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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfithrung

Das Osteosarkom ist der hdufigste diagnostizierte primédr maligne Knochentumor und tritt
vornehmlich bei Jugendlichen auf (Unni, 1988; Kaatsch et al., 2000). In den vergangenen
15 Jahren haben sich die verfiigbaren Therapiemoglichkeiten gegen das Osteosarkom
kaum erweitert. Die mit den iiblichen Medikamenten erreichbaren Ergebnisse scheinen
derzeit weitestgehend ausgereizt (Bielack et al., 2006) und seit Mitte der 80er Jahre
verbessern sich die Uberlebensraten nicht (Stiller et al., 2001). Die S5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit liegt derzeit bei 65,3% (Bielack et al., 2002; Folio et al.,
2011).

Trotz zahlreicher molekularbiologischer und zytogenetischer Untersuchungen ist es
bislang nicht gelungen, ein einheitliches Bild der fiihrenden molekularen
Pathomechanismen des Osteosarkoms zu erstellen (Letson und Muro-Catcho, 2001;
Ragland et al., 2002; Fuchs und Pritchard, 2002). Bis heute bleibt ungeklirt, ob
krankheitsspezifische Proteine fiir das Osteosarkom existieren und wie diese die
Entstehung, das Fortschreiten der Erkrankung und deren Prognose beeinflussen. Die
Untersuchung von Proteinexpressionprofilen (Komparative Proteomanalyse) humaner
Tumoren bietet hier die Moglichkeit, die molekularen Hintergriinde neoplastischer
Erkrankungen und deren Metastasierung zu analysieren (Alaiya et al.,, 2005).
Entsprechende Proteinanalysen konnten bereits erfolgreich u.a. fiir Kolon-, Ovarial-,
Lungen- und Prostatakarzinome angewandt werden (Alaiya et al., 2000; Alaiya et al.,
2003; Roblick et al., 2004; Roblick et al., 2008; Gemoll et al., 2011). Einige wenige
Studien haben sich bereits mit Proteomanalysen des Osteosarkoms befasst. Unter den
durchgefiihrten Studien zum Thema sind vornehmlich die Arbeiten von Spreafico et al.,
2006, Guo et al., 2007 und Liu et al., 2009 zu nennen.

Liu et al. verglichen in ihrer Arbeit Osteosarkomzelllinien und humane primér kultivierte
Osteoblasten mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese (2-DE). Hierbei detektierten sie
im Osteosarkom neun signifikant hohere Proteinlevel und drei signifikant erniedrigte
Proteinlevel. Drei der hoch exprimierten Proteine UQCRCI (Ubiqginol-Cytochrome-C-
Reductase Core Protein 1), PRDX4 (Peroxiredoxin 4) und UCH-L1 wurden zur
Validierung an acht primédren Osteosarkomgeweben mittels Western Blot ausgewidhlt und

in ihrem Expressionsniveau bestitigt.
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1 Einleitung

In der vergleichenden Proteomanalyse von Guo et al. wurden drei Osteosarkomzelllinien
einer Osteoblastenzelllinie gegeniibergestellt, wobei 26 signifikant hoch exprimierte
Proteine identifiziert werden konnten, von denen AHA1 (Activator of 90kDa HSP ATPase
Homolog 1) und SLP-2 (Stomatin like Protein 2) mittels Western Blot validiert wurden.
2006 untersuchten Spreafico et al. die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten
in unterschiedlichen Entwicklungsstadien und verglichen zudem eine Osteosarkomzelllinie
mit reifen Osteoblasten. Letztere wurden hierbei aus Knochengewebe eines 35-jdhrigen
méannlichen Patienten gewonnen. Identifiziert wurden 17 hoch exprimierte Proteine in
ausgereiften Osteoblasten, die als Differenzierungsmarker gewertet wurden. Weitere acht
hochregulierte Proteine wurden in der Osteosarkomzelllinie identifiziert, welche als
Proliferations- und Tumorindikationsmarker interpretiert wurden. Eine Validierung der
Ergebnisse wurde nicht durchgefiihrt.

Keiner der identifizierten Marker wird derzeit routineméBig bei der Diagnose oder im
Verlauf eines Osteosarkoms bestimmt. Knochentumore, insbesondere das Osteosarkom
gehoren somit aus Sicht der Proteomforschung zu den am wenigsten studierten Tumoren
(Byrum et al., 2010; Bhattacharyya et al., 2007). Es war daher das Ziel dieser Arbeit mit
Hilfe von Proteinprofilen von Osteosarkomzelllinien neue Biomarker fiir eine verbesserte

individualisierte Medizin dieses Krankheitsbildes zu identifizieren.

1.2 Das Krankheitsbild des Osteosarkoms

1.2.1 Klinische Prisentation

Das Osteosarkom ist definiert als ein knochenbildender, primér maligner Tumor
mesenchymalen Ursprungs. Mit einem Anteil von nur etwa 0,1% aller Krebserkrankungen
handelt es sich dabei um eine seltene Tumorerkrankung. Seine Inzidenz betrdgt in
Deutschland, Europa und den USA 2 bis 3 pro Millionen Einwohner pro Jahr (Link und
Eilber, 1993; Kaatsch et al., 2000; Stiller, 2002).

Allgemein konnen Tumore des Knochens in primidre (gutartige und bdsartige) sowie
sekundire Neoplasien (Skelettmetastasen) eingeteilt werden. Primire Knochentumore sind
insgesamt selten, wobei gutartige schdtzungsweise drei- bis viermal hdufiger auftreten als
bosartige. Sekundidre Knochentumore treten etwa zweieinhalbmal haufiger auf als primére
Knochentumore (Bocker et al., 2004).

Interessanter Weise stellt das Osteosarkom im Alter von 15-19 Jahren 5% aller Neoplasien
dar (Bielack et al., 2006). Betroffen sind somit iiberwiegend Jugendliche mit einem

Altersmedian von 18 Jahren. Insgesamt werden mehr als 80% der Osteosarkome vor dem
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1 Einleitung

40. Lebensjahr diagnostiziert (Bielack et al., 2006, Bocker et al., 2004). Das Verhiltnis
von Jungen zu Maidchen betrdgt 3:2 (Riede et al., 2004). Dariiberhinaus wird ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines Osteosarkoms und den hormonellen
Veranderungen wihrend der Pubertit vermutet, da der Inzidenzhohepunkt des
Osteosarkoms bei Médchen (ebenso wie der frithzeitigere Beginn der Pubertdt) um das 12.
Lebensjahr und bei Jungen um das 16. Lebensjahr liegt (dos Santos und Swerdlow, 1993
Mirabello et al., 2009).

Der Primértumor entsteht meist in der Metaphyse eines langen Rohrenknochens und iiber
die Hiélfte aller Tumore finden sich in der Knieregion. Die Patienten klagen zunéchst iiber
zunehmende, oft als belastungsabhidngig empfundene Schmerzen in der betroffenen
Region. Meist erst spdter kommt es zu einer lokalen Schwellung und unter Umstédnden zur
Bewegungseinschrinkung im benachbarten Gelenk. Bei einigen Patienten stellt eine
pathologische Fraktur das erste Symptom dar. Allgemeinsymptome fehlen meist und
deuten dann auf eine fortgeschrittene Metastasierung hin (AWMF Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften, 2010; Bielack et al., 2006).

Bei etwa 10-20% der Patienten lassen sich zum Diagnosezeitpunkt bereits Metastasen
nachweisen. Diese beschrdnken sich in 80% der Fille auf die Lunge. Metastasierungen in
andere Organe finden sich seltener (Kager et al., 2003). Wird keine Therapie eingeleitet,
kommt es auch bei zunédchst metastasenfreien Patienten innerhalb weniger Monate zu einer

rasch fortschreitenden Metastasierung mit schlechten Heilungschancen.
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1.2.2 Histopathologische Klassifikation

Das Osteosarkom wird nach histopathologischen Gesichtspunkten klassifiziert. Eine
Ubersicht der Klassifikation gemiB der Weltgesundheitsorganisation (World Health
Organisation, WHO) findet sich in Tabelle 1. Die ,,konventionellen®, hochmalignen

Osteosarkome machen dabei etwa 80-90% aller Osteosarkome aus (Fletcher, 2002).

Tab. 1.: Ubersicht der WHO-Klassifikation der Osteosarkome (Nach Fletcher, 2002)

Konventionelles Osteosarkom™

* chondroblastisch hoch

* fibroblastisch

* osteoblastisch

Teleangiektatisches Osteosarkom hoch
Kleinzelliges Osteosarkom hoch
Niedrigmalignes zentrales Osteosarkom niedrig
Sekundéres Osteosarkom in der Regel hoch
Parossales Osteosarkom in der Regel niedrig
Periostales Osteosarkom intermediér
Hochmalignes Oberflichenosteosarkom hoch

* Der Gruppe der konventionellen Osteosarkome werden nach WHO weitere, seltene Varianten
zugerechnet (sklerosierende osteoblastische Osteosarkome, Osteoblastom-, Chondromyxoidfibrom-,
malignes fibroses Histiozytom- oder Chondroblastom-ihnliche Osteosarkome, riesenzellreiche und
epitheloidzellige Osteosarkome)(Fletcher, 2002).

1.2.3 Pathogenese und Atiologie

Osteosarkome entstehen meist spontan und bevorzugt an Stellen mit hoher mitotischer
Aktivitdt und somit im Bereich des Knochenwachstums. Dazu zdhlen in erster Linie die
Metaphysen des distalen Femurs und der proximalen Tibia (Riede, 2004). Nahezu alle
Osteosarkome  weisen zytogenetisch komplexe nummerische und strukturelle
chromosomale Aberrationen auf (Bielack, 2006; Bocker, 2004).

Die Datenlage deutet darauf hin, dass der Dysregulation des Zellzyklus am Ubergang von
der G1- zur S-Phase eine erhebliche Bedeutung fiir die Entstehung chromosomaler
Aberrationen und genetischer Verdnderungen zukommt. So werden in sporadisch
auftretenden Osteosarkomen z.B. oft Amplifikationen von CDK4 (Cyclin-dependent
kinase 4), MDM?2 (E3 ubiquitin-protein ligase and p53-Regulator), Cyclin D1, INK4A""
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A pl16) bzw. Defekte des Retinoblastom-Gens (Rb-
Gen, Zellzyklus-Regulator) und des p53-Gens (p 53 Tumorsuppressor-Gen) gefunden
(Lohmann, 1999; Birch et al., 2001). Die beiden letztgenannten Gene erkldren auch,
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1 Einleitung

weshalb Patienten mit einem Retinoblastom oder dem Li-Fraumeni-Syndrom (p53-
Gendefekt) hdufiger an einem Osteosarkom erkranken (Wang et al., 2001; Fletcher, 2002).
Insgesamt lassen sich nur fiir eine kleine Subgruppe der Osteosarkompatienten (weniger
als 10%) eindeutige genetische oder exogene Risikofaktoren fiir die Tumorgenese finden.
Der wichtigste exogene Risikofaktor ist die Belastung mit ionisierenden Strahlen, welche
dosisabhingig das Osteosarkomrisiko erhohen (Tucker et al., 1987; Hawkins et al., 1996;
Kuttesch et al., 1996).

1.2.4 Tumorstadien

Die Tumorstadien des Osteosarkoms konnen anhand der TNM-Klassifikation nach der
Internationalen Vereinigung gegen Krebs (Union internationale contre le cancer, UICC)
und des American Joint Committee on Cancer (AJCC) (Sobin, 2011; Greene, 2002)
eingeteilt werden (siehe Tabelle 2 und 3). Uber 80% der Osteosarkome manifestieren sich

im Stadium II.

Tab. 2.: TNM-Klassifikation der Knochentumoren (Nach Sobin, 2011; Greene, 2002)

Primértumor (T)

TX Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung des Priméartumors sind nicht erfiillt
TO: Kein Anhalt fiir einen Primédrtumor

TI1: GroBte Tumorausdehnung < 8 cm

T2: GroBte Tumorausdehnung > 8 cm

T3: Diskontinuierliche Tumoren in der primér befallenen Knochenregion

Regionire Lymphknoten (IN)

Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung der regiondren Lymphknoten sind

NX: nicht erfillt
NO: Kein Anhalt fiir den Befall regionédrer Lymphknoten
N1: Befall regiondrer Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

MX: Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung von Fernmetastasen sind nicht

erfiillt
MO: Kein Anhalt fiir Fernmetastasen
Fernmetastasen sind vorhanden
M1: Mla: Lunge

M1b: andere Fernmetastasen

Histopathologisches Grading

GX: Die Minimalerfordernisse flir das Grading sind nicht erfiillt
Gl: Gut differenziert

G2: MaiBig differenziert

G3: Schlecht differenziert

G4: Undifferenziert
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Tab. 3.: Einteilung der Erkrankungsstadien (Nach Sobin, 2011; Greene, 2002)

Stadium 1A Tl NO MO G1,2 (niedrig maligne)
Stadium IB T2 NO MO G1,2 (niedrig maligne)
Stadium ITA Tl NO MO G3,4 (hoch maligne)
Stadium IIB T2 NO MO G3,4 (hoch maligne)
Stadium 11 T3 NO MO jedes G
Stadium IVA | jedes T | NO Mla jedes G

. jedes T | N1 jedes M jedes G
Stadium IVB ;edes T |jedes N JMlb ;edes G

1.2.5 Diagnose und Therapie

Die Bilddiagnostik umfasst zundchst Rontgen- und  Schnittbilduntersuchungen der
Primartumorregion (Bloem et al., 1988; Gillespy et al., 1988; Hogeboom et al., 1992;
Davies, 1998; Sanders und Parsons, 2001), wobei die Diagnose stets histologisch durch
eine Biopsie des Primartumors gesichert werden muss (EMSOS, 1990; Saeter, 2003).

Die Suche nach Metastasen kann im Regelfall auf die Lunge und das Skelettsystem
beschrinkt werden, wobei die wichtigsten Untersuchungen Nativrontgen und CT-Thorax
darstellen. Des Weiteren sollte zum Ausschluss von Knochenmetastasen eine
Skelettszintigraphie durchgefiihrt werden (Davies, 1998; Franzius et al., 2000; Sanders und
Parsons, 2001). Alle hochmalignen Osteosarkome bediirfen eines multimodalen
therapeutischen Ansatzes aus Chemotherapie (i.d.R. prd- und postoperativ) und Operation
(Kempf-Bielack et al., 2005; Bielack et al., 2004). Die Therapie sollte grundsétzlich im
Rahmen prospektiver Studien erfolgen. Derzeit beinhalten fast alle Therapieprotokolle die
Chemotherapeutika Doxorubicin, Cisplatin, Hochdosis-Methotrexat und Ifosfamid.
Ergénzend sollten vorhandene Lungenmetastasen, gegebenenfalls auch mehrfach, operiert
werden (Kempf-Bielack et al., 2005). In Einzelfdllen kann es niitzlich sein, inoperable
Herde zu bestrahlen (Ozaki et al., 2003; Kempf-Bielack et al., 2005). Eine intensive
Verlaufsbeobachtung zur lokalen Tumorkontrolle und Uberwachung mdglicher

systemischer Ausbreitungen ist unerlésslich.
1.2.6 Prognose

Laut der kooperativen Osteosarkomstudie (Cooperative Osteosarcoma Study Group,
COSS) liegt die 5- bzw. 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei 65,3% und 59,8%
(Bielack et al., 2002). Die Prognose wird beeinflusst durch die TumorgréBe, die

Lokalisation und den Status der Metastasierung zum Zeitpunkt der Diagnose des
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Primartumors. Zudem sind die therapieabhéngigen Faktoren von erheblichem Einfluss auf
die Prognose. So muss zum einen die komplette chirurgische Sanierung aller klinisch oder
bildgebend fassbaren Tumormanifestationen als Heilungsvoraussetzung gelten, zum
anderen ist das histologisch gemessene Ansprechen auf die Chemotherapie von
entscheidender Bedeutung (Rosen et al., 1981; Davis et al., 1994; Arndt und Christ, 1999;
Bielack et al., 2002). Rezidive eines Osteosarkoms sind mit einer sehr schlechten Prognose
assoziiert. Die 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit wird derzeit auf 17,0 + 4,3%
geschitzt (Saeter, 2003; Kempf-Bielack et al., 2005; Leary et al., 2013). Versuche, die
Prognose von Patienten mit schlechtem Tumoransprechen durch Modifikationen der
postoperativen Chemotherapie zu verbessern, sind bislang erfolglos geblieben (Stiller et
al., 2001; Hawkins und Arndt, 2003). Vor diesem Hintergrund ist die klinische
Notwendigkeit ersichtlich, Entstehung, Progression und Metastasierung des Osteosarkoms
molekularpathologisch intensiver zu erforschen, um hieraus Biomarker fiir eine verbesserte

Diagnostik und individualisierte Therapie ableiten zu kdnnen.

1.3 Fragestellung

Proteine, deren Expression wihrend Karzinogenese und Progression variieren, kénnen
Erkenntnisse zu den molekularen Hintergriinden der Osteosarkomentstehung liefern, sowie
Grundlagen fiir neue Diagnose- und Therapiemdglichkeiten bilden. Daher war es das Ziel
dieser Arbeit, Proteinexpressionsunterschiede zwischen Zelllinien fetaler Osteoblasten,
Osteosarkomen und pulmonalen Metastasen zu finden. Folgenden Fragestellungen wurden
dabei betrachtet:

* Konnen mittels vergleichender Proteomanalyse (Zweidimensionale
Gelektrophorese, Massenspektrometrie)  biologisch  bedeutsame  Proteine
identifiziert werden, welche einen signifikanten Expressionsunterschied in
Zelllinien des Osteosarkoms im Vergleich zu Zelllinien fetaler Osteoblasten und
pulmonaler Metastasen aufweisen?

* Sind diese Expressionsunterschiede durch technische Validierung (Western-Blot,
Immunhistochemische Farbung an Cytospins) validierbar?

* Lassen sich diese Ergebnisse dariiber hinaus auf klinische Proben iibertragen und
ergeben sich somit neue Ansétze fiir Diagnostik und individualisierte Therapie des
Osteosarkoms?

* Wie verhalten sich beim Osteosarkom differentiell regulierte Proteine im Vergleich

zu anderen Knochenerkrankungen?
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2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Materialien
2.1.1 Chemikalien

Tab. 4.: Verwendete Chemikalien

BProduke [N

2,6-Di-butyl-4-methylphenol (BHT)

Hersteller

Sigma-Aldrich, Miinchen

3-(3-Cholamidopropyl)dimethyl-
ammonio- 1 -propansulfat (CHAPS)

Sigma-Aldrich, Miinchen

4-(2-Hydoxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsdure (HEPES)

USB, Staufen

Aceton (100%) Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn
Acetonitril Sigma-Aldrich, Miinchen

Acrylamid BioRad, Miinchen

AEC Substrat DAKO, Carpinteria USA
Ammoniumbicarbonat Sigma-Aldrich, Miinchen
Ammoniumpersulfat (APS) GE Healthcare, Miinchen
Ammoniumphosphat GE Healthcare, Miinchen

Antibody Diluent DAKO, Carpinteria USA

Aprotinin Sigma-Aldrich, Miinchen

Aquatex® Eindeckmedium

Merck, Darmstadt

Assay-Reagenz zur Proteinbestimmung

BioRad, Miinchen

Benzamid

Sigma-Aldrich, Miinchen

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk

BioRad, Miinchen

Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Citronensdure-Monohydrat Merck, Darmstadt
Dithiothreitol (DTT) BioRad, Miinchen
DNAse I Worthington Biochemical Co., NJ, USA

Dulbecco’s Eagle Kulturmedium

PAA Laboratories, Colbe

Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca”” & Mg™

PAA Laboratories, Colbe

Eagle Kulturmedium

PAA Laboratories, Colbe

Eosin G Losung 0,5% wissrig

Merck, Darmstadt

Essigsdure

Merck, Darmstadt

Ethanol (95%)

Merck, Darmstadt

Ethanol (100%) vergéllt

Ethanol UKSH

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Merck, Darmstadt

Fetales Kélber-Serum (FCS)

Invitrogen, Karlsruhe

Formaldehyd (37%) Riedel-de-Haén, Seelze
Glycerin Sigma-Aldrich, Miinchen
Glycin BioRad, Miinchen

Héamalaunlosung (sauer nach Mayer)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ham’s F-12 Kulturmedium

PAA- Laboratories, Colbe

Harnstoff

BioRad, Miinchen

Iodacetamid (IAA)

Sigma-Aldrich, Miinchen
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Tab. 4.: Verwendete Chemikalien

Hersteller

Isopropanol Sigma-Aldrich, Miinchen
Kaliumacetat Sigma-Aldrich, Miinchen
Kaliumcarbonat Sigma-Aldrich, Miinchen
Kaliumchlorid (KCI) Sigma-Aldrich, Miinchen

Kaliumferricyanid ( Ks[Fe(CN)g])

Sigma-Aldrich, Miinchen

Kaliumpyrosulfit (K,S,05)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Kaliumtetrathionat (KTT)

Merck, Darmstadt

Laemmli-Puffer

BioRad, Miinchen

L-Glutamin Invitrogen, Karlsruhe
Leibovitz’s (L-15) Kulturmedium PAA-Laboratories, Colbe
Leupeptin Sigma-Aldrich, Miinchen
Luminol Millipore, Schwalbach

Magnesiumchlorid-Pentahydrat
(MgCIZ *5 HzO)

Merck, Darmstadt

McCoy’s SA Kulturmedium

PAA-Laboratories, Colbe

Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
Mineraldl GE Healthcare, Miinchen
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) BioRad, Miinchen
Natriumazid (NaNs) Merck, Darmstadt
Natriumdisulfid (Na,S,0s) Sigma-Aldrich, Miinchen
Natriumfluorid (NaF) Sigma-Aldrich, Miinchen

Natriumorthovanadat (NazVO,)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Natriumpyrophosphat (NasP,07)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Natriumthiosulfat (Na;S,03*5H,0)

Merck, Darmstadt

Nomidet P40 (NP-40)

USB, Staufen

Pararosanilin Sigma-Aldrich, Miinchen
Penicillin Invitrogen, Karlsruhe
Peroxide Millipore, Schwalbach

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Phosphat buffered saline (PBS)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Piperazindiacrylamid (PDA)

BioRad, Miinchen

RNAse |

Worthington Biochemical Co., NJ, USA

RPMI 1640 Kulturmedium

Sigma-Aldrich, Miinchen

Salzsdure (HCI) Merck, Darmstadt
Silbernitrat (AgNO3) Merck, Darmstadt
Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe
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Tab. 4.: Verwendete Chemikalien

Hersteller

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

GE Healthcare, Miinchen

Thioharnstoff

Riedel-de-Haén, Seelze

Trifluoressigsdure (TFA)

BioRad, Miinchen

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Merck, Darmstadt

TRIS-Buffered-Saline (TBS)

BioRad, Miinchen

TRIS-Buffered-Saline mit Tween 20
(TBST)

Cell Signaling, MA, USA

TRIS/Glycin/SDS

BioRad, Miinchen

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
Salzsdure (TRIS-HCI)

BioRad, Miinchen

Triton-X-100

USB, Staufen

Trypsin

PAA Laboratories, Colbe

Xylol

J.T. Baker, Deventer, NL

Wasser, dest.

Millipore, Schwalbach

Wasserstoffperoxid (30%)

Merck, Darmstadt

Ziegennormalserum

DAKO Denmark A/S, Glostrup, DK
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2.1.2 Puffer und Losungen

2.1.2.1 Puffer und Losungen fiir die Zellkultur

Tab. 5.: Puffer und Losungen fiir die Zellkultur

Puffer/Losung

10x Trypsin/EDTA-L6sung:

0,5% (w/v) Trypsin
0,2% (w/v) EDTA

Fixierlosung (40mL):

30mL Methanol, konz.
10mL Essigsdure, konz.

2-D Lysepuffer:

100mL PBS (1x)

SmM Natriumpyrophosphat
100uM Natriumorthovanadat
S5mM Natriumfluorid

830uM Benzamid

2-D Lysepuffer + Proteinaseinhibitoren
(PIH):

2-D Lysepufter
Aprotinin (1:1000)
Leupeptin (1:1000)
PMSF (1:50)

SDS/Mercaptoethanol-Losung (10mL):

1g SDS in SmL dest. Wasser 16sen und
iiber 0,45um filtrieren. Zugabe von 3,33mL
Mercaptoethanol und auf 10mL mit dest.
Wasser auffiillen.

DNAse I/ RNAse I Losung:

Img/mL DNAse |
500pg/mL RNAse I
10mM TRIS (pH 7)
50mM Magnesiumchlorid

Denaturierungspuffer (80mL):

43,2¢g Harnstoff

0,8g DTT

30mg EDTA

4mL 10% (w/v) CHAPS

2,8mL 1M Natriumhydroxid
80uL 0,2M PMSF in 96% Ethanol
800uL 0,23M BHT in Isopropanol
24mL dest. Wasser

Rehydratisierungslésung (50mL):

21g Harnstoff

7,6g Thioharnstoff

2g CHAPS

2mL 10% (v/v) Triton-X-100

250uL IPG-Puffer (BioRad)

14mg DTT (kurz vor Gebrauch) pro SmL
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2.1.2.2 Aquilibrierlésungen

Tab. 6.: Aquilibrierlosungen

ILosung

Losung [ (400mL):

13,4mL 1,5M TRIS (pH 8,8)
144,14g Harnstoff

138mL 87% (w/v) Glycerin
8g SDS

Die Losung auf 400mL mit dest. Wasser
auffiillen. Zugabe von 0,1g DTT pro 10mL
Aquilibrierldsung kurz vor Gebrauch.

Losung I (400mL):

13,4mL 1,5M TRIS (pH 8,8)
144,14g Harnstoff

138mL 87% (w/v) Glycerin
8g SDS

Bromphenolblau

Die Losung auf 400mL mit dest. Wasser
auffiillen. Zugabe von 0,25g lodacetamid
pro 10mL Aquilibrierldsung kurz vor
Gebrauch.
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2.1.2.3 Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE

Tab. 7.: Puffer und Losungen fiir die SDS-Page

Elektrodenpufter (10x): 0,25mM TRIS (pH 8,6)
1,92M Glycin (pH 8,6)
Uber 0,45um filtrieren.

Elektrodenpuffer (1x, 20L): 2L Elektrodenpuffer (10x)

200mL 10% (w/v) SDS
17,8L dest. Wasser

Fixierlosung (4L): 1,5L 95% (v/v) Ethanol
0,5L Essigsdure, konz.
3L dest. Wasser

Sensitivierungslosung (2L): 98,2g Kaliumacetat
422 mL 95% (v/v) Ethanol
S5gKTT
1538mL dest. Wasser
Inkubationslésung (2L): 4¢ Silbernitrat

10mL 1M HEPES
1,4mL 37% (v/v) Formaldehyd

Entwicklungslésung (4L): 120g Kalimcarbonat
50mg Natriumthiosulfat-Pentahydrat
ImL 37% (v/v) Formaldehyd

Stop-Losung (5L): 250g TRIS (pH 8,6)
50mL Essigséure, konz.
4950mL dest. Wasser

Lagerlosung (5L): 200mL Glycerin

500mL 95% (v/v) Ethanol
1g Natriumazid

4,31 dest. Wasser
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2.1.2.4 Puffer und Losungen fiir den Western-Blot

Tab. 8.: Puffer und Losungen fiir den Western-Blot

Puffer/Losung]

Trenngel-(12%)-Losung (96mL):

38,4mL Acrylamid

24mL 1,5M TRIS-HCI (pH 8,8)
12mL Glycerin

19,08mL dest. Wasser

1920uL (w/v) 10% SDS-Losung

erst kurz vorm Gelgief8en hinzufiigen:
600uL (w/v) 10% APS-Losung

60uL. TEMED

Sammelgel-(5%)-Losung (20,8mL):

3,95mL Acrylamid

5,0625mL 0,5M TRIS-HCL (pH 6,8)
11,1861mL dest. Wasser

405uL 10% SDS-Losung

erst kurz vorm Gelgief8en hinzufiigen:
202,5uL 10% APS-Losung

20,25uL TEMED
Probenverdiinnungspuffer (200mL): 90mL Millipore

10mL TBS (Tris-Buffered Saline)-Puffer
Laufpuffer (1L): 900mL Millipore

100mL Tris/Glycin/SDS-Puffer

Laemmli-Puffer (400pul):

380ul Laemmli-Puffer
20ul Mercaptoethanol

Blotting Puffer (1L):

3g 25mM Tris (Merck)
14,4g 192mM Glycin
800mL Millipore
200mL 20% Methanol

Milchpulverlosung (100mL):

200 mL Probenverdiinnungspuffer
10g Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry
Milk

TBST-Waschlosung (2L):

1800mL Millipore
200mL TBST

HRP-Substrat (4mL)

2mL Luminol-Enhancer Losung
2mL Peroxide-LOsung
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2.1.2.5 Reagenzienset/ Kit fiir die Immunhistochemie

In dieser Arbeit wurde ein Reagenzienset fiir die Immunhistochemische (IHC-)Farbung
nach der Avidin-Biotin-Methode benutzt (Vectastain® Elite ABC Kit von Vector
Laboratories Burlingame, USA). Es enthélt Losungen zum Ansatz der Blockierungslosung

des biotinylierten Sekundirantikdrpers und des Avidin-Biotin-Komplexes.

2.1.2.6 Stammlosungen fiir die Imnmunhistochemische Firbung

Tab. 9.: Stammliosungen fiir die Immunhistochemische Firbung

0,1% Triton 0,1% (v/v) Triton X-100
10% /v/v) Ziegennormalserum in PBS (1x)
ohne Ca’” & Mg*"

3% Wasserstoffperoxid in Methanol 10% (v/v) H20; (30%) in Methanol

10mM Zitronensdurepuffer pH 6,0 0,2% (w/v) Zitronensdure-Monohydrat in
Millipore H,O
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2.1.3 Zellkulturen

Fiir diese Studie wurden etablierte humane Zelllinien verwendet, die iiber die American
(ATCC,
Dabei eine
Osteoblastenzelllinie (CRL 11372), drei Osteosarkomzelllinien (CRL 7023, CRL 7134,
CRL 7140), sowie drei Zelllinien aus pulmonalen Metastasen (CRL 7595, CRL 7631, CRL

Culture Collection Promochem®) bezogen wurden

Type

(http://www.Igcstandards-atcc.org). handelte es sich um fetale

7645). Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Zelllinien.

Tab. 10.: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

m Pulmonale Metastasenzelllinien
Osteoblasten- Osteosarkomzelllinien|
zelllinie
BATCCH 11372 7032 7134 7140 7595 7631 7645
BZellliniel hFOB 1.19 Hs39.T | Hs184.T | Hs188.T | Hs860.T | Hs894(A).T | Hs899(D).T
m Homo sapiens Homo sapiens Homo sapiens
m Fetus 17 Jahre 21 Jahre 18 Jahre 22 Jahre 20 Jahre 20 Jahre
Geschlech Keine Angabe Mainnlich Mainnlich Mainnlich | Maénnlich Mainnlich Mainnlich
Spontanabort Kaukasier Kaukasier
SV 40 TAntigen
transfiziert
Knochen Knochen Lunge
- Osteosarkom Osteosarkom
M 1:1 Ham’s F12 Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium
Medium und Medium
Dulbecco’s
Modifiziertes
Eagle Medium
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2.1.4 Antikorper fiir den Western-Blot und die immunhistochemischen Firbungen

Zum Nachweis der Ziel-Antigene mittels Western-Blot wurden folgende primére
Antikorper bezogen (Tabelle 11). Cathepsin D und RanBP1 wurden desweiteren zum
Nachweis flir die immunhistochemischen Féarbungen der Cytospins und Tissue

Microarrays verwendet.

Tab. 11.: Antikorper fiir den Western-Blot und die Immunhistochemie

Anti-Cathepsin D | monoklonal | Maus Maus, Abcam®, Cambridge, UK
Mensch

Anti-GLO1 monoklonal | Maus Maus, Abcam®, Cambridge, UK
Mensch

Anti-RanBP1 polyklonal | Kaninchen | Maus, Abcam®, Cambridge, UK
Mensch

Anti-Stathminl monoklonal | Kaninchen | Kaninchen, | Abcam®, Cambridge, UK
Maus,
Mensch

Anti-Beta-Actin monoklonal | Maus Maus, Abcam®, Cambridge, UK
Mensch
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2.1.5 Tissue Microarrays

Von dem Unternehmen US Biomax, Inc. (Bestellnummer BO2081, Rockville, USA)
wurde ein Knochentumor Tissue Microarray (TMA) mit einem Spektrum an
Gewebeproben von Knochenerkrankungen erworben. Untersucht wurden 176 Stanzen
(Imm Durchmesser, Sum Schnittdicke) als Duplikate von 88 Patientenproben. Nach der
Farbung konnten 24 Félle von Osteosarkomen, 9 Chondrosarkome, 9 Myelome, 2 Ewing
Sarkome, 11 Riesenzelltumore, 9 invasive Riesenzelltumore, 2 Chordome, 8
Adamantinome, 6 Knochenzysten und 8 tumorangrenzende Normalgewebe ausgewertet

werden. Die klinischen Patientendaten sind Tabelle 12 zu entnehmen.

Tab. 12.: Patientendaten des erworbenen Tissue Microarrays (BO2081)

GeschlcchME D urchschnittsalte
Dtinntich W cibiich @ W )2 ro) Qahro
15 9 249 10-69
7 2 31,2 13-47
7 2 53,8 39-69
0 2 54,5 15-94
3 8 36,2 17-60
6 3 36,0 20-50
1 1 47,0 44-50
5 3 423 11-70
1 5 27,3 16-45
6 2 60,9 41-75

Um das Metastasierungspotential zu ergriinden, wurde dariiberhinaus ein zweiter
laborintern hergestellter Tissue Microarray untersucht, welcher 4 Stanzen von ossidrem
Normalgewebe, 17 Osteosarkome und 5 pulmonale Metastasen enthélt (Tabelle 13). Der
gesamte Array enthielt iiberdies fetale Osteoblasten, welche sich jedoch nicht anfarben

lieBBen, sodass sie nicht in die weitere Analyse miteinbezogen wurden.
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Tab. 13.: Patientendaten des laborintern hergestellten Tissue Microarrays

Probe IGeschlechtMiAlter I Lokalisation 8l [Histologie (Primarius)l
Normalgewebe

1 Miénnlich 39 Tibia -

2 Maénnlich 68 Femur -

3 Miénnlich 59 Tibia -

4 Maénnlich 27 Femur -

Osteosarkom

1 Mainnlich 14 Humerus Teleangiektatisch

2 Weiblich 59 Femur Chondroblastisch

3 Maénnlich 39 Femur Fibroblastisch

4 Weiblich 89 Femur Fibroblastisch

5 Maénnlich 35 Mandibula Chondroblastisch

6 Weiblich 75 Tibia Riesenzellreich

7 Maénnlich 64 Mandibula

8 Mainnlich 12 Tibia Osteoblastisch

9 Weiblich 14 Fibula Teleangiektatisch

10 Maénnlich 38 Tibia Osteoblastisch

11 Mainnlich 67 Kalotte Osteoblastisch

12 Mainnlich 25 Tibia Osteoblastisch

13 Maénnlich 74 Mandibula Chondroblastisch

14 Mainnlich 27 Femur Osteoblastisch

15 Maénnlich 21 Femur Chondroblastisch

16 Maénnlich 21 Femur Chondroblastisch

17 Miénnlich 55 Tibia

Pulmonale Metastase

1 Minnlich 14 Lungenunterlappen | Teleangiektatisch (Humerus)
2 Miénnlich 10 Lungenunterlappen | Chondroblastisch (Femur)
3 Minnlich 17 Lungenoberlappen | Chondroblastisch (Femur)
4 Weiblich 12 Lungenoberlappen | Osteosarkom (Tibia)

5 Weiblich 41 Lungenoberlappen | Osteoblastisch (Tibia)
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2.1.6 Materialien

Tab. 14.: Materialien

Hersteller

Aluminiumfolie Quickpack, Renningen
Cellstar® Tube,15mL Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen
Deckgliser Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen

Eppendorf-Gefalle, Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg

Farbekammern

VWR, Darmstadt

Filter Whatman, Dassel

Filter HVLP 0,45um Millipore, Schwalbach
Filteraufsatz Millipore, Schwalbach
IPG-Streifen pH 4-7, 17cm BioRad, Miinchen
Kunststoffspatel Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Mikrotiterplatten (96-Well)

Nunc, Wiesbaden

Objekttrager Superfrost

Fisher Scientific, Schwerte

Objekttrager Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Pinzette VWR, Darmstadt
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

10-13% Precast Gele

Nextgenscience, MI, USA

Roti-PVDF (Transfermembran)

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe

Wigeschilchen Nunc, Wiesbaden
Zellkulturflaschen Sarstedt, Niirnberg
Zellschaber Sarstedt, Niirnberg
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2.1.7 Gerite

Tab. 15.: Geriite

IGeriite

Hersteller

CO,-Brutschrank

Heraeus, Hanau

Densitometer GS-710 (Scanner)

BioRad, Miinchen

Dako-Pen

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg

Ettan Dalt rack (Geltrockner)

GE Healthcare, Miinchen

Firbeeinsatz Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Farbekiivette nach Hellendahl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Farbetrog mit Deckel Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Galaxy 16D1 (Zentrifuge) VWR, Darmstadt

Gefrierschrank Bosch, Stuttgart

Gel doc XR 170-8170 (Western-Blot
Detektor)

BioRad, Miinchen

Glasplatten BioRad, Miinchen
HYRAX M 55, motorisiertes Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Rotationsmikrotom

KIMAX-R6hrchen (20cm)

Kimble, NJ, USA

Kiihlschrank LABEX®-85

Philipp Kirsch GmbH, Offenburg

Laborschuttler KS 250 basic

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Mikrowelle

Miele & Cie. KG, Giitersloh

Milli-Q System

Millipore, Schwalbach

Multiscan MS (Multiplattenleser)

Labsystem, Quickborn

(Elektrophoresekammer)

Nikon Eclipse Ci Nikon GmbH, Diisseldorf
Pannoramic DESK 3DHistech Kft., Budapest HU
pH-Meter Metrohm, Herisau, Schweiz
Pipetten Eppendorf, Hamburg

Promax 2020 (Gelschiittler) Heidolph, Schwalbach
PROTEAN IEF Cell BioRad, Miinchen
(Fokussierungssystem)

PROTEAN Pkus Dodeca Cell BioRad, Miinchen

Quellkammer fiir IPG-Streifen

BioRad, Miinchen

Reax Top (Vortexer) Heidolph, Schwalbach

SpeedVac SPD 111V Thermo Scientific, MA, USA
Sterilwerkbank BSB4a Gelaire, Sydney, Australien

Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell BioRad, Miinchen

(Blotkammer)

UltraFlex III TOF/TOF Bruker Daltonics, Bremen
Massenspektrometer

Universalmikroskop Axioplan Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen
Ventilator Clatronic, Kempen

Vibrax-VXR (Schiittler)
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2 Material und Methoden

2.2 Methoden
2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die Zelllinien wurden unter standardisierten Bedingungen gemilB3 der Protokolle des
Herstellers  (ATCC-Promochem, www.lgcpromochem-atcc.com)  kultiviert.  Als
Kulturmedien wurden die der Tabelle 10 zu entnehmenden Losungen verwendet. Die Ernte
der Zellen erfolgte zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten, sodass jeweils drei biologische

,»Repeats® fiir die weitere Analyse zur Verfiigung standen.

2.2.2 Prinzip der zweidimensionalen Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) dient der Auftrennung komplexer
Proteingemische nach zwei unabhéingigen Kriterien. Zunédchst werden die Proteine nach
threm 1isoelektrischen Punkt (1. Dimension) und im zweiten Schritt nach ihrer
Molekularmasse (2. Dimension) aufgetrennt.

Die erste Publikation zur hochauflosenden zweidimensionalen Gelelektrophorese stammt
von O’Farrell et al., die die Grundlage fiir weitere Entwicklungen und Verbesserungen
hinsichtlich Auflésungsvermégen und Reproduzierbarkeit bot (O’Farrell, 1975; Anderson
und Anderson, 1978; Gorg, 1991). Bei der Separation der Proteine in der ersten Dimension
macht man sich die als isoelektrische Fokussierung (IEF) bezeichnete Technik zunutze.
Die Nettoladung eines Proteins dndert sich mit dem pH der umgebenden Losung. Sobald
das Protein seinen charakteristischen isoelektrischen Punkt (pI) erreicht hat, weist es keine
Nettoladung mehr auf und wandert daher nicht mehr im elektrischen Feld. Zur
Fokussierung werden die Proteine zunichst in einem nichtionischen Detergens, dem
Denaturierungsmittel Harnstoff sowie DTT in Losung gebracht (Denaturierungspuffer).
Die Elektrophorese erfolgt dann auf Polyacrylamidstreifen, die einen immobilisierten pH-
Gradienten enthalten (IPG-Streifen).

Nach Umpufferung wird in der zweiten Dimension anschlieBend der IPG-Streifen auf ein
SDS-Gel appliziert, so dass die Proteine durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) in ihrer Grof3e aufgetrennt werden konnen. Hierbei wandern die durch das
beigefiigte Detergens Natrium-Dodecylsulfat (SDS) negativ geladenen Proteine zur Anode.
Kleinere Proteine konnen das Polyacrylamidgel schneller durchwandern und es kommt

somit zu einer zusitzlichen Separation der Proteine nach Molekiilmasse. Die IEF und SDS-

Seite 25



2 Material und Methoden

PAGE wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (Gemoll et al., 2011). In Abbildung 1

wird das Prinzip der zweidimensionalen Gelelektrophorese veranschaulicht.

2.Dimension l elektrisches Feld
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Abb. 1.: Pringip der zweidimensionalen Gelelektrophorese. Links: Trennung der Proteine nach dem
isoelektrischen Punkt (IP) in der ersten Dimension. Rechts: AnschlieBende Auftrennung nach der Molekiilmasse in der
zweiten Dimension. Rechts unten: Exemplarisches 2-DE-Gel (7595 A) aus dem vorliegenden Versuchsautbau

(Abb. modifiziert nach Kalbitzer und Petrides, 2007).
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2.2.2.1 Aufbereitung der Zellen fiir die zweidimensionale Gelelektrophorese

Die Zellkulturen wurden in 150cm® Kulturschalen kultiviert und bei 70%-80% Konfluitit
geerntet. Hierzu wurden das Medium abgegossen, die Zellen zweimal mit 4°C kaltem PBS
gewaschen und nach Zugabe von 2,5mL kaltem Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren mit
einem Zellschaber von ihrem Untergrund abgeldst. Das Zellgemisch wurde darauthin in
vorher abgewogene Eppendorfgefile gegeben und 3min bei 2.000rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet nochmals in 1mL 2-D
Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren geldst, worauf ein weiterer Zentrifugationsschritt (Smin
bei 5.700rpm und 4°C) folgte. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das
Nassgewicht (Wet weight, WW) des Pellets bestimmt und dieses bei -80 °C eingefroren.

Um jede Proben nachfolgend fiir die 2-DE zuginglich zu machen, wurde jedes Pellet
aufgetaut und in 1,89uL destilliertem Wasser pro mg WW resuspendiert. AnschlieBend
wurde das Zellgemisch viermal hintereinander in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei RT aufgetaut. SDS-Mercaptoethanol (0,089uL x WW) und 0,329uLL pro WW DNAse
I/RNAse I-Losungen wurden hinzugesetzt, um nichtkovalente Bindungen aufzuheben und
storende Nukleinsduren zu entfernen (Celis et al., 1984). Alle Proben wurden darauthin

lyophilisiert und mittels Denaturierungspuffer (6uL pro WW [mg]) resuspendiert.

2.2.2.2 Proteingehaltsbestimmung nach Bradford

Um zu gewihrleisten, dass flir den quantitative Vergleich gleiche Proteinmengen auf die
Gele geladen werden, ist die Ermittlung der Proteinkonzentration der Proben notwendig.
Die Ermittlung des Proteingehaltes erfolgte mit der Methode nach Bradford (Bradford et
al., 1976). Diese beruht darauf, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G 250 (CBBG)
sein Absorptionsmaximum nach der Bindung an Proteine in saurer Losung von 470nm auf
595nm verschiebt.

Zunichst wurde nach Verdiinnung von 1ul der vorbehandelten Proteinlosung in 100ul
destiliertem Wasser jeder Probe auf einer 96-Loch Mikrotiterplatte 25ul konzentriertes
Assay-Reagenz hinzugefiigt. Die Dreifach-Bestimmung der Proteinkonzentration wurde in
einem Multiscan-Reader unter Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen von

Rinderserumalbumin gegen eine Standardkurve ermittelt.
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2.2.2.3 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung

Fiir die isoelektrische Fokussierung wurde die ,,Protean IEF Cell*“ der Firma BioRad
verwendet. Es wurde jeweils 75ug Protein jeder Probe mit Rehydrierungspuffer auf ein
Gesamtvolumen von 300ul verdiinnt. Um eine hohe Auflésung auch im hochmolekularen
Bereich zu bekommen, fand die Fokussierung mittels aktiver Rehydrierung bei 50V auf
einem 17cm langen Gelstreifen mit immobilisiertem pH-Gradienten (pH-Wert 4 bis 7)
statt. Die Suspensionsproben wurden auf die Streifen geladen und mit Mineral6l-Losung
bedeckt, um diese vor Austrocknung bzw. Auskristallisation zu schiitzen. Dann wurde der
Protean IEF Cell-Einsatz mit einem Deckel verschlossen und fiir ca. 10,5h in der IEF-
Kammer fokussiert, in der 52.900Vhr erreicht wurden. Die Temperatur innerhalb des
Gerdtes lag wihrend des gesamten Vorganges bei 20°C. Nach Beendigung der
Fokussierung wurden die IPG-Streifen in eine Klarsichthiille eingeschweilit und bis zur
weiteren Verwendung fiir die SDS-PAGE bei -80°C gelagert.

Um einen erfolgreichen Transfer der Proteine aus dem IPG-Streifen in das SDS-Gel zu
gewihrleisten, ist eine Aquilibrierung (Umpufferung) der Gelstreifen notwendig. Diese
erfolgte zweimal fiir 15min durch Zugabe von je 10mL SDS-Elektrophoresepuffer in 20cm
langen Glasrohrchen. Zuerst wurden hierbei die Proteine mittels DTT (Aquilibrierldsung I)
reduziert, um dann mit Iodacetamid (Aquilibrierldsung II) alkyliert zu werden. Im zweiten
Schritt wurde aullerdem das DTT neutralisiert, um vertikale Streifen im silbergefarbten

Gel zu vermeiden (Gorg et al., 1987).

2.2.2.4 Zweite Dimension: SDS-PAGE

Fir die zweite Dimension wurden vorgefertigte Gele mit einem 10-13%igen
Acrylamidgradienten der Firma Nextgenscience verwendet (230*200*1,5mm). Fiir die
Gelelektrophorese wurde die Apparatur ProteanPlus® Dodeca™ Cell der Firma BioRad
verwendet.

Die IPG-Streifen aus der ersten Dimension wurden vorsichtig auf die Geloberfldche
appliziert und dort mit zuvor aufgewdrmter 0,5%iger Agarose fixiert. Nach dem Aushérten
der Agarose wurde das SDS-Gel in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und die
Elektrophorese gestartet. Diese lief dann fiir 18-20h bei 100V bei einer konstanten
Temperatur von 12°C bis der Kontrollfarbstoff in der Lauffront das Gel durchlaufen hat.
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2.2.2.5 Silberfirbung der Polyacrylamidgele

Die Farbung der Gele erfolgte dem der Tabelle 16 zu entnehmenden Protokoll in einer

Plastikschale unter gleichmifBigem Schwenken.

Tab. 16.: Protokoll der Silberfirbung der Polyacrylamidgele

Arbeitsschritt: m

1. Fixierung 30% (v/v) Ethanol (95% (v/v)) 3 x 30min
10% (v/v) Essigsdure
60% (v/v) dest. Wasser

2. Sensitivierung 0,5M Kaliumacetat Uber Nacht
20% Ethanol (95% (v/v))
8,3mM KTT
3. Waschen dest. Wasser 6 x 20min
4. Inkubation 12mM Silbernitrat 1 x 2h
SmM HEPES
0,026% Formaldehyd (37% (v/v))
5. Entwicklung 0,22M Kaliumcarbonat 2 x Smin

0,05mM Natriumthiosulfat
0,009% Formaldehyd (37% (v/v))

6. Stop 1% (v/v) Essigséure 1 x 10min
50g/L TRIS
7. Waschen dest. Wasser 4 x Smin
8. Lagerung 200mL Glycerin
500mL Ethanol (95% (v/v))
1g Natriumazid

4,31 dest. Wasser
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2.2.2.6 Scan-Prozess

Um die Gele computergestiitzt auswerten zu konnen, wurden sie mithilfe des
Densitometers GS-710 iiber die Software Quantity One 4.6.1 (BioRad, Miinchen)

digitalisiert. Das Einscannen erfolgte mit einer Auflosung von 12bit.

2.2.3 Dokumentation und Auswertung der Gele

Die 21 Gele wurden im Anschluss zwei verschiedenen Software-Analysen unterzogen
(PDQuest: BioRad, Hercules, CA, USA, Version 8.0.1; und Progenesis SameSpot:
Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, Version 4.0), um softwarebedingte Fehler zu
minimieren und ein sogenanntes ,,Minimal Data Set* (Minimale Datenschnittmenge) zu
erstellen. Dieses sollte dann Proteine enthalten, die durch beide Softwareprogramme
iiberlappend als signifikant identifiziert wurden.

PDQuest ist eine weit verbreitete Software zur computergestiitzten Bildauswertung von
zweidimensionalen Gelen. Obwohl diese im Laufe der Jahre gravierenden Anderungen
unterzogen wurde, ist die Grundidee der Analyse dieselbe geblieben. Die Spotdetektion ist
der fundamentale Schritt der Software. Alle darauffolgenden Prozessierungen basieren auf
der resultierenden Liste der Spotcharakteristika des sogenannten ,kiinstlichen Bildes*
(,,synthetic image*). Progenesis SameSpot hingegen ist eine neuere Software, die eine
vollautomatisierte Prozessierung der Gelbilder ermdglicht und sich durch hochwertige
Visualisierung der Daten und integrierte Statistikelemente auszeichnet (Rosengren et al.,

2003).
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2.2.3.1 Auswertung anhand der PDQuest Software

Die wesentlichen Schritte der PDQuest Analyse sind in Tabelle 17 zusammengestellt.

Tab. 17.: Ubersicht der wesentlichen Analyseschritte der PDQuest Software

Analyseschritt:

Bemerkung / Einstellungen:

1. Filterungsprozess:

Auswabhl eines Filtertyps zur Beseitigung
kleiner Storerscheinungen (z.B.:
fleckformiger Artefakte

Gewihlte Methode: ,,Median-Filter® mit
einer Grofle von 5x5 Pixeln

2. Spotdetektion: ,,Spot detection Wizard*

Erstellung von benutzerdefinierten
Parameter-Sets unter Verwendung eines
Korrespondenz-Gels:

Alle unter den gleichen
Versuchsbedingungen hergestellten,
gefarbten und gescannten Gele werden auf
einheitlichem Level vorverarbeitet.

* Manuelle Markierung eines besonders
schwachen (,,faint spot®) Spots, eines
kleinen (,,small but not faint*) Spots,
sowie der groflten Spotgruppe (,,largest
spot cluster*)

*  Wahl der gewiinschten Methode zur
Subtraktion des Hintergrundes

Gewihlte Methode: ,,floating ball*

Die ,, floating ball“ Methode basiert auf dem

Prinzip, dass das Gel in vertikalen Sdulen durch eine
rotierende Scheibe abgetastet wird, deren Radius
automatisch auf dem grofsten Spot basierend
kalkuliert wird. Es ergibt sich eine Dichtemessung
mit Maximal- und Minimalwerten. Verbindet man
die Basis aller Maximalwerte zu einem Graphen,
werden alle Werte unterhalb des Graphen als
Hintergrund definiert und rechnerisch subtrahiert.

* Manuelle Verdanderung der Sensitivitit
zur Bestimmung der minimalen
Signalintensitit, die als Spot erkannt
werden soll (,,find spot centers®)

Prozessierung aller Gele

Automatische Spotdetektion:

Interpretation der Proteinspots als Gaufsverteilung.
Benachbarte ,, Peaks “ (Absorptionsmaxima) werden
zur zweidimensionalen Darstellung der Spots
verkettet und mit Algorithmen zur Beschreibung der
Spots bestimmt.

3. ,Matching*:

Zuordnung gleicher Proteine einer Gelserie
durch Erstellung eines sog. ,,Match-Sets*

Gewihlte Methode: ,,Classic Matching®, bei
der manuell Orientierungsspots gesetzt
werden

* Auswabhl eines virtuellen Referenzgels
in Form einer zusétzlichen Gel-Spot-
Datei

Ausgewihltes Referenzgel: CRL 11372B
Proteine einer Gelserie, die nicht im
Referenzgel enthalten sind, werden manuell
eingefiigt, sodass das Referenzgel am Ende
die Gesamtheit aller Proteine einer
Gelvergleichsserie (,,Match-Set*) verwaltet.
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Tab. 17.: Ubersicht der wesentlichen Analyseschritte der PDQuest Software

* Auswahl von ca. 50 Orientierungsspots
(,,Jandmarks*)

Besonders charakteristische Spots werden
in allen Mitgliedern der Gelserie markiert,
um weitere unmarkierte Spots in der Néhe
zur Deckung zu bringen.

4. ,,Editing*

Manuelle Uberpriifung und Uberarbeitung
der bei der automatischen Spotdetektion
und dem Spotmatching entstandenen
Fehler.

* Hinzufiigen von Spots

* Loschen von vermeintlichen Spots

* Zusammenfiihren von Spots

* Verdnderung der Zuordnung von Spots

Letzter und mit Abstand aufwendigster
Schritt der Gelanalyse. Die Kontrolle ist
unbedingt erforderlich, da derzeit keine der
Analysesoftwares vollig fehlerfrei arbeitet.
PDQuest eignet sich fiir diesen
Kontrollschritt besonders, da es manuelle
Eingriffe in die Analyse ermdglicht.

(,,Matchen‘) i _
e -

11372 € 25082008 v1 (Raw 2-DEmsze)¥| 7023 A 28072008 v1 (Raw 2-D Imaze)i|

$2008 v1 (Raw 2Ty 7023 A 28072008 v1 Raw 2-D Imagg]
— =]

’.o

Raw 2-D Image 7140 A 28072008 v1

Exemplarische Darstellung der
Benutzeroberfliiche (unbearbeitet)

Exemplarische Darstellung der
Benutzeroberfliche (bearbeitet)

Fiir die nicht erwdhnten Einstellungsmoglichkeiten wurden die Grundeinstellungen (,, default settings )

gewdhlt.

2.2.3.1.1 Statistische Auswertung der PDQuest Analyse

Die Expressionsdaten der Proteine wurden von der PDQuest Software normalisiert. Im

Anschluss wurden die Daten folgenden Vorbereitungsschritten unterworfen. Die

Messwerte wurden zunéchst logarithmiert, um eine symmetrische Haufigkeitsverteilung

der beobachteten Proteinexpression zu erhalten. Nicht quantifizierbaren Spots (Wert Null)

wurde die minimale Expression des jeweiligen Proteins als Messwert zugeordnet.

Saturierte Spots (Wert -3) wurden mit maximalen Expressionsmessungen bewertet.

Fiir jedes Protein wurde ein gemischtes Modell angepasst, da es sich um ein

verschachteltes (,,nested*) Design handelt. Dieses Modell enthielt den Typ, den Zeitpunkt

sowie die entsprechende Wechselwirkung als feste Effekte, wihrend die Zelllinie als
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zufilliger Effekt modelliert wurde. War die Wechselwirkung nicht signifikant, wurde ein
Modell ohne diese Wechselwirkung geschidtzt und neben den p-Werten auch die
Effektschétzer angegeben.
Fiir die Proteine, die in den verschiedenen Gruppen (fetale Osteoblasten, Osteosarkom,
Metastase) unterschiedlich waren, galten folgende Kriterien:

* p-Wert (Typ) <0.05

* mindestens ein Mittelwertsunterschied > 1

* maximaler Effekt des Typs grofler als maximaler Effekt des Zeitpunktes.
Um die Diskrimination der drei unterschiedlichen Gruppen zu untersuchen, wurde eine
Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) aller signifikanten und
identifizierten Proteine angefertigt. Die statistische Auswertung der PDQuest-Daten wurde
von Frau Dr. Silke Szymczak aus dem Institut fiir Medizinische Informatik und Statistik,

UKSH, Campus Kiel durchgefiihrt.

2.2.3.2 Auswertung anhand der Progenesis SameSpot Software

Die Analyseschritte sind in Tabelle 18 zusammengestellt. Die statistische Auswertung ist

hierbei in der Softwareanalyse enthalten.
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Tab. 18.: Ubersicht der Analyseschritte der SameSpot Software

Analyseschritt:

Bemerkung / Einstellungen:

1. Automatische Qualititskontrolle de
Gele:

In die Analyse eingeschlossene importierte

Gelbilder werden u.a. folgenden Kontrollen

unterzogen:

* Bilder enthalten keine Komprimierung,
die die Prézision beeinflusst hat.

* Bilder sind nicht gesittigt.

* Bilder sind grauskaliert.

* Intensitétslevel > 8bit

2. Auswahl Referenz Gel

3. ,,Mask of Interest*:

Umgrenzung des Gelareals, welches
interessant flir die Analyse erscheint.

4. ,,Alignement*:

Semi-automatische Ausrichtung der Gele
miteinander mittels Vektoren.

In diesem Schritt sind neben dem
automatischem ,,Alignement*,
Spotdetektion und Normalisierung
enthalten und ergeben 100% ,,Matching®.

Méglichkeit zur manuellen Uberpriifung
der automatisch gesetzten Vektoren.

4

W

Exemplarische Darstellung der
Benutzeroberfliche vor ,,Alignement“

O :

O

Exemplarische Darstellung der
Benutzeroberfliche nach ,,Alignement*

S. ,,Prefiltering*:

Spots, die nicht mit in die Analyse
iibernommen werden sollen, konnen an
dieser Stelle entfernt werden.

6. Gruppierung der Gele:

Die Gele wurden in die Gruppen ,,fetale
Osteoblasten®, ,,Osteosarkom und
,Pulmonale Metastasen* eingeteilt.

7. Ergebnisse der Statistik:

Resultate der softwareinternen Analyse
konnen durchgesehen werden.
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2.2.4 Erstellung eines Minimal-Data Sets

Die Ergebnisse der beiden Software-Analysen wurden miteinander verglichen. Hierbei
wurde jeder signifikante Spot in beiden Software-Programmen visuell iiberpriift und in
Deckung gebracht. Da beide Software-Programme unterschiedliche Analyseschritte
durchlaufen und keine der uns bekannten Analyseprogramme fehlerfrei zu arbeiten scheint,
wurde so eine ,,Minimal Data Set* gebildet, welches nur die Proteinspots enthélt, die von

beiden Softwareprogrammen {iberlappend als signifikant detektiert wurden.

2.2.5 Manuelles Spot-Picking und Entfirbung

Zunidchst wurden die zu identifizierenden Proteine nach der Analyse manuell in einer
sterilen Werkbank ausgeschnitten und in eine 96-Well Platte {ibertragen. Die Gelstiicke
wurden dann mit 50uL einer Stammlésung aus 300uL Kaliumferricyanid und 300uL
Natriumthiosulfat einige Minuten vom Silber entférbt, drei- bis viermal mit 100uL Wasser
bis zur  vollstindigen  Entfirbung gewaschen und im  Anschluss der

massenspektrometrischen Analyse zugefiihrt (Gharahdaghi et al., 1999).
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2.2.6 MALDI-MS (Matrix assistierte Laser Desorption/Ionisation)-
Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie (MS) ist die Standardmethode zur exakten Massenbestimmung
von Proteinen. Hierbei werden nur sehr kleine Mengen benétigt, wie sie in einer Bande auf
einem Gel typischerweise enthalten sind. Die Massenbestimmung erreicht eine
Genauigkeit von tber 0,1Da. In Abbildung 2 ist schematisch das Prinzip einer

massenspektrometrischen Analysetechnik dargestellt.

Beschleunigungs- )
strecke Driftstrecke

A > Detektor

Hochspannung =

Abb. 2.: Prinzip der MALDI-Massenspektrometrie. Beim MALDI-TOF-Verfahren werden die in der Probe
enthaltenen Proteine zusammen mit Matrixmolekiilen auf einem Triger getrocknet und mit Hilfe eines gepulsten Lasers
ionisiert. Die dabei entstehenden positiv geladenen Ionen werden anschlieBend in einem elektrischen Feld beschleunigt
und durchlaufen anschlieBend eine sog. Driftstrecke. Ihre Flugzeit wird mittels Detektor gemessen und ist dem
Quotienten aus Masse und Ladung (m/z) proportional. (Abb. aus Kalbitzer und Petrides, 2007)

Eine Moglichkeit der Ionenerzeugung ist das MALDI (Matrix assistierte Laser Desorption
Ionisations)-Verfahren. Eine Methode zur Trennung und Analyse der geladenen
Proteinionen ist die TOF (time of flight)-Massenspektrometrie, bei der die Flugzeit der
verschiedenen Ionen bestimmt wird. Fiir eine Sequenzanalyse ist die geschilderte
Ermittlung der Gesamtmasse nicht ausreichend. Das Protein muss gezielt fragmentiert
werden, um dann die Fragmente analysieren zu konnen. Dies kann im Massenspektrometer
durch das Einfiigen einer mit Heliumgas gefiillten Kollisionszelle erreicht werden, mit der
ein Massenpeak gezielt fragmentiert und weiter analysiert wird (CID, collision induced

dissociation).
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2.2.6.1 In-Gel-Verdau der ausgeschnittenen Gelstiicke

Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurden jeweils dreimal alternierend mit 25mM
Ammoniumbicarbonat und dann mit 50% Acetonitril in 25mM Ammoniumbicarbonat
gewaschen. Jeder Waschschritt bestand aus einer Inkubation fiir 5-10min und einer
anschlieenden Zentrifugation fiir 2min bei 200xg. Danach wurden die Gelstiickchen
durch Zugabe von 100% Acetonitril entwéssert und 10min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Gelstiickchen fiir 15min getrocknet
und mit je 7ul der aktivierten Trypsinlosung [3,5ng/uL Trypsin] fiir 30min bei 4°C
inkubiert. Nach Trypsinierung der Proben bei 37°C fiir 4h, folgte die Extraktion der
Peptide mittels 10uL 1% TFA bei 30min RT.

2.2.6.2 MALDI-Targetbelegung

4uL der extrahierten Peptide wurden direkt nach der Gewinnung auf das Prespotted
AnchorChip™ MALDI Target mit HCCA-Matrix pipettiert. Nach dem Antrocknen der
Proben auf dem MALDI-Target wurden 4uL einer 0,1% Trifluoressigsdure (TFA) und
10mM Ammoniumphosphat monobasic Losung auf die noch feuchte Probe gegeben und
zusammen quantitativ abgenommen. AbschlieBend wurde das gesamte MALDI-Target
nochmals mit der 0,1% TFA und 10mM Ammoniumphosphat monobasic Ldsung
grof3flichig gespiilt. Nach dem Trocknen bei RT wurde das MALDI-Target im UltraFlex
IIT TOF/TOF Massenspektrometer vermessen.

2.2.6.3 Massenspektrometrische Identifizierung

Zur Identifizierung der Peptide wurde das priparierte MALDI-Target im UltraFlex III
TOF/TOF Massenspektrometer im Reflektormodus gemessen. Zur Steuerung und Analyse
wurde die Software Compass 1.3 (Bruker Daltonics) benutzt. Die Proben wurden im
Automatik-Modus mit 25kV Beschleunigungsspannung im positiven Ionenmodus
vermessen. Zur Sequenzierung der MS-Daten wurden zusétzlich Fragmentspektren
(MS/MS-Analysen) ausgewdhlter Peptide erstellt. Die Datenanalyse erfolgte im
Automatikmodus (on the fly) mittels Biotools 3.2 (Bruker Daltonics).

Als Datenbankbrowser wurde eine lokale Version von MASCOT Version 2.2 (Matrix
Science Ltd, London, UK, www.matrixscience.com) verwendet. Zur Identifizierung der

generierten Peptidspektren wurde die Datenbank SwissProt (http://ca.expasy.org/sprot/)

mit der Sub-Datenbank Homo Sapiens (Version 57.8, 20.401 protein entries)
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herangezogen. Bei den Peptidmassen wurde davon ausgegangen, dass sie in
monoisotopischer Form und als protonierte molekulare Ionen vorlagen. Die Suchkriterien
umfassten die Carbamidomethylierung von Cystein als feststehende Modifikation sowie
die Oxidation von Methionin als variable Modifikationen. Eine nicht geschnittene
Peptidbindung durch Trypsin wurde toleriert. Beriicksichtigt wurden nur Treffer, welche
drei oder mehr passende Peptidmassen und eine Sequenzdeckung von mindestens 10%
aufwiesen. Eine interne Kalibrierung wurde durch eine Analyse von autolytischen
Trypsinprodukten durchgefiihrt, die eine Genauigkeit von + 0.04Da gewihrleistet. Das
Signifikanzniveau basierte auf dem erwarteten Wert, der Anzahl passender Peptidmassen
und der Ubereinstimmung zwischen experimentellen und theoretischen Eigenschaften des

Proteins.

Seite 38



2 Material und Methoden

2.2.7 Signalweg-Analyse

Um das Zusammenspiel der identifizierten Proteine untereinander und in bekannten
Signalwegen und Netzwerken zu untersuchen, wurden die Proteinidentititen mit der
Software Ingenuity Pathways Analysis (IPA, Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com,)
analysiert.

IPA ist eine weitverbreitete Datenbank und Software, die auf der Ingenuity Pathway
Knowledge Base (IPKB) aufbaut (Ficenec et al., 2003; Calvano et al., 2005). Sie
ermdglicht zum einen die Zuordnung zu bekannten metabolischen Signalkaskaden als auch
zu indirekten Interaktionen zwischen den untersuchten Identititen. Die von der IPA
Software generierten Netzwerke werden in einer Rangfolge bewertet. Die Werte errechnen
sich aus dem negativen Logarithmus des P-Wertes. Dieser gibt die Wahrscheinlichkeit an,
dass die untersuchten Identitéten zufallig in einem gemeinsamen Netzwerk auftauchen. Ein

Wert von > 5 wird hierbei als signifikant betrachtet.

2.2.8 Validierung der 2-DE Ergebnisse mittels Western-Blot

Fiir die Validierung von identifizierten Proteinen dient im ersten Schritt die Western-Blot
Technik. Hierbei werden die zu untersuchenden Proteinproben zunichst mit Hilfe der
Gelelektrophorese in einer Triagermatrix (diskontinuierliche SDS-PAGE, Sodium
Dodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese) entsprechend ihrer Molekiilmasse in
Proteinbanden aufgetrennt und dann auf eine Polyvinylidenfluoridmembran iibertragen
(,,geblottet™). Diese wird mit einem Antikorper inkubiert, welcher sich spezifisch an die
entsprechende Proteinbande anlagert. Die Komplexe konnen durch die nachfolgende
Inkubation mit sekundiren Antikérpern, die gegen den Fc-Teil des ersten Immunglobulins
gerichtet und an ein Markerenzym HRP (Horseradish Peroxidase, Meerretichperoxidase)
gekoppelt sind, nachgewiesen werden. Nach Zugabe eines unloslichen Substrats des
Markerenzyms kommt es zur Emission von Licht, sodass die Protein-Antikorper-
Komplexe sichtbar werden. Als Ladekontrolle dient B-Actin (ACTB) (Burnette, 1981;
Towbin et al., 1979).
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2.2.8.1 Aufbereitung der Zellen und Proteingehaltsbestimmung fiir den
Western-Blot

Die Zellen wurden vor der Validierung erneut wie in Absatz 2.2.2.1 beschrieben
aufbereitet. = Ebenso  wurde von den  gewonnenen  Proteinpellets  eine
Proteingehaltsbestimmung (Absatz 2.2.2.2) durchgefiihrt, um zu gewéhrleisten, dass

gleiche Proteinmengen auf die Gele geladen werden.

2.2.8.2 Validierung mittels Western-Blot

Die Polyacrylamid-Gele mit einer Gréfe von 235*%150*15mm wurden mit einem
Gradienten von 12% hergestellt. Hierzu wurden zunéchst die Trenngellosung und dann die
Sammelgellosung zwischen zwei, sich in einer GieB3vorrichtung befindlichen, Glasplatten
pipettiert und mit einem Slot-Kamm versehen. Die Polymerisation erfolgte {iber Nacht bei
4°C.

Alle Proteinproben wurden mit Probenverdiinnungspuffer auf 15uL entsprechend verdiinnt
und jeweils mit 7,50l Laemmli-Puffer versetzt. Darauthin wurden die Proben erst Smin
bei 95°C, dann 5min bei 4°C inkubiert und im Anschluss 2min bei 10.000xg zentrifugiert.
Wihrend die aufgetragene Proteinmenge bei CTSD, GLO1, RANBPI1 und ACTB jeweils
10ug betrug, wurden bei STMNI1 50ug fiir die Detektion von Banden eingesetzt. Die 80-
miniitige Auftrennung der Proteine erfolgte bei 35mA. Nach Ablauf der Elektrophorese
wurde das Gel fiir 30min in Blotpuffer dquilibriert. Die zugeschnittene PVDF-Membran
wurde 15s in 100% Methanol aktiviert, 2min mit Millipore gewaschen und dann ebenfalls
mit Blotpuffer dquilibriert. Sie wurde auf das Gel aufgebracht und im Anschluss in einer
Haltevorrichtung in die Blotkammer eingesetzt. Das elektrische Feld wurde bei 150mA fiir
80min angelegt. Nach Ablauf des Blots wurde die Membran zweimal mit Millipore
gewaschen und 60min mit Magermilch inkubiert. Darauthin wurde die Membran {iiber
Nacht bei 4°C in Antikérper-Milchpulverlosung (1. Antikorper) inkubiert. Die
Konzentration des 1. Antikorpers betrug bei CTSD 1:1.000, bei GLO1 1:600, bei RanBP1
1:1.000 und bei STMNI1 1:250.

Als Ladekontrolle wurde ein monoklonaler Antikorper der Maus gegen beta-Actin der
Firma Abcam verwendet (Konzentration ACTB: 10uL auf Sml Milchpulver).

Es folgten drei Waschschritte a 15min mit TBST-Waschlosung. Die Membran wurde
anschlieend 1h mit dem 2. Antikorper (3,75uL HRP-linked und 0,75uL Strept actin)

inkubiert und dann erneut mit TBST-Waschlosung gewaschen.
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Zur Detektion der Proteinbanden wurden 2mL Luminol/Enhancer Losung mit 2mL
Peroxidase verdiinnt und auf die Membran gegeben. Nach etwa 4min wurde die Membran
im Detektor mit der Software Quantity One von BioRad eingelesen. Fiir jede Bande auf
dem jeweiligen Western Blot wurde die Software IQTL fiir die Quantifizierung verwendet
und im Anschluss die Signifikanzen mittels einseitigem Mann-Whitney U-Test berechnet.
Zwischen mehreren ungebundenen Gruppen wurden die Signifikanzen mittels Kruskal-

Wallis-Tests ermittelt.

2.2.9 Prinzip der Cytospins

Mittels Cytofuge werden bei der Herstellung von Cytospins kultivierte Zellen durch
Zentrifugation auf einem Objekttriger fixiert, welches in der Folge die Moglichkeit bietet,
immunhistochemische oder Immunfluoreszenzfarbungen, sowie auch Fluoreszenz-in-situ
Hybridisierungen (FISH) durchzufiihren. Die Zellen wurden wie in Absatz 2.2.2.1

beschrieben aufbereitet.

2.2.9.1 Durchfiihrung und Herstellung der Cytospins

Mittels Trypsinierung oder Ablosung mithilfe eines Zellschabers erfolgte die Zellernte. Die
Zellen wurden zentrifugiert und das Pellet anschlieBend mit PBS 1x derart geldst, dass eine
diinne Zellsuspension entstand. Dies diente zur Vorbeugung einer Uberladung der
Cytospins mit einer sehr hohen Zellkonzentration. Die Supension wurde bis zur weiteren
Verwendung auf Eis gelagert. Zum Aufbau der Cytospinvorrichtung wurde eine
Filterauflage und ein Plastiktrichter auf die Oberseite eines Cytospin-Objekttrégers
positioniert, sodass die Lochvorgaben aller drei Ebenen miteinander in Deckung kamen.
Die Vorrichtung wurde sodann mithilfe einer Metallklemme fixiert und in die Cytofuge
gestellt. Nach Beladung jedes Plastiktrichters mit 100uL Zellsuspension erfolgte die
Zentrifugation bei 700rpm fiir 5 Minuten. Mikroskopisch wurde iiberpriift, ob die Zellen
separiert und einschichtig vorlagen. Gegebenenfalls erfolgte eine erneute Verdiinnung der
Zellsuspension. Die Cytospins wurden anschlieBend lichtgeschiitzt iiber Nacht getrocknet,

in Aluminiumfolie gewickelt und bei -80°C gelagert.

2.2.10 Prinzip des Tissue Microarray (TMA)

Tissue Microarrays (TMAs) zdhlen zu den Hochdurchsatz-Verfahren in der

Tumorforschung. Mittels immunhistochemischer Farbungen erlauben sie eine schnelle,
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vergleichende Visualisierung von Zielmolekiilen in bis zu tausenden Gewebeproben.
(Kallioniemi et al., 2001). Vorteile dieser Methode sind die beschleunigte Analyse einer
Vielzahl von Proben, die geringe Menge an bendtigtem Probenmaterial, sowie die
Standardisierung der Untersuchungsbedingungen (alle Proben werden mit denselben
Reagenzien bei identischen Temperaturen und Inkubationszeiten untersucht) (Giltnane und
Rimm, 2004). Zur Herstellung eines TMAs werden ausgestanzte Gewebezylinder
unterschiedlicher Donorblocke auf einem leeren Paraffinblock (Empfingerblock)
zusammengesetzt, sodass iiblicherweise 200-800 Gewebeproben auf einem
Empfingerblock zusammenkommen. Dieser wird mit einem Mikrotom wiederum in diinne
Scheiben geschnitten und auf einem Objekttrager fixiert. In der zugrunde liegenden Arbeit
wurde ein kommerziell erhéltlicher TMA (BO2081 von Biomax mit 176 Proben) und ein
laborintern hergestellter TMA mit 26 Proben fiir die klinische Validierung verwendet

(siehe Tabelle 12 und 13).

2.2.10.1 Himatoxylin-Eosin-Firbung (HE-Féarbung)

Vor der immunhistochemischen Firbung wurde ein TMA-Schnitt als Ubersichtspriparat
fir die morphologische Charakterisierung mit H&matoxylin und Eosin angefarbt.
Héamatoxylin ist ein basischer, blauer Farbstoff, welcher insbesondere zur Kernfarbung
eingesetzt wird. Eosin ist ein saurer, rotlicher Farbstoff, welcher im Wesentlichen
zytoplasmatische Proteine farbt. Der in Paraffin eingebetteten TMA wurde zuvor mit Xylol
entparaffiniert und mithilfe einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Nach erfolgter
Farbung wurde das Préparat wiederum dehydriert, mit Xylol geklart und mit dem

Eindeckmedium Eukitt und einem Deckglidschen versehen.

2.2.11 Immunhistochemische Firbung zur Detektion von CTSD und RanBP1

Die Immunhistochemie gehort zu den zentralen Methoden der modernen
histopathologischen Forschung und funktioniert nach dem Antigen-Antikorper-
Reaktionsprinzip. Strukturen, in dieser Arbeit Proteine, gegen die AntikOrper gebildet
werden, konnen somit hochspezifisch nachgewiesen werden. Die immunhistochemische
Farbung erfolgte durch eine indirekte Nachweismethode mit hoher Sensitivitit, der Avidin-
Biotin-Methode (ABC-Methode = Avidin-Biotin-Complex). Hierbei macht man sich die
hohe Affinitdt des Glykoproteins Avidin zu dem Vitamin Biotin zunutze. Die mit Biotin
konjugierten Sekunddrantikdrper binden an antigenspezifische Primérantikorper. Zugleich

wird ein Markerenzym (eine biotinylierte Peroxidase, z.B. Meerrettichperoxidase) mit
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Avidin priinkubiert. Avidin besitzt vier irreversible Bindungsstellen fiir Biotin, sodass der
gebildete Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex mit seinen freien Bindungsstellen an den
Sekundérantikorper bindet. Unter Zugabe von Wasserstoffperoxid als Substrat fiir die
Peroxidase entstehen nun Protonen, welche in der Folge farblose Chromophore (z.B. 3-
Amino-9-Ethyl-Carbazol oder 3,3’-Diaminobenzoltetrahydrochlorid) oxidieren. Somit
kommt es zu einem Farbumschlag des Gewebes, an das der Primérantikorper gebunden hat

(Guesdon et al., 1979).

2.2.11.1 Immunhistochemische Fiarbung der Cytospins

Die bei -80° gelagerten Cytospins wurden zunichst aufgetaut und anschlieBend mit 100%
Aceton fixiert. Um endogene Peroxidasen zu inaktivieren und einer unspezifischen
Reaktion mit der AEC-Substratlosung vorzubeugen, folgte die Inkubation der Préparate in
3% Wasserstoffperoxid iiber 10min, gefolgt von drei PBS-Waschschritten. Um die
Permeabilitdt der Zellmembranen fiir die Antikdrper zu erhohen, wurden die Zellen dann
mit 0,1% Triton lber 10min inkubiert und erneut gewaschen. Vor Zugabe der
Primdrantikérper (60min) wurden die Pridparate iiber 25min mit Ziegennormalserum
blockiert, um eine unspezifische Anlagerung der Primirantikorper zu verhindern. Nach
weiteren drei Waschschritten wurde der biotinylierte Sekundirantikorper hinzugefiigt und
iiber 30min inkubiert. Es folgten weitere Waschschritte, sowie eine Inkubation mit dem
ABC-Reagenz. Zur Induktion der Chromogenreaktion erfolgte die Zugabe der AEC-
Substratlosung, um anschlieBend nach Einsetzen der rotlichen Antigenfarbung mit
Héamalaunlosung die Zellkerne blau-violett gegen zu farben. Die Inkubation erfolgte in

einer feuchten Kammer, die Waschschritte in einer Kiivette auf dem Schiittler.

2.2.11.2Immunhistochemische Farbung der TMAs

Die in Paraffin eingebetteten TMAs wurden zundchst wie bei der HE-Farbung
entparaffiniert und rehydriert. Aufgrund der Fixierung der Tissue Microarrays mit
Formalin vor Paraffineinbettung kommt es zu einer Vernetzung der Proteine, sodass die
Epitope von Antikopern nur unzureichend detektiert werden konnen. Zur sogenannten
Antigendemaskierung erfolgte daher eine Hitzebehandlung mittels elektromagnetischer
Wellen im Mikrowellenofen in 10mM Zitronensdurepuffer bei zundchst 900Watt iiber
Smin und spdter bei 750Watt {iber 2x10min. Die Primér- und Sekundirantikorper-
Inkubation, sowie die Chromogenreaktion und Gegenfirbung erfolgte wie bei der

Cytospinfarbung beschrieben.
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2.2.11.3 Mikroskopische Auswertung der immunhistochemischen Firbungen

Die immunhistochemischen Fiarbungen der TMAs wurden mithilfe eines automatisierten
Computerprogrammes erfasst. Von einem robotisierten Mikroskop (Pannoramic DESK,
3D, Ungarn) wurde jede Stanze mit reprdsentativem Gewebe gescannt und mit dem
Softwareprogramm Image Scope (Aperio, U.S.A., Version 9.1) quantitativ ausgewertet. Es
erfolgte eine Vermessung der Immunopositivitidt der einzelnen Gewebestanzen, welche
von 0 bis 1 reichten. Alle HE-Farbungen wurden jeweils durch Prof. Dr. med. Christoph
Thorns aus dem hiesigen Institut fiir Pathologie liberpriift.

2.2.11.4 Statistische Auswertung der immunhistochemischen Fiarbungen

Mithilfe des Statistikprogrammes GraphPad Prism wurden die Ergebnisse der
automatischen Analyse der IHC-Farbungen von den Cytospins zundchst auf
Normalverteilung untersucht (Shapiro-Wilk-Test und Kolmogorow-Smirnow-Test). Da
mindestens eine Gruppe im Gruppenvergleich nichtparametrisch vorlag, wurden
Signifikanzen zwischen zwei ungebundenen Gruppen mittels einseitigen U-Tests und
zwischen mehreren ungebundenen Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Tests ermittelt.

Die Ergebnisse des TMA-Scorings wurden mittels einseitigen U-Tests mit der
Alternativhypothese  basierend auf den unterschiedlichen  Expressionen der

Immunopositivitéit berechnet, wobei bei TMA Duplikaten der Mittelwert zugrunde lag.
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2.2.12 Graphische Zusammenfassung der Methodik
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Abb. 3.: Graphische Zusammenfassung der Methodik. Bei der vorliegenden Arbeit wurden zunichst Zelllinien
von fetalen Osteoblasten, Osteosarkomen und pulmonalen Metastasen kultiviert (1.) und in ihrem Proteom mittels
zweidimensionaler Gelelektrophoresen aufgetrennt (2.). Die erstellten 21 Gele wurden dann mithilfe zweier
Softwareprogramme analysiert (3.), ein ,Minimal data set“ erstellt (4.), signifikante in beiden Software
iibereinstimmende Proteinspots manuell ausgeschnitten (5.) und massenspektrometrisch identifiziert (6.). Die
identifizierten Spots wurden einer Signalweganalyse unterzogen (7.) und ausgewihlte Proteine mittels Western Blot
validiert (8.). Zuletzt erfolgte eine immunhistochemische Farbung an Cytospins der Zelllinien, einem kommerziell
erworbenen und einem laborintern hergestellten Tissue Microarray (9.).
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3 Ergebnisse

3.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Um zu ergriinden, ob es mittels zweidimensionaler Gelektrophorese und
massenspektrometrischer Identifizierung moglich ist, signifikante, biologisch bedeutsame
und reproduzierbare Unterschiede in der Proteinexpression von Zelllinien des
Osteosarkoms im Vergleich zu Zelllinien fetaler Osteoblasten und pulmonaler Metastasen
zu identifizieren, erfolgte die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) fiir sieben
Zelllinien (1 fetale Osteoblastenzelllinie, 3 Osteosarkomzelllinien, 3 pulmonale
Metastasenzelllinien). Die Triplikate sind im Weiteren durch A, B und C gekennzeichnet).

Somit standen 21 Gele fiir die weitere Analyse zur Verfligung.
3.2 Ergebnisse der softwaregestiitzten 2-DE-Gel-Auswertung
3.2.1 PDQuest Analyseergebnisse

Mithilfe der PDQuest Software wurde ein Datensatz von 1.791 Proteinspots detektiert.
Diese Expressionswerte wurden jeweils zur Basis 2 logarithmiert und nach Ausschluss von
Spots mit fehlenden Werten standen 1.108 Proteine in allen 21 Gelen fiir die weitere
Auswertung zur Verfligung. 64 Proteine waren im 3-Gruppenvergleich (Fetale

Osteoblasten, Osteosarkom, pulmonale Metastase) signifikant unterschiedlich exprimiert.
3.2.2 SameSpot Analyseergebnisse

Mithilfe der SameSpot Software wurde eine Gesamtzahl von 1.114 Proteinspots detektiert,
die vollstindig in weitere Analysen eingingen, da keine fehlenden Werte auftraten. 174

Proteine waren in den 3 verschiedenen Gruppen signifikant unterschiedlich.

3.2.3 Ubereinstimmungen der beiden Softwareergebnisse

Da keine der uns bekannten Analyseprogramme vollig fehlerfrei arbeiten, wurde jeder
signifikante Spot visuell iiberpriift. Ubereinstimmend fanden sich 34 signifikante Proteine
(,Minimal Data Set*) in beiden Software-Programmen, welche im Folgenden der
massenspektrometrischen Analyse zugefiihrt wurden.

Die Hauptkomponentenanalyse (,,Principal Component Analysis“, PCA) der
Expressionsdaten dieser 34 Proteine zeigte eine deutliche Trennung der unterschiedlichen

Zellliniengruppen voneinander (Abbildung 4).
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Abb. 4: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Expressionsdaten. Die Hauptkomponentenanalyse zeigt das Clusterverhalten der 3 Gruppen; fetale Osteoblasten (schwarz),
Osteosarkom (rot) und die pulmonalen Metastasen (griin). Eingegangen in die Analyse sind die 34 signifikanten (A) und die daraus 17 identifizierten (B) Spots. Evaluiert wurden
alle Triplikate der Zelllinien (A, B, C).
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3.3 Massenspektrometrische Identifizierung signifikanter Proteine

Von den 34 Proteinspots konnten 17 identifiziert werden, wobei ein Protein zweimal
identifiziert wurde. Sie sind graphisch mit ihrer Lage auf einem exemplarischen 2-DE-Gel
in Abbildung 5 dargestellt. Alle Identitdten sind in Tabelle 19 zusammengefasst. In Tabelle
20a sind die Regulationen der fiir den Western-Blot ausgewédhlten Proteine dargestellt. Die
weiteren Proteinidentdten mit ihren 2-DE-Expressionsmustern finden sich ergdnzend im

Anhang (Tab. 20b).

200 kDa

10 kDa

Abb. 5: 17 signifikante Spots exemplarisch dargestellt in einem der 2-DE-Gele (7595 A)

738: Cathepsin D, 811: Ran-specific GTPase activating Protein, 817: Pre-mRNA-splicing factor SPF27, 850:
Ubiquitin  carboxyl-terminal ~ Hydrolase, 860: Putative high mobility group protein-like,
966:Lactoylglutathion Lyase, 1072: Heat shock protein beta 6, 1104: Stathmin OS, 1255: Histon H4, 1509:
Heat shock protein beta-1, 1511: Cathepsin A, 1515: Selenium-binding protein, 1523: Predicted:similar to
hCG1654128, 1524: Ring finger protein 170, 1619: Actin-related protein 2/3 complex subunit, 1678: Keratin
Typ A, 1773: Ubiquitin carboxyl-terminal Hydrolase
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3.3.1 Proteinidentititen

Tab. 19.: Massenspektrometrisch identifizierte Proteine der unterschiedlich exprimierten Proteinspots

Nr. | Protein Name SameSpot | PDQuest | Gensymbol | Chromosomen- Sequenz- Mascot | Theoretische Observierte
# # abschnitt deckung (%) Score Masse (kDa) Masse (kDa)

1 Cathepsin D 738 6227 CTSD 11pl5.5 28 122 55 45

2 Ran-specific GTPase activating Protein 811 4224 RANBP1 22ql11.21 18 120 51 23

3 Pre-mRNA-splicing factor SPF27 817 5222 BCAS2 11 87 51 26

4 Ubiquitin carboxyl-terminal Hydrolase 850 5207 UCHLI1 4pl4 36 115 49 25

5 Putative high mobility group protein-like 860 8206 LOC100130 21 51 48 24

6 Lactoylglutathion Lyase 966 3140 GLO1 6p21.3-21.1 19 78 42 21

7 Heat shock protein beta 6 1072 8104 HSPB6 21 90 17 17

8 Stathmin OS 1104 5122 STMNI1 1p36.1-35 9 74 32 17

9 Histone H4 8012 1104 HIST2H4A 12p12.3 29 54 20 11

10 | Heat shock protein beta-1 1509 6214 HSPBI1 7q11.23 48 155 50 23

11 | Cathepsin A 1511 2207 CTSA 11 71 54 32

12 | Selenium-binding Protein 1515 8503 SELENBP1 22 156 52 53

13 | Predicted:similar to hCG1654128 1523 2052 - 7 62 unbekannt 12

14 | Ring finger protein 170 1524 3141 RNF170 10 50 29 30

15 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 1619 6108 ARPC3 40 143 20 16

16 | Keratin Typ A 1678 2420 KRTI10 16 107 58 59

17 | Ubiquitin carboxyl-terminal Hydrolase 1773 5227 UCHLI1 4pl4 52 172 49 25
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3.3.1.1 Proteinidentititen und Expressionsmuster

Tab. 20a: Proteinidentititen und Expressionsmuster (ausgewdhlte Proteine fiir den Western-Blot, die tibrigen Proteinidentitdten finden sich im Anhang)

SameSpot Proteinidentitét . . . . '
# (Gensymbol) Exemplarische Spotbilder (SameSpot) Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:
738 Cathepsin D : =
(CTSD) :
966 Lactoylglutathion- ? canam
lyase (GLO1) ;

Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase
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Tab. 20a: Proteinidentitiiten und Expressionsmuster (Fortsetzung, ausgewdhlte Proteine fiir den Western-Blot, die iibrigen Proteinidentitdten finden sich im Anhang)

SameSpot Proteinidentitat

. (Gensymbol) Exemplarische Spotbilder Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:

Ran-specific
811 GTPase-activating

Log Normalised Volume

protein (RanBP1)
Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase
,41(25, 17e-002)
1104 Stathmin OS z
(STMN1) £

Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase
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3.4 Systembiologische Signalweg-Analyse mittels Ingenuity Pathway Analyse

Um die gemeinsamen Signalwege und Netzwerke der 17 identifizierten Proteine zu
untersuchen, wurde die Software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) verwendet.
Netzwerke mit einem ,,Score >5 wurden als signifikant betrachtet.

13 der 17 Proteinidentititen bildeten die Grundlage eines gemeinsamen Netzwerkes.
Dieses wurde mit einem Score von 37 gewichtet und umfasste folgende 13 Proteine: Actin-
related protein 2/3 complex subunit (ARPC3), Cathepsin A (CTSA), Cathepsin D (CTSD),
Lactoylglutathionlyase (GLO1), Histone H4 (HIST2H4A), Heat shock protein beta-1
(HSPB1), Heat shock protein beta-6 (HSPB6), Selenium-binding protein 1 (SELENBP1),
Ubiquitin carboxy-terminal Hydrolase L1 (UCHL1), Stathmin OS (STMN1), Ran-specific
GTPase-activating protein (RANBP1), Keratin, type I (KRT10), Pre-mRNA-splicing
factor SPF27 (BCAS?2).

Diese Proteine sind assoziiert mit Signalwegen von Apoptose, Tumorgenese und
hdmatologischen  Erkrankungen und umfassen biologische Funktionen zur
Tumorentstehung, gastrointestinalen Erkrankungen, genetischen Stérungen, Zellaufbau,
sowie Zellorganisation und -morphologie mit Signifikanzen im Bereich von 0,0492 <p <
0,0001. V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (MYC), STMNI1, CTSD und
das Tumor Protein 53 (TP53) stellen die zentralen Knotenpunkte des Netzwerkes dar. Die

graphische Veranschaulichung der Signalweg-Analyse ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abb. 6: Graphische Veranschaulichung der IPA-basierten Signalweg-Analyse. Die Abbildung zeigt die
mittels Software generierte Ubersicht des detektierten Netzwerkes. Rot gekennzeichnet sind Proteine mit der Tendenz
einer Hochregulierung, griin gekennzeichnet sind Proteine mit der Tendenz einer Runterregulierung in den 2-DE-
Analysen. Gelb umrahmte Proteine wurden fiir die anschlieBenden Validierungsstudien selektiert.

Seite 53



3 Ergebnisse

3.5 Validierung mittels Western-Blot

Zur Validierung wurden vier Proteine ausgewdhlt. In Anbetracht der Expressionsmuster,
der Signalweganalyse, der molekularen Funktionen der Proteine sowie der Verfiigbarkeit
entsprechender  Antikorper fiel die Auswahl auf Cathepsin D (CTSD),
Lactoylglutathionlyase (GLO1), Ran-specific GTPase-activating protein (RanBP1)
und Stathmin (STMNI1). Die Software IQTL wurde fiir die Quantifizierung der
detektierbaren Banden verwendet, die im Anschluss mit Bezug auf die 2-DE Ergebnisse
statistisch ausgewertet wurden.

Dies erbrachte eine Uberexpression von CTSD im Sarkom (p=0,0083) sowie in den
pulmonalen Metastasen (p=0,0061) im Vergleich zu den fetalen Osteoblasten. Auch der
Vergleich von Osteosarkom zu Metastase (p=0,0030), sowie der Vergleich zwischen allen
drei Gruppen (p=0,0002) erwies sich als signifikant.

Im Falle von RanBP1 fand sich eine Uberexpression in den fetalen Osteoblasten im
Vergleich zum Osteosarkom (p=0,0083), sowie im Vergleich zu den pulmonalen
Metastasen (p=0,0424). Der Vergleich von Osteosarkom zu pulmonaler Metastase erwies
sich als nicht signifikant unterschiedlich (p=0,4601). Der Vergleich aller drei Gruppen
erbrachte im Falle von RanBP1 keine signifikanten Unterschiede (p=0,0591).

GLO1 und STMNI1 zeigten andere Expressionsmuster als in der 2-DE-Analyse und
wurden daher nicht weiter untersucht.

Cathepsin D und RanBP1 wurden nachfolgend zur klinischen Validierung ausgewéhlt. In
Abbildung 7 sind die Western-Blots der vier Proteine aufgefiihrt. In Abbildung 8 finden
sich ergénzend die Boxplots der Western-Blot-Analyse von CTSD und RanBP1.
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Fetale Osteoblasten Osteosarkomzellen Pulmonale Metastasen Expositions-
11372A 11372B 11372C | 7023B 7023C 7140A 7140B 7140C 7134A 7134B | 7645A 7645B 7645C 7595A 7595B 7613A 7631B 7631C | zeit
CTSD 0 Sek.
L ee— Gy — e — — — — — - .
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Abb. 7: Western-Blot ausgewiihlter signifikanter Proteine. Die Abbildung zeigt die Western-Blots der vier untersuchten Proteine: Cathepsin D (CTSD), Lactoylglutathion-Lyase
(GLO1), Ran-specific GTPase-activating protein (RanBP1), Stathmin (STMN1) sowie der Ladekontrolle 3-Actin (ACTB). Die Zahlen stehen fiir die jeweilig zugrundeliegende Zelllinie (z.B.
11372), die Kennzeichnung A, B und C fiir die Triplikate. Fiir die Zelllinien 7023, 7134 und 7595 sind jeweils nur 2 Triplikate in die Analyse des Western Blots eingegangen.
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Abb. 8: Boxplots der Western-Blot-Analyse von CTSD (links) und RanBPI(rechts). Die Graphen zeigen die Proteinexpressionen der einzelnen Proben (wobei der Maximalwert
gegen ACTB normalisiert wurde) sowie den Median und den Streuungsbereich zwischen dem oberen und unteren Quartil. (¥**: 0,0001<p<0,001; **: 0,001<p<0,01; *: 0,01<0,05).

Seite 56



3 Ergebnisse

3.6 Immunhistochemische Firbung der Cytospins

Zwei Proteine (CTSD und RanBP1) wurden mittels immunhistochemischer Farbungen

anhand von Cytospins der Zelllinientriplikate weitergehend untersucht.

3.6.1 CTSD

Bei der IHC-Farbung zur Detektion von CTSD wurde bei allen Prdparaten eine granulére
Farbung im Cytoplasma und in Plasmamembranndhe der Zellen beobachtet (Abbildung 9).
Intensitdit und Ausprdgung jedoch variierte, so farbten sich die Zellen der fetalen
Osteoblastenzelllinie sehr schwach oder gar nicht an, wohingegen die Osteosarkomzellen

und die Zellen der pulmonalen Metastasen eine intensive Anfarbung aufwiesen.
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Abb. 9: Exemplarische Cytospinpriparate gefirbt mit Anti-CTSD-Antikorper bei 100facher
Vergrofierung. Die Zahlen stehen fiir die jeweilig zugrundeliegende Zelllinie, die Kennzeichnung A fiir das erste
Triplikat. Fiir die Zelllinien 7134 standen nur 2 Triplikate fiir die Analyse der Cytospins zu Verfiigung. Die
Gegenfarbung erfolgte mit Himatoxylin (blau). Die Messbalken entsprechen 50pum.
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Abb. 10: Boxplots der Cytospinpriparate gefiirbt mit Anti-CTSD-Antikérper. (***: 0,0001<p<0,001;
**:0,001<p<0,01; *: 0,01<0,05).

Die automatisierte Auswertung der Farbung mithilfe der Image Scope Software (Aperio,
U.S.A., Version 9.1) bestdtigte den visuellen Eindruck. So ergab der mediane Wert der
zytoplasmatischen Farbung fiir fetale Osteoblasten 0,0586; fiir das Osteosarkom 0,3886
und 0,5046 fiir die pulmonalen Metastasen (siche Abbildung 10). Diese Unterschiede
waren signifikant im Vergleich von fetalen Osteoblasten und Osteosarkomen (p=0,0061),
zwischen fetalen Osteoblasten und pulmonalen Metastasen (p=0,0045), sowie auch im

Vergleich aller drei Gruppen (p=0,0127).

3.6.2 RanBP1

Bei der IHC-Fiarbung zur Detektion von RanBP1 wurde bei allen Prédparaten eine
cytoplasmatische Farbung sichtbar, welche insbesondere in den Osteosarkom- und
Metastasenzellen aufféllig wurde. Insgesamt fiel bei der Betrachtung der Farbung jedoch
eine deutlich stidrkere Inhomogenitdt innerhalb der Gruppen ins Auge. Die statistische
Analyse erbrachte weder im Vergleich zweier Gruppen noch im Dreigruppenvergleich
Signifikanz und zeigte keine Korrelation mit den Expressionsmustern aus der 2-DE und

der Western-Blot Analyse. RanBP1 wurde somit von der weiteren klinischen Validierung

ausgeschlossen.
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3.7 Klinische Validierung mittels Immunhistochemischer Firbung des

erworbenen Tissue Microarrays

Die immunhistochemische Férbung des erworbenen Tissue Micrarray BO2081 diente der
Beurteilung der Expression von CTSD in klinischen Osteosarkomproben. Im Vorfeld
erfolgte eine HE-Farbung eines TMA-Schnittes zur Beurteilung der Morphologie der
Gewebestanzen (Abbildung 11). Proben, welche kein repridsentatives Tumorgewebe
aufwiesen, wurden nicht weiter beriicksichtigt. Das Normalgewebe bestand zum Grof3teil
aus Knochenmark und Knochensubstanz, wobei keine Osteoblasten in den Gewebestanzen
zu finden waren. Vereinzelnd liessen sich jedoch Osteozyten, welche von adulten

Osteoblasten abstammen, ausmachen und zur Auswertung verwenden.
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Abb. 11: Hdimatoxylin-Eosin-Firbung des Knochentumor-Tissue Microarray B0O2081. Oben:
Darstellung des gesamten Schnittes (Messbalken: 5000pum), unten: 100-fache VergroBerung von Ausschnitten aus
Osteosarkom- und Normalgewebe (Messbalken 50um). Im Normalgewebe zeigte sich deutlich das lochrige,
zellreiche Knochenmark links und die zellarme Knochensubstanz rechts. Mit dem Pfeil ist ein Osteozyt markiert.
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3.7.1 Auswertung der immunohistochemischen Firbung des erworbenen TMA

Einbezogen in die Auswertung der IHC-Farbungen wurden 176 Stanzen (darunter
Duplikate der Proben von 24 Osteosarkomen, 9 Chondrosarkomen, 9 Myelomen, 2 Ewing
Sarkomen, 11 Riesenzelltumoren, 9 invasiven Riesenzelltumoren, 2 Chordomen, 8
Adamantinomen, 6 Knochenzysten und 8 Knochennormalgewebestanzen).

In der Auswertung der mit Anti-CTSD immunhistochemisch gefarbten Gewebestanzen
fanden sich keine Osteoblasten in den Normalgewebestanzen, sodass Osteozyten betrachtet
wurden. Im Osteosarkom fand sich ein Immunopositivititswert (IP) von 0,2234 im
Vergleich zum ossdren Normalgewebe (IP=0,0450; p=0,0024) und im Vergleich zu den
Osteozyten, welches sich allesamt nicht anfarbten (p<0,0001).

Dartiberhinaus fand sich im Vergleich zum Normalgewebe eine hoherer Expressionswert
im Chondrosarkom (IP=0,4166; p=0,0039), im Myelom (IP= 0,2305; p=0,0076), , im
Riesenzelltumor (IP=0.3946; p=0.0004), im invasiven Riesenzelltumor (IP=0.3991;
p=0.0002), im Chordom (IP=0.5234; p=0.0022), im Adamantinom (IP=0.2952; p=0.0023)
und in den Knochenzysten (IP=0.5392; p=0.0013), jedoch nicht im Ewing Sarkom
(IP=0,1613; p=0,2667).
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Abb. 12: Boxplots der Immunopositivititswerte (IP) von CTSD der unterschiedlichen Entitiiten des
erworbenen Tissue Microarray. Die gestrichelte Linie stellt den Median des Knochennormalgewebe
dar. (***: 0,0001<p<0,001; **: 0,001<p<0,01; *: 0,01<0,05).
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3.8 Klinische Validierung mittels Immunhistochemischer Firbung des
laborintern hergestellten Tissue Microarrays

Um eine hohere Expression von CTSD im Osteosarkom und in pulmonalen Metastasen im
Vergleich zu ossdrem Normalgewebe auch an klinischem Gewebe zu untersuchen, wurde
der laborintern hergestellte Tissue Microarray mit 26 Proben untersucht.

Hierbei fand sich im Normalgewebe ein Immunopositivititswert von 1P=0,5214, im
Osteosarkom ein IP von 0,6472 und in den pulmonalen Metastasen von 0,7216. Somit
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Normalgewebe und Osteosarkom
(p=0,0237) und zwischen Normalgewebe und pulmonalen Metastasen (p=0,0079). Auch
im Vergleich aller drei Gruppen fand sich ein signifikanter Regulationsunterschied

(p=0,0391) und bestitigte somit die Ergebnisse aus den 2-DE Profilen, dem Western-Blot

und den Cytospins.
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Abb. 13: Boxplots der Immunopositivititswerte (IP) von CTSD des laborintern hergestellten Tissue
Microarrays. (***: 0,0001<p<0,001; **: 0,001<p<0,01; *: 0,01<0,05).
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3.9 Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse

Vergleichende Proteomanalyse von Zelllinien fetaler
Osteoblasten, des Osteoarkoms und pulmonaler Metastasen

Zelllinien fetaler Osteoblasten (n=1), des Osteosarkoms
(n=3) und pulmonaler Metastasen (n=3)

Zweidimensionale Gelelektrophorese

(in Triplikaten)

}

Statistische Evaluation

Massenspektrometrie: n =17

)

Ingenuity Pathways Analyse: n=13

Western Blot: 4 Zielproteine
GLO1, CTSD*, RANBP1*, STMN1

Cytospins: 2 Zielproteine
CTSD* & RANBP1

a

Klinische Validierung mittels
Tissue microarrays:
CTSD*

Abb. 14: Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der einzelnen
Arbeitsschritte. Die mit * versehenen Zielproteine erreichten Signifikanz in den jeweiligen Validierungsschritten.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik
4.1.1 Versuchsaufbau

In der vorliegenden Arbeit wurde im ersten Schritt ein Versuchsaufbau mit drei Gruppen
basierend auf Zellkulturmodellen gewdhlt, welche die Malignitétsstadien des
Osteosarkoms repréisentieren; die gesunden Knochenzellen (fetale Osteoblasten), der
Primartumor (das Osteosarkom) sowie die sekunddren Absiedlungen (pulmonale
Metastasen). Keine der uns bekannten Arbeiten zur komparativen Proteomanalyse des
Osteosarkoms wies einen direkt vergleichbaren Versuchsaufbau auf. In der vorliegenden
Arbeit wurde im Bezug auf die Ergebnisse der 2-DE-Analyse die Signifikanz der
Proteinexpression in allen drei Gruppen betrachtet, sodass keine statistische Aussage iiber
die Signifikanz im 2-Gruppen-Vergleich (z.B. Vergleich zwischen der Gruppe der fetalen
Osteoblasten und der Osteosarkome) gemacht werden konnte. Im Zuge der weiteren
Validierung mittels Western-Blots, Cytospins und Tissue Micro Arrays wurden ergénzend
statistische Berechnungen zu 2-Gruppenvergleichen ergidnzt. Das besondere Augenmerk
dieser Arbeit wurde auf das Verstindnis der dynamischen Proteinexpression im Rahmen

der Tumorprogression und Metastasierung gelegt.

4.1.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) mit ihrer Fihigkeit komplexe Gemische
intakter Proteine aufzutrennen, stellt einen Hauptbestandteil dieser Arbeit dar. Trotz der
breiten Anwendung und steter Verbesserungen der Technik bringt die laborintensive
Methode mit sich, dass Expressionsschwankungen einzelner Proteine sich auch bei vollig
gleich behandelten Proben nicht gédnzlich vermeiden lassen (Rabilloud, 2002). Auf der
einen Seite sind der Genauigkeit gerétetechnisch Grenzen gesetzt, da alle verwendeten
Gerite mit einem systematischen Fehler (wie z.B. Pipetten) arbeiten. Auf der anderen Seite
birgt die manuelle Ausfiihrung der notwendigen Arbeitsschritte Fehlerquellen. Ein
besonders fehleranfilliger Arbeitsschritt stellt zum Beispiel die Ubertragung des IPG-
Streifens auf die SDS-Gele der zweiten Dimension dar. Ein weiteres methodisches
Problem ist, dass sich stark saure oder basische Proteine nicht gut bzw. gar nicht
voneinander trennen. Auch Proteine mit stark wasserabweisendem Charakter (z.B.

Membranproteine) sind im wéssrigen Milieu des Trenngels nur schwer einer Separation
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zugénglich (Haynes und Yates, 2000; Rabilloud, 2009). Bei der Farbung der Proteinspots
verhalten sich die Proteine dariiber hinaus sehr unterschiedlich, so dass die gemessenen
Farbintensititen und Proteinmengen nicht bei allen Proteinen im gleichen Verhiltnis
zueinander stehen (Haynes und Yates, 2000). Dennoch bietet die 2-DE gegeniiber anderen
Analyseverfahren entscheidende Vorteile: es ist die einzige Methode, eine reproduzierbare
Auftrennung komplexer intakter Proteingemische unter Beibehaltung der quantitativen
Verhiltnisse durchzufiihren (Rabilloud, 2002). Vorteilhaft an dieser Methode ist auBerdem
die Moglichkeit Proteine in grofler Anzahl simultan zu untersuchen und hierbei auch
posttranslationale Modifikationen zu beriicksichtigen (Wilkins et al., 1999; Rabilloud und
Lelong, 2011).

4.1.3 Software

Wie in der vorliegenden Arbeit verdeutlicht wurde, unterscheiden sich die Ergebnisse der
beiden unterschiedlich arbeitenden Softwareprogramme zur Auswertung der 2-DE
Ergebnisse. Von 64 (PDQuest) bzw. 174 (SameSpot) signifikanten Proteinspots sind in
beiden Softwareprogrammen nur 34 iibereinstimmend. Beide Softwareprogramme haben
thre Vor- und Nachteile.

Als ein Nachteil der PDQuest Software ist zu vermerken, dass auch nach zeitintensiver,
manueller Uberpriifung aller Spots auf allen 21 Gelen noch immer fehlende Werte
auftauchen. Diese gehen nicht in die weitere Analyse ein, da sie zu einer Verfalschung der
Statistik fithren wiirden. Auch handelt es sich bei dieser Software um ein élteres, jedoch
etabliertes Programm, welches zum einen in der Bedienbarkeit Einarbeitung bedarf, zum
anderen aber auch die Moglichkeit bietet, sehr gut die Deckung der Gele manuell zu
iiberpriifen und zu bearbeiten.

SameSpot hingegen =zeichnet sich durch seine sehr einfache Bedienbarkeit und
Ubersichtlichkeit aus. Manuelle Uberpriifungen sind ebenfalls mdglich (z.B. bei der
Uberpriifung der Vektoren und Bearbeitung der Spots), jedoch nicht unbedingt und in
grolem Umfang notwendig. Die statistischen Auswertungen sind sehr anschaulich
visualisiert, bieten in der Version, die in dieser Arbeit verwendet wurde, jedoch nicht die
Moglichkeit die Statistik streng an den Versuchsaufbau anzupassen. Da in der Gruppe der
fetalen Osteoblasten nur eine Zelllinie zur Verfiigung stand, konnte dieser Zustand eine
Erklarung fiir die deutlich héhere Anzahl an signifikanten Proteinen in den Ergebnissen

dieser Software erklaren.
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4.1.4 Minimal Data Set und Western-Blot

Die Unterschiede in den Softwareprogrammen sowie die methodenbedingten
Fehlerquellen verdeutlichen die Wichtigkeit der Validierung, die in dieser Arbeit zum
einen durch die Erstellung eines Minimal Data Sets (durch die Verwendung und den
Abgleich zweier Programme) vollzogen wurde und zum anderen durch den Western-Blot,
die Cytospins und die klinische Validierung mittels Tissue Microarrays ergénzt wurde.
Kritisch zu bedenken bei der Erstellung eines Minimal Data Sets ist jedoch der mogliche
Verlust an Informationen, da in jedem Analyseschritt die Zahl der zu betrachtenden
Proteine eingeschriankt wurde. Umso bemerkenswerter ist, dass sich die 13 Proteine, die in
die Pathwayanalyse eingespeist wurden, in einem gemeinsamen biologisch relevanten
Netzwerk zusammenfinden.

Die Western-Blot Technik ist eine Methode, die in der molekularbiologischen und
medizinischen Forschung sowie in der Diagnostik breite Anwendung findet. Um ein
zufriedenstellendes Ergebnis zu erzielen, ist insbesondere die Verfiigbarkeit von
geeigneten primédren Antikorpern eine Grundvoraussetzung. So zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit vor allem die Validierung des Stathmins als besondere
Herausforderung, da extrem hohe Proteinmengen und Antikorperkonzentrationen zum

Nachweis des Proteins erforderlich waren.
4.1.5 Immunhistochemie von Cytospins und TMAs

Die immunhistochemischen Farbungen der Cytospins (Zellmonolayer) erfolgten ergédnzend
zur Validierung der signifikanten  Proteinexpressionsmuster vorangegangener
Untersuchungen. Hierbei war von besonderer Wichtigkeit, dass die Zellen moglichst nicht
iiberlappend vorlagen, da in Zellclustern eine Ansammlung von Antikérpern maoglich ist,
die zu einer falsch positiven Farbung fiihren kann. Desweiteren scheint ein Unterschied
zwischen zytoplasmatischen und in anderen Zellkompartimenten angesiedelten Proteinen
zu bestehen. So bestitigten sich bei dem lysosomalen Cathepsin D die Western-Blot
Ergebnisse auch in den immunhistochemischen Farbungen der Cytospins, wohingegen sich
die Ergebnisse bei RanBP1 nicht bestétigten. Die Ursache hierfiir konnte bei den Cytospin-
Praparaten liegen. Bei deren Auswertung fiel interessanterweise eine andersartige
Morphologie der fetalen Osteoblasten ins Auge. Im Gegensatz zu den runden Tumorzellen
erschienen die Knochenzellen mit langen, zum Teil blasenformigen Ausstiilpungen. Als
mogliche Ursache hierfiir wiare denkbar, dass die Membran der Osteoblasten wiahrend des

Zentrifugationsvorgangs leichte Schadigungen erfahren hat, wihrend die robusteren
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Tumorzellen unversehrt blieben. Der so entstehende teilweise Austritt des Cytoplasmas mit
den darin enthaltenen Proteinen, konnte die geringe Anfarbung des zytoplasmatischen
RanBP1 insbesondere in den Osteoblastenzellen erkldren. Proteine in anderen
Zellkompartimenten sind durch eine zusétzliche Membranschicht umgeben und konnen
aufgrund ihrer GroBe pordse Zellmembranen nicht so leicht passieren. Es ist somit
anzunehmen, dass das lysosomale CTSD von diesem Phdnomen nicht betroffen war.

Anhand von immunhistochemisch gefarbter TMAs erfolgte die Validierung an klinischen
Gewebeproben. Hierbei sind bei der Auswertung der Ergebnisse jedoch einige biologische,
sowie methodische Grenzen zu beriicksichtigen. Zum FEinen waren auf den
Normalgewebestanzen des erworbenen TMAs keine Osteoblasten zu finden, sodass
alternativ Osteozyten als Referenz dienten. Diese sind zwar Abkommlinge der
Osteoblasten, jedoch aufgrund ihrer Funktion nicht ginzlich vergleichbar. Zum Anderen
bleibt bei morphologisch heterogenen Tumoren wie dem Osteosarkom die Frage, ob
Gewebestanzen von Imm Durchmesser die Eigenschaften des gesamten Tumors
hinreichend erfassen (Eckel-Passow et al., 2010). Aus diesem Grunde ist eine hohe
Fallzahl an Proben essenziell, welche fiir einige der weiteren auf dem TMA enthaltenden
Knochenerkrankungen zum Teil nicht der Fall war. Aus diesem Grunde und zum Teil in
Folge von Verlust wihrend des Farbevorgangs sind einige Entitdten nicht in die weitere
Analyse mit eingegangen. Im Falle des laborintern hergestellten Tissue Microarrays,
welcher zur Validierung der erhohten Expression von CTSD im Rahmen der
Tumorprogression diente, konnten die Stanzen der fetalen Osteoblasten wegen fehlender
Anfarbbarkeit nicht ausgewertet werden, sodass als Referenz Stanzen von
tumorangrenzendem Normalgewebe dienten. Zusammengefasst konnte somit die klinische
Validierung nicht streng gemidll dem 2-DE-Versuchsaufbau gestaltet werden. Umso
bemerkenswerter ist, dass CTSD sich in beiden Tissue Microarrays als signifikant

hochreguliertes Protein bestétigte.

Seite 66



4 Diskussion

4.2 Bedeutung der Signalweganalyse

Die systembiologische Signalweganalyse erleichtert die komplexen Zusammenhinge von
Proteinen zu ergriinden. Dabei ist anzumerken, dass die verwendete Software von einer
Firma hergestellt wurde und kein Einblick in die zugrunde liegende Datenbank mdglich ist.
Die Software erleichtert den Uberfluss an Informationen zu biindeln und potentielle
Netzwerke oder Signalwege zu erforschen.

Bemerkenswert ist, dass sich die eingespeisten Proteine in einem einzelnen mit Neoplasien
assoziierten Netzwerk zusammenfinden. Die Tatsache, dass das Tumorsuppressionsprotein
53 (TP53) eine zentrale Rolle im Netzwerk einnimmt, unterstreicht zudem die Bedeutung
der identifizierten Proteine. Der Transkriptionsfaktor P53 reguliert unter anderem
Reaktionen diverser zelluldrer Stressfaktoren, welche Zellzyklusarreste, Apoptose,
Zellalterung, DNA Reparatur und metabolische Verdnderungen hervorrufen (Caelles et al.,
1994; Bunz et al., 1998; Matheu et al., 2007). P53 gilt als Tumorsuppressor, welcher in
mehr als 50% aller Tumore genetisch veridndert ist und bereits mit dem Osteosarkom in
Verbindung gebracht wurde (Chen et al., 1990; Iavarone et al., 1992; Montenarh, 2007).
Dartiberhinaus findet sich in der Signalweganalyse das MYC Protoonkogen Protein. Es
handelt sich um ein multifunktionelles, nukledres Phosphoprotein mit Einfluss auf die
Zellzyklusprogression, Apoptose, sowie Zelltransformation und fungiert iiberdies als
Transkriptonsfaktor. Mutationen, Uberexpression und Translokationen des kodierenden
Gens sind assoziiert mit zahlreichen hdmatopoetischen Tumoren wie dem Burkitt und B-
Zell Lymphom, sowie mit dem Mamma-, Prostata-, Kolorektalen und
Adenobronchialkarzinom (Hann et al., 1988; Zhou et al., 2014; Said et al., 2014;
Terunuma et al., 2014; Fromont et al., 2013; Toon et al., 2014; Seo et al., 2014).
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4.3 Biologische Bedeutung von GLO1, STMN1 und UCH-L1, RanBP1 und
CTSD

Die mittels Western-Blot analysierten Proteine sowie das bereits von Liu et al. (2009)

validierte UCH-L1 werden im Folgenden ndher betrachtet.

4.3.1 GLO1, STMNI1 und UCH-L1

Die Lactoylglutathione Lyase oder auch Glyoxalase I (GLO1) ist ein zytoplasmatisches
Protein mit einem Molekulargewicht von 21kDa. Das kodierende Gen ist auf Chromosom
6p21.3-p21.1 lokalisiert (Bender und Grzeschik, 1976; Ranganathan et al., 1993). GLO1
ist ein Glutathion-bindendes Protein, welches in der Entgiftung von Methylglyoxal, einem
Nebenprodukt der Glykolyse (Ranganathan et al., 1999) involviert ist. Interessanterweise
soll die Inhibition von Glyoxalase zur Hemmung der Osteoklastengenese fiithren (Kawatani
et al, 2007). Des Weiteren ist dieses Protein assoziiert mit dem Vorkommen von diversen
neoplastischen Erkrankungen, wie z.B. dem Malignen Melanom und dem
Mammakarzinom (Thornalley, 1995; Santarius et al., 2010; Bair et al., 2010).

GLO1 steigt unserer 2-DE-Analyse zufolge in ihrer Expression im Laufe der
Tumorentstehung und Metastasierung stetig an und konnte somit die unterschiedlichen
Malignititsstadien (siche Tabelle 20a) reflektieren. Aufgrund des fast linearen Anstieges
und der oben erwidhnten Zusammenhédnge schien dieses Protein als klinischer Marker
sowohl fiir Frithdiagnose als auch fiir die Nachsorge hochinteressant, zeigte jedoch im
Western-Blot keine Signifikanz und einen Expressionsabfall in den pulmonalen
Metastasen (siche Abbildung 7). Dies konnte sich zum einen durch ein erneut aufbereitetes
Probenkollektiv erkldren oder aber auch dadurch, dass das Protein als Dimer in der
zweidimensionalen Gelelektrophorese vorlag. Die Western-Blot Ergebnisse ergaben
jedoch einen Anstieg der Expression von den fetalen Osteoblasten zum Osteosarkom,
sodass nach wie vor zu {iberpriifen wire, ob GLOI1 sich als klinischer Marker zur
Friihdiagnose des Osteosarkoms eignen konnte.

Das Onkoprotein 18 (Stathmin, STMN1) ist ein ubiquitir vorkommendes,
zytoplasmatisches Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 19kDa. Es stellt eine
wichtige intrazelluldre Schaltstelle (stathmos = griech. Schaltstelle) zur Integration
diverser Regulationssignale innerhalb der Zelle dar (Sobel et al., 1989). So ist es beteiligt
an der Regulation des Mikrotubulusfilamentsystems, wobei es den Aufbau der Mikrotubuli

unterbindet und deren Abbau unterstiitzt (Sobel et al., 1989; Sobel, 1991; Gavet et al.,
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1998). Das kodierende Gen ist auf der chromosomalen Region 1p36.1-35 lokalisiert
(Ferrari et al., 1990).

Eine erhohte Expression von STMNI1 wurde in Karzinomen des Kolons, der Leber, der
Mamma, der Ovarien und diversen anderen Neoplasien festgestellt (Wie et al., 2008; Hsieh
et al., 2010; Xu et al., 2010; Zheng et al., 2010). Zudem wurde STMNI1 bereits mit dem
Osteoblastenstoffwechsel in  Verbindung gebracht. So sollen humane wie auch
Osteoblasten-dhnliche Zellen der Ratten STMNI exprimieren und eine Rolle in der
Wachstumsregulation dieser Zellen spielen (Kumar und Haugen, 1994).

STMNI1 zeigt unserer 2-DE-Analyse nach einen Abfall vom Gesunden zum Tumor und
steigt dann im Rahmen der Metastasierung wieder leicht an (siehe Tabelle 20a).

Im Western-Blot zeigt sich eine dhnliche Tendenz, jedoch ohne statistische Signifikanz
(sieche Abbildung 7). Die zweimalige Aufbereitung der Zellen konnte auch hier die
Erklarung sein. Mdglicherweise wiirde sich STMNI1 als ergdnzender zusitzlicher Marker
zur Frithdiagnostik eignen.

Die Ubiquitin C-terminale Hydrolase L1 (UCH-L1) ist ein zytoplasmatisches Protein
mit einem Molekulargewicht von 25kDa. Dieses Enzym fungiert als Thiolprotease, welche
die Peptidbindung am C-terminalen Glycin des Ubiqitins hydrolysiert (Doran et al., 1983;
Wilkinson et al., 1989; Edwards et al., 1991). Es wird mit zelluldren Signalwegen wie
Apoptose, Zellmigration und Proliferation in Verbindung gebracht (Fang et al., 2010).
Bekannt ist das Enzym zudem durch seine hohe Expression im zentralen und peripheren
Nervensystem (Doran et al., 1983). Seine verdnderte Funktion wird mit neurologischen
Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Alzheimer assoziiert (Liu et al., 2002; Gong et
al., 2000).

Das kodierende Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 4 (4p14) lokalisiert (Setsuie
und Wada, 2007). In Karzinomen wird fiir das Gen eine recht variable Rolle diskutiert (Orr
et al., 2011). So scheint es in einigen Tumoren als Tumorsuppressor (Tokumaru et al.,
2008) zu fungieren und ist im Ovarialkarzinom und im kolorektalen Karzinom ganz
supprimiert (Okochi-Takada et al., 2006). Interessanter Weise ist aber auch bei zahlreichen
Neoplasien eine Uberexpression des Proteins bekannt, so z.B. bei dem Neuroblastom
(Ootsuka et al., 2008), dem Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Hibi et al., 1999), dem
Myelom (Otsuki et al., 2004), dem Prostatakarzinom (Leiblich et al., 2007) und dem
Pankreaskarzinom (Tezel et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurde UCH-L1 wie zuvor von Liu et al. beschrieben als

hochreguliertes Protein im Osteosarkom identifiziert (Liu et al., 2009). Da sich in unseren
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Untersuchungen iiberdies zeigte, dass es sowohl von der fetalen Zelle zum Sarkom als
auch vom Sarkom zur Metastase zu einer vermehrten Expression des Proteins kommt,
scheint dieses Protein nicht nur im Rahmen der Tumorentstehung, sondern auch bei der
Progression und fiir die Metastasierung eine bedeutende Rolle zu spielen.

Ergénzend dazu zeigte sich auch in der Proteomanalyse von Spreafico et al., dass im Zuge
der Ausreifung von Osteoblasten eben dieses Protein hochreguliert wird, sodass
anzunehmen ist, dass UCH-L1 auch im neoplastischen Knochenstoffwechsel des
Osteosarkoms eine entscheidende Rolle einnimmt (Spreafico et al., 2006; Suong et al.,

2014).

4.3.2 Ran-specific GTPase-Activating Protein (RanBP1)

Das Ran-spezifische GTPase-Aktivierungsprotein (RanBP1) ist ein 23kDA grof3es,
zytoplasmatisches Protein, dessen kodierendes Gen auf Chromosom 22q11.21 lokalisiert
ist (Coutavas et al., 1993; Bischoff et al., 1995). Es aktiviert spezifisch die an das Ras-
related nuclear protein (RAN) gebundene GTPase und ist beteiligt an der Reorganisation
des Spindelapparates und dem weiteren Progress der Mitose, wobei nicht alle
Mechanismen voll verstanden sind (Coutavas et al., 1993; Di Fiore et al., 2003; Tedeschi
et al., 2007). Die GTPase Ran spielt eine wichtige Rolle im Transport von
Tumorsuppressoren, Protoonkogenen, Signalmolekiilen und Transkriptionsfaktoren. Es
wird angenommen, dass eine dysregulierte Aktivitit von Ran und seiner Effektoren zu den
Signalwegen von Zelltransformationen beitrdgt und somit die Tumorprogression
unterstiitzt (Rensen et al., 2008). Doherty et al. sehen Ran-bindende Proteine und deren
Netzwerke als logisches molekulares Ziel fiir die Inhibition von Ran-Signalwegen
innerhalb von Tumorzellen (Doherty et al., 2011).

Unserer 2-DE- und Western-Blot-Analyse zufolge sinkt RanBP1 im Laufe der
Tumorentstehung und Metastasierung ab (siche Tabelle 20a und Abbildung 7), jedoch
konnten diese Ergebnisse in den IHC-Farbungen der Zellinien nicht bestétigt werden.
Neben den bereits in Abschnitt 4.1.5 diskutierten moglichen Ursachen der fehlenden
Anfarbung der Zelllinien, konnte auch die mittels Trypsinierung herbeigefiihrte Zellernte
Ursache sein. Das zytoplasmatische RanBP konnte im Gegensatz zum lysosomalen CTSD
durch die moglicherweise zu intensive Behandlung mit Trypsin geschéddigt worden sein.
Eine weitere Erkldrung der inkongruenten Ergebnisse von 2-DE- und Western-Blot-
Analyse gegeniiber der IHC- Farbungen konnten (vor dem Hintergrund des oben

erwahnten Zusammenhanges von RanBP1 und dem Zellzyklus) genomische Instabilitdten
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sein. Daher erscheint eine zellzyklusabhiingige Uberpriifung der Ergebnisse in geeignetem
Kontrollmaterial inklusive fetaler Osteoblasten sinnvoll.

Interessanterweise fiihrt eine Runterregulierung von RanBP1 zu einem sensibleren
Ansprechen auf spezielle Chemotherapeutika, welche durch die Stabilisierung der
Mikrotubuli zur Hemmung der Depolymerisation fithren (Rensen et al., 2009). Diese
sogenannten Taxane, wie beispielsweise Paclitaxel oder Docetaxel, konnten fiir die
Therapie des Osteosarkoms von besonderer Bedeutung sein, da diese relativ neue,
vielversprechende Zytostatika-Klasse bislang nicht in den Chemotherapieprotokollen des

Osteosarkoms enthalten ist (Liu et al, 2010).

4.3.3 Cathepsin D (CTSD)

Cathepsin D (CTSD) ist ein Protein, welches nach der Synthese als inaktives Proenzym
von 53kDa in das endoplasmatische Retikulum gelangt. Dort wird es zum zunéchst
enzymatisch inaktiven Proenzym von 48kDa prozessiert, welches schlussendlich im
lysosomalen Kompartiment zu einer nicht-kovalent gebundenen Form mit einer N-terminal
15kDa leichten und C-terminal 33kDa schweren Kette konvertiert wird (Horst und Hasilik,
1991; Baldwin et al., 1993; Steinfeld et al., 2006). Es gehort zu den lysosomalen Aspartyl-
Proteasen, wird ubiquitdr exprimiert, und ist wie auch UCH-L1 beteiligt an der
proteolytischen Zelldegradation, der Zellinvasion und der Apoptose (Barrett, 1977,
Steinfeld et al., 2006).

Das kodierende Gen ist auf Chromosom 11p15.5 lokalisiert (Hasilik et al., 1982; Faust et
al., 1985; Henry et al. 1989). Mutationen in diesem Gen sind beteiligt an der Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen (Tyyneld et al., 2000; Siintola et al., 2006).
Dariiberhinaus finden sich erhohte Konzentrationen von CTSD wihrend ischdmischer,
inflammatorischer und regenerativer Prozesse wie beispielsweise bei der koronaren
Herzkrankheit, den entziindlichen Darmerkrankungen, im Wundheilungsprozess und
epidermaler Differenzierung (Egberts et al., 2004; Hausmann et al., 2004; Vivanco et al.,
2005; Steinfeld et al., 2006).

Hervorzuheben sind die Zusammenhinge von CTSD und neoplastischen Erkrankungen
(Broker et al., 2005). So wurde eine Hochregulierung von Cathepsin D bereits in
zahlreichen Tumoren wie dem malignen Melanom, dem Magenkarzinom, dem
Ovarialkarzinom, bei Kopf-Hals-Tumoren und beim Kolorektalen Karzinom beschrieben
(Allgayer et al., 1997; Bartenjev et al., 2000; Ldsch et al., 2004; Zeillinger et al., 2006;
Kirana et al., 2012).
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Beim Mammakarzinomen stellt diese Protease einen unabhéngigen Marker fiir eine
schlechte Prognose dar und ist korreliert mit der Inzidenz von Metastasen (Foekens et al.,
1999; Barthell et al., 2007; Abbott et al., 2010; Jakobson-Raber et al., 2011).

Cathepsin D scheint somit eine bedeutende Rolle bei der Proliferation, Invasivitit und
Metastasierung im Rahmen von malignen Tumoren einzunehmen (Garcia et al., 1990,
Vigneswaran et al., 2000, Nomura et al., 2005; Liaudet-Coopmann et al., 2006).

Es wird postuliert, dass Cathepsin D das Tumorwachstum zum Einen direkt dadurch
vorantreibt, dass es zur Degradation und Umbildung der Basalmembran und dem den
Primadrtumor umgebenden interstitiellen Stroma fiihrt (Berchem et al., 2002). Zum
Anderen stimuliert es indirekt die Proteolyse und fiihrt zu Wechselwirkungen mit weiteren
Enzymen und anderen Cathepsinen im Rahmen des Tumorwachstums (Krepela, 2001).
Eine Hochregulierung von Cathepsin D in Osteosarkomzelllinien mit starkem
Metastasierungspotential wurde bereits auf mRNA- und Protein-Ebene nachgewiesen,
jedoch bislang nicht nidher hinterleuchtet (Husmann et al., 2008).

Passend zu diesen Zusammenhéngen steigt CTSD unseren Untersuchungen zufolge (2-DE,
Western-Blot) in seiner Expression im Laufe der Tumorentstehung an und fillt im Laufe
der Metastasierung wieder leicht ab. Somit kann Cathepsin D die unterschiedlichen
Differenzierungsstadien (siche Tabelle 20a, sowie Abb. 7) voneinander abgrenzen.

Diese Tendenz konnte auch in der IHC der Cytospins bestdtigt werden (Abb. 8), wobei der
leichte Abfall der Expression von Cathepsin D vom Osteosarkom zu den pulmonalen
Metastasen nicht beobachtet wurde. Allerdings bestand auch kein signifikanter
Unterschied zwischen der Farbung dieser beiden Gruppen.

Besonders bemerkenswert ist, dass sich oben genannte Ergebnisse auch in der klinischen
Validierung mittels laborintern hergestelltem Tissue Microarrays bestitigten. Sowohl das
Osteosarkom als auch die pulmonalen Metastasen wiesen einen signifikant erhohte
Expression im Vergleich zum Normalgewebe auf.

Desweiteren zeigte sich auch in dem kommerziell erworbenen TMA eine signifikant
erhohte Expression von CTSD in Osteosarkomgewebestanzen im Vergleich zu Osteozyten
und ossdrem Normalgewebe. CTSD erwies sich dariiber hinaus auch signifikant erhéht in
weiteren Knochentumoren, wie dem Chondrosarkom, der zweithdufigsten malignen
Knochenneoplasie, dem Myelom, dem héaufigsten Knochentumor, sowie dem
Riesenzelltumor.

An dieser Stelle seien nochmals die in der Signalweganalyse hervorstechenden

Zusammenhédnge von CTSD mit dem Tumorsuppressionsprotein 53 (TP53) sowie mit dem
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MYC Protoonkogen Protein erwdhnt, welche die bedeutsamen molekularen
Zusammenhédnge mit Knochentumoren untermauern (Morrison et al., 2005; Dai et al.,
2011; Yang et al., 2013) und die mogliche klinische Relevanz der vorliegenden Arbeit
weiter stiitzen.

Zusammengefasst konnte sich CTSD somit idealerweise als klinischer Parameter zur
Friihdiagnose und Verlaufsbeobachtung des Osteosarkoms eignen. Im Falle des malignen
Melanoms konnte bereits gezeigt werden, dass die Expressionslevel von Cathepsin D im
peripheren Blut das Uberleben von Patienten vorhersagen konnen, welche mit
Tremelimumab behandelt werden (Saenger et al.,, 2014). Zusammengefasst bindet
Tremelimumab, ein menschlicher monoklonaler Antikorper, an das Oberflichenprotein
CTLA-4 von aktivierten T-Lymphozyten, welches die Elimination von Tumorzellen
unterbindet und somit das Autoimmunsystem in der Bekdmpfung neoplastischer Zellen
unterstiitzen soll (Ribas et al., 2007; Blank und Enk, 2015). Bislang ist es nicht in den

Chemotherapieprotokollen des Osteosarkoms enthalten.
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5 Zusammenfassung

Vergleichende Proteinexpressionsstudien iiber das Osteosarkom, den am héaufigsten
diagnostizierten malignen Knochentumor, sind rar. Um die bislang nicht verstandenen
Pathomechanismen des Osteosarkoms zu ergriinden, diagnostische Parameter zu priifen
und gegebenenfalls neue therapeutische Ansétze zu finden, beschiftigte sich diese Arbeit
mit der Frage, ob es signifikante und biologisch bedeutsame Unterschiede bei der
Proteinexpression im Laufe der Tumorentstehung und Metastasierung gibt.

Hierzu wurden fetale Osteoblastenzelllinien (als Referenz), Zelllinien des Osteosarkoms,
und Zelllinien pulmonaler Metastasen miteinander verglichen. Diese wurden kultiviert und
in ihrem Proteom mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt. 34 in den drei
Zelllinien  unterschiedlich  exprimierte  Proteinspots, welche sich in zwei
Softwareprogrammen (PDQest®, SameSpot®) iibereinstimmend als signifikant erwiesen,
wurden der massenspektrometrischen Untersuchung zugefiihrt. Insgesamt konnten hierbei
17 Proteine identifiziert werden, die daraufhin einer Signalweganalyse unterzogen wurden,
um die Bedeutung einzelner Proteine in komplexen Systemen zu beleuchten und ihre
Wechselwirkung mit anderen identifizierten Proteinen in Zusammenhang zu bringen. Vier
signifikante Proteine (CTSD, RanBP1, GLO1 sowie STMN1) wurden zur anschliessenden
Validierung mittels Western-Blot ausgewihlt, wobei CTSD und RanBP1 auch hierbei
statistisch ~ signifikante =~ Expressionsmuster  zeigten. In den anschlieBenden
immunhistochemischen Firbungen an Cytospins erwies sich CTSD als signifikant
hochexprimiert sowohl im Vergleich von fetalen Osteoblasten zum Osteosarkom
(p=0,0061), als auch von fetalen Osteoblasten zu den pulmonalen Metastasen (p=0,0045).
Abschliessend erfolgte eine Validierung an klinischem Material. Im laborintern
hergestellten Tissue microarray (TMA) zeigte sich CTSD sowohl im Osteosarkom
(p=0,0237), als auch in den pulmonalen Metastasen (p=0,0079) signifikant hochexprimiert
im Vergleich zu ossdrem Normalgewebe. Passend dazu fand sich auch im erworbenen
TMA eine signifikant erhohte Expression von CTSD im Vergleich von Normalgewebe
zum Osteosarkom (p=0,0010) und weiteren malignen Knochentumoren, wie z.B. im
Chondrosarkom, Myelom und Riesenzelltumoren. Zusammenfassend konnte CTSD somit
als neuer Biomarker fiir das Osteosarkom und andere Knochentumore dienen und er6ffnet

Ansitze zur individualisierten Therapie.
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Cathepsin D (CTSD) zeigt interessante Zusammenhinge besonders im Hinblick auf den
Knochenstoffwechsel und konnte sich unseren Untersuchungen zufolge als
laborchemischer Parameter zur Frithdiagnose und Verlaufsbeobachtung des Osteosarkoms
und weiterer Knochentumore eignen. Da sich die klinischen Untersuchungen dieser Arbeit
bislang auf eine relativ kleine Fallzahl stiitzen, sollten diese Ergebnisse zum Anlass
genommen werden, weiterfithrende klinische Untersuchungen mit groBeren Fallzahlen zu
generieren.

Es bleibt dariiber hinaus zu untersuchen, ob gezielte Medikamente wie zum Beispiel
monoklonale Antikérper (Tremelimumab) das Fortschreiten und die Prognose des
Osteosarkoms beeinflussen kdnnten.

RanBP1 beeinflusst die im Zusammenhang von neoplastischen Stoffwechselvorgdngen
vielmals untersuchte GTPase Ran und =zeigt auch in seinem Einfluss auf die
Chemosensibilitit  des Osteosarkoms  interessante ~ Zusammenhdnge. Eine
zellzyklusabhingige Uberpriifung der immunhistochemischen Ergebnisse in geeignetem
Kontrollmaterial inklusive fetaler Osteoblasten erscheint daher sinnvoll.

Da es sich bei CTSD und RanBP1 um eine Erstbeschreibungen im Zusammenhang mit
dem Tumorprogress des Osteosarkom handelt, bleibt eine weiterfiihrende Verifizierung der
vorliegenden Ergebnisse an einem groleren Probenkollektiv (beispielsweise auch im

Rahmen klinischer Studien) im Hinblick auf die klinischen Relevanz zu ergriinden.
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Tab. 21b: Proteinidentititen und Expressionsmuster (Fortsetzung Tabelle 21a)

Proteinidentitit . . .
SameSpot Exemplarische Spotbilder (SameSpot) Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:
(Gensymbol)
Pre-mRNA-splicing 3 <
817 factor SPF27 1 p—
(BCAS2) E —
Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase — Fr—
2 6,33(20,13) il
Ubiquitin carboxyl- s
850 terminal Hydrolase 1
(UCHL1) E
Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase Fr— e —
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Tab. 21b: Proteinidentititen und Expressionsmuster (Fortsetzung Tabelle 21a)

SameSpot Proteinidentitét . . ) . .
# (Gensymbol) Exemplarische Spotbilder (SameSpot) Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:
Putative high §
360 mobility group :
protein 1-like ; %
(LOC1001305) L g
1072 Heat shock protein ? N
beta-6 (HSPB6) ;
Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase i
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Tab. 21b: Proteinidentititen und Expressionsmuster (Fortsetzung Tabelle 21a)

Proteinidentitét . . )
SameSpot Exemplarische Spotbilder (SameSpot) Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:
(Gensymbol) ‘
Histone H4 (% 3
1255 :
(HIST2H4A) : A =
Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase
6,42(26,322-002)
1509 Heat shock protein ?
beta-1 (HSPB1) :
Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase — Fr—
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Tab. 21b: Proteinidentititen und Expressionsmuster (Fortsetzung Tabelle 21a)

SameSpot
#

Proteinidentitat
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Cathepsin A
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Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase

Log Normalised Volume

6,39(:0,13)

1515

Selenium-binding
protein 1
(SELENBP1)

Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase

Log Normalised Volume
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Tab. 21b: Proteinidentititen und Expressionsmuster (Fortsetzung Tabelle 21a)

SameSpot Proteinidentitat . . . . '
# (Gensymbol) Exemplarische Spotbilder (SameSpot) Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:
Predicted:similar to g
1523 hCG1654128 E so0n

(LOC100132713) x

Fetaler Osteoblast ‘ Osteosarkom Pulmonale Metastas — e —

RING finger g A

1524 protein 170 1
(RNF170) =

Fetaler Osteoblast

3 L ]

Osteosarkom

Pulmonale Metastase
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Tab. 21b: Proteinidentititen und Expressionsmuster (Fortsetzung Tabelle 21a)

Proteinidentitit . . .
SameSpot Exemplarische Spotbilder (SameSpot) Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:
(Gensymbol)
6.59(25,542-002) ¢ 5315 022-002)
Actin-related s
1619 | protein 2/3 complex 2
subunit (ARPC3) i
Fetaler Osteoblast Osteosarkom imonale Metastaée
Fetale Ostenblasten Ostersariomzelen Pulmonale Metastasen
36(+4,202-002)
1678 Keratin, type A z .
(KRT10) : ;
Fetaler Osteoblast Osteosarkom Pulmonale Metastase
Fetale Ostenblasten Ostersariomzelen Pulmonale Metastasen
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SameSpot Proteinidentitét X . . ] ] '
# (Gensymbol) Exemplarische Spotbilder (SameSpot) Expressionsmuster der 2-DE-Analyse:
Ubiquitin carboxy- g
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