentration mittels quantitativem Wes-
tern Blot. Die Konzentration von EGRF in MDA-MB-231-Zellen nach Transfektion von
Kontroll- und spezifischer siRNA wurde mittels linearer Regression (gestrichelte Linie) der
Verdiinnungsreihe eines Lysates unbehandelter Zellen (Kreuze) errechnet. Beide Antikorper
detektieren eine Reduktion der EGFR-Expression um 80 %, jedoch mit unterschliedlichem
Gesamtsignal.

Parallel dazu wurden zwei Transfektionen von EGFR-siRNA und vier Kontrolltrans-
fektionen gedruckt. Nach der Inkubation mit den beiden EGFR-Antikorpern zeigte sich
ein deutlicher Unterschied der Spezifitdt beider Antikorper. Wahrend Antikorper 1 eine
Verminderung der Expression von EGFR in der Knockdownprobe um 58 % anzeigt,
detektiert der Antikorper 2 eine Reduktion von 85 % (siehe Abbildung. Die bereits
im Western Blot sichtbaren Unterschiede zwischen beiden Antikorpern spiegeln sich
auch in der RPPA-Analyse wieder. Der Signalunterschied zwischen beiden Antikérpern

vergroflert sich auf fast das Zehnfache.

Reproduzierbarkeit der RPPA-Ergebnisse

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu iiberpriifen, wurden die Proben in meh-

rere Arrays gedruckt, beide EGFR-Antikorper auf jeweils drei identischen Arrays in-
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Abbildung 3.4: Bestimmung der EGFR-Konzentration mittels Reverse Phase Protein
Array zur Validierung der Antikorperspezifitit: Gedruckt wurde ein Array mit Lysaten
aus siRNA-transfizierten MDA-MB-231-Zellen. Die Unterschiede in der Signalintensitét
der EGFR-reduzierten Probe (griin) gegeniiber der Kontrolltransfektion (blau), lassen sich
fiir zwei Antikorper bereits am Fluoreszenzrasterbild erkennen (A). Die Quantifizierung der
EGFR-Minderung in siRNA-transfizierten Zellen iiber lineare Regression (rot gestrichelte
Linie) ergab fiir Antikérper 1 58 % und fiir Antikérper 2 80 % Reduktion gegeniiber der
Kontrolltransfektion (B).

kubiert und die Signalintensitidten der einzelnen Arrays miteinander korreliert. Jeder
Array enthielt zwei unabhéngige Kalibratorreihen zur Quantifizierung der Knockdowns
iiber lineare Regression. Beide Antikorper zeigen ein hohes Mafl an Reproduzierbarkeit
mit Korrelationskoeffizienten iiber 0,94 (siehe Abbildung [3.5]). Ebenso wurde fiir alle
drei Arrays und auf beiden Kalibratorreihen die Reduktion der EGFR-Expression be-
rechnet. Auch hier zeigten beide Antikorper sehr gute Reproduzierbarkeit (siehe Tabelle
bei der Quantifizierung der Reduktion der Zielproteinexpression.

Unabhingigkeit von Signaldynamik und Antikdrperspezifitét

Die beiden hier validierten EGFR-Antikorper haben sich nicht nur hinsichtlich der
Quantifikation der EGFR-Proteinexpression unterschieden, sondern bereits Differen-

zen in den Signalintensitdten gezeigt. Um zu untersuchen, ob die Eigenschaften hoher
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Abbildung 3.5: Reproduzierbarkeit der Inkubation von RPPA: Zwei Antikoérper gegen
EGFR wurden auf jeweils drei Arrays inkubiert und deren Signale zueinander korreliert
(R?: Pearson Korrelation; C'I: Konfidenzintervall).

Signalintensitdten mit der Spezifitdt der Antikérper korrelieren, wurde ein Set von
zehn Antikérpern zur Detektion von STAT3 in MDA-MB-231-Zellen verglichen. Al-
le Antikorper waren kommerziell erhéltlich und anhand der folgenden Gesichtspunkte
ausgewihlt. Die Antikorper sollten aus Maus oder Kaninchen und vom Typ IgG sein,
humane Proteine erkennen und vom Hersteller fiir den Einsatz fiir Western Blot und
Immunoprezipitation empfohlen sein. Antikorper, die nur gegen rekombinantes Pro-
tein getestet wurden, kamen daher nicht in Frage. Stattdessen wurden ausschlielich
Antikorper beriicksichtigt, die eine spezifische Bande des endogenen Proteins im Zell-
lysat zeigten. Alle Antikorper wurden nochmals mittels Western Blot untersucht (siehe
Abbildung . Zwei Antikérper (Nr. 1 und 2) detektierten eine Doppelbande, vier
(Nr. 3-6) eine einzelne Bande beim erwarteten Molekulargewicht. Vier der getesteten
Antikorper (Nr. 7-10) zeigten zusétzlich unspezifische Banden.

Mit Ausnahme von Antikdrper 6 wurde fiir alle Antikorper eine lineare Korre-
lation zwischen der Signalintensitdt und der Konzentration der Proben beobachtet.
Die Steigung der Verdiinnungsgeraden als dem Verhéltnis von Signal zu Konzentration
war jedoch sehr weit gestreut. Prinzipiell zeigten polyklonale Kaninchenantikérper weit
hohere Signale als monoklonale Mausantikorper (siehe Abbildung .

In derselben Weise wie bereits fiir die EGFR-Antikorper beschrieben wurde die
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Tabelle 3.1: Konstanz der Spezifitit zweier Antikorper gegen EGFR. Fiir zwei Antikorper
wurde auf jeweils drei Arrays anhand zweier Kalibratoren die Kapazitéit zur Detektion von
EGFR-Knockdowns errechnet. Die unterschiedliche Detektionsleistung bestétigte sich fiir

alle sechs Werte eines Antikorpers.

Antikorper  Kalibrator Array
1 2 3
Anti-EGFR 1 1 59% 60% 61%
2 58% 58% 60%
Anti-EGFR 2 1 85% 85% 84%
2 8% 8% 84%

Tabelle 3.2: Spezifische FEigenschaften von STAT3-Antikérpern: Quantifizierung der Re-
duktion von STAT3 nach siRNA-Transfektion sowie Detektionslimit von zehn STATS3-

Antikorpern, errechnet anhand zweier unabhéngiger Kalibratorverdiinnungsreihen.

Antikorper- Reduktion STAT3 Detektionslimit [pg/pl]
nummer 1 2 1 2
1 75% 74% 0,027 0,033
2 82% 81% 0,035 0,038
3 86% 85% 0,057 0,057
4 84% 83% 0,016 0,018
5 69% 68% 0,029 0,031
6 -2% -3% 0,173 0,134
7 80% 80% 0,031 0,030
8 32% 33% 0,073 0,057
9 57% 56% 0,077 0,077
10 53% 52% 0,023 0,023
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Abbildung 3.6: Spezifitit von STAT3-Antikorpern: Zehn kommerzielle Antikérper gegen
STAT3 wurden auf MDA-MB-231-Zelllysat getestet mit jeweils 20 pug Gesamtprotein pro
Spur.

Proteinexpression von siRNA-behandelten Zellen untersucht und anhand zweier Ka-
libratorreihen quantifiziert. Antikorper, die bereits im Westen Blot multiple Banden
gezeigt hatten (Nr. 8-10), konnten die reduzierte STAT3-Expression mit 32 % bis 57 %
nur ungeniigend abbilden (siche Tabelle . Die Antikorper 1 bis 5 und 7 zeigten Re-
duktionswerte von 69 % bis 86 %. Von dem monoklonalen Antikérper 6 konnten keine
verwertbaren Signale detektiert werden. Die Werte fiir die Antikérper 1 bis 5 und 7 ma-
chen deutlich, dass die Spezifitdten der Antikorper auf Western Blot und RPPA &hnlich
sind, die ausschlielliche Beurteilung der Western Blots aber zu einer nicht optimalen
Auswahl fiihren kann. Vier Antikorper detektierten die reduzierte STAT3-Expression
mit ca. 80 %, wobei die Signalwerte im mittleren Intensitéitsbereich liegen. Die Grafik in
Abbildung verdeutlicht, dass die absoluten Signalintensitidten der Antikorper nicht

positiv mit der Spezifitit der Antikorper korrelieren.

Detektionslimit als Parameter zur Antikérpervalidierung

Drei Antikérper haben die Reduktion von STAT3 in siRNA-transfizierten Zellen mit
iiber 80 % detektiert. Um den sensitivsten Antikorper zu identifizieren, wurde das De-
tektionslimit als zusétzliches Kriterium herangezogen. Zuerst wurde der Median sowie
der Median der absoluten Abweichung (median absolute deviation MAD) aus allen
Pufferpunkten (Blankwert) errechnet. Das Signalminimum wurde auf Median plus 5

x MAD festgelegt. Diese Werte sind jedoch aufgrund der Unterschiede in den Signal-
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Abbildung 3.7: Dynamischer Bereich von STAT3-Antikorpern: Signalintensititen
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Abbildung 3.8: Die Signalstirke und Spezifitdt von Antikérpern ist unabhéngig: Der Si-

gnalbereich der spezifischsten STAT3-Antikorper (niedrigstes - hochstes Signal, siehe Ab-
bildung in Abhangigkeit von der Messung der Reduktion von STAT3 nach Knockdown
(siehe Tabelle. Dargestellt sind die Werte von sechs Antikorpern, jeweils errechnet iiber

lineare Regression zweier unabhéingiger Kalibratoren (Kreuz, Quadrat).
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intensitdten der Antikorper nicht direkt vergleichbar. Daher wurde die entsprechende
Konzentration iiber dieselbe lineare Regression der beiden Kalibratorreihen errechnet,
die bereits zur Berechnung der Reduktion des Zielproteins eingesetzt wurde. Auf diese
Weise wurde bei Antikorper 4 ein mittleres Detektionslimit von 0,017 ug/ul ermittelt.
Damit war er der Antikérper mit dem niedrigsten Detektionslimit bei gleichzeitig sehr
guter Spezifitit und zeigte ein etwa 50 % niedrigeres Detektionslimit als der néichstbeste

Antikorper 7.

Isoformspezifitit der RPPA-Technologie

Uber die Analyse von Proteinen nach siRNA-Transfektion lisst sich auch die Isoform-
spezifitdt der RPPA-Technologie {iberpriifen. Als Beispielproteine wurden AKT1 und
AKT?2 (Identitit: 81,1 %, Ahnlichkeit 91,9 %), CCND1 und CCND3 (Identitt: 51,7 %,
Ahnlichkeit 67 %) und CDK2 und CDK4 (Identitit: 43,6 %, Ahnlichkeit 61,5 %) aus-
gewéhlt. Die Expression der Proteine wurde mittels der RNAi-Technologie in MDA-
MB-231-Zellen unterdriickt und die Lysate der Zellen auf RPPAs gedruckt. Abbildung
verdeutlicht die Auflosung der Detektion und damit die Spezifitit der RPPAs an-
hand der Knockdown-Antikérper-Paare. Die Reduktion von AKT1, AKT2, CCND1
und CCND3 lisst sich eindeutig dem spezifischen Knockdown zuordnen. Der Knock-
down von CDK4 zeigt auch eine reduzierte Expression von CDK2. Dies konnte jedoch

bei der Quantifizierung des mRNA-Expressionslevels mit qRT-PCR bestétigt werden
(sieche Abbildung [3.10)).

Systembiologische Relevanz der Antikorpervalidierung

Im Rahmen der RNAi-Antikorpervalidierung wurden Antikorper getestet, die Zielpro-
teine aus den Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK)- abhingigen Signaltransduktionsnetz-
werken validieren. Dadurch wurde parallel ein Datensatz erzeugt, der systembiologisch
relevante Informationen enthélt. Durch die Analyse von Antikérper- und Knockdown-
paaren sind Riickschliisse auf die Protein-Protein-Interaktionen und Koregulationen
moglich. Beispielsweise wurde in der Zelllinie MDA-MB-231 durch die Reduktion der
MAPK14 (Synonym p38-«)-Kinase die Expression von AKT1 stimuliert (siche Abbil-
dung [3.11)). Ebenso wurden durch die Unterdriickung der CDK2-Expression die Prote-
inlevel von CCND1 (CyclinD1) und RB1 (pRB) angehoben.
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Abbildung 3.9: Isoformspezifitit der RPPA-Technologie: Alphabetisch geordnete
Heatmap-Darstellung der Expression von Proteinen in siRNA-transfizierten MDA-MB-
231-Zellen. Blaue Felder indizieren Reduktion des gemessenen Proteins (horizontal) der
jeweiligen siRNA-Transfektion (vertikal).
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Abbildung 3.10: Evaluierung der mRNA-Expression der siRNA-transfizierten MDA-MB-
231 Zellen (siehe Abbildung mittels qRT-PCR.
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Abbildung 3.11: Klusteranalyse der Proteinexpression von siRNA-transfizierten MDA-
MB-231-Zellen. Anordnung der vermessenen Proben in Spalten und der gemessenen Pro-
teine in den Zeilen. Blaue Felder indizieren Reduktion, rote Felder verstirkte Expression
der Proteine.
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3.1.3 Signalamplifikation

Prinzip der antikérpervermittelten Signalamplifikation

Die Sensitivitdt von antikérperbasierenden analytischen Verfahren wie RPPAs kann
durch Signalamplifikation gesteigert werden. Dabei ist es von grofiter Wichtigkeit, dass
durch die Signalamplifikation die Spezifitdt des Assays nicht negativ beeinflusst wird.
Die am héaufigsten publizierte Methode zur Signalamplifikation auf RPPA beinhaltet
einen enzymatischen Schritt, bei dem Biotin als Bindungsvermittler genutzt wird. Dies
hat jedoch zum einen den Nachteil, dass biotinylierte Proteine mit zum Gesamtsi-
gnal beitragen und das spezifische Signal iiberdecken. Hinzu kommt, dass enzymati-
sche Reaktionen generell sehr empfindlich auf Schwankungen hinsichtlich Temperatur,
pH-Wert und Substratverfiigbarkeit reagieren, was zu einem Verlust an Reproduzier-
barkeit fithren kann. Um diese Nachteile auszugleichen, wurde ein antikorperbasiertes
Signalamplifikationssystem entwickelt (Brase et al.,2010) und fiir RPPA-Anwendungen
validiert. Dabei wurde durch aufeinander folgende Inkubationen von NIR-markierten
Zweitantikorpern aus zwei verschiedenen Spezies, die gegeneinander gerichtet sind, eine
Art Baumstruktur gebildet (siehe Abbildung|3.12). Diese Antikérperbdumchen tragen
ein Vielfaches an Signalmolekiilen im Vergleich zur einfachen Inkubation der Zweitan-
tikorper und verstidrken damit das Signal. Die Planung der Experimente im Rahmen
dieses Projekts wurde hauptséchlich von mir ausgefiithrt und die Analyse der Daten von

Holger Frohlich und Stephan Gade.

Spezifitit der antikérpervermittelten Signalamplifikation

Durch die antikérpervermittelte Signalamplifikation (AMSA) werden keinerlei unspezi-
fische oder zusétzliche Signale generiert. Dagegen kann unter bestimmten Umstédnden
die gebrauchliche Methode der Thyramid-Signalamplifikation (TSA) deutliche unspe-
zifische Signale erzeugen. In Abbildung wurde ein Antikorper gegen das Prostata-
spezifische Antigen (PSA) auf Lysaten aus Kolonzelllinien, Mausleber und Prostata-
tumorgewebe inkubiert. Die Standarddetektion wie auch die AMSA-Methode zeigten
im Prostatagewebe eine deutliche Bande fiir PSA. Diese Bande wurde auch durch die
TSA-Detektion sichtbar, es erschienen jedoch unspezifische Banden, wobei diese bei der

Mausleberprobe am deutlichsten hervortraten.
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Abbildung 3.12: Prinzip der antikérpervermittelten Signalamplifikation

Im Hinblick auf Stérungen der antikdrpervermittelten Signalamplifikation durch
unspezifische Signale ist Vorsicht bei Proben geboten, bei denen groflere Mengen an
Immunglobulin G zu erwarten sind, wie z.B. immunologische Proben sowie Tumor-
proben. Daher wurde eine mogliche Kreuzreaktivitéit der Methode mit humanem IgG
getestet. Zu diesem Zweck wurden rekombinantes JNK1-Protein und humanes Im-
munglobulin in eine Matrix aus Rinderserumalbumin gegeben und jeweils mit der
antikorperbasierten Amplifikationsmethode detektiert. Abbildung zeigt, dass die
antikorperbasierte Signalamplifikation von humanen Antikérpern unbeeinflusst bleibt.
Weder in der JNK1-Probe wurden mit einem anti-human-IgG-Antikorper signifikante

Signale gemessen noch in der IgG-Probe mit einem anti-JNK1-Antikorper. Kreuzreak-
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Abbildung 3.13: Vergleich der Sperzifitdt von Signalamplifikationsmethoden: Detekti-
on von PSA (*) mit der Standard-NIR-Methode (eingelesen mit Laserintensitit 5), an-
tikérpervermittelter Signalamplifikation und Tyramide-Signalamplifikation (jeweils Laser-
intensitét 2,5). Je Spur wurden 5 pug Lysat aus Prostatakarzinom bzw. PSA-freies Lysat
aus Kolonzelllinien (HT29 und SW480) und Mausleber aufgetragen.

tionen mit humanen Immunglobulinen sind daher nicht zu erwarten.
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Abbildung 3.14: Kreuzreaktivitit mit humanem IgG auf RPPA: Vergleich der Signale von
humanem IgG und rekombinantem JNK1 nach antikérpervermittelter Signalamplifikation.

Eine sechsstufige Verdiinnungsreihe von IgG bzw JNKI1 in einer Proteinmatrix aus BSA

R A

log, Konzentration

0-5

wurde detektiert mit anti-Human-IgG bzw. anti-JNKI.
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Optimierung der Amplifikationsrundenanzahl

Die optimale Anzahl an Amplifikationsrunden wurde auf Grundlage des Signal-Rausch-
Verhéltnisses ermittelt, da erwartungsgeméf nicht nur das spezifische Signal, sondern
auch die Hintergrundsignale mitverstarkt wurden. Zur Ermittlung des optimalen Signal-
Rausch-Verhéltnisses wurde rekombinantes aktives ERK1 (MAPK3) in das Lysat einer
Kolonkarzinomzelllinie gegeben und als Array gedruckt. Das ERK1 wurde anschlieBend
mit einem phosphospezifischen Antikérper im Standardverfahren und mit ein bis fiinf
Amplifikationsrunden detektiert. Nach den ersten zwei Amplifikationsrunden wurde
noch keine Verbesserung des Signals im Vergleich zum Standard erreicht. Mit weite-
ren Amplifikationsrunden jedoch stieg das Signal-Rausch-Verhéltnis deutlich an und
erreichte ein Optimum bei vier Amplifikationsrunden (siehe Abbildung, was einer

fiinfmaligen Inkubation mit Zweitantikorpern entspricht.
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Abbildung 3.15: Ermittlung der optimalen Amplifikationsrunde fiir die AMSA-Methode:
Zwolf Replikatepunkte einer Kolonzelllinie mit Zusatz von 35 fg rekombinantem phospho-
ryliertem ERK1 wurden als RPPA gedruckt. Detektion von p-ERK wurde durchgefiihrt
mit der Standard NIR-Detektion (entspricht 0 Amplifikationsrunden) und verschiedener
Anzahl an Amplifikationsrunden. Der Median (schwarz) und das Signal-Rausch-Verhiltnis
(rot) wurden berechnet. Die blaue Linie indiziert die optimale Anzahl an Amplifikations-

runden.
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Robustheit der Signalamplifikation

Zum Vergleich der Standardmethode mit der Signalamplifikation wurden 14 Proteine
ausgewiihlt und in sieben Zelllinien untersucht. Abbildung[3.16] A zeigt, dass alle Prote-
ine in jeder Zelllinie exprimiert wurden. Die Zelllinien wurden auf RPPAs gedruckt, mit
beiden Methoden untersucht und anschlieflend die logarithmierten Signale korreliert.
Die starke Korrelation beider Methoden (Pearson = 0.89, p-Wert: 2.2716) beweist die
Robustheit und Reproduzierbarkeit der Amplifikationsmethode (sieche Abbildung
B).

CDK4
CyclinD1
ERK1/2
GSK
NF-kB
PCNA
PKC
PLCy
PP2A A
PP2AB
RB
SMAD2/3 |
SRC
STAT3

Amplifikation

Standard

Abbildung 3.16: Western Blot-Analyse von 14 Proteinen in sieben humanen Zell-
linien mit Standard NIR-Detektion (A). Analyse der Proteine mit RPPA zum Ver-
gleich von Standard-NIR und antikorpervermittelter Signalamplifikation (B). Der Pearson

Korrelationskoeffizient wurde mit logarithmierten Werten ermittelt.

Absenkung des Detektionslimit durch antikérpervermittelte Signalamplifi-
kation

Um den Vorteil der AMSA-Methode gegeniiber dem Standardprotokoll festzustellen,
wurde eine serielle Verdiinnung von rekombinantem JNK1 gedruckt und das Detek-
tionslimit fiir beide Methoden bestimmt. Zu einer Mischung aus Lysaten dreier Ko-
lonkarzinomzelllinien (HT29, SW480, RKO) wurde eine zwolfstufige Verdiinnung von
JNK1 zugesetzt und in zwolf Replikatspots auf Arrays gedruckt. Die Konzentrationen
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lagen zwischen 0,27 fg und 0,56 pg rekombinantem JNK1. Um die Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten, wurden jeweils zwei Arrays auf einen Trager gedruckt und getrennt von-
einander die Standard-NIR-Methode sowie die Amplifikationsmethode durchgefiihrt.
Zur Berechnung des Detektionslimits wurde der Mittelwert der geringsten Konzentra-
tion der JNK1- Verdiinnungsreihe als Hintergrundwert Sy angenommen. Das Detekti-
onslimit wurde anschliefend in zwei Stufen ermittelt: Erstens musste der Wert grofier
sein als Sy + 2 - Sd und zweitens iiber die weiteren Konzentrationsstufen stetig an-
steigen. Das heisst, das Detektionslimit bezog sich auf die kleinste Konzentration, die
sich signifikant vom Hintergrund absetzte und sich gleichzeitig von der néchst hoheren
Konzentration unterschied. Als Ergebnis wurde fiir die AMSA-Methode ein achtfach
niedrigeres Detektionslimit bestimmt: 0,55 fg JNK1 kénnten mit der Amplifikations-
methode im Vergleich zu 4,4 fg fiir die Standardmethode nachgewiesen werden (siehe
Abbildung [3.17)).

Standard AMSA

12

log, Signalintensitét
6

T T T T T T T T T T T
=12 =10 -8 -6 -4 -2 =12 -10 -8 -6 -4 -2

log, Konzentration log, Konzentration

Abbildung 3.17: Vergleich der Sensitivitdt von Standard-NIR-Detektion und AMSA:
Verdiinnungsreihen von rekombinantem JNK1 (0,27 fg - 0,56 fg pro Punkt) in Lysaten aus
humanen Kolonkarzinomzelllinien. Jeder Verdiinnungsschritt wurde in zwolf Replikaten
gedruckt. Arrays wurden gedruckt und auf einem Objekttriager inkubiert. Die vertikale

rote Linie indiziert das Detektionslimit.

In analoger Vorgehensweise wurden fiir beide Methoden die Detektionslimits fiir
endogenes beta-Catenin, PDK1 und PCNA in elf Zelllinien (SW480, HCT15, HCT116,
SW620, HT29, T47D, BT474, MDA-MB-231, SKBR3, HCC1954, MCF7) miteinander
verglichen. Anstelle von absoluten Konzentrationen wurde die Verdiinnungsstufe fiir die

Beurteilung des Detektionslimits herangezogen. Abbildung zeigt die Verdiinnungs-
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stufen, die jeweils als Detektionslimits ermittelt wurden. Im Durchschnitt aller Zelllinien
war das Detektionslimit fiir S-catenin und PDK1 vier- bis fiinffach niedriger mit der
AMSA-Methode, fiir die Detektion des in Zelllinien hochexprimierten PCNA erbrachte

die Signalamplifikation keinen Sensitivitdtsgewinn.
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Abbildung 3.18: Vergleich der Detektionslimits zwischen Standard NIR-Detektion und
AMSA fiir die Detektion von beta-Catenin, PDK1 und PCNA in elf Zelllinien (SW480,
HCT15, HCT116, SW620, HT29, T47D, BT474, MDA, SKBR3, HCC1954, MCF7). Das

Detektionslimit ist angezeigt als relative Verdiinnungsstufe.

3.1.4 Quantifizierung und Normalisierung von RPPA-Daten

Signaldynamik auf Proteinarrays

Die Quantifizierung von Proteinen auf RPPA erfolgt iiber die Messung von optischen
oder Fluoreszenz-Signalen, die auf Antikérper-Antigen-Bindung zuriickzufiihren sind.
Zusétzlich kann mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion eine Signalamplifikation erfol-
gen. In Abhéingigkeit der Kombination von Signalgebern und enzymatischer Signalam-
plifikation ergibt sich ein individueller linearer Signalbereich.

Optische Signale, meist generiert iiber Farbprézipitation, haben einen schmaleren
dynamischen Bereich und damit eine geringere Informationstiefe als Fluoreszenzsigna-
le. Fluoreszenzrasterbilder kénnen einen groflen dynamischen Bereich abbilden und
benttigen daher Dateien im 16 bit-Format, um den vollen Umfang an optischer In-
formation zu speichern.

Die Generation von Signalen, die nur iiber die Kopplung fluoreszenzmarkierter
Antikorper ablauft, ist im wesentlichen abhingig von der Dissoziationskonstante Kp

der Epitop-Paratop-Bindung. Die Dissoziationskonstante ergibt sich als Quotient aus
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zwei kinetischen Konstanten: der Dissoziationsrate kq[s~!] und der Assoziationsrate
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Kn —
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Die Bindungsreaktion ist damit abhéngig von der Konzentration der Bindungspart-
ner im Reaktionsraum. Im Falle von RPPA ist der Bindungspartner Antikorper fiir alle
Proben gleich und somit ist die Bindung nur beeinflusst von der Konzentration des
Antigens in den einzelnen Spots. Da die Antikérper im grofen Uberschuss zugegeben
werden, ist ein signifikanter Riickgang wiahrend der Inkubation nicht zu erwarten. Wird
zur Signalamplifikation eine enzymatische Reaktion genutzt, beeinflusst zusétzlich zur
Epitop-Paratop-Bindungskinetik noch die Enzymkinetik des Detektionsverfahrens die
Signalgeneration. Fine Enzymkinetik ist nach der Michaelis-Menten-Theorie vor allem
durch das Phénomen der Séttigung gekennzeichnet. Das heifit, auch die enzymatisch
verstiarken Signale unterliegen Séttigungsprozessen. Zusammenfassend gilt daher, dass
RPPAs, die ein optisches Signal nutzen, das mit einer enzymatischen Reaktion erzeugt
wird, einen wesentlich geringeren linearen (dynamischen) Messbereich haben als solche,
die iiber fluoreszenzmarkierte Antikorper erzeugt werden. Uber ein spezielles Design des
Experiments lédsst sich jedoch dieser Nachteil ausgleichen und der dynamische Messbe-
reich ausweiten. Dazu muss von jeder Probe eine serielle Verdiinnungsreihe hergestellt
und gedruckt werden, wobei anhand der Signalwerte der Verdiinnungsreihe die Kon-
zentration der Probe geschétzt werden kann. Zur mathematischen Umsetzung dieser
Methode wurden zwei Algorithmen entwickelt, die jeweils ein Modell auf Grundlage
des gesamten Arrays berechnen und dieses zur Ermittlung der Konzentration der ein-
zelnen Proben (Hu et al., 2007; Neeley et al., 2009) verwenden. Beide Algorithmen sind
implementiert im RPPanalyzer Softwarepaket (Mannsperger et al., 2010]). Nachfolgend
wurden beide Algorithmen angewendet, um zu zeigen, dass das in dieser Arbeit entwi-
ckelte RPPA-Protokoll keiner Signalsiattigung unterworfen ist. Dazu wurden Lysate von
MDA-MB-231-Zellen als serielle Verdiinnungsreihe mit Startkonzentrationen von etwa
2 pg/ul gedruckt. Bei einfachem Druck von Druckernadeln mit 185 pm Durchmesser
werden etwa 1,6 nl Lysat abgegeben. Dies ergibt eine Gesamtproteinkonzentration von
etwa 3,2 ng/spot fiir die unverdiinnte Probe. Diese Arrays wurden mit vier unterschied-

lichen RPPA-validierten Antikorpern ausgelesen.
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Abbildung zeigt beispielhaft die Signalintensitdten von vier hochexprimier-
ten Proteinen (ERK1/2, PTEN, PI3K p85 und pRB) in drei seriell verdiinnten Pro-
ben. Fiir keines der detektierten Proteine wurde eine Sattigung des Signals beobachtet.
Auch in der Darstellung des SuperCurve Models (siehe Abbildung erreichen die
hochsten Signalintensitidten nicht die Sattigungsgrenze. Erreichen die Signale eines Ar-
rays Sattigungsgrenze und Detektionslimit, stellt sich dies im SuperCurve Modell als
sigmoide Kurve dar. In diesem Fall liegen die jeweils hochsten Konzentrationen der
Verdiinnungsreihen noch im linearen Signalbereich und die niedrigen Konzentrationen
liegen unterhalb des Detektionslimits. Ebenso kann mit dem Serial Dilution Curve Al-
gorithmus kein Sattigungswert aus den Signalintensitdten der vier gezeigten Antikorper

errechnet werden (siche Abbildung [3.21]).
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Abbildung 3.19: Darstellung der Signaldynamik von vier Antikérpern (ERK1/2, PTEN,
PI3K p85 und pRB) gegen konstitutiv exprimierte Proteine in Lysat aus siRNA- transfi-
zierten MDA-MB-231-Zellen im Vergleich zum Blankwert. Die Graphiken sind erstellt mit
dem RPPanalyzer Paket und zeigen einzelne Verdiinnungsreihen eines Arrays. Sie dienen

der einfachen Beurteilung der Antikorpersignale.
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Abbildung 3.20: Darstellung der Signaldynamik von Antikérpern mit dem SuperCur-
ve Model (Coombes et all [2009)). Alle Punkte des Arrays (schwarz) werden zur Errech-
nung des Models (griin) genutzt. Die angegebenen Konzentrationen sind prozessabhiingige,

geschétzte Werte und sind unabhéngig von der tatséchlichen Konzentration.
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Abbildung 3.21: Darstellung der Signaldynamik von Antikérpern mit dem Serial Dilution

Algorithmus (Zhang et al.,2009). Alle Punkte des Arrays (schwarz) werden zur Errechnung

des Models (blau) genutzt, bis auf die als Ausreisser definierten Punkte (rot). Zur Beurtei-

lung der Signaldynamik dienen das geschétze Detektionslimit (a) und die Sattigungsgrenze

(M) sowie der theoretisch ermittelte Vediinnungsfaktor (Dilution factor).
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3. ERGEBNISSE

Bedeutung der Normalisierung von RPPA-Daten

Unter Normalisierung versteht man im Zusammenhang mit RPPA die Korrektur der
Signalintensitidten in Bezug auf eine einheitliche Groéfle, wie z.B. den Gesamtprotein-
gehalt der gedruckten Proben. Dieser Schritt ist notwendig, um die Vergleichbarkeit
der Proben bei quantitativer Analyse von Proteinen zu gewiéhrleisten. Die Normali-
sierung lauft in zwei Schritten: zuerst wird ein Normalisierungsfaktor fiir jede Probe
ermittelt, der anschliefend auf der logarithmischen Skala vom Signalwert abgezogen
wird. Der Hauptunterschied zwischen den verschiedenen Normalisierungsverfahren ist
daher die Bestimmung des Normalisierungswertes. Hier wurden vier prinzipielle Arten
der Normalisierungsarten verglichen: Messung von Housekeepingproteinen, Anfirbung
mit Proteinfarbstoffen (Fast Green FCF, kolloidales Gold), extern ermittelte Konzen-
trationswerte (BCA-Assay) und die Normalisierung iiber die mittlere Expression aller
gemessenen Proteine.

Jeder Arbeitsschritt, von der Extraktion der Proteine aus den Proben bis zum Dru-
cken der Arrays, beeinflusst den Gesamtproteingehalt der Spots auf dem Array. Diese
Unterschiede wirken sich auf das Signal des Zielproteins aus, da dies in Abhingigkeit
vom Gesamtproteingehalt steht, den es deshalb auszugleichen gilt:

Durch unterschiedliche Verhiltnisse von Lysepuffer und Zellzahl entstehen Kon-
zentrationsunterschiede in den Proben. Diese werden ausgeglichen durch Verdiinnen
der Proteinkonzentration aller Proben auf einen festgelegten Wert, der bei Gesamt-
zelllysaten nicht unter 1,5 - 2 ug/ul liegen sollte. Im Anschluss werden die Proben
mit einem zusétzlichen Puffer versetzt, um die Viskositdt dem Arraydrucker anzupas-
sen. Fiir Kontaktdrucker (Nadeldrucker: Aushon 2470) wird mit Detergentien (z.B.
Tween20 oder Igepal NP-40) die Oberflichenspannung herabgesetzt, fiir kontaktlo-
se Drucker (Piezodrucker: ArrayJet Sprint) mit Glycerin oder Polyethylenglykol die
Viskositédt erhoht. Bedingt durch die heterogene Zusammmensetzung unterschiedlicher
Proben kann die Oberflichenspannung bzw. Viskositédt aber nicht absolut gleichméBig
eingestellt werden, was sich auf die Aufnahme- und Abgabemenge auswirkt. Die Na-
deln bzw. Piezoelemente der Drucker sind ebenfalls nicht absolut gleich und haben da-
her unterschiedliche Aufnahme- und Abgabemengen. Diese Grofie lisst sich durch das
Drucken geeigneter Standardproben bestimmen. Kleine Unterschiede in den Abgabe-

mengen beeinflussen aber die Gesamtproteinmenge der Arraypunkte, wobei die voraus-
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gehende variable Aufnahme zu unterschiedlichen Volumina der Proben fithrt. Da sich
der Druck eines Probensatzes iiber mehrere Stunden hinzieht, entstehen zusétzliche
Verdnderungen, z.B. durch Verdunstungseffekte. Dabei ist dieser Effekt nicht fiir al-
le Proben gleich, da ungleiche Volumina und die biochemische Zusammensetzung die
Verdunstung beeinflussen. Zusétzlich entstehen Konzentrationsdnderungen durch den
Eintrag von Waschpuffer in die Proben.

Als Normalisierungswert kann im einfachsten Fall die Proteinkonzentration, wie sie
vor dem Drucken bestimmt wurde, herangezogen werden. Das ist jedoch nur sinnvoll,
wenn der Arraydrucker sehr prézise arbeitet und der Druckvorgang weniger als eine
Stunde dauert, da durch das Drucken entstandene Fehler nicht ausgeglichen werden

konnen.

Unter der Annahme, dass alle in einer Probe gemessenen Proteine die Konzentration
der Probe reflektieren, kann der Median aller Signale einer Probe als Normalisierungs-
wert verwendet werden. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnen Nadeleffekte ausgeglichen

werden.

Am weitesten verbreitet sind Gesamtprotein-Anfirbungen eines oder mehrerer Ar-
rays, die stellvertretend fiir alle Arrays aus einem Druckerlauf durchgefithrt werden.
Dazu werden Proteinfarbstoffe wie kolloidales Gold, Sypro Ruby oder Fast Green FCF
verwendet. Mit dem so erzeugten Normalisierungswert lassen sich Unterschiede der Na-
deln bzw. Piezoelemente ausgleichen und bis zu einem gewissen Anteil auch Verduns-
tungseffekte beriicksichtigen. Je mehr Arrays aus einem Druckerlauf fiir die Anfiarbung
mit Farbstoff verwendet werden, desto genauer kénnen zeitlich bedingte Effekte (Ver-

dunstungseffekte) normalisiert werden.

Der theoretisch leistungsfahigste Normalisierungswert ist der, der auf demselben Ar-
ray wie der Zielproteinwert erzeugt wird. Dies kann durch den Einsatz von Antikérpern
gegen konstitutiv exprimierte Proteine (sogenannte Housekeeper), deren Konzentrati-
on von den experimentellen Parametern unbeeinflusst bleibt, erreicht werden. Durch
Kombination der passenden Antikoérperwirte und der Verwendung zweier unterschiedli-
cher Signale (z.B. verschiedener Wellenlidngen) lassen sich auf einem Array beide Werte

erzeugen.
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3. ERGEBNISSE

Versuchsaufbau zur Bestimmung der leistungsfihigsten Normalisierung

Um das stabilste RPPA-Protokoll in Bezug auf die Normalisierung zu ermitteln, wur-
de die Auswirkung verschiedener Parameter (Druckernadelgrofie, Proteinkonzentration
und -konformation) auf die verschiedenen Normalisierungsmethoden (siche Abschnitt
ermittelt. Dazu wurden Lysate mit nativer Proteinkonformation zweier Kolonkar-
zinomzelllinien H508 und HCT116 in zwei Teile aufgeteilt, wovon ein Teil mit 2 % SDS
versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert wurde. Der andere Teil wurde mit der ent-
sprechenden Menge an PBS verdiinnt. Aus diesen vier Ansétzen wurden durch lineare
Verdiinnung jeweils 15 Proben erzeugt, um verschiedene Proteingehalte zu simulieren,
beginnend mit einer Konzentration von 6 pg/ul bis 0,4 pg/pl. Diese 60 Proben wurden
anschliefend in fiinf Stufen seriell verdiinnt (siehe Tabelle , um einen Datensatz
zu erhalten, auf dem verschiedene Methoden der Quantifizierung angewendet werden
konnten. Die seriellen Verdiinnungen einer Probe wurden so in eine Mikrotiterplatte
pipettiert, dass beim anschlieenden Drucken jede Verdiinnungsstufe der Probe mit
derselben Nadel gedruckt wurde, um innerhalb der Proben Varianzen durch Nadelun-
terschiede zu vermeiden.

Der Probensatz wurde mit einem Kontaktdrucker in zwei verschiedenen Protein-
mengen pro Punkt durch Verwendung unterschiedlicher Nadeldurchmesser (185 pm
Nadeldurchmesser entsprechen etwa 1,6 nl Lysat, 110 um etwa 0,3 nl) gedruckt. Zur
Erzeugung des Normalisierungssignals wurden jeweils drei Arrays mit unterschiedli-
chen Proteinfarbstoffen (kolloidales Gold, Sypro Ruby, Fast Green FCF) angefiirbt.
Eine Mischung aus Antikorpern gegen GAPDH, Aktin und ribosomales Protein 1.19
wurde jeweils im Anschluss an die Inkubation von Antikérpern gegen EGFR, ERK,
p-ERK und PCNA inkubiert.

Durch die verschiedenen Normalisierungsmethoden sollten die Signale der simu-
lierten Proben unterschiedlicher Konzentration (siehe Tabelle auf einen moglichst
dhnlichen (im Idealfall einen einzigen) Signalwert normalisiert werden. Abbildung m
zeigt beispielhaft das Ergebnis der Normalisierung der ERK-Signale in Lysaten aus
H508-Zellen, gedruckt mit 185 pm Nadeldurchmesser. Der Signalbereich der unter-
schiedlichen Konzentrationen wurde durch die Fast Green-Normalisierung eingeengt,
aber die Signale korrelierten nach wie vor mit der Konzentration der Proben. Wur-

de mit Hilfe des Medianwertes normalisiert, konnte diese Abhingigkeit aufgehoben
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Tabelle 3.3: Verdiinnung von Lysaten zur Simulation verschieden konzentrierter Proben

zur Ermittlung der leistungsfihigsten Normalisierung.

Probe Nr. Proben- Serielle Verdiinnungsreihe
konzentration
[ng/ul]
1 6 3,0 1,5 0,75 0,375 0,1875
2 5,6 2,8 14 0,70 0,350 0,1750
3 5,2 2,6 1,3 0,65 0,325 0,1625
4 4,8 24 1,2 0,60 0,300 0,1500
5 4,4 2,2 1,1 0,55 0,275 0,1375
6 4 2,0 1,0 0,50 0,250 0,1250
7 3,6 1,8 09 045 0,225 0,1125
8 3,2 1,6 08 0,40 0,200 0,1000
9 2,8 1,4 0,7 0,35 0,175 0,0875
10 2,4 1,2 0,6 0,30 0,150 0,0750
11 2 1,0 0,5 0,25 0,125 0,0625
12 1,6 0,8 04 0,20 0,100 0,0500
13 1,2 0,6 0,3 0,15 0,075 0,0375
14 0,8 0,4 0,2 0,10 0,050 0,0250
15 0,4 0,2 0,1 0,06 0,025 0,0125
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3. ERGEBNISSE

werden. Die Leistungsfihigkeit einer Normalisierungsmethode kann daran gemessen
werden, wie eng die Signale unterschiedlicher Konzentrationen eines Lysates nach der
Normalisierung sind. Als Optimierungsparameter fiir die nachfolgend gezeigten Expe-
rimente wurde deshalb der 90 % Interquantilbereich gewéihlt, der anzeigte, wie gut die

Konzentration der verschiedenen Proben ausgeglichen werden konnte.
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Abbildung 3.22: Effekt der Normalisierung von Signalen einer ERK-Messung nach dem
Proteingehalt einer Verdiinnungsreihe von Lysat aus H508-Zellen (rot) mit Signalen der
Fast Green-Anfirbung (orange) und dem Median aller gemessenen Proteine des Experi-

ments (griin).

Die Linearitit der RPPA-Technologie wurde bereits in Abschnitt fur Pro-
benkonzentrationen von etwa 2 pug/ul gezeigt und konnte hier bis zu einer Proben-
konzentration von 6 pg/ul erweitert werden, unabhénging von Nadeldurchmesser und
Probenkonformation. Abbildung zeigt am Beispiel der Quantifizierung von ERK
in den Zelllinien H508 und HCT116, dass auch in diesem experimentellen Aufbau in
keiner Kombination ein Séttingungswert errechnet wurde.

Die Leistungsfihigkeit der unterschiedlichen Normalisierungsanséitze wurde zunéchst
fiir verschiedene Konzentrationsbereiche untersucht. Dazu wurde die Konzentration

in vier Bereiche aufgeteilt: niedrig 0,4 bis 2,8 pug/ul, mittel 1,2 bis 3,6 pg/pl, hoch
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Abbildung 3.23: Vergleich der Dynamik von RPPA-Signalen fiir ERK bei verschiede-
nen Proteinkonformationen und Punktgréfien auf Grundlage des Serial Dilution Curve
Algorithmus (Zhang et al., [2009). Gemessen wurden Lysate aus den Zelllinien H508 und
HCT116 (siche auch Abbildung

3,6 bis 6 ug/pl und der gesamte Bereich 0,4 bis 6 ug/ul. Dabei zeigte sich, dass der
Interquantil-Bereich umso kleiner wurde, je héher die Proteinkonzentration der Proben
war, wobei dies fiir alle Normalisierungsmethoden galt (sieche Abbildung . Daraus
ergab sich, dass der Gewinnung hoher Konzentrationen im experimentellen Protokoll

eine hohe Prioritat einzurdumen ist.
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Abbildung 3.24: Leistungsfdhigkeit verschiedener Normalisierungsmethoden in
Abhingigkeit von der Konzentration: Dargestellt sind die 90 % Interquantilbereiche der
logarithmierten Signale der normalisierten virtuellen Proben in Abhéngigkeit des zu nor-
malisierenden Proteinbereiches (niedrig 0,4 bis 2,8 pug/pl, mittel 1,2 bis 3,6 ug/ul, hoch 3,6
bis 6 pug/ul , gesamt 0,4 bis 6 ug/ul) fir sechs unterschiedliche Normalisierungsmethoden.

Die Normalisierungsergebnisse wurden auch nach Lysemethode getrennt betrachtet.
Im mittleren Konzentrationsbereich zeigte sich, dass sich nach Normalisierung insge-
samt die native Konformation etwas besser rechnen lief, da der Interquantil-Bereich
etwas kleiner wurde. Fiir die native Lyse erwies sich die Mediannormalisierung als am
leistungsfihigsten. Vergleichbar gut schnitt die Fast Green FCF-Normalisierung (siehe
Abbildung ab. Die grofite Variation zeigte die Normalisierung mit kolloidalem
Gold. Fiir die denaturierende Lyse galt ein dhnliches Verhéltnis, aber insgesamt blieb
hier eine etwas grofiere Varianz zuriick.

Die Grofle der Druckernadeln und damit die Proteinmenge der Spots beeinflussten
ebenfalls die Normalisierungsleistung. Hier zeigte sich ein signifikanter Vorteil (p-Wert

< 0,001) der groBeren 185 pum Nadeln unabhéngig von der Lysemethode (siehe Abbil-
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Abbildung 3.25: Vergleich der Normalisierungsmethoden, getrennt nach Konformation
der Proben: Dargestellt sind die 90 % Interquantilbereiche der logarithmierten Signale der

normalisierten virtuellen Proben in Abhéngigkeit der Normalisierungsmethode.

dung . Zusammenfassend stellte sich die Verwendung von 185 pm Nadeln, nativer
Proteinkonformation, der Anfiarbung eines Arrays pro Drucklauf mit Fast Green FCF
und der Arbeit mit moglichst hohen Konzentrationen als geeignetste Kombination fiir
eine leistungsfihige Normalisierung dar. Die Normalisierung mit dem Median iiber alle
gemessenen Proteine einer Probe bleibt als Option immer erhalten und kann jederzeit

zusétzlich herangezogen werden, da keine zusétzlichen Laborarbeiten notwendig sind.
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Abbildung 3.26: Einfluss der Druckernadeln auf die Normalisierung der RPPAs: Darstel-
lung der 90 % Interquantilbereiche der logarithmierten Signale der normalisierten virtuellen

Proben.

3.1.5 Entwicklung eines Auswerteprogramms

Notwendigkeit der Entwicklung einer Software zur RPPA-Datenanalyse

Im Verlauf der Arbeit wurde die Kapazitit der RPPAs durch die Anschaffung leis-
tungsfahigerer Drucker und einer Teilautomatisierung der Inkubationsschritte erheblich
verbessert. Dies fithrte zu sehr umfangreichen Datensétzen, zu deren Auswertung Ta-
bellenkalkulationsprogramme nicht mehr ausreichend waren. Aufgrund der noch relativ
geringen Verbreitung dieser jungen Technologie und der grofien Flexibilitéit ihres Ein-
satzes war aber weder ein kommerzielles noch ein freies Auswerteprogramm verfiighar.
Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit das Softwarepaket RPPanalyzer zur Analy-
se von RPPA-Daten in der statistischen Umgebung R entwickelt. Das Softwarepaket
wurde in der freien Programmiersprache R geschrieben, da R die am weitesten verbrei-

tete und akzeptierte Plattform zur statistischen Analyse biologischer Datensiitze ist (R
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Development Core Team, 2005). Das Softwarepaket stellt Funktionen bereit, die vom

Einlesen der Rohdaten bis hin zur Visualisierung der Ergebnisse alle Analyseschritte

abdecken (siehe Abbildung |3.27)).

Bildanalyse

GPR Datei |

| Probenbeschreibung |

| Arraybeschreibung

plotmeasuremtsQC()
plotQc()
plotqq()

Qualitéats-
kontrolle

rppa2Expressionset()
write.Data()

Daten-
export

read.Data()

Rohdaten

correctBG()

hintergrund-

korrigierte
Daten

sample.median()

guantifizierte
Daten

normalizeRPPA()

normalisierte
Daten

rppalist2Heatmap()
test.correlation()
rppa2boxplot()

calcLinear()
calcLogistic()
calcSuperCurve()
calcSDC()

select.sample.group()
remove.arrays()

selektion

Daten-
visualisierung

Abbildung 3.27: Flussdiagramm der Analyse von RPPA-Daten mit dem R-Paket RPP-

analyzer mit Dateien zur Beschreibung der Proben, Arrays und Proteinexpression (blaue

Kisten), Datenobjekte (griin) und Datenvisualisierung bzw. -export (gelb).
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Integration von Soft- und Hardware zur automatischen Analyse von RPPA-
Daten

Die Software zur Analyse der RPPA-Daten wurde im Hinblick darauf entwickelt, grofit-
mogliche Flexibilitdt in der Planung und Durchfithrung der Laborarbeiten zu gewéahr-
leisten. Dies konnte durch die Integration der Druckersoftware (Mikroarraydrucker Ar-
rayJet Sprint und Aushon 2470) mit der Bildanalysesoftware (GenePix) und der Da-
tenanalysesoftware (RPPanalyzer) erreicht werden. Im Einzelnen werden die Protokolle
der Arraydrucker genutzt, um die Proben auf den Arrays bei der Bildanalyse zu lokali-
sieren. Mit einer Beschreibung der Mikrotiterplatte, in der die Proben gelagert werden,
und der zur Inkubation verwendeten Antikorper in einer weiteren Datei werden die
Ergebnisse aus der Bildanalyse den einzelnen Punkten des Experiments zugeordnet.
Das bedeutet, es gibt mit Ausnahme der Beachtung der Probenaufnahmemuster der

Drucker keinerlei Einschrénkungen beim Planen der Experimente.

Einlesen der Rohdaten

Die Daten, die das RPPA-Experiment beschreiben, werden aus einem gemeinsamen

Ordner eingelesen:

1. Die Beschreibung der Proben ist als Textdatei zusammengefasst und enthilt die

experimentellen oder klinischen Daten sowie die Position in der Mikrotiterplatte.

2. Eine Textdatei, die Daten zu den einzelnen Arrays enthilt, wie z.B. der verwen-

dete Antikorper und das untersuchte Zielprotein.

3. Die Ergebnisdateien der Bildanalysesoftware miissen als GenePix Result Datei

(*.gpr) bereitgestellt werden.

Der Datenimport erstellt eine Liste (R-Objekt) aus vier Elementen: eine Matrix
mit den Signalintensitéten der Probenpunkte und eine weitere mit dem lokalen Hin-
tergrundsignal. Jede Zeile dieser Matrizen beeinhaltet einen Vektor, der sich auf die
einzelnen Arraypunkte bezieht, und jede Spalte einen Vektor, der die einzelnen Arrays
zusammenfasst. Das dritte Element beschreibt die Spalten der beiden Matrizen und
damit die Arrays. Entsprechend beschreibt das vierte Element die Zeilen bzw. Punkte
(Spots). Diese Vier-Elemente-Struktur wird wihrend der nachfolgenden Analyseschrit-

te beibehalten und kann jederzeit in Form von zwei Textdateien exportiert werden. Die
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Textdateien enthalten den Matrizen entsprechende Signalwerte, annotiert mit Proben
und Arrayinformation und sind optimiert zur weiteren Analyse mit Tabellenkalkulati-

onsprogrammen, wieMS Excel oder OpenOffice.org Spreadsheet.

Hintergrundkorrektur und Quantifizierung

Nach dem Einlesen kann optional mit Algorithmen des limma R-Pakets (Ritchie et al.,
2007) eine Korrektur des Hintergrundes durchgefiihrt werden. Zur Quantifizierung kann
entweder der Median der technischen Replikatpunkte herangezogen werden oder im Fall
einer seriellen Verdiinnung der Proben die Konzentration iiber ein mathematisches Mo-
dell geschétzt werden. Dabei stehen sowohl ein lineares wie auch ein logistisches Modell
zur Verfligung, die fiir jede Probe eigene Parameter fiir die Schiatzung zur Verfiigung
stellen, als auch Modelle, die alle Punkte eines Arrays zur Modellberechnung einbezie-

hen (Hu et al.l 2007; Zhang et al. 2009).

Normalisierung der Proteingehalte

Zur Normalisierung der Arraydaten sind alle Verfahren aus Abschnitt implemen-
tiert, wobei jedes Verfahren unterschiedliche experimentelle Designs beriicksichtigt und
verschiedene Fehlerquellen ausgleicht.

Visualisierung der Ergebnisse

Um einen Uberblick iiber die biologische Relevanz der Daten zu erhalten, sind Funk-

tionen zur Visualisierung der Daten implementiert:

e Boxplots zur Darstellung differentiell exprimierter Proteine in unterschiedlichen
Probengruppen zusammen mit den Ergebnissen eines statistischen Tests (Wilcoxon-

Test).

e Korrelation der Proteinexpression mit kontinuierlichen Eigenschaften der Proben

(Pearson-Test).

e Klusteranalyse in Heatmaps mit Annotation spezifischer Eigenschaften der Pro-

ben.

e Darstellung von zeitlich aufgelosten Experimenten (Stimulationszeitreihen).
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Datenexport

Zur weiteren Analyse mit R-Paketen aus dem Bereich des Expressionsprofiling kénnen
die Daten als S4-Objekt (Expression Set) exportiert werden, da auf diesem Datenfor-
mat viele etablierte Softwarepakete der Bioconductor-Plattform aufbauen. Zur Wei-
terverabeitung der Daten mit Tabellenkalkulationsprogrammen lassen sich die Daten
in Textdateien schreiben und mit MS Excel oder OpenOffice.org Spreadsheet 6ffnen.
Um das lattice-Paket zur multivariaten Datenvisualisierung anwenden zu koénnen, ist

es moglich, das Listenobjekt in ein Datenfeld (Data frame) umzuwandeln.

3.2 Anwendung der RPPA-Technologie zum Screening ei-
ner miRNA-Bibliothek

3.2.1 Experimentelles Design

In diesem Projekt sollte die Anwendbarkeit der RPPA-Technologie zur Analyse von
Signalproteinen in groflen Probenséitzen gezeigt werden. Dazu wurden in Kollaborati-
on mit der Arbeitsgruppe Receptor Tyrosine Kinase Signaling unter der Leitung von
Ozgiir Sahin die Effekte von 810 miRNA-Transfektionen auf die Expression von Pro-
teinen des ERBB-Signalnetzwerks quantifiziert werden. Als biologisches System wurde
die humane Zelllinie MDA-MB-231 herangezogen, die als Modell fiir dreifach nega-
tiven Brustkrebs gilt. Das bedeutet, die Zelllinie exprimiert kein oder nur sehr we-
nig ERBB2, Progesteron- und Ostrogenrezeptor. Zusitzlich fillt die Zelllinie in die
Brustkrebs-Klasse der Claudin-reduzierten (claudin-low) Tumore (Prat et al., [2010]).
Die Transfektion der miRNA-Bibliothek wurde von Stefan Uhlmann mittels eines au-
tomatisierten Protokolls von Christian Schmidt durchgefiihrt. Die Proben wurden fiir
die RPPA-basierenden Analysen als Zellpellet bereitgestellt.

Alle Detektionsantikérper wurden, wie in Abschnitt dargestellt, validiert.
Zusétzlich wurde ein weiteres Auswahlkriterium eingefiihrt, um die Signifikanz der Er-
gebnisse abzusichern. Das Verhéltnis der Reduktion der mRNA in der Knockdownpro-
be, gemessen mit qRT-PCR, zu der Reduktion des Proteingehaltes auf RPPA sollte
grofer als 0,5 sein. Das heifit, der Antikorper sollte mindestens die Hélfte der Reduk-
tion an mRNA auf Proteinebene erkennen. Die in Abbildung gezeigten Proteine
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bilden die Auswahl an Antikérpern fiir dieses Projekt. Herausgenommen wurde der An-
tikorper gegen SRC, da die Expression dieses Proteins erst in einem spéteren Drucklauf
untersucht werden sollte. Zusétzlich aufgenommen wurde ein Antikorper gegen MAPK1
(ERK2), der aber zu einem spéteren Zeitpunkt validiert und deshalb nicht auf allen in
Abbildung gezeigten Knockdowns inkubiert wurde.

Aufgrund der hohen Anzahl an Proben wurde das gesamte Probenset zur Extrakti-
on der Proteine, Vornormalisierung und Vorbereitung in kleinere Sets unterteilt. Diese
Aufteilung erfolgte unter Optimierung der Einfrier- und Auftauzyklen, Standzeiten und
Drucklayouts sowie der spateren Normalisierung von Gruppeneffekten. Die miRNA-
Bibliothek wurde in 34 Einzelldufen mit jeweils drei biologischen Replikaten von 24
miRNAs und fiinf Kontrolltransfektionen transfiziert. Die Kontrolltransfektionen teil-
ten sich auf in zwei Positivkontrollen (siEGFR und miRNA-7) und drei Negativkontrol-
len. Fiir die Analyse auf RPPA wurden jeweils zwei biologische Replikate verwendet.
Es wurde jeweils ein Transfektionslauf lysiert, der Proteingehalt gemessen und vornor-
malisiert. Zwei Transfektionsldufe mit insgesamt 116 Proben wurden anschlieflend so in
eine Mikrotiterplatte pipettiert, dass alle 24 verfiigharen Nadeln des Druckers mit fiinf
Aufnahmen die Proben drucken konnten. Die Proben wurden auf vier Unterarrays auf-
geteilt, was die Druckzeit und damit die Verweilzeit der Proben bei Raumtemperatur
um 75 % von 14 auf 3,5 Stunden reduziert. Zum Normalisieren der Arrayeffekte wur-
den vier Kontrollverdiinnungsreihen hergestellt, je zwei aus Zelllysaten unbehandelter
und Zelllysaten siRNA-transfizierter MDA-MB-231-Zellen. Diese Verdiinnungsreihen
wurden mit jedem der vier Teilarrays gedruckt. Durch diese identischen Kontrollen
auf jedem Teilarray konnten die Arrayeffekte ermittelt und normalisiert werden. Die
Kontrollverdiinnungsreihen zeigten im Kinzelnen keine signifikanten Unterschiede in
der Expression der untersuchten Proteine (siche Abbildung [3.28). Daher wurden zur
Beurteilung der Normalisierungseffizienz die einzelnen Kontrollverdiinnungsreihen ge-

meinsam betrachtet.

3.2.2 Normalisierung der Daten

Alle Antikorper zeigten auf den Konrollverdiinnungsreihen eine lineare Abhingigkeit
zwischen Signalintensitit und Proteinkonzentration (siehe Abbildung [3.29). Nur die
Inkubation des Antikorpers gegen PIK3CB verlief nicht optimal, worauf die Daten von

der weiteren Analyse ausgeschlossen wurden.
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Abbildung 3.28: Qualitdtskontrolle der Arrayinkubationen anhand von Kontroll-
verdiinnungsreihen. Zwei zwolfstufige Verdiinnungsreihen mit gleichméfiigen Konzentrati-
onsabstufungen von 5,8 bis 0,1 bzw. 4,5 bis 0,1 ug/ul aus Lysaten unbehandelter MDA-MB-
231-Zellen (griin und hellblau), sowie siebenstufige Verdiinnungsreihen von 4 bis 0,5 ug/ul
mit Kontroll-siRNA-transfizierten MDA-Zellen (rot und blau) im Vergleich zu den Blank-

werten.

Die Normalisierung der Signale in Bezug auf den Gesamtproteingehalt der Proben
erfolgte wie in Abschnitt zum einen iiber Fast Green FCF-Signale, zusétzlich wur-
de ein Datensatz mit Mediannormalisierung erstellt. Mit beiden Normalisierungsarten
konnte eine sehr gute Angleichung der Signale unterschiedlich konzentrierter Proben
erreicht werden. Abbildung zeigt die Effektivitdt der beiden Normalisierungsar-
ten am Beispiel von fiinf Antikérpern. Nach einer Normalisierung der Proben iiber
die Signale der Fast Green FCF-Anfarbung blieb eine leichte Abhéngigkeit der Signale
von der Proteinkonzentration erhalten, nach der Mediannormalisierung war diese nicht
mehr zu erkennen (vergleichbar mit den Ergebnissen aus Abschnitt Abbildung
. Deutlich zu erkennen waren die unterschiedlichen Signalniveaus der einzelnen
Antikorper, die einen direkten Vergleich der Arrays ohne Ausgleich der Arrayeffekte
unmoglich machte.

Um diese Arrayeffekte auszugleichen, wurden zwei verschiedene Methoden mit-
einander verglichen. Zum einen wurden die Mittelwerte der normalisierten Kontroll-
verdiinnungsreihen als Korrekturfaktor fiir die jeweiligen Arrays verwendet und von

allen Werten des Arrays abgezogen. Zum anderen wurde eine Z-score-Normalisierung
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mit folgender Formel durchgefiihrt:.

norm _ ¥ni — fi

ni .
wobei x,; den Probenpunkt n des Arrays i bezeichnet, p; den Mittelwert aller x des
i-ten Arrays und o; die entsprechende Standardabweichung darstellt. Abbildung [3.31]
zeigt die Signalwerte der Kontrollverdiinnungsreihen nach Mediannormalisierung der
Proteingehalte und anschlieBender Normalisierung der Arrayeffekte. Beide Arraynor-
malisierungen brachten die Signale der individuellen Arrays auf ein gleiches Niveau,
jedoch mit unterschiedlicher Streuung der Werte.

Dieser Effekt wurde ebenfalls deutlich beim Vergleich der vier Arrays, die mit dem
gleichen Antikérper inkubiert wurden. Abbildung zeigt die Werte aller miRNA-
Transfektionen am Beispiel der Detektion von GSK3B nach unterschiedlicher Norma-
lisierung des Proteingehaltes (Zeilen 1 und 2) und Arrayeffektes (Spalten A-C). Beide
Arraynormalisierungen konnten die unterschiedlichen Arrayniveaus angleichen, wobei
die Z-score-Normalisierung die gleichméBigste Verteilung erreichte (Spalte C), aber im
Vergleich zur Normalisierung iiber die arrayinternen Kontrollen (Spalte B) entstand
eine wesentlich breitere Streuung der Einzelwerte. Der Einfluss unterschiedlicher Pro-

teinnormalisierungen schien die Arraywerte wenig zu beeinflussen.
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Abbildung 3.29: Qualititskontrolle der Antikorperinkubationen {iber die Darstellung
der Konzentrationsabhéngigkeit der Antikorpersignale der 25 validierten Antikorper. Zur

Vereinfachung der Abbildung wurden die unterschiedlichen Signalwerte der Antikorper
einheitlich skaliert. Fiir jeden Antikorper sind alle in Abbildung beschriebenen

Verdiinnungsreihen dargestellt.
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Abbildung 3.30: Darstellung der Kontrollverdiinnungsreihen nach Normalisierung zum
Ausgleich des Proteingehaltes: Die Ergebnisse der Normalisierung mit den Signalen des
Proteinfarbstoffes (oben) sind im Vergleich mit der Normalisierung iiber die mittlere Pro-

teinexpression (unten) anhand von fiinf ausgewéhlten Proteinen dargestellt.
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Abbildung 3.31: Normalisierung der Signalniveaus unterschiedlicher Antikorper iiber
zwei verschiedene Ansétze: Normalisierung der Arraysignale mit dem mittleren Signal der
Kontrollverdiinnungsreihen (oben) und mit der Z-score-Normalisierung (unten) nach Aus-

gleich der Proteingehalte mit der mittleren Proteinexpression.
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Abbildung 3.32: Normalisierung der Arrayeffekte innerhalb eines der vier Teilarrays des
GSK3B-Antikorpers: Die obere Reihe (1) zeigt die GSK3B-Signale aller Proben des miRNA
screenings nach Fast Green- Normalisierung, die untere (2) nach Normalisierung iiber die
mittlere Proteinexpression. Spalte A zeigt die unnormalisierten Teilarrays, B Normali-
sierung der Arrayeffekte mit dem mittleren Wert der Kontrollverdiinnungsreihen und C

Normalisierung mit Z-score.

76



3.2 Anwendung der RPPA-Technologie zum Screening einer
miRNA-Bibliothek

Zur abschlieBenden Bewertung der Normalisierungsmethoden fiir das miRNA-Screen-
ing wurde wie in Abschnitt der Interquantilbereich der normalisierten Kontroll-
verdiinnungsreihen als Optimierungsparameter herangezogen. Dazu wurden zunéchst
Verdiinnungsstufen mit einer Konzentration von weniger als 1 pg/pul vom Datensatz
entfernt, um das Ergebnis nicht zu verzerren. Anschlieend wurde fiir jede der vier Kon-
trollverdiinnungsreihen (zwei Lysate unbehandelter MDA-Zellen und zwei mit Kontroll-
siRNA transfizierte Lysate) fiir jeden Antikorper iiber alle Teilarrays hinweg der 95 %
Interquantilbereich berechnet. Die Kombination aus Normalisierung der Proteingehalte
iiber die mittlere Proteinexpression mit anschliefender Normalisierung der Arrayeffek-
te iiber das mittlere Signal der Kontrollen zeigte iiber alle Antikérper und Kontrollen
hinweg den schmalsten Interquantilbereich (siche Abbildung und wurde als Basis

fiir die weiteren Analysen ausgew&hlt.
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Abbildung 3.33: Vergleich der Normalisierungsverfahren fiir den miRNA Screen: Die
Kombination aus Proteinnormalisierung iiber die mittlere Proteinexpression mit anschlie-
Bender Normalisierung der Arrayeffekte iiber das mittlere Signal der internen Kontrollen
(4) zeigt signifikant die niedrigsten Interquantilbereiche (p-Wert < 0,001) im Vergleich zur

néchsthoheren Kombination (2).
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3.2.3 Qualitéatskontrolle der miRNA-Transfektionen

Die 811 miRNA-Transfektionen wurden innerhalb von sechs Monaten in 34 einzel-
nen Laufen durchgefithrt. Um die Vergleichbarkeit der Daten iiberpriifen zu konnen,
wurden bei jedem Transfektionslauf jeweils zwei biologische Replikate von drei Nega-
tivkontrollen (siKontrolle, miKontrolle 1 und 2) sowie zwei Positivkontrollen (siEGFR
und miR-7) produziert. Beim Vergleich der EGFR-Expression in den Kontrollen aller
34 Transfektionsldufe konnte ein sehr homogenes Expressionsmuster detektiert wer-
den. Die Reduktion von EGFR war in der siEGFR-transfizierten Probe am stérksten,
gefolgt von der miR-7-Transfektion. Innerhalb der Negativkontrollen zeigte sich die
miKontrolle 1 durchweg mit etwas erhohter Konzentration an EGFR. Abbildung
zeigt einen Querschnitt der Ergebnisse anhand von vier iiber alle 34 Transfektionen

verteilten Kontrollen.
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Abbildung 3.34: Kontrolle der miRNA-Transfektionen anhand der EGFR-Expression in
Positiv- (miR-7, siEGFR) und Negativkontrollen (siKontrolle, miKontrolle 1 und 2). Stell-
vertretend fiir die 34 Transfektionsldufe sind die Ergebnisse der Transfektionen Nummer 1,
10, 20 und 30 dargestellt. Ein Boxplot reprisentiert jeweils zwei biologische Replikate mit
je drei Replikatpunkten nach Normalisierung des Proteingehaltes und der Arrayeffekte.

Dieses Screening verdeutlichte das Potential der RPPA-Technologie, eine grofie An-
zahl von Proben schnell und prézise zu vermessen und qualitativ hochwertige Daten zu
produzieren. Die Rohdaten aus diesem Screening wurden an Jitao Zhang iibergeben,

der diese nach Normalisierung weiterleitete an die Arbeitsgruppe Netzwerkanalyse und
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Graphentheorie der Fakultét fiir Mathematik der Universitét Heidelberg unter der Lei-
tung von Katharina Zweig, die zusammen mit Emoke-Agnes Horvath auf der Grundlage
der RPPA-Daten einen speziellen Algorithmus zur Berechnung detaillierter Protein-

miRNA-Netzwerke entwickelt hat.

3.3 Analyse von Signalproteinen im Prostatakarzinom

3.3.1 Zusammensetzung und Qualitidt des Probensets

Die Universitétsklinik in Hamburg-Eppendorf stellte einen Probensatz mit 104 Ge-
webeproben aus Prostata fiir die Analyse von tumorrelevanten Signalproteinen zur
Verfiigung, der sich aufteilte in 51 Tumorproben und 53 Normalgewebeproben von
Tumorpatienten. Als weitere Parameter zur Differenzierung der Tumorproben stan-
den der Gleason Score und Analysen des TMPRSS:ERG-Fusionsgens (gemessen von
Jan C. Brase, Arbeitsgruppe Holger Siiltmann) zur Verfiigung (siehe Tabelle . Die
Gewebeproben wurden mit unbekanntem Anteil an Fixiergel (Tissue-Tek®) von der
Pathologie der Universititsklinik Hamburg-Eppendorf auf den Tumoranteil untersucht

und als Schnitte vorbereitet.

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der Parameter der Studienkohorte der Prostatagewebe-

proben
Charakteristik Wert % Anteil
Alter 48,4-73,8
(63,7)
Gleason Score 3+3 4 8
3+4 12 23
4+3 22 43
4+4 1 2
445 9 18
5+4 3 6
TMPRSS:ERG ja 17 33
nein 20 40
unsicher 14 27

Nach der Lyse der Tumor- und Normalproben wurde insgesamt eine stark schwan-

kende und vergleichsweise geringe Proteinkonzentration zwischen 1 - 3,6 ug/ul gemes-
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sen. Dabei zeigten die Lysate aus Normalgewebe einen mittleren Proteingehalt von
2,1 pg/pl bei einer prozentualen Standardabweichung von 29 % und die Tumorgewebe
2,4 pg/pl mit 39 % Standardabweichung. Lysate hoher Proteinkonzentration wurden

mit Lysepuffer auf 1,5 ug/pl verdiinnt, um homogene Arrays drucken zu konnen.

3.3.2 Selektion der Antikdrper

Fiir die Validierung der Antikoérper mittels Western Blot wurden repréisentative Ly-
satmischungen von Normal- und Tumorproben angesetzt. Zusétzlich wurde ein Lysat
der Zelllinie PC3 aufgetragen. Fiir valide Antikérper wurde eine monospezifische Ban-
de in den Gewebeproben vorausgesetzt. Bei sehr starkem spezifischem Signal wurden
auch schwache unspezifische Banden toleriert (siche Abbildung|[3.35)). In einem zweiten
Validierungsschritt wurden die Linearitdt der Signale sowie die Hohe der Signale im

Vergleich zur Negativkontrolle ohne Erstantikorper (Blankwert) beriicksichtigt.

1 2 3 1 2 3 1 2 3
170 170 | S -
130 150 w— — - 1 Normalgewebe
5 | 95 | - 95 |- 2 Tumorgewebe
72| 7 72 3 Zelllinie PC3
55 55 | 55 | 4
| ~—
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' 34 (48
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»F 17 P
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| 17

p-p38: 41 kDa STAT5:90kDa  GSK3B: 46 kDa

Abbildung 3.35: Western Blots zur Antikérpervalidierung fiir die Untersuchung von Pro-
statagewebe: Drei als valide eingestufte Antikorper verdeutlichen das Spektrum der An-
tikorperqualitéten mit starkem monospezifischem Signal (p-p38), iiberlegenem spezifischem
Signal (STATS5) und schwachem monospezifischem Signal (GSK3B).
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3.3.3 Normalisierung der Daten

Nach dem Drucken und Inkubieren der Arrays wurden zunéchst die Faktoren errechnet,
die zur Normalisierung angewendet werden sollten. Trotz Angleichung der Konzentra-
tion zeigte sich hier ein Unterschied zwischen Normal- und Tumorgewebe (siehe Abbil-
dung. Das Fast Green FCF-Signal zeigt fiir die Tumorproben im Mittel etwa 25 %
hohere Werte gegeniiber den Normalgewebeproben. Der Median iiber alle gemessenen
Proteine zeigt fiir die Tumorproben ca. 50 % hohere Werte ebenso wie die Signale der
konstitutiv exprimierten Proteine (Housekeeping Proteine). Nach Normalisierung der
Antikorpersignale mit dem Proteinfarbstoff Fast Green FCF zeigten 27 von 41 gemes-
senen Arrays eine signifikante Korrelation der Signale mit der urspriinglich gemessenen
Proteinkonzentration (p-Wert < 0,05). Nach der Mediannormalisierung wurden fiir 14
Arrays positive und fiir neun Arrays negative Korrelationen errechnet, d.h. insgesamt
konnte der Einfluss der Ausgangsproteinkonzentration auf die Signalintensitit redu-
ziert werden. Fiir die weitere Analyse der Daten wurde deshalb die Mediannormali-
sierung herangezogen. Aufgrund der ungeklirten Differenzierung zwischen Tumor- und
Normalgewebe wurde auf einen Vergleich der beiden Gruppen verzichtet und nur die

Tumorproben weiter analysiert.
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Abbildung 3.36: Vergleich der Signale zwischen Normalgewebe (n=>53) und Tumorge-
webe (n=>51) fiir die Proteinanfirbung mit Fast Green FCF (A), den Median iiber alle
gemessenen Proteine (B) und den Housekeepingproteinen GAPDH, Actin, V-ATPase und
ribosomalem Protein L19 (C).
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3.3.4 Korrelation von TMPRSS:ERG-Fusionsgen und Proteinexpres-
sion

Von den 51 Tumorproben konnten 17 fiir das TMPRSS:ERG-Fusionsgen positiv getestet
werden. Fiir 20 Proben wurde bei der PCR~Validierung ein eindeutig negatives Ergebnis
erzielt. Fiir diese beiden Gruppen wurden drei differentiell exprimierte Proteine identi-
fiziert (siehe Abbildung , denen iiberwiegend onkogene Eigenschaften zugewiesen
werden: PI3Kp110, CDK6 und ERK. Die Expression aller drei Proteine ist in Proben
mit Fusionsgen signifikant reduziert, allerdings bleibt eine deutliche Uberlappung der

Konfidenzintervalle bestehen.
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Abbildung 3.37: Drei signifikant (p-Wert < 0,05; Wilcoxontest) differentiell regulier-
te Proteine zwischen TMPRSS:ERG-Fusionsgen-positiven (n=17) und -negativen (n=20)
konnten in Prostatatumoren identifiziert werden.

3.3.5 Korrelation von Gleasonwert und Proteinexpression

Zur Identifikation von in Abhéngigkeit des Gleasonwertes differentiell regulierter Pro-
teine wurden die Tumorproben nach dem Gleasonwert in zwei Gruppen eingeteilt. Die
Aufteilung erfolgte nach Gleasonsummen von iiber 7 und von kleiner oder gleich 7,
wie von |Grubb et al.|(2009) vorgeschlagen. Die Einteilung von Gleasonwerten in <7, 7
und >7 wurde ebenfalls publiziert (Saramiki et al., 2008]), aber aufgrund von nur vier
Werten <7 wurden die niedrigen Gleasonwerte in einer Gruppe <7 zusammengefasst.
Beim Vergleich der beiden Gruppen zeigte sich der p-p38-Wert als signifikant reduziert
bei hohem Gleasonwert (siche Abbildung [3.38).
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Abbildung 3.38: Aktivierung von p38 ist signifikant reduziert (p-Wert < 0,05; Wilcoxon-

test) in Proben mit einer Summe des Gleasonwertes von iiber 7.

3.3.6 Visuelle Datenintegration mit formaler Begriffsanalyse

Der Datensatz der Prostataproben ergab insgesamt drei signifikant differentiell regu-
lierte Proteine (PI3Kp110, CDK6, ERK) fiir den TMPRSS:ERG-Fusionsgenstatus und
ein Protein, das mit dem Gleasonwert korreliert (p-p38). Damit standen sechs Pro-
beneigenschaften mit Potential zur Klassifizierung der Prostatatumore zur Verfiigung.
Uber die Integration dieser Probeneigenschaften mittels der Formalen Begriffsanalyse
wurde versucht, eine Klassifizierung herauszuarbeiten. Diese Art der Datenanalyse bzw.
-visualisierung setzt jedoch die Umwandlung der Daten in einen formalen einwertigen
Kontext voraus. Dazu werden die Proben als Objekte definiert und die Proteinsignale,
Gleasonwerte und der Fusionsgenstatus als Attribute. Es wurden nur Proben aufge-
nommen, deren Fusionsgenstatus eindeutig bestimmt werden konnte (n=37). Fiir den
einwertigen Kontext wurden die Gleasonwerte wie in Abbildung [3.38] in zwei Grup-
pen (<7 und >7) eingeteilt. Die Proteinsignale wurden kategorisiert, indem die Signale
in drei Intervalle (33 % Quantile) eingeteilt wurden. In der ersten Analyse wurde ein
Protein dann gewertet, wenn es zur Gruppe der 33 % hochsten Signale gehorte (siehe
Tabelle [3.5)).

Die Umsetzung des formalen Kontextes in ein Diagramm (Hasse-Diagramm) wurde
mit der Software Concept Explorer (Yevtushenko, [2000) ausgefiihrt. Abbildung
zeigt das Netzwerk mit den 37 Prostatatumoren als Objekte (schwarzer unterer Halb-
kreis in den Knotenpunkten) und den Proteinsignalen und klinischen Parametern als

Attribute (blauer oberer Halbkreis in den Knotenpunkten). Leere Knotenpunkte stel-

83
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Tabelle 3.5: Formaler einwertiger Kontext zur Beschreibung von Analyseergebnissen und
klinischen Parametern der Prostatatumore. Die Markierung in den Proteinspalten bezeich-
net die Zugehorigkeit der Signale zu den 33 % der héchsten Werte.

Proben Proteinsignal hoch Fusionsgen Gleasonwert
CDK6 ERK PI3Kpll0 p-p38 >7 <7
IGP-116 X X X
IGP-26 X X
IGP-115 X X
IGP-33 X
IGP-29 X X
IGP-25 X X X
IGP-118 X X
IGP-32 X X
IGP-28 X X X X
IGP-23 X X X
IGP-117 X X
IGP-31 X X X
IGP-21 X X X
IGP-52 X X X X
IGP-47 X
IGP-38 X X X
IGP-51 X
IGP-41 X X
IGP-37
IGP-49
IGP-44
IGP-40
IGP-36 X X X
IGP-48 X
IGP-43 X X X
IGP-35
IGP-81 X X
IGP-62 X
IGP-57 X X X
IGP-80 X
IGP-61 X X X
IGP-55 X X X
IGP-64 X X X
IGP-60 X
IGP-110 X
IGP-105 X X X
IGP-83 X

o
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len Kombinationen von Attributen dar, die auf keines der Objekte passt. Die Dicke der
Kanten und die Grole der Knoten korreliert mit der Anzahl an Attributen bzw. Objek-
ten. Die Attribute sind im oberen Teil des Netzwerkes angeordnet, darunter folgen die
Objekte in drei unterschiedlichen Ebenen. Diese Ebenen der Objekte verdeutlichen die
unterschiedliche Menge an Attributen, die den einzelnen Objekten zugeordnet sind. In
der oberen Ebene sind Objekte zusammengefasst, die ein bis zwei Attribute aufweisen,
darunter liegen Objekte mit 2-3 Attributen und zuunterst Objekte mit 3 oder mehr At-
tributen. Als einzige sich ausschliefiende Attribute (disjunkte Mengen) wurden hoher
Gleasonwert (GS.u fiir Gleasonscore up) und niedriger Gleasonwert (GS.d fiir Gleasons-
core down) aufgenommen. Die Trennung der Objekte nach dem Gleasonwert ldsst sich
dem Netzwerk direkt entnehmen. Beim Vergleich der Attribute hoher Gleasonwert und
TMPRSS:ERG-Fusionsgen zeigte sich eine deutliche Trennung dieser Gruppen: nur ei-
ne fusionsgenpositive Probe hatte auch einen hohen Gleasonwert (siche Abbildung (3.40
A und D). Dies ldsst auf eine Assoziation von Fusionsgen und niedrigem Gleasonwert
schlieflen. Die Kontrolle durch den Vergleich des Gleasonwertes (auf Basis der Zahlen-
werte 1-6 fiir die Gruppen 3+3 - 5+4) mit dem Fusionsgenstatus TMPRSS:ERG ergab
einen signifikant niedrigeren Gleasonwert in der fusionsgenpositiven Gruppe (p-Value
= 0,002; Wilcoxon Test).

Durch Vergleich der Teilnetzwerke konnten zum einen die Erkenntnisse aus der klas-

sischen Betrachtungsweise der Einzelmerkmale wie in den Abschnitten [3.3.4] und [3.3.5|

bestétigt als auch weitere Details der Eigenschaften der Tumorproben entschliisselt wer-
den. Zudem konnen die Eigenschaften der individuellen Patientenproben genau nach-
vollzogen werden. Die Korrelation der Phosphorylierung von p-38 mit dem Gleasonwert
aus Abschnitt wurde durch die absolute Trennung der jeweiligen Teilnetzwerke
(siehe Abbildung und B) bestitigt. Keine Probe, die der Gruppe der p-p38-
hochregulierten angehort, ist auch in der Gruppe mit Gleasonwert >7 vertreten. Das
bedeutet, die Gruppe der p-p38-hochregulierten Proben ist eine Teilmenge der Gruppe
mit niedrigem Gleasonwert.

Bei der Rekonstruktion der Ergebnisse von Abschnitt zeigten nur zwei Pro-
ben mit TMPRSS:ERG-Fusionsgen gleichzeitig eine hohe Expression von ERK (siehe
Abbildung C und D). Ahnlich klein zeigten sich die Schnittmengen der Begriffs-
verbiande der CDK6-hochexprimierenden Proben und PI3Kpl10-hochexprimierenden

Proben mit dem Teilnetzwerk der fusionsgenpositiven Proben.
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3. ERGEBNISSE

Abbildung 3.39: Hasse-Diagramm zur visuellen Integration der klinischen Daten
TMPRSS:ERG-Fusionsgen, hoher (GS.u: Gleason up) und niedriger Gleasonwert (GS.d:

Gleason down) sowie der Proteinexpression als Attribute der Prostatatumore als Objekte

(bezeichnet mit Nummern).

Zusétzlich lieflen sich mittels der Hasse-Diagramme der Begriffsverbande auch sehr
gut die Proteinexpressionswerte untereinander vergleichen. Die Gruppe der ERK-hoch-
exprimierenden Proben {iberschnitt sich in nur zwei Proben mit der p-p38-hochexpri-
mierenden Gruppe was auf eine getrennte Regulierung der beiden Signalwege schlieflen
lasst. Im Vergleich mit der CDK6-Gruppe, hatte die Gruppe mit hoher ERK-Expression
eine grofere Schnittmenge mit hohem Gleasonwert. Umgekehrt hatten nur zwei Proben
mit hohem Gleasonwert gleichzeitig einen hohen CDKG6-Gehalt. Auch beim Vergleich
der Proteinreduktionen als Gegenprobe (Abbildung A) iiberschnitt sich die Grup-
pe der p-p38-reduzierten in zwei Proben (IGP-32, IGP-33) mit der ERK-reduzierten
Gruppe (Abbildung B und E). Genau diese zwei Proben hatten zusétzlich als
einzige einen hohen Gleasonwert ohne ERK-Uberexpression (Abbildung [3.41| D). Tm
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3.3 Analyse von Signalproteinen im Prostatakarzinom

Gegenzug waren von zwolf Proben mit reduziertem ERK-Gehalt zehn in der Gruppe

mit niedrigem Gleasonwert (Abbildung E und C).

B

:

Abbildung 3.40: Selektion von Teilbereichen eines Hasse-Diagramm zur Identifikation

von Untergruppen der Prostatatumore

Beim Screening von Merkmalen, die mit traditioneller Analyse keine signifikanten
Effekte zeigten, konnte mit der Formalen Begriffsanalyse ein weiteres mit dem Gleason-
wert verkniipftes Attribut identifiziert werden. Proben mit niedriger ERK-Aktivierung
zeigten sich vollstédndig als Untergruppe von niedrigem Gleasonwert (siehe Abbildung

A und B), umgekehrt hatten fiinf von acht Proben mit hohem Gleasonwert auch
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3. ERGEBNISSE

Abbildung 3.41: Hasse-Diagramm zur Gruppierung von Prostatatumoren. Dargestellt ist
die Gliederung von 37 Protatatumoren anhand der Attribute ERK und p-p38 Reduktion,
Gleasonwert und Fusionsgenstatus (A) und jeweils hervorgehobenen Untergruppen p-p38
Reduktion (B), niedriger Gleasonwert (C), hoher Gleasonwert (D) und ERK-Reduktion

(E).

eine hohe ERK-Aktivierung (sieche Abbildung C und D), was zusammen mit den
Ergebnissen der ERK-Expression auf eine Trennung der p38- und ERK-Signalwege
hinweist.

Die Analyse der RPPA-Ergebnisse aus der Quantifizierung von krebsrelevanten Si-
gnalproteinen in einem Set von Prostatatumoren ergab mit traditioneller Analyse drei
signifikant mit dem Fusionsgenstatus verkniipfte Proteine. Die Expression von ERK,

CDK6 und PI3SK p85 wurden in Proben mit Fusionsgen als reduziert gemessen. Die
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Abbildung 3.42: Hasse-Diagramm zur Gruppierung von Prostatatumoren in

Abhiingigkeit von Gleasonwert, Fusionsgenstatus und ERK-Aktivierung (A) mit den je-
weils hervorgehobenen Untergruppen pERK-Reduktion (B), hoher Gleasonwert (C) und
hoher ERK-Aktivierung (C).

Aktivierung von p38 korrelierte signifikant mit dem Gleasonwert. Durch den Einsatz
der Formalen Begriffsanalyse konnten diese Ergebnisse visuell umgesetzt und die ge-
gensitzliche Aktivitdt der ERK-und p38-Signalwege aufgezeigt werden. Dariiberhinaus
war es moglich, auch einen Zusammenhang zwischen dem Gleasonwert und dem ERK-
Signalweg sowie die Assoziation mit dem TMPRSS:ERG-Fusionsgenstatus herauszuar-

beiten.
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3.4 Korrelation von Proteinexpressionsmustern und Inhi-

bitorsensitivitit

3.4.1 Einteilung von NSCLC-Zelllinien in Sensitivitatsgruppen

Um im Kontext von Lungenkrebs die Proteinexpression mit der Empfindlichkeit ge-
geniiber Therapeutika zu korrelieren, wurden die Proteinprofile von 84 Lungenkarzi-
nomzelllinien untersucht. Diese Zelllinien wurden bereits im Hinblick auf den Zusam-
menhang von genetischen Aberrationen und der Sensitivitit gegeniiber Therapeuti-
ka/Inhibitoren (Sos et al., [2009)) charakterisiert. Mit der RPPA-Technologie konnten
eine Reihe von Proteinen identifiziert werden, die signifikant mit der Sensitivitéit der
Zelllinien gegeniiber verschiedenen Inhibitoren korrelieren. Die Sensitivitit der Zellli-
nien wurde auf Basis des IC50-Wertes in sensitiv (S), mittel sensitiv (M) und resistent
(R) eingeteilt. Aufgrund der sehr unterschiedlichen Verteilung der IC50-Werte der ver-
schiedenen Wirkstoffe war eine Gruppeneinteilung mit statistischen Algorithmen nicht
moglich, daher wurde die Einteilung individuell fiir jeden Wirkstoff vorgenommen (sie-
he Abbildung sowie Tabelle . Dabei wurde nach folgenden Gesichtspunkten
vorgegangen: Um die Wahrscheinlichkeit, signifikant differentiell regulierte Proteine zu
finden, zu erh6hen, wurden die Gruppen sensitiv und resistent im Vergleich zur mitt-
leren Gruppe relativ klein (minimale Anzahl 5 Zelllinien) und nach Moglichkeit gleich
grof} gehalten. Zusétzlich wurde versucht, die Grenze zwischen zwei Gruppen in die
Néhe eines sprunghaften Anstiegs der IC50-Konzentration zu legen. Das bedeutet, dass
fiir Inhibitoren, gegen die sehr viele Zelllinien robust sind (z.B. Erlotinib, Lapatinib),
die Gruppe der sensitiven Zelllinien im Vergleich zu den resistenten sehr viel kleiner
gewdhlt wurde. Die wirksame Konzentration der einzelnen Inhibitoren war sehr un-
terschiedlich, so dass die Konzentration des IC50-Grenzwertes zwischen sensitiv und

mittelsensitiven um mehr als zwei Grofienordnungen variierte (siehe Tabelle [3.6)).
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Tabelle 3.6: Auflistung der Inhibitoren und deren Zielproteine sowie die Kategorisierungs-
grenzen der IC50-Werte

Inhibitor Zielproteine IC50 Wert [pg/ml]
sensitiv < resistent >
Erlotinib EGFR 0.04 10
Vandetanib EGFR 0.5 10
Lapatinib EGFR, ERBB2 1 10
PD168393 EGFR 0.5 10
Dasatinib ABL1, SRC, EGFR 0.1 20
VX 680 AURKA, -B, -C 1 14
U0126 MEK1 8 65
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Abbildung 3.43: Kategorisierung der IC50-Sensitivitdtswerte von Lungenkarzinomzellli-
nien fiir sieben Inhibitoren.
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3.4.2 Proteine als Marker fiir Inhibitor-Sensitivitit

Die Gruppe der Zelllinien, die als sensitiv gegeniiber EGFR-Inhibitoren bestimmt wur-
de, zeigte eine erhohte Aktivierung bzw. Expression des EGFR und ERBB2. Abbildung
[3.44] zeigt am Beispiel von Erlotinib, dass fast alle sensitiven Zelllinien eine hohe Ak-
tivierung von EGFR und ERBB2 aufwiesen. Dieser Zusammenhang traf auch fiir die

anderen Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren Lapatinib, Vandetanib, PD168393 und Da-

satinib zu.
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Abbildung 3.44: Differentielle Expression und Aktivierung von EGFR und ERBB2 in
Erlotinib-sensitiven Zellen.

Zusitzlich zu den direkten Zielproteinen der EGFR-Inhibitoren konnte eine Rei-
he weiterer Proteine gefunden werden, welche in sensitiven Zelllinien im Vergleich mit
resistenten Zelllinien signifikant reduziert oder iiberexprimiert waren (p-Wert < 0,05;
Wilcoxon Test). Erlotinib-sensitive Zelllinien zeigten reduzierte Level an elementaren

Komponenten des AKT-Signalweges sowie GRB2 und SMAD2/3 (sieche Abbildung
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. Lapatinib ist ein dualer Inhibitor von EGFR und ERBB2, der dadurch den
ERK- und AKT-Signalweg inhibiert. Allerdings konnten in Lapatinib-sensitiven Zellli-
nien keine signifikant deregulierten Proteine des Akt-Signalweges identifiziert werden.
Nur die Phosphatase PP2A A, die AKT inhibiert, ist negativ mit Lapatinib-Sensitivitat
verkniipft. Zusétzlich ist die Expression von GSK3-4 , PAK1 und IkB-a erhéht sowie
PLC-v, CyclinE und Bax reduziert. Die Sensitivitit gegeniiber dem EGFR-Inhibitor
Vandetanib war positiv korreliert mit der Bcl-X und CyclinD1-Expression und zeigte
vergleichbar mit Erlotinib negative Korrelation mit Proteinen des AKT-Signalweges
wie p27, p70S6K, pAKT, PI3K p85, SMAD2/3 sowie dem Zellzyklusregulator CDK2.
Dasatinib inhibiert eine Reihe verschiedener Kinasen, darunter ABL1, SRC und EGFR.
Zelllinien, die auf eine Behandlung mit Dasatinib sensitiv reagieren, zeigten einen ho-
hen Phosphorylierungsgrad von STAT3, PAK1 und PLC-v sowie eine erhthte GSK3-43
Expression bei gleichzeitiger Reduktion von PP2A A und SMAD2/3. Die Sensitivitit
gegeniiber dem Inhibitor PD168393 ging einher mit elf signifikant differentiell regulier-
ten Proteinen: In sensitiven Zelllinien waren STAT3, MET, Caspase3, CyclinD1, PAK1
und IkB-« iiberexprimiert und die Expression von Bax, PP2A A und B, p27 und Xiap
reduziert.

Eine Gruppe dem Mek-Inhibitor UO126 gegeniiber sensitiver Zelllinien zeigte eben-
falls signifikante Proteinmuster. Das direkte Zielprotein MEK war in der Gruppe UO126-
sensitiver Zelllinien im Vergleich zu den Resistenten stérker exprimiert. Dies stellte die
sogenannte Positivkontrolle dar, vergleichbar mit der Uberexpression von EGFR in
EGFR-Inhibitor-sensitiven Zelllinien (sieche Abbildung[3.46). Desweiteren wurden hohe
Level an p-ERBB2, p-ERK, PCNA und NfkB p65 in der Gruppe UO126-resistenter
Zelllinien gemessen, was diesen eine Rolle als Resistenzfaktoren zuweist.

Fiir den Aurorakinaseinhibitor VX680 konnte mangels spezifischer Antikorper keine
Positivkontrolle gemessen werden. Dennoch wurden Proteine identifiziert, die signifi-
kant mit der Sensitivitdt gegeniiber VX680 korreliert sind. VX680-resistente Zelllini-
en zeigten eine Reduktion von RB1, CDK2, PI3K p85, p-AKT und p-EGFR sowie
Uberexpression von CyclinD1. Zusammenfassend konnten fiir alle sieben Inhibitoren,
zusétzlich zu den direkten Zielproteinen der Wirkstoffe, Proteine identifiziert werden,
die mit der Sensitivitdt bzw. Resistenz gegeniiber den spezifischen Wirkstoffen korre-
liert sind. Diese Proteine kénnten nach einer weiteren Validierung eventuell als Marker

dienen, um Resistenzen vorauszusagen und die passende Therapie zu wéhlen.
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EGFR spezifische Therapeutika

Dasatinib [PD168393| Protein in

sensitiven Zelllinien

B reduziert
[ ] ohne Effekt
- Uberexprimiert

Proteine zur Vorhersage des | Erlotinib | Lapatinib | Vande-

Ansprechverhaltens
GSK3B
PAK1
IkBa
Bcl-X
CyclinD1
Caspase 3
MET
STAT3
pSTAT3 (S727)
pPAK1
pPLCy (Y783)
PLCy
CyclinE
CDK2
Bax
PP2A A
PP2AB
p70S6K
PI3K p85
p27
pAKT (S473)
SMAD2/3
GRB2
Xiap

Abbildung 3.45: Proteine mit Potential zur Vorhersage des Ansprechverhaltens ge-
geniiber EGFR-Inhibitoren
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Abbildung 3.46: Expression von Signalproteinen in Zelllinien unterschiedlicher Sensiti-
vitit gegeniiber Mek-Inhibitor UO126
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Abbildung 3.47: Expression von Signalproteinen in Zelllinien unterschiedlicher Sensiti-
vitit gegeniiber AURKA /B/C-Inhibitor VX680
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4

Diskussion

4.1 Optimierung der RPPA-Technologie

4.1.1 Validierung von Antikérpern

Antikorper sind das zentrale Werkzeug zur spezifischen Detektion von Proteinen in
Immunoassays. Fast alle Protokolle nutzen die spezifische Bindung von Antikérpern
an ihr Zielprotein und bestimmen damit mafigeblich die Qualitdt und Robustheit der
Assays. Im Besonderen hingt die Datenqualitéit der Reverse Phase Protein Mikroarrays
von der Spezifitit der Antikorper ab (Nishizuka and Spurrier, 2008). Im Gegensatz zu
RPPAs haben viele Immunoassays noch eine Moglichkeit, geringfiigige unspezifische
Bindungen zu kompensieren. Western Blots bieten durch die Auftrennung der Proteine
nach ihrem Molekulargewicht die Moglichkeit, unspezifische Bindungen zu identifizieren
und von der Analyse auszuschliefen. Bei dem Einsatz von Antikérpern zur Anfarbung
von Gewebeschnitten kénnen unter Umstédnden iiber die erwartete Lokalisierung des
Zielproteins unspezifische Bindungen bestimmt werden. Durch den parallelen Einsatz
von zwei Antikdrpern in ELISAs und Mikrospot-Immunoassays (MIAs) konnen leichte
Unspezifitéiten der einzelnen Antikorper kompensiert werden. In den RPPAs wird ein
Signal auf einem Punkt erzeugt, so dass sich Signale der spezifischen und unspezifischen
Bindungen untrennbar iiberlagern.

Zur Validierung von Antikérpern fiir Anwendungen der Immun-Histochemie wurden
bereits Studien verdffentlicht und auf die Notwendigkeit der Validierung zum Einsatz in

der klinischen Routine hingewiesen (Pozner-Moulis et al., [2007; Bordeaux et al., [2010).
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Stand der Technik zur Validierung von Antikérpern fiir RPPA ist ein Test der Spe-
zifitdt mittels Western Blot. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Validierung von
Antikorpern ausschliefilich mit Western Blot fiir RPPAs nicht ausreichend zuverléssig
ist. Die Kombination aus einer Vorauswahl von Antikérpern anhand der Western Blot
Ergebnisse, ergéinzt um eine RNAi-basierte Validierung auf RPPAs im speziellen zell-
luldren Kontext, verspricht eine deutliche Steigerung der Datenqualitét.

Alle Antikorper, die im Rahmen dieser Studie getestet wurden, sind kommerziell
erhiltlich und wurden von verschiedenen Firmen bezogen. Alle Antikoérper zur De-
tektion von EGFR und STAT3 erkannten das entsprechende Zielprotein im Western
Blot. Die anschliefende Quantifizierung der Reduktion des Zielproteins nach siRNA-
Transfektion mittels RPPA offenbarte aber deutliche Unterschiede. Eine Verminderung
konnte zwar fast immer gemessen werden, jedoch in sehr unterschiedlicher Hohe, was
sich direkt auf die Datenqualitit auswirkte. Je grofier der gemessene Abstand der Prote-
inexpression zwischen Kontroll- und Knockdownprobe ist, desto genauer kann zwischen
Proben #hnlichen Proteingehalts aufgelost werden.

Die zehn Antikérper zum Nachweis von STAT3 detektierten die Reduktion nach
siRNA-Transfektion mit 32-86 % auf RPPA. Nur ein monoklonaler Antikdrper lieferte
trotz monospezifischer Bande im Western Blot keine verwertbaren Signale auf RPPA.
Da monoklonale Antikoérper nur ein einzelnes Epitop erkennen, ist die Detektion in
hohem Mafle abhéingig von dessen Zuginglichkeit, was unter den nativen Bedingungen
des RPPA offensichtlich nicht moglich war. Das bedeutet auch, dass ein Antikérper der
auf Western Blot Monospezifitit zeigt, nicht zwangsldufig ebenso gut auf RPPA funk-
tioniert. Beispielsweise zeigte ein im Western Blot monospezifischer STAT3-Antikorper
geringere Knockdown-Quantifizierung auf RPPA als ein Antikorper mit zusétzlichen
Banden im Western Blot. Die spezifische Reduktion von Zielproteinen und anschlieflen-
de Quantifizierung mit der RPPA-Technologie erwies sich als verldssliche Methode zur
Charakterisierung von Antikérpern zum Einsatz auf RPPA.

Antikorper, die im Western Blot mehrere Banden zeigen, sind nicht zwangsldufig un-
spezifisch, da durch posttranslationale Modifikationen das Molekulargewicht veréndert
werden kann. Das bedeutet, dass ein spezifischer Antikérper unter Umstéinden ver-
worfen wird, wenn mit Western Blot die Spezifitéit nicht eindeutig zugeordnet werden

kann.
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4.1 Optimierung der RPPA-Technologie

Die Eigenschaft der RPPA-Technologie, dass die experimentellen Proben direkt auf
einem Trager immobilisiert werden, hat seit der Einfiihrung durch Paweletz et al.| (2001)
eine Kommerzialisierung weitgehend verhindert. Die Zeptosens-Plattform ist bis jetzt
das einzige kiufliche RPPA-Komplettpaket (Pawlak et al., 2002} Weissenstein et al.,
2006). Sie ist allerdings beschriankt auf etwa 200 Einzelpunkte pro Array und hat sich
bis jetzt in der wissenschaftlichen Forschung nicht durchgesetzt. Die einzelnen Institu-
te und Arbeitsgruppen haben jeweils individuelle Kombinationen aus Arrayproduktion
und Detektion entsprechend ihren Anspriichen entwickelt. In unserem Labor hat sich die
Kombination des Druckens nativer Proteine und Detektion mit markierten Antikorpern
im nahen Infrarotbereich (NIR) als sehr effektiv gezeigt (Loebke et al., 2007). Tibes
und Kollegen drucken denaturierte Proteine, verwenden eine enzymatische Signalam-
plifikation und lesen die Arrays im sichtbaren Bereich aus (Tibes et al., 2006). Ein
weiteres System 16st die Proteine aus formalinfixierten Gewebeschnitten und detektiert
mit ECL (enhanced chemiluminescence) (Berg et al.,2010]) und viele weitere Kombina-
tionen sind denkbar. Diese experimentelle Diversitdt der RPPA-Technologie erfordert
die individuelle Validierung der Antikérper fiir das entsprechende Protokoll im speziel-
len biologischen Kontext. Die hier vorgestellte Methode lisst sich auf die individuellen
experimentellen Bedingungen anpassen und sogar auf alternative Detektionsmolekiile,
wie z.B. Darpins (Stumpp and Amstutz, 2007) oder Aptamere (Laurenson et al., [2010)),
erweitern.

Als Alternative Antikorpervalidierung ist die Quantifizierung von rekombinantem
Protein, das in einer bestimmen Konzentration zu einer Probe zugegeben wurde, denk-
bar. In diesem Falle kann sich jedoch das endogene Protein der Probe in Sequenz,
posttranslationaler Modifikation und Faltung vom rekombinanten Protein unterschei-
den, was zu unterschiedlicher Bindungsaffinitét fiihrt. Da aulerdem die Limitation der
RPPA-Technologie eher das Detektionslimit als die Séttigungsgrenze ist, kénnen mit
der Verminderung des Zielproteins die Grenzen des Moglichen besser ausgelotet werden
als mit einer Zugabe.

Die isoformspezifische Detektion von Proteinen innerhalb von Signalnetzwerken ist
unerlésslich fiir die eindeutige Identifikation des individuellen Beitrags der einzelnen
Isoformen zur Signalweiterleitung. Da Proteinisoformen meist sehr homologe Ami-
nosiduresequenzen aufweisen, ist die Spezifitdt der einzusetzenden Antikorper dabei

von hochster Bedeutung. Die hier vorgestellte Methode hat das Potential, Zielproteine
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isoformspezifisch zu quantifizieren und damit die RPPA-Technologie als Werkzeug der
Systembiologie zu validieren. Deshalb er6ffnet diese Methode neue Moglichkeiten in der
Erforschung des Proteoms.

Die hier vorgestellte Methode ist zugeschnitten auf die Validierung von Antikérpern
fiir Forschungszwecke. Die Antikorper sollten fiir jeden experimentellen Kontext neu va-
lidiert werden. Der Einsatz von RPPA in der klinischen Routine wiirde eine weitaus
detailliertere Validierung erfordern (Speer et al., 2007; Wulfkuhle et al, [2008). Vor
allem in Hinblick auf die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen zwischen unterschiedli-
chen Produktionschargen von Antikérpern wéren weitere Tests notwendig (Kricka and

Master, [2008).

4.1.2 Signalamplifikation auf RPPA

Die RPPA-Technologie ist fiir die spezifische Detektion einzelner Proteine in einer kom-
plexen Proteinmatrix entwickelt worden. Das Ziel ist, bereits geringste Mengen des
Zielproteins in einer komplexen Proteinmatrix zu quantifizieren. Die Limitation der
Technologie bildet daher das Detektionslimit und die Sensitivitét (siehe auch Abschnitt
. Um die Detektionsgrenze weiter nach unten zu verschieben, wurde eine Signal-
amplifikation entwickelt, die auf den Einsatz von Enzymen verzichtet und die damit
verbundenen Nachteile vermeidet. Wir konnten zeigen, dass die Methode der aufeinan-
derfolgenden Inkubation gegeneinander gerichteter Zweitantikorper das Detektionslimit
signifikant absenkt und damit die Sensitivitdt der Standardmethode verbessert. Ver-
schiedene Arten von Signalamplifikation fiir RPPA-Signale wurden bereits entwickelt.
Farbmetrische (Paweletz et al., 2001)), Chemilumineszenz (Berg et al., |2010), Fluo-
reszenz (Calvert et al., 2004} [Dupuy et al., |2009), lineare Lichtwellenleiter (Pawlak
et al., [2002) und Rolling Circle Amplifikation (Schweitzer et al.l 2000) wurden bereits
erfolgreich auf Proteinarrays eingesetzt. Die Thyramid-Signalamplifikation (T'SA) mit
farbmetrischem Signal im sichtbaren Bereich ist eine der meist eingesetzten Technologi-
en, um die Sensitivitdt von RPPAs zu steigern (Paweletz et al., 2001; |Wultkuhle et al.|
2003; Nishizuka et al., [2003; Ramalingam et al., [2007)). TSA basiert auf der katalytischen
Ablagerung von Tyramid in unmittelbarer Ndhe des sekundéren Meerrettichperoxidase
(HRP)-markierten Antikorpers (Bobrow et al.,[1989; Hunyady et al..|1996). Die typische
enzymatische Reaktion bewirkt erwartungsgemif Sattigungseffekte des Signals (Ra-

maswamy et al.l 2005), was eine sigmoide Kurve der Signale serieller Verdiinnungsreihen
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widerspiegelt (Hu et all 2007)). Dieser sigmoide Verlauf der Signale in Abh#ngigkeit
der Konzentration erfordert das Drucken aller Proben als serielle Verdiinnung, was sich
negativ auf die Kapazitit der Arrays auswirkt. Die antikorpervermittelte Signalampli-
fikation zeigte, vergleichbar zur Standard NIR-Detektion, einen sehr grofien linearen
Bereich. Zusitzlich wurde fiir TSA eine oft unzureichende Spezifitit festgestellt (Am-
broz et al., | 2008)), was vor allem auf die Verwendung von Biotin als Bindungsvermittler
zuriickzufithren ist. Das bedeutet, dass die spezifische Analyse von Proteinen in Ly-
saten mit einem hohen Anteil an biotinylierten Proteinen unmdoglich wird. In unseren
H#nden konnte auch ein spezielles Blockprotokoll diese prinzipielle Unspezifitit nicht
verhindern. Die antikérperbasierte Signalamplifikation dagegen verstéirkt keine unspe-
zifischen Signale. Dies konnte auch durch den Zusatz von humanem Immunglobulin

nicht erzwungen werden.

4.1.3 Quantifizierung

Die Quantifizierung von RPPA-Signalen beinhaltet, aus mehreren Replikatpunkten
oder seriellen Verdiinnungsreihen einer Probe einen Wert zu errechnen. Dieser Wert hat
zunéchst keine Einheit, sondern basiert auf den geréteabhéingigen Signaleinheiten, die
von der Bildanalysesoftware (z.b. GenePix, Micovigene) ausgelesen werden. Sie ist dazu
geeignet, die Proben eines Arrays untereinander zu vergleichen. Die Wahl der Quantifi-
zierungsmethode ist in hohem Mafle abhéngig von der verwendeten Detektionsmethode
und dem experimentellen Design der Arrays. Detektionsmethoden, die Signalséttigung
erwarten lassen, machen es erforderlich, von jeder Probe eine Verdiinnungreihe her-
zustellen und diese im Replikat zu drucken. Das Drucken jeder einzelnen Probe als
Verdiinnungsreihe, als Basis fiir die mathematischen Modelle, erfordert aber ein grofieres
Probenvolumen, verursacht erhohten Laboraufwand und verbraucht Platz auf den Ar-
rays, was den Probendurchsatz um mindestens den Faktor fiinf verringert. Aus diesen
Verdiinnungreihen kann iiber ein mathematisches Modell ein Konzentrationswert er-
mittelt werden. Zu diesem Zweck wurden speziell fiir RPPA zwei mathematische Mo-
delle entwickelt (Hu et al.l [2007; |Zhang et al. 2009). Der SuperCurve-Algorithmus
Coombes et al.| (2009), der auf dem nichtparametrischen Modell von Hu et al. (2007)
basiert, wurde bereits vielfach erfolgreich eingesetzt (Carey et al. 2010; ladevaia et al.l
2010). Dennoch sind mathematische Modelle immer nur Versuche, ein moglichst realis-

tisches Bild des jeweiligen biologischen oder biochemischen Kontextes wiederzugeben.
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Ein gewisser Fehler durch das Modell bleibt immer zuriick. Die Grofle dieses Fehlers
schwankt somit in Abhéngigkeit des Assayprotokolls, was fiir Anwender des Algorith-
mus nur schwer nachvollziehbar ist. Bei der Vielzahl an méglichen Kombinationen fiir
die Signalgeneration auf RPPAs (Spurrier et al., 2008|) wird die Wahrscheinlichkeit, dass
der Algorithmus nicht fiir alle gleich effektiv arbeitet, relativ hoch. Bei Detektionsme-
thoden, die iiber einen groflen Konzentrationsbereich linear sind, ist es ausreichend,
eine Probe anhand des Median von Replikatpunkten zu quantifizieren. Somit kénnen
die beschriebenen Nachteile vermieden werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Signale der RPPA iiber fluoreszenzmarkierte Antikérper bei Anwendung ver-
schiedener Druckernadeln, bei nativen und denaturierten Proben fiir alle eingesetzten
Antikorper im linearen Bereich liegen. Dadurch lassen sich valide Daten ohne serielle

Verdiinnung der Proben generieren.

4.1.4 Normalisierung

Die Normalisierung von RPPA-Daten soll die Vergleichbarkeit der Proben eines Arrays
sichern. Als Basis fiir die Normalisierung dient in erster Linie der Gesamtproteingehalt
der Proben. Die verschiedenen Normalisierungsverfahren unterscheiden sich im wesent-
lichen in der Ermittlung dieses Gesamtproteingehaltes. Der Einsatz von Proteinfarb-
stoffen wie Fast Green FCF (Loebke et al., [2007), Supro Ruby (Wulfkuhle et al.l |2008;
Espina et al.l [2010) oder kolloidalem Gold (Spurrier et al., [2008) zur Anfirbung der
Proteine sind dabei die am héufigsten eingesetzten Methoden. Die Vorteile des Einsat-
zes von Proteinfarbstoffen sind die weitgehende Unabhéngigkeit von der Art der Probe
und den funktionellen Eigenschaften der Proteine sowie eine gute Reproduzierbarkeit.
Der Nachteil ist der etwas kleinere lineare Signalbereich, vor allem die Anfirbung mit
kolloidalem Gold erreicht relativ schnell die Séttigungsgrenze. Proteinfarbstoffe konnen
auBlerdem nicht zusammen mit den spezifischen Antikorpern auf demselben Array ver-
wendet werden, da diese die Epitope der Zielproteine verédndern und damit die De-
tektion durch Antikérper beeinflussen. Der Einsatz der Farbstoffe nach der Detektion
der Zielproteine ist ebenfalls unmoglich, da Farbstoffe nicht zwischen Zielprotein und
Blockreagenz unterscheiden und somit auch die Arrayoberfliche anfarben wiirden. Zur
Normalisierung miissen also zusétzliche Arrays angefarbt werden, die parallel gedruckt

wurden.
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Eine Alternative liegt in der Normalisierung iiber die mittlere Proteinexpression
aller gemessenen Proteine. Sie ist eine stabile Methode (Carey et al. |2010) und hat
sich auch in dieser Arbeit als sehr leistungsfihig erwiesen. Der lineare Bereich ist sehr
groB, da die spezifischen Antikorper als Grundlage der Signale dienen (vgl. Abschnitt
. Der Nachteil dieser Methode ist die Abhéngigkeit von der Zusammensetzung des
Probensets, wie auch der Anzahl und der Auswahl an detektierten Proteinen. Sollen
beispielsweise der zeitliche Verlauf der Aktivierung von Signaltransduktionsproteinen
nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren gemessen werden (sog. Time Courses), wird
ein bestimmtes zeitliches Aktivierungsmuster erwartet. In Proben, die zum zeitlichen
Hohepunkt der Aktivierung gehoren, wird demnach vermehrte Phosphorylierung von
Signalproteinen gemessen. Im Mittel wiren die Signale in diesen Proben folglich héher
und damit auch der Normalisierungsfaktor. Die Normalisierung wiirde also den biologi-
schen Effekt der Aktivierung reduzieren. Ebenso wiirde eine solche Normalisierung die
Trennung von Lysaten aus Normal- und Tumorgewebe bei {iberwiegender Detektion
von onkogenen Proteinen verwischen. Fiir Experimente, in denen mehr als 25 Proteine
in homogenen Proben gemessen werden und sich die erwarteten Effekte nicht addieren,
ist diese Normalisierung allerdings sehr gut geeignet.

Eine weitere Moglichkeit zur Normalisierung der Proteingehalte bietet die Detekti-
on von konstitutiv exprimierten Proteinen (sogenannte Housekeeper). Diese Normali-
sierung ist das Standardverfahren fiir quantitative Western Blots und kann auf RPPA
iibertragen werden. Die Herausforderung lag darin, eine Mischung von Antikérpern zu
finden, die Proteine detektieren, welche von den experimentellen Parametern unbeein-
flusst bleiben. Der Vorteil ist, dass das Zielproteinsignal auf demselben Punkt gemessen
werden kann wie das Normalisierungssignal. Daher konnen nahezu alle Fehler, welche
die Proteinkonzentration beeinflussen, ausgeglichen werden. Problematisch ist mitun-
ter die Analyse von hochexprimierten Proteinen wie ERK, da sich Zielprotein- und
Housekeeping-Antikorper sterisch behindern. Dies kann zu Varianzen des Normalisie-
rungsfaktors fithren, der wiederum beim Verrechnen das Zielproteinsignal verfilscht.

Welche Normalisierungsmethode fiir einen bestimmten Versuchsaufbau die geeig-
netste ist, muss jeweils individuell entschieden werden. Als Parameter zur Auswahl
der optimalen Methode kann die Normalisierung von Verdiinnungsreihen herangezogen
werden. Nach einer Normalisierung sollten die Signale der unterschiedlichen Konzentra-

tionen in einem moglichst kleinen Bereich liegen. Bei der Detektion von Signalproteinen
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mit fluoreszenzmarkierten Zweitantikérpern hat sich die Normalisierung {iber den mitt-
leren Proteinexpressionswert als sehr effektiv erwiesen. Falls die Voraussetzungen fiir
eine erfolgreiche Verwendung dieser Methode nicht gegeben sind, erbringt auch die
Normalisierung mit Fast Green FCF gute Ergebnisse.

Die RPPA-Technologie konnte im Rahmen dieser Arbeit in vielen Aspekten verbes-
sert werden. Durch die schliissige Validierung der Antikérper und dem Einsatz einer
leistungsfahigen Normalisierungsmethode kénnen iiberzeugende Daten produziert wer-
den. Durch den groflen linearen Signalbereich unserer Methode kann durch Verzicht auf
serielle Verdiinnung der Proben die Arrayfliche optimal genutzt und die Kapazitit der
RPPAs durch den kombinierten Einsatz leistungsfihigerer Drucker und automatischer
Inkubation deutlich verbessert werden. Das Potential der RPPA-Technologie als Hoch-
durchsatzmethode konnte anschlieBend bei der Analyse von 25 Signalproteinen in 810

miRNA-Transfektionen gezeigt werden.

4.2 Analyse von RPPA-Daten

Die Analysemethoden und Algorithmen, die fiir die Analyse von DNA-Mikroarraydaten
entwickelt wurden(zum Beispiel aus dem limma-Paket), lassen sich nur bedingt zur
Analyse von Proteinarraydaten einsetzen. In der Arbeit von |Sboner et al.| (2009)) wurde
bereits auf diese Problematik hingewiesen. Dieser Umstand entsteht durch Unterschie-
de in der Datenstruktur von DNA- und Proteinmikroarrays, die sich zum einen aus der
Biochemie der Bindungen zwischen den Reaktionspartnern als auch aus dem Umfang
der Zahlenwerte pro Datensatz entwickeln. Die Bindung zwischen den immobilisier-
ten Oligonukleotiden und den Hybridisierungssonden lisst sich aufgrund der komple-
mentéren Basenpaarung sehr gut berechnen und kontrollieren. Dagegen ist die Bindung
zwischen Epitop des Zielproteins und Paratop des detektierenden Antikoérpers multi-
faktoriell bedingt und damit stark abhingig von den Reaktionsbedingungen. Daraus
entstehen Signalunterschiede zwischen den Arrays von bis zu zwei Groéflenordnungen,
die man bei DNA-Mikroarrays in dieser Hohe nicht erwartet. Zudem ergeben sich bei
DNA-Mikroarrayexperimenten in der Regel mindestens um den Faktor 10% mehr Ex-
pressionswerte fiir eine Probe als bei RPPAs. Algorithmen, die zur Analyse von DNA-
Mikroarraydaten entwickelt wurden, basieren daher auf einer vollig anderen Zahlen-

struktur.
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Auch die Fragestellung unterscheidet grundlegend zwischen DNA- und Proteinar-
rays. Das Ziel der Analyse von DNA-Mikroarraydaten ist in der Regel das Herausfiltern
von signifikant differentiell regulierten Genen aus grofien Datensétzen. Proteinarrayex-
perimente werden jedoch meist so geplant, dass nur fiir die Fragestellung potentiell
relevante Proteine analysiert werden (educated guess), die dann demzufolge bei der
Auswertung alle beriicksichtigt werden. Algorithmen zum Herausfiltern von signifikant
differentiell regulierten Proteinen werden daher nur selten benétigt.

Innerhalb eines Gesamtexperimentes werden zur Beantwortung spezifischer Fra-
gestellungen héufig eine Vielzahl an Proteinarrayexperimenten nacheinander durch-
gefiihrt. Arrays fiir die Charakterisierung der DNA bzw. RNA in biologischen und kli-
nischen Proben sind zwar etablierte Systeme, werden aber im Rahmen eines Gesamt-
experimentes, nicht zuletzt wegen des relativ hohen Preises, eher fiir initiale Scree-
nings eingesetzt. Der alltdgliche Einsatz der Proteinarrays macht ein flexibles und
iibersichtliches Auswerteprogramm notwendig. Diese Anforderungen wurden umgesetzt
im R-Paket RPPanalyzer (Mannsperger et al., 2010), das die grundlegenden Funktio-
nen wie Einlesen, Normalisieren und Visualisieren zur Verfiigung stellt und sich im
taglichen Gebrauch bew#hrt hat. Da die Entwicklung einer Software jedoch nie als
komplett abgeschlossen betrachtet werden kann, wird auch dieses Paket verbessert und

erweitert werden miissen.

4.3 Proteinexpression als Marker fiir Therapieresistenz

Wie in allen Krebsarten sind auch bei der Entstehung und Weiterentwicklung von
Lungenkrebs eine Vielzahl von Signaltransduktionsmechanismen, die multiple zellulére
Prozesse steuern, dereguliert (Sanders and Albitar, [2010). Auf diesem Wissen basierend
wurden einige Behandlungsstrategien entwickelt, um die Uberlebensrate von Lungen-
krebspatienten zu erhchen. Als Alternative zur Standard-Chemotherapie hat sich die
Behandlung mit zielgerichteten Therapeutika wie Erlotinib bewéhrt (Riely et al., [2006;
Oxnard and Miller, 2010). In diesen zielgerichteten Behandlungen werden Proteine
inhibiert, denen eine Schliisselrolle beim Tumorwachstum und der Metastasierung zu-
kommt. Die Wirksamkeit dieser zielgerichteten Therapeutika basiert im wesentlichen
auf der molekularen Struktur der Tumore. Sie entfalten nur dann ihre maximale Wirk-

samkeit, wenn das Zielprotein in bestimmter Weise in die Signaltransduktion eingebun-
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den ist. Beispielsweise ist eine Behandlung, die auf der Inhibiton des EGF-Rezeptors
beruht, im Falle einer Mutation des in der Signalkaskade abwirts gelegenen KRAS-
Gens weitgehend wirkungslos (Massarelli et al., 2007; [Heinemann et al., [2009). Diese
Tatsache bedingt die Notwendigkeit, die molekularen Strukturen und Zusammenhénge
der Signaltransduktion in Lungenkrebs weiter aufzukléren, um die zielgerichteten Be-
handlungen optimal einsetzen zu konnen. Obwohl bereits viel iiber die genetischen
und pharmakologischen Aspekte von verschiedenen Lungenkrebszelllinien bekannt ist,
ist nur wenig Information iiber die Regulation der zelluliren Signaltransduktionsme-
chanismen bekannt. Es ist allerdings unumstritten, dass sich in Lungenkrebs viele ge-
netische Aberrationen, die sowohl Onkogene als auch Tumorsuppressorgene betreffen,
akkumulieren. Diese Eigenschaft zieht als Konsequenz die Entwicklung von Resisten-
zen gegeniiber zielgerichteten Therapeutika nach sich und ist damit von hochster kli-
nischer Bedeutung. Die Reaktion auf Therapeutika ist dariiberhinaus unterstiitzt von
Mechanismen wie posttranskriptionaler Regulation, posttranslationaler Modifikation
oder Protein-Protein-Wechselwirkungen, die nicht auf der Transkriptomebene erforscht
werden konnen (Calvo et al.,|2005; |[Petricoin et al., [2002). Proteinanalysemethoden sind
daher besonders geeignet, unter Beriicksichtigung dieser Parameter Muster zu finden,
die mit der Sensitivitét korrelieren. In dieser Arbeit wurde die Expression und Aktivie-
rung von Proteinen von 84 Zelllinien im Hinblick auf die Sensitivitéit gegeniiber sieben
Kinaseinhibitoren untersucht. Dabei konnten Signalproteine identifiziert werden, die in
direktem Zusammenhang mit der Sensitivitit gegeniiber ausgewéhlten Therapeutika
stehen, und damit Potential aufweisen, Biomarker zu identifizieren.

Der EGFR-Signaltransduktionsweg ist in NSCLC in vielen zelluldren Prozessen wie
Proliferation, Migration und Metastasierung eingebunden (Kamath and Buolamwini,
2006)). Die Expression von ERBB2 trigt ebenfalls zur Resistenzbildung und zur Meta-
stasierung bei (Tsai et al.l|1993). Die systematische Evaluierung der Proteinexpression
zeigte die bekannte Assoziation der Sensitivitéit gegeniiber den RTK-Inhibitoren Lapa-
tinib, Vandetanib, Erlotinib und PD168393 mit der Expression und Aktivierung von
EGFR und ERBB2 (Pao et al., 2004; [Riely et all [2006; Sequist et al. [2007; Tsao
et al., 2005). Ebenso wurde eine erhthte Expression von MEK in gegeniiber UO126-
sensitiven Zelllinien festgestellt (Sos et al., 2009). Die Identifizierung der Uberexpression

der jeweiligen Zielproteine in den sensitiven Zelllinien bestétigt die Funktionalitit des
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experimentellen Ansatzes zur Bestimmung von Proteinen, die mit der Sensitivitit ver-
bunden sind. Zusétzlich konnten weitere Proteine bestimmt werden, die Aufschluss
dariiber geben koénnten, welche Signalwege, aufler dem des Zielproteins, noch in die
Resistenzentwicklung eingebunden sind. In Zelllinien, die gegeniiber Erlotinib sensitiv
sind, konnte die Reduktion von acht Proteinen gemessen werden, wovon sieben mehr
oder weniger direkt mit dem AKT-Signalweg verbunden sind (PP2A A und B, p70S6K,
PI3K p85, p-AKT (S474), GRB2 und p27). GRB2 ist ein Adaptorprotein von EGFR
und aktiviert den MAPK-Signalweg iiber Ras als auch den AKT-Signalweg iiber PI3K
p85. PI3K p85 wird ebenfalls iiber IRS1 aktiviert, setzt Phosophoinsotsitol um, was im
Anschluss die AKT-Kinase PDK1 aktiviert. Der Zellzyklusinhibitor p27 wiederum wird
von AKT inhibiert, was im weiteren Verlauf zu einer Progression des Zellzyklus fiihrt.
PP2A A und B gehoren zu einem heterotrimeren Phosphatasesystem, das eine Viel-
zahl an Substraten dephosphoryliert, so auch AKT (Eichhorn et al.l |2009). Mindestens
eine der beiden Proteinuntereinheiten von PP2A ist in sensitiven Zelllinien reduziert.
Die Reduktion der Proteine des AKT-Signalweges ist moglicherweise die Reaktion des
Signalnetzwerkes auf die erhohte Expression von EGFR in den Erlotinib-sensitiven
Zelllinien. Vandetanib-sensitive Zelllinien zeigten ein dhnliches Proteinexpressionsmus-
ter wie Erlotinib, was einen dhnlichen Wirkmechanismus nahelegt. Als weitere Marker
wurden hier das antiapoptotische Protein Bcl-X sowie das Zellzyklusprotein CyclinD1
gefunden. Die Proteine, deren Expression mit der Sensitivitidt gegeniiber einer der RTK-
Inhibitoren (Lapatinib, Erlotinib, Vandetanib, Dasatinib, PD168393) assoziiert ist, sind
strikt getrennt nach verstiarkter und verringerter Expression und bilden damit zwei
Gruppen. Eine Gruppe zeigt nur Uberexpression in sensitiven Zelllinien, die andere
nur Reduktion, wobei diese Aufteilung unabhingig von den tumorsuppressiven oder
onkogenen Eigenschaften der Proteine ist.

Molekulare und prognostische Marker zur Planung der optimalen Behandlung von
NSCLC konnten bis jetzt nicht abschlieBend validiert werden (Coate et al.,[2009)). In die-
ser Arbeit konnten jedoch weitere Proteine identifiziert werden, die mit der Sensitivitét
gegeniiber spezifischen Wirkstoffen korrelieren. Nach einer erfolgreichen Validierung der
hier vorgestellten Marker, kénnte dies ein weiterer Schritt in Richtung personalisierter

Therapie sein.
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4.4 Proteinprofiling in Prostatatumoren

4.4.1 Deregulierte Signalwege beim Prostatakrebs

Eine charakteristische Eigenschaft des Prostatakarzinoms ist die molekulare Heteroge-
nitdt der Tumore. Aufgrund dessen blieb die Suche nach einem Genexpressionsprofil,
das eine genaue Klassifizierung von Prostatakrebs ermoglicht, bisher erfolglos. Im Ge-
gensatz dazu konnen im Brustkrebs deutlich abgegrenzte molekulare Subtypen definiert
werden (Sorlie et al., [2003). Dennoch sind auch in Prostata einige Signaltransduktions-
wege dereguliert, die auch in anderen Krebsarten eine Rolle spielen. Dabei spielen aber
weniger Mutationen eine Rolle, sondern vielmehr Gendeletionen bzw. -amplifikationen.
Die in dieser Studie untersuchten Proteine wurden im Hinblick auf h&ufig beschriebene
Effekte in Prostatakrebs ausgewihlt:

Die Deregulation des TGF-beta-Signalweges (Guo and Kyprianou, [1998; |Zhu et al.,
2008)) fithrt tiber Aktivierung von SMAD2/3 zur Expression der Zellzyklusinhibitoren
pl5, p21, 27 und des pro-apoptotischen Proteins BAX bei gleichzeitiger Suppression
der Onkogene c-MYC und BCL2. Die Verringerung der Expression von TGF-beta Re-
zeptoren fithrt in Prostatakrebs (bei Abwesenheit von Androgen) zur Unterdriickung
von Apoptose (Assinder et all 2009). Der Verlust der Phosphatase PTEN ist hdufiges
Ereignis der Karzinogenese in Prostata (Wang et al., 2006; |Salmena et al., 2008). Die
tumorsuppressive Eigenschaft von PTEN ist begriindet durch die Dephosphorylierung
von Phosphatidylinositol, das fiir die Signalweiterleitung von PDK1 zu AKT notwen-
dig ist. Die aktive Form von AKT inhibiert Tumorsuppressor GSK3B und das pro-
apoptotische Protein BAD und aktiviert die onkogene mTOR-Signalkaskade (Nelson
et al., 2007; |Gao et al., |2003; Thomas et al., |2004; Kinkade et al.l |2008). Der Verlust
des Tumorsuppressorgens RB1 ist ebenfalls ein héufig beschriebenes Ereignis in der
Karzinogenese des Protatakrebs (Taylor et all 2010). RB1 inhibiert durch Bindung
an E2F die Transkription von Proteinen, die notwendig sind fiir die Zellzyklusprogres-
sion. Zur Untersuchung der Tumorproben wurden 42 Antikoérper ausgewéhlt, die im
Zusammenhang mit den beschriebenen Signalwegen stehen. Es konnten fiir die pro-
statakrebstypischen mRNA-Marker AR, AMARC und NKX3.1 keine Antikérper zur
Verwendung auf RPPA validiert werden, so dass auf deren Analyse verzichtet werden

musste.
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4.4.2 Eigenschaften des Probensets

Das Probenset umfasste 104 Gewebeproben, aufgeteilt in 51 Tumor- und 54 Normal-
gewebe. Dabei handelt es sich um Gewebeschnitte, die aus technischen Griinden mit
einer Fixiersubstanz (Tissue Tek®) versetzt sind. Die Proteinausbeuten, gemessen nach
der Lyse der Proben, waren relativ niedrig, was auf eine eventuell verminderte Effizi-
enz der Lyse schlieflen liasst. Die Proteingehalte der Proben wurden vor dem Drucken
auf RPPAs auf eine Konzentration von 1,5 pug/ul eingestellt, um eine homogene Ver-
teilung der Konzentration der Spots zu erreichen. Trotz dieser Vornormalisierung der
Proben zeigten die Werte, die nur von der Proteinkonzentration abhéngen sollten (Fast
Green FCF, Housekeeping Proteine) sowie die mittlere Expression aller gemessenen
Proteine eine signifikante Abhéngigkeit vom Gewebetyp. Dabei ergaben die Tumorpro-
ben einen 20 bis 50 % hoheren Wert. Die meisten der gemessenen Proteine besitzen
onkogene Eigenschaften, weshalb ein hoherer Wert des Median iiber alle gemessenen
Proteine in den Tumorproben einen biologischen Hintergrund haben kann. Da jedoch
die konstitutiv exprimierten Proteine GAPDH, Actin, V-ATPase und ribosomales Pro-
tein L19 einen im selben Mafle erh6hten Wert zeigten, scheint ein rein biologischer
Hintergrund unwahrscheinlich. Aufgrund dieser grundlegenden Unterschiede zwischen
Normal- und Tumorgewebe wurden die Proben aus Normalgewebe von der Analyse aus-
geschlossen. Die Verteilung der Gleasonwerte der Tumorproben deckte einen Bereich
von 3+3 bis 544 ab. Der TMPRSS:ERG-Fusionsgenstatus konnte (Jan C. Brase) in 37
der 51 Tumorproben eindeutig identifiziert werden, woraus folgt, dass die Integration

der Ergebnisse fiir Fusionsgen und Gleasonwert auf diese 37 Proben beschrinkt bleibt.

4.4.3 Korrelation der p38-Aktivierung mit dem Gleasonwert

Der pathologische Gleasonwert ist als Parameter zur Beurteilung der Aggressivitit der
Prostatatumore zu verstehen und bildet mafigeblich die Grundlage fiir Therapieent-
scheidungen (Shahl [2009)). Der Nachteil der Beurteilung anhand des Gleasonwertes ist
jedoch der subjektive Einfluss des beurteilenden Pathologen. In einer Studie zur Eva-
luierung der Reproduzierbarkeit der pathologischen Beurteilung von Prostatatumoren
wurde die Subjektivitit dieser Klassifizierung deutlich (Burchardt et al., 2008)). Beson-

ders kleine Tumore wurden von nur 68 % der Pathologen korrekt beschrieben. Eine

109



4. DISKUSSION

objektivere Klassifizierungsmoglichkeit auf Grundlage von Gen- oder Proteinexpressi-
on konnte direkt den Patienten zugute kommen. Daher wurde die Proteinexpression
der Tumore in Abhéngigkeit des Gleasonwertes, aufgeteilt in zwei Gruppen (< 7,> 7),
analysiert. Als Ergebnis konnte eine signifikant hohere Aktivierung von p38 in Tumoren
mit geringerem Gleasonwert festgestellt werden. Die Expression von p38 zeigte jedoch
keinen Unterschied zwischen den Gleasonwerten. |Grubb et al. (2009) konnten eine De-
aktivierung von p38 in Metastasen aus Prostatakrebs messen, jedoch keine Unterschiede
innerhalb der Primartumore. Metastasen sind im Prinzip eine weitere Entwicklungsstu-
fe der Aggressivitiat von Tumoren und von daher bestétigt das Ergebnis von|Grubb et al.
(2009) indirekt unsere Analysen. Die Familie der p38 MAPK besteht aus vier Mitglie-
dern p38-a, -3, -v und -4, die von verschiedenen Genen codiert sind. Wahrend p38-«
in den meisten Zelltypen konstitutiv exprimiert wird, werden die anderen gewebespezi-
fisch exprimiert; p38-4 in Gehirn, p38-v in Muskelgewebe und p38-§ in Driisengewebe.
Dariiberhinaus wurden verschieden Splicevarianten von p38-« beschrieben. Die Varian-
te MXI2 ist identisch mit den Aminoséduren 1-280 von p38-« und reguliert den nuklearen
Import von ERK1/2. EXIP hat zusétzlich 53 Aminoséduren am C-Terminus und regelt
den Nf-gxB-Signalweg. Wie viele andere Kinasen wird p38 aktiviert iiber Phosphorylie-
rung, speziell {iber eine duale Phosphorylierung eines Thr-Gly-Tyr-Motivs. Die Akti-
vatoren und Substrate von p38 umfassen ein Vielzahl von Proteinen, weshalb p38 auf
verschiedene Stimulanzien reagiert und verschiedene Signalwege integriert. Die Aktivie-
rung von p38 erfolgt als Antwort auf Stress (z.B. oxidativ oder Strahlung), Entziindung
(Cytokine) oder Wachstumsfaktorstimulation. Die mdglichen physiologischen Reakti-
on auf eine p38-Aktivierung sind vielfiltig und nicht vollstandig gekliart (Cuadrado
and Nebredal 2010)). Diese Reaktionen stehen dabei in Abhéngigkeit von Gewebe und
Stimulus. Die tumorsuppressiven Eigenschaften von p38 (Haq et al., [2002; Li et al.,
2003; [Hui et al., [2007)) konnten die hohe Aktivierung von p38 in Prostatatumoren mit
niedrigem Gleasonwert allgemein erklédren. Eine spezielle Rolle spielt dabei der Prozess
der Zellalterung. Sie bezeichnet eine Art Zellzyklusarrest, bei dem die Zellen ihre Le-
bensfiahigkeit erhalten, sich aber trotz Anwesenheit von mitogenen Signalen nicht mehr
teilen (d’Adda di Fagagna, [2008; [Saab, [2010; |Courtois-Cox et al., [2008). Dieser Effekt
kann den Ubergang von gutartigen zu aggressiveren Tumoren verhindern. In der Pro-
stata spielt die Zellalterung wéhrend der altersbedingten Vergréflerung der Prostata

eine Rolle und ist in tumorsuppressive Mechanismen eingebunden. Erhohte Expression
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von Biomarkern fiir Zellalterung wie p14®f und p16™¥4? wurden in gutartigen Prostata-
tumoren gemessen und sind potentielle Marker zur Unterscheidung von gutartigen und
aggressiven Tumoren (Zhang et al., 2006). In dieser Arbeit konnte die Aktivierung von
p38 als neuer potentieller Marker fiir weniger aggressive Proatatatumore identifiziert

werden.

4.4.4 Biomarker fiir das TMPRSS:ERG-Fusionsgen

Umgruppierungen von Chromosomen, die eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
der ETS-Familie, im Besonderen ERG, zur Folge haben, wurden in einer Mehrzahl
der Prostatatumore identifiziert (Rouzier et al., 2008). Die weitaus héufigste dieser
Umgruppierungen generiert ein TMPRSS:ERG-Fusionsgen, das zu erhéhter Expres-
sion eines N-terminal gekiirzten ERG unter der Kontrolle des TMPRSS-Promotors
fithrt. Die Auswirkungen dieses Fusionsgens betreffen viele Aspekte des Prostatakrebs.
Der Zusammenhang mit der Tumoraggressivitéit ist jedoch noch nicht vollstdndig ge-
klart (Tomlins et al., 2009). Die ETS-Umgruppierungen koénnen wegen ihrer Féhigkeit,
Differenzierungsprozesse zu unterbrechen, und der Beteiligung an anderen Transforma-
tionsereignissen tendenziell als onkogen interpretiert werden (Shen and Abate-Shen)
2010). Vielfach wird das TMPRSS:ERG-Fusionsgen als von Gleasonwert, Tumorsta-
tus oder Proliferationsaktivitdten unabhéngiger Faktor gesehen (Saramaéki et al., |2008;
Mehra et al., 2007)). Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten jedoch auf eine Verringe-
rung der Expression der drei onkogenen Proteine PISK p110, ERK und CDK6 in den
TMPRSS:ERG-Fusionsgen- positiven Tumoren hin. PI3K p110 und ERK sind zentrale
Kinasen des AKT- bzw. MAPK-Signalweges, die in vielen Krebsarten maflgeblich an der
Karzinogenese beteiligt und daher auch Ziel intensiver Forschung zur Entwicklung von
therapeutischen Wirkstoffen sind (Sarker et al., 2009; Roberts and Der, |2007)). CKD6
(wie auch CDK4) ist eine Komponente der Zellzyklusregulation und regelt mit Cy-
clinD die Progression der G1-Phase. Zusitzlich zeigen die Tumore mit TMPRSS:ERG-
Fusionsgen signifikant niedrigere Gleasonwerte. Zusammengenommen deuten die Ergeb-
nisse auf eine Assoziation des Fusionsgens mit verringerter Aggressivitit der Tumore

hin.
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4.4.5 Visuelle Integration klinischer und experimenteller Daten

Um die in den vorangegangenen Abschnitten [4.4.3] und |4.4.4] diskutierten Einzeler-

gebnisse zu integrieren, wurde eine junge Methode aus dem Bereich der diskreten
Mathematik angewandt, die Formale Begriffsanalyse. Diese Methode basiert auf der
Strukturierung bindrer Relationen, wurde 1940 von Garrett Birkhoff begriindet und
seit 1982 von Bernhard Ganter und Rudolf Wille weiterentwickelt (Ganter and Wil-
le, (1996). In der biologischen Forschung wurde diese Methode bereits eingesetzt zur
Identifizierung von Biomarkern in Brustkrebs (Alexe et al., [2007; [Motameny et al.,
2008)) und zur Aufkldrung von Signaltransduktionsnetzwerken (Wollbold et al., [2009).
Die Anwendung dieser Methode setzt die Umsetzung der kontinuierlichen Daten (z.B.
der Proteinexpression) in einwertige Kontexte voraus, die Objekte (Patientenproben)
und Attribute (Eigenschaften der Proben) ordnen. Das bedeutet, die kontinuierlichen
Daten werden zunichst in Kategorien unterteilt und die einzelnen Proben werden die-
sen Kategorien (Attributen ) zugeordnet. Um die Aussagekraft der Visualisierung zu
erhohen, wurden in diesem Projekt die kontinuierlichen Daten in drei Kategorien unter-
teilt und nur die Gruppen hoher und niedriger Expression bzw. Aktivierung betrachtet.
Die formalen Kontexte wurden mit der Software Concept Explorer als Begriffsverband,
sogenannte Hasse-Diagramme, visualisiert. Diese Methode ermdoglicht die Integration
von klinischen Daten und Proteinexpression und ist geeignet, in kleineren Datensétzen
Zusammenhinge aufzudecken, die aufgrund der kleinen Anzahl an Proben in den Ein-
zelgruppen mit den traditionellen statistischen Tests keine Signifikanzen ergeben. Da die
Begriffsverbédnde nur den logischen Zusammenhang der Proben darstellen und keinerlei
weitere Algorithmen verwendet werden, ist ein systematischer Fehler durch die Aus-
wahl eines nicht optimalen Algorithmus oder statistischen Tests ausgeschlossen. Denn
statistische Tests erfordern immer eine Grund- bzw. Nullhypothese und setzen eine
bestimmte Datenstruktur voraus. Ebenso basieren mathematische Modelle zur Berech-
nung biologischer Zusammenhéinge auf grundlegenden Annahmen, die der biologische
Kontext erfiillen muss. Der einzige Faktor, der mdoglicherweise zu einer Fehlinterpre-
tation der Begriffsverbdande fithren konnte, ist eine unpassende Kategorisierung der
kontinuierlichen Daten.

Aus den Begriffsverbinden (Hasse-Diagrammen) konnten die Ergebnisse der sta-

tistischen Tests rekonstruiert werden, indem aktiviertes p38 in die Gruppe mit niedri-
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gem Gleasonwert (Gleasonsumme <7) fillt. Nur wenige Proben mit hoher Expression
von CKD6, ERK und PI3K pl10 zeigen gleichzeitig das TMPRSS:ERG-Fusionsgen.
Zusétzlich konnte eine Auftrennung der Attribute hoher ERK-Expression und hoher
p38-Aktivierung beobachtet werden, d.h. alle Proben mit niedriger ERK-Aktivierung
zeigen gleichzeitig niedrige Gleasonwerte. Die hohe p38- und niedrige ERK-Aktivierung
in Proben mit niedrigem Gleasonwert spiegelt den bereits bekannten Antagonismus
zwischen den ERK- und p38-Signalwegen wider. Durch die Aktivierung von PP2A, das
wiederum MEK dephosphoryliert, senkt p38 indirekt die Aktivitit von ERK (Junttila
et al., 2008). Die Kombination der Einzelergebnisse fiir ERK und p38 koénnten einen
kombinatorischen Marker bilden, um zusammen mit dem TMPRSS:ERG-Fusionsgen-
status die Aggressivitdt von Prostatatumoren zu prognostizieren. Dies bedarf jedoch
einer weiteren Validierung in einer grofieren Patientenkohorte.

Zusammenfassend ist es gelungen, durch Integration von TMPRSS:ERG-Fusions-
genstatus, pathologischem Gleasonwert und Proteinexpression potentielle Biomarker
zur Klassifizierung des Prostatakrebs zu identifizieren. Die durch traditionelle Analy-
se gefundenen einzelnen Markerproteine ergaben durch die Anwendung formaler Be-
griffsanalyse ein schliissiges Gesamtbild des Zusammenhangs dieser drei integrierten

Parameter.
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Abkiirzungsverzeichnis

APS Ammoniumperoxodisulfat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FCA Formale Begriffsanalyse (Formal Concept Analysis)

NSCLC nichtkleinzelliges Lungenkarzinom
(non-small cell lung cancer)

PBS phosphatgepufferte Salzlosung

PSA Prostata-spezifisches Antigen

RNAi RNA Interferenz

RPPA Reverse Phase Protein Mikroarray

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase

SDS Natriumdodecylsulfat

siRNA Single Interferenz RNA

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TNM Klassifikationssystem fiir maligne Tumore:

T = Tumor, N = Lymphknoten (nodes), M = Metastasen
NGFN Nationales Genom Forschungsnetzwerk
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