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1 Einführung 

Ein komplexes Netzwerk aus Rezeptoren und deren Signalkaskaden reguliert 

Wachstumsprozesse, Differenzierung und das Überleben von Zellen. Wird dieses Netzwerk aus 

dem Gleichgewicht gebracht, können die Zellen maligne entarten und zu Tumorzellen 

transformieren 
1,2

. Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl. epidermal growth factor 

receptor, EGFR) stellt eine treibende Kraft in diesem Netzwerk dar und wurde als solche extensiv 

untersucht. Durch Rezeptorüberexpression, sowie veränderte oder erhöhte Aktivierung, ist die 

EGFR-Signalkaskade eine der am häufigsten disregulierten in humanen Krebserkrankungen und 

damit ein prominentes Ziel Target-gerichteter Tumortherapien. Schon zur Zeit der Entdeckung 

des EGFR in den achtziger Jahren wurde jedoch gewarnt, dass überproliferierende Zellen kaum 

mit der Hemmung der Aktivität eines Rezeptors zu bezwingen sein werden 
3
. Die Zukunft läge 

vielmehr in der synergistischen Multi-Target-Therapie  
4
, die entartete Signalkaskaden effizient 

eindämmt. Um diese Targets zu identifizieren, wurden mehrere Proteom-Untersuchungen auf 

Zelllysate 
5
 angewendet, die Unterschiede in Proteinmustern durch Resistenzmechanismen 

6
 

oder Wirkmechanismen von Medikamenten aufdecken sollten 
7,8

. Ungeachtet der 

herausragenden Sensitivität moderner Geräte stellt die Identifizierung niedrig-abundanter 

Proteine wie Adapter- und Signalproteine im Proteinpool einer Zelle eine große Herausforderung 

für massenspektrometrische Methoden dar. Diese Problematik soll mit dieser Arbeit adressiert 

werden. 

1.1 Epidermal Growth Factor Receptor – EGFR 

1.1.1 Signalwege des EGFR 

Das virale EGFR-Homolog, vEGFR, induziert Erythroblastoma in infizierten Vögeln und war der 

Namensgeber der ERBB-Rezeptor Familie. ERBB Rezeptoren, auch human epidermal growth 

factor receptor (HER) genannt, sind eine Familie von vier strukturell ähnlichen transmembranären 

Rezeptortyrosinkinasen, HER1-4 oder ERBB1-4. Tyrosinkinasen sind Enzyme, die den Transfer 

einer Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) an Tyrosinreste anderer Polypeptide 

katalysieren. Extrazellulär lassen sich vier Regionen identifizieren (Abb. 1): Die Domänen 2 und 4 

stabilisieren durch Wechselwirkung die gefaltete inaktive Konformation der Monomere 
9
. 

Domäne 2 dient als Scharnier der Domänen 1 und 3, die durch Wechselwirkung mit einem 

Liganden die Konformation der Extrazellulardomäne ändern und eine “Dimerisierungsnase“ der 

Domäne 2 exponieren, über die sich zwei Rezeptoren verbinden. Hier bildet der HER2 eine 

Ausnahme, da seine “Nase“ dauerhaft exponiert ist und keine Ligandenbindung beschrieben ist. 

Durch die Membran verbindet eine einzelne α-Helix die extrazelluläre Ligandenbindungsdomäne 

mit der intrazellulären Domäne. Intrazellulär folgt nach einer kurzen juxtamembranären 

(membranangrenzenden) Domäne die Tyrosinkinasedomäne. Diese hat eine N-terminale 

(nukleotidbindende) Schlaufe, an der ATP bindet und eine C-terminale (katalytische) Schlaufe, 

zwischen denen Polypeptid-Substrate binden 
10

. Die abschließende C-terminale Kette scheint 
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eine regulierende Funktion auf die Substrataktivierung auszuüben, indem sie sich über die 

Kinasedomäne faltet 
11

. Nach Ligandenbindung und folgender Dimerisierung interagiert die 

C-terminale Schlaufe eines Monomers mit der N-Schlaufe des anderen und aktiviert dieses. 

Diese Konformation wird durch Wechselwirkung der juxtamembranären Domänen stabilisiert 
12

 

und Bindungsstellen der C-terminalen Kette phosphoryliert 
13

. An diese aktivierten 

Bindungsstellen werden spezielle Adapterproteine rekrutiert und damit verschiedene Signalwege 

initiiert. Ligandenabhängig gesteuerte Hetero- oder Homodimer-Formationen 
14

 innerhalb der 

Familie bieten eine große Vielfalt unterschiedlich kombinierter Bindungsstellen für 

Adapterproteine und bewirken diverse Signale 
15

, die ihrem Expressionsmuster entsprechend 

abhängig vom Entwicklungsstadium oder organspezifisch geartet sein können 
14

. Sieben 

Liganden des EGFR wurden bisher identifiziert: epidermal growth factor (EGF), transforming 

growth factor-alpha (TGF-α), heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), betacellulin (BTC), 

amphiregulin (AR), epiregulin (EPI) sowie epigen 
16

. 

 

 

Abb. 1: Schematische Darstellung der HER-Dimerisierung modifiziert nach 
9
: Die extrazelluläre Domäne 

inaktiver HER1, 3 und 4 Monomere ist durch Wechselwirkungen der Domänen 2 und 4 zusammengefaltet. 
Ligandenbindung zwischen den Domänen 1 und 3 bewirkt eine Konformationsänderung, wodurch die 
“Dimerisierungsnase“ der Domäne 2 exponiert wird und umliegende aktivierte Monomere binden kann. Die 
“Dimerisierungsnase“ von HER2 ist dauerhaft exponiert und Ligandenbindung ist bisher nicht beschrieben. 
Die juxtamembranären Domänen stabilisieren das Dimer und die C-Schlaufe des Donor-Monomers aktiviert 
die N-Schlaufe des Akzeptors. Durch diese Transphosphorylierungen werden Bindungsstellen für 
Adapterproteine gebildet.  

Die zelluläre Antwort wird jedoch nicht ausschließlich von der Kettenreaktion aktivierter 

Signalproteine realisiert. Inaktiver EGFR interagiert ebenfalls funktionell mit Proteinen, zudem 

spielt die Translokalisation des EGFR eine Rolle 
17

. Neben der Zytoplasmamembran haben sich 

Zellkern und Mitochondrien als Stätten wichtiger EGFR-abhängiger Regulationen erwiesen 

(Abb. 2). Nach Stimulation, zum Beispiel durch seinen gewebeunabhängig exprimierten 

Hauptliganden (EGF) werden Signalwege initiiert wie RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/MTOR und 

JAK2/STAT3-Kaskaden oder Signalmoleküle phosphoryliert, die direkt im Zellkern die 

Genexpression regulieren, wie signal transducer and activator of transcription (STAT) 3 
18

. 

Unabhängig von seinem Aktivitätsstatus wurde membranständiger EGFR in Interaktionen 

physiologischer Natur mit anderen Proteinen gefunden. Hinweis darauf gaben unterschiedliche 

Phänotypen nach Ausschalten der EGFR-Expression im Vergleich zu reinem Verlust der 
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Kinaseaktivität 
19

. Eine kinaseunabhängige Funktion des EGFR besteht darin, durch Erhaltung 

konstanter intrazellulärer Glucoselevel den Zelltod zu verhindern 
20

. Ewald et. al. 
21

 zeigten an 

einer Kinasedefekten EGFR-Mutante, dass die Fähigkeit Hunger-induzierten Zelltod zu überleben 

erhalten blieb, obwohl die Stimulierbarkeit durch EGF erloschen war. Der zugrunde liegende 

Mechanismus ist die Stabilisierung des sodium/glucose cotransporter 1 (SGLT1) durch den EGFR. 

Die extrazelluläre Domäne des EGFR genügt um mit SGLT1 zu interagieren. Die Stabilisierung wird 

jedoch nur mit dem kompletten EGFR Protein erreicht 
20

. In Geweben, in denen Glucose von 

großer Bedeutung ist, werden EGFR und SGLT1 meist coexprimiert. Eine weitere 

überlebenssichernde Strategie wird durch die Bindung des proapoptotischen Proteins PUMA 

(p53-upregulated modulator of apoptosis) realisiert 
17

. Dieses wird dadurch an der 

Zytoplasmamembran festgehalten und gelangt nicht an seinen Wirkort, die Mitochondrien. 

Dadurch wirkt der membranständige EGFR unabhängig von seinem Aktivitätsstatus indirekt 

antiapoptotisch. Irwin et al. 
22

 lokalisierten den EGFR in den lipid rafts der Zellmembran. Dies sind 

Lipidansammlungen in Membranbereichen geringerer Ordnung 
23,24

 die als Plattform für 

verschiedene Signalprozesse postuliert werden 
25,26

. Die häufige Verwendung Inhibitor-

unterdrückter Kinaseaktivität des EGFR als Kontrolle für ein abgeschaltetes EGFR-Netzwerk ist 

somit ein Trugschluss. Der EGFR selbst unterliegt einer ständigen Dynamik in Abhängigkeit von 

verschiedenen Stimuli und komplexen regulativen Prozessen. Die pH-abhängige Bindungsstärke 

der Liganden entscheidet zum Beispiel, ob endozytotisch eingeschlossener EGFR nach Fusion am 

frühen Endosom abgebaut oder recycelt wird. Eine weitere Möglichkeit ist die Translokation des 

EGFR in den Zellkern 
27

. Durch Assoziation von Importin-β mit dem nuclear localisation signal 

(NLS) der juxtamembranären Region des EGFR kann dieser über nuclear pore protein (NUP) 358 
28

 

ins Zellkerninnere geleitet werden. Dort fungiert er als Regulator der Transkription, als 

Tyrosinkinase oder als Modulator von DNA-Reparaturen. Bereits 1994 wurde eine 

Kinaseunabhängige regulierende Funktion des EGFR auf Transkriptionsprozesse beschrieben 
29

. 

Der EGFR hat selbst keine DNA-bindende Domäne und beeinflusst die Transkription spezifischer 

Gene durch seine Cofaktoren wie STAT3 oder E2F1. Neben den bekannten Genen wie breast 

cancer resistance protein (BCRP) und cythochrome c oxidase subunit (COX) 2 untersuchen Han et 

al. 
17

 derzeit 18 weitere potentielle Targetproteine, deren Transkription sich abhängig von 

Zellkern-lokalisiertem EGFR zeigte. Als Tyrosinkinase stabilisiert EGFR durch Phosphorylierung 

chromatingebundenes proliferating cell nuclear antigen (PCNA) und unterstützt dadurch DNA-

Reparatur und Proliferation 
30

. Strahlentherapie oder UV-Strahlung induziert die Translokation des 

EGFR in den Kern, wo dieser mit der DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) interagiert und die 

Reparatur strahleninduzierter Doppelstrangbrüche bewirkt 
31,32

. Die Vorgänge mitochondrial-

lokalisierten EGFR sind bisher wenig verstanden, vermutet wird ein regulierender 

Schaltmechanismus zwischen Apoptose und Autophagie, dem Selbstabbau zelleigener 

Komponenten 
17

. Dabei ist der Mechanismus zur Realisierung der antiapoptotischen Wirkung 

noch unbekannt. Auf der anderen Seite konnte eine EGF-vermittelte Wanderung des EGFR mit 

folgender COX2-Phosphorylierung in Mitochondrien gezeigt werden, deren Funktion und 

Auswirkungen bisher nicht geklärt sind 
33

. Über die Notwendigkeit der Clathrin-vermittelten 

Endozytose für die Translokation in Mitochondrien herrscht bislang Uneinigkeit 
34

. Eine Funktion 
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des mitochondrial lokalisierten EGFR scheint die Einstellung eines Energiesparmodus unter 

Serumentzug zu sein, bei dem die ATP-Synthese in den Mitochondrien verringert wird. Mit einer 

Deletionsmutante des EGFR, der ein Bereich der juxtamembranären Region fehlt, in der auch das 

NLS liegt, wurde dieser energiesparende Modus nicht eingestellt. Daraus wurde eine Überlappung 

beziehungsweise Doppelfunktion des NLS postuliert, das möglicherweise ebenfalls die 

Lokalisation in Mitochondrien kodiert 
33

. Bei der Vielfalt möglicher Signale durch verschiedene 

Liganden, Hetero- und Homodimerbildung sowie Abhängigkeit von gewebezpezifischer 

Expression, ist die Identifizierung einzelner Einflüsse eine Herausforderung. Hinzu kommt, dass 

unterschiedliche Zellmodelle physiologische Abweichungen von komplexen Organismen 

aufweisen können, welche die Differenzierung zwischen physiologischen und pathologischen 

Aberrationen der Mechanismen erschweren. 

 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung ausgewählter EGFR-Aktionen in Abhängigkeit von Kinaseaktivität 
und Lokalisation. (A) Nach Ligandenbindung und Dimerisierung folgt die Aktivierung durch 
Phosphorylierung der intrazellulären Kinasedomänen. Adapter- und Signalmoleküle werden rekrutiert und 
leiten das Signal in einer Kettenreaktion weiter. Zu den stärksten EGFR-vermittelten Signalwegen gehören 
unter anderen die RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/MTOR und JAK2/STAT3 Kaskaden. Liganden- und 
kinaseunabhängig (B) werden EGFR-vermittelte Signalwege in lipid rafts aktiviert. Die Stabilisierung des 
membranständigen Glucose-Transporters SGLT1 durch inaktiven EGFR garantiert die Aufrechterhaltung 
lebensnotwendiger Glucosespiegel in der Zelle durch Erhöhung der Glucoseaufnahme. Durch die Bindung 
des proapoptotische Protein PUMA an inaktiven EGFR, wird dieses an der Membran fixiert und seine 
apoptotische Wirkung gehemmt. (C) EGF-, AKT-Phosphorylierung, Strahlen(-therapie) und Cisplatin initiieren 
den Transport des EGFR zum Zellkern. Dort agiert der EGFR im Wesentlichen durch: (i) Genregulation (ii) 
Tyrosinkinase Funktion und (iii) Protein-Protein-Interaktion. Eine Reihe physiologischer sowie pathologischer 
Prozesse werden dadurch realisiert, darunter Überleben, Proliferation, Entzündung, Metastasierung und 
Resistenzbildung durch Reparatur von DNA-Schäden. (D) Die Translokation in die Mitochondrien kann 
konstitutiv vorhanden sein und durch Apoptose-induzierende Verbindungen, EGF, C-SRC sowie Cetuximab 
und Gefitinib intensiviert werden. Mitochondrialer EGFR bleibt kinaseaktiv und phosphoryliert COX2, der Effekt 
ist bisher unbekannt. Ebenso fehlt der Mechanismus für die antiapoptotische Wirkung.

17
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1.1.2 Die Rolle des EGFR in der Krebstherapie  

Krebserkrankungen sind durch fehlreguliertes Wachstum von Zellen charakterisiert. Als logische 

Konsequenz sind Aberrationen des EGFR und seiner Kaskaden von zentraler Bedeutung für die 

Entstehung und den Verlauf vieler Tumorerkrankungen. Weichteilkarzinome des Hals-Kopf-

Bereichs (HNSCC) weisen zu 90% Überexpression des EGFR auf 
35

. Auch in Hirn-, Lungen-, 

Ovarial- und Mammakarzinomen sowie Kolorektal- und Pankreaskarzinomen ist eine EGFR-

Überexpression mit schlechter Prognose oder Therapieresistenz assoziiert 
36

. 

Dennoch zeigten anti-EGFR gerichtete Therapiestrategien den erwarteten Nutzen nur für einige 

Subpopulationen. Shien et. al. 
37

 zeigten, dass eine Wirksamkeit in nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinomen (non small cell lung cancer, NSCLC) von der Aktivität des Rezeptors abhängig 

war. Bei nicht aktivem EGFR hatte weder die Hemmung durch den Tyrosinkinaseinhibitor (TKI) 

Gefitinib, noch der Rezeptor-Knockdown mit siRNA eine Auswirkung auf die Zellproliferation von 

13 NSCLC Zelllinien. Bei initialem Therapieansprechen limitiert die häufige Resistenzentwicklung 

die EGFR-Targettherapie. Nachgewiesene Mechanismen zur Entwicklung von Resistenzen gegen 

gezielte oder konventionelle Krebstherapien sind unter anderem eine Überlagerung zwischen 

Signalwegen der HER-Familie und anderen Rezeptoren wie G-Protein gekoppelten Rezeptoren 
38

, 

TGF-β Rezeptoren 
39

 oder dem Estrogen-Rezeptor 
40

. Auch die Hochregulierung autokriner by-

passing Signalkaskaden 
41

 und Dimerisierung mit anderen Rezeptortyrosinkinasen, wie dem 

insulin-like growth factor receptor 1 (IGF1) 
42

 oder dem hepatocyte growth factor receptor (MET) 

43,44
, für den eine Transaktivierung durch EGFR beschrieben ist, werden als potentielle 

Resistenzmechanismen diskutiert. MET ist ein Membranrezeptor in Epithelzellen, dessen 

Amplifikation als häufigster Mechanismus für Resistenz gilt 
37

. Rezeptor-unabhängig können 

disregulierte Onkogene oder Tumorsupressorgene die Signalkaskade aus dem Gleichgewicht 

bringen. Das Tumorsupressorprotein phosphatase and tensin homolog (PTEN) reguliert die 

Aktivität der phosphatidylinosiol-3-kinases (PI3K) durch Hemmung der benötigten ATP-

Aktivierung. Eine Deletion von PTEN führt folglich zu konstitutiver PI3K und damit EGFR-

unabhängiger Aktivierung des wachstumsfördernden PI3K/AKT/MTOR Signalwegs.  

Die vielfältigen Abweichungen in entarteten Zellen potenzieren die Komplexität der Interaktionen 

des EGFR-Netzwerkes. Ein Ansatz ist die Multitarget-Therapie, die das Netzwerk an 

unterschiedlichen Schlüsselpunkten synergistisch hemmt. In HNSCC ist der Zusatznutzen einer 

begleitenden Therapie mit Cetuximab bei Bestrahlung auf eine Subpopulation beschränkt. Da 

auch NFB für Überlebenssignale in HNSCC eine Rolle spielt, wurde der Proteasominhibitor 

Bortezomib eingesetzt, um diesen onkogen veränderten NFB-vermittelten Signalweg parallel zu 

hemmen. Die dreifache Kombination (Bestrahlung, Cetuximab und Bortezomib) zeigte 

verbesserte Cytotoxizität im Zellmodell, beschleunigte in einer klinischen Phase I Studie jedoch 

das Voranschreiten und die Progression der Erkrankung, sodass die Studie abgebrochen wurde 

35
. Dies ist ein anschauliches Beispiel, wie unvorhersehbar der Eingriff in ein so komplex 

reguliertes Netzwerk sein kann und welche Herausforderung das Aufspüren geeigneter Targets 

darstellt. 
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Auch die Lokalisation des EGFR wird mit Resistenzmechanismen in Verbindung gebracht. In 

Gefitinib-resistenten Brustkrebszellen mit hohem EGFR Anteil in den lipid rafts, konnte eine EGFR -

kinaseunabhängige Aktivierung von AKT festgestellt werden. Der HMG-CoA-Reduktasehemmer 

Lovastatin sensibilisierte die Zellen für Gefitinib. Dies wurde einem Austausch von Cholesterol in 

den lipid rafts zugeschrieben 
22

. 

Neben dem Wildtyp-EGFR wurden in verschiedenen Tumorgeweben genetische Varianten 

identifiziert (Abb. 3), beispielsweise aktivierende Mutationen der Kinasedomäne oder die 

konstitutiv aktive EGFR-Variante III (EGFRvIII, vIII). Aktivierende Mutationen beeinflussen die 

Sensitivität und Resistenzentwicklung gegenüber EGFR-spezifischen TKI bei Lungenkrebs 
45

, 

während EGFRvIII unter anderem in Glioblastomen stark exprimiert wird und mit geringer 

Differenzierung und hoher Aggressivität des Tumors assoziiert ist 
46

.  

 

 

 
Abb. 3: Lokalisation einiger funktionell relevanter, typischer Mutationen in Glioblastomen und 
Lungenkrebs 

11,47
. Glioblastome enthalten häuftig Mutationen der externen Ligandenbindungsdomäne die 

eine ligandenunabhängige Dimerisierung und Aktivierung ermöglicht. Die Kinaseaktivität selbst wird durch 
aktivierende Duplikationen der Kinasedomäne oder Deletionen der autoregulierenden C-terminalen Kette 
verstärkt. Mutationen in Lungenkrebs sind auf die Kinasedomäne der Exone 18 bis 21 konzentriert und 
häufig Substitutionen einer Aminosäure. Diese können die Sensitivität gegenüber TKI sogar noch erhöhen, 
wie die Deletion ∆LRE und L858R Punktmutation oder sie bewirken Resistenzentwicklung (T790M). 

 

Die zelluläre Kinetik, wie Internalisierungsprozesse 
48

 und das Muster der rekrutierten 

Adapterproteine solcher genetischer Varianten sind nachweislich verändert, wurde bisher jedoch 

nicht systematisch untersucht. Resistenz gegen TKI und die EGFRvIII wurden mit dem 

entwickelten Protokoll in der vorliegenden Arbeit auf veränderte Proteinmuster im 

EGFR-Interaktom analysiert und werden im Folgenden näher betrachtet. 



Einführung                                                                                                                                      7 

 

1.1.3 EGFR Signalinhibition 

Die Hemmung der EGFR-Signalkaskaden schien eine plausible Strategie zu sein, die Sensibilität 

auf die eigentliche Antitumortherapie zu erhöhen oder wiederherzustellen. Umso überraschender 

war die enttäuschend geringe Ansprechrate in Lungen- und Kolonkarzinomen. Zudem sprachen 

weniger Krebsarten auf die Therapie an, als vorhergesagt 
10

. Einige Subpopulationen profitieren 

jedoch unbestreitbar von der Anti-EGFR-Target-Therapie und in ein besseres Verständnis der 

Mechanismen wird große Hoffnung gelegt um die Bandbreite zu verbessern. Der EGFR wird 

entweder extrazellulär durch monoklonale Antikörper (mAK) oder intrazellulär durch TKI 

inaktiviert. Für den Übergang von der Wachstumsphase G1- zur Synthese-Phase ist EGF-

induziertes Cyclin D1, beziehungsweise cyclin dependant kinase (CDK2) inhibitor p27 nötig. Auf 

die Hemmung des EGFR folgt daher eine Wachstumshemmung durch Verzögerung des Zellzyklus 

in der G1-Phase (G1-Arrest). Reduktion der CDK2 führt außerdem zu verringerter E2F-vermittelter 

Transkription 
15

. Als Ursache der apoptotischen Wirkung von mAK und TKI wird die Hemmung 

des Signalweges der mitogen-activated protein kinase (MAPK) angesehen. Die Liganden EGF und 

TGF sind bekannte Stimulatoren der Angiogenese durch erhöhte Transkription des vaskulären 

Wachstumsfaktors (vEGF). Auch das invasive Potential entarteter Zellen wird durch EGF gefördert. 

In einigen Zelllinien von NSCLC, Mamma- und Prostatakarzinomen wurde eine parakrine 

Ausschüttung von EGF durch Makrophagen und damit verbundene Invasivität erfolgreich durch 

Hemmung des EGFR unterbunden 
15

.  

Der humanisierte (chimere) mAK Cetuximab (Erbitux) ist für die Behandlung metastasierender 

oder rezidivierender Weichteilkarzinome zugelassen 
49

, sowie im fortgeschrittenen Stadium in 

Kombination mit Bestrahlung. Cetuximab ist außerdem bei Metastasen oder Therapieversagen 

bei kolorektalen Karzinomen in Kombination mit Irinotecan 
31

 zugelassen. Die Bindung eines mAK 

an die externe Domäne des EGFR verhindert die Bindung eines Liganden und die damit 

verbundene Konformationsänderung, die zur Dimerisierung nötig ist. Allerdings ist eine 

intrazelluläre Phosphorylierung durch kreuzende Signalkaskaden oder aktivierte Onkoproteine 

weiterhin möglich und die Transphosphorylierung ist trotz fehlender Fähigkeit zur Dimerisierung 

durch andere RTK beschrieben 
50

. Die häufigsten unerwünschten Nebenwirkungen der mAK sind 

immunologischer Natur in Form von Hautausschlag, seltener schwere 

Überempfindlichkeitsreaktionen. Im Gegensatz zum chimeren humanisierten Mausantikörper 

Cetuximab sind die mAK der neuen Generation vollständig humanisiert 
51

, wovon eine geringere 

immunogene Reaktion auf die Antikörper erhofft wird. Dennoch konnten mAK in Studien 

außerhalb ihrer zugelassenen Indikationen bisher nicht signifikant das Überleben der Patienten 

verlängern. Die Lebensqualität konnte verbessert und die Zeit bis zur Progression verlängert 

werden, doch werden die Kosten für die Therapie, gemessen in quality-adjusted life-year (QALY), 

bis zu fünfmal höher eingeschätzt, als lokale Gesundheitsbehörden ermessen 
51

.  

Die 4-Anilinoquinazoline wie Gefitinib und Erlotinib konkurrieren kompetitiv mit ATP um die 

Bindetasche der intrazellulären Kinasedomäne des EGFR. Sie sind für die Behandlung von 

fortgeschrittenem oder metastasierendem Lungenkrebs und Erlotinib zudem bei Pankreaskrebs 

zugelassen. Ein Vorteil ist ihre orale Bioverfügbarkeit gegenüber den mAK, die meist wöchentlich 
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als Infusion appliziert werden müssen. Es gibt Hinweise, dass Tumore mit aktivierenden 

Mutationen des EGFR vollkommen abhängig von dessen Signalwegen sind und deshalb 

besonders gut auf die Behandlung mit TKI ansprechen 
52

. Nach initialem Ansprechen entwickeln 

jedoch alle Patienten nach 10–14 Monaten Resistenz gegen die Behandlung. In 50–60% ist eine 

Mutation an der ATP-Bindestelle für die erworbene Resistenz verantwortlich, welche die Bindung 

des TKI sterisch hindert 
52

 beziehungsweise die Affinität gegenüber dem Substrat ATP stark 

erhöhen (T790M) 
53

. Die zweite Generation der TKI bindet kovalent an die ATP Bindungsschlaufe 

und hemmt die Signalinitiierung irreversibel. Nachdem zu Beginn der EGFR Targettherapien auf 

hohe Spezifität Wert gelegt wurde, werden inzwischen bewusst mehrere Targets adressiert, um 

mögliche Ausweichsignalwege ebenfalls zu unterbinden. Der irreversible TKI Afatinib inhibiert 

neben EGFR auch HER2 und HER 4. Seine stärkere Wirkung erlaubt die einmalige Einnahme am 

Tag und erhöht damit die Therapieadherenz der Patienten 
52

. Die Dosis muss bei eingeschränkter 

Nierenfunktion nicht angepasst werden und es besteht im Gegensatz zu seinem reversiblen 

Vorgänger Erlotinib kein Cytochrom P450 Metabolismus 
50

. Da EGFR physiologisch besonders in 

(Schleim-)häuten exprimiert wird, erleiden 90% der Patienten mindestens Hautausschlag oder 

gastrointestinale Störungen wie Durchfall und Übelkeit. Mit unterstützenden Maßnahmen sind die 

Nebenwirkungen jedoch gut kontrollierbar und wurden aufgrund der reduzierten Symptome des 

NSCLC, wie Husten und Schmerz, toleriert. In seltenen Fällen kam es zu schwereren 

Nebenwirkungen, unter anderem interstitielle Lungenerkrankungen 
52

. In der Vorklinik zeigte sich 

Afatinib vielversprechend als first und second line Therapie, dennoch beschränkt sich die Wirkung 

auf aktive EGFR 
53

. Trotz irreversibler Hemmung entwickeln sich Resistenzen gegen Afatinib, 

wenn auch die Rate erworbener Mutationen gegenüber der ersten Generation geringer ist. Da 

kaum weitere Therapieoptionen im fortgeschrittenen Stadium nach Resistenzentwicklung 

bestehen, wird meist mit konventioneller Chemotherapie behandelt, wenn die Konstitution des 

Patienten dies zulässt oder die Teilnahme an Studien neuer Behandlungsstrategien wird 

erwogen. Bisher konnte eine Überlegenheit der irreversiblen TKI gegenüber der ersten 

Generation in Studien nicht belegt werden. Einige solcher Studien basierten auf resistenten, 

austherapierten Tumoren, sodass ein Nutzen zu früherem Zeitpunkt denkbar bleibt. Zudem sind 

die Studien untereinander sehr heterogen und selten werden bereits bekannte Kriterien für 

Ansprechbarkeit (Mutationen) berücksichtigt. Studien, die den Therapieerfolg von TKI erster und 

zweiter Generation direkt vergleichen, sind noch nicht abgeschlossen. Neben der EGFR Mutation 

beruhen weitere Mechanismen für TKI-Resistenzen in NSCLC auf einer MET-Amplifikation (eine 

Rezeptortyrosinkinase) oder Überexpression seines einzigen bekannten Liganden hepatocyte 

growth factor (HGF) 
54

 sowie dem Verlust von PTEN, der Transformation in kleinzellige 

Lungenkarzinome und weitere Mechanismen sowie Kombinationen untereinander 
55

. 

Bevor weitere Targets zur kombinierten Therapie etabliert sein werden, besteht klinisches 

Interesse an der Inaktivierung der EGFR Signalkaskade durch Kombination von Cetuximab mit 

Erlotinib. In Zell- und in-vivo-Modellen zeigte sich die Kombination wirksam gegen die 

Resistenzmutation und führte in elf von 13 Fällen zu Tumorregression 
56

.  
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Anti-EGFR-sensible Mutationen finden sich gehäuft in weiblichen oder asiatischen Populationen 

sowie bei lebenslangen Nichtrauchern 
52

. Dennoch erlauben diese Parameter keine zuverlässige 

Voraussage über den EGFR Status und die Ansprechbarkeit auf eine anti-EGFR gerichtete 

Therapiestrategie. Die national comprehensive cancer network (NCCN) Leitlinien empfehlen seit 

2011 die Analyse des Tumorgewebes und Therapie mit TKI für dokumentierte sensible 

Mutationen als first line Therapie 
52

. Weitere Biomarker für zuverlässige Vorhersage der 

Wirksamkeit anti-EGFR gerichteter Therapien sind dringend nötig. 

1.1.4 EGFR Variante III 

Dem viralen EGFR-Homolog, vEGFR, fehlt die komplette externe Domäne, weshalb es meist als 

Dimer vorliegt, konstitutiv aktiviert und entsprechend onkogen ist. Eine ähnliche Mutation wurde 

1990 im Menschen identifiziert 
57

, genannt Variante III (EGFRvIII, vIII). Durch Deletionen auf den 

Exons 2–7 fehlen dieser Variante die externen Aminosäuren 6–272 
58

. Die Bruchstellen sind 

durch ein neu eingefügtes Glycin fusioniert 
11

. Häufig wurde die EGFRvIII in Wildtyp 

überexprimierenden Tumoren diagnostiziert, was zu der Vermutung führte, die Überexpression 

löse die Deletionsmutation auf den Exons 2–7 aus 
57,59

.  

Die EGFRvIII ist besonders in Hirntumoren aber auch in Wichteiltumoren im Hals-Kopf-Bereich 

(HNSCC 40% 
50

, Brust und Eierstöcken exprimiert und ist durch invasives Verhalten 

charakterisiert. Bis zu 30% aller Glioblastome enthalten EGFRvIII und konventionelle 

Behandlungsmethoden wie chirurgische Entfernung des Tumors, Strahlen- oder Chemotherapie 

zeigen wenig Erfolg. Die Prognose und Therapieoptionen für Patienten mit fortgeschrittenem 

Glioblastom konnte in den vergangenen 20 Jahren nicht verbessert werden 
60

. 

Da Liganden nicht an EGFRvIII binden und deren Internalisierung verursachen können, bleibt er 

oft als Dimer 
61

 und membranständig 
62

. Über Mikrovesikel konnte eine „Übertragung“ des 

EGFRvIII von Membran zu Membran benachbarter Zellen gezeigt werden 
63

. Bei der konstitutiven 

Aktivierung durch vIII werden vorzugsweise PI3K oder MAPK Signalwege stimuliert. Dadurch 

vermittelt vIII nur die Transkription einer Teilmenge der EGFR-regulierten Gene, die durch 

aktivierten Wildtyp exprimiert werden 
64

. Das Tumorsupressorprotein PTEN würde die PI3K-

Aktivität gewöhnlich limitieren. In einigen TKI-insensitiven Glioblastomen mit EGFRvIII Mutation 

wurden reduzierte PTEN-Level festgestellt, sodass AKT unter TKI-Behandlung weiter aktiviert 

bleibt. Kinaseunabhängige Funktionen des membranständigen EGFR, wie Stabilisierung von 

SGLT1 und PUMA-Protein erfüllt vIII ebenfalls. Die richtige Faltung großer Proteine wird von einer 

Proteingruppe, den sogenannten Chaperonen, unterstützt, beziehungsweise die Konformation 

stabilisiert. Konstitutiv aktive EGFR sind abhängig von der Stabilisierung durch das heat shock 

protein 90 (HSP90)-Chaperon, dessen Inhibition zur Reduktion der EGFR-Level und EGFR-Aktivität 

führte 
65

. Die Translokation zu Zellkern und Mitochondrien konnte zwar gezeigt werden, die 

Auswirkungen weichen jedoch vom Wildtyp ab und sind noch nicht ausreichend untersucht 
17

. 

Cetuximab bindet EGFRvIII und führt in vitro zu Rezeptorinternalisierung und folglich verminderter 

Aktivität, unterbindet jedoch nicht die Funktion, da die Tyrosinkinase ligandenunabhängig aktiviert 

ist. Daher konnte Cetuximab zur Behandlung EGFRvIII-exprimierender Tumore klinisch nicht 
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überzeugen. Ein EGFRvIII-spezifischer AK zur Markierung entarteter Zellen wurde entwickelt und 

befindet sich in klinischer Phase mit initial erfolgversprechenden Ergebnissen 
66

. Ein weiterer 

Ansatz ist die aktive Immunisierung gegen EGFRvIII-exprimierende Krebszellen durch ein Peptid, 

das der EGFRvIII-eigenen Glycin-Fusionsschnittstelle nachempfunden wurde und erfolgreich in 

Tiermodellen eingesetzt wurde 
67

. Beide Strategien richten sich spezifisch gegen EGFRvIII, der 

ausschließlich in Krebszellen exprimiert wird und bieten dadurch den Vorteil, physiologisches 

Gewebe zu schonen.  

1.2 Massenspektrometrie von Proteinen 

1.2.1 Massenspektrometrie (MS) 

Die Entschlüsselung des humanen Genoms im Jahre 2003 
68

 ermöglichte die 

massenspektrometische Analyse komplexer Proteingemische. Analog zum Begriff des Genoms 

als Gesamtheit aller Gene eines Organismus etablierte sich der Begriff Proteom als Gesamtheit 

der Proteine eines Kompartiments (Abb. 4). Durch die Codierung der Basentriplets für 

Aminosäuren kann jedes Gen in die theoretische Aminosäuresequenz übersetzt werden. Die 

gemessenen Massen definierter Peptide werden mit den berechneten Massen theoretischer 

Peptide in Datenbanken abgeglichen und einem Protein zugeordnet. Das bedeutet, dass der 

genetische Code eines Organismus bekannt sein muss, um sein Proteom MS-gestützt 

analysieren zu können. Dies führte zu einer rasanten Methodenentwicklung zur Analyse von 

Proteinstruktur, Funktion und Interaktionen, die die Proteinforschung unter dem Begriff Proteomik 

69
 revolutionierte. Unabhängig von der großen Bandbreite inzwischen etablierter Methoden, 

basiert jedes Proteomik-Experiment auf Probenpräparation und Fraktionierung, 

massenspektrometischer Messung und Datenverarbeitung. Zuerst müssen Proteine durch 

Aufschluss des Materials gewonnen und gegebenenfalls eine Subpopulation isoliert werden. Das 

Proteingemisch wird durch eine Protease an definierten Stellen zu Peptiden geschnitten und von 

Salzen oder Lösemittelsubstanzen gereinigt. Um die Identifikationsrate komplexer 

Peptidgemische zu erhöhen, wird die Probe meist nach Auftrennung anhand der Wechselwirkung 

zwischen mobiler und stationärer Phase durch Flüssigchromatographie (LC) fraktionsweise dem 

Ionisator des Massenspektrometers zugeführt. Eine der für die Analyse von Peptiden geeignete 

Ionisationsmethode ist die Electronen-Spray-Ionisation (ESI), deren Entwicklung 2002 mit dem 

Nobelpreis für Chemie geehrt wurde 
70

. Die Ionisation der ESI basiert auf dem Prinzip der 

Abstoßung gleichartig geladener Ionen durch das Anlegen einer Spannung an eine 

Metallkapillare. Die Abstoßungskräfte in der Analytlösung erzeugen am Kapillarende ein Aerosol 

mit ungefähr 10 µm Tröpfchendurchmesser. Durch das Verdunsten des Lösemittels steigen die 

Abstoßungskräfte der Tröpfchen erneut, bis die Oberflächenspannung überschritten wird 

(Raleigh-Grenze) und die Tröpfchen explodieren (Coulomb-Explosion).  
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Abb. 4: Funktionale Ebenen der Genomforschung. Gene enthalten die Baupläne für alle möglichen 
Vorgänge, die einen Organismus steuern (Genom). Die RNA repräsentiert die Genaktivität und welche 
Prozesse zu erwarten sind (Transkriptom). Realisiert werden die Prozesse durch Enzyme und andere 
Proteine (Proteom). Das Resultat tatsächlich ausgeführter Vorgänge spiegelt sich im Metabolom wider, allen 
endogenen und exogenen Substanzen, die im Zuge der verschiedenen Vorgänge gebildet werden. MS-
gestützte Proteomanalyse basiert auf dem Abgleich theoretischer Peptidmassen durch Übersetzung des 
DNA-Codes in die Aminosäuresequenz mit generierten Messdaten. Durch definiertes Spalten der 
extrahierten Proteine werden definierte Peptide erhalten, die ein spezifisches Massenspektrum erzeugen. 
Diese werden mit Datenbanken abgeglichen, die alle theoretischen Massenspektren der theoretisch 
möglichen Peptide enthalten und einem Protein zugeordnet.  

 

Dies wiederholt sich, bis die Peptidfraktionen als Ionengas beschleunigt und im Masseanalysator 

noch weiter nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) aufgetrennt werden. Dies geschieht 

durch das m/z-abhängige Verhalten in wechselnden elektromagnetischen Feldern 

verschiedenster Form. Je nach Eigenschaft wird ein Peptid unter definierten Bedingungen 

abgelenkt und trifft auf den Massedetektor. Die erhaltenen Daten werden durch leistungsstarke 

Suchalgorithmen mit entsprechenden Datenbanken abgeglichen. Diese Datenbanken enthalten 

die m/z-Verhältnisse theoretisch möglicher Peptide unter Beachtung der spezifischen 

Schnittstellen der verwendeten Protease. Die häufig verwendete Endopeptidase Trypsin, zum 

Beispiel, schneidet Peptidbindungen C-terminal nach den basischen Aminosäuren Lysin und 

Arginin 
71

. Selbst verfehlte Schnittstellen oder definierte Modifikationen können berücksichtigt und 

die Peptide einem Protein zugeordnet werden. 
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1.2.2 Relative Quantifizierung mit dem Normalized Spectral Abundance Faktor  

Ein Peptid erzeugt ein individuelles Spektrum, viele dieser Peptide erzeugen entsprechend 

mehrere dieser Spektren. Diese peptide spectral matches (PSM) desselben Peptides können in 

verschiedenen Proben gezählt werden (spectral counts), um die Peptidmenge zu vergleichen. Da 

die Anzahl gemessener Spektren eines Proteins in der Regel von der Proteingröße abhängig ist, 

können sie allerdings nicht zur Quantifizierung von Proteinen untereinander herangezogen 

werden. Der normalized spectral abundance factor (NSAF) erlaubt die relative Quantifizierung von 

Proteinen durch Normalisierung der gemessenen Spektren und überwindet experimentelle oder 

probenbedingte Schwankungen in unmarkierten Proteomuntersuchungen 
72

. Um zu 

berücksichtigen, dass ein großes Protein mehr Spektren liefert als ein kleines, wird die Anzahl an 

PSM eines Proteins durch seine Länge (Anzahl Aminosäuren) oder die Molekularmasse dividiert 

und anschließend durch die Summe aller SAFs einer Messung dividiert, um den normalized 

spectral abundance factor (NSAF) zu erhalten.  

            

          

        

  
   
 

  

 

Im Falle einer Affinitätsaufreinigung über ein Protein können die NSAF-Werte der Proteine in % 

zum Target dargestellt und die Proteinmengen experimentübergreifend verglichen werden. 

 

1.2.3 Relative Quantifizierung durch stable isotope labeling by amino acids in cell culture 

(SILAC) 

Im Jahr 2002 stellte die Arbeitsgruppe um Mathias Mann 
73

 stable isotope labeling by amino acids 

in cell culture (SILAC) zur Quantifizierung veränderter Proteinmuster unter verschiedenen 

Einflüssen vor. Dazu werden die Kulturen mit unterschiedlich schweren Aminosäuren inkubiert, 

die stabile Kohlen- oder Stickstoffisotope enthalten. Voraussetzung des vollständigen Ersatzes 

der natürlichen Aminosäuren durch die isotopenmarkierten ist die fehlende Eigensynthese der 

verwendeten Aminosäuren durch die Zelle. Am häufigsten werden L-Lysin und/oder L-Arginin mit 

13
C- und/oder 

15
N-Isotopen verwendet 

74
. Nach fünf Zellverdopplungen sollten annähernd 97% 

der Proteine die Isotopen-Aminosäuren (AS) eingebaut haben 
73

. So können Proben zunächst 

unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt, Lysate nach Proteinbestimmung 1:1 vermengt und 

anschließend in einem Arbeitsgang aufbereitet werden (Abb. 5). Protokollbedingte 

Schwankungen zwischen den Proben durch Wasch- oder Extraktionsschritte werden somit 

reduziert. Die sensitiven Massenspektrometer detektieren die Massen und eine 

Quantifizierungssoftware identifiziert SILAC-Peptidpaare anhand der spezifischen 

Massendifferenz zwischen dem leichten und dem schweren Peptid. Sowohl Arginin als auch 

Lysin enthalten beispielsweise sechs Kohlenstoffatome. Demnach sind 
13

C-isotopenmarkierte 

Peptide je Lysin und Arginin um 6.02 Da schwerer als ihr unmarkiertes Kontrollpeptid. Peptid-

Datenbanken für SILAC-Experimente enthalten für jedes theoretische Peptid zusätzlich die 
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theoretischen Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse für entsprechend markierte Aminosäuren. Durch 

den Vergleich der Peakflächen oder maximalen Peakintensitäten wird ein Peptidverhältnis 

kalkuliert, welches schließlich die veränderte Proteinmenge zur Kontrollprobe indiziert. 

 

 

Abb. 5: Prinzip der relativen Quantifizierung durch stable isotope labeling by amino acids in cell 
culture. Kulturen werden in Nährmedien mit leichten (

12
C) oder schweren (

13
C) Aminosäuren (meist Lysin, 

Arginin) kultiviert. Dabei werden bis zum nahezu vollständigen Ersatz natürlicher Aminosäuren die Isotope in 
die Proteine inkorporiert. Die Kulturen werden unterschiedlich behandelt und lysiert. Nach Bestimmung des 
Proteingehaltes werden die Lysate 1:1 vermischt und die weitere präparative Aufarbeitung in einem 
Arbeitsgang vorgenommen. Anhand der Intensität der m/z-Peaks kann das schwere Peptid relativ im 
Verhältnis zur Intensität seines leichten Peptids quantifiziert werden.  

 

1.2.4 Stand der Forschung 

Vor der Entwicklung leistungsstarker MS musste ein Protein bekannt sein, um es eindeutig 

identifizieren zu können und bei immunologischer Detektion im Western Blot oder 

Immunfluoreszenz zudem ein spezifischer Antikörper zur Verfügung stehen. Die Information 

beschränkte sich auf das eine Protein und Quantifizierungen durch densitometrische Messung 

der Signalstärke gestalteten sich recht ungenau. Im Gegensatz dazu bietet die MS die Analyse 

eines gesamten Proteoms oder Netzwerkes, und identifiziert dabei selbst unbekannte 

Komponenten. Quantifizierung von Änderungen der Proteinexpression kann entweder mit 

unmarkierten Ansätzen durch Vergleich von spectral count Parametern (PSM) jedes Proteins in 

verschiedenen Proben 
75

 realisiert werden oder eine der Proben wird markiert und eine typische 

Massendifferenz identischer Peptide durch das Massenspektrometer ermittelt 
73

. Die Markierung 

von Proteinen einer Probe ermöglicht die gemeinsame Aufarbeitung und Messung unterschiedlich 

behandelter Proben. Metabolischer Einbau von Aminosäuren (siehe Kapitel 1.2.3 SILAC), 

erfordert die Kultivierung in entsprechendem Medium um eine vollständige Einbaurate zu 

garantieren, was nicht immer möglich ist. Mit dem Isotope-coded affinity tag (ICAT) werden 

leichte oder schwere Marker an Cysteinreste in Proteinen assoziiert 
76

. Für cysteinarme Proteine 
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oder Regionen, wie die intrazelluläre Domäne des EGFR, ist diese Methode allerdings nicht 

geeignet, da entsprechende Peptide nicht Teil der Quantifizierung wären. Änderungen kleiner 

Proteinmengen wie beispielsweise von Signalproteinen nach einer Behandlung, gehen trotz der 

modernen, hochsensitiven Massenspektrometern in der großen Menge hoch exprimierter 

Proteine unter 
77

. Daher werden eine Reihe von Isolationsstrategien angewendet, um die zu 

analysierende Proteinpopulation einzugrenzen, wobei jede Strategie Vor- und Nachteile mit sich 

bringt. Multiple reaction monitoring (MRM) ist eine Equipment-basierte Methode, ausgewählte 

Peptide zu identifizieren, indem andere Massen von der Messung ausgeschlossen werden. Dazu 

muss allerdings das Target beziehungsweise seine Masse bekannt sein, da diese im Voraus für 

die spezielle Suche definiert werden muss 
78

. Aufreinigungen gezielter Subproteome 

(beispielsweise von Zellorganellen, Membranen) bieten Einblick in funktionale Netzwerke 
75,77

. 

Viele Studien des EGFR Netzwerkes verwenden Phosphoproteomics 
76,79

, gegebenenfalls in 

Kombination mit relativer Quantifizierung durch SILAC 
44

, um gezielt das Netzwerk Phospho-

abhängiger Signale zu untersuchen. Wegen der kleinen Menge phosphorylierter Peptide in 

komplexen Proteinlysaten, ist die Anreicherung der Phosphopeptide essentiell. Unter anderem 

eignen sich sequential immobilized metal affinity chromatography (SIMAC) 
80

 oder 

Chromatographie mit Phosphat-bindenden TiO2- oder Fe
3+

-Säulen. Eine Anreicherung ist 

allerdings immer mit Erhöhung der Variabilität und Verlust sehr seltener Proteine verbunden 
81

. 

Gleichzeitig wird die Sequenzabdeckung reduziert 
82

 und Veränderungen des 

Phosphorylierungsstatus durch voranalytische Variablen beziehungsweise unphysiologische 

Bedingungen, sind möglich 
83

. Die differentielle relative Quantifizierung zweier Proben ist 

außerdem ohne das nicht-phosphorylierte Kontrollpeptid nicht möglich 
84

. Einige Tyrosine binden 

nach Aktivierung nicht zwingend Signalproteine, sondern beeinflussen die Bindungsaffinität 

anderer Bindungsstellen oder gehören nicht spezifisch zum Netzwerk, das analysiert werden soll. 

Andersherum können Mitglieder eines Netzwerkes nicht detektiert werden, wenn ihre 

Wechselwirkung nicht auf Phosphorylierungen basiert. Computergestützte Analysen von Protein-

Protein-Interaktionen sind ein nützliches Werkzeug zur systematischen Berechnung von 

Interaktionsnetzwerken 
85,86

, allerdings sind dazu ausführliche und aktuelle Datenbanken nötig, 

die auf Basis valider molakularbiologischer Experimente erstellt werden müssen. 

1.3 Zielstellung 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines systembiologischen Ansatzes zur 

MS-gestützten Analyse des EGFR-Interaktoms unter veränderten Einflüssen. Die Isolation und 

MS-Detektion des EGFR und seiner gebundenen Interaktionspartner sollte durch 

Immunpräzipitation (IP) an einem Modellsystem der EGFR-Überexpression, den A431-Zellen, 

validiert werden. Anschließend folgte die differentielle Analyse und relative Quantifizierung 

veränderter Proteinmuster am Modell der EGF-Stimulation. Abschließend wurde die Methode auf 

klinische Fragestellungen zu abberanten Signalwegen bei Resistenz gegen den TKI Afatinib und 

Erlotinib beziehungsweise EGFR-Mutation (EGFRvIII) übertragen und angewendet. 
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2 Ergebnisse und Diskussion 

2.1 Etablierung der Methode 

2.1.1 Biotinylierung von Cetuximab  

Die erfolgreiche Isolation der EGFR-assoziierten Proteine erfordert einen spezifischen Antikörper 

mit hoher Affinität, dessen Bindung nicht die Proteininteraktionen behindert. Der verwendete 

EGFR-Antikörper Cetuximab (Erbitux®) entspricht diesen Anforderungen, indem er hochspezifisch 

an die extrazelluläre Domäne des EGFR bindet. Für die Kopplung an Streptavidin-

paramagnetische Partikel (SA-PMP) wurde Cetuximab biotinyliert. Ob eine ausreichende Bindung 

von Biotinmolekülen je Antikörper sowie der Erhalt der Antigen-bindenden Eigenschaft 

gewährleistet waren, wurde durchflusszytometrisch ermittelt (Abb. 6). Der biotinylierte Antikörper 

bindet zunächst sein Target an der Zelloberfläche der EGFR-überexprimierenden A431-Zellen. Im 

zweiten Schritt wird der fluoreszenzmarkierte Anti-Biotin-Antikörper VioBlue® an die 

Biotinmoleküle gebunden. Die Fluoreszenzintensität der markierten Zellen wurde im 

Durchflusszytometer gemessen und im Vergleich zu Kontrollfärbungen bewertet. Als Kontrollen 

dienten native ungefärbte A431-Zellen, an denen die Hauptpopulation in Vorwärts- (FSC-A) und  

 

 

 

 

Abb. 6: EGFR Oberflächenmarkierung von A431-Zellen mit anti-biotin-VioBlue-AK (VB). (A) Dotplot der 
relativen Größe (FSC-A) gegen relative Granularität (SSC-A) der Zellpopulation sowie relative Größe 
(FSC-A) gegen relative VB Intensität (B) ungefärbter A431-Zellen, (C) unspezifisch bindenden IgG-AK (D), 
selbst biotinyliertem Cetuximab sowie (E) eines kommerziellen anti-EGFR-AB-biotin. (F) Histogramm: relative 
Zellzahl gegen relative VB Intensität zum Vergleich der maximalen Intensitäten für B-E und deren mittlere 
VB Intensität tabellarisch dargestellt. 
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Seitwärtsscatter (SSC-A) definiert (Abb. 6A) und die VioBlue Intensität am Gerät niedrig 

eingestellt wurde (Abb. 6B, mittlere relative Intensität 0,35). Als Isotypkontrolle wurde ein 

biotinylierter unspezifisch bindender Mausantikörper desselben IgG-Isotyps anstelle des EGFR 

Antikörpers mit den Zellen inkubiert, dessen VioBlue-Intensität mit einer mittleren relativen 

Intensität von 4,32 (Abb. 6C) deutlich unter der spezifischen Färbung mit 60,98 liegt (Abb. 6D). 

Die Positivkontrolle (Abb. 6E), ein kommerziell erhältlicher biotinylierter anti-EGFR-Antikörper 

bindet mit einer mittleren relativen Intensität von 88,97 besser, jedoch vergleichbar mit der eigens 

hergestellten Charge. Die Intensitäten der vier Proben sind vergleichend in einem Histogramm 

dargestellt (Abb. 6F). 

 

 

2.1.2 Isolation des EGFR-Adapterproteinkomplexes durch Immunpräzipitation (IP) 

 

Damit der Rezeptor samt seiner Interaktionspartner möglichst schonend aus der Membran gelöst 

werden konnte, wurde zunächst Nonidet P-40 (NP) 0,5%ig als Detergenz im Lysepuffer 

verwendet. Aufgrund mangelnder EGFR Banden im Western Blot (WB) wurde Triton X-100 (TX) 

0,1%ig beziehungsweise 1%ig als Detergenz eingesetzt und die Lysate im WB hinsichtlich EGFR-

Intensität verglichen (Abb. 7A). Da TX in 1%iger Konzentration den Zellrasen bereits nach 1 min 

vollkommen ablöste und 0,1% TX vergleichbare EGFR Banden im WB erzielte (Abb. 7A), wurde 

die Zelllyse fortan mit 0,1% TX vorgenommen. Die starke Biotin-Streptavidin-Bindung des 

Konjugats, sowie die schonende Elution der präzipitierten Proteine mit 0,1 M Glycin-Lösung 

pH 2,5 hat gegenüber aggressiveren Elutionsmitteln den Vorteil, dass kaum Antikörper ins Eluat 

gelangt. Neben der Abwesenheit ungewollter Proteinmengen bei weiterer Analyse soll damit die 

Funktionsfähigkeit des Bead-Antikörper Konjugates erhalten bleiben und eine Wiederverwendung 

möglich sein. Um die erhaltene Funktionsfähigkeit zu überpfüfen wurden nacheinander drei IP 

(I-III) mit 50 µg desselben konjugierten Antikörpers durchgeführt. Anstelle der einmaligen Elution 

mit 100 µl 0,1 M Glycin-Lösung wurde eine schrittweise Elution mit 5x25 µl vorgenommen (E1-5) 

und diese für jede der drei IP separat aufgetragen. Die restlichen Eluate wurden je IP vereint und 

gegeneinander aufgetragen (Abb. 7B). Aufgrund der pH-puffernden PBS-Reste der 

Waschvorgänge um das Konjugat herum, wurden allgemein erst mit dem vierten Elutionsschritt 

ausreichend große Proteinmengen durch pH-Sprung eluiert. Im weiteren Vorgehen wurde der 

letzte PBS-Waschvorgang des Konjugats mit physiologischer NaCl-Lösung (+0,02% Tween) 

ersetzt und weiterhin schrittweise eluiert. Die Zunahme der EGFR-Bandenintensität von der ersten 

bis zur dritten IP impliziert einen Übertrag von präzipitierten Proteinen in nachfolgende Analysen 

Da ein Vergleich unterschiedlicher Einflüsse auf den EGFR-Komplex vorgesehen war, wurde von 

der Wiederverwendung des Konjugates Abstand genommen und für jeden Versuch frisches 

verwendet. Für die geplante massenspektrometrische Analyse der Proteinzusammensetzung 
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Abb. 7: Western Blot-Analyse zur 
Validierung der Immunpräzipitation 
(IP): (A) Jeweils 25 cm² Zellrasen wurde 
mit 300 µl Lysepuffer (LP) mit 0,5% NP 
oder TX 0,1% und 1% 5 min lysiert, 20 µl 
aufgetragen und EGFR detektiert. (B) 
50 µg AK wurden nacheinander für 3 IPs 
verwendet (IP I-III) und die Elution 5x mit 
25 µl 0,1% Gly durchgeführt (E1-5), 
jeweils 15 µl aufgetragen, Reste vereint 
und je 15 µl der Eluate für IP I-III 
aufgetragen sowie 15 µl Lysat (L) und 
EGFR detektiert. (C) IP mit 50 µg AK 
Elution je ½ mit 4M Urea pH 7,5 (U) und ½ 
mit 0,1M Glycin pH 2,5, (G) je 20 µl 
aufgetragen und EGFR detektiert. (D) IPs 
mit variierendem µg AK:µg Protein (TP) 
Verhältnis (IP1-5); EGFR Detektion in 
Eluaten (E) und IP Überständen (Ü) 

 

musste das Glycin aus dem Eluat entfernt und der pH 

Wert auf über sieben angehoben werden. Eine 

Elution mit 4 M Urea-Lösung pH 7,5 würde 

Reinigungsschritte zur Entfernung des Glycins und 

damit verbundenen Proteinverlust umgehen, da ein 

tryptischer Verdau direkt im Eluat möglich wäre. Eine 

IP mit 50 µg Antikörper wurde durchgeführt und das 

Konjugat jeweils zur Hälfte mit Glycin oder Urea 

eluiert und die Intensität des EGFR-Signals im WB 

verglichen (Abb. 7C). Die Elution mit Glycin zeigte 

sich der Elution mit Urea deutlich überlegen, deren 

EGFR Banden sogar dem Lysat gegenüber 

schwächer waren. Um die maximale Präzipitation des 

EGFR zu gewährleisten, sollte der Antikörper gesättigt 

sein und ein leichter Überschuss des Targets 

vorliegen. Um die optimalen Konditionen zu 

bestimmen, wurde EGFR mit variierenden 

Verhältnissen von Antikörper (AK) zu totaler 

Proteinmenge (TP) aus Lysaten von A431-Zellen 

präzipitiert und in den Eluaten mit entsprechenden IP 

Überständen detektiert (Abb. 7D). IP1 

(25 µg Antikörper : 1500 µg TP) und IP3 

(12,5 µg Antikörper : 750 µg TP) deren AK:TP 

Verhältnis identisch ist, ergaben die größte EGFR 

Ausbeute. Eine Reduktion der Proteinmenge bei 

konstanter Antikörper Menge (IP2, 4 und 5) 

resultierte in einer geringeren EGFR Ausbeute, was 

auf einen Antikörper-Überschuss schließen lässt, 

obwohl EGFR im Überstand in detektierbarer Menge 

verblieb. Daher wurde das Verhältnis AK:TP von 1:60 

im weiteren Verlauf verwendet und für 

massenspektrometrische Analyse des Präzipitats auf 

100 µg Antikörper hochskaliert. 
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2.1.3 MS-Detektion des EGFR-Adapterproteinkomplexes stimulierter A431-Zellen 

 

Sieben Banden einer silbergefärbten SDS-PAGE mit 15 µl (von 125 µl) Eluat einer EGFR-IP mit 

100 µg Antikörper wurden massenspektrometrisch analysiert (Abb. 8). Je Bande wurden 13 bis 

24 verschiedene Proteine identifiziert, wobei es sich neben dem EGFR ausschließlich um Keratine 

und cytosolische Strukturproteine handelt. Der EGFR wurde in jeder Bande identifiziert, wobei die 

Menge mit längerer Laufstrecke abnahm. In der obersten Bande bei circa 170 kDa wurde dieser 

mit einer Frequenzabdeckung (Cov%) von von 35% mit 35 Peptiden identifiziert, die ihrerseits 

180 PSM generierten. Damit wurde der EGFR als häufigster aller 16 identifizierten Proteine 

detektiert. Als zweithäufigstes Protein wurde er in beiden folgenden Banden bis 90 kDa 

(Proteinmarker) mit einer Frequenzabdeckung von 24% detektiert. Deutlich geringere Mengen 

wurden in den vier Banden um circa 60 kDa gefunden. Sowohl Frequenzabdeckung als auch 

PSM und Peptide liegen unter einem Werten von 20 und bis zu sieben Proteine sind in größerer 

Menge in entsprechenden Banden nachzuweisen. Zur massenspektrometrischen Analyse der 

EGF-induzierten Dynamik des EGFR-Interaktoms wurde der EGFR-Adapterpteinkomplex jeweils 

aus EGF-stimulierten (100 ng/ml für 30 min) und unstimulierten A431-Lysaten präzipitiert. Eine 

Präzipitation aus unstimuliertem Lysat mit unspezifischem Maus-IgG1 anstelle des Cetuximab 

diente als Isotypkontrolle. Durch WB-Analyse der Lysate und Eluate konnte die Stimulation des 

EGFR für alle Replikate (Set 1-4) bestätigt werden (Abb. 9). Zusätzlich wurde die Anreicherung 

des growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) im Eluat der stimulierten Probe durch 

Copräzipitation gezeigt. Protein Phosphatase 2A (PP2A) konnte dagegen nicht eindeutig 

copräzipitiert werden. Das restliche Eluat wurde ebenfalls in einer SDS-PAGE aufgetrennt und für 

die LC-MS/MS Analyse aufbereitet (Abb. 10). Proteine, deren Verhältnis PSM in 

Isotypkontrolle/Probe ≥1 war, wurden als unspezifisch SA-PMP-bindend festgelegt und von der 

weiteren Analyse ausgeschlossen. Dazu wurden die aussortierten Proteine jeder Probe in allen 

vier Experimenten zu einem A431-IgG-Pool summiert und in jedem Set entfernt.  

 

 

Abb. 8: In-Gel Verdau und LC-MS/MS Messung 
einzelner Eluatbanden. Silberfärbung der SDS-
PAGE mit 15 µl Lysat (L) und Eluat (E) sowie 
Frequenz Coverage (Cov%), PSMs und Anzahl 
der identifizierten Peptide des EGFR für sieben 
Banden, sowie die Anzahl der identifizierten 
Proteine je Bande und Rang des EGFR nach PSM 
(Nr.: EGFR/Proteine). 
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Abb. 9: Western Blot-Analyse von 
präzipitierten Proteinen.  
EGFR wurde in vier Experimenten 
(Set1-4) jeweils aus EGF-stimulierten 
(L+) sowie unstimulierten (L) A431- 
Lysaten präzipitiert. Jeweils 7 µl Lysat 
und Eluat wurden in einer 10%igen 
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem 
Transfer auf eine Nitrocellulose-
membran erfolgte die Identifikation mit 
spezifischen Antikörpern gegen 
phosphorylierten EGFR sowie EGFR als 
Gesamtprotein. Zudem wurde GRB2 in 
Set 1 und PP2A in Set4 detektiert. 

 

Abzüglich der Pool-Proteine wurden für Set 1 in unstimulierter Probe 532 Proteine identifiziert. 

Gefolgt von Set 2 mit 226 Proteinen, Set 3 mit 171 und 153 Proteinen für Set 4 in unstimulierten 

Kontrollproben. Die Schnittmenge aller Sets ergab 81 Proteine, beziehungsweise 147 Proteine, 

die reproduzierbar in mindestens drei Sets identifiziert wurden. Für die stimulierten Proben ergab 

sich eine Schnittmenge von 139 in mindestens drei beziehungsweise 71 Proteine in allen Sets. 

Mithilfe des DAVID annotation clustering tool 
142 

 für Biological Process (BP) gene ontology (GO) 

wurden Proteine, die in mindestens drei Sets identifiziert wurden, hinsichtlich ihrer Funktion 

untersucht. Die Analyse ergab zehn Cluster signifikant angereicherter Funktionen mit enrichment 

scores (ES) >1,3. In Abb. 11 sind ES und Anzahl der Proteine je Cluster für die biologischen 

Prozesse als Balkendiagramm dargestellt. Intrazellulärer Proteintransport und Lokalisation mit 

dem höchsten ES von 15,5 ist zugleich das Cluster, dem die meisten Proteine dieser Analyse 

zugeordnet wurden (83 Proteine). Weitere Transportprozesse sind Exozytose (ES 2,5; 16 

Proteine) und nuklearer Export (ES 1,6; 17 Proteine). Weitere drei Cluster beinhalten biologische 

Prozesse der Proteinsynthese, nämlich Protein Polymerisation (ES 3,3; 14 Proteine), 

Proteinfaltung (ES 2,2; 9 Proteine) und tRNA Prozesse (ES 2,0; 10 Proteine). Die häufigsten 

biologischen Prozesse nach Proteintransport und Lokalisation waren Zellzyklus (ES 1,8; 24 

Proteine) und Apoptose (ES 1,8; 17 Proteine). Für 63 Proteine war keine Annotation verfügbar 

oder der ES war niedriger als 1,3. 
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Abb. 10: Versuchsaufbau der LC-ESI-MS/MS Analyse EGFR-copräzipitierter Proteine. A431-Zellen 
wurden für die Stimulation mit 100 ng/ml EGF 30 min bei 37°C inkubiert. Das Lysat aus jeweils vier 
Kulturschalen wurde vereint und je eine Präzipitation des EGFR in stimuliertem und unstimuliertem Lysat 
sowie eine IgG-Isotypkontrolle aus unstimuliertem Lysat durchgeführt. Die Eluate wurden in einer 10%igen 
SDS-PAGE aufgetrennt und die Coomassie-gefärbten Bahnen in acht Banden geteilt. Nach Entfärbung der 
Banden wurden die Proteine im Gel mit Trypsin verdaut und die Peptide in der Orbitrap detektiert. Die 
Anzahl der Proteine die nach Abzug der unspezifisch bindenden (IgG/Probe ≥1 ) Kandidaten für Set1-4 
identifiziert wurden sind als Venn-Diagramm für unstimulierte (blau, oben) und stimulierte Proben (rosa, 
unten) dargestellt. 

 

Die iRefIndex Datenbank identifizierte 15 direkt mit EGFR interagierende Proteine im untersuchten 

Datenset. Diese schließen GRB2, LEG 3, SHC-transforming protein (SHC1), son of sevenless 

homolog 1 und 2 (SOS1 und 2), STAT1 und 3, ERBB receptor feedback inhibitor 1 (ERRFI), sowie 

das 1433z scavenger protein und peroxiredoxin-1 (PRDX1) mit ein. Neun der 15 Proteine waren 

zudem unter den 50 Proteinen, die im Mittel über 1% mit dem EGFR aus unstimulierten 

Kontrolllysaten copräzipitiert wurden. In Tab. 1 sind die PSM und der daraus ermittelte NSAF in % 

von EGFR für diese 50 Proteine aufgelistet. Der NSAF berücksichtigt die Molekularmasse eines 

Proteins und dient der interexperimentellen relativen Quantifizierung der Proteine 
72

. 
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Abb. 11: Balkendiagramm der Enrichment scores  signifikant angereicherter biologischer Prozesse  
und Anzahl der Proteine je Cluster nach DAVID. GO-Annotationen der Proteine, die in mindestens drei 
der vier Sets identifiziert wurden, wurden mit dem DAVID Clustering tool in funktionell ähnlicheCluster 
gruppiert. Cluster mit einem ES über 1,3 enthalten biologische Prozesse, die in der Analyse signifikant 
angereicherte waren. 

 

Die Rezeptoraktivierung führt intreazellular zur differenziellen Assoziation von Proteinen an den 

EGFR. Die Anreicherung EGFR-assoziierter Proteine wird durch das Verhältnis der relativen 

Proteinmenge eines Proteins in stimulierter zu unstimulierten Kontrollprobe ermittelt. Mit der log2-

Transformation der Brüche werden negative Vorzeichen für eine EGF induzierte verminderte 

Assoziation erzielt. Demnach wurden 31 Proteine nach Rezeptoraktivierung mehr als 1,5-fach 

(log2 0,6) angereichert (Tab. 2). Rho Guanin nucleotide exchange factor 5 (ARHG5), AP1-complex 

subunit γ und clathrin-associated Adaptor-protein 2 (AP2)-complex subunit µ wurden mehr als 

viermal häufiger in stimulierten Proben identifiziert. Die Bindung von protein MON2-homolog 

(MON2) sank hingegen 1,5-fach. Mit einem zweiseitigen t-Test konnten sechs dieser 

Assoziationsänderungen als statistisch signifikant mit einem P-Wert <0,05 gefunden werden. 

Dazu gehören ERRFI, GRB2, translation initiation factor elF-2B subunit β (EI2BB) und eine protein 

phosphatase 2A subunit (2A5E). 
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Tab. 1: Die 50 häufigsten Proteine, die in mindestens drei EGFR-Präzipitaten durch LC-MS/MS detektiert wurden. PSM und die 
relative Proteinmenge (NSAF) der Proteine, die in unstimulierten Kontrollproben im Mittel mit mindestens 1% identifiziert wurden, in % 
von EGFR. Hervorgehoben sind bekannte direkte Interaktionspartner des EGFR. (SD=standard deviation, n.e.=nicht enthalten, n.c.=nicht kalculierbar) 

  
PSM 

 
 % von EGFR 

Gen Protein Set 1 Set 2 Set 3 Set 4 Mittel SD 
 

Set 1 Set 1 Set 3 Set 4 Mittel SD 

IGKC Ig kappa chain C region 629 408 175 132 336 230  110,92 127,26 101,14 83,64 105,74 18,25 

EGFR Epidermal growth factor receptor 6556 3709 2001 1826 3523 2193  99,95 100,02 99,99 100,03 100,00 0,04 

IGHG1 Ig gamma-1 chain C region 1064 792 250 238 586 410  60,33 79,43 46,46 48,49 58,68 15,13 

LEG1 Galectin-1 9 n.e. 109 80 66 51  1,25 n.c. 49,70 39,99 30,31 25,63 

TBB5 Tubulin beta chain 954 357 131 171 403 380  39,32 26,03 17,70 25,32 27,09 8,98 

TBB2C Tubulin beta-2C chain 827 293 105 138 341 334  33,97 21,29 14,14 20,37 22,44 8,32 

TBB2A Tubulin beta-2A chain 633 259 88 108 272 252  25,96 18,79 11,83 15,92 18,13 5,96 

IGHG3 Ig gamma-3 chain C region 176 129 90 90 121 41  8,73 11,31 14,63 16,04 12,68 3,29 

TBB6 Tubulin beta-6 chain 289 122 44 49 126 114  11,87 8,86 5,92 7,23 8,47 2,56 

HBA Hemoglobin subunit alpha 59 7 22 23 28 22  7,92 1,66 9,67 11,09 7,59 4,16 

HSP7C Heat shock cognate 71 kDa 
protein 

181 83 83 83 108 49  5,23 4,24 7,85 8,61 6,48 2,08 

GRB2 Growth factor receptor-bound 
protein 2 

43 23 38 29 33 9  3,49 3,30 10,11 8,46 6,34 3,47 

XPO2 Exportin-2 210 32 73 70 96 78  3,89 1,05 4,44 4,66 3,51 1,67 

EF1A1 Elongation factor 1-alpha 1 198 33 12 13 64 90  8,08 2,38 1,61 1,91 3,49 3,08 

KRT86 Keratin, type II cuticular Hb6 159 62 14 8 61 70  6,08 4,20 1,76 1,10 3,28 2,29 

GRP78 78 kDa gluce-regulated protein 80 40 39 45 51 20  2,26 2,00 3,62 4,58 3,12 1,20 

IPO9 Importin-9 50 13 78 79 55 31  0,88 0,41 4,51 5,01 2,70 2,39 

ATX10 Ataxin-10 65 22 32 18 34 21  2,49 1,49 4,01 2,48 2,62 1,04 

IMB1 Importin subunit beta-1 159 49 30 37 69 61  3,35 1,83 2,07 2,80 2,51 0,70 

SMD1 Small nuclear ribonucleoprotein Sm 
D1 

3 n.e. 6 7 5 2  0,46 n.c. 3,03 3,88 2,46 1,78 

HS90B Heat shock protein HSP 90-beta 161 27 31 21 60 67  3,96 1,17 2,50 1,86 2,37 1,19 

XPO1 Exportin-1 122 13 60 60 64 45  2,02 0,38 3,26 3,58 2,31 1,45 

CIP2A Protein CIP2A 120 35 42 37 59 41  2,40 1,24 2,76 2,66 2,27 0,70 

AP1M2 AP-1 complex subunit mu-2 40 18 24 15 24 11  1,70 1,35 3,35 2,29 2,17 0,87 

IPO7 Importin-7 130 38 45 43 64 44  2,23 1,15 2,53 2,65 2,14 0,68 

XPOT Exportin-T 140 13 42 41 59 56  2,61 0,43 2,56 2,74 2,08 1,11 

PTRF Polymerase I and transcript release 
factor 

2 n.e. 17 19 13 9  0,09 n.c. 2,62 3,21 1,98 1,66 

TNPO1 Transportin-1 85 21 44 33 46 28  1,70 0,74 2,88 2,37 1,92 0,93 

IPO5 Importin-5 50 10 66 48 44 24  0,83 0,29 3,58 2,86 1,89 1,58 

SHC1 SHC-transforming protein 1 34 46 13 20 28 15  1,11 2,65 1,39 2,34 1,87 0,74 

STAT3 Signal transducer and activator of 
transcription 3 

55 12 44 28 35 19  1,28 0,49 3,35 2,34 1,87 1,25 

HS90A Heat shock protein HSP 90-alpha 68 n.e. 21 18 36 28  1,64 n.c. 1,66 1,56 1,62 0,05 

2AAA Serine/threonine-protein 
phosphatase 2A 65 kDa regulatory 
subunit A alpha isoform 

44 58 9 6 29 26  1,38 3,22 0,92 0,68 1,55 1,15 

DNJA1 DnaJ homolog subfamilyA member 1 56 31 4 3 24 25  2,56 2,50 0,60 0,49 1,54 1,15 

SGPL1 Sphingosine-1-phosphate lyase 1 16 22 16 19 18 3  0,52 1,25 1,69 2,20 1,41 0,71 

EXOC7 Exocyst complex component 7 39 7 31 21 25 14  0,96 0,30 2,49 1,85 1,40 0,97 

XPO4 Exportin-4 32 n.e. 31 36 33 3  0,50 n.c. 1,60 2,03 1,38 0,79 

2ABA Serine/threonine-protein 
phosphatase 2A 55 kDa regulatory 
subunit B alpha isoform 

19 44 2 n.e. 22 21  0,75 3,08 0,26 n.c. 1,36 1,51 

UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 
domain-containing protein B 

7 n.e. 19 21 16 8  0,20 n.c. 1,75 2,12 1,36 1,02 

1433Z 14-3-3 protein zeta/delta 13 18 3 n.e. 11 8  0,96 2,35 0,73 n.c. 1,34 0,88 

EI2BB Translation initiation factor eIF-2B 
subunit beta 

3 n.e. 9 12 8 5  0,16 n.c. 1,55 2,26 1,32 1,07 

GCN1L Translational activator GCN1 222 113 59 39 108 82  1,55 1,40 1,35 0,98 1,32 0,24 

SERA D-3-phosphoglycerate 
dehydrogenase 

16 30 7 10 16 10  0,58 1,92 0,83 1,30 1,16 0,59 

FBX6 F-box only protein 6 6 9 10 6 8 2  0,36 0,96 1,98 1,30 1,15 0,67 

LANC2 LanC-like protein 2 54 13 2 n.e. 23 27  2,17 0,93 0,26 n.c. 1,12 0,97 

SAAL1 Protein SAAL1 16 18 10 10 14 4  0,61 1,22 1,25 1,37 1,11 0,34 

SPTC1 Serine palmitoyltransferase 1 28 25 5 7 16 12  1,09 1,72 0,64 0,98 1,10 0,45 

GEMI6 Gem-associated protein 6 3 n.e. 5 3 4 1  0,33 n.c. 1,78 1,17 1,09 0,73 

AP2M1 AP-2 complex subunit mu 18 8 8 11 11 5  0,74 0,58 1,08 1,63 1,01 0,46 

P85B Phosphatidylinositol 3-kinase 
regulatory subunit beta 

11 n.e. 19 13 14 4  0,28 n.c. 1,56 1,17 1,00 0,66 



 

 

Tab. 2: Dynamik der Proteinmenge nach EGF-Stimulation. Proteine wurden in vier IP Sets durch LC-MS/MS detektiert. Die relative Menge (NSAF) der copräzipitierten Proteine in % von EGFR für stimulierte (EGF) 
oder unstimulierte (K) wurden aus den peptide spectrum matches (PSM) unter Berücksichtigung der Molekularmasse ermittelt. Der Quotient EGF/K ist ein Faktor für die Anreicherung eines Proteins durch 
EGF-Stimulation. Die log2-Modifikation des Mittelwertes liefert positive Werte bei Anreicherung und negative Vorzeichen für verringerte Proteine. (Standardabweichung (SD) und P-Werte für Mittelwerte; *Proteine mit 
P<0,05; n.c.= nicht kalkulierbar für Proteine die nur in EGF oder K identifiziert wurden) 
    % von EGFR    EGF/K 

  
Set 1 Set 2 Set 3 Set 4 

         Gen Protein K EGF   K EGF   K EGF   K EGF     Set 1 Set 2 Set 3 Set 4 Mittel log2  SD   P value 

ARHG5* Rho guanine nucleotide exchange factor 5  0,06 0,50 n.c. n.c. 0,34 2,24 0,33 2,24  8,59 n.c. 6,56 6,74 7,30 2,9 1,12 0,0104 

AP2M1 AP-2 complex subunit mu  0,74 2,72 0,58 7,44 1,08 1,25 1,63 1,25  3,66 12,75 1,16 0,77 4,58 2,2 5,59 0,2899 

AP1G2 AP-1 complex subunit gamma-like 2  0,07 0,77 n.c. n.c. 1,23 0,89 1,18 0,98  10,99 n.c. 0,72 0,83 4,18 2,1 5,90 0,4490 

K6PP 6-phosphofructokinase type C  0,36 0,88 0,59 n.c. 0,63 1,54 0,34 2,00  2,46 n.c. 2,46 5,81 3,58 1,8 1,93 0,1474 

AP2B1 AP-2 complex subunit beta  0,67 3,13 0,21 1,19 0,77 n.c. 1,34 0,22  4,70 5,73 n.c. 0,17 3,53 1,8 2,96 0,2762 

PEX19 Peroxisomal biogenesis factor 19  1,56 1,06 n.c. 0,26 0,61 2,13 0,67 3,55  0,68 n.c. 3,47 5,28 3,14 1,7 2,32 0,2503 

P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta  0,28 1,40 n.c. 0,11 1,56 2,38 1,17 2,86  5,09 n.c. 1,52 2,44 3,02 1,6 1,85 0,2002 

ERRFI* ERBB receptor feedback inhibitor 1  0,12 0,49 0,64 1,61 0,53 0,77 0,29 1,08  4,00 2,50 1,45 3,70 2,91 1,5 1,17 0,0469 

AN13A Ankyrin repeat domain-containing protein 13A  0,12 0,79 0,11 n.c. 0,69 0,46 0,33 0,46  6,50 n.c. 0,66 1,41 2,86 1,5 3,18 0,4180 

K6PL* 6-phosphofructokinase, liver type 0,19 0,43 n.c. n.c. 0,47 1,28 0,43 1,37  2,25 n.c. 2,70 3,17 2,71 1,4 0,46 0,0234 

SHC1 SHC-transforming protein 1 1,11 2,21 2,65 4,51 1,39 6,18 2,34 5,82  2,00 1,70 4,45 2,48 2,66 1,4 1,24 0,0751 

UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing protein B 0,20 1,04 n.c. 0,18 1,75 2,03 2,12 2,25  5,28 n.c. 1,16 1,06 2,50 1,3 2,41 0,3935 

EI2BE Translation initiation factor eIF-2B subunit epsilon 0,08 0,10 n.c. n.c. 0,17 0,48 0,18 0,39  1,33 n.c. 2,89 2,11 2,11 1,1 0,78 0,1326 

TBRG4 Protein TBRG4 0,29 0,14 0,10 n.c. 0,19 0,66 0,42 0,88  0,50 n.c. 3,47 2,11 2,03 1,0 1,49 0,3542 

GRB2* Growth factor receptor-bound protein 2 3,49 7,22 3,30 4,60 10,11 24,64 8,46 15,11  2,07 1,39 2,44 1,79 1,92 0,9 0,44 0,0253 

SYMC Methionyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 0,55 0,55 0,07 0,25 n.c. 0,23 0,15 0,15  1,00 3,56 n.c. 1,06 1,87 0,9 1,46 0,4093 

GBF1 Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor1 0,11 0,10 0,04 n.c. 0,16 0,15 0,07 0,26  0,91 n.c. 0,93 3,70 1,84 0,9 1,61 0,4573 

EI2BB* Translation initiation factor eIF-2B subunit beta 0,16 0,26 n.c. n.c. 1,55 2,79 2,26 3,99  1,67 n.c. 1,80 1,76 1,74 0,8 0,07 0,0027 

BZW2 Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 2 0,72 0,38 0,45 1,25 0,42 0,81 n.c. 1,29  0,53 2,77 1,93 n.c. 1,74 0,8 1,13 0,3732 

RCN2 Reticulocalbin-2 0,22 0,33 n.c. n.c. 0,73 0,84 0,60 1,48  1,50 n.c. 1,16 2,47 1,71 0,8 0,68 0,2122 

HOOK2 Protein Hook homolog 2 0,74 1,35 0,48 0,31 1,37 2,89 1,33 2,90  1,83 0,65 2,11 2,18 1,69 0,8 0,71 0,1467 

DNJA3 DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial 0,66 0,82 0,21 0,25 0,51 1,18 0,56 1,04  1,23 1,19 2,31 1,85 1,65 0,7 0,54 0,0955 

DFNA5 Non-syndromic hearing impairment protein 5 0,23 0,30 1,33 1,18 0,25 0,71 0,40 0,57  1,33 0,89 2,89 1,41 1,63 0,7 0,87 0,2436 

ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 0,38 0,19 0,14 0,08 0,32 0,80 0,48 1,39  0,50 0,59 2,55 2,87 1,63 0,7 1,26 0,3918 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 1,28 3,32 0,49 0,20 3,35 5,03 2,34 4,50  2,60 0,40 1,50 1,92 1,60 0,7 0,92 0,2809 

2A5E* Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa reg. sub.ε isoform 0,30 0,52 1,99 2,35 0,37 0,57 0,40 0,71  1,75 1,19 1,54 1,76 1,56 0,6 0,27 0,0246 

SYDC Aspartyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 0,82 0,64 0,63 0,75 0,23 0,82 0,51 0,41  0,78 1,19 3,47 0,79 1,56 0,6 1,29 0,4507 

SAAL1 Protein SAAL1 0,61 0,50 1,22 1,60 1,25 2,32 1,37 2,90  0,81 1,32 1,85 2,11 1,52 0,6 0,56 0,1682 

LEG8 Galectin-8 0,23 0,40 0,30 0,48 0,37 0,43 n.c. n.c.  1,75 1,58 1,16 n.c. 1,50 0,6 0,30 0,1053 

G3P Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0,91 0,45 0,30 n.c. 0,56 0,65 0,61 1,72  0,50 n.c. 1,16 2,82 1,49 0,6 1,20 0,5489 

MON2 Protein MON2 homolog  0,32 0,13 0,89 0,34 0,56 0,29 0,46 0,61   0,40 0,38 0,51 1,32 0,65 -0,6 0,45 0,2191 
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Die verschiedenen Funktionen der copräzipitierten Proteine lassen auf variierende zelluläre 

Lokalisation des EGFR nach Aktivierung schließen. Eine GO Analyse der Annotation für zelluläre 

Kompartimente in Kombination mit der veränderten Assoziation durch EGFR Aktivierung sind in 

Abb. 12 dargestellt. Die Proteine wurden neun zellulären Kompartmentimenten zugeordnet: 

Protein complex (ES 7,9), cytoplasm (ES 7,5), nuclear envelope (ES 5.4), coated pits (ES 3.4), 

exocyst (ES 3,0), golgi apparatus (ES 2,5), nucleoplasm (ES 1,3), cytoskeleton (ES 1.3) und 

endoplasmatic reticulum network (ES 1.1). Für 20 Proteine gab es keine signifikant 

angereicherten Annotationen für zelluläre Kompartimente. Die Farbkodierung der Proteine von rot 

nach grün, zeigt die relative Assoziationsänderung nach EGFR Aktivierung an. Die bekannten 

Adapterproteine GRB2, SHC1 und STAT3 sowie ERRFI sind in stimulierten Proben angereichert. 

Proteine, die zur Rezeptor-Endozytose und Abbau führen, wie Untereinheiten des AP2-

Komplexes und ubiquitin-associated and SH3-domain-containing protein B (UBS3B) sind nach 

Aktivierung stärker an den EGFR assoziiert, wohingegen die Bindung von MON2, welches zu 

Rezeptor-Recycling führt, abnahm. Die Bindungsintensität anderer Proteine wie Shuttle-Proteine 

der Kernporen und membranständige Proteine blieben überwiegend unverändert. Der 

Aktivierungsstatus des EGFR wurde durch Identifikation der Autophosphorylierungsstelle 1068 in 

Lysaten und Eluaten durch WB Analyse nachgewiesen (Abb. 13B). Die intrazelluläre Lokalisation 

und Bindung der alpha-Untereinheiten des AP2-Komplexes sowie cancerous inhibitor of protein 

phosphatase 2A (CIP2A) wurden durch Immunfluoreszenzmikroskopie und IP überprüft (Abb. 13). 

AP2 und CIP2A waren im Zytoplasma nichtstimulierter A431-Zellen verteilt, während EGFR an der 

Membran lokalisiert war (Abb. 13A). Nach EGF- Stimulation wurde AP2 an die Zellmembran 

rekrutiert und kolokalisierte mit EGFR. Die CIP2A Lokalisation wird nicht sichtbar durch EGF-

Stimulation beeinflusst und die überlagerten Bilder zeigten nur minimale Überschneidung mit 

EGFR. Des Weiteren wurde die Assoziation von GRB2 und AP2 an EGFR durch WB Analyse 

(Abb. 13B) untersucht. In Präzipitaten des EGFR aus unstimulierten A431-Zellen, konnte GRB2 

wenig und AP2 nicht detektiert werden. Bei gehemmter Tyrosinkinaseaktivität durch Tyrphostin 

AG1478 vor EGF-Stimulation wurde AP2 ebenbfalls kaum copräzipitiert. In aktiviertem Zustand 

hingegen wurde eine große Menge GRB2 und AP2 mit dem Rezeptor co-präzipitiert. Für die 

Detektion der Wechselwirkungen von EGFR und CIP2A wurde die relative Chemilumineszenz 

Intensität der WB Banden (Abb. 13C) densitometrisch ermittelt. Die Intensität des Proteins im 

Präzipitat in % zur Bandenintensität im Lysat ist in Abb. 13D als Säulendiagramm dargestellt. Die 

Intensität der CIP2A Bande ist im EGFR-Präzipitat doppelt so hoch (110%) wie im Präzipitat eines 

unspezifischen IgG Antikörpers (50%). Im Eluat der CIP2A IP war jedoch kaum EGFR 

nachweisbar. Zudem zeigt sich die Bindungscharakteristik von CIP2A in der IP unabhängig vom 

Aktivitätsstatus des EGFR. 
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Abb. 12: Zelluläre Kompartimente und relative Änderung der Assoziation nach EGFR-Aktivierung von 
Proteinen, die in mindestens drei IP Experimenten identifiziert wurden. Relative Änderung der 
Assoziation nach EGF-Stimulation (100 ng/ml, 30 min) wurden als Verhältnis der normalized spectral 
abundance factors (NSAF) jedes Proteins nach IP aus stimulierten oder unstimulierten Kontrollysaten 
ermittelt. Zelluläte Kompartimente wurden mithilfe des DAVID clustering tools nach GO Annotation ermittelt. 
Kompartiment-Cluster mit einem enrichment score (ES) >1 sind als Balkendiagramm dargestellt. Die 
Assoziationsdynamik der Proteine ist farblich codiert: grün für abgereicherte und rot für angereicherte 
Proteine nach EGF-Stimulation. 
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Abb. 13: Expression, zelluläre Lokalisation und Bindung an EGFR von GRB2, AP2 und CIP2A in 
Abhängigkeit zur EGFR-Aktivierung. (A) Fluoreszenzmikroskopie EGF-stimulierter (+EGF) und 
unstimulierter A431-Zellen (-EGF). Primäre Antikörper: anti-EGF-Rezeptor (D38B1) XP

TM
 rabbit monoclonal 

und anti-alpha adaptin mouse monoclonal (AP2A) oder anti-CIP2A-mouse beziehungsweise biotinyliertes 
mouse-IgG als Isotypkontrolle. Als Fluorochrom konjugierte sekundär Antikörper wurden anti-rabbit IgG 
Alexa Fluor® 555 (rot) und anti-mouse IgG Alexa Fluor® 488 (grün) verwendet. Zellkerne wurden mit DAPI 
angefärbt (blau). Gelb in überlagerten Bildern (merge) indiziert Kolokalisation der Antigene. Der weiße 
Maßstab entspricht 20 µm. (B,C) WB Analyse der EGFR IP und dessen Phosphorylierungsstatus sowie 
copräzipitiertem GRB2 und AP2 (B) oder CIP2A (C) von unbehandelten (--),EGF-stimulierten (EGF), und A431 
Zellen, die vor EGF-Stimulation mit Tyrphostin AG 1478 inkubiert wurden (1 h, 10 mM; AG+EGF). A431 
Lysate (L) dienen als Expressionskontrolle. (D) Densitometrische Auswertung der Chemilumineszenz-
Signale von (C) wurden mit LabImage 1D (version 4.1, Intas Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen, 
Germany) durchgeführt. Die Balken stellen die relative Chemilumineszenzintensität der EGFR-Banden (rot) 
und CIP2A (grün) in % der Signalintensität im Lysat der Cross-Präzipitation mit EGFR oder CIP2A Antikörper 
dar. Eine Isotypkontrolle wurde durch Präzipitation mit Maus-IgG durchgeführt.  

 

Die Funktionen der analysierten Proteine nach GO annotation können im Wesentlichen in drei 

Kategorien zusammengefasst werden. Vorherrschend sind dabei Transportprozesse: protein 

transport, exozytose und nuclear transport. Die Translokation von aktiviertem EGFR in den 

Zellkern, wo dieser als Transkriptionsfaktor fungiert, wurde von Kim et al. 
87

 gezeigt. Die 

zahlreichen Mitglieder transnuklearer Shuttle-Proteine wie Importine, Exportine und Transportine 

bestätigen, dass eine beachtliche Einheit des EGFR assoziierten Netzwerks identifiziert wurde. 

Weitere Prozesse sind involviert in Synthese (tRNA process, Protein polymerization and folding) 

oder den zellulären Lebenszyklus (mitosis, apoptosis). Da die A431-Zellen ein Modellsystem für 

EGFR-Überexpression repräsentieren und Wachstum ein EGFR-abhängiger Vorgang ist, scheint 

die signifikante Anreicherung dieser Funktionen plausibel. Die iRefindex Datenbank enthält 149 
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Einträge für direkte EGFR Interaktionspartner im Menschen. Die Methoden zur Erhebung dieser 

Interaktionsdaten sind für 30% der Einträge nicht spezifiziert und 35% der Interaktionen wurden 

durch Affinitäts-Tests ermittelt, die weit entfernt von physiologischen Bedingungen sind. Yeast-

two-hybrid oder pull-down Analysen mit überexprimierten oder isolierten Proteinen, sind für die 

falsch positiven Affinitätsbindungen bekannt. So kann auch bei einer IP nach Zelllyse nicht 

ausgeschlossen werden, dass durch abweichende Konformation in unphysiologischem Umfeld 

oder Kontakt zweier Proteine, die sich in ihren zellulären Kompartimenten niemals treffen würden, 

eine Bindung auftritt. Da jedoch nicht mit isoliertem EGFR, sondern einem anti EGFR Antikörper 

aufgereinigt wurde, ist die Wahrscheinlichkeit der realen Interaktion coeluierter Proteine deutlich 

höher. Zudem ist das Proteinmuster nach EGFR Aktivierung abhängig von Dimerisationspartner, 

Ligand und Gewebe. In unserem Modell der EGFR-Überexprimierung ist das Homodimer 

vorherrschend und der verwendete Ligand EGF sehr spezifisch. Durch diese eng definierten 

Bedingungen der vorliegenden Experimente sind 15 direkte EGFR-Interaktionspartner durchaus 

realistisch. Für 63 Proteine konnte unter den gewählten Kriterien (ES >1,3) keine der signifikant 

angereicherten Funktionen nach GO zugeordnet werden und für 72 Proteine ergaben sich keine 

Protein-Protein-Interaktionen beim Abgleich mit der iRefindex Datenbank. Da 11 dieser 

unverbundenen Proteine den signifikant angereicherten Funktionen Apoptose und 24 dem 

Proteintransport zugeordnet werden konnten, ist es unwahrscheinlich, dass es sich hier um 

Kontaminanten handelt. Vielmehr sind diese Proteine möglicherweise Teil einer Proteinfamilie, 

deren Interaktion mit EGFR bereits bekannt ist und interagieren zwar nicht direkt, jedoch durch ihr 

Wirken in einem Proteinkomplex indirekt als Teil der EGFR-Signalkaskade. Die relative 

Quantifizierung der interagierenden Proteine vor und nach Stimulation mit EGF, ergänzt durch die 

Lokalisation der Proteine, enthüllte eine intrazelluläre Dynamik des EGFR zum Zeitpunkt der Lyse. 

Von der Proteinsynthese im ER vertreten durch Chaperone wie DJB12, die bei der korrekten 

Faltung von Proteinen helfen oder der Qualitätskontrolle durch SE1L1 und deren Transport aus 

dem Golgiapparat durch Markierung mit AP1, waren bishin zu seinem Abbau alle Stationen des 

EGFR vertreten. Proteine der EGFR-Signalkaskade wie GRB2, SHC1 und STAT3 sind vermehrt an 

den aktivierten EGFR gebunden. Kaum verändert ist die Bindung an Importine, Exportine und 

Transportine. Dies sind Shuttle-Proteine am Zellkern, die den Rezeptor durch die Kernmenbran 

schleusen, der im aktivierten Zustand als Transkriptionsfaktor fungiert. Tubuline als Teil des 

dynamischen Zytoskeletts kontrollieren Bewegung und Stabilität von Proteinen. Ihre Assoziation 

zum EGFR blieb nach Stimulation ebenfalls unverändert, wohingegen drei Proteine, die 

Abbauprozesse steuern, vermehrt an aktivierten EGFR assoziiert waren. Der adaptin complex AP2 

markiert Proteine für die Endozytose durch die Bildung von clathrin coated pits 
88

. Der Abbau 

durch Ubiquitinierung wird UBS3B 
89

 und ankyrin repeat domain-containing protein (AN13A) 

repräsentiert. Abhängig vom Aminosäurerest und der Anzahl der gebundenen Ubiquitinmoleküle, 

werden eine Reihe Proteinaktivität regulierende Funktionen realisiert. AN13A Proteine enthalten 

Ubiquitin-interagierende Motive, die spezifisch an Lys-63 gebundene Ubiquitinketten binden 
90

 

und den EGFR zum lysosomalen Abbau sortieren. Das MON2-Homolog hingegen leitet ein Protein 

zum Recycling wenn es die Endosomen erreicht 
91

 und zeigt eine verminderte Bindung nach 

Stimulation. Damit sind diverse Optionen des EGFR Abbaumechanismus 
92

 gegeben, die eine 
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Regulierung der Signalkaskade gewähren. Durch die Repräsentation des gesamten 

Lebenszyklus des EGFR kann mithilfe dieser Analyse ein globaler Blick auf Änderungen dieses 

Zyklus durch veränderte Bedingungen geworfen werden und damit unerwartete Beteiligung von 

Proteinen beispielsweise zu Resistenzentstehung aufgedeckt werden. 

Zu den bekannten EGFR Interaktionen wurden die bisher nicht beschriebenen Assoziationen des 

ARHG5 (Synonym TIM) und CIP2A gefunden. Die Funktion des Proteins ARHG5 ist bisher nicht gut 

charakterisiert und die Recherche durch sehr variable Bezeichnungen und Synonyme erschwert. 

Erste Studien zeigten dennoch verschiedene Rollen in der Karzinogenese. Darunter eine 

essentielle Rolle des ARHG5 bei der SRC-induzierten Bildung von Podozyten, die invasives 

Migrationsverhalten ermöglichen 
93

. Mihira et al. beschreiben die Induktion der TGF-ß-vermittelten 

epithelial-to-mesenchymal-transformation (EMT) 
94

, Lin et al fanden wiederum eine verminderte 

ARHG5-Expression in Lebertumoren verglichen mit gesundem Lebergewebe 
95

. Eine Assoziation 

mit der EGFR-Signalkaskade ist bisher nicht beschrieben. PP2A verhindert die Transformation 

wachsender Zellen zu Tumorzellen. Die Inhibition dieser PP2A ist eine Voraussetzung für die 

Entstehung von Krebs, zum Beispiel durch Stabilisierung von onkogenen Proteinen wie des 

oncogenic transcription factor C-MYC bei fehlender Dephosphorylierung. CIP2A wurde als 

endogener Inhibitor der lebenswichtigen PP2A identifiziert und ist damit verantwortlich für maligne 

Transformation 
96

. CIP2A konnte auch in der WB Analyse mit EGFR copräzipitiert nachgewiesen 

werden, jedoch wurde EGFR nicht mit CIP2A copräzipitiert. Da CIP2A in großer Menge im Zelllysat 

vorhanden ist und vermutlich der größte Anteil davon nicht an EGFR gebunden vorliegt ist der 

Anteil EGFR-assozierten CIP2A im Eluat dementsprechend gering und liegt unterhalb der 

Nachweisgrenze eines WBs. Möglicherweise spielt auch eine sterische Hinderung des 

Antikörpers der IP eine Rolle, die EGFR-assoziiertes CIP2A einer Präzipitation schwer zugänglich 

macht. Die Immunfluoreszenz bestätigt, dass nur ein geringer Anteil von CIP2A nach Stimulation 

mit dem EGFR kolokalisiert.  
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2.1.4 Relative Quantifizierung durch Stable isotope labeling by amino acids in cell culture 

Der Vergleich zweier unabhängig aufbereiteter Proben birgt immer das Risiko, methodisch 

bedingte Abweichungen als biologische Veränderung zu interpretieren. Um diese Gefahr zu 

minimieren wurde der Versuch als SILAC-Experiment wiederholt. Dazu wurden A431-Zellen mit 

L-Arginin und L-Lysin markiert, die stabile, schwere 
13

C Kohlenstoffisotope enthielten. Die 

markierten Zellen wurden mit EGF-stimuliert und nach Lyse 1:1 mit nicht-markierten Lysaten 

vermischt, die entweder unbehandelt belassen (K) oder vor der Stimulation mit AG1478 (AG) 

inhibiert wurden. Durch die Massendifferenz zwischen Peptiden aus stimulierter Probe und 

Kontrolle kann ein Anreicherungsfaktor, der SILAC-Quotient, generiert werden. Dieser ergibt sich 

aus der relativen Intensität schwerer zu leichten Peptide (EGF/K) für Proteine, die in beiden 

Proben detektierbar sind. Der Quotient wird häufig zur Beurteilung der Spezifität identifizierter 

Proteine in einer Probe nach theoretischen Kriterien herangezogen. Zur besseren Darstellung 

abgereicherter Proteine wird der SILAC-Quotient als log2 Modifikation dargestellt und ergibt 

negative Vorzeichen für Quotienten <1. Wird der log2-Wert des SILAC-Quotienten gegen die 

Anzahl der Proteine mit diesem Wert aufgetragen (Abb. 14A), ist eine Normalverteilung 

unspezifisch Bead-bindender Proteine um den Nullpunkt zu erwarten 
97

. Für das Experiment 

gegen unbehandelte Kontrolle (EGF/K) war dieser in den negativen Bereich verschoben, im 

Experiment gegen inhibierte Stimulation (EGF/AG) leicht in den positiven Bereich. Proteine mit 

negativem log2-Wert gelten als exogene Kontaminationen, die beispielsweise über die Laborluft 

in die Probe getragen werden, da solche ausschließlich „leicht“ sein können 
97

. Nur Proteine, die 

ab einer gewählten Grenze in isotopenmarkierten Proben überwiegen, gelten als mögliche 

Interaktionspartner. Ein weiterer Parameter, der zur Bewertung der Spezifität betrachtet werden 

soll, ist die relative Menge eines identifizierten Proteins in Kombination zu seinem 

SILAC-Quotient. Als Maß für die relative Proteinmenge wird die Peakfläche durch die 

Molekularmasse des Proteins geteilt. Aufgetragen gegen den log2 des SILAC-Quotienten 

zeichnete sich eine Kummulation von Proteinen ab, die nur in geringer Menge detektiert wurden 

und zudem überwiegend negative Quotienten besitzen (Abb. 14B). Trinkle-Mulcahy 
97

 bewerten 

gering enthaltene Proteine mit einen log2 um 0 als Kontamination. Der EGFR als Target der 

Affinitätsanreicherung war mit einer relativen Proteinmenge von 100 das häufigste Protein der 

Analyse. Sein SILAC-Quotient mit 0,4 liegt im negativen Bereich. Da EGFR-interagierende 

Proteine mit diesem copräzipitiert wurden, musste der SILAC-Quotient zur Beurteilung 

EGF-bedingt erhöhter Assoziation an diese Abweichung angepasst werden, indem die Quotienten 

aller Proteine durch den Wert des EGFR SILAC-Quotienten dividiert wurden. Diese Normalisierung 

führt zu einer Verschiebung der x-Achse. Zur Überprüfung der Tauglichkeit der genannten 

Kriterien wurden die ausgeschlossenen Subgruppen der EGF/K SILAC mit den Proteinen des IgG-

Pools abgeglichen, der mit den vorangegangenen vier unmarkierten Versuchen generiert wurde 

(Abb. 14C). Unter der Prämisse, dass Proteine mit einem log2 des SILAC-Quotient unter 1 nicht 

angereichert und damit als unspezifisch gelten, müssten diese ebenfalls im IgG-Pool enthalten 

sein. Von diesen 280 Proteinen waren 112 (40%) Bestandteil des Pools. Für unspezifisch 

bindende Proteine mit gleicher Affinität in schwerer und leichter Probe (1:1) wurde ein Bereich mit 
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log2-Quotienten von -0,5 bis 0,5 definiert. Von diesen 96 Proteinen waren 28 (29%) nicht Teil des 

IgG-Pools, darunter verschiedene Untereinheiten des AP2 Komplex. Unter den 168 Proteinen, die 

nicht durch den IgG-Pool sondern empirisch nach Quotient als unspezifisch einzustufen sind, 

befanden sich die bekannten EGFR Interaktionspartner GRB2, STAT 1 und 3, SOS1, Protein 85B 

und UBS3B. 

 

 

Abb. 14: Spezifitätsbewertung anhand des SILAC-Quotienten. (A) Histogramm: Anzahl der Proteine (y-
Achse) für entsprechenden log2 SILAC-Quotienten „schwer zu leicht“ (x-Achse). Proteine mit negativem log2 
SILAC-Quotienten sind häufig exogene Kontaminationen, positive log2 SILAC-Quotienten indizieren 
spezifisch angereicherte Interaktionen ab einem gewählten Grenzwert. Ein log2 SILAC-Quotient um 0 
entspricht endogenen Kontaminanten oder stimulationsunabhängige bindenden Proteinen (B) 
Punktdiagramm des log2 SILAC-Quotienten für Experiment EGFR/K (y-Achse) in Relation zur relativen 
Proteinmenge (Area/MW*1e6). Hellgraue Rauten sind Proteine die in 4 separaten unmarkierte IP aus A431-
Lysat mit unspezifischem IgG AK in größerer Menge isoliert wurden als mit Cetuximab (IgG-Pool). Die 
Normierung aller SILAC-Quotienten auf den EGFR Quotient erzeugt die Verschiebung der x-Achse. (C) Das 
Mengendiagramm stellt die Anzahl unspezifisch eingestufter Proteine je Kriterium und deren Schnittmengen 
dar: A431 IgG-Pool sind Proteine, die durch 4 separate unmarkierte IP aus A431-Lysat mit unspezifischem 
IgG AK in größerer Menge Isoliert wurden als mit Cetuximab. Log2 <1 beinhaltet alle Proteine EGF/K SILAC 
mit Quotienten unter 2 (facher Anreicherung) und log2 zwischen (-0,5) und 0,5 für Proteine die in schwerer 
und leichter Probe als endogene Kontaminanten gleichviel copräzipitiert wurden.  
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Zu den relevanten Änderungen eines Proteinmusters zählt nicht nur die Anreicherung sondern 

auch die Abreicherung von Proteinen als Teil einer Reaktion auf den Stimulus. Daher sollen 

Proteine nicht allein aufgrund des Quotienten aus der Analyse ausgeschlossen werden. Zudem 

wurden mit diesen Ausschlusskriterien bekannte Adapterproteine verloren, wodurch die 

Untauglichkeit für die vorliegende Fragestellung untermauert wurde. Da die unspezifisch 

bindenen Proteine je nach Trägermaterial variieren, wird empfohlen, für das verwendete System 

aus Zellen und Trägermatrix eine individuelle Kontrolle anzufertigen 
97

. Für die weitere 

Auswertung wurden daher Proteine, die mit dem erstellten A431 IgG-Pool überlappten, 

ausgeschlossen (Abb. 14B, hellgrau) und die SILAC-Quotienten im Verhältnis zum EGFR 

normalisiert. Oberhalb einer relativen Proteinmenge von fünf wurden unspezifische Proteine 

größten Teils durch den IgG-Pool entfernt. Neben polyubiquitin-B (UBB) und GRB2 verbleiben nur 

Tubuline oberhalb dieser Grenze. In Abb. 15A sind die normierten Quotienten beider 

SILAC-Experimente gegeneinander aufgetragen. Bei Proteinen, deren log2-Quotient unterhalb 

von -3 lag, handelt es sich um Keratine, die durch den IgG-Pool gefiltert wurden oder Bestandteile 

von humanem IgG. Letztere stammen vermutlich von coeluiertem Cetuximab. Es wurden 76 

Proteine in beiden SILAC-Experimenten nachgewiesen, für die ein SILAC-Quotient gebildet 

werden konnte (schwere und leichte Peptide identifiziert). Mit 1,5-facher An- oder Abreicherung 

(log2-Quotienten +/- 0,6) reagierten 65 Proteine auf EGF-Stimulation. Unter den sieben Proteinen, 

die ebenfalls gegenüber gehemmter Stimulation mindestens 1,5-fach erhöht sind (log2 EGF/AG 

>0,6), befanden sich zwei Mitglieder des condensin Komplexes Structural maintenance of 

chromosomes protein (SMC) 2 und 4. Der Condensin-Komplex wird für die Konversion des 

Chromatins der Interphase in kondensierte Chromosomen und deren Stabilität benötigt 
98

. Die 

condensin-2 complex (CND) subunits H2 (log2 1,5) und GRB2 selbst wurden nur in der SILAC 

EGF-stimuliert gegen inhibierte Stimulation detektiert, ebenso Prohibitin (PHB, log2 2,3) und 

prohibitin-2 (PHB2), die als Repressoren der DNA Synthese Wachstumsprozesse regulieren. 

Zwanzig der EGF-sensitiven Proteine, die durch EGF-Stimulation gegen die inhibierte Kontrolle 

(AG) nicht verändert werden, enthielten vier angereicherte Untereinheiten des Clathrin 

abhängigen AP2 Komplexes sowie MON2, das gegenüber unbehandelter Kontrolle abgereichert 

wurde. Unter den 76 Proteinen der beiden SILAC-Versuche konnten 12 direkte Bindungspartner 

des EGFR durch die iRefindex Datenbank identifiziert werden (Tab. 3). Neun davon wurden 

ebenfalls durch den labelfreien Ansatz identifiziert (Tab. 1), nicht jedoch guanine nucleotide 

exchange factor VAV2 (VAV2), signal transduction protein CBL-C (CBLC) und 1-phosphatidylinitol-

4,5-bisphphate phphodiesterase gamma-1 (PLCG1). Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory 

subunit beta (P85B) und SHC1 zeigen in den SILAC-Experimenten eine Anreicherung in der 

unstimulierten Kontrolle, wohingegen sie im labelfreien Ansatz nach Stimulation angereichert 

waren. Einheitlich durch Stimulation vermehrt an EGFR gebunden waren Proteine, die 

Zellteilungsprozesse regulieren oder einleiten. PHB inhibieren die DNA-Synthese und Condensin 

Komplexe bereiten das Chromatin auf die Teilung vor. Dies zeigt, dass die Anregung zur 

Zellproliferation durch den Inhibitor AG1478 zuverlässig unterbunden wurde und die 

SILAC-Quotienten EGF/AG denen gegen unbehandelte Kontrollen (EGF/K) ähneln. 
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Abb. 15: EGF-vermittelte Stimulierbarkeit der Assoziation von Proteinen an EGFR. (A) Punktdiagramm 
mit log2 der SILAC-Quotienten EGF-stimulierter gegen unstimulierte (x-Achse, log2 EGF/K) oder inhibierte 

Kontrolle (y-Achse, log2 EGF/AG). Rauten zeigen mögliche EGFR assoziierte Proteine (), Proteine für die 

nur in einem der beiden SILAC-Experimente ein Quotient erhalten wurde () oder Proteine, die durch den 

IgG-Pool als unspezifische Kontaminanten identifiziert wurden (). Proteine mit einem log2 Wert ab +/- 0,6 
(1,5-fache Änderung) gelten als EGF-sensibel (gestrichelte Linie). (B) Mengendiagramm EGF-Sensibler 
Proteine der EGF/K SILAC und Schnittmengen mit Proteinen der EGF/AG SILAC für AG-sensible Proteine 
(EGF/AG < -1,5), EGF-sensible Proteine (EGF/AG > 1,5) und EGF und Inhibitionsunabhängige Proteine 
(EGF/AG (-1,5)- 1,5). 

 

Abbauprozesse regulierende Proteine hingegen wurden nur in der SILAC EGF/AG, wie erwartet, 

gefunden. AP2 leitet Endozytose des Rezeptors ein und bindet stark an aktivierten EGFR. MON2, 

welches das Recycling endozytotisch eingeschlossener Proteine fördert, wird durch Stimulation 

unterbunden, um eine Regulation der Rezeptortaktivierung zu realisieren. Die log2 EGF/AG Werte 

um 0 zeigen, dass die Bindung dieser Proteine nach Bindung von EGF nicht durch die Hemmung 

der Tyrosinkinaseaktivität verringert wird. So inhibiert AG1478 zwar die Signalweiterleitung, nicht 

jedoch die Assoziation von AP2 oder MON2. Dieses stimmige Bild und die Identifizierung von 12 

bekannten EGFR bindenden Proteine sprechen für ein gelungenes Experiment. Da die 

SILAC-Quotienten der Adapterproteine jedoch teilweise entgegengesetzt der Erwartungen und 

früheren Ergebnissen gerichtet waren, empfiehlt sich die Durchführung mindestens dreier 

Bioreplikate. Da für die Präzipitationen der SILAC ebenfalls 100 µg Cetuximab eingesetzt wurden, 

diese allerdings stimulierte und Kontrollprobe binden sollten, war die Antikörpermenge im 

Vergleich zu den unmarkierten Experimenten halbiert. Um zuverlässigere Quotienten der niedrig 

exprimierten Adapterproteine zu generieren, könnte die Antikörpermenge für einen SILAC-Ansatz 

entsprechend auf 200 µg angepasst werden. Durch Einsatz einer dreistufigen Markierung (leicht-

mittel-schwer) durch Ergänzung von stabilen 
15

N Isotopen, könnte die methodische Varianz der  
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Tab. 3: Direkte Interaktionspartner des EGFR nach iRefIndex. Der mittlere log2-Quotient EGF/K aus vier 
unmarkierten IP Experimenten sowie log2 SILAC-Quotienten der direkten Interaktionen aus beiden 
SILAC-Experimenten. (n.c. = nicht kalkulierbar) 

Gen  Protein 
MITTEL 
EGF/K 

SILAC 
EGF/K 

SILAC 
EGF/ AG 

AP2M1 AP-2 complex subunit mu OS 2,2 1,27 0,05 

P85B Phosphatidylinitol 3-kinase regulatory subunit beta  1,6 -0,80 -2,17 

SHC1 SHC-transforming protein 1  1,4 -0,68 -1,12 

UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing protein B  1,3 0,62 -1,27 

GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2  0,9 0,51 -0,46 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3  0,7 0,33 0,14 

HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein  -0,2 -0,25 -0,21 

VAV2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2  -- 1,42 -0,11 

CBLC Signal transduction protein CBL-C  -- 0,51 -0,70 
PLCG1 1-phosphatidylinitol-4,5-bisphphate phphodiesterase 

gamma-1  -- -0,23 -1,48 

STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta  n.c. 0,62 0,48 

PRDX1 Peroxiredoxin-1  n.c. 0,13 -0,67 

     SOS1 Son of sevenless homolog 1  n.c. -1,96 -- 

     SOS2 Son of sevenless homolog 2  2,2 -- -- 

ERRFI ERBB receptor feedback inhibitor 1  1,5 -- -- 

LEG3 Galectin-3  0,3 -- -- 

HS90A Heat shock protein HSP 90-alpha  -0,2 -- -- 

1433Z 14-3-3 protein zeta/delta  n.c. -- -0,8 

 

zwei SILAC-Experimente weiter verringert werden, indem die unbehandelten Zellen unmarkiert 

blieben, inhibierte Stimulation in mittlerem SILAC (
13

C-AS) Medium und die EGF-Stimulation in 

schwer markierter Kultur (
13

C+
15

N-AS) durchgeführt und die drei Lysate für die Präzipitation zu 

gleichen Proteinmengen vereinigt werden. Im vorliegenden Experiment bieten die zwei separaten 

Proben jedoch durch Bildung einer Schnittmenge den Vorteil zweier Quasi-Bioreplikate, da die 

Inhibition die Stimulation theoretisch unterbindet und sich die Proteinmuster ähneln würden. Da 

sich die Assoziation von Proteinen an den EGFR jedoch auch durch den Inhibitor ändern kann, 

sind die Bedingungen für Bioreplikate nicht erfüllt. Die Vorzüge der Quantifizierung mithilfe der 

Isotopenmarkierung sollten in geringeren methodischen Fehlern sowie weniger Rechenaufwand 

und damit einhergehenden Verzerrungen liegen. Da unspezifisch bindende Proteine jedoch am 

zuverlässigsten durch eine Isotypkontrolle ermittelt werden und zumindest bei Affinitäts-

Aufreinigungen eine mathematische Korrektur der SILAC-Quotienten nötig ist, verschwindet hier 

der methodische Vorteil. Vielmehr sind hohe Kosten, langwierige Adaptionskultur und die 

eingeschränkte Applizierbarkeit zu berücksichtigen. Nicht nur die Verfügbarkeit von depletierten 

SILAC-Medien für spezielle Kulturen, auch die Toleranz von dialysiertem oder stark reduziertem 

Serum im Nährmedium müssen im Vorfeld für ein Modellsystem ermittelt werden. Hinzu kommen 

metabolische Besonderheiten einiger Zellen, die den Einsatz bestimmter Aminosäuren für die 

Markierung limitieren. Die bekannte Umwandlung von L-Arginin zu L-Prolin in HeLa Zellen führt zu 

großen Ungenauigkeiten im Abgleich mit der Peptid Datenbank, da diese nur die Massen von 
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schwerem L-Lysin berücksichtigen. Bei bekannter Problematik mögen solche Fehler durch 

verschiedene Ansätze korrigiert oder umgangen werden 
99

, etwa durch den Einsatz anderer 

Aminosäure-Isotope. In einem neuen Modell müssen derlei Risiken jedoch in Vorversuchen 

ausgeschlossen werden. 

 

 

2.1.5 Photoaktive Vernetzung von Proteinen in Zellkultur  

Um einen bestimmten Zustand der Proteinbindungen nach Einwirkung einer Substanz zu 

konservieren und vor Veränderungen während der Probenaufbereitung zu schützen, sollten 

Proteine durch Vernetzung stabilisiert werden. Als Vernetzungsagens wurde SDA (Succinimidyl 

4,4'-azipentanoat; N-Hydroxysuccinimid; NHS-Diazirin) verwendet, dessen Succinimid-

Estergruppe primäre Amine kovalent bindet. Unter anschließender UV-Bestrahlung reagiert die 

Diaziringruppe mit nahegelegenen Strukturelementen der Aminosäuren. Das 

Vernetzungsprotokoll ist in Abb. 16 schematisch zusammengefasst. Die Behandlung der Zellen 

kann vor der Inkubation mit SDA erfolgen um sterische Behinderungen der Bindungspartner 

auszuschließen. Bei anschließenden Waschungen und Inkubationen besteht jedoch die Gefahr, 

dass sich Bindungen wieder lösen bevor der Vernetzungsprozess durch UV-Bestrahlung 

abgeschlossen ist. Alternativ kann die Behandlung nach erfolgter SDA Inkubation und Quenching 

erfolgen. Damit ist die Dauer zwischen Behandlung und Vernetzung minimal.  

 

 

Abb. 16: Protokoll der Proteinvernetzung mit photoaktivem SDA. SDA wird zu 10 mM in DMSO gelöst 
und in PBS pH 8,0 zu gewünschter Konzentration verdünnt. Die Zellkulturen werden mit PBS pH 8,0 
gespült und SDA bei Raumtemperatur auf einem sanften Wipptisch inkubiert. Die Succinimidestergruppen 
reagieren mit primären Aminen. Nach Quenching der freien SDA Moleküle mit 300 µl 2 M Tris wird die 
Vernetzung durch Exposition unter einer UV-Quelle für 15 min vollendet. Die Diaziringruppe des SDA hat 
nahegelegene aliphatische Seitenketten gebunden. Nun können Lyse und Separation in der SDS-PAGE mit 
anschließender Detektion im WB oder MS folgen. 
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Zunächst wurden verschiedene SDA Konzentrationen getestet. A431-Zellen wurden mit 0,5-2 mM 

SDA vernetzt und EGFR präzipitiert. WB Analysen der Lysate und IP Überstände zeigen, dass 

vernetztes Proteingemisch in der SDS-Page aufgetrennt und EGFR detektiert werden kann (Abb. 

17A). Dennoch war EGFR in den Eluaten mit steigender SDA Konzentration zunehmend schlecht 

zu detektieren. Wiederholungen des Versuchs resultierten in ausbleibenden EGFR-Banden der 

vernetzten Proben (Daten nicht dargestellt). Da die SA-PMPs bei Inkubation mit Lysat einen 

zähen Schleim bilden, bestand der Verdacht, dass dieser die Affinitätsbindung verhindert. EGF-

stimulierte A431-Zellen und unstimulierte Kontrollen wurden mit 1 mM SDA verlinkt und vor der IP 

mit SA-PMPs ohne Antikörper vorgereinigt. Die EGFR Banden aller verlinkten Proben waren 

schwächer als die unverlinkten Kontrollen und zeigten einen Schweif nach oben (B). Neben der 

additiv erhöhten Molekularmasse vernetzter Proteine, sind die vernetzten Proteine 

möglicherweise nicht vollständig in ihre Primärstruktur überführbar und durch die Quervernetzung 

einzelner Ketten nicht mehr ohne weiteres in der PAGE auftrennbar. Die MS Analyse der 

gesamten Gelspuren der Eluate sollte nun aufdecken, ob die Identifizierung spezifischer 

Adapterproteine durch die Vernetzung erhöht werden konnte. 

 

Abb. 17: WB Analysen präzipitierter EGFR nach Proteinvernetzung. (A) Lysate, Überstände und Eluate 
der IP unbehandelter (--) oder vernetzter Proteine mit 0,5-2 mM SDA und (B) Vernetzung (X) mit 1 mM SDA 
nach Stimulation mit 100 ng/ml EGF (+) und unstimulierte Kontrollen (-). 

 

Um auch die Proteine zu berücksichtigen, die entweder nicht oder nur nach Verlinken detektiert 

werden konnten, wurde der NSAF% berechnet und 0,5 addiert. Im Durchschnitt sind die 1094 

Proteine in verlinkter unstimulierter Kontrolle gegenüber der unverlinkten Kontrolle (K-X/K) 

2,2-fach erhöht, in den EGF-stimulierten (EGF-X/EGF) 3,2-fach. Mit einem log2 Wert von >1 

beziehungsweise <(-1) wurde die Menge von 268 Proteinen durch die Stimulation mit EGF 

mindestens zweifach verändert (EGF/K) und mit 393 Proteinen 1,5 mal mehr in verlinkten Proben 

(EGF-X/K-X). Die Abdeckung der Proteinsequenz änderte sich nicht abhängig von der 

Behandlung. In Tab. 4 sind Sequenzabdeckung in % und relative Proteinmenge in % willkürlich 
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ausgewählter Proteine angegeben, an denen der Anreicherungseffekt beispielhaft genauer 

diskutiert werden soll. Der erste Block enthält Proteine, die durch Vernetzung um ein Vielfaches 

mehr identifiziert werden konnten. Darunter befinden sich einige Proteine, deren Assoziation 

zudem durch Stimulation erhöht wurde, wie HSP7C, PRDX1 und SRC8. Diese, sowie die drei 

Proteine PCNA, STAT1 und programmed cell death 6-interacting protein (PDC6L), die nur nach 

Vernetzung detektiert werden konnten, scheinen von der Proteinvernetzung zu profitieren. Im 

Gegenteil dazu, wurden die bekannten EGFR Adapterproteine SHC1, UBS3B und VAV2 nicht mehr 

identifiziert, wenn SDA verwendet wurde. Im letzten Block sind Proteine aufgelistet, deren Menge 

unabhängig von Stimulation oder Vernetzungsreagenz willkürlich schien. Dies ist für einen 

Großteil der identifizierten Proteine der Fall. Aus der Vernetzung aneinander gebundener 

Proteine ergeben sich einige Konsequenzen, die es zu bedenken gibt, um den Nutzen für eine 

Anwendung abwägen zu können. 

Tab. 4: Anreicherung präzipitierter Proteine nach Proteinvernetzung. Die relative Proteinmenge 
(NSAF) ausgewählter Proteine ist in % von EGFR für vernetzte (X) Proteine nach EGF-Stimulation (EGF) 
und deren Kontrollen (K) angegeben. Die Sequenzabdeckung in % gibt an, welcher Anteil des Proteins mit 
der Identifizierung abgedeckt wurde. 

    Sequenzabdeckung in %   % von EGFR  

Gen Protein  K  K-X  EGF  EGF-X   K K-X EGF EGF-X 

2AAA 
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 
kDa regulatory subunit A alpha isoform  

7 16 0 11 
 

2 11 0 13 

ANXA1 Annexin A1  19 41 15 33 
 

5 57 4 78 

AP2A1 AP-2 complex subunit alpha-1  5 11 3 11 
 

1 6 1 11 

CLH1 Clathrin heavy chain 1  5 31 7 20 
 

1 39 1 34 

CTNB1 Catenin beta-1  22 25 26 22 
 

7 26 7 37 

EF1G Elongation factor 1-gamma  12 20 11 17 
 

5 26 5 44 

G3BP1 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1  20 30 17 20 
 

8 22 4 31 

HSP71 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B  40 49 44 48 
 

29 114 26 166 

HSP7C Heat shock cognate 71 kDa protein  46 61 49 55 
 

46 181 36 241 

PRDX1 Peroxiredoxin-1  6 39 12 34 
 

4 37 3 62 

SRC8 Src substrate cortactin  19 24 20 28 
 

8 27 6 35 

           
PCNA Proliferating cell nuclear antigen  0 12 0 12 

 
0 8 0 9 

PDC6I Programmed cell death 6-interacting protein  0 4 0 6 
 

0 3 0 6 

STAT1 
Signal transducer and activator of transcription 
1-alpha/beta  

0 15 0 8 
 

0 8 0 6 

           
SHC1 SHC-transforming protein 1  11 0 4 0 

 
2 0 2 0 

UBS3B 
Ubiquitin-associated and SH3 domain-
containing protein B  

8 0 12 0 
 

2 0 3 0 

VAV2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2  3 0 7 0 
 

1 0 2 0 

           
CIP2A Protein CIP2A  7 7 6 0 

 
2 3 1 0 

COF1 Cofilin-1  23 32 23 0 
 

4 16 3 0 

G3BP2 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2  0 10 6 0 
 

0 6 1 0 

GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2  42 18 36 0 
 

13 6 13 0 

LEG3 Galectin-3  10 0 0 10 
 

4 0 0 22 

SMD2 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2  32 32 0 0 
 

15 17 0 0 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3  11 9 8 8 
 

2 4 1 6 
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Um spezifisch nur sehr nah beieinander lokalisierte Proteine zu vernetzen, wie es im Falle einer 

Bindung gegeben wäre, muss zunächst auf eine kurze Armlänge (Spacer) der 

Vernetzungsreagenzien geachtet werden. SDA mit einer Armlänge von vier Kohlenstoffatomen 

und der Bindungsfähigkeit verschiedener funktioneller Gruppen bietet hier eine Erweiterung 

gegenüber früheren Linkern, die auf primäre Amine beschränkt waren. Da SDA unreguliert an die 

zugänglichen Bereiche der Proteine bindet, sind die Peptide, an denen ein SDA Molekül 

gebunden hat, für die MS Identifikation nicht zugänglich. Die Sequenzabdeckung der MS Analyse 

spricht jedoch dafür, dass die Anreicherung eines Proteins diesen Verlust ausgleicht, da kein 

systematisch abnehmender Trend nach Verlinkung zu beobachten war. Die starken 

Abweichungen der Quotienten EGF/K mit und ohne Verlinkung deuten auf eine große 

methodische Ungenauigkeit hin. Für EGFR Adapterproteine wie GRB2, SHC1 oder UBS3B wäre 

eine Anreicherung nach Stimulation zu erwarten, wie bereits im vorherigen Kapitel gezeigt 

werden konnte. Zudem verwundert die ausbleibende Detektion nach Vernetzung. Die 

Proteinlänge variiert von 217 (GRB2) bis 649 (UBS3B) Aminosäuren, womit das Wegfallen SDA 

gebundener Peptide in der MS nicht die Abwesenheit durchschnittlich großer Proteine rechtfertigt. 

Da SDA kovalent bindet, sind die Vernetzungen nicht durch den reduzierenden Lämmli-

Probenpuffer spaltbar. WB sowie Gelfärbungen zeigen eine Verteilung der Proteinmenge nach 

oben. Da das Trennungsprinzip der SDS-PAGE vorwiegend auf einem Siebeffekt der 

Acrylamidmatrix basiert und die Proteine dazu in denaturierter Primärstruktur vorliegen müssen, 

könnten hier nicht aufgetrennte Proteine in den Geltaschen oder Sammelgel verloren gehen. 

Dieser Siebeffekt wird jedoch von einer Spannung angetrieben. Die Zugänglichkeit der Proteine in 

der Gelmatrix für die Peptidase und anschließende Extraktion der Peptide könnte durch 

bestehende Faltung vermindert sein.  

Eine erhöhte Ausbeute an spezifischen Adapterproteinen und deren quantitative Bewertung 

scheint mit dem vorliegenden Protokoll nicht erreichbar. Vielmehr wurde eine unspezifische 

Anreicherung von Proteinen erzielt und methodische Sicherheit eingebüßt. Für die gewählte 

Methodik des in-Gel-Verdaus wär ein spaltbarer Linker empfehlenswert, der eine Disulfidbindung 

enthält und vor der Auftrennung in der SDS-PAGE durch Erhitzen in Lämmlipuffer gespalten 

würde. Für die Massenspektrometrie sind außerdem kompatible Reagenzien erhältlich, deren 

zusätzliche Masse in den Peptiden kalkulierbar ist und in entsprechenden Datenbanken 

implementiert werden kann. Da die bestehende Methodik bereits vertrauenswürdige Ergebnisse 

liefert, verspricht das Vernetzen der Proteine keinen zusätzlichen Nutzen für das vorliegende 

Protokoll. Ein Vorteil besteht hier dennoch in der Konservierung eines Zustandes für folgende 

Arbeitsschritte, die einen Einfluss auf diesen Zustand ausüben würden. So wäre die IP mit 

Cetuximab von behandelten adherenten Zellen nur möglich, wenn die induzierte Änderung des 

Proteinmusters für die Dauer der Inkubation mit Cetuximab nicht durch diesen modifiziert werden 

könnte. Interessant könnte diese Variation der IP sein, um gezielt nur solche EGFR zu 

präzipitieren, die zum Zeitpunkt der Antikörperbindung noch menbranständig im aktivierten 

Zustand vorliegen, um die Anreicherung von Proteinen der Signalübertragung von anderen 

dynamischen Vorgängen innerhalb der Zelle zu separieren.  



38 Ergebnisse und Diskussion 

 

2.2 Differentielle Identifikation des EGFR-Interaktionsmusters unter TKI-Resistenz 

2.2.1 Akut induzierte Afatinib-Resistenz durch pharmakologische Manipulation 

Afatinib ist ein irreversibler Hemmstoff der Tyrosinkinaseaktivität des EGFR, ERBB2- und 

ERBB4-Rezeptors. In diese sogenannte zweite Generation der TKI wurden große Hoffnungen 

gesetzt, unter der Therapie kam es jedoch ebenfalls zu Resistenzbildung 
53

. Im Körper ist der 

Tumor von somatischem Gewebe und deren Stoffwechselprodukten umgeben, wodurch isolierte 

Zellmodelle Resistenzen nicht zuverlässig vorhersagen können, die durch Einflüsse des 

umliegenden Gewebestoffwechsels entstehen. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Martin Schuler der 

Universitätsklinik Essen hat ein Modell entwickelt, welches das somatische Umfeld eines Tumors 

besser nachempfinden soll, als die üblicherweise definierte, isolierte Zellkultur. Es wurde eine 

Fibroblasten-Suspensions-Zelllinie ausgewählt, deren Kulturüberstand als „konditioniertes 

Medium“ den Fremdstoffwechsel eines somatischen Gewebes imitieren sollte. Als Kontrolle 

wurde der Kulturüberstand der Modellzellen A431 verwendet. Tatsächlich wurde eine 

Afatinib-Resistenz durch höhere Überlebensrate der Zellen (Propidiumiodid und Colony-Assay) in 

konditioniertem Medium gegenüber dem Kontrollmedium sowie veränderte Genexpression 

beobachtet 
100

. Der veränderte Phosphorylierungsstatus von STAT3 und MAPK in WB Analysen 

deutete in die Richtung der EGFR-Signalkaskade. In Kooperation wurden konditionierte Medien 

und Afatinib bereitgestellt um Veränderungen des EGFR-Interaktoms mit dem vorliegenden Modell 

zu untersuchen. Für die MS-Analyse wurden A431-Zellen in eigen- oder fremdkonditioniertem 

Medium inkubiert und mit Afatinib 500 nM 30 min lang inkubiert. Die Ergebnisse der 

anschließenden EGFR-IP sind in Abb. 18 zusammengestellt. Die Phosphorylierung von EGFR und 

STAT3 wurden mittels WB Analyse in Lysaten und Eluaten der IP und die Assoziation von STAT3 

durch Co-IP mit EGFR in den Eluaten untersucht (Abb. 18A). In den Lysaten sind die Banden von 

EGFR und STAT3 gleichmäßig stark und unabhängig von Medium und Afatinib. Eine 

Phosphorylierung von STAT3 wurde nicht detektiert. EGFR war in nicht-gehemmten Lysaten 

konstitutiv phosphoryliert, durch Afatinib war pEGFR unabhängig vom verwendeten Medium nicht 

mehr nachweisbar. Ein ähnliches Bild zeigte sich für EGFR in den Eluaten. Hier war unter Afatinib-

Inkubation unabhängig vom verwendeten Medium nur eine sehr schwache Bande zu erahnen. 

STAT3 wurde unter jeder Kulturbedingung copräzipitiert, dabei weniger unter Afatinib-Inkubation in 

beiden Medien gegenüber den nicht behandelten Kontrollen. Eine pSTAT3-Bande war lediglich 

unter ungehemmter Kontrollbedingung identifizierbar. Somit sind keine Unterschiede in der 

Reaktion auf Afatinib durch das fremdkonditionierte Medium in der WB Analyse erkennbar. Durch 

MS wurden für Proben in Kontrollmedium 857 Proteine und nach  Afatinib-Behandlung 844 

Proteine identifiziert. In Proben der fremdkonditionierten Medien wurden 1003 Proteine in der 

unbehandelten Kontrolle sowie 812 Proteine nach Afatinib Inkubation identifiziert. Als 

Schnittmenge aller vier Proben sind 536 Proteine unter allen betrachteten 

Inkubationsbedingungen mit EGFR copräzipitiert und identifiziert worden (Abb. 18B). Mit dem 

NSAF in % von EGFR können die Proteinmengen der einzelnen Proben ins Verhältnis zueinander 

gesetzt werden. Die log2-Werte der Quotienten sind in Abb. 18C und D als Punktdiagramme 
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aufgetragen. In Kontrollmedium ist die Assoziation an EGFR von 145 Proteinen durch Afatinib-

Inkubation halbiert mit einem log2-Wert für KA/K <(-1), in konditioniertem Medium sind 226 

Proteine durch Afatinib-Behandlung zweifach geringer an EGFR assoziiert. Die Proteine, die durch 

Afatinib-Behandlung einen log2-Wert <(-2) haben, sind in Tab. 5 dargestellt. Darunter befinden 

sich erwartungsgemäß einige EGFR-Signalproteine wie GRB2, Sos1, SHC1, STAT 2,3 und STA5B, 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform (PK3CB) und P85B, 

sowie verschiedene ras-related proteins. Außerdem Signalmoleküle anderer Kaskaden, darunter 

ARHG5, einem Mediator G-gekoppelter Rezeptoren 
101

 und Crk-like protein (CRKL). STAT1 

hingegen ist nur unter konditioniertem Medium durch Afatinib abgereichert, in Kontrollmedium 

bleibt die Assoziation von STAT1 nach Afatinib-Behandlung konstant.  

 

Abb. 18: Afatinib-Resistenz in konditionierten Medien (KM). A431-Zellen wurden in konditioniertem 
Medium (KM) oder Kontrollmedium (K) kultiviert und mit Afatinib 500 nM für 30 min inkubiert (KA, KMA). (A) 
WB Analyse von Lysaten und Eluaten der EGFR-IP bezüglich des Phosphorylierungsstatus (p) sowie 
Assoziation von STAT3. Mengendiagramm (B) und Punktdiagramme (C, D) Identifizierter Proteine der 
MS-Analyse. Die log2-Werte der Quotienten zeigen die Assoziation der Proteine in Abhängigkeit von 
konditioniertem Medium (KM, C) in unbehandelten (KM/K, x-Achse) und inhibierten (KMA/KA, y-Achse) Zellen 
sowie in Abhängigkeit zur Inhibition durch Afatinib (A, D) in Kontrollmedium (KA/K, x-Achse) und 
konditioniertem Medium (KMA/KM, y-Achse). 
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Die Assoziation der Proteine an den EGFR in Abhängigkeit von konditioniertem Medium (KM, 

Abb. 18C) in unbehandelten (KM/K, x-Achse) und Afatinib-inhibierten Zellen (KMA/KA, y-Achse) ist 

für 16 Proteine mindestens zweifach verändert (log2 1). Protein disulfide-isomerase 1 (PDIA1) war 

unabhängig von einer  Afatinib-Behandlung in den Proben mit konditioniertem Medium gegenüber 

dem Kontrollmedium erhöht, PDIA6 hingegen erniedrigt. Die Proteine SWI/SNF-related matrix-

associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A member 5 (SMCA5) und RNA-

binding protein 10 (RBM10) waren in unbehandelten Proben mit konditioniertem Medium 

gegenüber Kontrollmedium verringert, unter Afatinib-Behandlung hingegen erhöht. Beide Proteine 

wurden in unbehandelten Kontrollen in größter Menge identifiziert und unter den verbleibenden 

Bedingungen gleichermaßen gering nachgewiesen. Die größte Gruppe beinhaltet Proteine, die im 

Gegensatz dazu ungehemmt in Proben mit konditioniertem Medium überwiegen, nicht jedoch 

unter Afatinibbehandlung. Hierunter befinden sich das cochaperon DnaJ homolog subfamily A 

member 2 (DNJA2), eukaryotic initiation factor 4A (EIF4A) sowie die heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins C1/C2 (HNRPC). Die Assoziation der Proteine in Abhängigkeit zur 

Tyrosinkinaseinhibition durch Afatinib wird in Abb. 18D für Kontrollmedium (KA/K, x-Achse) und 

konditioniertes Medium (KMA/KM, y-Achse) gezeigt. Für 87 Proteine sind beide log2-Werte 

außerhalb der Grenze von eins, deren Verteilung einen Trend in Richtung Abreicherung durch 

Inhibition aufweist. Unter diese bekannten Siganlproteine mischt sich das uncharakterisierte 

Protein KIAA1671 (K1671) dessen Funktion bisher nicht bekannt ist, allerdings Antikörper in 

Patientinnen mit Brustkrebs 
102

 und Assoziationen zu anderen Erkrankungen 
103

 gefunden 

wurden. Die 536 UniProtKB Asseccions der Protein-Schnittmenge aller vier Proben wurden mit 

dem DAVID anotation tool gegen die GENETIC_ASSOCIATION_DB_DISEASE_CLASS 

Datenbank abgeglichen und für 29 Proteine Annotationen gefunden. Die 15 Klassen von 

Erkrankungen die mit diesen 29 Proteinen assoziiert werden, sind als Kreisdiagramm dargestellt 

(Abb. 19). Die meisten Proteine werden mit neurologischen (15 Proteine), metabolischen (16 

Proteine) oder immunologischen (17 Proteine) Erkrankungen assoziiert. Alle annotierten Proteine 

sind mit Krebs assoziiert. Die Assoziation dieser 29 Proteine an EGFR ist nach 

Afatinib-Behandlung in konditioniertem Medium gegenüber dem Kontrollmedium nicht verändert. 

Nach Annotation der GENETIC_ASSOCIATION_DB_DISEASE Datenbank stehen sechs 

Proteine näher mit Lungenkrebs in Verbindung. Diese sind EGFR, HSP7C, PCNA, serine/threonine-

protein kinase ATR (ATR), Fanconi anemia group G protein (FANCG) und DNA mismatch repair 

protein MSH6 (MSH6). Um die Proteine, deren Reaktion auf Afatinib von Komponenten des 

konditionierten Mediums beeinflusst werden, genauer zu selektieren, wurde ein theoretischer 

Resistenzpool gebildet. Proteine, die durch das konditionierte Medium durch ihre Assoziation an 

EGFR Resistenzmechanismen vermitteln, müssten unter Afatinib-Behandlung eine andere 

Assoziations-Dynamik zeigen als in Kontrollmedium. Folglich wurde der Quotient KMA/KA gebildet 

und Proteine mit einem log2-Quotient >1 oder <(-1) betrachtet. Die Einträge der Datenbanken für 

Krankheiten und Proteine oder Gene, die mit diesen in Verbindung gebracht wurden, sind auf 

bereits bekannte Zusammenhänge beschränkt. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Protein an der 

Entwicklung einer bestimmten Krankheit oder Störung beteiligt ist, kann mit dem Disease 

Candidate Prioritization tool der functional Similarity Matrix (FunSimMat, 
104

) gewichtet werden. 
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Tab. 5: Proteine, die durch Afatinib-Behandlung in Kontroll- und konditioniertem Medium vermindert EGFR-assoziieren 
(log2 <-2). Relative Proteinmenge (NSAF) in % der EGFR-Menge der Probe in Kontrollmedium (K) und konditioniertem Medium, 
mit oder ohne Afatinib-Behandlung (500 nM), sowie log2-Werte der Quotienten für erhöhte (+) oder verringerte (-) Assoziation. 
(n.c.= not calculable) 
 

  
% von EGFR 

 
log2 

Gen Protein  K  KA KM  KMA    KA/K  KMA/KM 

UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing 
protein B 

4,13 0,25 3,81 0,51  -4,048 -2,912 

ARHG5 Rho guanine nucleotide exchange factor 5  3,32 0,34 4,46 0,50  -3,278 -3,167 

PK3CB Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 
catalytic subunit beta isoform 

1,81 0,21 1,01 0,08  -3,085 -3,604 

SYG Glycyl-tRNA synthetase  0,39 0,05 0,31 0,07  -2,995 -2,078 

CRKL Crk-like protein  3,26 0,42 2,99 0,12  -2,961 -4,626 

DSG2 Desmoglein-2  0,64 0,08 0,34 0,07  -2,946 -2,341 

P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 4,60 0,72 3,74 0,45  -2,682 -3,053 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3  18,43 3,37 14,27 3,36  -2,451 -2,086 

YES Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Yes 0,84 0,17 0,72 0,17  -2,336 -2,106 

SI1L1 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1 0,39 0,08 0,49 0,10  -2,268 -2,267 

SOS1 Son of sevenless homolog 1  1,94 0,42 1,66 0,13  -2,192 -3,633 

STK3 Serine/threonine-protein kinase 3  0,48 0,11 0,37 0,07  -2,147 -2,341 

RPN2 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 2 

0,74 0,17 1,19 0,21  -2,073 -2,533 

GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2  8,83 2,16 9,85 2,11  -2,030 -2,225 

P85A Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha 1,22 0,14 0,74 n.c.  -3,073 n.c. 

MX2 Interferon-induced GTP-binding protein Mx2  0,52 0,12 0,22 n.c.  -2,088 n.c. 

LACTB Serine beta-lactamase-like protein LACTB, 
mitochondrial  

0,44 0,07 0,43 n.c.  -2,732 n.c. 

RBM39 RNA-binding protein 39  0,36 0,07 0,17 n.c.  -2,410 n.c. 

SCRIB Protein scribble homolog  0,28 0,05 0,24 n.c.  -2,580 n.c. 

GPDM Glycerol-3-phosphatase dehydrogenase, mitochondrial  0,73 n.c. 0,48 0,05  n.c. -3,248 

1433S 14-3-3 protein sigma  0,77 n.c. 1,68 0,29  n.c. -2,511 

GCP60 Golgi resident protein GCP60  0,62 n.c. 0,38 0,07  n.c. -2,511 

ABLM1 Actin-binding LIM protein 1  0,58 n.c. 0,38 0,07  n.c. -2,456 

EIF3L Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L  0,48 n.c. 0,62 0,12  n.c. -2,341 

MEN1 Menin  0,32 n.c. 0,30 0,06  n.c. -2,341 

5NTD 5'-nucleotidase  0,59 n.c. 0,61 0,13  n.c. -2,248 

S27A4 Long-chain fatty acid transport protein 4  0,52 n.c. 0,65 0,14  n.c. -2,189 

ANM5 Protein arginine N-methyltransferase 5  0,37 n.c. 0,25 0,06  n.c. -2,148 

CAN2 Calpain-2 catalytic subunit  0,20 n.c. 0,23 0,05  n.c. -2,148 

DJC13 DnaJ homolog subfamily C member 13  0,03 n.c. 0,07 0,02  n.c. -2,148 

GRB7 Growth factor receptor-bound protein 7  2,38 n.c. 1,17 0,27  n.c. -2,096 

IFIT3 Interferon-induced protein w tetratricopeptide repeats3  0,19 n.c. 0,46 0,11  n.c. -2,078 
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Abb. 19: Kreisdiagramm annotierter Krankheitsklassen und Bindungsdynamik Krebs-assoziierter 
Proteine. Die UniProtKB Accessions der Proteine wurden mit dem functional annotation tool von DAVID 
gegen die GENETIC_ASSOCIATION_DB_DISEASE_CLASS Datenbank abgeglichen. Die 15 identifizierten 
Krankheitsklassen und die Anzahl der Proteine mit entsprechender Annotation sind als Kreisdiagramm 
dargestellt. Ein Liniendiagramm veranschaulicht die Bindungsdynamik der 29 Krebs-assoziierter Proteine in 
den 4 Proben anhand der identifizierten Proteinmenge als NSAF%.   

 

Dieses Tool ermittelt die Ähnlichkeit der funktionalen GO-Annotationen eines Proteins und einer 

Erkrankung. Der berechnete Score ermöglicht die Sortierung von Proteinen eines Datensets nach 

ihrer Priorität hinschtlich der gewählten Erkrankung von Null für keine Ähnlichkeit bis Eins für 

maximale Ähnlichkeit. Für die Proteine des Resistenzpools wurden Scores (BPsimRel, 
105

) für die 

funktionale Ähnlichkeit der BP GO-Annotation zu Lungenkrebs (OMIM 211980) ermittelt. Die 32 

Proteine (23%) mit simRel-scores über 0,8 für Lungenkrebs sind in Tab. 6 aufgeführt. Die größte 

Ähnlichkeit mit einem simRel von Eins haben tumor necrosis factor alpha-induced protein 2 

(TNAP2) und neuroblast differentiation-associated protein AHNAK (AHNK). Für die sechs Proteine, 

die nach DAVID die Annotation Lungenkrebs hatten, wurde ebenfalls ein simRel Score über 0,8 

ermittelt. Diese sind jedoch aufgrund ihres Assoziationsverhaltens nicht Teil des Resistenzpools. 

Die geringe Anzahl von Proteinen, deren assoziationen mit Lungenkrebs bekannt ist und folglich 

annotiert sind, gegenüber der Anzahl an Proteinen für die eine funktionelle Ähnlichkeit ermittelt 

wurde, zeigt die Wichtigkeit bioinformatischer Operationen für die identifizierung neuer 

Zusammenhänge auf. Zur Veranschaulichung der Bindungs-Dynamik ist die relative 

Proteinmenge (NSAF%) der Proteine des Resistenzpools unter den vier Versuchsbedingungen in 

Abb. 20 in Liniendiagrammen dargestellt. In Abb. 20A sind Proteine dargestellt, deren Assoziation 

nach Afatinib-Behandlung sowohl in Kontrollmedium als auch in konditioniertem Medium abnahm 

(log2 KA/K und KMA/KM <(-1)). Unter diesen Medium-unabhängig inhibierten Proteinen sind die 

bekannten EGFR-Interaktoren UBS3B, SOS1 und PK3CB. Proteine, deren Assoziation nach 

Afatinib-Behandlung in Kontrollmedium abnahm (log2 KA/K <(-1)), unter konditioniertem Medium 

jedoch unverändert oder erhöht sind (log2 KMA/KM >(-1)) zeigt Abb. 20B. Hierzu gehören ERRFI,  

PRDX1, negative elongation factor B (NELFB) und splicing factor 1 (SF01). Der negativ-Regulator 

ERRFI reguliert die Signale der ERBB Rezeptoren, inhibiert die Autophosphorylierung und stört die 

Dimerisierung des EGFR. Seine Funktion ist wichtig für eine normale Proliferation und 
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Tab. 6: Proteine des Resistenzpools mit funktioneller Ähnlichkeit (simRel-score >0,8) zu Lungenkrebs 
(OMIM 211980). Relative Proteinmenge (NSAF) in % der EGFR-Menge der Probe in Kontrollmedium (K) und 
konditioniertem Medium, mit oder ohne Afatinib-Behandlung (500 nM), sowie log2-Werte der Quotienten für 
erhöhte (+) oder verringerte (-) Assoziation.(n.c.= nicht calculierbar) 
 

      % von EGFR   Log2 

simRel Gen Name K KA KM KMA 
 

KA/ K KM /K KMA/K KMA/KM KMA/ KA 

1,00 TNAP2 
Tumor necrosis factor alpha-induced 
protein 2 

0,52 0,08 0,50 0,25 
 

-2,63 -0,05 -1,03 -0,98 1,60 

1,00 AHNK 
Neuroblast differentiation-associated 
protein AHNAK 

0,09 0,07 0,08 0,02 
 

-0,28 -0,12 -2,20 -2,08 -1,92 

0,98 SPTCS Spatacsin 0,04 0,01 n.c. 0,05 
 

-1,41 n.c. 0,41 n.c. 1,82 

0,98 DIDO1 Death-inducer obliterator 1 0,04 0,07 0,04 0,03 
 

0,76 -0,05 -0,39 -0,34 -1,15 

0,97 ATX10 Ataxin-10 4,26 9,10 4,64 3,55 
 

1,09 0,12 -0,26 -0,39 -1,36 

0,95 SOS1 Son of sevenless homolog 1 1,94 0,42 1,66 0,13 
 

-2,19 -0,22 -3,85 -3,63 -1,66 

0,95 BZW2 
Basic leucine zipper and W2 
domain-containing protein 2 

1,73 3,06 1,45 1,48 
 

0,83 -0,25 -0,22 0,03 -1,04 

0,93 TRIO Triple functional domain protein 0,02 0,03 0,04 0,01 
 

0,91 1,27 -0,39 -1,66 -1,31 

0,92 COG8 
Conserved oligomeric Golgi complex 
subunit 8 

1,49 0,35 1,51 0,93 
 

-2,07 0,02 -0,69 -0,71 1,39 

0,91 CRKL Crk-like protein 3,26 0,42 2,99 0,12 
 

-2,96 -0,12 -4,75 -4,63 -1,79 

0,91 BZW1 
Basic leucine zipper and W2 
domain-containing protein 1 

n.c. 1,30 0,92 0,60 
 

n.c. n.c. n.c. -0,62 -1,13 

0,90 ATRIP ATR-interacting protein n.c. 0,16 n.c. 0,07 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. -1,21 

0,88 NUMB Protein numb homolog 0,45 0,14 0,29 0,06 
 

-1,67 -0,64 -2,98 -2,34 -1,31 

0,87 ACK1 Activated CDC42 kinase 1 n.c. 0,07 n.c. 0,20 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 1,48 

0,86 IFRD1 
Interferon-related developmental 
regulator 1 

n.c. 0,20 n.c. 0,08 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. -1,31 

0,86 TSC2 Tuberin n.c. 0,08 n.c. 0,02 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. -1,98 

0,86 CDC37 Hsp90 co-chaperone Cdc37 1,93 0,95 1,74 0,46 
 

-1,02 -0,15 -2,07 -1,93 -1,05 

0,86 MAPK3 MAP kinase-activated prot. kinase 3 n.c. 0,28 0,18 0,10 
 

n.c. n.c. n.c. -0,93 -1,57 

0,85 TBCD8 TBC1 domain family member 8 0,21 0,08 0,00 0,34 
 

-1,41 n.c. 0,74 n.c. 2,15 

0,85 PK3CB 
Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic 
subunit beta isoform 

1,81 0,21 1,01 0,08 
 

-3,08 -0,84 -4,45 -3,60 -1,36 

0,85 RAB34 Ras-related protein Rab-34 1,02 0,63 0,98 0,21 
 

-0,70 -0,05 -2,27 -2,22 -1,57 

0,84 VDAC1 
Voltage-dependent anion-selective 
channel protein 1 

0,44 0,98 1,26 0,20 
 

1,17 1,53 -1,13 -2,66 -2,31 

0,84 ERRFI ERBB receptor feedback inhibitor 1 1,86 0,32 2,10 1,66 
 

-2,54 0,18 -0,17 -0,34 2,37 

0,83 AIMP2 
Aminoacyl tRNA synthase complex-
interacting multifunctional protein 2 

n.c. 0,40 n.c. 0,12 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. -1,79 

0,82 MSH2 DNA mismatch repair protein Msh2 0,23 0,29 n.c. 0,10 
 

0,33 n.c. -1,24 n.c. -1,57 

0,82 TAF2 
Transcription initiation factor TFIID 
subunit 2 

0,16 0,04 0,09 0,12 
 

-1,83 -0,73 -0,39 0,34 1,43 

0,81 SMCA5 
SWI/SNF-related matrix-associated 
actin-dependent regulator of 
chromatin subfamily A member 5 

0,33 0,05 0,06 0,17 
 

-2,73 -2,37 -0,98 1,40 1,75 

0,81 PP2BA 
Serine/threonine-protein 
phosphatase 2B catalytic subunit 
alpha isoform 

0,87 0,93 0,93 0,38 
 

0,10 0,09 -1,18 -1,27 -1,28 

0,80 DNJA2 DnaJ homolog subfam. A member 2 0,23 0,93 1,58 0,31 
 

1,98 2,75 0,41 -2,34 -1,57 

0,80 ATG7 
Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme ATG7 

0,34 0,18 0,46 0,42 
 

-0,92 0,43 0,28 -0,15 1,21 

0,80 TRFM Melanotransferrin 0,60 0,33 0,48 0,15 
 

-0,88 -0,32 -1,98 -1,66 -1,10 

0,80 UBP34 
Ubiquitin carboxyl-terminal 
hydrolase 34 

n.c. 0,02 0,03 0,05 
 

n.c. n.c. n.c. 0,98 1,02 

 

 

Differenzierung. Weitere ERBB Mitglieder sind ausschließlich in Afatinib-behandelten Proben 

identifiziert worden, der Liganden-unabhängige Dimerisierungspartner ERBB2 in KA mit 4,2% und 

KMA 4,7% sowie ERBB3 mit 0,35% in KA und 0,28% in KMA. Ein Zusammenhang zwischen der 

Proteinmenge der ERBB Rezeptoren und seinem negativ Regulator scheint jedoch nicht zu 

bestehen. Da dieser nur in Gegenwart des konditionierten Mediums unter Tyrosinkinaseinhibition 

mit Afatinib weiter in vergleichbarer Menge assoziiert, scheint die Ursache eher im konditionierten 

Medium zu liegen. Der SF01 ist in Protein-splicing involviert und möglicherweise ein Repressor 
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der Transkription 
106

. SF01 und NELFB, der als essentieller Bestandteil verschiedener 

Proteinkomplexe ein Pausieren der Transkription bewirkt 
107

, liegen am Ende in der 

Signalkaskade und können auf diesem Weg an vielen Stellen durch Rezeptor-unabhängige 

Faktoren in ihrer Funktion beeinflusst werden. Neben NELFB sind auch negative elongation factor 

E (NELFE), elongation factor 1-alpha 1, -gamma und Tu (EF1A1, EF1G, EFTU) im Resistenzpool 

enthalten, sowie EF2 der knapp außerhalb der Kriterien lag. Proteine, die hingegen nur in 

Kontrollmedium durch Afatinib-Behandlung verstärkt detektiert wurden (log2 KA/K >1, C) und in 

konditioniertem Medium Afatinib-unabhängig konstant blieben, sind beispielsweise Ataxin-10 

(ATX10), basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 2 (BZW2) sowie eukaryotic 

translation initiation factor 3 subunit E (EIF3E). Diese Proteine scheinen unter konditionierten 

Bedingungen kinaseunabhängig zu fungieren. Die Assoziation von DNJA2 sinkt unter Behandlung 

mit Afatinib in konditioniertem Medium, wobei sie in Kontrollmedium steigt. DNJA1, DNJC1 und 

DNJC16 wurden ebenfalls identifiziert. Die Funktion der DNA-J-Homologen wurde bisher nicht 

sehr intensiv charakterisiert. Sie sind Co-Chaperone von HSP7C welches ebenfalls in dieser 

Analyse identifiziert wurde und werden mit verschiedenen Krankheiten, einschließlich Krebs, 

assoziiert 
108

. Zuletzt zeigt Abb. 20D Proteine, deren Assoziation durch Afatinib-Behandlung in 

 

Abb. 20: Dynamik der EGFR-Assoziation von Proteinen des Resistenzpools. Die relative Proteinmenge 
in NSAF% (y-Achse) für MS identifizierte Proteine aus Eluaten Afatinib-behandelter (A) A431-Zellen in 
Kontrollmedium (K) oder konditioniertem Medium (KM) nach EGFR-IP. Die Proteine des Resistenzpools 
(KMA/KA log2>1<(-1)) sind in vier Gruppen unterteilt. (A) Proteine deren Assoziation nach 
Afatinib-Behandlung sowohl in Kontrollmedium als auch in konditioniertem Medium abnimmt [log2 KA/K und 
KMA/KM <(-1)]; (B) Proteine deren Assoziation nach Afatinib-Behandlung in Kontrollmedium abnimmt [log2 
KA/K <(-1)], unter konditioniertem Medium jedoch unverändert oder erhöht ist [log2 KMA/KM >(-1)], sowie (C) 
Proteine deren Assoziation in konditioniertem Medium durch Afatinib-Behandlung gleich oder verringert ist, 
in Kontrollmedium jedoch steigt (log2 KA/K >1 und KMA/KM <1) und (D) Proteine deren Assoziation durch 
Afatinib-Behandlung in Kontrollmedium steigt oder unverändert bleibt, unter konditioniertem Medium jedoch 
abnimmt oder gleich bleibt (log2 KA/K >(-1) und KMA/KM <1). 32 Proteine des Resistenzpools wurden aus 
der Gruppierung aufgrund eines fehlenden NSAF%-Wertes ausgeschlossen. 
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Kontrollmedium steigt oder unverändert bleibt, unter konditioniertem Medium jedoch abnimmt 

oder gleich bleibt (log2 KA/K >(-1) und KMA/KM <1, D). Hierunter befindet sich das lanC-like 

protein 2 (LANC2), das mit einer Reihe Inositolphospholipiden interagiert, an diese gebunden 

verstärkt an Membranen assoziiert und mit der Sensitivität gegen das Anthracyclin Doxorubicin in 

verbindung gebracht wurde 
109

. Weitere 32 Proteine des Resistenzpools wurden aus der 

Gruppierung aufgrund eines fehlenden NSAF%-Wertes ausgeschlossen. Die AG Schuler hat eine 

Induktion reaktiver Sauerstoffspezies durch Afatinib beobachtet. Durch die Induktion der 

Überexpression eines Schutzproteins des NAD
+
-Syntheseweges konnten sie eine Resistenz 

gegen Afatinib erzeugen. Die MS-Analyse identifizierte PRDX1, das in die Regulation von 

Redoxprozessen der Zelle involviert ist. Eine erhöhte Genexpression von PRDX1 wird in vielen 

Krebsarten, darunter NSCLC 
110

, beobachtet und zudem als Biomarker für NSCLC in intrinsischer 

Gewebeflüssigkeit diskutiert 
111

. Ha et. al. beschrieben eine PRDX1-Abhängigkeit der epithelial-to-

mesenchymal transition (EMT), durch Regulation des EMT-Markers E-Cadherin. EMT wird durch 

TGF-β1 induziert, welches nicht in der MS-Analyse identifiziert wurde, allerdings transforming 

growth factor-beta receptor-associated protein 1 (TGFA1), welches in TGF-β1-Signaling involviert 

ist. PRDX1 wurde in der vorliegenden Analyse mit 2,18% (NSAF) in Proben aus unbehandeltem 

Kontrollmedium und nach Afatinib-Behanlung mit 0,55% (NSAF) identifiziert. In konditioniertem 

Medium war die relative Proteinmenge mit 1,52% ohne und 1,11% mit Afatinib geringer als in 

unbehandelter Kontrolle, jedoch auch konstanter. TGFA1 ist in Kontrollmedium nach 

Afatinib-Behandlung erhöht (0,17% auf 0,44%) und in konditioniertem Medium wie PRDX1 

konstanter assoziiert (0,35% und 0,27%). Die AG Schuler zeigte in einer WB Analyse eine 

zunehmende Phosphorylierung von STAT3 durch Afatinib in Kontrollmedium, wohingegen STAT3 

durch Afatatinib in konditioniertem Medium dephosphoryliert wurde. Abweichend davon zeigte 

sich in der vorliegenden MS-Analyse unabhängig vom Medium eine Abnahme der Assoziation 

von STAT3 an EGFR und in der WB Analyse lediglich eine schwache pSTAT3 Bande im Eluat der 

unbehandelten Kontrolle (K). Hier ist zu beachten, dass mit der IP eine Assoziation von STAT3 an 

das Bait-Protein, den EGFR untersucht wird und mit der WB Analyse der AG Schuler der 

Phosphorylierungsstatus von STAT3 in Lysaten ermittelt wurde. Die abweichende 

Phosphorylierungskinetik in Eluaten und Lysaten deutet auf einen aktivierenden Faktor außerhalb 

der EGFR-Signalkaskade hin. Die bekannten Resistenz-vermittelnden Mechanismen über MEK-, 

mTOR und PI3-Kinase wurden zu Beginn der Untersuchung von AG Schuler ausgeschlossen. 

Dennoch zeigt sich in der IP-MS-Analyse ein leicht angehobenes Assoziationslevel für mTOR von 

Kontrollmedium (0,49% und 0,38%) zu konditioniertem Medium (0,62% und 0,72%). Da die Art 

der Bestimmung dieser Unabhängigkeit unbekannt ist, kann diese Abweichung hier nicht 

zuverlässig bewertet werden. Ungeachtet der Erwartungen mischt sich das uncharakterisierte 

Protein KIAA1671 (K1671) in die Copräzipitierten Proteine, dessen Funktion bisher nicht bekannt 

ist. In der vorliegenden Analyse wird das Protein sowohl in Kontrollmedium als auch in 

konditioniertem Medium nach Afatinibbehandlung um ein vierfaches weniger copräzipitiert. 

Dieses Verhalten deutet auf eine EGFR-Interaktion hin, die bisher nicht beschrieben wurde.  
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2.2.2 Chronisch erzeugte Erlotinib-Resistenz 

 

Die Analyse des EGFR-Interaktoms sollte auf die Lungenkarzinomzelllinie HCC4006 übertragen 

werden, um Unterschiede im Adapterproteinmuster der TKI-resistenten und TKI-sensiblen Zellen 

zu detektieren. Da die in dieser Arbeit entwickelte Methode auf die A431-Zellen zugeschnitten 

war, wurde zunächst die EGFR-Expression im Vergleich zum Modellsystem im 

Durchflusszytometer betrachtet (Abb. 21). Die Zellen wurden ungefärbt vermessen oder mit 

einem biotinylierten Cetuximab und Anti-Biotin-VioBlue-Sekundärantikörper (VB) gefärbt. Die 

Dotplots (Abb. 21A) der A431-Zellen zeigen einen klaren Anstieg der relativen VB-Intensität von 

 

 

Abb. 21: Durchflusszytometrische Analyse der EGFR-Expression der HCC4006 Zelllinien. (A) EGFR-
Oberflächenmarkierung für A431-Zellen als Positiv-Kontrolle für EGFR-Expression, Wildtyp-HCC4006-Zellen 
(HCC) sowie die Erlotinib-resistenten HCC4006-Zellen (HCCE). Dotplots zeigen die relativen Größe (FSC-A) 
gegen die relative Granularität (SSC-A) der Zellpopulation sowie die relative Größe (FSC-A) gegen die 
relative VB-Intensität ungefärbter Negativkontrollen sowie unspezifisch bindenden IgG-AK-Biotin-

Isotypkontrollen und biotinyliertem Cetuximab (-EGFR); als Sekundärantikörper wurde -Biotin-VioBlue (VB) 
verwendet. Zum Vergleich der maximalen Intensitäten ist die relative Zellzahl gegen die relative 
VB-Intensität als Histogram (B) und deren mittlere VB-Intensität tabellarisch (C) dargestellt. 
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ungefärbten (VB 0,64) und unspezifischer IgG-Isotypkontrolle (VB 1,1) zur Anti-EGFR-Färbung mit 

einer mittleren relativen VB-Intensität von 76,54. Ein Anstieg der relativen VB-Intensität gefärbter 

HCC4006-Zellen ist in den Dotplots nicht zu erkennen. Der Vergleich der relativen VB-Intensität 

ungefärbter und gefärbter A431-Zellen mit gefärbten HCC4006-Zellen im Histogramm (Abb. 21B) 

lässt eine leichte Erhöhung der Intensität gefärbter HCC4006-Zellen gegenüber der A431-

Kontrolle erkennen, jedoch liegen die Werte der zugehörigen Isotypkontrollen im selben Bereich 

und überlappen sogar mit der spezifischen Färbung (Abb. 21C). Eine IP wurde aus Lysaten der 

Erlotinib-resistenten HCCE4006-Zelllinie mit 6 µg Cetuximab durchgeführt und EGFR in 

vergleichbarer Menge zum Kontrollsystem A431 detektiert (Abb. 22A). Die EGFR-Aktivität und TKI-

Sensitivität wurde durch Stimulation mit 100 ng/ml EGF gegebenenfalls nach Inkubation mit 1 µM 

TKI analysiert (Abb. 22B). HCC4006-Wildtyp-Zellen zeigten eine konstitutive Phosphorylierung 

des EGFR und Intensivierung der pEGFR-Bande durch EGF-Stimulation. Erlotinib unterbindet die 

Phosphorylierung, die nachfolgende EGF-Inkubation erzielte nur geringe Phosphorylierung. Die 

resistente Zelllinie ist stark konstitutiv aktiv. Auffällig ist die schwache EGFR-Bande in stimuliertem 

Lysat, die in Vorversuchen ebenfalls in Gefitinib-resistenten HCC4006-Zellen nach Stimulation 

beobachtet wurde. Der Anteil an pEGFR zum gesamt EGFR ist demnach durch Stimulation 

gegenüber der unstimulierten Kontrolle stark erhöht. Die Inhibition der konstitutiven 

Tyrosinkinaseaktivität ist auch bei den Erlotinib-resistenten Zellen durch TKI-Inkubation 

erfolgreich, jedoch bleibt die Aktivierbarkeit durch EGF erhalten. 

 

Abb. 22: WB Analyse der EGFR-Expression und Aktivität in HCC4006-Zellen. (A) IP des EGFR mit 6 µg 
Cetuximab aus Lysaten der Erlotinib-resistenten HCC4006-Zellen (HCCE) im Vergleich zum A431-Modell. 

Detektion des EGFR in IP-Überstand (Ü), Eluat (E) und Lysat (L) mit -EGFR-AK. (B) Die EGFR-Aktivität der 
HCC4006-Zellen (HCCE) wurde nach EGF-Stimulation mit und ohne vorherige Tyrosinkinaseinhibition 
ermittelt. Erlotinib (E) wurde zur Inhibition der Tyrosinkinase 1 µM bei 37°C für 1 h inkubiert, 
EGFR-Stimulation (100 ng/ml) erfolgte für 30 min bei 37°C. EGFR und pEGFR wurden im WB der Lysate 
(20 µg) detektiert. 

Zur MS-Analyse der veränderten EGFR-Interaktionen durch Resistenz wurden HCC4006-Wildtyp-

Zellen sowie die Erlotinib-resistente Linie HCCE4006 mit 1 µM Erlotinib 1 h inkubiert und 

anschließend mit 100 ng/ml EGF-stimuliert. Dieses Behandlungschema ergab den auffälligsten 

Unterschied zwischen Wildtyp und resistenter Zelllinie (Abb. 22B). Die WB Analyse der Lysate 

zeigt eine leicht erhöhte Menge EGFR in HCCE4006 gegenüber HCC4006-Wildtyp. In den Eluaten 

der behandelten Proben ist die EGFR-Menge im Vergleich zu seinen Kontrollen stark reduziert 

(Abb. 23A). Diese Beobachtung wiederholt sich in der Coomassie-gefärbten SDS-PAGE, deren 

Spuren für den Verdau zur MS-Analyse verwendet wurden. Die densitometrische 

Bandenauswertung der WBs ergab für das Intensitätsverhältnis pEGFR zu EGFR für die resistente, 
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behandelte Probe (HCCE: 0,57) eine 2,38-fache Aktivierung gegenüber der behandelten Kontrolle 

(HCC: 0,24). Die mit unspezifisch bindendem IgG präzipitierten Proteine wurden aus der Analyse 

ausgeschlossen, wenn sie in mindestens drei Proben mit einem Verhältnis von Probe zu IgG ≤1 

und den im Methodenteil genannten Filterkriterien identifiziert wurden. Die Anzahl identifizierter 

Proteine durch MS bestätigt eine geringere Proteinmenge in den behandelten HCC4006 (557 

Proteine) und behandelten resistenten HCCE4006-Zellen (625 Proteine) gegenüber den 

unbehandelten Kontrollen mit 870 Proteinen für die TKI-sensitiven HCC4006-Zellen und 755 

Proteinen im Eluat der unbehandelten resistenten Zelllinie (Abb. 23B). Über die berechneten 

NSAFs können die relativen Proteinmengen in den verschiedenen Proben gegeneinander 

abgeschätzt werden. In diesem Experiment steht die unterschiedliche Reaktion der Zelllinien auf 

die Behandlung als möglicher Resistenzmechanismus im Fokus. Die log2-Transformation der 

Quotienten behandelter resistenter Zellen gegen behandelte sensitive Zellen (log2 HCCE+/HCC+) 

wurden in einem Punktdiagramm auf der y-Achse gegen den log2-Quotient resistenter gegen 

sensitive unbehandelte Kontrollzellen (HCCE/HCC) auf der x-Achse aufgetragen (Abb. 23C). Die 

Grenze für eine zweifache Anreicherung (log2 1) ist durch gestrichelte Linien markiert. Diese 

Darstellung veranschaulicht die Dynamik eines Proteins in Abhängigkeit zum Resistenzstatus. 

Unabhängig von pharmakologischen Einflüssen sind 70 Proteine durch Resistenz mindestens 

zweifach verändert an EGFR assoziiert. Proteine in den Quadranten i und iii reagieren auf die 

Behandlung entgegengesetzt zur unbehandelten Kontrolle, sind also in den Reaktionsprozess der 

Behandlung involviert. Die Dynamik durch Behandlung ist zudem durch die Rautenfärbung 

indiziert. Hellgraue Rauten stellen Proteine dar, deren behandlungsabhängige Quotienten 

(HCC+/HCC und HCCE+/HCCE) keine zweifach veränderte EGFR-Assoziation nach Behandlung 

zeigten. Diese Proteine verteilen sich um eine Diagonale zwischen den Quadranten ii und iv. Da 

die Behandlung in diesem Experiment zuerst die Tyrosinkinasehemmung mit dem reversiblen TKI 

Erlotinib und nachfolgender Inkubation mit EGF beinhaltet, ist die dissoziation von EGFR-

Adapterproteinen eine Bestätigung der Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität. Proteine, die durch 

Behandlung mindestens dreifach verändert assoziieren (log2 1,6) sind in Tab. 7 aufgeführt. Die 

direkten EGFR-Interaktionspartner GRB2, SHC1, SOS1 und 2 sowie UBS3B und ARHG5 assoziieren 

nach durch Behandlung deutlich weniger an den EGFR. Damit ist eine erfolgreiche Inhibition der 

Aktivität beziehungsweise Stimulierbarkeit duch nachfolgenden EGF-Inkubation gezeigt. Die 

Quadranten ii und iv enthalten Proteine, die in resistenten Zellen gegenüber den sensitiven 

Kontrollen behandlungsunabhängig in gleicher Weise an den EGFR assoziieren. Diese können auf 

einen veränderten Grundzustand durch Resistenzentwicklung hinweisen. Alle Proteine der 

Quadranten i und iii gehören zu jenen, deren behandlungsabhängige Quotienten zweifache 

Änderung der Assoziationsintensität aufwiesen, das heisst, durch Behandlung verändert an EGFR 

assoziieren. Ein Resistenzpool wurde aus Proteinen generiert, die nach Behandlung in 

resistenten Zellen (HCCE+) gegenüber sensiblen Zellen (HCC+) mindestens zweifach 

unterschiedlich assoziieren. Von diesen 148 Proteinen sind die 46 Proteine mit vierfacher 

Änderung (log2 2) in Tab. 8 aufgeführt. Protein Cip2A wurde durch Behandlung vermindert 

copräzipitiert und in resistenten Zellen zweifach erhöht assoziiert (Quadrant ii). Proteine die in 

Stoffwechselprozesse involviert sind wie die phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) und fatty acid 
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synthase (FAS) sowie auffallend viele Proteine der Zytoskellettreorganisation und 

Membranverbindung wie Talin-1 (TLN1), Ezrin, Plectin, Spectrin, Supervillin (SVIL) und tight 

junction protein (ZO-1) sind in den resistenten Zellen stark erhöht gegenüber der sensitiven Linie. 

Die Proteine exocyst complex component 6B (EXC6B) und das Protooncogen VAV in Quadrant iii 

sind unbehandelt in resistenten Zellen stärker mit dem EGFR assoziiert, durch Behandlung jedoch 

erhöht in sensitiven Zellen, wohingegen die Behandlung in resistenten Zellen eine Dissoziation 

zur Folge hat. VAV koppelt Tyrosinkinase-Signale und ist direkter Interaktionspartner des EGFR 

nach iRefIndex. Nostrin (NOSTN) ist in HCCE4006-Zellen verringert und sein Target NOS3 (nitric 

oxide synthase) wurde nur in sensitiven HCC4006-Proben identifiziert.  

 

 

 
 
 
Abb. 23: MS-Analyse des EGFR-Interaktoms in HCC4006-Zellen. (A) Erlotinib-resistente (HCC

E
) und 

HCC4006-Wildtyp (HCC) Zellen wurden 1 h bei 37°C 1 µM Erlotinib und anschließend 100 ng/ml EGF 30 min 
inkubiert (+), Kontrollen blieben unbehandelt. EGFR und pEGFR wurden im WB (je 7 µl) detektiert und SDS-
PAGE der Eluate (120 µl) zur MS-Analyse Coomassie-gefärbt. (B) Mengendiagramm identifizierter Proteine 
und Schnittmengen. (C) Punktdiagramm resistenzabhängiger Dynamik in behandelten (y-Achse; log2 
HCC

E
+/HCC+) und unbehandelten (x-Achse; log2 HCC

E
/HCC) Zellen. Proteine, deren Quoteint TKI+EGF (+) 

behandelt zu unbehandelt mindestens zweifach verändert war (dunkle Rauten) und Proteine, deren 
Assoziation sich durch Behandlung nicht ändert (hellgraue Rauten). 



50 Ergebnisse und Diskussion 

 

 

 Tab. 7: Proteine, die durch Erlotinib und folgender EGF-Behandlung (+) mindestens dreifach verändert an EGFR  
assoziieren (log2 +/-1,6). Relative Proteinmenge (NSAF) in % von EGFR  in sensitiven (HCC) oder Erlotinib-resistenten HCC4006-
Zellen (HCCE) sowie log2-Werte der Quotienten für erhöhte (+) oder verringerte (-) Assoziation. (n.c.= nicht calcukierbar) 

 

  
% von EGFR 

 
log2 

Gen Protein HCC HCC+ HCCE HCCE+   
HCC+/ 

HCC 
HCCE+/ 

HCCE 

SHC1 SHC-transforming protein 1  7,14 0,22 6,96 1,36 
 

-5,01 -2,35 

UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing protein B  8,37 0,58 8,81 2,36 
 

-3,86 -1,90 

ARHG5 Rho guanine nucleotide exchange factor 5  3,34 0,24 2,06 0,37 
 

-3,82 -2,46 

SOS2 Son of sevenless homolog 2  3,95 0,37 1,87 0,30 
 

-3,43 -2,63 

FAS Fatty acid synthase  0,52 0,05 0,03 0,22 
 

-3,35 2,69 

ECM29 Proteasome-associated protein ECM29 homolog  0,63 0,07 0,65 0,45 
 

-3,21 -0,53 

SOS1 Son of sevenless homolog 1  2,18 0,37 1,30 0,52 
 

-2,57 -1,32 

PDIA1 Protein disulfide-isomerase  3,17 0,61 0,56 1,50 
 

-2,38 1,41 

PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 1,55 0,31 0,52 1,33 
 

-2,30 1,36 

PP6R1 Serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory subunit 1 0,94 0,22 0,62 0,20 
 

-2,11 -1,60 

DOCK5 Dedicator of cytokinesis protein 5  0,28 0,06 0,26 0,12 
 

-2,11 -1,07 

NU188 Nucleoporin NUP188 homolog  0,62 0,14 0,54 0,47 
 

-2,11 -0,20 

GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2  23,45 6,65 19,37 7,06 
 

-1,82 -1,46 

KPYM Pyruvate kinase isozymes M1/M2  4,24 1,21 2,38 3,87 
 

-1,82 0,70 

CDC37 Hsp90 co-chaperone Cdc37  3,30 0,94 1,04 0,74 
 

-1,81 -0,48 

ASPH Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase  1,41 0,41 0,97 n.c. 
 

-1,79 n.c. 

NF1 Neurofibromin  0,36 0,11 0,06 0,19 
 

-1,74 1,69 

K6PP 6-phosphofructokinase type C 1,26 0,41 1,72 1,85 
 

-1,63 0,10 

PRP6 Pre-mRNA-processing factor 6  0,16 0,52 1,81 2,22 
 

1,70 0,29 

PSMD8 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8  0,33 1,06 0,70 1,16 
 

1,70 0,74 

SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2  0,17 0,56 0,09 0,33 
 

1,70 1,84 

PDIA5 Protein disulfide-isomerase A5  0,14 0,47 n.c. n.c. 
 

1,70 n.c. 
PLCB1 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 

beta-1 0,22 0,71 n.c. n.c. 
 

1,70 n.c. 

MRP1 Multidrug resistance-associated protein 1  0,13 0,41 n.c. 0,12 
 

1,70 n.c. 

KDIS Kinase D-interacting substrate of 220 kDa  0,37 1,28 0,42 1,07 
 

1,78 1,35 

K2C5 Keratin, type II cytoskeletal 5 3,32 11,76 2,44 19,01 
 

1,82 2,96 

IMMT Mitochondrial inner membrane protein  0,21 0,75 3,85 1,97 
 

1,87 -0,97 

AT2C1 Calcium-transporting ATPase type 2C member 1  0,17 0,63 0,18 n.c. 
 

1,87 n.c. 

OSBL7 Oxysterol-binding protein-related protein 7  0,18 0,66 n.c. n.c. 
 

1,87 n.c. 

ZN598 Zinc finger protein 598  0,70 2,62 0,33 0,20 
 

1,90 -0,71 

ILF3 Interleukin enhancer-binding factor 3  0,14 0,51 1,06 1,04 
 

1,92 -0,04 

NOS3 Nitric oxide synthase, endothelial  0,13 0,52 n.c. n.c. 
 

2,02 n.c. 

DESP Desmoplakin  0,09 0,38 n.c. 0,79 
 

2,06 n.c. 

PERQ2 PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2  0,52 2,28 0,25 0,18 
 

2,14 -0,48 

VAV Proto-oncogene vav  0,18 0,78 0,42 0,20 
 

2,15 -1,07 

SVIL Supervillin  0,09 0,45 0,93 2,26 
 

2,37 1,28 

EXC6B Exocyst complex component 6B  0,22 1,16 0,88 0,51 
 

2,40 -0,80 

DSG1 Desmoglein-1  0,15 0,80 n.c. 1,04 
 

2,40 n.c. 

HNRL1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 1  0,09 0,51 0,67 0,89 
 

2,50 0,41 

NEDD1 Protein NEDD1  0,24 1,46 0,83 1,37 
 

2,60 0,72 

PLEC Plectin  0,04 0,26 2,82 2,79 
 

2,70 -0,02 

TGM2 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2  0,28 1,99 0,54 1,45 
 

2,83 1,43 

L2GL2 Lethal(2) giant larvae protein homolog 2  0,08 0,68 n.c. n.c.   3,15 n.c. 
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Tab. 8: Resistenzpool der Lungen-Adenokarzinom-Zelllinie HCC4006. Relative Proteinmenge (NSAF) in % von EGFR und log2-
Werte der Quotienten für erhöhte oder verringerte (-) Assoziation an EGFR. Dargestellt sind die Proteine, die in behandelten, Erlotinib-
resistenten Zellen (HCCE+) im vergleich zu behandelten Erlotinib-sensitiven Zellen (HCC+) mindestens vierfach verändert an EGFR 
assoziieren.  (n.c.= nicht calculierbar) 

  % von EGFR   log2 

Gen Protein HCC HCC+ HCCE HCCE+   HCCE/ 
HCC 

HCCE+/ 
HCC+ 

UFO Tyrosine-protein kinase receptor UFO 0,26 0,28 2,06 5,29  2,97 4,22 

ZO1 Tight junction protein ZO-1  n.c. 0,11 0,80 1,18  n.c. 3,46 

FLNB Filamin-B  0,25 0,25 1,06 2,72  2,09 3,44 

TCPH T-complex protein 1 subunit eta  0,65 0,24 1,86 2,55  1,51 3,44 

PLEC Plectin  0,04 0,26 2,82 2,79  6,12 3,41 

MPRIP Myosin phosphatase Rho-interacting protein n.c. 0,24 3,16 1,92  n.c. 3,00 

5NTD 5'-nucleotidase  n.c. 0,33 2,03 2,50  n.c. 2,92 

U520 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase  0,23 0,11 0,51 0,84  1,15 2,87 

ECM29 Proteasome-associated protein ECM29 homolog  0,63 0,07 0,65 0,45  0,05 2,72 

TCPZ T-complex protein 1 subunit zeta  0,74 0,48 1,43 3,07  0,94 2,67 

SHC1 SHC-transforming protein 1  7,14 0,22 6,96 1,36  -0,04 2,62 

LAMB3 Laminin subunit beta-3  n.c. 0,49 2,06 2,59  n.c. 2,42 

LAMC2 Laminin subunit gamma-2  n.c. 0,32 0,88 1,66  n.c. 2,38 

DC1I2 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2  0,36 0,29 1,03 1,48  1,51 2,33 

SVIL Supervillin  0,09 0,45 0,93 2,26  3,42 2,33 

RAI14 Ankycorbin  n.c. 0,25 1,63 1,26  n.c. 2,31 

CKAP5 Cytoskeleton-associated protein 5 0,13 0,12 0,16 0,61  0,29 2,31 

U5S1 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component  0,20 0,38 1,68 1,87  3,09 2,28 

CH60 60 kDa heat shock protein, mitochondrial  1,55 0,80 3,85 3,89  1,31 2,28 

SPTA2 Spectrin alpha chain, brain  0,41 0,52 4,30 2,48  3,39 2,26 

FLNA Filamin-A  1,23 1,32 3,28 6,31  1,42 2,26 

K6PP 6-phosphofructokinase type C 1,26 0,41 1,72 1,85  0,45 2,18 

CDCP1 CUB domain-containing protein 1  0,56 0,38 0,79 1,70  0,51 2,18 

SYEP Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase  0,13 0,16 0,19 0,73  0,58 2,16 

MCCB Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial  5,42 2,05 4,35 9,02  -0,31 2,14 

SPTB2 Spectrin beta chain, brain 1  0,27 0,28 3,15 1,22  3,56 2,13 

HEAT3 HEAT repeat-containing protein 3  n.c. 0,19 0,56 0,80  n.c. 2,09 

PRP6 Pre-mRNA-processing factor 6  0,16 0,52 1,81 2,22  3,49 2,09 

AP2B1 AP-2 complex subunit beta  2,06 0,94 3,57 3,97  0,79 2,09 

FAS Fatty acid synthase  0,52 0,05 0,03 0,22  -3,95 2,09 

PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 1,55 0,31 0,52 1,33  -1,58 2,09 

TCPQ T-complex protein 1 subunit theta  1,09 0,82 2,01 3,43  0,89 2,06 

PTPRK Receptor-type tyrosine-protein phosphatase kappa 0,43 0,22 0,54 0,89  0,34 2,05 

TMOD3 Tropomodulin-3  1,09 0,53 2,09 2,16  0,94 2,03 

UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing protein B  8,37 0,58 8,81 2,36  0,07 2,03 

LIMA1 LIM domain and actin-binding protein 1  0,81 1,56 6,11 6,34  2,91 2,03 

NELFA Negative elongation factor A  1,21 1,95 n.c. 0,46  n.c. -2,08 

LTV1 Protein LTV1 homolog  0,71 1,53 0,34 0,36  -1,08 -2,08 

ATX2L Ataxin-2-like protein  0,49 1,42 0,20 0,29  -1,28 -2,29 

TAOK1 Serine/threonine-protein kinase TAO1  1,00 2,47 n.c. 0,45  n.c. -2,44 

LEG3 Galectin-3  5,94 5,61 1,94 1,01  -1,62 -2,48 

NOSTN Nostrin 4,86 4,84 0,32 0,80  -3,93 -2,60 

BIG3 Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange protein 3  0,75 0,64 n.c. 0,08  n.c. -2,96 

MRP3 Canalicular multispecific organic anion transporter 2  0,99 2,02 n.c. 0,19  n.c. -3,38 

PERQ2 PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2  0,52 2,28 0,25 0,18  -1,08 -3,70 

ZN598 Zinc finger protein 598  0,70 2,62 0,33 0,20   -1,10 -3,71 
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Außerdem befinden sich unter den copräzipitierten Proteinen 41 weitere Rezeptoren 

beziehungsweise Einheiten und acht receptor-type tyrosine-protein phosphatases (PTPR). Die 

Menge und ihre Anreicherungsquotienten einiger willkürlich ausgewählter Rezeptoren bzw. 

Rezeptoreinheiten sind in Tab. 9 aufgeführt. Die Rezeptoren ERBB2 und ERBB3 sind nach 

Behandlung verstärkt EGFR assoziiert aber in resistenten Zellen den sensitiven gegenüber leicht 

(ERBB2) beziehungsweise stark (ERBB3) verringert assoziiert. Eine achtfache (unbehandelt) bis 

18-fache (behandelt) Erhöhung der Assoziation an resistenten EGFR zeigt der tyrosine-protein 

kinase receptor UFO (UFO). UFO ist eine weitere Rezeptortyrosinkinase und initiiert nach Bindung 

seines Hauptliganden, growth arrest-specific protein 6 (GAS6), Signale wie den PI3K/AKT 

Signalweg. GAS6 is ebenfalls nur in HCCE4006-Proben identifiziert worden. Sieben dieser 41 

Rezeptorproteine wurden mit sensitivem EGFR präzipitert aber nicht aus resistenten Zellen. 

Neben drei EPHA sind dies probable G-protein coupled receptor (GP116), mast/stem cell growth 

factor receptor (KIT), single Ig IL-1-related receptor (SIGIR) und der leukemia inhibitory factor 

receptor (LIFR). Die WB Analyse im Vorversuch zur Wirkung von EGF und Erlotinib auf die 

HCC4006-Zellen im Lysat zeigte eine verringerte EGFR-Bande in sensitiven Zellen durch Erlotinib 

und interessanterweise durch EGF in den resistenten Zellen. Da im Behandlungschema der 

MS-Analyse beide Substanzen enthalten waren, scheint die geringere EGFR-Menge in beiden 

behandelten Präzipitaten plausibel. Die gleichmäßigen Banden der Lysate hingegen lassen doch 

 

Tab. 9: Ausgewählte Rezeptoren, die durch Immunpräzipitation des EGFR aus Lungenkarzinom- 
Zelllinien HCC4006 durch MS-Analyse identifiziert wurden. Relative Proteinmenge (NSAF) in % der EGFR-
Menge der Probe in Erlotinib-sensitiven (HCC) und -resistenten (HCCE), unbehandelten Zellen oder nach 
Inkubation bei 37°C (1 µM Erlotinib, 1 h) und anschließender EGF-Stimulation 100 ng/ml (+). Log2 Werte der 
Quotienten für erhöhte oder verringerte (-) Assoziation. (n.c.= nicht calkulierbar) 
 

    % von EGFR 
 

log2-Quotient 

Gen Protein HCC HCC+ HCCE HCCE+   
HCC+/ 
HCC 

HCCE+/ 
HCCE 

HCCE/ 
HCC 

HCCE+/ 
HCC+ 

ERBB2 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 7,16 18,54 4,74 13,28 
 

1,37 1,49 -0,60 -0,48 

ERBB3 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 0,41 1,08 0,09 0,31  1,41 1,74 -2,13 -1,80 

           
UFO Tyrosine-protein kinase receptor UFO 0,26 0,28 2,06 5,29  0,11 1,36 2,97 4,22 

TGFR2 TGF-beta receptor type-2  1,14 0,54 0,57 0,61  -1,07 0,10 -0,99 0,18 

MET Hepatocyte growth factor receptor  2,05 2,07 1,01 2,08  0,01 1,04 -1,03 0,01 

OSMR Oncostatin-M-specific receptor subunit ß 1,52 1,20 0,25 0,95  -0,34 1,93 -2,61 -0,33 

LSR Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor  1,99 0,88 0,39 0,55  -1,18 0,52 -2,37 -0,67 

INGR1 Interferon gamma receptor 1  1,35 1,28 0,34 0,73  -0,07 1,10 -1,99 -0,82 

DDR1 Epithelial discoidin domain-containing 
receptor 1  1,58 1,45 0,68 0,78 

 
-0,12 0,20 -1,21 -0,89 

TFR1 Transferrin receptor protein 1  5,74 6,67 2,71 3,18  0,22 0,23 -1,08 -1,07 

IL6RB Interleukin-6 receptor subunit beta  0,58 0,61 0,09 0,25  0,06 1,52 -2,71 -1,25 

SRPR Signal recognition particle receptor 
subunit α n.c. n.c. 1,19 0,38 

 
n.c. -1,65 n.c. n.c. 

ACVR1 Activin receptor type-1  0,75 n.c. 0,24 n.c.  n.c. n.c. -1,64 n.c. 

PGRC1 Membrane-associated progesterone 
receptor component 1  1,19 n.c. 2,34 0,61 

 
n.c. -1,94 0,97 n.c. 

           
EPHA2 Ephrin type-A receptor 2  2,47 2,00 2,72 3,83  -0,30 0,49 0,14 0,94 

EPHB2 Ephrin type-B receptor 2  0,26 n.c. 0,59 1,57  n.c. 1,42 1,19 n.c. 

EPHA4 Ephrin type-A receptor 4  0,24 0,19 n.c. n.c.  -0,30 n.c. n.c. n.c. 

EPHB4 Ephrin type-B receptor 4  0,56 0,19 n.c. n.c.  -1,53 n.c. n.c. n.c. 

EPHB3 Ephrin type-B receptor 3  0,35 n.c. n.c. n.c.  n.c. n.c. n.c. n.c. 
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eine methodisch bedingte Ursache vermuten. Die verminderte Präzipitation nach Stimulation 

wurde in vielen Experimenten beobachtet. Garrett et al. berichteten 2002 ebenfalls wiederhohlt 

geringere EGFR-Banden in stimulierten Proben 
112

 und führten dies auf eine geringere Affinität des 

Antikörpers für die phosphorylierte Form zurück. Ein vermehrter Abbau nach Stimulation inerhalb 

der Stimulationsdauer von 30 min wäre ebenfalls denkbar. Um dieses Phänomen zu 

entschlüsseln, sollten selektiv Kompartiment-abhängige IPs durchgeführt werden. Denkbar ist die 

Bindung des Cetuximab an adherente Zellen um sicher zu stellen, dass ausschließlich 

membranständiger Rezeptor gebunden wird. Da Cetuximab die Rezeptorinternalisierung initiiert, 

könnte dazu die Vernetzung der Proteine vorgenommen werden. Wird in EGF-stimulierten Proben 

dann deutlich weniger präzipitiert, wäre die Hinderung durch Ligandenbindung oder 

Phosphorylierung erwiesen. Diese Erkenntnis würde sich außerdem auf die Aussagekraft der 

Interaktomdaten auswirken, wenn akut aktivierte Rezeptoren der Analyse zumindest teilweise 

entgehen könnten. Der Vergleich nicht behandelter Zellen (resistent gegen sensibel) oder 

intrazelluläre Angriffsmechanismen könnten ohne Bedenken weiterhin mit der bestehenden 

Methodik analysiert werden. Die Funktionen der identifizierten Proteine und Anzahl bekanter 

Interaktoren versprechen jedoch ein Datenset mit viel Potential. Die konstitutive Aktivierung der 

HCCE4006-Linie lässt eine Anreicherung bekanter Signalproteine in unbehandelten HCCE4006-

Zellen gegenüber der sensitiven Zelllinie erwarten. Viele dieser bekannten, identifizierten 

Signalproteine, darunter SHC1, GRB2 und tyrosine-protein kinase JAK1 waren allerdings nicht 

erhöht. Resistenzmechanismen oder auch aktivierende Mutationen lösen, wie eingangs erwähnt, 

selektiv bestimmte Signalwege bevorzugt aus 
64

. Die konstitutive Aktivierung muss daher nicht 

zwingend zu einer erhöhten Assoziation sämtlicher Adapterproteine führen. STAT1 war in 

unbehandelten HCCE4006-Zellen gegenüber den unbehandelten HCC4006-Zellen erhöht. Nach 

Behandlung mit Erlotinib und EGF sank die Assoziation gegenüber unbehandelten HCCE4006-

Zellen und war gleichstark assoziiert wie in unbehandelten HCC4006-Zellen. Unter Behandlung 

ist STAT1 in sensitiven HCC4006-Zellen nicht copräzipitiert worden. Die konstitutive Aktivierung 

der HCCE4006, ist durch Tyrosinkinaseinhibition stark vermindert (Abb. 22B), kann jedoch durch 

nachfolgende Stimulation mit EGF wiederhergestellt werden. Die eigentliche Funktion der 

Ligandenbindung ist die extrazelluläre Konformationsänderung, die den EGFR zur Dimerisierung 

befähigt. Die Beobachtung impliziert, dass der EGFR in HCCE4006-Zellen als Monomer oder 

zumindest unabhängig einer Liganden-induzierten Dimerisierung phosphoryliert ist, 

beispielsweise durch einen familienfremden Rezeptor. Die EGF-Bindung könnte demnach die 

Dimerisierung mit einem ERBB-Rezeptor (beispielsweise ERBB2, der in den HCCE4006-Proben 

erhöht ist) ermöglichen, der trotz der inhibierten ATP-Bindedomäne EGFR phosphoryliert. 

Aufgrund der zahlreich identifizierten Rezeptoren erscheint die Involvierung anderer Rezeptoren 

wahrscheinlich. Die Assoziation von Rezeptoren, deren Interaktion mit dem EGFR 

kinaseunabhängig besteht, würde sich durch die Hemmung der Tyrosinkinase nicht zwingend 

verändern. Dies gilt allerdings auch für die sensitive HCC4006-Elternlinie. Im Jahr 2007 haben 

Engelman et al. einen Zusammenhang zwischen der erworbenen Resistenz gegen Cetuximab 

und Gefitinib bei Lungenkrebs und einer Überaktivität von ERBB3-Rezeptoren durch MET-

Amplifikation publiziert 
113

. In der vorliegenden Analyse wurden beide Rezeptoren nicht vermehrt 
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mit EGFR assoziiert gefunden, ERBB 2 und 3 sogar verringert. Ein vielversprechendes Protein der 

MS-Analyse ist das Nostrin. Die Bildung von NO zur Relaxation glatter Gefäßmuskeln sowie 

Gefäßwachstum (Angiogenese) durch die nitric oxide synthase (NOS3) wird durch die Induktion 

der Translokation von NOS3 von der Zellmembran durch Nostrin vermittelt inhibiert 
114,115

. Da 

Nostrin in den Proben resistenter Zellen deutlich reduziert war, wäre die Inhibition vermindert und 

NOS3 an der Zellmembran weiter aktiv. Die Angiogenese ist ein Prozess der ab einer bestimten 

Größe für weiteres Tumorwachstum nötig ist. Der Rezeptor UFO ähnelt dem EGFR hinsichtlich 

einer Dimerisierung und Aktivierung von Adapterproteinen (einschließlich GRB2, CBL) und die 

Signalwege überschneiden sich im PI3K-Weg. Überlebensprozesse und Migration gehören zu den 

Prozessen in deren Regulation UFO involviert ist. Ephrine und deren Rezeptoren, von denen 

sechs in dieser Analyse identifiziert wurden (Tab. 9), sind membranständig gebundene Proteine 

die nur über Zell-Zell-Kontakt binden können 
116

. Eine weitere Besonderheit ist ihre bidirektionale 

Signalaktivierung, wodurch in beiden beteiligten Zellen bei Kontakt Signalwege initiiert werden 

und nicht nur intrazellulär am Rezeptor. Sie spielen eine sehr wichtige Rolle bei Zellbewegung 

und werden als globales Positionierungssystem mehrzelliger Organismen bezeichnet 
117

. 

Unabhängig von der pharmakologischen Manipulation des Proteinmusters durch Erlotinib und 

EGF hat sich der zelluläre Hintergrund durch die chronische Adaption an Erlotinib mit der Zeit 

verändert. In unbehandelten Zellen wurden allein abhängig vom Resistenz-Status der Zellen 178 

Proteine mit mindestens zweifach veränderter Assoziation an EGFR identifiziert. In den 

vergangenen Jahren ist die epithelial-mesenchymal transition (EMT) in Zusammenhang mit 

basalen 
118

 und erworbenen 
119

 Resistenzmechanismen diskutiert worden. Epithelzellen sind 

durch gut organisierte Tight Junctions und apical-basolaterale Polarisation charakterisiert. Diese 

transformieren zu unorganisierten mesenchymalen Zellen, die einerseits durch EMT-Marker-

Proteine nachgewiesen werden können, aber auch mikroskopisch histologisch zu erkennen sind. 

Die HCC4006-Elternlinie unterschied sich deutlich in ihrer Morphologie von den Erlotinib-

resistenten HCCE4006-Zellen (Abb. 24). Der epithel-typische enge Zellkontakt wich locker 

angeordneten, spindelförmigen Zellen die zum Teil kleine Fortsätze aufwiesen. E-cadherin und 

gamma-catenin sind epitheliale Marker, vimentin und fibronectin markieren einen mesenchymalen 

Status. Catenin und vimentin wurden hier nicht identifiziert und fibronectin gerade mit 0,13% in 

behandelten HCC4006-Zellen. Cadherine sind calciumabhängige Zelladhäsionsproteine. E-

cadherin wurde nicht identifiziert, stattdessen cadhenin-1 und -3 sowie zehn weitere 

Protocadherin-Untereinheiten. Ihre Assoziation zeigte keine erkennbare Tendenz. Der auffällig 

hohe Anteil an Proteinen, die in Zytoskelettreorganisation beziehungsweise intra- und 

interzelluläre Kontakte involviert ist, verdient dennoch Beachtung. Viele dieser Proteine, darunter 

Plectin, Spectrin und tight junction protein (ZO1) sind jeweils in den resistenten Zellen stark 

gegenüber der Elternlinie erhöht mit dem EGFR copräzipitiert. Plectin ist ein Verbindungsprotein 

der einzelnen Komponenten des Zytoskeletts 
120

, welches Zellen ihre Stabilität verleiht. Durch 

seine strukturgebende Funktion und Interaktion mit den Mikrotubuli spielt es auch bei gerichteten 

Prozessen polarisierter Zellen sowie intra- und interzellulärer Signalübertragung eine Rolle 
121

. In 

unbehandelten Zellen ist Plectin in den resistenten HCCE4006-Zellen gegenüber der Elternlinie 
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Abb. 24: Morphologische Veränderung in HCC4006-Zellen durch Erlotinibresistenz. Die eng 
aneinander grenzenden HCC4006-Zellen in RPMI1640-Kulturmedium und die Erlotinib-resistenten 
HCCE4006-Zellen in RPMI1640-Kulturmedium mit 500 nM Erlotinib. HCC4006 wechseln von epithelialem 
Verbund in spindelförmige, locker verteielte Zellen mit Zytoplasmafortsätzen (Pfeile). Die Bilder sind mit 
einem inversen Mikroskop bei zehnfacher beziehungsweise 20-facher Vergrößerung aufgenommen 
(Axiovert 25, Zeiss, Göttingen). 

70-fach (log2 >6) erhöht. Spectrin chains (SPTA2 und SPTB2) sind in calciumabhängige 

Transportprozesse am Zytoskelett involviert und in unbehandelten HCCE4006-Proben mit 

log2-Werten >3,5 bis zu 12-fach gegenüber den erlotinib-sensitiven HCC4006-Proben erhöht. 

Zudem sind sie mit bis zu 4,3% (HCCE) in beachtlicher Menge identifiziert. Membranproteine 

werden mit dem Zytoskelett über ZO-1 verbunden, das essentiell für die Bildung von Tight 

Junctions ist. Auch ZO1 ist aus resistenten Zellen 12-fach mehr copräzipitiert als aus der 

Elternlinie. Vom optischen Erscheinungsbild bis zur dominierenden Identifikation von 

Proteingruppen der Zytoskelettreorganisation (typischer mesenchymaler Phenotyp) spricht alles 

für eine EMT. Dennoch ist Zo-1 bei Resistenz erhöht, das für die Ausbildung von Tight Junctions 

fungiert, welche wiederum unter EMT vermindert ausgeprägt sind. Bei dem Vergleich von 

publizierten und selbt erhobenen Daten muss die Methodik berücksichtigt werden. Die meisten 

genannten Erkenntnisse sind durch Expressionsanalysen gewonnen. Expressionsanalysen sind 

jedoch nicht gleichbedeutend mit einer Interaktionsanalyse wie sie hier vorliegt. Demnach können 

bekannte Resistenzmechanismen wie MET-Amplifikation oder Beteiligung von ERBB-Rezeptoren 

durchaus vorliegen. Fungieren diese jedoch unabhängig von der EGFR-Funktion, so würden diese 

nicht mit diesem isoliert werden. Aufgrund der massiven Copräzipitation von 

Strukturorganisationsproteinen liegt eine Wechselwirkung mit dem EGFR nahe. Diese kann 

beispielsweise in einer Negativ-Rückkopplung durch EGFR bestehen, wenn sich ein Protein 

widererwartend zeigt. Proteine, die in Zusammenhang mit Resistenz gegen Erlotinib bisher 

unbekannt waren, wie der Rezeptor UFO und Ephrin-Rezeptoren, könnten Gegenstand weiterer 

Untersuchungen sein. Die Rolle des EGFR bei der Zytoskelettreorganisation könnte durch Analyse 

der Lokalisation weiter betrachtet werden. 
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2.3 Differentielle Identifikation des Interaktionsmusters der EGFR-Variante III 

Die adherente Glioblasotmzelllinie P3 sowie die spheroid wachsende NCH421k-Zelllinie 

exprimieren die EGFR-Variante III (vIII). Tumore mit dieser Variante zeichnen sich durch 

besonders invasives Verhalten aus 
46

. Eine Bevorzugung der PI3K und MAPK Signalwege ist 

bekannt, die Ursache hierfür jedoch unklar. Die Analyse des EGFR-Interaktoms soll Hinweise auf 

abweichende Adapterproteinmuster geben. Zunächst wurde auch hier die EGFR-Expression im 

Vergleich zum A431-Modellsystem im Durchflusszytometer untersucht (Abb. 25). Die Zellen 

wurden ungefärbt vermessen oder mit einem biotinylierten Cetuximab und Anti-Biotin-VioBlue-

Sekundärantikörper (VB) gefärbt. Die Dotplots (Abb. 25A) der A431-Zellen zeigen einen klaren 

Anstieg der relativen VB-Intensität von ungefärbten (VB 2,53) und unspezifischer IgG-

Isotypkontrolle (VB 2,84) zur Anti-EGFR-Färbung mit einer mittleren relativen VB-Intensität von 

134,07. Ein Anstieg der relativen VB-Intensität gefärbter Glioblastom-Zellen ist in den Dotplots 

durch eine Vergrößerung der Plot-Wolke nach oben gekennzeichnet. Die Färbung der NCH 

Zellen ist deutlich geringer ausgeprägt als die der P3-Zellen, wobei die NCHvIII-Zelllinie 

gegenüber der IgG-Kontrolle nicht gefärbt scheint. Der Vergleich der relativen VB-Intensität 

ungefärbter und gefärbter A431-Zellen mit gefärbten Glioblasomzellen im Histogramm (Abb. 25B) 

zeigt die geringe Färbung gegenüber der A431-Kontrolle. Bis auf die NCHvIII-Zellen sind die 

Intensitäten aller α-EGFR-gefärbten Proben gegenüber ihren Isotypkontrollen erhöht (Abb. 25C). 

Eine IP wurde aus Lysaten der P3vIII, NCHvIII und NCH-EGFR-Zellen durchgeführt und EGFR in 

vergleichbarer Menge zum Kontrollsystem A431 detektiert (Abb. 26A). Mit 145 kDa liegt die 

Bande der vIII unter der des vollständigen EGFR bei 170 kDa. Die EGFR-Aktivität wurde durch 

Stimulation für 30 min mit 20 ng/ml EGF im WB analysiert (Abb. 26B). Die EGFR-transfizierten 

Zellen zeigen starke pEGFR-Banden in den Eluaten, die der EGFRVIII sind schwächer. In den 

Eluaten der P3vIII-Zellen war eine Co-Expression des Wildtyp-Rezeptors zu erkennen. Die 

Detektion von STAT3 in den IP-Eluaten ist nicht gelungen. Die Lysate zeigten gleichmäßig 

schwache Banden. 

 

 

 

 

 

Abb. 25: Durchflusszytometrische Analyse der EGFR-Expression der Glioblastom-Zelllinien. (A) EGFR-
Oberflächenmarkierung für A431-Zellen als Positiv-Kontrolle für EGFR-Expression, P3- und NCH421k-Zellen 
EGFR-Wildtyp transfiziert (P3EGFR, NCHEGFR) sowie die Zelllinien mit EGFR-Variante III (P3vIII, NCHvIII). 
Dotplots zeigen die relativen Größe (FSC-A) gegen die relative Granularität (SSC-A) der Zellpopulation 
sowie die relative Größe (FSC-A) gegen die relative VB-Intensität ungefärbter Negativkontrollen sowie 

unspezifisch bindenden IgG-AK-Biotin-Isotypkontrollen und biotinyliertem Cetuximab (-EGFR); als 

Sekundärantikörper wurde -Biotin-VioBlue (VB) verwendet. Zum Vergleich der maximalen Intensitäten ist 
die relative Zellzahl gegen die relative VB-Intensität als Histogram (B) und deren mittlere VB-Intensität 
tabellarisch (C) dargestellt. 
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Abb.25: Durchflusszytometrische Analyse der EGFR-Expression der Glioblastom-Zelllinien. 
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Abb. 26: WB Analyse der EGFR-Expression und Aktivität in Glioblastom-Zellen. (A) IP des EGFR mit 
6 µg Cetuximab aus Lysaten der EGFR Variante III transfizierten P3-Zellen (P3vIII) und NCH421k-Zellen 
(NCHvIII) sowie EGFR Wildtyp-transfizierte NCH421k-Zellen (NCHE) im Vergleich zum A431-Modell. EGFR 

wurde in IP-Überstand (Ü), Eluat (E) und Lysat (L) mit -EGFR-Antikörper detektiert. (B) Die EGFR-Aktivität 
der Glioblastomzellen wurde nach EGF-Stimulation (+) ermittelt. EGF-Stimulation (20 ng/ml) erfolgte für 
30 min bei 37°C. EGFR und pEGFR wurden im WB der Lysate und Eluate detektiert, STAT3 und pSTAT3 in den 
Eluaten und Lysaten der NCH421k Zelllinien. 

 

Die MS-Analyse ergab 457-627 identifizierte Proteine in Eluaten der adherenten P3-Zellen 

(Abb. 27C) und 576-672 Proteine in Eluaten der spheroiden NCH421k-Zellen (Abb. 27D). Die 

Schnittmengen der unbehandelten und EGF-stimulierten Proben aus Wildtyp und EGFRvIII 

transfizierten Zellen sind in Abb. 27C (P3) und Abb. 27D (NCH421k) als Mengendiagramme 

dargestellt. Die Varianten-abhängige Assoziationsdynamik der Proteine an EGFR in P3-Zellen 

(Abb. 27A) beziehungsweise NCH-Zellen (Abb. 27B) in unbehandelten (x-Achse) und stimulierten 

Zellen (y-Achse) wird als Punktdiagramm dargestellt. In beiden Zelllinien zeichnet sich eine 

Tendenz der Proteinwolke zu erhöhter Assoziation in Zellen mit EGFRvIII. Dieser Trend ist in den 

NCH421k-Zellen besonders deutlich und die Anzahl an Proteinen, die sowohl entlang der 

x-Achse (unstimuliert) als auch der y-Achse mindestens zweifach veränderte Assoziation zeigen, 

ist mit 108 Proteinen in den NCH421k-Zellen größer als die der P3-Zellen mit 33 Proteinen. In 

den P3-Zellen ist trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial (ECHB) das einzige Protein mit 

negativem x-Wert bei positivem y-Wert (-1,45, 1,46). Protein FAM115A (F115A) hingegen hat 

einen positiven x-Wert bei negativem y-Wert (1,72, -2,13). Die vier Proteine dynamin-like 120 kDa 

protein, mitochondrial (OPA1), methionyl-tRNA synthetase (SYMC), IQ calmodulin-binding motif-

containing protein 1 (IQCB1) und prohibitin-2 (PHB2) sind unabhängig von EGF-Stimulation in den 

Varianten exprimierenden P3-Zellen vermindert. Unabhängig von EGF-Stimulation sind 28 

Proteine erhöht, darunter der leucine zipper putative tumor suppressor 1 (LZTS1), DNA-dependent 

protein kinase catalytic subunit (PRKDC), stathmin-3 (STMN3), sowie die sorting nexine (SNX)-3, 17 

und 27. In NCH421k-Zellen sind 99 Proteine behandlungsunabhängig erhöht an EGFRvIII 

assoziiert, 8 Proteine sind in unstimulierten Zellen erhöht an EGFRvIII assoziiert, dissoziieren aber 

oder binden weniger an die vIII wenn mit EGF stimuliert wurde. Zu diesen gehören direkt EGFR 
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interagierende Proteine wie GRB2, SHC1 und UBS3B. Zusätzlich sind die Proteine in den 

Punktdiagrammen nach ihrer Stimulierbarkeit gekennzeichnet. Proteine, deren Quotient 

behandelt zu unbehandelt mindestens zweifach verändert war, sind als erhöht (+) oder erniedrigt 

(-) gekennzeichnet, Rauten zeigen Proteine, deren Assoziation sich durch Behandlung nicht 

mindestens zweifach ändert. Besonders deutlich zeigt sich in dem Punktdiagramm der 

NCH421k-Zellen eine Verteilung der stimulationsabhängig veränderten Assoziation mit erhöhter 

Assoziation (+) unterhalb einer gedachten Diagonale durch die Punktwolke von links unten nach 

rechts oben. 

 

Abb. 27: MS-Analyse des EGFR-Interaktoms in Glioblastomzellen. EGFR-Variante III exprimierende P3 
und NCH421k-Zellen (P3vIII, NCHvIII) sowie die Rezeptor-Wildtyp-transfizierten Zellen (P3, NCH) wurden 
30 min mit 20 ng/ml EGF inkubiert (+, EGF), Kontrollen blieben unbehandelt. Punktdiagramme geben 
Varianten-abhängigen Assoziationsdynamik in P3-Zellen (A) und NCH421k-Zellen (B) in unbehandelten (x-
Achse; log2 für P3vIII/P3 und NCHvIII/NCH) und stimulierten Zellen (y-Achse; log2 für P3vIII+/P3+ und 
NCHvIII+/NCH+). Proteine, deren Quotient behandelt zu unbehandelt mindestens zweifach verändert war 
(log2 1) sind als erhöht (+) oder erniedrigt (-) gekennzeichnet, Rauten zeigen Proteine, deren Assoziation 
sich durch Behandlung nicht ändert. Mengendiagramme zeigen die Anzahl identifizierter Proteine und 
Schnittmengen der Proben in P3-Zellen (C) und NCH-Zellen (D). 
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Für die Proteine, deren Assoziation sich in Abhängigkeit zu der Rezeptorvariante in stimulierten 

Zellen mindestens zweifach änderte (EGFRvIII+/EGFR+ log2>1 oder <(-1)), wurden die GO BP-

Annotationen mit dem DAVID functional annotation tool ermittelt. Die BP sind für P3-Zellen (Abb. 

28A) und NCH-Zellen (Abb. 28B) mit ihren ES als Balkendiagramme dargestellt. Der ES ist umso 

höher, je wahrscheinlicher die Proteine des Datensets in einem BP involviert sind. In den 

P3-Zellen wurden die BP zu sieben Clustern zusammengefasst, die stärker an EGFRvIII binden 

sowie drei Cluster, die stärker an den Rezeptorwildtyp binden. Zunehmende Funktionen (rot) sind 

localization (ES 3,6), signaling pathway (ES 3,1), neurogenesis (ES 1,8), cell-cell-adhesion (ES 

1,7), regulation of transport (ES 1,5) und cell proliferation (ES 1,4) sowie cytoskeleton 

organization (ES 1,4). Unter Stimulation der vIII verminderte BP (grün) sind ATP biosynthetic 

process (ES 2,2), ebenfalls localization (ES 1,8) und cell death (ES 1,4). Unter gleichen 

Bedingungen verminderte BP in NCH421k-Zellen sind Golgi vesicle transport (ES 2,0), glial cell 

development (ES 1,8), response to stimulus (ES 1,5) und cell differentiation (ES 1,4). Cell 

adhesion (ES 3,7) und cell junction organization (ES 2,1) sowie cell polarity and morphogenesis 

(ES 3,6), cytoskeleton organization (ES 3,1), cytoskeleton-dependent intracellular transport (ES 

2,1), cellular component biogenesis (ES 1,9) und protein and RNA transport (ES 1,7) sind BP die 

verstärkt in EGFRvIII exprimierten NCH421k-Zellen initiiert werden. Weitere verstärkte BP sind 

regulation of signal transduction (ES 1,8), cell cycle (ES 1,7), cell motion (ES 1,5) und embryonic 

development (ES 1,4).  

 

 

Abb. 28: Biologische Prozesse an denen Proteine beteiligt sind, deren Assoziation sich abhängig 
von der Rezeptor-Variante verändert hat. Die BP sind für P3-Zellen (A) und NCH421k-Zellen (B) als 
Balkendiagramme dargestellt. Cluster der BP nach GO Annotation wurden im DAVID clustering tool für 
Proteine ermittelt, die mindestens zweifach veränderte Assoziationsdynamik in Abhängigkeit der 
Rezeptorvariante zeigten (log2>1 oder <(-1)). Der Enrichmentscore ist umso größer, je wahrscheinlicher die 
Funktion angereichert ist, die clusterstringency low wurde verwendet. nach DAVID 

 

Cytoskeleton organization ist der einzige BP der in beiden Zelllinien vertreten ist. Ähnlich sind 

sich die BP (cell-) cell adhesion und signaling pathway in P3-Zellen beziehungsweise regulation 

of signal transduction in NCH421k-Zellen. Die geringe Übereinstimmung zeigt sich auch in der 
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Schnittmenge von nur 14 Proteinen, die in beiden Zelllinien einen log2 für EGFRvIII+/EGFR+ >1 

oder <(-1) zeigen, darunter Plexin-B2 (PLXB2), Catenin delta-1 (CTND1) und der translation 

initiation factor eIF-2B subunit alpha (EI2BA). In Tab. 10 und Tab. 11 sind jeweils die Proteine mit 

den zehn (wenn vorhanden) höchsten beziehungsweise niedrigsten Quotienten für EGFRvIII 

gegen EGFR, unstimuliert und EGF-stimuliert für beide Zelllinien getrennt aufgeführt.  

 

Tab. 10: Proteine mit den höchsten beziehungsweise niedrigsten Quotienten für EGFRvIII gegen 

EGFR in P3-Zellen. Relative Proteinmenge (NSAF) in % von EGFR für unstimulierte oder EGF-stimulierten 

P3-Zellen (20 ng/ml für 30 min, +) mit Expression von EGFR oder der EGFRvIII. Log2 modifizierte 
Quotienten für Rezeptorabhängige Dynamik. (n.c.= nicht calkulierbar) 

    % von EGFR   log2  

Gen Protein P3 P3 + P3vIII P3vIII +   
P3vIII/ 

P3 
P3vIII+/ 

P3+ 

PCD17 Protocadherin-17 0,18 0,22 1,08 0,69 
 

2,59 1,63 

KDIS Kinase D-interacting substrate of 220 kDa  0,20 0,36 1,10 1,25 
 

2,45 1,81 

ITCH E3 ubiquitin-protein ligase Itchy homolog  0,11 1,14 0,60 1,60 
 

2,45 0,49 

PRKDC DNA-dependent protein kinase catalytic subunit  0,02 0,07 0,13 0,40 
 

2,45 2,52 

EI2BD Translation initiation factor eIF-2B subunit delta  0,59 1,63 3,22 2,93 
 

2,45 0,85 

ARRD3 Arrestin domain-containing protein 3  0,24 0,40 1,06 0,94 
 

2,13 1,21 

S12A4 Solute carrier family 12 member 4  0,09 n.c. 0,41 0,52 
 

2,13 n.c. 

PLD3 Phospholipase D3 0,31 0,51 1,24 0,71 
 

2,01 0,46 

JAK1 Tyrosine-protein kinase JAK1 0,25 n.c. 0,93 0,83 
 

1,87 n.c. 

GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2  0,89 3,34 3,18 3,25 
 

1,83 -0,04 

LZTS1 Leucine zipper putative tumor suppressor 1  0,25 0,14 1,39 1,74   2,45 3,63 

TACC3 Transforming acidic coiled-coil-containing protein 3  0,75 0,41 2,53 3,15 
 

1,76 2,93 

S4A7 Sodium bicarbonate cotransporter 3  n.c. 0,10 0,73 0,57 
 

n.c. 2,46 

TNR21 Tumor necrosis factor receptor superfamily 
member 21 

0,63 0,39 1,29 2,08 
 

1,04 2,41 

SNX17 Sorting nexin-17  0,96 0,35 2,45 1,82 
 

1,36 2,37 

HOOK3 Protein Hook homolog 3  0,27 0,11 0,45 0,58 
 

0,72 2,37 

SNX3 Sorting nexin-3  1,80 0,75 3,29 3,60 
 

0,87 2,27 

LRC8A Leucine-rich repeat-containing protein 8A  n.c. 0,15 0,65 0,72 
 

n.c. 2,27 

RAB18 Ras-related protein Rab-18  0,98 0,61 1,07 2,94 
 

0,13 2,27 

WWP2 NEDD4-like E3 ubiquitin-protein ligase WWP2  n.c. 0,19 0,31 0,88 
 

n.c. 2,21 

COG4 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 4  1,52 1,00 0,21 0,65   -2,87 -0,62 

TELO2 Telomere length regulation protein TEL2 homolog  2,45 1,28 0,40 1,16 
 

-2,60 -0,14 

PSMD6 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6  1,61 0,72 0,27 0,74 
 

-2,57 0,04 

CIP2A Protein CIP2A  1,76 1,24 0,30 0,76 
 

-2,55 -0,71 

PRS7 26S protease regulatory subunit 7  2,55 1,25 0,51 0,79 
 

-2,33 -0,66 

PSMD1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1  1,12 0,66 0,23 0,64 
 

-2,26 -0,06 

FDFT Squalene synthase  2,92 0,88 0,64 1,00 
 

-2,19 0,20 

PSD11 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11  2,73 0,99 0,65 0,91 
 

-2,07 -0,11 

COG2 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 2  0,61 1,12 0,15 0,81 
 

-2,04 -0,47 

OPA1 Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial  0,66 0,84 0,17 0,17 
 

-1,98 -2,28 

PHB Prohibitin  1,89 7,22 n.c. 0,49   n.c. -3,89 

VPP1 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1  n.c. 1,70 n.c. 0,20 
 

n.c. -3,09 

VAV2 Guanine nucleotide exchange factor VAV2  n.c. 0,79 n.c. 0,10 
 

n.c. -3,04 

VATA V-type proton ATPase catalytic subunit A  0,66 3,22 0,99 0,42 
 

0,59 -2,93 

SOS2 Son of sevenless homolog 2  n.c. 1,93 n.c. 0,32 
 

n.c. -2,61 

PHB2 Prohibitin-2  2,70 7,87 1,11 1,45 
 

-1,28 -2,44 

TM1L2 TOM1-like protein 2  0,41 1,77 n.c. 0,35 
 

n.c. -2,35 

SYMC Methionyl-tRNA synthetase, cytoplasmic  0,33 0,69 0,12 0,14 
 

-1,45 -2,28 

VATH V-type proton ATPase subunit H  0,30 0,75 n.c. 0,17 
 

n.c. -2,13 

F115A Protein FAM115A  0,11 0,41 0,36 0,09 
 

1,72 -2,13 
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Tab. 11: Proteine mit den höchsten beziehungsweise niedrigsten Quotienten für EGFRvIII gegen EGFR 

in NCH421k-Zellen. Relative Proteinmenge (NSAF) in % von EGFR für unstimulierte oder EGF-stimulierten 

NCH421k-Zellen (20 ng/ml für 30 min, +) mit Expression von EGFR oder der EGFRvIII. Log2 modifizierte 
Quotienten für Rezeptorabhängige Dynamik. (n.c.= nicht calkulierbar)  

    % von EGFR   log2  

Gen Protein NCH 
NCH 

+ 
NCHvIII 

NCHvIII 
+ 

  
NCHvIII/ 

NCH 
NCHvIII+/ 

NCH+ 

P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit β 0,10 1,41 1,81 4,18 
 

4,18 1,56 

AMOT Angiomotin  0,10 0,00 1,31 1,52 
 

3,66 n.c. 

KI26B Kinesin-like protein KIF26B 0,04 0,00 0,43 0,11 
 

3,55 n.c. 

ACACA Acetyl-CoA carboxylase 1 0,79 1,64 9,16 11,95 
 

3,54 2,86 

DOCK3 Dedicator of cytokinesis protein 3 0,05 0,65 0,57 0,00 
 

3,44 n.c. 

PLXB2 Plexin-B2 0,10 0,37 0,97 1,87 
 

3,29 2,35 

PTPRZ Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta 0,03 0,30 0,29 0,57 
 

3,18 0,95 

PCCA Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitoch. 0,26 0,38 2,12 2,88 
 

3,05 2,94 

ZN622 Zinc finger protein 622 0,23 0,28 1,77 0,79 
 

2,97 1,50 

SHC4 SHC-transforming protein 4 0,30 0,44 2,15 0,99 
 

2,85 1,18 

P85A Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit  0,15 1,74 1,06 2,14 
 

2,85 0,30 

ITPR3 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 0,22 0,00 1,53 1,37 
 

2,83 n.c. 

PSIP1 PC4 and SFRS1-interacting protein 0,75 3,92 5,29 6,39 
 

2,82 0,70 

SKT Sickle tail protein homolog 0,80 0,05 1,83 1,20   1,19 4,67 

ERBB3 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 0,00 0,14 0,45 2,65 

 

n.c. 4,29 

ABCA3 ATP-binding cassette sub-family A member 3 0,00 0,16 1,35 2,94 

 

n.c. 4,23 

OSBL8 Oxysterol-binding protein-related protein 8 2,10 0,30 6,72 5,23 

 

1,68 4,14 

IQGA2 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 0,25 0,08 0,00 1,18 

 

n.c. 3,82 

NOTC1 Neurogenic locus notch homolog protein 1 0,00 0,11 0,24 1,53 

 

n.c. 3,80 

NOTC2 Neurogenic locus notch homolog protein 2 0,00 0,08 0,31 0,93 

 

n.c. 3,62 

MYPT1 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A 1,28 0,30 4,55 3,70 

 

1,83 3,60 

CADH2 Cadherin-2 1,02 0,25 3,18 2,82 

 

1,64 3,49 

FMNL2 Formin-like protein 2 0,37 0,24 1,86 2,70 

 

2,35 3,47 

IPO13 Importin-13 0,61 0,19 0,14 0,00   -2,15 n.c. 

IPO11 Importin-11 0,58 0,62 0,13 0,00 
 

-2,15 n.c. 

CHSS1 Chondroitin sulfate synthase 1 1,25 0,00 0,40 0,00 
 

-1,63 n.c. 

TELO2 Telomere length regulation protein TEL2 homolog 1,07 0,27 0,40 0,28 
 

-1,41 0,03 

RIF1 Telomere-associated protein RIF1 0,21 0,68 0,08 0,00 
 

-1,37 n.c. 

BZW2 Basic leucine zipper and W2 domain-containing 
protein 2 

2,46 1,56 1,07 0,00 
 

-1,20 n.c. 

CNDG2 Condensin-2 complex subunit G2 0,25 0,50 0,11 0,78 
 

-1,15 0,65 

EXC6B Exocyst complex component 6B 0,58 0,19 0,28 0,44   -1,02 1,18 

BTAF1 TATA-binding protein-associated factor 172 0,32 0,65 0,25 0,08   -0,34 -2,99 

SMG1 Serine/threonine-protein kinase SMG1 0,07 0,32 0,13 0,04 

 

0,85 -2,93 

INT1 Integrator complex subunit 1 0,07 0,41 0,00 0,07 

 

n.c. -2,56 

MTOR Serine/threonine-protein kinase mTOR 2,00 3,28 1,54 0,56 

 

-0,38 -2,55 

UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing 
protein B 

2,98 4,21 7,32 0,82 

 

1,30 -2,36 

COG3 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 3 1,04 2,13 0,71 0,45 

 

-0,56 -2,23 

BIG2 Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange 
protein 2 

0,28 0,57 0,22 0,13 

 

-0,37 -2,17 

DOCK4 Dedicator of cytokinesis protein 4 1,89 7,02 5,06 1,82 

 

1,42 -1,95 

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 4,37 5,92 8,06 1,55 

 

0,88 -1,93 

COG4 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 4 1,88 4,34 1,08 1,15 

 

-0,80 -1,92 

 

 

Für ein besseres Verständnis, wie die Proteine mit veränderter Dynamik zusammenhängen, 

wurden Protein-Protein-Interaktionen mit der iRefIndex Datenbank ermittelt. Das Datenset zum 

Abgleich mit der Datenbank enthält Proteine mit log2-Werten >1 oder <(-1) für den Quotient 

P3EGFRvIII+/P3EGFR+ sowie Proteine, die nur in einer dieser beiden Proben mit mindestens zehn 
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PSM identifiziert wurden. Als Quotient wurde für Proteine in Probe P3EGFRvIII+ der Maximalwert 

4 und für Proteine die nur in P3EGFR+ identifiziert wurden der Minimalwert (-4) festgelegt. Aus 

diesen 178 Proteinen wurde für 63 Proteine eine Interaktion gefunden und diese als 

Interaktionsnetzwerk in Cytoscape dargestellt (Abb. 29). Dabei waren 46 der interagierenden 

Proteine erhöht an die vIII assoziiert (rot) und 16 verringert gegenüber der Kontrolle mit EGFR. 

Zwischen den 63 Proteinen bestehen 72 Interaktionen. Darunter sind zehn Proteine mit sechs 

Interaktionen, welche im analysierten Datenset nicht mit dem Netzwerk um EGFR verbunden sind. 

Elf weitere Proteine, deren einzige Interaktion in einem Autoloop bestand, wurden nicht 

dargestellt. Zum EGFR bestehen elf direkte Interaktionen. Über Catenin delta-1 (CTND1), SOS1 und 

2 ist EGFR mit der tyrosine-protein kinase Fyn (FYN) verbunden, welches mit einer Gruppe von elf 

Proteinen interagiert, die alle stark erhöht mit der EGFRvIII präzipitiert wurden. Ebenso waren 

Proteine um den ERBB2 Rezeptor, wie dieser selbst, stark erhöht. Die gemeinsamen direkten 

Interaktionen von EGFR und ERBB2 waren hingegen verringert. Fünf weitere Interaktionspfade 

sind über ADP-ribosylation factor 6 (ARF6) mit EGFR assoziiert. 

 

 

 

Abb. 29: Protein-Protein-Interaktionen zweifach verändert assoziierter Proteine in P3-Zellen nach MS-
Analyse der EGFR-IP. Protein-Protein-Interaktionen nach der iRefIndex Datenbank für Proteine mit 
log2(P3EGFRvIII+/P3EGFR+) >1 oder <(-1) sowie Proteine, die nur in einer dieser beiden Proben identifiziert 
wurden. Als Quotient wurde für Proteine in Probe P3EGFRvIII+ der Maximalwert 4 und für Proteine die nur in 
P3EGFR+ identifiziert wurden der Minimalwert -4 festgelegt. Der Farbgradient indiziert erhöht assoziierte 
Proteine (rot, log2 >1) oder geringer assoziierte Proteine (grün, log2 <(-1)) an den EGFR. 
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Analog wurde ein Interaktionsnetzwerk für Proteine mit log2-Werten >1 oder <(-1) für den 

Quotient NCHEGFRvIII+/NCHEGFR+ errichtet (Abb. 30). Von 200 Proteinen die diese Kriterien 

erfüllten, wurden Protein-Protein-Interaktionen für 108 Proteine gefunden. Davon sind 29 Proteine 

verringert (grün) und 78 Proteine erhöht an vIII assoziieren (rot). Das generierte Netzwerk enthält 

161 Interaktionen, davon zehn zwischen 18 Proteinen ohne Anschluss an das Netzwerk um den 

EGFR und 15 direkt EGFR-bindende Proteine. Die EGFR–Adapterproteine STAT3, SHC1 und GRB2 

werden nach EGF-Stimulation vorwiegend an EGFR-Wildtyp assoziiert wie auch die 

degradierenden Proteine UBS3B und AP2M1. Der Rezeptor ERBB3 und das Adapterprotein P85B 

interagieren verstärkt mit der vIII. So ist auch eine Gruppe von Proteinen erhöht an vIII assoziiert, 

die über receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta (PTPRJ), tight junction protein ZO-1 (ZO1), 

Catenin delta-1 (CTND1) und Catenin beta-1 (CTNB1) mit EGFR interagieren. Eine weitere 

verringerte Proteingruppe stellen verschiedene Untereinheiten der conserved oligomeric Golgi 

complexes (COG) dar. 

 

 

 

Abb. 30: Protein-Protein-Interaktionen zweifach verändert assoziierter Proteine in NCH421k-Zellen 
nach MS-Analyse der EGFR-IP. Protein-Protein-Interaktionen nach der iRefIndex Datenbank für Proteine 
mit log2(NCHEGFRvIII+/NCHEGFR+) >1 oder <(-1) sowie Proteine, die nur in einer dieser beiden Proben 
identifiziert wurden. Als Quotient wurde für Proteine in Probe NCHEGFRvIII+ der Maximalwert 4 und für 
Proteine die nur in NCHEGFR+ identifiziert wurden der Minimalwert -4 festgelegt. Der Farbgradient indiziert 
erhöht an den EGFR assoziierte Proteine (rot, log2 >1) oder geringer an den EGFR assoziierte Proteine (grün, 
log2 <(-1)).  
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Eine große Gruppe copräzipitierter Proteine in beiden Zelllinien sind andere Rezeptoren 

beziehungsweise Untereinheiten oder TK. Auch hier sind Unterschiede zwischen den Zelllinien in 

der Assoziation zu sehen. In P3-Zellen wurden 43 Rezeptorproteine copräzipitiert, von denen 17 

Rezeptorproteine ebenfalls in NCH421k-Zellen mit dem EGFR copräzipitiert wurden (Abb. 31). Elf 

Rezeptorproteine wurden nur in NCH421k-Zellen copräzipitiert. Neben den Rezeptoren wurden 

acht Ionenkanäle in P3-Proben identifiziert und sechs in NCH421k-Proben. Einziger Ionenkanal, 

der in NCH421k-Zellen mit über 10 PSM identifiziert wurde, ist der voltage-dependent calcium 

channel subunit alpha-2/delta-1 (CA2D1). In P3-Zellen wurden die drei potassium voltage-gated 

channel proteins KCND3, KCNE4 und KCND2 sowie drei voltage-dependent anion-selective channel 

proteins 1-3 (VDAC1-3) identifiziert. Die Anionenselektiven Kanäle überwiegen in EGFR-Wildtyp 

exprimierenden P3-Zellen, die Kaliumkanäle interagieren hingegen vorzugsweise mit EGFRvIII. 

Hinzu kommen neun receptor-type tyrosine-protein phosphatases (PTPR) und  sechs tyrosine-

protein phosphatase non-receptor type (PTN). Die Proteinmenge der identifizierten 

Rezeptorproteine ist in Tab. 12 aufgeführt. 

 

 

 

Abb. 31: Anzahl identifizierter Rezeptorproteine nach EGFR-IP durch LC-MS/MS in P3- und 
NCH421k-Zellen. Mengendiagramme zeigen Schnittmengen copräzipitierte Rezeptoren und Ionenkanäle 
beider Zellinien, sowie die Anzahl an Tyrosinkinasen vom Rezeptor-Typ (RT TK) beziehungsweise nicht-
Rezeptor-Typ (NRL TK).  
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Tab. 12: Copräzipitierte Rezeptorproteine nach IP-MS-Experimenten aus P3-Zellen und 
NCH421k-Zellen. Relative Proteinmenge als NSAF(%) von EGFR für unstimulierte oder EGF-stimulierte 
Zellen (20 ng/ml, 30 min, +) die EGFR-Wildtyp oder EGFRvIII (v) transfiziert sind. (n.c. = nicht calkulierbar) 
 

Gen Protein P3 P3+ P3v P3v+    NCH NCH+ NCHv NCHv+ 

ACV1B Activin receptor type-1B n.c. n.c. n.c. 0,76 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

AVR2A Activin receptor type-2A n.c. n.c. 0,43 0,42 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

PGFRA Alpha-type platelet-derived growth factor receptor 2,66 1,91 4,78 4,95 
 

5,64 13,70 22,24 34,84 

ANTR1 Anthrax toxin receptor 1 0,18 n.c. 0,29 0,61 
 

0,20 n.c. n.c. n.c. 

ANTR2 Anthrax toxin receptor 2 n.c. n.c. 0,34 n.c. 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

FGFR1 Basic fibroblast growth factor receptor 1 n.c. n.c. n.c. 1,21 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

BMR1A Bone morphogenetic protein receptor type-1A 0,47 0,39 1,33 0,96 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor type-2 0,20 n.c. 0,16 0,33 
 

n.c. n.c. n.c. 0,22 

CELR2 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 n.c. 0,06 n.c. 0,09 
 

0,09 n.c. 0,47 0,11 

CELR3 Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 n.c. n.c. 0,05 n.c. 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

CLCC1 Chloride channel CLIC-like protein 1 n.c. 0,38 0,50 0,39 
 

0,26 0,32 n.c. n.c. 

CLIC1 Chloride intracellular channel protein 1 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,46 n.c. n.c. n.c. 

DDR2 Discoidin domain-containing receptor 2 0,29 n.c. 0,89 1,05 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

EDNRB Endothelin B receptor 0,68 n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

EPHA2 Ephrin type-A receptor 2 n.c. n.c. 0,23 0,62 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

EPHA3 Ephrin type-A receptor 3 1,23 0,55 1,62 1,84 
 

n.c. n.c. 0,13 0,77 

EPHA4 Ephrin type-A receptor 4 0,82 n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

EPHB3 Ephrin type-B receptor 3 1,53 1,27 3,02 3,98 
 

n.c. 0,14 0,27 0,46 

EPHB4 Ephrin type-B receptor 4 0,88 0,78 1,08 2,14 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

DDR1 Epithelial discoidin domain-containing receptor 1 1,22 0,83 1,89 1,72 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

ERD22 ER lumen protein retaining receptor 2 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,50 n.c. n.c. n.c. 

FGFR3 Fibroblast growth factor receptor 3 1,60 1,39 4,64 3,79 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

GP126 G-protein coupled receptor 126 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. n.c. 0,19 

GPR56 G-protein coupled receptor 56 3,04 2,29 2,94 2,61 
 

n.c. n.c. 0,38 1,32 

GPC5B G-protein coupled receptor family C group 5 mem B n.c. n.c. n.c. 0,54 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

ITPR1 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,83 0,48 2,43 1,66 

ITPR2 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2 n.c. 0,11 n.c. n.c. 
 

4,98 3,06 9,91 8,25 

ITPR3 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,22 n.c. 1,53 1,37 

IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor n.c. n.c. 0,24 0,19 
 

n.c. n.c. 0,10 0,44 

INGR1 Interferon gamma receptor 1 0,72 n.c. 0,79 0,80 
 

n.c. n.c. n.c. 0,47 

I17RA Interleukin-17 receptor A n.c. n.c. 0,13 0,15 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

IL6RB Interleukin-6 receptor subunit beta n.c. n.c. 0,18 0,61 
 

n.c. n.c. n.c. 0,49 

LBR Lamin-B receptor n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. 0,21 n.c. 

LGR4 
Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled 
receptor 4 

0,38 0,58 0,89 1,11 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

LIFR Leukemia inhibitory factor receptor n.c. n.c. 0,45 0,43 
 

n.c. n.c. n.c. 0,28 

PGRC1 Membrane-associated progesterone receptor comp 1 1,04 0,86 1,42 1,11 
 

4,34 3,93 5,46 3,15 

PGRC2 Membrane-associated progesterone receptor comp 2 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,52 n.c. n.c. n.c. 

DCC Netrin receptor DCC n.c. n.c. 0,16 0,18 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

UNC5C Netrin receptor UNC5C n.c. n.c. 0,54 0,42 
 

n.c. 0,15 n.c. 0,33 

TYK2 Non-receptor tyrosine-protein kinase TYK2 0,21 0,14 0,32 0,54 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

OSMR Oncostatin-M-specific receptor subunit beta n.c. n.c. n.c. 0,13 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

PEX5 Peroxisomal targeting signal 1 receptor n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,17 n.c. 0,31 n.c. 

KCND3 Potassium voltage-gated channel subfamily D member 3 n.c. 0,19 0,59 0,26 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

KCNE4 Potassium voltage-gated channel subfamily E member 4 n.c. n.c. 1,34 1,31 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

KCNQ2 Potassium voltage-gated channel subfamily KQT mem 2 n.c. n.c. 0,32 0,10 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

KCNQ5 Potassium voltage-gated channel subfamily KQT mem 5 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. n.c. 0,25 

ERBB2 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 n.c. n.c. n.c. 6,99 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

ERBB3 Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. 0,14 0,45 2,65 

PTPRA Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha 0,50 0,41 1,02 0,96 
 

n.c. n.c. 0,33 1,98 

PTPRE Receptor-type tyrosine-protein phosphatase epsilon 0,21 0,70 0,46 1,26 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

PTPRJ Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. 0,38 0,86 3,10 

PTPRF Receptor-type tyrosine-protein phosphatase F 0,77 0,75 1,30 1,88 
 

n.c. 0,64 1,22 1,20 

PTPRG Receptor-type tyrosine-protein phosphatase gamma 0,21 0,26 0,30 0,48 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

PTPRK Receptor-type tyrosine-protein phosphatase kappa n.c. n.c. n.c. 0,06 
 

n.c. 0,12 0,18 0,68 
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Fortsetzung Tab. 12 

Gen Protein P3 P3+ P3v P3v+    NCH NCH+ NCHv NCHv+ 

PTPRS Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 0,80 1,08 1,56 1,96 
 

n.c. 0,51 1,09 0,98 

PTPRZ Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta 0,84 0,85 1,11 1,48 
 

0,03 0,30 0,29 0,57 

RTN4R Reticulon-4 receptor n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. 0,58 n.c. 

SGMR1 Sigma non-opioid intracellular receptor 1 n.c. n.c. n.c. 0,58 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

SRPR Signal recognition particle receptor subunit alpha 0,40 n.c. 0,71 0,62 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

SRPRB Signal recognition particle receptor subunit beta 0,57 n.c. 0,42 0,97 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

SCLT1 Sodium channel and clathrin linker 1 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,40 n.c. n.c. n.c. 

TGFR1 TGF-beta receptor type-1 0,50 0,33 0,55 0,86 
 

n.c. n.c. n.c. 0,76 

TFR1 Transferrin receptor protein 1 0,46 0,99 0,73 0,51 
 

0,24 0,35 1,13 2,71 

TRPM4 Transient receptor potential cation channel subfamily M4 n.c. n.c. 0,23 0,11 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

TRPM7 Transient receptor potential cation channel subfamily M7 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. 0,21 0,12 

TR10B Tumor necrosis factor receptor superfamily mem 10B n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. 0,31 n.c. 1,43 

TNR1A Tumor necrosis factor receptor superfamily mem 1A n.c. n.c. 0,73 0,67 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

TNR21 Tumor necrosis factor receptor superfamily mem 21 0,63 0,39 1,29 2,08 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

TYRO3 Tyrine-protein kinase receptor TYRO3 n.c. 0,10 0,19 0,30 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

PTN1 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1 0,45 n.c. n.c. n.c. 
 

0,25 n.c. n.c. n.c. 

PTN11 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11 n.c. n.c. 0,36 0,21 
 

n.c. 0,81 0,76 1,25 

PTN13 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 13 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,22 0,16 0,45 0,37 

PTN14 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 14 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. 0,11 0,19 

PTN23 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 23 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

n.c. n.c. 0,29 0,81 

VDAC1 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 1,28 3,35 n.c. 1,10 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

VDAC2 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 1,60 4,00 1,76 2,60 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

VDAC3 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 0,73 1,98 0,40 0,63 
 

n.c. n.c. n.c. n.c. 

CA2D1 Voltage-dependent calcium channel subunit α2/delta-1 n.c. n.c. n.c. n.c. 
 

0,16 n.c. 1,07 0,82 

XPR1 Xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1 0,21 0,17 0,61 0,53 
 

0,25 0,31 1,18 0,84 

 

Obwohl die Expression des EGFR und seiner Mutante vIII in den Glioblastomzellen P3 und 

NCH421k im Vergleich zu den A431-Zellen sehr gering war, ließ sich der 

Rezeptor-Adapterproteinkomplex erfolgreich durch die IP isolieren. Dies zeigt, dass die 

MS-Analyse präzipitierter Proteine eine geeignete Methode darstellt, Subnetzwerke von einem 

großen Proteinpool zu separieren und zu analysieren. Obwohl die Aktivität der vIII aufgrund der 

Deletion der externen Domäne bisher als Liganden-unabhängig galt 
122

, zeigt die WB Analyse ein 

leichtes Ansprechen der vIII auf den EGFR-spezifischen Liganden EGF in den P3-Zellen, jedoch 

nicht in NCH421k-Zellen. Die Ansprechbarkeit auf Stimulation wurde kürzlich für dimerisierte, 

konstitutiv aktivierte Mutanten gezeigt 
41

, wenn auch noch nicht verstanden. Die P3-Zellen zeigten 

im Gegensatz zu den NCH-Zellen eine Coexpression des Wildtyp-EGFR. Die EGF-induzierte 

Phosphorylierung der vIII wird vermutlich durch andere Tyrosinkinasen oder wildtyp-EGFR als 

Dimerisierungspartner hervorgerufen. Als Konsequenz wäre die Signalinitiierung der P3-Zellen 

stärker durch den Wildtyp Rezeptor geprägt als die der NCH421k-Zellen. Die Proteinwolke des 

NCH421k-Punktdiagramms ist sowohl in unstimulierten als auch EGF-behandelten Zellen in den 

positiven Bereich verschoben, also erhöht in vIII exprimierenden NCH421k-Zellen. Die 

Assoziation der copräzipiterten Proteine ist in NCH431k-Zellen demnach stärker abhängig von 

der vIII. Die Proteine, die durch EGF stimulierbar waren (+), erscheinen zudem vermehrt am 

unteren Rand dieser Punktwolke. Da vIII konstitutiv aktiv ist, ließen sich diese beiden 

Beobachtungen mit einer fehlenden Coexpression des Rezeptorwildtyps erklären. Proteine, die 
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nach EGF-Stimulation vermehrt an EGFR binden (+), sind auf der x-Achse (EGFRvIII/EGFR, 

unstimuliert) durch die konstitutive Aktivität der Variante im positiven Bereich, dem stimulierten 

Wildtyp-EGFR (y-Achse, EGFRvIII+/EGFR+) gegenüber jedoch gleich oder vermindert. Obwohl 366 

Proteine sowohl in P3-Zellen als auch NCH421k-Zellen identifiziert wurden, sind nur 14 dieser 

Proteine in beiden Zelllinien zweifach verändert EGFR-assoziiert. Das einzige Protein, das in 

beiden Zelllinien verringert an vIII bindet, ist die conserved oligomeric Golgi complex subunit 1 

(COG1). Der COG-Komplex spielt eine Schlüsselrolle für die Struktur des Golgi-Apparates und den 

intrazellulären Transport sowie Modifizierung von Glycoproteinen im Golgi-Apparat 
123

. Während 

sieben weitere COG-Untereinheiten identifiziert wurden, sind diese nur in den NCH-Zellen 

ebenfalls zweifach verringert, wohingegen sie in den P3-Zellen einer schwächeren Änderung 

unterliegen. COG-assoziierte Proteine 
124

 wie Syntaxine (STX), Synaptosomal-associated proteins 

(SNP) und RAB-related proteins (RAB) sind hingegen fast ausschliesslich in P3-Zellen identifiziert 

und zudem in vIII exprimierenden Zellen erhöht copräzipitiert. Während bei BP, die durch vIII in 

P3-Zellen beeinflusst werden, ein Augenmerk auf Proteintransport, Signalkaskaden und 

Wachstum legen (Abb. 28), werden in NCH421k-Zellen die extrazellulären Kontakte, Morphologie 

und Bewegung stärker adressiert. Der BP response to stimulus gehört zu den runterregulierten 

Funktionen in NCH421k-Zellen, was sich mit der Beobachtung einer mangelnden 

phosphorylierung der EGFRvIII in NCH421k-Zellen deckt. Die unterschiedliche Gewichtung der 

Signale in den adherenten P3-Zellen und den spheroiden NCH421k-Zellen wird damit 

unterstrichen und schliesst eine gemeinsame vIII-abhängige Analyse aus.  

Prohibitin und Prohibitin-2 wurden in der MS-Analyse von P3-Eluaten an Wildtyp-EGFR 

EGF-induziert rekrutiert, an vIII hingegen bis zu 15-fach verringert assoziiert identifiziert. 

Prohibitine (PHB) werden mit verschiedenen Zellfunktionen in Verbindung gebracht und als 

negativ-Regulatoren von Zellwachstum sowie als Tumor-Suppressor-Proteine diskutiert. Sie sind 

involviert in Zellzyklus und Apoptose, Modulatoren der Transkription, fungieren an der inneren 

Mitochondrienmembran als membrangebundene Chaperone und sind in PI3K/AKT sowie MAPK-

Signalwege involviert 
125

. Die Expression ist gewebeabhängig und in Krebszellen erhöht 

beschrieben 
126

. Im Kontrast dazu ist eine Runterregulation der PHBs für Glioblastome gezeigt 

worden 
127

. Aufgrund des Fehlens einer „nicht-Glioblastom-Kontrolle“ ist die vorliegende Analyse 

nicht als äquivalent zu betrachten. Dennoch ist die Verringerung eines potentiellen 

Tumorsupressor-Proteins in Zellen mit vIII schlüssig, da diese als Faktor für hohe Agressivität des 

Tumors steht. Sievers et al. zeigten eine Degradation des mitochondrialen Fusion-Proteins OPA1, 

wenn PHB runterreguliert wird 
128

. OPA1 ist wie PHB an der Aufrechterhaltung von Aktivität und 

Morphologie der Mitochondrien beteiligt 
129

 und gehört ebenfalls zu den stark verringert 

vIII-assoziierten Proteinen der vorliegenden Analyse der P3-Eluate. Störungen der 

Mitochondrienfunktion sind bereits mit verschiedenen degenerativen Erkrankungen in Verbindung 

gebracht worden 
130

 und unter Berücksichtigung der bekannten Translokation des EGFR in 

Mitochondrien diskutierbar. Da die Signale der vIII von geringerer Intensität und auf bevorzugte 

Signalwege konzentriert sind, kann die verringerte Assoziation durch ausbleibende 

mitochondriale Translokation erklärt werden. Ob eine krebsfördernde Rolle besteht, müsste mit 
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weiteren Untersuchungen analysiert werden. Das Netzwerk aus Interaktionen der dynamischen 

Proteine zeigt ein schlüssiges Bild wechselwirkender Proteingruppen. In P3-Zellen sind drei 

Untereinheiten der translation initiation factors eIF-2B (EI2B) erhöht. Sie initiieren die Translation 

von Proteinen in Anwesenheit ausreichender Aminosäuremengen 
131

. Drei Mitglieder des 

Kondensin-Komplexes (SMC2, SMC4, CNDG2), der die Kondensierung von Chromatinfäden in 

transportfähige Chromosomen initiiert sind ebenfalls erhöht. Die verringerten Adapterproteine 

(SOS1 und SOS2, VAV2 und VAV3) bei gleichzeitig stark erhöht vIII-assoziierter Gruppe mit 

Rezeptoren wie ERBB2, Ephrinrezeptoren (EPHA3, EPHB3) und die non-receptor tyrosine-protein 

kinase TYK2 (TYK2) sowie den Proto-Oncogenen FYN und YES weisen auf veränderte 

Signalschwerpunkte hin. Auch in den NCH421k-Zellen sind bekannte Adapterproteine wie SHC1, 

STAT3 und GRB2 gegenüber dem aktivierten EGFR-Wildtyp verringert. Die bevorzugte Initiierung 

des PI3K/AKT Signalweges der EGFRvIII wird durch die erhöhte P85B bestätigt. Proteine, die den 

Rezeptorabbau initiieren, wie USB3B und AP2M1 sind verringert. Gleichzeitig ist das Protein 

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8 (UBP8) erhöht, welches konjugierte Ubiquitinreste von 

Proteinen entfernt und vor Abbau schützt. Hwang et al. beobachteten einen verringerten Abbau 

von vIII-Dimeren. Als Ursache werden fehlende Ligandenbindung oder die vergleichsweise 

schwache konstitutive Aktivierung, im Vergleich zum stimulierten EGFR-Wildtyp, erwähnt 
122

. Die 

tight-junction-proteins ZO1 und ZO2, Angiomotin (AMOT) und Angiomotin-like protein 1 (AMOL1) 

sowie der Rezeptor Plexin-B2 (PLXB2) für Zell-Zell-Komunikation, sind stark erhöht an 

vIII-assoziierte Proteine der NCH421k-Analyse. Obgleich stark ausgeprägte Tight-Junctions 

charakteristisch für Epithelzellen sind, sind sie nötig für die Formation von Spheroiden und 

spielen eine Rolle in frühen Stadien der Metastasierung. Erste Zusammenhänge von ZO1 und 

EGFR wurden in Ratten-Epithelzelllinien über eine MAPK Hemmung beschrieben 
132

. Die 

dynamisch veränderten Proteine würden vermutlich ein deutlich größeres Newtzwerk enthüllen, 

wenn weitere, unverändert assoziierte Proteine der Analyse eingeschlossen wären. So könnte ein 

umfassenderer Eindruck veränderter Rezeptorwirkungen gewonnen werden. Von 79 

identifizierten Rezeptoren wurde für sechs eine bekannte Interaktion mit EGFR mit der iRefIndex 

Datenbank ermittelt. Dazu gehören ERBB2 und ERBB3 sowie Insulin-like growth factor 1 receptor 

(IGF1R). Des Weiteren wurden bereits Interaktionen zu receptor-type tyrosine-protein 

phosphatase eta (PTPRJ) und tyrosine-protein phosphatase non-receptor (PTN) type 1 und 11 

beschrieben. Über diese bekannten sechs Rezeptoren sind sekundäre Interaktionen zu 13 

weiteren Rezeptoren mit dem EGFR identifiziert. Für 60 weitere identifizierte Rezeptor(typen) sind 

bisher keine Interaktionen mit EGFR beschrieben. Passend zur erhöhten Assoziation von P85B 

waren inositol 1,4,5-trisphosphate receptors type 1-3 (ITPR1-3) in NCH421k-Zellen erhöht mit 

EGFR copräzipitiert. Ephrin type-A und –B (EPHA/B) Rezeptoren wurden in P3-Zellen copräzipitiert 

und erhöht an vIII assoziiert, in NCH421k-Zellen nur EPHA/B 3 an vIII assoziiert. Ephrinrezeptoren 

sowie die Liganden (Ephrine) sind Membrangebundene Proteine. Es ist daher enger Zellkontakt 

nötig um die Zellkommunikation über Ephrine zu initialisieren. Die erhöhte Assoziation in beiden 

Zelllinien an vIII fordert eine weitere Analyse der EGFR-Interaktion heraus. Auffällig ist das Fehlen 

der Ephrinliganden in der Analyse. Möglich wäre eine kinaseunabhängige Stabilisation ähnlich 

der Interaktion zwischen EGFR und SGLT1. Dagegen steht widerum die zusätzliche Erhöhung der 
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Assoziation an vIII durch EGF-Stimulation. Für eine konstitutive Aktivierung muss auch EGFRvIII 

dimerisieren 
133

. Dafür kann selbst kinaseinaktiver EGFRvIII ein Aktivator für seinen 

Bindungspartner darstellen. Demnach könnte TKI-gebundener EGFRvIII weiterhin ERBB2 oder 

ERBB4 aktivieren und zu sekundärer TKI-Resistenz führen. Für ERBB3, das kinasetote Mitglied 

der ERBB-Rezeptorfamilie, konnte eine ligandenunabhängige Phosphorylierung durch vIII gezeigt 

werden. Für die Aktivierung des ERBB3 wird die Bildung von ERBB-Oligomeren vermutet 
133

. Die 

Kenntnis interagierender Rezeptoren könnte eine Richtung für Multi-Target-Therapien aufzeigen.  
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3 Fazit 

Zu Beginn dieser Arbeit konnte die erfolgreiche Isolation des EGFR-Adapterproteinkomplexes 

durch IP und MS-gestützte Identifikation gezeigt werden. Moderne bioinformatische Werkzeuge 

und Programme ermöglichten die Auswertung komplexer Daten und enthüllten ein vielseitiges 

Netzwerk interagierender Proteine. Durch die Isolation eines Netzwerkes kann dieses im Ganzen 

betrachtet werden und bietet ein enormes Potential zur Untersuchung veränderter und bislang 

unbekannter Mechanismen. 

Zur relativen Quantifizierung von dynamischen Proteinmustern unter variierenden 

Kulturbedingungen wurden ein metabolischer und ein mathematischer Ansatz verglichen. Der 

metabolische Einbau von schweren Isotopen-Aminosäuren (SILAC) stellte sich als unvorteilhaft 

für das entwickelte Protokoll heraus. Der Hauptvorteil dieser Methode liegt in der Möglichkeit, 

protokollbedingte Schwankungen zu minimieren, indem zwei zu vergleichende Proben vereint 

und gemeinsam aufgearbeitet werden. Besonders bei dem langen Isolierungs- und 

Aufreinigungsprotokoll der IP und des in-Gel-Verdaus für die MS-Analyse erschien dies als ein 

entscheindender Vorteil der Methode. Allerdings zeigte sich eine Reduktion des Anteils EGFR an 

Gesamtprotein im Lysat durch die Behandlung mit EGF. Da die Lysate nach der 

Gehaltsbestimmung an Gesamtprotein im Lysat zu gleichen Teilen vermengt werden, resultierte 

kein 1:1-Verhältnis des EGFR, wodurch eine mathematische Korrektur der erhaltenen MS-Daten 

nötig war. Insgesamt stellte sich die manuelle Korrektur und Überpüfung der Daten als wesentlich 

aufwendiger und unzuverlässiger als die mathematische Methode heraus. Eine Isotypkontrolle 

der IP blieb weiterhin nötig um unspezifisch bindende Proteine zu selektieren. In Anbetracht der 

erheblichen Kosten und des zeitlichen Aufwandes der Inkorporation stabiler, schwerer 

Isotopen-Aminosäuren wurde trotz der wachsenden Beliebtheit der SILAC-Methode stattdessen 

eine angepasste Methode des spectral countings auf die klinisch relevanten Modelle angewendet. 

Die relative Quantifizierung mittels NSAF bot zudem den Vorteil, dass alle Zellmodelle in 

etablierter Kultur gehalten werden konnten und sich die Methode daher auf nahezu alle Systeme 

übertragen lässt, in denen ausreichende Mengen EGFR exprimiert werden. Um spezifische 

Interaktionen mit großer Sicherheit identifizieren zu können, bedarf es der gründlichen Validierung 

gegen weitere, etablierte Methoden. In weiterführenden Arbeiten wird die Interaktion zwischen 

EGFR und CIP2A aktuell von der Arbeitsgruppe Ritter weiter untersucht. So wird die Interaktion der 

CIP2A-Targets c-MYC und PP2A mit dem EGFR derzeit analysiert. Ein weiteres Indiz für die 

Existenz der beschriebenen Interkation stellt die in mehreren Zellsystemen reproduzierte Isolation 

des CIP2A dar. Trotz der deutlich unterschiedlichen Schwerpunkte der isolierten Proteingruppen in 

den verschiedenen Zellinien wurden 84 Proteine in A431-Zellen, Erlotinib-sensitiven und 

Erotinib-resistenten sowie Wildtyp-EGFR und EGFRvIII exprimierenden adherenten P3-Zellen und 

sphäroiden NCHk421k-Zellen identifiziert. Die genannten Proteine sind in Tab. 13 aufgeführt. 

Diese Schnittmenge könnte auch unspezifisch bindende Proteine darstellen. Gegen eine 

willkürliche Copräzipitation dieser Proteine spricht einerseits der Ausschluss im Vorfeld durch IgG 

präzipitierter Proteine aus den Analysen. Zum Anderen werden abhängig vom Zellsystem    



 

 

Tab. 13: Proteine, die in der Epidermoidkarzinom-Zelllinie A431, der Lungenadenokarzinom-Zelllinie HCC4006 sowie in den Glioblastom-Zelllinien P3 und NCH421k in unabhängigen 
MS-Experimenten identifiziert wurden. UniProt KB Accession Gen-Abkürzung, Proteinbeschreibung. 

Accession Gen Protein 
 

Accession Gen Protein 

P08195 4F2 4F2 cell-surface antigen heavy chain   O00410 IPO5 Importin-5  

O95782 AP2A1 AP-2 complex subunit alpha-1   O95373 IPO7 Importin-7  

O94973 AP2A2 AP-2 complex subunit alpha-2   O15397 IPO8 Importin-8  

P63010 AP2B1 AP-2 complex subunit beta   Q96P70 IPO9 Importin-9  

O95831 AIFM1 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial  O95573 ACSL3 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3  

Q9Y6E2 BZW2 Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 2  O00264 PGRC1 Membrane-associated progesterone receptor component 1  

Q6PJG6 BAAT1 BRCA1-associated protein required for ATM activation protein 1  O60942 MCE1 mRNA-capping enzyme  

P27824 CALX Calnexin   Q9UBB6 NCDN Neurochondrin  

P50416 CPT1A Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform   Q8N1F7 NUP93 Nuclear pore complex protein Nup93  

O43264 ZW10 Centromere/kinetochore protein zw10 homolog   O00459 P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 

P57678 GEMI4 Component of gems 4   Q9UHI6 DDX20 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX20  

Q86XI2 CNDG2 Condensin-2 complex subunit G2   O14818 PSA7 Proteasome subunit alpha type-7  

Q14746 COG2 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 2   Q8TCG1 CIP2A Protein CIP2A  

Q9H9E3 COG4 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 4   Q7Z3U7 MON2 Protein MON2 homolog  

Q9UP83 COG5 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 5   Q8NHV4 NEDD1 Protein NEDD1  

Q9Y2V7 COG6 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 6   Q13438 OS9 Protein OS-9 

P83436 COG7 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 7   Q96ER3 SAAL1 Protein SAAL1  

Q96MW5 COG8 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 8   Q9UBV2 SE1L1 Protein sel-1 homolog 1  

P78527 PRKDC DNA-dependent protein kinase catalytic subunit   P61619 S61A1 Protein transport protein Sec61 subunit alpha isoform 1  

P31689 DNJA1 DnaJ homolog subfamily A member 1   Q08AM6 VAC14 Protein VAC14 homolog  

Q96EY1 DNJA3 DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial   Q86U38 CN021 Pumilio domain-containing protein C14orf21  

Q9Y2G8 DJC16 DnaJ homolog subfamily C member 16   Q6NUQ1 RINT1 RAD50-interacting protein 1  

P04843 RPN1 Dolichyl-diphphooligaccharide--protein glycyltransferase subunit 1  P46060 RAGP1 Ran GTPase-activating protein 1  

P00533 EGFR Epidermal growth factor receptor   P43487 RANG Ran-specific GTPase-activating protein  

Q96A65 EXOC4 Exocyst complex component 4   O94822 RN160 RING finger protein 160  

Q9UPT5 EXOC7 Exocyst complex component 7   P16615 AT2A2 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2  

O14980 XPO1 Exportin-1   Q8WVM8 SCFD1 Sec1 family domain-containing protein 1  

P55060 XPO2 Exportin-2   P42345 MTOR Serine/threonine-protein kinase mTOR  

Q9C0E2 XPO4 Exportin-4   P05023 AT1A1 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1  

Q9HAV4 XPO5 Exportin-5   O95470 SGPL1 Sphingosine-1-phosphate lyase 1 

Q96QU8 XPO6 Exportin-6   O43156 TTI1 TEL2-interacting protein 1 homolog  

Q9UIA9 XPO7 Exportin-7   Q9Y4R8 TELO2 Telomere length regulation protein TEL2 homolog  

O43592 XPOT Exportin-T   Q9H3N1 TMX1 Thioredoxin-related transmembrane protein 1  

P51648 AL3A2 Fatty aldehyde dehydrogenase   P02786 TFR1 Transferrin receptor protein 1  

P09382 LEG1 Galectin-1   Q9UI10 EI2BD Translation initiation factor eIF-2B subunit delta  

Q92538 GBF1 Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1   Q13144 EI2BE Translation initiation factor eIF-2B subunit epsilon  

P62993 GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2   Q9NR50 EI2BG Translation initiation factor eIF-2B subunit gamma  

P63092 GNAS2 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short   Q92616 GCN1L Translational activator GCN1  

Q86Y56 HEAT2 HEAT repeat-containing protein 2   Q92973 TNPO1 Transportin-1  

Q14974 IMB1 Importin subunit beta-1   O14787 TNPO2 Transportin-2  

O94829 IPO13 Importin-13   Q9Y5L0 TNPO3 Transportin-3  
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differentielle Anreicherung der Proteinmuster detektiert. Innerhalb dieser Gruppe Zellsystem-

unabhängig präzipitierter Proteine wurden 67 bekannte Interaktionen mit der iRefIndex 

Datenbank identifiziert. Der EGFR ist mit drei direkten Interaktionen (GRB2, P85B und PSA7) in 

dieses Netzwerk integriert. Die Abwesenheit vieler Adapterproteine in dieser Schnittmenge ist 

möglicherweise in der Bevorzugung verschiedener Signalwege durch die unterschiedlichen 

Zelllinien begründet. 

Die Ausbeute niedrig abundanter Proteine sollte dennoch durch das Vernetzen nahe gelegener 

Proteine mit dem UV-aktiven, chemischen Linker SDA erhöht werden. Es zeigte sich eine 

unspezifische Kumulation der Proteinmenge, sodass die Anreicherung unspezifisch verlinkter 

Proteine befürchtet werden muss. Zudem ist der Linker nicht MS-kompatibel, da die Verbindung 

nicht duch das übliche Protokoll gespalten werden kann und die Linker-gebundenen Peptide der 

MS-Analyse nicht zugänglich sind. Dieser Verlust ist bei niedrig abundanten Proteinen vermutlich 

am schwerwiegendsten. Der Nutzen der Vernetzug bleibt das Konservieren eines Zustandes. Im 

Rahmen verschiedener Ansätze zur Untersuchung der EGFR-Lokalisation durch 

kompartimentspezifische Isolierung sind Markierung der Zelloberfläche mit Biotin oder direkt mit 

Cetuximab an adherenten Zellen denkbar. Diese haben ohne Frage bei längerer Inkubationszeit 

Auswirkungen auf den Zustand der Zelle. Eine Konservierung der erzeugten Situation durch 

verschiedene Stimuli könnte hier Degradierungen oder den Abbruch der Signalinitiierung 

verhindern. Ein Linker, der nach erfolgter IP vor der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE 

wieder gespalten werden kann, würde die Detektierbarkeit der Proteine gegenüber dem 

verwendeten SDA zudem verbessern. 

Die Daten zur Afatinib-Resistenz in somatischen Geweben wurden in Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe um Prof. Schuler in Essen erstellt und dort weiter ausgewertet. Für die Spezifität 

der Daten spricht die verminderte Identifikation von Signalmediatoren nach Behandlung mit TKI, 

die die biologische Realität widerspiegelt. In diesem Experiment wurde das uncharakterisierte 

Protein KIAA1671 (K1671) identifiziert, dessen Funktion bisher nicht bekannt ist. Allerdings 

wurden K1671-Antikörper in Patientinnen mit Brustkrebs 
102

 und in Assoziationen zu anderen 

Erkrankungen 
103

 gefunden. In der vorliegenden Analyse wird das Protein sowohl in Zellen aus 

Kontrollmedium als auch in Zellen aus konditioniertem Medium nach Afatinib-Behandlung um ein 

vierfaches weniger copräzipitiert. Dieses Verhalten deutet auf eine bisher nicht beschriebene 

EGFR-Interaktion hin. In der Lungenkarzinomzellinie HCC4006 wurde das Protein K1671 in 

unbehandelten, Erlotinib-resistenten Zellen identifiziert. Im Einklang mit dem puplizierten EMT 

infolge erworbener Erlotinib-Resistenz in HCC4006-Zellen 
119

 wurden Hinweise auf EMT und rege 

Veränderungen des Zytoskeletts in der vorliegenden IP-MS Analyse der resistenten HCC4006-

Zellen gefunden und spiegeln sich in der Morphologie wider. In Zusammenarbeit mit der 

Arbeitsgruppe um Prof. Fröhlich in Bonn ist ein Projekt entstanden, welches das Phänomen und 

die Auswirkungen des EMT in erworbener Erlotinib-Resistenz untersuchen wird. Mit einer 

annähernd verdoppelten Assoziation an die EGFRvIII von circa 4% auf annähernd 8% (NSAF) ist 

K1671 aus den spheroiden NCH421k Glioblastomzellen unabhängig von EGF-Stimulation 

copräzipitierbar. Die Identifizierung dieses uncharakterisierten Proteins in drei sehr 
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unterschiedlichen Zellmodellen impliziert eine Rolle in EGFR-assoziierten Signalwegen. Die 

Validierung der Wechselwirkung von K1671 mit dem EGFR sowie seine funktionelle Analyse 

könnte das EGFR-Interaktom erweitern. Zudem ist eine Analyse der isolierten Rezeptoren 

interessant, die zahlreich in HCC- und Glioblastomzellen copräzipitiert wurden. Es wäre denkbar, 

die hohe Anzahl andersartiger Rezeptoren in der Analyse würden allein aufgrund ihrer Nähe zu 

dem EGFR copräzipitiert oder etwa aus unvollständig lysierten Membranfetzen stammen. Die 

vierstündige Inkubation des Konjugates in dem Detergenz-enthaltenen Lysepuffer während der IP 

sollte jedoch genügen, Membranproteine herauszulösen. Die darauffolgenden Waschschritte 

sollten nicht-gebundene Proteine größtenteils entfernen. Zudem zeigen sich auch bei den 

Rezeptoren differentielle Assoziations-Affinitäten, die für eine situationsbedingte Interaktion 

spricht. Die Untersuchung der Rezeptorbeteiligung könnte vielversprechende Hinweise auf 

weitere Signalkaskaden geben, die an der Resistenzentwicklung teilhaben. Besonders auffällig 

waren die Unterschiede zwischen adherenten P3 und spheroiden NCH421k Glioblastomzellinien. 

Schon im Punktdiagram ließ sich erkennen, dass die NCH421k-Zellen stärkere Unterschiede 

durch die vIII entwickelt haben. Künftige Therapieansätze spezifisch für vIII exprimierende 

Tumoren klingen zunächst vielversprechend. Demnach würden Tumor-selektive Antikörper, 

gegen vIII, gesundes Gewebe nicht schädigen und könnten in nötiger Konzentration und Dauer 

appliziert werden. Dennoch bieten die zahreichen Resistenzmechanismen den Tumorzellen die 

Möglichkeit, die inhibierten EGFR-Signale zu ersetzen und erfordern ergänzende targetgerichtete 

Therapieansätze. Bekannte Proteine wie MAPK sind zwar mit der EGFR Signalkaskade assoziiert, 

wurden hier jedoch in keinem Experiment in nennenswerter Menge copräzipitiert. Da MAPK in der 

EGFR-Signalhierarchie einige Distanz zum Rezeptor hat und nur über weitere Adapterproteine 

interagiert, ist dieses Ergebnis für ein IP Experiment zu erwarten. Die Arbeitsgruppe von Prof. 

Miletic in Bergen beschäftigt sich seit längerem mit Glioblastomen 
134

 und transfizierte 

Wildtyp-EGFR und EGFRvIII jeweils in die entwickelten Glioblastomzellinien P3 und NCH421k, die 

hier verwendet wurden. An diesem Modell wird die Invasivität des Wildtyp EGFR im Kontrast zur 

Angiogenese-fördernden vIII zukünftig in einer Kooperation verfolgt. In Anbetracht der 

bevorzugten Initiierung der PI3K oder MAPK Signalwege durch vIII im im Vergleich zum breiter 

gefächerten Wirkspektrum des Wildtyps, sind unterschiedliche Auswirkung plausibel. Die hier 

vorliegenden Analysen sind einzelne Experimente, mit denen die Funktionalität für die 

verschiedenen Modelle ermittelt werden sollte. Für eine solidere Aussage wäre die Ausführung 

mehrerer Bioreplikate ratsam um anhand der Überschneidungen validere Datensets zu erhalten, 

die dann ihrerseits Validierung mit weiteren Methoden benötigten. Obwohl die Methode auf 

sämtliche Kulturbedingungen problemlos zu übertragen wäre, wird ihre Anwendung durch 

finanziellen, technischen, materiellen und nicht zuletzt zeitlichen Aufwand limitiert. Für die 

Analyse wurden bis zu acht Kulturschalen mit je 160 cm² Zellrasen eingesetzt, einzelne 

Gewebeproben können daher nicht analysiert werden. So bleibt die Anwendung auf Zellkultur und 

Ursachenforschung begrenzt. Dennoch bietet die vorliegende Analyse enormes Potential für 

weiterführende Untersuchungen, welche Rolle beispielsweise die Lokalisation des EGFR 

einnimmt, wie EMT Resistenz vermittelt und welche Abweichungen der Signalkaskade des 

EGFRvIII den Phänotyp des Tumors prägt. 
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4 Zusammenfassung 

Ein komplexes Netzwerk aus Rezeptoren und deren Signalkaskaden reguliert 

Wachstumsprozesse, Differenzierung und das Überleben von Zellen. Wird dieses Netzwerk aus 

dem Gleichgewicht gebracht, können die Zellen entarten und zu Tumorzellen transformieren. Der 

epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) stellt eine 

treibende Kraft in diesem Netzwerk dar und wurde als solche extensiv untersucht. Durch 

Rezeptorüberexpression, sowie veränderte oder erhöhte Aktivierung, ist die EGFR-Signalkaskade 

eine der am häufigsten disregulierten in humanen Krebserkrankungen und damit ein prominentes 

Ziel zahlreicher Tumortherapeutika. Aufgrund weitläufiger Resistenzbildung ist die Identifizierung 

verantwortlicher Strukturen von großer Bedeutung um die entarteten Signalkaskaden mit einer 

Multi-Target-Therapie synergistisch einzudämmen. 

Nach Aktivierung des EGFR wird eine signalspezifische Antwort durch Rekrutierung von 

Adapterproteinen an die intrazelluläre Domäne des Rezeptors initiiert und so in die Zelle geleitet. 

Die veränderte Zusammensetzung der Signalproteine durch verschiedene Stimuli, 

Rezeptormutationen oder bei Arzneistoffresistenz könnte wirkungsvolle Angriffpunkte für neue 

Therapieansätze enthüllen. Um die zugrundeliegenden Mechanismen zu entschlüsseln, wurden 

mehrere Proteom-Untersuchungen auf Zelllysate angewendet. Ungeachtet der herausragenden 

Sensitivität moderner Geräte stellt die Identifizierung niedrig-abundanter Proteine wie Adapter- 

und Signalproteine im Proteinpool einer Zelle eine große Herausforderung an 

massenspektrometrische Methoden dar. Die Identifizierung differentieller Proteinmuster des 

EGFR-Interaktom und die globale Identifikation von Veränderungen unter verschiedenen 

Bedingungen war das Ziel dieser Arbeit. 

Mithilfe des spezifischen EGFR-Antikörpers Cetuximab (Erbitux
®
) wurde der EGFR samt seiner 

Interaktionspartner an magnetische Partikel gebunden und aus Zelllysaten präzipitiert. 

Anschliessend wurden die präzipitierten Proteine in einer SDS-PAGE aufgetrennt, in den 

einzelnen Gelbanden tryptisch verdaut und anschließend mit hochauflösenden 

Massenspektrometern analysiert. Aus Lysaten EGFR-überexprimierender A431-Zellen wurden 183 

Proteine in vier Bioreplikaten detektiert. Für 15 dieser Proteine waren direkte Interaktionen mit 

EGFR in der iRefIndex-Interaktionsdatenbank eingetragen. Darunter befanden sich die Proteine 

GRB2, SHC1, SOS1 und 2, STAT 1 und 3, AP2 sowie P85B. Die Berechnung des normalized 

spectral abundance factor (NSAF) anhand der Anzahl gemessener Spektren und der 

Molekularmasse eines Proteins ermöglichte eine relative Quantifizierung der Proteinmenge in 

verschiedenen Proben. Die Menge der copräzipitierten Proteine war nach EGFR-Aktivierung durch 

EGF für 14 Proteine mehr als zweifach erhöht gegenüber unbehandelten Proben. Davon waren 

Untereinheiten des AP2 Komplexes am stärksten an aktivierten EGFR assoziiert. Abschließend 

wurde die Interaktion mit AP2 und die neu aufgedeckte Interaktion mit CIP2A durch 

Immunfluoreszenz und Western Blot-Analyse bestätigt. 
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Nachdem die Funktionalität der Methode gezeigt werden konnte, wurde die Anwendung um das 

Modell einer akuten Afatinib-Resistenz erweitert. Da Tumore in-vivo von somatischem Gewebe 

umgeben sind, wurde diese Situation durch ein Fibroblasten-konditioniertes Medium simuliert. Im 

A431-Zellmodell wurde durch die Inkubation in konditioniertem Medium bereits eine Resistenz 

gegen den irreversiblen Tyrosinkinaseinhibitor Afatinib beobachtet. Im Rahmen dieser Arbeit 

sollte ermittelt werden, ob sich der Einfluss der temporären Resistenz auf Proteinebene am 

Interaktionsmuster des EGFR widerspiegelt. Die massenspektrometrische Analyse identifizierte 

145 Proteine deren Assoziation an EGFR durch Afatinib-Inkubation mindestens zweifach verringert 

wurde. Darunter befinden sich die EGFR-Signal-Mediatoren GRB2, Sos1, SHC1, STAT 2,3 sowie die 

Phosphatidylinositolkinasen PK3CB und P85B. Aus dieser Analyse wurde ein Pool aus Proteinen 

ermittelt, die potentiell Teil des Resistenzmechanismus sein könnten, der durch das konditionierte 

Medium induziert wurde. Dieser Resistenzpool enthält 137 Proteine, von denen 32 Proteine 

funktionelle Ähnlichkeit zu Lungenkrebs aufweisen, darunter TNAP2, AHNK, SPTCS und der 

Tumorsuppressor DIDO1.  

Daraufhin wurde die Methode auf ein weiteres klinisch relevantes Resistenz-Modell übertragen. In 

diesem Fall handelte es sich um eine chronisch erworbene Resistenz der 

Lungenkarzinomzelllinie HCC4006 gegen den reversiblen Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib. Die 

Analyse sollte zunächst differentielle Proteinmuster des Grundzustandes in Abhängigkeit zur 

erworbenen Resistenz identifizieren. Die Morphologie der Erlotinib-resistenten HCC4006-Zellen 

weist Merkmale einer epithelial-to-mesenchymal-transformation (EMT) auf, die als 

Resistenzmechanismus für verschiedene Tumore sowie HCC4006-Zellen beschrieben ist. Im 

Einklang mit dieser Beobachtung wurden Hinweise auf EMT und rege Veränderungen des 

Zytoskeletts in der vorliegenden massenspektrometrischen Analyse der resistenten HCC4006-

Zellen gefunden. In unbehandelten Zellen wurden abhängig vom Resistenz-Status der Zellen 178 

Proteine mit mindestens zweifach veränderter Assoziation an EGFR detektiert. Darunter fanden 

sich die Proteine der Zytoskelettreorganisation Plectin, Spectrin und ZO1, welche in resistenten 

Zellen bis zu 70-fach erhöht waren. Das Angiogenese-Protein Nostrin ist hingegen nach 

Resistenzentwicklung stark vermindert. Nach pharmakologischer Manipulation der 

EGFR-Interaktionen mit Erlotinib und EGF war die Assoziation von 148 Proteinen durch 

Erlotinib-Resistenz verändert. Darunter befanden sich HEAT1, EF1A1, UBS3B und AP3B1 die nur in 

sensitiven Zellen durch Tyrosinkinaseinhibition dissoziierten, in den resistenten Zellen hingegen 

unverändert mit EGFR assoziierten. 

Abschliessend wurde die differentielle Analyse der EGFR-Interaktionen auf zwei 

Glioblastomzelllinien unterschiedlicher Morphologie angewendet. Zu diesen ohnehin sehr 

unterschiedlichen zellulären Hintergründen wurde die Komplexität der Analyse durch die 

transfizierte Deletionsmutante EGFR-Variante III (vIII) erhöht. In Abhängigkeit der exprimierten 

Rezeptorvariante wurde ein unterschiedliches Verhalten der Tumore beobachtet. Überexpression 

des Wildtyp-EGFR zeigt sich in besonders invasivem Verhalten, während EGFRVIII exprimierende 

Tumore ausgeprägte Angiogenese aufweisen. Es galt zu untersuchen, ob sich diese Phänotypen 

in Abhängigkeit der genetischen Varianten im Proteinmuster der EGFR-Interaktoren widerspiegeln 
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lassen. In den P3 Glioblasomzellen sind 95 Proteine in Abhängigkeit der Rezeptorvariante 

zweifach verändert an EGFR assoziiert. Darunter sind die Proteine JAK1, GRB2, PRKDC und SNX-3, 

17 und 27 vermehrt an vIII assoziiert, wohingegen PHB2 bevorzugt an Wildtyp-EGFR assoziiert. In 

den NCH421k Glioblastomzellen ist die Affinität für vIII bei 245 Proteinen zweifach verändert. 

Darunter befanden sich Phosphokinasen P85A und P85B mit stark erhöhter vIII-Affinität. Proteine 

die den Rezeptorabbau initiieren, wie USB3B und AP2M1, waren hingegen verringert. Für vIII ist 

eine bevorzugte Initiierung des PI3K/AKT Signalweges, sowie eine konstitutive Aktivität des 

Rezeptors bereits beschrieben. Die unterschiedliche Morphologie der Glioblastomzellen zeigt sich 

im Interaktionsmuster durch eine sehr geringe Schnittmenge von gerade 14 Proteinen, die in 

beiden Zelllinien Varianten-abhängig assoziieren. 

Mit dem Abschluss dieser Arbeit liegt ein Protokoll zur differentiellen Analyse der 

EGFR-Interaktionsmuster vor. Nach der Übertragung auf pharmakologische und morphologische 

Modifikationen, sowie genetische Rezeptorvarianten ist eine Erweiterung auf andere Systeme 

denkbar. Die Methode sowie die zugrundeliegenden Daten bieten ein enormes Potential zur 

Entschlüsselung protein-biologischer Mechanismen und Identifizierung möglicher 

Targetstrukturen. Auf Grundlage dieser Daten können weitere Untersuchungen folgen, welche 

Rolle beispielsweise die Lokalisation des EGFR einnimmt, wie EMT Resistenz vermittelt und 

welche Abweichungen der Signalkaskade des EGFRvIII den Phänotyp des Tumors prägt. 
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5 Material 

5.1 Zelllinien 

5.1.1 Epidermoidkarzinom-Zelllinie A431 

Die adherent wachsende humane Epidermoidkarzinom-Zelllinie wird wegen ihrer starken 

Überexpression des EGFR häufig als Modell zur Untersuchung EGFR vermittelter Fragestellungen 

verwendet. Bezogen wurde sie von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH (Leibniz-Institut DSMZ, Braunschweig). 

5.1.2 Lungenadenokarzinom-Zelllinie HCC4006 

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Martin Michaelis der University of Kent in Canterbury, England, 

stellte Erlotinib-sensitive sowie -resistente (HCCE) HCC4006 zur Verfügung. Diese adherente 

Lungenadenokarzinom-Zelllinie enthällt die sensibilisierende ∆LRE Mutation (A750P oder 

L747-E749 Deletion auf Exon 19) der EGFR Tyrosinkinase Domäne 
119,135

.  

5.1.3 Glioblastom-Zelllinien P3 und NCH421k 

Die Glioblastom-Zelllinien P3 und NCH421k sind orthothop gezüchtete humane Zelllinien von 

Glioblastom Patienten 
136,137

, die sich hinsichtlich der EGFR Expression unterscheiden. Wildtyp 

(wt) sind schwach EGFR exprimierende negativ-Kontrollzellen, wohingegen die EGFRwt eine 

Überexpression des Rezeptor Wildtypes aufweisen (transfiziert) und EGFRvIII exprimieren die 

mutierte EGFR Variante III. Die P3 Linien wachsen adherent, NCH421k sind spheroid wachsende 

Suspensionszellen. Sie wurden von MD PhD. associate professor Hrvoje Miletic der Universität 

Bergen (Department of Biomedicine, Norway) zur Verfügung gestellt. 

 

5.2 Antikörper und Substrate 

Acris Antibodies, Herford 

Polyclonal Ab to ß-Actin 

 

Cell Signaling Technology über New England Biolabs, Frankfurt am Main 

Akt Antibody rabbit pAb 

Anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 488 Conjugate 

Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody 

Phospho-EGF Receptor (Tyr1068) mAb 
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Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 555 Conjugate 

Anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 555 Conjugate 

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody 

biotinylated mouse-IgG 

EGF Receptor (D38B1) XP™ Rabbit mAb 

GRB2 Rabbit pAb  

MAPK (Erk1/1)(2A7) p44/42 Mouse mAb 

Phospho-Akt (Ser473) Antibody rabbit pAb 

Phospho-MAPK (Erk1/1)(Thr202/Tyr204) (E10) p44/42 Mouse mAb 

Phospho- STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP® Rabbit mAb 

Phospho-Tyrosine (P-Tyr-100) Mouse mAb  

PI3 Kinase p85 Antibody Rabbit pAb  

SHC Rabbit pAb 

STAT3 (79D7) Rabbit mAb 

Human basic Fibroblast Growth Factor (hFGF basic/FGF2) 

Human Epidermal Growth Factor (hEGF) 

 

 

Leinco Technologies über BIOTREND, Köln 

Anti-Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) External Domain-Biotin 

 

Merck, Darmstadt 

Cetuximab (Erbitux®)  

 

Meridian Life Science, Saco 

Mab to Glyceraldehyde-3-PDH 

 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Anti-Biotin-VioBlue® 
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Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz (USA) 

CIP2A (2G10-3B5)-mouse mAb  

Sigma-Aldrich, Buchs (Schweiz) 

Atto 488 goat anti-mouse IgG 

Atto 488 goat anti-rabbit IgG 

 

SouthernBiotech über BIOZOL, Eching 

Mouse IgG1 Isotype Control Biotin Conjugate 

 

Thermo SCIENTIFIC, Braunschweig 

Alpha Adaptin Monoclonal Antibody (AP6) mouse 

 

5.3 Chemikalien und Medien 

13
C- L-Arginin-HCl EURISO-TOP, Saarbrücken  

13
C- L-Lysin-2HCl EURISO-TOP, Saarbrücken 

Ammoniumbicarbonat Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Ammoniumpersulfat Carl Roth, Karlsruhe 

BCNHS (Biotinamidocaproate N-Hydroxy-

*Succinimid  

Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Bovine Gamma Globulin Standard Set Fermentas, St. Leon-Rot 

Bovine Serum Albumin PAA Laboratories, Cölbe 

Bromphenolblau Carl Roth, Karlsruhe 

Dithiothreitol Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Dulbecos PBS PAA Laboratories, Cölbe 

EDTA Carl Roth, Karlsruhe 

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe 

Immun-Star WesternC Chemiluminescent Kit Bio Rad Laboratories, München 

Isopropanol Abfüllung Chemikalienabgabe 

L-Glutamin Carl Roth, Karlsruhe 
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MacsQuantTM Calibration Beads Miltenyi Biotec, Berlgisch-Gladbach 

Methanol Abfüllung Chemikalienabgabe 

Milchpulver  Carl Roth, Karlsruhe 

Mowiol Carl Roth, Karlsruhe 

Na3VO4  Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

NaCl  Carl Roth, Karlsruhe 

NaF  Carl Roth, Karlsruhe 

PageRuler TM Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

Proteinase-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Roti®-free Carl Roth, Karlsruhe 

Roti®-Nanoquant  Carl Roth, Karlsruhe 

Roti®-Quant universal Carl Roth, Karlsruhe 

Rotiphorese® 30  Carl Roth, Karlsruhe 

RPMI 1640 PAA Laboratories, Cölbe 

SDS  Carl Roth, Karlsruhe 

SILAC-RPMI 1640 PAA Laboratories, Cölbe 

TEMED  Carl Roth, Karlsruhe 

Tris  Carl Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl  Carl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Schnelldorf 

Trypsin Promega, Mannheim 

Trypsin/ EDTA PAA Laboratories, Cölbe 

Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe 

 

5.4 Geräte 

Intas, Göttingen ChemoCam 

Consort, Turnhout (Belgium) Eletrophoresis power supply EV231 

Eppendorf, Hamburg 

 

Thermomixer comfort 

SpeedVac Concentrator 5301 
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GFL®, Burgwedel Wasserbad 1083 

Merck, Darmstadt Ultraschallbad Qualilab® 

Miltenyi, Bergisch-Gladbach Durchflusszytometer MacsQuant 

Tecan®, Crailsheim Mikrotiterplatten-Photometer Sunrise 

VWR, Darmstadt 

 

Rocking Platform  

Vertical Gel Electrophoresis Systems MWB3 

Vertical Gel Electrophoresis TV 100  

Zentrifuge Galaxy MiniStar  

Vortex-Genie 1 

Zeiss, Jena Konfocal Microscop LSM 780 mit ZEN Software 

2010 

 

5.5 Lösungen und Puffer 

Antikörperlösungen     Antikörper in TBST mit 5%BSA 

CBB-Lsg. 

(Coomassie Brilliant Blau) 

5 g 

ad 100 ml 

Coomassie G-250 

aq. dest. 

CCD-Lsg. 

(Colloidal Coomassie Dye) 

 zum Färben frisch mit  

20vol% Methanol ansetzen 

 

50 g 

6 ml 

ad 490 

+ 10 ml 

(NH)4SO4 

Phosphorsäure 85%ig 

aq. dest. 

CBB-Lsg. 

EGF-Lösung 100 ng/ml in RPMI 1640 

 

Lämmli Probenpuffer 4-fach 

 Aliquote bei -20°C lagern 

 

2 ml 

1 ml 

0,8 g 

2 ml 

1 mg 

3 ml 

1M Tris pH 6,8 

aq.dest. 

Dithiothreitol 

SDS 30%ig 

Bromphenolblau 

Glycerol 
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Laufpuffer 10-fach 

für Elektrophorese 

60 g 

288 g 

20 g 

ad 2 l 

Tris 

Glycin 

SDS 

aq.dest. 

 

Lysepuffer 50 mM 

100 mM 

100 mM 

5 mM 

0,2 mM 

0,1% 

10 µl/ml 

Tris 

NaCl 

NaF 

EDTA 

Na3VO4  

Triton X-100 

Proteinaseinhibitorcocktail 

 

Blockierpuffer für Membranen 10 % Milchpulver in TBST 

 

TBST 200 ml 

500 µl 

ad 1 l 

TBS 5x 

Tween® 20 

aq. dest. 

 

TBS 5-fach 24,2 g 

84,8 g 

ad 2 l 

Tris 

NaCl 

aq. dest. 

 

Towbin-Blot-Puffer 3 g 

14,4 g 

200 ml 

ad 1 l 

Tris 

Glycin 

Methanol 

aq. dest. 

 

Tris-Puffer 1,5 M pH 8,8 

für Trenngele 

15,39 g 

3,69 g 

Tris 

Tris-HCl 
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ad 100 ml aq. dest. 

 

Tris-Puffer 1 M pH 6,8 

für Sammelgele und 

Lämmlipuffer 

 

1,16 g 

14,34 g 

ad 100 ml 

Tris 

Tris-HCl 

aq. dest. 

 

Probenpuffer A 80 µl 

80 µl 

3,84 ml 

ACN 

5%ige Essigsäure (v/v) 

MS Wasser 

 

   

Sammelgel 4% 1,5 ml 

325 µl  

615 µl 

25 µl 

25 µl 

2,5 µl 

Aqua 

Roti 30%ig  

Tris pH 6,8  

SDS 10%ig (v/v)  

APS 10%ig (v/v)  

TEMED 

 

Trenngel 10%  3,6 ml 

1,9 ml 

1,875 ml 

75 µl 

100 µl 

13 µl 

Aqua 

Roti 30%ig (v/v)  

Tris pH 8,8  

SDS 10%ig (v/v)  

APS 10%ig (v/v)  

TEMED 
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6 Methoden 

6.1 Zellbiologische Methoden 

6.1.1 Zellen kultivieren und passagieren 

Die Zelllinien wurden bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO2 Atmosphäre kultiviert. Arbeiten 

wurden generell unter einer Laminar Flowbox mit sterilen Gegenständen ausgeführt. 

Epidermoidkarzinom Zelllinie A431 

Die humane Epidermoidkarzinom Zelllinie A431 wurde in RPMI 1640 Nährmedium mit 10% 

Fetalem Kälberserum (FCS) kultiviert. Um die Zellen zu passagieren wurde das Medium 

abgesaugt und vorsichtig mit 5 ml PBS gespült. Dies diente der Entfernung zweiwertiger Ionen, 

die von Ca
2+

 abhängigen Adhäsionsproteinen (Cadherine) für die Zelloberflächenhaftung benötigt 

werden. Nach Inkubation der Trypsin/EDTA-Lösung für etwa 5 min bei 37°C wurden die Zellen 

leicht abgeklopft, in Medium resuspendiert und ein Aliquot in das vorbereitete Kulturgefäß 

gegeben. Die Bildung von Zellklumpen als Folge plötzlicher Zugabe des Mediums ließ sich 

vermeiden indem die trypsinierte Zellsuspension zunächst in die mediumgefüllte Pipette gesogen 

und das Auswerfen des Mediums schrittweise im Zuge der Resuspendierung erfolgt. Bei Bedarf 

wurde die genaue Zellzahl im Coulter Counter ermittelt. 

Lungenadenokarzinom Zelllinie HCC4006 

HCC4006-Zellen wurden in DMEM Medium mit 10% FCS kultiviert. Die resistente Linie enthielt 

zudem 500 nM Erlotinib. Das Passagieren erfolgte analog dem Protokoll der A431-Zellen. 

Adhärente Glioblastom Zelllinien P3 

Die adhärent wachsenden Zellen wurden ebenfalls bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO2 

Atmosphäre in Kulturflaschen kultiviert. Dafür wurden 500 ml Neurobasal® Medium für alle drei 

Zelllinien mit b27 Supplement, 10 ml Penicillin/Streptamycin, 5 ml Glutamax, 1 ml Heparin sowie 

10 µg FGF angereichert. Für das Passagieren wurde das Medium abgesaugt und die Zellen 

durch leichtes Klopfen und spülen mit frischem Medium abgelöst. Durch sanftes auf und ab in 

einer serologischen Pipette wurden sie vereinzelt und die gewünschte Menge in frisches Medium 

überführt. 

Spheroid Glioblastom Zelllinien NCH421k 

Analog zu den adhärenten P3 Zelllinien wurden die NCH421k-Zellen von Patienten Glioblastomen 

gewonnen und von der Arbeitsgruppe um Hrvoje Miletic übermittelt. Sie wachsen in spheroider 

Suspensionskultur und enthalten EGFR Wildtyp (wt), EGFRwt transfiziert (zur Erhöhung der 

Rezeptorexpression) oder EGFRvIII. Die Zusammensetzung des Medium und Kulturbedingungen 
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entsprachen denen der P3-Zellen. Alle drei Tage wurden die Sphären durch auf- und 

abpipettieren wieder vereinzelt um einen Wachstumsstop zu vermeiden. Medienwechsel erfolgte 

durch Zentrifugation bei 500-900 rpm für 5 min. Um Zellen zu passagieren wurde das Pellet in 

frischem Medium resuspendiert und die benötigte Zellzahl in frisch vorbereitete Kulturgefäße mit 

Medium überführt. 

6.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung 

Die Zellen wurden zügig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, mit 5-10 ml PBS in eine serologische 

Pipette gesogen und im 15 ml Zentrifugenröhrchen 5 min bei 500 rpm zentrifugiert. Der DMSO 

haltige Überstand wurde abgesaugt, das Zellpellet mit Nährmedium aufgenommen und in das 

Kulturgefäß überführt. 

Die Zellen einer konfluenten 75 cm² Kulturflasche wurden gegebenenfalls von der Kulturflasche 

abgelöst (A431 Trypsin/EDTA, P3 sanft klopfen und abspülen) und pelletiert. Mit 3 ml 

Kryomedium (FCS mit 10% DMSO) wurden die Zellen sanft resuspendiert und je 1 ml in ein 

Kryoröhrchen gegeben. In einem doppelwandigen Kryokontainer mit Isopropanol gefülltem 

Reservoir wurden die Zellen beo -70°C unter konstanter Temperaturreduktion 1°C/min 

eingefroren. Nach etwa 24 h wurden die gefrorenen Kulturen in flüssigem Stickstoff gelagert. 

6.1.3 Kultivierung von Zellen unter Substanzeinwirkung 

Stimulation mit EGF 

Zur Stimulation des EGFR wurden subkonfluent gewachsene Zellen in je vier 150 mm 

Gewebekulturschalen für 30 min mit 100 ng/ml hEGF in Nährmedium inkubiert. Vor Lyse der 

Zellen wurde das Medium abgesaugt und zunächst mit eisgekühltem PBS gespült. Für 

Versuchsansätze im 6-Well-Format wird je Well 1 ml Medium angesetzt, Gewebekulturschalen 

mit 15 cm Durchmesser werden in 10 ml inkubiert. 

Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität mit Tyrphostin AG1478 

Der reversible Tyrosinkinaseinhibitor Tyrphostin AG1478 (AG) wurde 1 mM in DMSO gelöst und 

für die Inkubation von Zellen 10 µM in Medium verdünnt. Die Inkubation erfolgte über den 

gewählten Zeitraum (1 h oder wie angegeben) bei 37°C. Bei anschließender Stimulation mit EGF, 

wurde zuvor das AG-haltige Medium entfernt und mit PBS gespült. 

Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität mit Afatinib 

Afatinib ist ein irreversibler Hemmstoff der Tyrosinkinaseaktivität der EGF- und ERBB2-

Rezeptoren. Aus einem 1 mM Stock wurde die 500 nM Inkubationslösung in eigen- oder 

fremdkonditionierten RPMI 1640 Medien mit 0,5% FCS hergestellt, die jeweils 1:1 mit frischem 

RPMI 1640 angesetzt wurde. Zur Inkubation für 30 min bei 37°C in Gewebekulturschalen mit 

15 cm Durchmesser (entspricht 150 cm²) wurden je schale 10 ml angesetzt. Die Konditionierten 
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Medien sowie Afatinib (BIBW2992) wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Martin Schuler der 

Universitätsklinik Essen zur Verfügung gestellt. Der Kulturüberstand einer Fibroblasten-

Suspensions-Zelllinie soll ein somatisches Umfeld eines Tumors imitieren. Zur Kontrolle wurde 

Kulturüberstand der A431-Zellen verwendet. 

Hemmung der Tyrosinkinaseaktivität mit Erlotinib 

Erlotinib ist ein reversibler spezifischer Hemmstoff der EGFR-Tyrosinkinaseaktivität. Für eine 1 M 

Stammlösung wurden 0,5 g Erlotinib (M 429,9 g/mol) in 1163 µl DMSO suspendiert. Diese kann 6 

Monate bei -80°C gelagert werden. Eine 10 mM Stammlösung (100 µl 1 M Stammlösung in 9,9 ml 

DMSO) wurde zu 25 µl aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Zum Erhalt der 

Erlotinibresistenz wurden 25 µl der 10 mM Stammlösung je 500 ml DMEM Kulturmedium hinzu 

gegeben. Für Untersuchungen inhibierter Signalwege wurden sensitive und resistente Zellen 24 h 

ohne Erlotinib kultiviert und anschließend 1h mit 1 µM Erlotinib inkubiert. Für Versuchsansätze im 

6-Well-Format wurden je Well 1 ml Medium angesetzt, Gewebekulturschalen mit 15 cm 

Durchmesser wurden in 10 ml inkubiert. 

6.1.4 Proteinextraktion 

Für eine möglichst rasche Lyse wurden Nähr- oder Inkubationsmedien abgesaugt, mit 5-10 ml 

eisgekühltem PBS gespült und die Zellen mit eisgekühltem Lysepuffer bedeckt, 1 min geschwenkt 

und das Lysat gesammelt (1 ml je 10 cm Schale, 2 ml je 15 cm Schale). Dies diente dem Zweck, 

die Dissoziationen von Adapterproteinen durch detachment-Prozesse oder längere 

Zentrifugationsschritte sowie einen partiellen Abbau extrazellulärer Strukturen des EGFR durch 

Trypsin vermieden. 

6.1.5 Metabolische Markierung mit stabilen Isotopen in Zellkultur (SILAC) 

Depletiertes SILAC-RPMI 1640, das frei von L-Arginin, L-Lysin und L-Glutamin ist, wurde mit 10% 

dialysiertem FCS, 2 mM L-Glutamin sowie der entsprechend leichten oder schweren 
13

C-Isotope 

der Aminosäuren L-Arinin (0,46 mM) und L-Lysin (0,22 mM) angesetzt. Die 
13

C-Aminosäuren 

wurden in sterilem depletiertem Medium gelöst und aliquotiert bei -20°C gelagert, die leichten 

Aminosäuren wurden nach dem Lösen zunächst durch ein Sterilfilter mit 0,22 µm Porengröße 

filtriert. Für eine ausreichende Adaption der schweren Aminosäuren wurden die A431-Zellen fünf 

Passagen in entsprechenden SILAC-Medien kultiviert und in je zwei 150 mm 

Gewebekulturschalen ausgesät. Die 
13

C-markierten Kulturen wurden mit 100 ng/ml EGF in 

depletiertem Medium für 30 min bei 37°C stimuliert, die leichten Kontrollzellen dagegen nicht 

stimuliert oder zuvor 1 h bei 37°C mit dem reversiblen Tyrosinkinaseinhibitor Tyrphostin AG 1478 

inkubiert und mit PBS gewaschen. Die Lysate wurden wie oben beschrieben gesammelt und 

nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen das markierte Lysat mit gleicher 

Gesamtproteinmenge unmarkierten Kontrollysates vermischt. 
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6.1.6 Photoaktive Vernetzung von Proteinen in Zellkultur 

Die Succinimid-Estergruppe des SDA (Succinimidyl 4,4'-azipentanoat; N-HydroxyNHS-Diazirin) 

reagiert bei pH 7-9 mit primären Aminen und bindet diese kovalent. Unter anschließender 

UV-Bestrahlung mit Wellenlängen von 330-370 nm, reagiert die Diaziringruppe mit 

nahegelegenen Proteinen an Seitenketten der Aminosäuren und stabilisiert damit die Bindung 

schwach gebundener Interaktionspartner für weitere analytische Schritte. Aufgrund der hohen 

Hydrolyseempfindlichkeit, wurde SDA im Behältnis auf Raumtemperatur äquilibiert um 

Kondensatbildung zu vermeiden und frisch abgewogen. Eine 10 mM Stammlösung wurde in 

DMSO hergestellt und vor Inkubation der Zellen 0,5-2 µM in PBS pH 8,4 verdünnt. Das Medium 

einer 10 cm Kulturschale wurde entfernt, zweimal mit PBS gespült und die SDA Lösung unter 

leichtem Schwenken 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der Zugabe von Inkubations- oder 

Waschlösungen ist auf sanftes gleichmäßiges Gießen zu achten, da jede Spülung den Verlust 

adherenter Zellen mit sich bringt. Die Reaktion wurde mittels 300 µl einer 2 M Tris-Lösung 

gestoppt und ungebundene SDA Moleküle gesättigt. Anschließend wurde die SDA-Lösung 

entfernt, zweimal mit PBS gespült die Zellen mit 5 ml PBS bedeckt. Es folgte die Photoaktivierung 

der Diaziringruppen. Hierzu wurde die offene Kulturschale 1 cm unter der UV Quelle mit einer 

Wellenlänge von 365 nm platziert und 15 min belichtet. Die Behandlung mit Wirkstoffen kann vor 

der Inkubation mit SDA erfolgen, womit sicher gestellt ist, dass das natürliche Bindungsverhalten 

der Proteine nicht durch die gebundenen SDA Moleküle beeinträchtigt wird. Da die gebundenen 

Proteine erst zum Zeitpunkt der Bestrahlung vernetzt werden, birgt die Inkubationsdauer des SDA 

und das Waschen jedoch die Gefahr, dass assoziierte Signalproteine in den noch lebenden 

Zellen wieder dissoziieren. Um diese Gefahr zu minimieren, kann die Wirkstoff-Behandlung auch 

direkt vor der Bestrahlung erfolgen. 

6.2 Molekularbiologische Methoden 

6.2.1 Antikörper Biotinylierung 

Für die IP sollte der spezifisch an den EGFR bindende chimäre Antikörper Cetuximab (Erbitux®) 

an Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel (SA-PMPs) gebunden werden. Da Biotin 

mit Streptavidin eine stabile Bindung eingeht, wurde Cetuximab im Verhältnis 1:2 biotinyliert 

(1 AK:2 Biotin) und konnte an die SA-PMPs gebunden werden. Das verwendete 

Biotinamidocaproate-NHS (BCNHS) wurde zu 0,5 mg/ml in DMSO gelöst und Aliquote bei -70°C 

gelagert. Da BCNHS an primäre Amine bindet, musste das im Erbitux® enthaltene Glycin 

zunächst durch Dialyse in 1 l PBS entfernt werden (vier Wechsel in 24 h) und wurde je 1 mg 

Cetuximab mit 6 µg BCNHS 14 h bei 4-6°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 1 h Inkubation 

bei Raumtemperatur unter Zugabe von 15 µl 2 M Tris gestoppt. Ungebundenes BCNHS wurde 

durch Dialyse entfernt und die Cetuximabkonzentration mit der BCA Methode ermittelt. Aliquote 

wurden bei -20°C gelagert. 
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6.2.2 Durchflusszytometrie 

Zugunsten der Oberflächenstrukturen wurde bei der Vorbereitung der Zellen für die 

durchflusszytometrische Analyse auf Trypsin verzichtet und stattdessen eine 10 mM EDTA 

Lösung in PBS zum Ablösen der Zellen verwendet. Das Nährmedium wurde entfernt und mit 

10 ml PBS gewaschen. Die A431-Zellen wurden bei 37°C in 3 ml EDTA Lösung inkubiert, bis sie 

sich vollständig abgelöst haben. Unterstützt wurde der Prozess durch mehrmaliges Klopfen der 

Kulturflasche gegen die flache Hand. Mit einer Pipette wurden die Zellen vereinzelt und bei 

1000 rpm 3 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Inkubationspuffer (0,5% BSA in PBS) 

resuspendiert und aliquotiert. Primäre Antikörper (0,5 µg in 250 µl Inkubationspuffer) wurden bei 

Raumtemperatur 30 min inkubiert, in 1 ml Inkubationspuffer verdünnt, zweimal gewaschen und in 

100 µl Inkubationspuffer resuspendiert. Sekundärantikörper (10 µl anti-Biotin-VioBlue) wurde 

hinzugegeben und 5 min bei 4°C inkubiert, in 1 ml Inkubationspuffer verdünnt, zweimal 

gewaschen und die Zellen für die Messung in 300 µl Inkubationspuffer resuspendiert. Die relative 

VioBlue-Intensität wurde am MACSQuant Durchflusszytometer gemessen und verglichen. 

6.2.3  Proteinfärbung in Gelen 

Silberfärbung 

Das Gel wurde zur Fixierung der Proteine mindestens 1 h (über Nacht möglich) in einer Lösung 

aus 50% Methanol und 10% Essigsäure inkubiert und das Detergens (SDS) größtenteils entfernt. 

Nach zweimaligem Waschen in 50% Ethanol für 20 min folgte eine Sensitivierung mit 

Natriumthiosulfat (0,2 g/l Na2S2O3* 5H2O) für genau 1 min. In destiliertem Wasser wurde das Gel 

zweimal kurz gespült (20 s) und 20 min mit Silbernitratlösung gefärbt (2 g/l AgNO3, 0,0375% 

Formaldehyd). In dieser Zeit lagern sich die Silberionen an negativ geladene Seitenketten der 

Proteine an. Überschüssige Silberionen wurden zweimal für 20 s mit Wasser entfernt und 

angelagerte Ionen in alkalischem Milieu zu elementarem Silber reduziert (60 g/l Na2CO3, 4 mg/l 

Na2S2O3* 5H2O, 0,025% Formaldehyd). Die Entwicklung wurde beobachtet und nach 

ausreichender Schwarzfärbung (in der Regel 3-15 min) zügig zweimal für 20 s mit 1%iger 

Glycinlösung gewaschen und die Reaktion mit 5%iger Essigsäure und 1%Glycin gestoppt. Nach 

30 min wurde das Gel weitere 30 min (bis über Nacht) in destilliertem Wasser gewaschen. Die 

Lösungen müssen frisch angesetzt werden und sind innerhalb 24 h zu verwenden (BlumBeier87). 

Coomassie-Färbung 

Zur Fixierung der Proteine wurde das Gel 1 h in 40%v/v Ethanol mit 10% Essigsäure inkubiert. 

Nach zwei Waschungen für je 10 min in destilliertem Wasser folgte die Färbung, die nach Bedarf 

von 1 h bis zu 7 d andauern kann. Zur Herstellung der Färbelösung wurden 20 ml CCD Stock mit 

5 ml Methanol versetzt. Nach zweimaligem Waschen in 20vol% Methanol für 15 min wurde das 

Gel abschließend zwei mal 1 h in destilliertem Wasser gewaschen. 
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6.3 Isolierung des EGFR-Adapterprotein Komplexes 

Die Lysate wurden mit 500 µg Streptavidin MagneSphere® Paramagnetischen Partikeln 

(SA-PMPs, Promega, Mannheim, Germany) 1 h auf Eis inkubiert um unspezifisch bindende 

Proteine zu reduzieren. Mithilfe eines magnetischen Reaktionsgefäßständers wurden die SA-

PMPs entfernt und das vorgereinigte Lysat 3 h mit 100 µg Cetuximab, gebunden an 1000 µg SA-

PMPs, auf Eis inkubiert. Das Konjugat mit gebundenem EGFR-Adapterproteinkomplex wurde im 

magnetischen Reaktionsgefäßständer fixiert, das Lysat entnommen und fünfmal mit Lysepuffer, 

anschließend weitere fünfmal mit PBST (Dulbecco’s PBS, PAA, with 0.02% Tween-20) 

gewaschen. Um einen pH-Sprung mit 0,1 M Glycin-Lösung (pH 2,5) zu erreichen, wurden 

Pufferreste mit physiologischer NaCl-Lösung entfernt. Da sich die schrittweise Elution des 

Proteinkomplexes günstiger auf die Ausbeute auswirkt als ein einzelner Elutionsschrit mit einem 

größeren Volumen, wurde das Konjugat fünf mal für 5 min in 25 µl inkubiert und vereint. Als 

Isotypkontrolle wurde eine IP in Lysat unstimulierter Zellen mit biotinyliertem Maus-IgG statt des 

Cetuximabs durchgeführt. 

6.4 Massenspektrometrie 

6.4.1 Proteinverdau und Extraktion der Peptide 

Die Eluate wurden in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt um das überschüssige Glycin zu 

entfernen (maximal 2 cm Laufstrecke im Trenngel). die Spuren Coomassie-gefärbter Gele wurden 

in 6-8 Banden geteilt und zu circa 1 mm² kleinen Stücken geschnitten. Diese wurden in 200 mM 

NH4HCO3 in 50% ACN für 10 min bei 37°C entfärbt und zweimal 10-15 min bei 37°C in ACN 

dehydriert. Für den tryptischen in-Gel-Verdau wurden die trockenen Gelbrocken mit 10 mg/ml 

Trypsinlösung bedeckt und nach einer Stunde Quellen gegebenenfalls mit 20 mM NH4HCO3 

Lösung bedeckt und für circa 14 h bei 37°C inkubiert. Der Verdau wurde mit circa 50 µl 0,1%iger 

Essigsäure gestoppt und die Peptide 30 min im Ultraschallbad extrahiert. Eine zweite Extraktion 

mit 0,05%iger Essigsäure in 50%igem ACN wurde nach 30 min im Ultraschallbad mit der ersten 

vereint, in der Vakuumzentrifuge eingeengt und in 30 µl Probenpuffer A gelöst. 

6.4.2 Reinigung der Peptidextrakte über C18-Material 

Aufgrund erhöhter Probenviskosität einiger Testläufe, die zur Verstopfung der HPLC-Säule führte, 

wurden die Peptidextrakte vor dem Injizieren zunächst über eine 18-C Säule aufgereinigt. Dazu 

wurde die C18-Spitze (ZipTip µ18C, Millipore GmbH, Schwalbach) über einen Gradienten von 

100% bis 0% ACN in 1%iger Essigsäure äquilibriert und die Probe aufgenommen. Im leicht 

sauren Milieu 1%iger Essigsäure binden die Peptide hydrophob an die ZipTip-Säule und 

hydrophile Kontaminanten werden durch fünfmaliges Waschen entfernt. Einer zweistufigen 

Elution der Peptide mit je 5 µl 50% beziehungsweise 80% ACN in 1%iger Essigsäure, folgte die 

Einengung der Probe in der Vakuumzentrifuge und Aufnahme in 12 µl Probenpuffer A. Die Probe 

wurde zeitnah vermessen oder bei -20°C einige Tage gelagert.  
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6.4.3 Online LC-ESI-MS/MS 

Die Peptidgemische wurden zunächst an einem nano-Easy-HPLC System (Proxeon, Thermo 

Scientific) fraktioniert, das online an die Electrospray Ionenquelle (ESI) der hochauflösenden 

Massenspektrometer gekoppelt war. Trennung der Peptide erfolgte durch hydrophobe 

Wechselwirkungen an einer reverse phase Säule (PepMap, C18, 75-µm Innendurchmesser x 150 

mm Länge, LC Packings, Idstein, Deutschland) bei einem nichtlinearen Lösemittelgradienten von 

4-60% ACN in 0,1% Essigsäure und konstanter Flussrate von 300 nL/min. Die Peptidfraktionen 

wurden durch ESI ionisiert und schließlich in die lineare Ionenfalle (LTQ) des hochauflösenden 

Massenspektrometers gelenkt (LTQ-Orbitrab XL beziehungsweise Orbitrap Velos, Thermo 

Electron, Bremen, Germany). Im datenabhängigen Modus wurden abwechselnd Orbitrap-MS und 

LTQ-Tandem (MS/MS)-Daten generiert. Aus einem Übersichtsscan im Massenbereich von 

300-1500 m/z (Auflösung 60000) wurden die fünf Ionen höchster Intensität mit 2-3-fach positiver 

Ladung bei einer Kollisionsenergie von 35 eV fragmentiert und deren Masse detektiert. 

6.4.4 Datenbanksuche 

Zur Identifikation der Proteine wurden die Spektren der 6-8 Gelbanden einer Probe zusammen 

gegen eine vorwärts-rückwärts Uniprot Datenbank (rel.11/2010) abgeglichen. Diese war auf 

humane Einträge beschränkt und ermöglichte durch die Kalkulation einer falsch-positiv-Rate eine 

statistische Bewertung der Suchergebnisse. Für die Suche wurde der Sequest Algorithmus unter 

Verwendung von Proteome Discoverer 1.3.0.339 (Thermo Scientific) genutzt. Als Suchparameter 

wurden eine Peptidmassentoleranz von 10 ppm und Fragmentionentoleranz von 0,8 Da 

eingestellt. Bis zu zwei misslungene Spaltungen durch Trypsin sowie Oxidation von Methionin 

und Phosphorylierung von Serin- oder Tyrosinresten wurden als mögliche posttranslationale 

Modifikation in Betracht gezogen. Kriterien für signifikante Identifizierung waren eine falsch-

positiv-Rate <0,05, minimaler peptide score Xcorr-Faktor von 1,9 sowie eine Peptidlänge von 6-

30 Aminosäuren. Zudem wurden nur Proteine in die Analyse einbezogen, die durch mindestens 

zwei Peptide identifiziert wurden.   

6.5 Proteinanalytische Methoden 

6.5.1 Kolorimetrische Quantifizierung des Proteingehalts 

Biuret-Methode 

Die kolorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Roti®-Quant Universal Kit 

basiert auf einer Biuret-Reaktion mit hochspezifischem Enhancer. Durch die Linearität über einen 

weiten Konzentrationsbereich eignet sie sich besser zur Ermittlung absoluter Proteinmengen als 

die Methode nach Bradford und wurde zur Bestimmtung der Cetuximabkonzentration nach 

Dialyse verwendet. Als Proteinstandard wurden 10 µl Bovines Gamma Globulin (BGG) von 

0,125-2 mg/ml zur Kalibration verwendet. Die Kalibrationslösungen und Proben wurden in 96-Well 

Platten pipettiert, Roti®-Quant-Reagenzien 1 und 2 im Verhältnis 1:16 gemischt und 150 µl je 
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Well bei 37°C für 30 min inkubiert. Die Messung der Absorption der Kupferkomplexe bei 492 nm 

erfolgte im Plattenphotometer (Anthos 2012, Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld). Berechnung 

der Konzentration erfolgte in Microsoft Excel anhand der Kalibrationsgeraden für den Mittelwert 

der Dreifachbestimmung. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration lysierter Proben eignet sich 

das Kit nicht, da Tris im Lysepuffer die Reaktion stört. 

Methode nach Bradford 

Die kolorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Roti®-Nanoquant Kit beruht 

auf einer Modifikation der Methode nach Bradford (Bradford, M., (1976) Anal. Biochem. 72:248-

254.). Der Triphenylfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 komplexiert in saurer Lösung mit 

nichtpolaren, hydrophoben und kationischen Aminosäureketten der Proteine. Dadurch wird das 

Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm verschoben. Um einen linearen Zusammenhang 

von Absorption und Konzentration darstellen zu können, müsste die Absorption bei 590 nm und 

450 nm vermessen und ein Bruch dieser Absorptionen gegen die Proteinkonzentration 

aufgetragen werden. Steht der Filter für Messungen bei 450 nm nicht zur Verfügung, kann die 

Absorptionsmessung bei 595 herangezogen, diese ist allerdings nicht linear. Zudem variieren die 

Absorptionen verschiedener Proteinlösungen gleicher Konzentration. Daher sollten nur 

Konzentrationen gleichartiger Proben untereinander verglichen werden. Der Vorteil liegt in der 

Toleranz der Pufferbestandteile des Lysepuffers. Zur Kalibration wurde 1-10 µg BSA in in 10 µl 

Lysepuffer verwendet. 10 µl Probe wurden mit 200 µl der Färbelösung versetzt (Nanoquant 1:5 in 

Wasser), im Mikrotiterplatten-Photometer Sunrise (Tecan®, Crailsheim) vermessen und die 

Konzentration in Microsoft Excel berechnet. 

 

6.5.2  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Sodium-dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung 

von Proteinen nach ihrer Molekularmasse. Dazu wird die Raumstruktur der Proteine durch 

Erhitzen auf 95°C für 5 min im Probenpuffer zerstört. SDS unterbricht 

Wasserstoffbrückenbindungen, reduzierendes Dithiotreitol spaltet Disulfidbrücken. Durch SDS-

Überschuss im Probenpuffer wurde zudem die Eigenladung der linearisierten Proteine mit der 

negativen Ladung des SDS maskiert. Die Proteine wurden auf ein Polyacrylamid-Gel geladen und 

eine elektrische Spannung (150 V, 75 min) angelegt. In Abhängigkeit ihrer Kettenlänge wandern 

sie unterschiedlich schnell durch die Gelmatrix in Richtung Anode. Gehalt und Verhältnis (37:1) 

von Acrylamid und Bisacrylamid, welches als Quervernetzer fungiert, bestimmt die Porengröße 

der Matrix. In dem verwendeten diskontinuierlichen System wurden die Proteinbanden zunächst 

in einem 4%igen neutralen Sammelgel fokussiert. Das Glycin des Laufpuffers ist in diesem pH-

Bereich nicht geladen und wandert daher kaum im elektrischen Feld. Die geladenen Proteine 

stapeln sich über dem Glycin und schieben eine komprimierte Bande bis zum Trenngel. Durch 

den pH-Sprung beim Übergang in das 10%ige basische Gel (pH 8,8) wird Glycin negativ geladen 

und migriert allen voran zur Anode. Die Trennung der Proteine nach nach ihrer Größe beginnt. 
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Allerdings müssen hydrophobe Eigenschaften (einige Membranproteine) sowie Glycosylierung 

beachtet werden. Beides kann zu ungleichmäßiger Anlagerung von SDS führen und in 

unschärferen Banden oder abweichender Laufhöhe resultieren. 

6.5.3 Transfer und Immundetektion 

Nach Auftrennung der Proteine folgte der elektrische Proteintransfer auf eine 

Nitrozellulosemembran bei 370 mA über 1,5 h. Zum Absättigen unspezifischer Bindungsstellen 

wurde die Membran 2-10 h in Blockierpuffer inkubiert. Primärantikörperlösungen wurden 10 h 

(anti-p-EGFR-Antikörper und anti-Adaptin-Antikörper) oder 2 h (anti-EGFR-Antikörper) und 

Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierte Sekundärantikörper über 1 h inkubiert. Jeder 

Antikörperinkubation folgten drei Waschungen in TBST für 10 min. Zur Visualisierung der 

Proteine wurde die Chemilumineszenz von Luminol genutzt. In Anwesenheit von 

Wasserstoffperoxid katalysiert die HRP die Oxidation von Luminol dort, wo der Antikörper 

gebunden hat. Beim Übergang in den energieärmeren Grundzustand wird Licht emittiert und 

digital aufgezeichnet. 

6.5.4 Immunfluoreszenz Mikroskopie 

Deckgläschen wurden 2 h in 70%igem Ethanol eingelegt und zum Verdunsten je in ein Well der 

sechs-Well-Platten gelegt. A431-Zellen wurden auf die Deckgläschen gesät und in 3-5 ml RPMI 

1640 Medium kultiviert. Subkonfluente Zellen wurden mit PBS gewaschen und 10 min bei -20°C 

in Aceton fixiert. Nach Absaugen des Acetons wurde die Zellschicht mit PBS gewaschen und in 

Blockierpuffer inkubiert. Zur Immunmarkierung wurde das Deckgläschen mit 100 µl primärer 

Antikörperlösung (1:125 in Blockierpuffer) beschichtet, zum Schutz vor Austrocknung mit einer 

kleinen Folie belegt und 2 h inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde 

fluochromkonjugierter Sekundärantikörper (1:250 in Blockierpuffer) 1 h im Dunkeln inkubiert und 

nach zwei weiteren Waschschritten der Zellkern mit 0,2 µg/ml DAPI (Sigma-Aldrich) in 

Blockierpuffer 10 min gefärbt. Es folgten zwei Waschungen mit PBS und abschließend ein 

Waschschritt mit purem Wasser zur Entfernung der Puffersalze. Etwa 50-75 µl Mowiol wurden T-

förmig auf einen Objektträger aufgebracht, die Deckgläschen mit der bewachsenen Seite 

blasenfrei hineingebettet und mindestens 12 h bei Raumtemperatur im Dunkeln ausgehärtet. 

Bilder wurden mit dem Konfocal Microscop LSM 780 und ZEN Software 2010 von Zeiss (Jena, 

Germany) aufgenommen und bearbeitet. 

6.6 Datenverarbeitung 

6.6.1 Relative Protein-Quantifizierung mit dem NSAF 

Da die Anzahl gemessener Spektren oder peptide spectral matches (PSM or spectral counts) von 

der Proteinlänge abhängig ist, wurde die Anzahl an PSM eines Proteins durch seine Länge 

(Anzahl Aminosäuren) oder die Molekularmasse dividiert (PSM/L=SAF) und anschließend durch 

die Summe aller SAF einer Messung dividiert um den normalized spectral abundance factor 

(NSAF) zu erhalten. Die NSAF Werte wurden zudem nach dem NSAF des EGFR jeder Probe 
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normalisiert und in % dargestellt (NSAFProtein/ NSAFEGFR x 100) (Formel 1). So wurden 100% EGFR in 

jedem Set erhalten und die Proteinmenge der copräzipitierten Proteine Experiment-übergreifend 

vergleichbar. 

             

 

          
        

  
   
   

     

        
     

  
   
   

       

 Formel (1) 

6.6.2 Bioinformatik 

DAVID - Functional Annotation Clustering Tool  

Proteininteraktionen eines Datensets wurden mit der iRefIndex Datenbank (Version 9.0) 
138

 

ermittelt und in Cytoscape 
139

 als Netzwerk visualisiert. Mit dem MultiColoredNodesPlugin 
140

 

wurden die Proteine im Netzwerk entsprechend ihrer Funktion koloriert. Um die diversen 

Funktionen der Proteine nach Gene Ontology (GO) 
141

 zunächst zu übersichtlichen Clustern 

zusammenzufassen, wurde das Functional Annotation Tool von DAVID 
142

 verwendet. Die 

UniProtKB accessions wurden unter DAVID bei Standardeinstellungen mit der GOTERM_BP_All 

Datenbank abgeglichen. Analog wurden Assoziationen zu Krankheiten gegen die 

GENETIC_ASSOCIATION_DB_DISEASE_CLASS Datenbank abgeglichen. Auf Basis einer 

Kappa Statistik bestimmt das DAVID Cluster Tool die Menge geteilter Gene zweier Annotationen 

und klassifiziert Gruppen ähnlicher Annotation. Aus dem Anteil an Proteinen einer Analyse, die 

einer entsprechenden Funktion zugeordnet wurden, wird ein Wahrscheinlichkeitswert (P-Wert) 

berechnet, mit dem diese Funktion in der Analyse angereichert war. Der Mittelwert der negativ-

dekadischen Logarithmen der P-Werte der Funktionen, die zu einem Cluster zusammengefasst 

wurden, ergibt den Enrichment Score (ES) für den Cluster. Je höher der ES ist, desto stärker sind 

die Funktionen eines Clusters in einer Analyse repräsentiert. Statistisch signifikante Cluster mit 

einem p-Wert von <0,05 (ES 1,3) wurden in der Auswertung berücksichtigt. 

FunSimMat – functional Similarity Matrix 

Die functional Similarity Matrix 
104

 (http://funsimmat.bioinf.mpi-inf.mpg.de/help2.php, Version 

06/2012) ermittelt die funktionelle Ähnlichkeit eines Proteins beziehungsweise einer Liste von 

Proteinen zu einer Erkrankung nach OMIM Eintrag (Online Mendelian Inheritance in Man®) des 

Online Catalog of Human Genes and Genetic Disorders (Version 08/2013) der Johns Hopkins 

Universität. Dies geschieht auf der Grundlage der Annotationen für GO Terme Biological Process, 

Molecular Function oder Cellular Component. Die Annotationen des Proteins wurden mit der 

Annotation der Krankheit abgeglichen und entsprechend der Auswahl ein BPscore, MFscore 

order CCscore 0-1 nach Übereinstimmungen berechnet. Scores über 0,8 wurden als signifikant 

assoziiert gewertet. In dieser Arbeit wurde der PB simRel score (albrecht) für Lungenkrebs 

(OMIM211980) verwendet. 



Literaturverzeichnis 95 

 

7 Literaturverzeichnis 

1. D. Hanahan, R. A. Weinberg, The Swiss Institute for Experimental Cancer Research, 
“Hallmarks of cancer: the next generation,” Cell. 144 (5), 646–674 (2011). 

2. S. L. Floor, J. E. Dumont, C. Maenhaut, E. Raspe, Institute for Interdisciplinary Research in 
Human Molecular Biology, “Hallmarks of cancer: of all cancer cells, all the time?,” Trends 
Mol.Med. (2012). 

3. J. A. Drebin, V. C. Link, D. F. Stern, R. A. Weinberg, and M. I. Greene, “Down-modulation 
of an oncogene protein product and reversion of the transformed phenotype by monoclonal 
antibodies,” Cell. 41 (3), 697–706 (1985). 

4. H. Zhang, A. Berezov, Q. Wang, G. Zhang, J. Drebin, R. Murali, M. I. Greene, Department 
of Pathology and Laboratory Medicine, “ErbB receptors: from oncogenes to targeted cancer 
therapies,” J.Clin.Invest. 117 (8), 2051–2058 (2007). 

5. J. Luo, J. Fishburn, S. Hahn, J. Ranish, Institute for Systems Biology, “An integrated 
chemical cross-linking and mass spectrometry approach to study protein complex 
architecture and function,” Mol.Cell Proteomics. 11 (2), M111 (2012). 

6. L. Pizzatti, C. Panis, G. Lemos, M. Rocha, R. Cecchini, G. H. Souza, E. Abdelhay,  “Label-
free MS(E) proteomic analysis of Chronic Myeloid Leukemia bone marrow plasma: 
disclosing new insights from therapy resistance,” Proteomics., 10 (2012). 

7. L. Monteoliva, J. P. Albar, Proteomics Facility, “Differential proteomics: an overview of gel 
and non-gel based approaches,” Brief.Funct.Genomic.Proteomic. 3 (3), 220–239 (2004). 

8. E. Hammer, S. Bien, M. G. Salazar, L. Steil, C. Scharf, P. Hildebrandt, H. W. Schroeder, H. 
K. Kroemer, U. Volker, C. A. Ritter,  “Proteomic analysis of doxorubicin-induced changes in 
the proteome of HepG2cells combining 2-D DIGE and LC-MS/MS approaches,” 
Proteomics. 10 (1), 99–114 (2010). 

9. M. J. Wieduwilt, M. M. Moasser, Department of Medicine, “The epidermal growth factor 
receptor family: biology driving targeted therapeutics,” Cell Mol.Life Sci. 65 (10), 1566–
1584 (2008). 

10. R. Rosell, M. Taron, N. Reguart, D. Isla, T. Moran, Institute of Oncology, “Epidermal growth 
factor receptor activation: how exon 19 and 21 mutations changed our understanding of the 
pathway,” Clin.Cancer Res. 12 (24), 7222–7231 (2006). 

11. G. Pines, W. J. Kostler, Y. Yarden, Department of Biological Regulation, “Oncogenic 
mutant forms of EGFR: lessons in signal transduction and targets for cancer therapy,” 
FEBS Lett. 584 (12), 2699–2706 (2010). 

12. S. R. Hubbard, Structural Biology Program, “The juxtamembrane region of EGFR takes 
center stage,” Cell. 137 (7), 1181–1183 (2009). 

13. E. M. Bublil, Y. Yarden, Department of Biological Regulation, “The EGF receptor family: 
spearheading a merger of signaling and therapeutics,” Curr.Opin.Cell Biol. 19 (2), 124–134 
(2007). 

14. M. A. Olayioye, R. M. Neve, H. A. Lane, N. E. Hynes, and Friedrich Miescher Institute, “The 
ErbB signaling network: receptor heterodimerization in development and cancer,” EMBO J. 
19 (13), 3159–3167 (2000). 

15. P. M. Harari, G. W. Allen, J. A. Bonner, N1-Department of Human Oncology, “Biology of 
interactions: antiepidermal growth factor receptor agents,” J.Clin.Oncol. 25 (26), 4057–
4065 (2007). 

16. K. Roepstorff, M. V. Grandal, L. Henriksen, S. L. Knudsen, M. Lerdrup, L. Grovdal, B. M. 
Willumsen, B. van Deurs, Department of Cellular and Molecular Medicine, “Differential 
effects of EGFR ligands on endocytic sorting of the receptor,” Traffic. 10 (8), 1115–1127 
(2009). 



96  Literaturverzeichnis 

 

17. W. Han, H. W. Lo, Division of Surgical Sciences, “Landscape of EGFR signaling network in 
human cancers: biology and therapeutic response in relation to receptor subcellular 
locations,” Cancer Lett. 318 (2), 124–134 (2012). 

18. H. W. Lo, M. C. Hung, Department of Molecular and Cellular Oncology, “Nuclear EGFR 
signalling network in cancers: linking EGFR pathway to cell cycle progression, nitric oxide 
pathway and patient survival,” Br.J.Cancer. 94 (2), 184–188 (2006). 

19. N. C. Luetteke, H. K. Phillips, T. H. Qiu, N. G. Copeland, H. S. Earp, N. A. Jenkins, D. C. 
Lee,  Lineberger Comprehensive Cancer Center, “The mouse waved-2 phenotype results 
from a point mutation in the EGF receptor tyrosine kinase,” Genes Dev. 8 (4), 399–413 
(1994). 

20. Z. Weihua, R. Tsan, W. C. Huang, Q. Wu, C. H. Chiu, I. J. Fidler, M. C. Hung, Department 
of Cancer Biology, “Survival of cancer cells is maintained by EGFR independent of its 
kinase activity,” Cancer Cell. 13 (5), 385–393 (2008). 

21. J. A. Ewald, J. C. Wilkinson, C. A. Guyer, J. V. Staros, Department of Biological Sciences, 
“Ligand- and kinase activity-independent cell survival mediated by the epidermal growth 
factor receptor expressed in 32D cells,” Exp.Cell Res. 282 (2), 121–131 (2003). 

22. M. E. Irwin, N. Bohin, J. L. Boerner, Department of Pharmacology, “Src family kinases 
mediate epidermal growth factor receptor signaling from lipid rafts in breast cancer cells,” 
Cancer Biol.Ther. 12 (8), 718–726 (2011). 

23. I. A. Prior, C. Muncke, R. G. Parton, J. F. Hancock, Department of Pathology and Institute 
for Molecular Bioscience, “Direct visualization of Ras proteins in spatially distinct cell 
surface microdomains,” J.Cell Biol. 160 (2), 165–170 (2003). 

24. P. Sharma, R. Varma, R. C. Sarasij, Ira, K. Gousset, G. Krishnamoorthy, M. Rao, S. Mayor, 
National Centre for Biological Science, “Nanoscale organization of multiple GPI-anchored 
proteins in living cell membranes,” Cell. 116 (4), 577–589 (2004). 

25. V. Horejsi, Institute of Molecular Genetics, “Lipid rafts and their roles in T-cell activation,” 
Microbes.Infect. 7 (2), 310–316 (2005). 

26. S. K. Pierce, National Institutes of Health, “Lipid rafts and B-cell activation,” 
Nat.Rev.Immunol. 2 (2), 96–105 (2002). 

27. A. C. Angelis Campos, M. A. Rodrigues, C. de Andrade, A. M. de Goes, M. H. Nathanson, 
D. A. Gomes, Department of Biochemistry and Immunology, “Epidermal growth factor 
receptors destined for the nucleus are internalized via a clathrin-dependent pathway,” 
Biochem.Biophys.Res.Commun. 412 (2), 341–346 (2011). 

28. D. K. Giri, M. Ali-Seyed, L. Y. Li, D. F. Lee, P. Ling, G. Bartholomeusz, S. C. Wang, M. C. 
Hung, Department of Molecular and Cellular Oncology, “Endosomal transport of ErbB-2: 
mechanism for nuclear entry of the cell surface receptor,” Mol.Cell Biol. 25 (24), 11005–
11018 (2005). 

29. E. R. Eldredge, G. M. Korf, T. A. Christensen, D. C. Connolly, M. J. Getz, N. J. Maihle, 
Department of Biochemistry and Molecular Biology, “Activation of c-fos gene expression by 
a kinase-deficient epidermal growth factor receptor,” Mol.Cell Biol. 14 (11), 7527–7534 
(1994). 

30. X. Wang, D. Bolotin, D. H. Chu, L. Polak, T. Williams, E. Fuchs, The Howard Hughes 
Medical Institute, “AP-2alpha: a regulator of EGF receptor signaling and proliferation in skin 
epidermis,” J.Cell Biol. 172 (3), 409–421 (2006). 

31. K. Dittmann, C. Mayer, B. Fehrenbacher, M. Schaller, U. Raju, L. Milas, D. J. Chen, R. 
Kehlbach, H. P. Rodemann, Division of Radiobiology and Molecular Environmental 
Research, “Radiation-induced epidermal growth factor receptor nuclear import is linked to 
activation of DNA-dependent protein kinase,” J.Biol.Chem. 280 (35), 31182–31189 (2005). 

32. Y. Xu, Y. Shao, J. Zhou, J. J. Voorhees, G. J. Fisher, Department of Dermatology, 
“Ultraviolet irradiation-induces epidermal growth factor receptor (EGFR) nuclear 
translocation in human keratinocytes,” J.Cell Biochem. 107 (5), 873–880 (2009). 



Literaturverzeichnis 97 

 

33. M. L. Demory, J. L. Boerner, R. Davidson, W. Faust, T. Miyake, I. Lee, M. Huttemann, R. 
Douglas, G. Haddad, S. J. Parsons, Department of Microbiology and the Cancer Center, 
“Epidermal growth factor receptor translocation to the mitochondria: regulation and effect,” 
J.Biol.Chem. 284 (52), 36592–36604 (2009). 

34. Y. Yao, G. Wang, Z. Li, B. Yan, Y. Guo, X. Jiang, Z. Xi, Beijing JiShuiTan Hospital, 
“Mitochondrially localized EGFR is independent of its endocytosis and associates with cell 
viability,” Acta Biochim.Biophys.Sin.(Shanghai). 42 (11), 763–770 (2010). 

35. A. Argiris, A. G. Duffy, S. Kummar, N. L. Simone, Y. Arai, S. W. Kim, S. F. Rudy, V. R. 
Kannabiran, X. Yang, M. Jang, Z. Chen, N. Suksta, T. Cooley-Zgela, S. G. Ramanand, A. 
Ahsan, M. K. Nyati, J. J. Wright, C. van Waes, Hematology-Oncology and Head and Neck 
Cancer Program, “Early tumor progression associated with enhanced EGFR signaling with 
bortezomib, cetuximab, and radiotherapy for head and neck cancer,” Clin.Cancer Res. 17 
(17), 5755–5764 (2011). 

36. E. S. Kim, Department of Thoracic/Head and Neck Medical Oncology, “Epidermal growth 
factor receptor as a target in cancer therapy,” J.Natl.Compr.Canc.Netw. S87-95. (2003). 

37. K. Shien, T. Ueno, K. Tsukuda, J. Soh, K. Suda, T. Kubo, M. Furukawa, T. Muraoka, Y. 
Maki, N. Tanaka, H. Yamamoto, K. Kiura, T. Mitsudomi, S. Toyooka, S. Miyoshi, 
Department of Cancer and Thoracic Surgery, “Knockdown of the epidermal growth factor 
receptor gene to investigate its therapeutic potential for the treatment of non-small-cell lung 
cancers,” Clin.Lung Cancer. 13 (6), 488–493 (2012). 

38. D. Chaturvedi, F. Edwin, H. Sun, T. B. Patel, Department of Pharmacology and 
Experimental Therapeutics, “Analysis of EGF receptor interactions with the alpha subunit of 
the stimulatory GTP binding protein of adenylyl cyclase, Gs,” Methods Mol.Biol. 327:49-59., 
49–59 (2006). 

39. S. Deharvengt, M. Marmarelis, M. Korc, Department of Medicine, “Concomitant targeting of 
EGF receptor, tgf-Beta and SRC points to a novel therapeutic approach in pancreatic 
cancer,” PLoS One. 7 (6), e39684 (2012). 

40. A. K. Mishra, U. Agrawal, S. Negi, A. Bansal, R. Mohil, C. Chintamani, A. Bhatnagar, D. 
Bhatnagar, S. Saxena, National Institute of Pathology, “Expression of androgen receptor in 
breast cancer & its correlation with other steroid receptors & growth factors,” Indian 
J.Med.Res. 135 (6), 843–852 (2012). 

41. J. A. Laisney, T. D. Mueller, M. Schartl, S. Meierjohann, Department of Physiological 
Chemistry I, “Hyperactivation of constitutively dimerized oncogenic EGF receptors by 
autocrine loops,” Oncogene., 10 (2012). 

42. J. Riedemann, M. Takiguchi, M. Sohail, V. M. Macaulay, Cancer Research UK 
Laboratories, “The EGF receptor interacts with the type 1 IGF receptor and regulates its 
stability,” Biochem.Biophys.Res.Commun. 355 (3), 707–714 (2007). 

43. J. Tanizaki, I. Okamoto, K. Sakai, K. Nakagawa, Department of Medical Oncology, 
“Differential roles of trans-phosphorylated EGFR, HER2, HER3, and RET as 
heterodimerisation partners of MET in lung cancer with MET amplification,” Br.J.Cancer. 
105 (6), 807–813 (2011). 

44. A. Guo, J. Villen, J. Kornhauser, K. A. Lee, M. P. Stokes, K. Rikova, A. Possemato, J. 
Nardone, G. Innocenti, R. Wetzel, Y. Wang, J. MacNeill, J. Mitchell, S. P. Gygi, J. Rush, R. 
D. Polakiewicz, M. J. Comb, Cell Signaling Technology Inc, “Signaling networks assembled 
by oncogenic EGFR and c-Met,” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 105 (2), 692–697 (2008). 

45. H. Shigematsu, A. F. Gazdar, Hamon Center for Therapeutic Oncology Research, “Somatic 
mutations of epidermal growth factor receptor signaling pathway in lung cancers,” 
Int.J.Cancer. 118 (2), 257–262 (2006). 

46. S. Lv, E. Teugels, J. Sadones, S. de Brakeleer, J. Duerinck, F. S. Du, A. Michotte, J. de 
Greve, B. Neyns, Laboratory of Molecular Oncology and Department of Medical Oncology, 
“Correlation of EGFR, IDH1 and PTEN status with the outcome of patients with recurrent 
glioblastoma treated in a phase II clinical trial with the EGFR-blocking monoclonal antibody 
cetuximab,” Int.J.Oncol. 41 (3), 1029–1035 (2012). 



98  Literaturverzeichnis 

 

47. A. Kumar, E. T. Petri, B. Halmos, T. J. Boggon, Department of Pharmacology, “Structure 
and clinical relevance of the epidermal growth factor receptor in human cancer,” 
J.Clin.Oncol. 26 (10), 1742–1751 (2008). 

48. M. V. Grandal, R. Zandi, M. W. Pedersen, B. M. Willumsen, B. van Deurs, H. S. Poulsen, 
Department of Cellular and Molecular Medicine, “EGFRvIII escapes down-regulation due to 
impaired internalization and sorting to lysosomes,” Carcinogenesis. 28 (7), 1408–1417 
(2007). 

49. R. Patel, H. Y. Leung, Beatson Institute for Cancer Research, “Targeting the EGFR-family 
for therapy: biological challenges and clinical perspective,” Curr.Pharm.Des. 18 (19), 2672–
2679 (2012). 

50. A. Markovic, C. H. Chung, Department of Oncology, “Current role of EGF receptor 
monoclonal antibodies and tyrosine kinase inhibitors in the management of head and neck 
squamous cell carcinoma,” Expert Rev.Anticancer Ther. 12 (9), 1149–1159 (2012). 

51. S. A. Kono, M. J. Haigentz, S. S. Yom, N. Saba, Aerodigestive and Thoracic Tumor 
Program, “EGFR Monoclonal Antibodies in the Treatment of Squamous Cell Carcinoma of 
the Head and Neck: A View beyond Cetuximab,” Chemother.Res.Pract. (2012). 

52. V. Nelson, J. Ziehr, M. Agulnik, M. Johnson, Robert H Lurie Comprehensive Cancer Center 
of Northwestern University, “Afatinib: emerging next-generation tyrosine kinase inhibitor for 
NSCLC,” Onco.Targets.Ther. 135–143 (2013). 

53. X. Chen, Q. Zhu, L. Zhu, D. Pei, Y. Liu, Y. Yin, M. Schuler, Y. Shu, Department of 
Oncology, “Clinical perspective of afatinib in non-small cell lung cancer,” Lung Cancer. (13), 
10 (2013). 

54. H. Koizumi, T. Yamada, S. Takeuchi, T. Nakagawa, K. Kita, T. Nakamura, K. Matsumoto, 
K. Suda, T. Mitsudomi, S. Yano, Division of Medical Oncology, “Hsp90 inhibition 
overcomes HGF-triggering resistance to EGFR-TKIs in EGFR-mutant lung cancer by 
decreasing client protein expression and angiogenesis,” J.Thorac.Oncol. 7 (7), 1078–1085 
(2012). 

55. D. Ishikawa, S. Takeuchi, T. Nakagawa, T. Sano, J. Nakade, S. Nanjo, T. Yamada, H. Ebi, 
L. Zhao, K. Yasumoto, T. Nakamura, K. Matsumoto, H. Kagamu, H. Yoshizawa, S. Yano,  
“mTOR Inhibitors Control the Growth of EGFR Mutant Lung Cancer Even after Acquiring 
Resistance by HGF,” PLoS One. 8 (5), e62104 (2013). 

56. M. Wang, J. Zhao, L. M. Zhang, H. Li, J. P. Yu, X. B. Ren, C. L. Wang, Key Laboratory of 
Cancer Prevention and Therapy Tianjin, “Combined Erlotinib and Cetuximab overcome the 
acquired resistance to epidermal growth factor receptors tyrosine kinase inhibitor in non-
small-cell lung cancer,” J.Cancer Res.Clin.Oncol. 138 (12), 2069–2077 (2012). 

57. N. Sugawa, A. J. Ekstrand, C. D. James, V. P. Collins, Ludwig Institute for Cancer 
Research, “Identical splicing of aberrant epidermal growth factor receptor transcripts from 
amplified rearranged genes in human glioblastomas,” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 87 (21), 
8602–8606 (1990). 

58. Y. Mosesson, Y. Yarden, Department of Biological Regulation, “Oncogenic growth factor 
receptors: implications for signal transduction therapy,” Semin.Cancer Biol. 14 (4), 262–270 
(2004). 

59. L. Frederick, X. Y. Wang, G. Eley, C. D. James, Department of Laboratory Medicine and 
Pathology, “Diversity and frequency of epidermal growth factor receptor mutations in 
human glioblastomas,” Cancer Res. 60 (5), 1383–1387 (2000). 

60. H. K. Gan, A. H. Kaye, R. B. Luwor, and Department of Medical Oncology and Hematology, 
“The EGFRvIII variant in glioblastoma multiforme,” J.Clin.Neurosci. 16 (6), 748–754 (2009). 

61. D. K. Moscatello, R. B. Montgomery, P. Sundareshan, H. McDanel, M. Y. Wong, A. J. 
Wong, Department of Microbiology and Immunology, “Transformational and altered signal 
transduction by a naturally occurring mutant EGF receptor,” Oncogene. 13 (1), 85–96 
(1996). 



Literaturverzeichnis 99 

 

62. C. J. Wikstrand, R. E. McLendon, A. H. Friedman, D. D. Bigner, Department of Pathology, 
“Cell surface localization and density of the tumor-associated variant of the epidermal 
growth factor receptor, EGFRvIII,” Cancer Res. 57 (18), 4130–4140 (1997). 

63. K. Al Nedawi, B. Meehan, J. Micallef, V. Lhotak, L. May, A. Guha, J. Rak, Montreal 
Children's Hospital Research Institute, “Intercellular transfer of the oncogenic receptor 
EGFRvIII by microvesicles derived from tumour cells,” Nat.Cell Biol. 10 (5), 619–624 
(2008). 

64. M. W. Pedersen, N. Pedersen, L. H. Ottesen, H. S. Poulsen, Department of Radiation 
Biology, “Differential response to gefitinib of cells expressing normal EGFR and the mutant 
EGFRvIII,” Br.J.Cancer. 93 (8), 915–923 (2005). 

65. M. A. Biamonte, W. R. van de, J. W. Arndt, R. H. Scannevin, D. Perret, W. C. Lee, Biogen 
Idec, “Heat shock protein 90: inhibitors in clinical trials,” J.Med.Chem. 53 (1), 3–17 (2010). 

66. A. M. Scott, F. T. Lee, N. Tebbutt, R. Herbertson, S. S. Gill, Z. Liu, E. Skrinos, C. Murone, 
T. H. Saunder, B. Chappell, A. T. Papenfuss, A. M. Poon, W. Hopkins, F. E. Smyth, D. 
MacGregor, L. M. Cher, A. A. Jungbluth, G. Ritter, M. W. Brechbiel, R. Murphy, A. W. 
Burgess, E. W. Hoffman, T. G. Johns, L. J. Old,  “A phase I clinical trial with monoclonal 
antibody ch806 targeting transitional state and mutant epidermal growth factor receptors,” 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 104 (10), 4071–4076 (2007). 

67. A. B. Heimberger, L. E. Crotty, G. E. Archer, K. R. Hess, C. J. Wikstrand, A. H. Friedman, 
H. S. Friedman, D. D. Bigner, J. H. Sampson, “Epidermal growth factor receptor VIII 
peptide vaccination is efficacious against established intracerebral tumors,” Clin.Cancer 
Res. 9 (11), 4247–4254 (2003). 

68. “International consortium completes human genome project,” Pharmacogenomics. 4 (3), 
241 (2003). 

69. V. C. Wasinger, S. J. Cordwell, A. Cerpa-Poljak, J. X. Yan, A. A. Gooley, M. R. Wilkins, M. 
W. Duncan, R. Harris, K. L. Williams, I. Humphery-Smith, Department of Microbiology, 
“Progress with gene-product mapping of the Mollicutes: Mycoplasma genitalium,” 
Electrophoresis. 16 (7), 1090–1094 (1995). 

70. C. E. Parker, M. R. Warren, and V. Mocanu, “Mass Spectrometry for Proteomics,”. 

71. J. V. Olsen, S. E. Ong, M. Mann, Center for Experimental BioInformatics, “Trypsin cleaves 
exclusively C-terminal to arginine and lysine residues,” Mol.Cell Proteomics. 3 (6), 608–614 
(2004). 

72. E. Gokce, C. M. Shuford, W. L. Franck, R. A. Dean, D. C. Muddiman, W M Keck FT-ICR 
Mass Spectrometry Laboratory, “Evaluation of normalization methods on GeLC-MS/MS 
label-free spectral counting data to correct for variation during proteomic workflows,” 
J.Am.Soc.Mass Spectrom. 22 (12), 2199–2208 (2011). 

73. S. E. Ong, B. Blagoev, I. Kratchmarova, D. B. Kristensen, H. Steen, A. Pandey, M. Mann, 
Protein Interaction Laboratory, “Stable isotope labeling by amino acids in cell culture, 
SILAC, as a simple and accurate approach to expression proteomics,” Mol.Cell Proteomics. 
1 (5), 376–386 (2002). 

74. S. E. Ong, M. Mann, The Broad Institute of MIT and Harvard, “A practical recipe for stable 
isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC),” Nat.Protoc. 1 (6), 2650–2660 
(2006). 

75. Z. Wu, J. B. Doondeea, A. M. Gholami, M. C. Janning, S. Lemeer, K. Kramer, S. A. Eccles, 
S. M. Gollin, R. Grenman, A. Walch, S. M. Feller, B. Kuster, and T. U. M. F. G. Z. N1-Chair 
of Proteomics and Bioanalytics, “Quantitative chemical proteomics reveals new potential 
drug targets in head and neck cancer,” Mol.Cell Proteomics. 10 (12), M111 (2011). 

76. Y. Chen, T. Y. Low, L. Y. Choong, R. S. Ray, Y. L. Tan, W. Toy, Q. Lin, B. K. Ang, C. H. 
Wong, S. Lim, B. Li, C. L. Hew, N. S. K. Sze, B. J. Druker, and Y. P. Lim, 
“Phosphoproteomics identified Endofin, DCBLD2, and KIAA0582 as novel tyrosine 
phosphorylation targets of EGF signaling and Iressa in human cancer cells,” Proteomics 7 
(14), 2384–2397 (2007). 



100  Literaturverzeichnis 

 

77. B. Blagoev, I. Kratchmarova, S. E. Ong, M. Nielsen, L. J. Foster, and M. Mann, “A 
proteomics strategy to elucidate functional protein-protein interactions applied to EGF 
signaling,” Nature Biotechnology 21 (3), 315–318 (2003). 

78. C. E. Parker, D. Domanski, A. J. Percy, A. G. Chambers, A. G. Camenzind, D. S. Smith, C. 
H. Borchers, University of Victoria, “Mass Spectrometry in High-Throughput Clinical 
Biomarker Assays: Multiple Reaction Monitoring,” Top.Curr.Chem. (2012). 

79. W. X. Schulze, L. Deng, M. Mann, Department of Biochemistry and Molecular Biology, 
“Phosphotyrosine interactome of the ErbB-receptor kinase family,” Mol.Syst.Biol. 1, 2005 
(2005). 

80. K. Engholm-Keller, T. A. Hansen, G. Palmisano, M. R. Larsen, Department of Biochemistry 
and Molecular Biology, “Multidimensional strategy for sensitive phosphoproteomics 
incorporating protein prefractionation combined with SIMAC, HILIC, and TiO(2) 
chromatography applied to proximal EGF signaling,” J.Proteome Res. 10 (12), 5383–5397 
(2011). 

81. W. Kolch, A. Pitt, Conway Institute, “Functional proteomics to dissect tyrosine kinase 
signalling pathways in cancer,” Nat.Rev.Cancer. 10 (9), 618–629 (2010). 

82. S. Morandell, T. Stasyk, S. Skvortsov, S. Ascher, L. A. Huber, Biocenter, “Quantitative 
proteomics and phosphoproteomics reveal novel insights into complexity and dynamics of 
the EGFR signaling network,” Proteomics. 8 (21), 4383–4401 (2008). 

83. M. V. Myers, H. C. Manning, R. J. Coffey, D. C. Liebler, Jim Ayers Institute for Precancer 
Detection and Diagnosis, “Protein expression signatures for inhibition of epidermal growth 
factor receptor-mediated signaling,” Mol.Cell Proteomics. 11 (2), M111 (2012). 

84. S. Schuchardt, J. Borlak, Department of Drug Research and Medical Biotechnology, 
“Quantitative mass spectrometry to investigate epidermal growth factor receptor 
phosphorylation dynamics,” Mass Spectrom.Rev. 27 (1), 51–65 (2008). 

85. S. Tasaki, M. Nagasaki, H. Kozuka-Hata, K. Semba, N. Gotoh, S. Hattori, J. Inoue, T. 
Yamamoto, S. Miyano, S. Sugano, M. Oyama, Medical Proteomics Laboratory, 
“Phosphoproteomics-based modeling defines the regulatory mechanism underlying 
aberrant EGFR signaling,” PLoS One. 5 (11), e13926 (2010). 

86. Y. Qi, H. K. Dhiman, N. Bhola, I. Budyak, S. Kar, D. Man, A. Dutta, K. Tirupula, B. I. Carr, J. 
Grandis, Z. Bar-Joseph, J. Klein-Seetharaman, School of Computer Science, “Systematic 
prediction of human membrane receptor interactions,” Proteomics. 9 (23), 5243–5255 
(2009). 

87. J. Kim, W. J. Jahng, D. Di Vizio, J. S. Lee, R. Jhaveri, M. A. Rubin, A. Shisheva, M. R. 
Freeman, The Urological Diseases Research Center, “The phosphoinositide kinase 
PIKfyve mediates epidermal growth factor receptor trafficking to the nucleus,” Cancer Res. 
67 (19), 9229–9237 (2007). 

88. M. Kazazic, V. Bertelsen, K. W. Pedersen, T. T. Vuong, M. V. Grandal, M. S. Rodland, L. 
M. Traub, E. Stang, I. H. Madshus, Institute of Pathology, “Epsin 1 is involved in 
recruitment of ubiquitinated EGF receptors into clathrin-coated pits,” Traffic. 10 (2), 235–
245 (2009). 

89. E. B. Haura, A. Muller, F. P. Breitwieser, J. Li, F. Grebien, J. Colinge, K. L. Bennett, Center 
for Molecular Medicine of the Austrian Academy of Sciences, “Using iTRAQ combined with 
tandem affinity purification to enhance low-abundance proteins associated with somatically 
mutated EGFR core complexes in lung cancer,” J.Proteome Res. 10 (1), 182–190 (2011). 

90. H. Tanno, T. Yamaguchi, E. Goto, S. Ishido, M. Komada, Department of Biological 
Sciences, “The Ankrd 13 family of UIM-bearing proteins regulates EGF receptor 
endocytosis from the plasma membrane,” Mol.Biol.Cell. 23 (7), 1343–1353 (2012). 

91. L. Henriksen, M. V. Grandal, S. L. Knudsen, B. van Deurs, L. M. Grovdal, Department of 
Cellular and Molecular Medicine, “Internalization mechanisms of the epidermal growth 
factor receptor after activation with different ligands,” PLoS One. 8 (3), e58148 (2013). 



Literaturverzeichnis 101 

 

92. F. Huang, L. K. Goh, A. Sorkin, Department of Pharmacology, “EGF receptor ubiquitination 
is not necessary for its internalization,” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 104 (43), 16904–16909 
(2007). 

93. M. Kuroiwa, C. Oneyama, S. Nada, M. Okada, Department of Oncogene Research, “The 
guanine nucleotide exchange factor Arhgef5 plays crucial roles in Src-induced podosome 
formation,” J.Cell Sci. 124 (Pt 10), 1726–1738 (2011). 

94. H. Mihira, H. I. Suzuki, Y. Akatsu, Y. Yoshimatsu, T. Igarashi, K. Miyazono, T. Watabe, 
Department of Molecular Pathology, “TGF-beta-induced mesenchymal transition of MS-1 
endothelial cells requires Smad-dependent cooperative activation of Rho signals and 
MRTF-A,” J.Biochem. 151 (2), 145–156 (2012). 

95. Y. M. Lin, J. H. Chang, K. T. Yeh, M. Y. Yang, T. C. Liu, S. F. Lin, W. W. Su, J. G. Chang, 
Department of Laboratory Medicine, “Disturbance of circadian gene expression in 
hepatocellular carcinoma,” Mol.Carcinog. 47 (12), 925–933 (2008). 

96. M. R. Junttila, P. Puustinen, M. Niemela, R. Ahola, H. Arnold, T. Bottzauw, R. Ala-aho, C. 
Nielsen, J. Ivaska, Y. Taya, S. L. Lu, S. Lin, E. K. Chan, X. J. Wang, R. Grenman, J. Kast, 
T. Kallunki, R. Sears, V. M. Kahari, J. Westermarck, Centre for Biotechnology, “CIP2A 
inhibits PP2A in human malignancies,” Cell. 130 (1), 51–62 (2007). 

97. L. Trinkle-Mulcahy, S. Boulon, Y. W. Lam, R. Urcia, F. M. Boisvert, F. Vandermoere, N. A. 
Morrice, S. Swift, U. Rothbauer, H. Leonhardt, A. Lamond, Wellcome Trust Centre for Gene 
Regulation and Expression, “Identifying specific protein interaction partners using 
quantitative mass spectrometry and bead proteomes,” J.Cell Biol. 183 (2), 223–239 (2008). 

98. K. Kimura, O. Cuvier, T. Hirano, Cold Spring Harbor Laboratory, “Chromosome 
condensation by a human condensin complex in Xenopus egg extracts,” J.Biol.Chem. 276 
(8), 5417–5420 (2001). 

99. S. C. Bendall, C. Hughes, M. H. Stewart, B. Doble, M. Bhatia, G. A. Lajoie, Don Rix Protein 
Identification Facility, “Prevention of amino acid conversion in SILAC experiments with 
embryonic stem cells,” Mol.Cell Proteomics. 7 (9), 1587–1597 (2008). 

100. J. Köhler and F. M. Breitenbuecher, “Mechanisms of resistance of non-small cell lung 
cancer (NSCLC) against tyrosine kinase inhibitors of the epidermal growth receptor (EGFR 
TKI),” Poster zum CESAR Annual Meeting 2012 (2012). 

101. Z. Wang, Y. Kumamoto, P. Wang, X. Gan, D. Lehmann, A. V. Smrcka, L. Cohn, A. Iwasaki, 
L. Li, D. Wu, Program for Vascular Biology and Therapeutics and Department of 
Pharmacology, “Regulation of immature dendritic cell migration by RhoA guanine 
nucleotide exchange factor Arhgef5,” J.Biol.Chem. 284 (42), 28599–28606 (2009). 

102. F. Fernandez-Madrid, N. Tang, H. Alansari, J. L. Granda, L. Tait, K. C. Amirikia, M. 
Moroianu, X. Wang, R. L. Karvonen, Department of Internal Medicine, “Autoantibodies to 
Annexin XI-A and Other Autoantigens in the Diagnosis of Breast Cancer,” Cancer Res. 64 
(15), 5089–5096 (2004). 

103. H. J. Lin, Y. C. Huang, J. M. Lin, W. L. Liao, J. Y. Wu, C. H. Chen, Y. C. Chou, L. A. Chen, 
C. J. Lin, F. J. Tsai, Department of Medical Research, “Novel susceptibility genes 
associated with diabetic cataract in a Taiwanese population,” Ophthalmic Genet. 34 (1-2), 
35–42 (2013). 

104. A. Schlicker, M. Albrecht, Max Planck Institute for Informatics, “FunSimMat update: new 
features for exploring functional similarity,” Nucleic Acids Res. 38 (Database issue), D244 
(2010). 

105. A. Schlicker, F. S. Domingues, J. Rahnenfuhrer, T. Lengauer, Department of 
Computational Biology and Applied Algorithmics, “A new measure for functional similarity of 
gene products based on Gene Ontology,” BMC.Bioinformatics. 7:302., 302 (2006). 

106. D. Zhang, A. J. Paley, G. Childs, Department of Molecular Genetics, “The transcriptional 
repressor ZFM1 interacts with and modulates the ability of EWS to activate transcription,” 
J.Biol.Chem. 273 (29), 18086–18091 (1998). 

107. T. Narita, Y. Yamaguchi, K. Yano, S. Sugimoto, S. Chanarat, T. Wada, D. K. Kim, J. 
Hasegawa, M. Omori, N. Inukai, M. Endoh, T. Yamada, H. Handa, Graduate School of 



102  Literaturverzeichnis 

 

Bioscience and Biotechnolog, “Human transcription elongation factor NELF: identification of 
novel subunits and reconstitution of the functionally active complex,” Mol.Cell Biol. 23 (6), 
1863–1873 (2003). 

108. T. Liu, W. Jiang, D. Han, L. Yu, State Key Laboratory of Genetic Engineering, “DNAJC25 is 
downregulated in hepatocellular carcinoma and is a novel tumor suppressor gene,” 
Oncol.Lett. 4 (6), 1274–1280 (2012). 

109. C. Landlinger, U. Salzer, R. Prohaska, Max F Perutz Laboratories, “Myristoylation of human 
LanC-like protein 2 (LANCL2) is essential for the interaction with the plasma membrane 
and the increase in cellular sensitivity to adriamycin,” Biochim.Biophys.Acta. 1758 (11), 
1759–1767 (2006). 

110. J. H. Kim, P. N. Bogner, S. H. Baek, N. Ramnath, P. Liang, H. R. Kim, C. Andrews, Y. M. 
Park, Department of Cell Stress Biology, “Up-regulation of peroxiredoxin 1 in lung cancer 
and its implication as a prognostic and therapeutic target,” Clin.Cancer Res. 14 (8), 2326–
2333 (2008). 

111. S. Li, R. Wang, M. Zhang, L. Wang, and S. Cheng, “Proteomic analysis of non-small cell 
lung cancer tissue interstitial fluids,” World J.Surg.Oncol. 11 (1), 173 (2013). 

112. T. P. Garrett, N. M. McKern, M. Lou, T. C. Elleman, T. E. Adams, G. O. Lovrecz, H. J. Zhu, 
F. Walker, M. J. Frenkel, P. A. Hoyne, R. N. Jorissen, E. C. Nice, A. W. Burgess, C. W. 
Ward, Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, “Crystal structure of a truncated 
epidermal growth factor receptor extracellular domain bound to transforming growth factor 
alpha,” Cell. 110 (6), 763–773 (2002). 

113. J. A. Engelman, K. Zejnullahu, T. Mitsudomi, Y. Song, C. Hyland, J. O. Park, N. Lindeman, 
C. M. Gale, X. Zhao, J. Christensen, T. Kosaka, A. J. Holmes, A. M. Rogers, F. Cappuzzo, 
T. Mok, C. Lee, B. E. Johnson, L. C. Cantley, P. A. Janne, Massachusetts General Hospital 
Cancer Center, “MET amplification leads to gefitinib resistance in lung cancer by activating 
ERBB3 signaling,” Science. 316 (5827), 1039–1043 (2007). 

114. K. Zimmermann, N. Opitz, J. Dedio, C. Renne, W. Muller-Esterl, S. Oess, Institute for 
Biochemistry and Institute for Pathology, II, “NOSTRIN: a protein modulating nitric oxide 
release and subcellular distribution of endothelial nitric oxide synthase,” 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 99 (26), 17167–17172 (2002). 

115. A. Icking, S. Matt, N. Opitz, A. Wiesenthal, W. Muller-Esterl, K. Schilling, Institute for 
Biochemistry II, “NOSTRIN functions as a homotrimeric adaptor protein facilitating 
internalization of eNOS,” J.Cell Sci. 118 (Pt 21), 5059–5069 (2005). 

116. K. Kullander, R. Klein, AstraZeneca Transgenics & Comparative Genomics, “Mechanisms 
and functions of Eph and ephrin signalling,” Nat.Rev.Mol.Cell Biol. 3 (7), 475–486 (2002). 

117. D. B. Nikolov, K. Xu, J. P. Himanen, Structural Biology Program, “Eph/ephrin recognition 
and the role of Eph/ephrin clusters in signaling initiation,” Biochim.Biophys.Acta. (13), 10 
(2013). 

118. C. Oliveras-Ferraros, B. Corominas-Faja, S. Cufi, A. Vazquez-Martin, B. Martin-Castillo, J. 
M. Iglesias, E. Lopez-Bonet, A. G. Martin, J. A. Menendez, Metabolism & Cancer Group, 
“Epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) confers primary resistance to trastuzumab 
(Herceptin),” Cell Cycle. 11 (21), 4020–4032 (2012). 

119. K. Suda, K. Tomizawa, M. Fujii, H. Murakami, H. Osada, Y. Maehara, Y. Yatabe, Y. Sekido, 
T. Mitsudomi, Department of Thoracic Surgery, “Epithelial to mesenchymal transition in an 
epidermal growth factor receptor-mutant lung cancer cell line with acquired resistance to 
erlotinib,” J.Thorac.Oncol. 6 (7), 1152–1161 (2011). 

120. G. Wiche, L. Winter, N1 - Department of Biochemistry and Cell Biology, Max F Perutz 
Laboratories, University of Vienna, and A. G. Vienna, “Plectin isoforms as organizers of 
intermediate filament cytoarchitecture,” Bioarchitecture. 1 (1), 14–20 (2011). 

121. D. Bausch, S. Thomas, M. Mino-Kenudson, d. Fernandez, T. W. Bauer, M. Williams, A. L. 
Warshaw, S. P. Thayer, K. A. Kelly, Department of Surgery, “Plectin-1 as a novel biomarker 
for pancreatic cancer,” Clin.Cancer Res. 17 (2), 302–309 (2011). 



Literaturverzeichnis 103 

 

122. Y. Hwang, V. Chumbalkar, K. Latha, O. Bogler, Department of Neurosurgery, “Forced 
dimerization increases the activity of DeltaEGFR/EGFRvIII and enhances its oncogenicity,” 
Mol.Cancer Res. 9 (9), 1199–1208 (2011). 

123. D. Ungar, T. Oka, E. E. Brittle, E. Vasile, V. V. Lupashin, J. E. Chatterton, J. E. Heuser, M. 
Krieger, M. G. Waters, Department of Molecular Biology, “Characterization of a mammalian 
Golgi-localized protein complex, COG, that is required for normal Golgi morphology and 
function,” J.Cell Biol. 157 (3), 405–415 (2002). 

124. R. Willett, D. Ungar, V. Lupashin, Department of Physiology and Biophysics, “The Golgi 
puppet master: COG complex at center stage of membrane trafficking interactions,” 
Histochem.Cell Biol. 140 (3), 271–283 (2013). 

125. X. Qian, P. Zhao, W. Li, Z. M. Shi, L. Wang, Q. Xu, M. Wang, N. Liu, L. Z. Liu, B. H. Jiang, 
Department of Pathology, “MicroRNA-26a Promotes Tumor Growth and Angiogenesis in 
Glioma by Directly Targeting Prohibitin,” CNS.Neurosci.Ther., 10 (2013). 

126. T. B. Zhou, Y. H. Qin, Department of Pediatric Nephrology, “Signaling pathways of 
prohibitin and its role in diseases,” J.Recept.Signal.Transduct.Res. 33 (1), 28–36 (2013). 

127. V. C. Chumbalkar, C. Subhashini, V. M. Dhople, C. S. Sundaram, M. V. Jagannadham, K. 
N. Kumar, P. N. Srinivas, R. Mythili, M. K. Rao, M. J. Kulkarni, S. Hegde, A. S. Hegde, C. 
Samual, V. Santosh, L. Singh, R. Sirdeshmukh, Centre for Cellular and Molecular Biology, 
“Differential protein expression in human gliomas and molecular insights,” Proteomics. 5 
(4), 1167–1177 (2005). 

128. C. Sievers, G. Billig, K. Gottschalk, T. Rudel, Research Group for Molecular Infection and 
Cancer Biology, “Prohibitins are required for cancer cell proliferation and adhesion,” PLoS 
One. 5 (9), e12735 (2010). 

129. H. J. An, G. Cho, J. O. Lee, S. G. Paik, Y. S. Kim, H. Lee, Department of Biology, “Higd-1a 
interacts with Opa1 and is required for the morphological and functional integrity of 
mitochondria,” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 110 (32), 13014–13019 (2013). 

130. M. Ranieri, S. Brajkovic, G. Riboldi, D. Ronchi, F. Rizzo, N. Bresolin, S. Corti, G. P. Comi, 
Dino Ferrari Centre, “Mitochondrial fusion proteins and human diseases,” Neurol.Res.Int. 
293893 (2013). 

131. X. Wang, C. G. Proud, Department of Biochemistry and Molecular Biology, “A novel 
mechanism for the control of translation initiation by amino acids, mediated by 
phosphorylation of eukaryotic initiation factor 2B,” Mol.Cell Biol. 28 (5), 1429–1442 (2008). 

132. E. S. Kang, M. A. Oh, S. A. Lee, T. Y. Kim, S. H. Kim, N. Gotoh, Y. N. Kim, J. W. Lee, 
Cancer Research Institute, “EGFR phosphorylation-dependent formation of cell-cell 
contacts by Ras/Erks cascade inhibition,” Biochim.Biophys.Acta. 1773 (6), 833–843 (2007). 

133. R. K. Kancha, N. von Bubnoff, J. Duyster, Department Medicine I, “Asymmetric kinase 
dimer formation is crucial for the activation of oncogenic EGFRvIII but not for ERBB3 
phosphorylation,” Cell Commun.Signal. 11 (1), 39–11 (2013). 

134. J. Wang, H. Miletic, P. O. Sakariassen, P. C. Huszthy, H. Jacobsen, N. Brekka, X. Li, P. 
Zhao, S. Mork, M. Chekenya, R. Bjerkvig, P. O. Enger, Department of Biomedicine, “A 
reproducible brain tumour model established from human glioblastoma biopsies,” 
BMC.Cancer. 9:465. doi: 10.1186/1471-2407-9-465., 465–469 (2009). 

135. Y. Y. Li, S. K. Lam, J. C. Mak, C. Y. Zheng, J. C. Ho, Division of Respiratory Medicine, 
“Erlotinib-induced autophagy in epidermal growth factor receptor mutated non-small cell 
lung cancer,” Lung Cancer. (13), 10 (2013). 

136. J. Wang, I. Daphu, P. H. Pedersen, H. Miletic, R. Hovland, S. Mork, R. Bjerkvig, C. Tiron, 
E. McCormack, D. Micklem, J. B. Lorens, H. Immervoll, F. Thorsen, Department of 
Biomedicine, “A novel brain metastases model developed in immunodeficient rats closely 
mimics the growth of metastatic brain tumours in patients,” Neuropathol.Appl.Neurobiol. 37 
(2), 189–205 (2011). 

137. J. Najbauer, P. C. Huszthy, M. E. Barish, E. Garcia, M. Z. Metz, S. M. Myers, M. Gutova, R. 
T. Frank, H. Miletic, S. E. Kendall, C. A. Glackin, R. Bjerkvig, K. S. Aboody, Department of 
Neurosciences, “Cellular host responses to gliomas,” PLoS One. 7 (4), e35150 (2012). 



104  Literaturverzeichnis 

 

138. S. Razick, G. Magklaras, I. M. Donaldson, The Biotechnology Centre of Oslo, “iRefIndex: a 
consolidated protein interaction database with provenance,” BMC.Bioinformatics. 9, 405 
(2008). 

139. M. E. Smoot, K. Ono, J. Ruscheinski, P. L. Wang, T. Ideker, Department of Medicine, 
“Cytoscape 2.8: new features for data integration and network visualization,” 
Bioinformatics. 27 (3), 431–432 (2011). 

140. G. Warsow, B. Greber, S. S. Falk, C. Harder, M. Siatkowski, S. Schordan, A. Som, N. 
Endlich, H. Scholer, D. Repsilber, K. Endlich, G. Fuellen, Institute for Biostatistics and 
Informatics in Medicine and Ageing Research, “ExprEssence--revealing the essence of 
differential experimental data in the context of an interaction/regulation net-work,” 
BMC.Syst.Biol. 4, 164 (2010). 

141. M. Ashburner, C. A. Ball, J. A. Blake, D. Botstein, H. Butler, J. M. Cherry, A. P. Davis, K. 
Dolinski, S. S. Dwight, J. T. Eppig, M. A. Harris, D. P. Hill, L. Issel-Tarver, A. Kasarskis, S. 
Lewis, J. C. Matese, J. E. Richardson, M. Ringwald, G. M. Rubin, G. Sherlock, and S. U. S. 
o. M. C. U. c. M. N1-Department of Genetics, “Gene ontology: tool for the unification of 
biology. The Gene Ontology Consortium,” Nat.Genet. 25 (1), 25–29 (2000). 

142. d. W. Huang, B. T. Sherman, R. A. Lempicki, Laboratory of Immunopathogenesis and 
Bioinformatics, “Systematic and integrative analysis of large gene lists using DAVID 
bioinformatics resources,” Nat.Protoc. 4 (1), 44–57 (2009). 

 

 

 



. 

 
 

Danksagung 

 

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Christoph A. Ritter für die Überlassung des sehr 

interessanten und vielversprechenden Themas. Darüber hinaus möchte ich ihm für seine 

ständige Diskussionsbereitschaft und Unterstützung danken. 

 

Herrn Prof. Dr. Uwe Völker und den Mitarbeitern der Abteilung für Funktionelle Genomforschung 

möchte ich für die Bereitstellung von Geräten und Fachwissen sowie die gute Einarbeitung und 

Zusammenarbeit danken. Insbesondere Frau Dr. Elke Hammer für ihre hilfreichen Tipps und ihre 

Unterstützung. 

 

Herrn Dr. Mario Albrecht danke ich für die Hilfestellung bei der Bioinformatischen Analyse und die 

finanzielle Unterstützung zum Ende meiner Arbeit. Tim Kacprowski sei an dieser Stelle für seine 

Geduld und Mühe gedankt, mit der er mich mit verschiedenen bioinformatischen Tools vertraut 

machte, sowie seinem Interesse an dem Gelingen des Papers.  

 

Frau Dr. Manuela Gesell Salazar und Herrn Dr. Vishnu Dhople möchte ich für die zahlreichen 

massenspektrometrischen Analysen danken. 

 

Prof. Dr. Martin Schuler an der Universitätsklinik Essen danke ich für die Bereitstellung der 

Substanzen und Prof. Dr. Martin Michaelis der University of Kent für die Bereitstellung der HCC 

Zellen. Ebenso Prof. Dr. Hrvoje Miletic der Universität Bergen sei an dieser Stelle herzlich für die 

Bereitstellung der P3 und NCH Zelllinien gedankt. 

 

Besonders herzlich möchte ich mich bei meiner langjährigen Freundin Kristin Surmann bedanken, 

die fachlich und persönlich von Anfang bis Ende eine große Unterstützung für mich war. Zudem 

danke ich ihr und Markus Oelze für die Durchsicht dieser Arbeit. 

 

Meinen Eltern danke ich für ihre langjährige Unterstützung und meiner Mutter insbesondere für 

ihren unerschütterlichen Glauben an mich. 


