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Einfiihrung 1

1 Einfuhrung

Ein komplexes Netzwerk aus Rezeptoren und deren Signalkaskaden reguliert
Wachstumsprozesse, Differenzierung und das Uberleben von Zellen. Wird dieses Netzwerk aus
dem Gleichgewicht gebracht, koénnen die Zellen maligne 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 Rezeptoriberexpression, sowie veranderte oder erhdhte Aktivierung, ist die
EGFR-Signalkaskade eine der am haufigsten 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 Uberproliferierende Zellen kaum
mit der Hemmung der Aktivitat eines Rezeptors zu bezwingen sein werden ®. Die Zukunft lage
vielmehr in der synergistischen Multi-Target-Therapie * die entartete Signalkaskaden effizient
einddmmt. Um diese Targets zu identifizieren, wurden mehrere Proteom-Untersuchungen auf

5 6

Zelllysate ® angewendet, die Unterschiede in Proteinmustern durch Resistenzmechanismen

oder Wirkmechanismen von Medikamenten aufdecken sollten "2,

Ungeachtet der
herausragenden Sensitivitat moderner Gerate stellt die Identifizierung niedrig-abundanter
Proteine wie Adapter- und Signalproteine im Proteinpool einer Zelle eine grolte Herausforderung
fir 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 Végeln und war der
Namensgeber der ERBB-Rezeptor Familie. ERBB Rezeptoren, auch human epidermal growth
factor receptor (HER) genannt, sind eine Familie von vier strukturell 8hnlichen transmembranaren
Rezeptortyrosinkinasen, HER1-4 oder ERBB1-4. Tyrosinkinasen sind Enzyme, die den Transfer
einer Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) an Tyrosinreste anderer Polypeptide
katalysieren. Extrazellular lassen sich vier Regionen identifizieren (Abb. 1): Die Doméanen 2 und 4
stabilisieren durch Wechselwirkung die gefaltete inaktive Konformation der Monomere S,
Domane 2 dient als Scharnier der Domanen 1 und 3, die durch Wechselwirkung mit einem
Liganden die Konformation der Extrazellulardomane andern und eine “Dimerisierungsnase” der
Domane 2 exponieren, Uber 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 a-Helix die extrazelluldre Ligandenbindungsdomane
mit der intrazelluldren Domane. Intrazelluldr folgt nach einer kurzen juxtamembranaren
(membranangrenzenden) Domane die Tyrosinkinasedomane. Diese hat eine N-terminale
(nukleotidbindende) Schlaufe, an der ATP bindet und eine C-terminale (katalytische) Schlaufe,

zwischen denen Polypeptid-Substrate binden '°_ Die abschlieRende C-terminale Kette scheint
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eine regulierende Funktion auf die Substrataktivierung auszuliben, indem sie sich Uber die

Kinasedomane faltet

. 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 juxtamembrandren Doméanen stabilisiert 12

. An diese aktivierten

und Bindungsstellen der C-terminalen Kette phosphoryliert
Bindungsstellen werden spezielle Adapterproteine rekrutiert und damit verschiedene Signalwege
initiiert. Ligandenabhangig gesteuerte Hetero- oder Homodimer-Formationen " innerhalb der
Familie bieten eine groRBe Vielfalt unterschiedlich kombinierter Bindungsstellen fir
Adapterproteine und bewirken diverse Signale * die ihrem Expressionsmuster entsprechend
abhangig vom Entwicklungsstadium oder organspezifisch geartet sein kdnnen " Sieben
Liganden des EGFR wurden bisher identifiziert: epidermal growth factor (EGF), transforming
growth factor-alpha (TGF-a), heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), betacellulin (BTC),

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

Extrazellulare
Doméne Ligand
o O o .
b
—p —p c
4 \
2

1
2
&

Membran > -é < = S
o —Juxtamembranare | Akzeptor
N-Schlaufe Doméne
Tyrosinkinase Donor
C-Schlaufe (P}
C-terminale Kette ) HER1,3 und 4 N ° Heterodimer ¢ HER2

Abb. 1: Schematische Darstellung der HER-Dimerisierung modifiziert nach °: Die extrazelluldre Doméne
inaktiver HER1, 3 und 4 Monomere ist durch Wechselwirkungen der Doménen 2 und 4 zusammengefaltet.
Ligandenbindung zwischen den Doménen 1 und 3 bewirkt eine Konformationsdnderung, wodurch die
“Dimerisierungsnase” der Doméne 2 exponiert wird und umliegende aktivierte Monomere binden kann. Die
“Dimerisierungsnase” von HER2 ist dauerhaft exponiert und Ligandenbindung ist bisher nicht beschrieben.
Die juxtamembrandren Doménen stabilisieren das Dimer und die C-Schlaufe des Donor-Monomers aktiviert
die N-Schlaufe des Akzeptors. Durch diese Transphosphorylierungen werden Bindungsstellen fiir
Adapterproteine gebildet.

Die zelluldre Antwort wird jedoch nicht ausschliellich von der Kettenreaktion aktivierter
Signalproteine realisiert. Inaktiver EGFR interagiert ebenfalls funktionell mit Proteinen, zudem
spielt die Translokalisation des EGFR eine Rolle ' Neben der Zytoplasmamembran haben sich
Zellkern und Mitochondrien als Statten wichtiger EGFR-abhangiger Regulationen erwiesen
(Abb. 2). Nach Stimulation, zum Beispiel durch seinen gewebeunabhangig exprimierten
Hauptliganden (EGF) werden Signalwege initiiert wie RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT/MTOR und
JAK2/STAT3-Kaskaden oder Signalmolekiile phosphoryliert, die direkt im Zellkern die
Genexpression regulieren, wie signal transducer and activator of transcription (STAT)3 '°.
Unabhangig von seinem Aktivitdtsstatus wurde membranstdndiger EGFR in Interaktionen
physiologischer Natur mit anderen Proteinen gefunden. Hinweis darauf gaben unterschiedliche

Phanotypen nach Ausschalten der EGFR-Expression im Vergleich zu reinem Verlust der
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Kinaseaktivitat '°. Eine kinaseunabhangige Funktion des EGFR besteht darin, durch Erhaltung

2 Ewald et. al. ¥

konstanter intrazellularer Glucoselevel den Zelltod zu verhindern zeigten an
einer Kinasedefekten EGFR-Mutante, dass die Fahigkeit Hunger-induzierten Zelltod zu Gberleben
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 extrazellulare Doméane des EGFR genugt um mit SGLT1 zu interagieren. Die Stabilisierung wird
jedoch nur mit dem kompletten EGFR Protein erreicht ? In Geweben, in denen Glucose von
groBer Bedeutung ist, werden EGFR und SGLT1 meist coexprimiert. Eine weitere
Uberlebenssichernde Strategie wird durch die Bindung des proapoptotischen Proteins PUMA
(p53-upregulated modulator of apoptosis) realisiert " Dieses wird dadurch an der
Zytoplasmamembran festgehalten und gelangt nicht an seinen Wirkort, die Mitochondrien.
Dadurch wirkt der membranstédndige EGFR unabhéngig von seinem Aktivitatsstatus indirekt
antiapoptotisch. Irwin et al. 2 |okalisierten den EGFR in den lipid rafts der Zellmembran. Dies sind

23,24

Lipidansammlungen in Membranbereichen geringerer Ordnung die als Plattform fir

verschiedene Signalprozesse postuliert werden 2526

Die haufige Verwendung Inhibitor-
unterdriickter Kinaseaktivitdt des EGFR als Kontrolle fiir ein abgeschaltetes EGFR-Netzwerk ist
somit ein Trugschluss. Der EGFR selbst unterliegt einer standigen Dynamik in Abhangigkeit von
verschiedenen Stimuli und komplexen regulativen Prozessen. Die pH-abhangige Bindungsstarke
der Liganden entscheidet zum Beispiel, ob endozytotisch eingeschlossener EGFR nach Fusion am
frihen Endosom abgebaut oder recycelt wird. Eine weitere Moglichkeit ist die Translokation des

EGFR in den Zellkern %’

. Durch Assoziation von Importin-f mit dem nuclear localisation signal
(NLs) der juxtamembranaren Region des EGFR kann dieser Uber nuclear pore protein (NUP) 358 2
ins Zellkerninnere geleitet werden. Dort fungiert er als Regulator der Transkription, als
Tyrosinkinase oder als Modulator von DNA-Reparaturen. Bereits 1994 wurde eine
Kinaseunabhangige regulierende Funktion des EGFR auf Transkriptionsprozesse beschrieben 2,
Der EGFR hat selbst keine DNA-bindende Doméane 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. ' derzeit 18 weitere potentielle Targetproteine, deren Transkription sich abhangig von
Zellkern-lokalisiertem EGFR zeigte. Als Tyrosinkinase stabilisiert EGFR durch Phosphorylierung
chromatingebundenes proliferating cell nuclear antigen (PCNA) und unterstitzt dadurch DNA-
Reparatur und Proliferation %0, 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

31,32

Reparatur strahleninduzierter Doppelstrangbriiche bewirkt . Die Vorgange mitochondrial-

lokalisierten EGFR sind bisher wenig verstanden, vermutet wird ein regulierender

Schaltmechanismus zwischen Apoptose und Autophagie, dem Selbstabbau zelleigener

1

Komponenten ’. 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

33

Auswirkungen bisher nicht geklart sind . Uber die Notwendigkeit der Clathrin-vermittelten

Endozytose fir die Translokation in Mitochondrien herrscht bislang Uneinigkeit % 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 juxtamembrandren Region fehlt, in der auch das
NLs liegt, wurde dieser energiesparende Modus nicht eingestellt. Daraus wurde eine Uberlappung
beziehungsweise Doppelfunktion des NLS postuliert, das madglicherweise ebenfalls die
Lokalisation in Mitochondrien kodiert **. Bei der Vielfalt maglicher Signale durch verschiedene
Liganden, Hetero- und Homodimerbildung sowie Abhangigkeit von gewebezpezifischer
Expression, ist die Identifizierung einzelner Einflisse eine Herausforderung. Hinzu kommt, dass
unterschiedliche Zellmodelle physiologische Abweichungen von komplexen Organismen
aufweisen konnen, welche die Differenzierung zwischen physiologischen und pathologischen

Aberrationen der Mechanismen erschweren.

n; 1 325 . 0L,
0w - S e | . N =
" " " iy
RAS « SOS1¢< GRB2 "' PI3K seLT1 © PUMAY. .
! JAKl' ) .
RAF ! AKT A

1 STAT3 N
MAPK l mTC:I‘-'\t T Gle é\
ol C o~ D |
/ ’ N

Genregulation Tyr-Kinase  Interaktion Tyr-Kinase, 2
ﬁ* — Interaktion -
STAT3 lE2F1 Tyr-P| PCNA A tPK
l -—we.._ __ _=3 l—— &= Tyr-p
COX-2 bMyb Stabilitat Aktiviert coxz2
Proliferation, Uberleben, Entziindung, DNA Reparatur  DNA Reparatur ? Anti-Apoptose
Metastasierung, Resistenz Proliferation Resistenz . Resistenz

Abb. 2: Schematische Darstellung ausgewdéhliter EGFr-Aktionen in Abhédngigkeit von Kinaseaktivitét
und Lokalisation. (A) Nach Ligandenbindung und Dimerisierung folgt die Aktivierung durch
Phosphorylierung der intrazelluldren Kinasedoménen. Adapter- und Signalmolekiile werden rekrutiert und
leiten das Signal in einer Kettenreaktion weiter. Zu den stérksten EGFR-vermittelten Signalwegen gehdren
unter anderen die RAS/RAF/MAPK, PISK/AKT/MTOR und JAK2/STAT3 Kaskaden. Liganden- und
kinaseunabhéngig (B) werden EGFR-vermittelte Signalwege in lipid rafts aktiviert. Die Stabilisierung des
membransténdigen Glucose-Transporters SGLT1 durch inaktiven EGFR garantiert die Aufrechterhaltung
lebensnotwendiger Glucosespiegel in der Zelle durch Erh6hung 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 Uberleben, Proliferation, Entziindung, Metastasierung und
Resistenzbildung durch Reparatur von DNA-Schéden. (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 fiir die antiapoptotische Wirkung.1
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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 fur die
Entstehung und den Verlauf vieler Tumorerkrankungen. Weichteilkarzinome des Hals-Kopf-
Bereichs (HNscc) weisen zu 90% Uberexpression des EGFR auf *°. Auch in Himn-, Lungen-,
Ovarial- und Mammakarzinomen sowie Kolorektal- und Pankreaskarzinomen ist eine EGFR-
Uberexpression mit schlechter Prognose oder Therapieresistenz assoziiert %

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

Subpopulationen. Shien et. al. 3

zeigten, dass eine Wirksamkeit in nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen (non small cell lung cancer, NscLC) von der Aktivitat des Rezeptors abhangig
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 haufige Resistenzentwicklung
die EGFR-Targettherapie. Nachgewiesene Mechanismen zur Entwicklung von Resistenzen gegen
gezielte oder konventionelle Krebstherapien sind unter anderem eine Uberlagerung zwischen
Signalwegen der HER-Familie und anderen Rezeptoren wie G-Protein gekoppelten Rezeptoren %8
TGF-B Rezeptoren ¥ oder dem Estrogen-Rezeptor . Auch die Hochregulierung autokriner by-

41

passing Signalkaskaden und Dimerisierung mit anderen Rezeptortyrosinkinasen, wie dem

insulin-like growth factor receptor 1 (IGF1) 2 oder dem hepatocyte growth factor receptor (MET)
34 fur den eine Transaktivierung durch EGFR beschrieben ist, werden als potentielle
Resistenzmechanismen diskutiert. MET ist ein Membranrezeptor in Epithelzellen, dessen
Amplifikation als haufigster Mechanismus fiir Resistenz gilt 3, Rezeptor-unabhangig kdénnen
disregulierte Onkogene oder Tumorsupressorgene die Signalkaskade aus dem Gleichgewicht
bringen. Das Tumorsupressorprotein phosphatase and tensin homolog (PTEN) reguliert die
Aktivitat der phosphatidylinosiol-3-kinases (P13K) durch Hemmung der bendtigten ATP-
Aktivierung. Eine Deletion von PTEN fuhrt folglich zu konstitutiver PI3K und damit EGFR-

unabhangiger Aktivierung des wachstumsfordernden PI3K/AKT/MTOR Signalwegs.

Die vielfaltigen Abweichungen in entarteten Zellen potenzieren die Komplexitat der Interaktionen
des EGFR-Netzwerkes. Ein Ansatz ist die Multitarget-Therapie, die das Netzwerk an
unterschiedlichen Schlisselpunkten synergistisch hemmt. In HNScC ist der Zusatznutzen einer
begleitenden Therapie mit Cetuximab bei Bestrahlung auf eine Subpopulation beschrankt. Da
auch NFxB fur Uberlebenssignale in HNScC eine Rolle spielt, wurde der Proteasominhibitor
Bortezomib eingesetzt, um diesen onkogen veranderten NF«kB-vermittelten Signalweg parallel zu
hemmen. Die dreifache Kombination (Bestrahlung, Cetuximab und Bortezomib) zeigte
verbesserte Cytotoxizitdt im Zellmodell, beschleunigte in einer klinischen Phase | Studie jedoch
das Voranschreiten und die Progression der Erkrankung, sodass die Studie abgebrochen wurde
% Dies ist ein anschauliches Beispiel, wie unvorhersehbar der Eingriff in ein so komplex
reguliertes Netzwerk sein kann und welche Herausforderung das Aufsplren 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 -
kinaseunabhangige Aktivierung von AKT festgestellt werden. Der HMG-CoA-Reduktasehemmer
Lovastatin sensibilisierte die Zellen fir Gefitinib. Dies wurde einem Austausch von Cholesterol in

den lipid rafts zugeschrieben 2

Neben dem Wildtyp-EGFR wurden in verschiedenen Tumorgeweben genetische Varianten
identifiziert (Abb. 3), beispielsweise aktivierende Mutationen der Kinasedomane oder die
konstitutiv aktive EGFR-Variante Ill (EGFRVIII, vlll). Aktivierende Mutationen beeinflussen die
Sensitivitat und Resistenzentwicklung gegeniiber EGFR-spezifischen TKI bei Lungenkrebs ®
wahrend EGFRvIIl unter anderem in Glioblastomen stark exprimiert wird und mit geringer

Differenzierung und hoher Aggressivitit des Tumors assoziiert ist *°

Glioblastome < 2 Exon
>3
4
. 5 \
Externe Doméne 6 Liganden- . Dimerisierung
- bindung
Deletionen & ~> B Lungenkrebs
Punktmutationen 1'2 X
13 Exon
o 18 <« G719
> 15
16 S—— 3 19 <« ALRE
’ -
Kinasedomzne 20 < Insertion
aktivierende Phosphat- ATP binde < T790M
Duplikationen Transfer Schlaufe
Aktivierende 21 <« L858R

Schlaufe

C-terminale Kette 22
Deletionen Kinaseauto- 23
regulation : 24

Abb. 3: Lokalisation einiger funktionell relevanter, typischer Mutationen in Glioblastomen und
Lungenkrebs 47 Glioblastome enthalten héuftig Mutationen der externen Ligandenbindungsdoméne die
eine llgandenunabhang/ge Dimerisierung und Aktivierung erméglicht. Die Kinaseaktivitdt selbst wird durch
aktivierende Duplikationen der Kinasedoméne oder Deletionen der autoregulierenden C-terminalen Kette
verstérkt. Mutationen in Lungenkrebs sind auf die Kinasedoméne der Exone 18 bis 21 konzentriert und
héufig Substitutionen einer Aminoséure. Diese kénnen die Sensitivitdt gegentiber TKI sogar noch erhéhen,
wie die Deletion ALRE und L858R Punktmutation oder sie bewirken Resistenzentwicklung (T790M).

“ und das Muster der rekrutierten

Die zellulare Kinetik, wie Internalisierungsprozesse
Adapterproteine solcher genetischer Varianten sind nachweislich verandert, wurde bisher jedoch
nicht systematisch untersucht. Resistenz gegen TKI und die EGFRvIIl wurden mit dem
entwickelten Protokoll in der vorliegenden Arbeit auf veranderte Proteinmuster im

EGFR-Interaktom analysiert und werden im Folgenden naher betrachtet.



Einfiihrung 7

1.1.3 EGFR Signalinhibition

Die Hemmung der EGFR-Signalkaskaden schien eine plausible Strategie zu sein, die Sensibilitat
auf die eigentliche Antitumortherapie zu erhdhen oder wiederherzustellen. Umso Uberraschender
war die enttduschend 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 Verstandnis der
Mechanismen wird grof’e Hoffnung gelegt um die Bandbreite zu verbessern. Der EGFR wird
entweder extrazelluldar durch monoklonale Antikérper (mAK) oder intrazellular durch TKI
inaktiviert. Fir den Ubergang von der Wachstumsphase G1- zur Synthese-Phase ist EGF-
induziertes Cyclin D1, beziehungsweise cyclin dependant kinase (CDK2) inhibitor p27 nétig. Auf
die Hemmung des EGFR folgt daher eine Wachstumshemmung durch Verzégerung des Zellzyklus
in der G1-Phase (G1-Arrest). Reduktion der CDK2 fiihrt aulerdem zu verringerter E2F-vermittelter
Transkription '* 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
TGFa. sind bekannte Stimulatoren der Angiogenese durch erhéhte Transkription des vaskularen
Wachstumsfaktors (VEGF). Auch das invasive Potential entarteter Zellen wird durch EGF gefordert.
In einigen Zelllinien von NscLc, Mamma- und Prostatakarzinomen wurde eine parakrine
Ausschuttung von EGF durch Makrophagen und damit verbundene Invasivitat erfolgreich durch

Hemmung des EGFR unterbunden *°.

Der humanisierte (chimere) mAK Cetuximab (Erbitux®) ist flr die Behandlung metastasierender

9 sowie im fortgeschrittenen Stadium in

oder rezidivierender Weichteilkarzinome zugelassen
Kombination mit Bestrahlung. Cetuximab ist auBerdem bei Metastasen oder Therapieversagen
bei kolorektalen Karzinomen in Kombination mit Irinotecan *' zugelassen. Die Bindung eines mAK
an die externe Domane des EGFR verhindert die Bindung eines Liganden und die damit
verbundene Konformationsanderung, die zur Dimerisierung nétig ist. Allerdings ist eine
intrazelluldare Phosphorylierung durch kreuzende Signalkaskaden oder aktivierte Onkoproteine
weiterhin mdglich und die Transphosphorylierung ist trotz fehlender Fahigkeit zur Dimerisierung
durch andere RTK beschrieben *. Die haufigsten unerwinschten Nebenwirkungen der mAK sind
immunologischer Natur in Form von Hautausschlag, seltener schwere
Uberempfindlichkeitsreaktionen. Im Gegensatz zum chimeren humanisierten Mausantikérper
Cetuximab sind die mAK der neuen Generation vollstadndig humanisiert *1 wovon eine geringere
immunogene Reaktion auf die Antikorper erhofft wird. Dennoch konnten mAK in Studien
auBerhalb ihrer zugelassenen Indikationen bisher nicht signifikant das Uberleben der Patienten
verlangern. Die Lebensqualitdt konnte verbessert und die Zeit bis zur Progression verlangert
werden, doch werden die Kosten fir die Therapie, gemessen in quality-adjusted life-year (QALY),

bis zu funfmal héher eingeschéatzt, als lokale Gesundheitsbehdrden ermessen o

Die 4-Anilinoquinazoline wie Gefitinib und Erlotinib konkurrieren kompetitiv mit ATP um die
Bindetasche der intrazellularen Kinasedomane des EGFR. Sie sind fiir die Behandlung von
fortgeschrittenem oder metastasierendem Lungenkrebs und Erlotinib zudem bei Pankreaskrebs

zugelassen. Ein Vorteil ist ihre orale Bioverfigbarkeit gegentber den mAK, die meist wochentlich
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als Infusion appliziert werden missen. Es gibt Hinweise, dass Tumore mit aktivierenden
Mutationen des EGFR vollkommen abhangig von dessen Signalwegen sind und deshalb
besonders gut auf die Behandlung mit TKI ansprechen %2 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 fir die erworbene Resistenz verantwortlich, welche die Bindung
des TKI sterisch hindert *? beziehungsweise die Affinitdt gegeniber dem Substrat ATP stark
erhéhen (T790M) %%, Die zweite Generation der TKI bindet kovalent an die ATP Bindungsschlaufe
und hemmt die Signalinitiierung irreversibel. Nachdem zu Beginn der EGFR Targettherapien auf
hohe Spezifitat Wert gelegt wurde, werden inzwischen bewusst mehrere Targets adressiert, um
mogliche Ausweichsignalwege ebenfalls zu unterbinden. Der irreversible TKI Afatinib inhibiert
neben EGFR auch HER2 und HER 4. Seine starkere Wirkung erlaubt die einmalige Einnahme am
Tag und erhoéht damit die Therapieadherenz der Patienten °2_Die Dosis muss bei eingeschrankter
Nierenfunktion nicht angepasst werden und es besteht im Gegensatz zu seinem reversiblen
Vorganger Erlotinib kein Cytochrom P450 Metabolismus *°. Da EGFR physiologisch besonders in
(Schleim-)hauten exprimiert wird, erleiden 90% der Patienten mindestens Hautausschlag oder
gastrointestinale Stérungen wie Durchfall und Ubelkeit. Mit unterstiitzenden MaRnahmen sind die
Nebenwirkungen jedoch gut kontrollierbar und wurden aufgrund der reduzierten Symptome des
NscLc, wie Husten und Schmerz, toleriert. In seltenen Fallen kam es zu schwereren
Nebenwirkungen, unter anderem interstitielle Lungenerkrankungen %2 In der Vorklinik zeigte sich
Afatinib vielversprechend als first und second line Therapie, dennoch beschrankt sich die Wirkung
auf aktive EGFR *. Trotz irreversibler Hemmung entwickeln sich Resistenzen gegen Afatinib,
wenn auch die Rate erworbener Mutationen gegenilber 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 zuldsst oder die Teilnahme an Studien neuer Behandlungsstrategien wird
erwogen. Bisher konnte eine Uberlegenheit der irreversiblen TKI gegeniiber der ersten
Generation in Studien nicht belegt werden. Einige solcher Studien basierten auf resistenten,
austherapierten Tumoren, sodass ein Nutzen zu friherem Zeitpunkt denkbar bleibt. Zudem sind
die Studien untereinander sehr heterogen und selten werden bereits bekannte Kriterien fir
Ansprechbarkeit (Mutationen) bericksichtigt. Studien, die den Therapieerfolg von TKI erster und
zweiter Generation direkt vergleichen, sind noch nicht abgeschlossen. Neben der EGFR Mutation
beruhen weitere Mechanismen fur TKI-Resistenzen in NscLC auf einer MET-Amplifikation (eine
Rezeptortyrosinkinase) oder Uberexpression seines einzigen bekannten Liganden hepatocyte

54

growth factor (HGF) sowie dem Verlust von PTEN, der Transformation in kleinzellige

Lungenkarzinome und weitere Mechanismen sowie Kombinationen untereinander %,

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 fihrte in elf von 13 Fallen zu Tumorregression %,
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Anti-EGFR-sensible Mutationen finden sich gehauft in weiblichen oder asiatischen Populationen
sowie bei lebenslangen Nichtrauchern °2_Dennoch erlauben diese Parameter keine zuverlassige
Voraussage uber 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 fir dokumentierte sensible
Mutationen als first line Therapie °°. Weitere Biomarker fiir zuverlassige Vorhersage der
Wirksamkeit anti-EGFR gerichteter Therapien sind dringend nétig.

1.1.4 EGFR Variante lll

Dem viralen EGFR-Homolog, VEGFR, fehlt die komplette externe Domane, weshalb es meist als
Dimer vorliegt, konstitutiv aktiviert und entsprechend onkogen ist. Eine dahnliche Mutation wurde
1990 im Menschen identifiziert ', genannt Variante Il (EGFRuvlII, vill). Durch Deletionen auf den
Exons 2-7 fehlen dieser Variante die externen Aminosauren 6-272 *. Die Bruchstellen sind

1

durch ein neu eingefligtes Glycin fusioniert Haufig wurde die EGFRvIll in Wildtyp

iberexprimierenden Tumoren diagnostiziert, was zu der Vermutung fiihrte, die Uberexpression

l6se die Deletionsmutation auf den Exons 2—7 aus °"°°.

Die EGFRUVIII ist besonders in Hirntumoren aber auch in Wichteiltumoren im Hals-Kopf-Bereich
(HNSCC 40% *°, Brust und Eierstocken exprimiert und ist durch invasives Verhalten
charakterisiert. Bis zu 30% aller Glioblastome enthalten EGFRvIll und konventionelle
Behandlungsmethoden wie chirurgische Entfernung des Tumors, Strahlen- oder Chemotherapie
zeigen wenig Erfolg. Die Prognose und Therapieoptionen fir Patienten mit fortgeschrittenem
Glioblastom konnte in den vergangenen 20 Jahren nicht verbessert werden 60,

Da Liganden nicht an EGFRvIIl binden und deren Internalisierung verursachen kénnen, bleibt er

" und membranstandig 62,

oft als Dimer Uber Mikrovesikel konnte eine ,Ubertragung® des
EGFRvIIl von Membran zu Membran benachbarter Zellen gezeigt werden & Bei der konstitutiven
Aktivierung durch vlll werden vorzugsweise PI3K oder MAPK Signalwege stimuliert. Dadurch
vermittelt vlll nur die Transkription einer Teilmenge der EGFR-regulierten Gene, die durch

aktivierten Wildtyp exprimiert werden o4

. Das Tumorsupressorprotein PTEN wirde die PI3K-
Aktivitdt gewodhnlich limitieren. In einigen TKI-insensitiven Glioblastomen mit EGFRvIIl Mutation
wurden reduzierte PTEN-Level festgestellt, sodass AKT unter TKI-Behandlung weiter aktiviert
bleibt. Kinaseunabhangige Funktionen des membranstandigen EGFR, wie Stabilisierung von
SGLT1 und PumA-Protein erfillt vlll ebenfalls. Die richtige Faltung grof3er Proteine wird von einer
Proteingruppe, den sogenannten Chaperonen, unterstitzt, beziehungsweise die Konformation
stabilisiert. Konstitutiv aktive EGFR sind abhangig von der Stabilisierung durch das heat shock
protein 90 (HsP90)-Chaperon, dessen Inhibition zur Reduktion der EGFR-Level und EGFR-Aktivitat
filhrte ®. Die Translokation zu Zellkern und Mitochondrien konnte zwar gezeigt werden, die
Auswirkungen weichen jedoch vom Wildtyp ab und sind noch nicht ausreichend untersucht "',
Cetuximab bindet EGFRVIII und fiihrt in vitro zu Rezeptorinternalisierung und folglich verminderter
Aktivitat, unterbindet jedoch nicht die Funktion, da die Tyrosinkinase ligandenunabhangig aktiviert

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

% Ein weiterer

befindet sich in klinischer Phase mit initial erfolgversprechenden Ergebnissen
Ansatz ist die aktive Immunisierung gegen EGFRvllI-exprimierende Krebszellen durch ein Peptid,
das der EGFRuvlll-eigenen Glycin-Fusionsschnittstelle nachempfunden wurde und erfolgreich in
Tiermodellen eingesetzt wurde ® Beide Strategien richten sich spezifisch gegen EGFRvIII, der
ausschlieBBlich in Krebszellen exprimiert wird und bieten dadurch den Vorteil, physiologisches

Gewebe zu schonen.

1.2 Massenspektrometrie von Proteinen

1.2.1  Massenspektrometrie (MS)

Die Entschlisselung des humanen Genoms im Jahre 2003 68

ermdglichte 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 fir
Aminosauren kann jedes Gen in die theoretische Aminosduresequenz Ubersetzt 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-gestiitzt
analysieren zu kénnen. Dies fihrte zu einer rasanten Methodenentwicklung zur Analyse von
Proteinstruktur, Funktion und Interaktionen, die die Proteinforschung unter dem Begriff Proteomik
% revolutionierte. Unabhangig von der groRen Bandbreite inzwischen etablierter Methoden,
basiert jedes  Proteomik-Experiment auf  Probenpraparation und  Fraktionierung,
massenspektrometischer Messung und Datenverarbeitung. Zuerst mussen 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 Loésemittelsubstanzen gereinigt. Um die Identifikationsrate komplexer
Peptidgemische zu erhdhen, wird die Probe meist nach Auftrennung anhand der Wechselwirkung
zwischen mobiler und stationarer Phase durch Flissigchromatographie (LC) fraktionsweise dem
lonisator des Massenspektrometers zugeflihrt. Eine der fir die Analyse von Peptiden geeignete
lonisationsmethode ist die Electronen-Spray-lonisation (ESI), deren Entwicklung 2002 mit dem

® Die lonisation der ESI basiert auf dem Prinzip der

Nobelpreis fur Chemie geehrt wurde
AbstoRung gleichartig geladener lonen durch das Anlegen einer Spannung an eine
Metallkapillare. Die AbstoBungskrafte in der Analytldsung erzeugen am Kapillarende ein Aerosol
mit ungefahr 10 ym Trépfchendurchmesser. Durch das Verdunsten des Ldsemittels steigen die
AbstolRungskrafte der Tropfchen erneut, bis die Oberflachenspannung Uberschritten wird

(Raleigh-Grenze) und die Tropfchen explodieren (Coulomb-Explosion).
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Was geschieht/
ist geschehen?

Wie wird es

R Massen-
realisiert?

spektrum

Was scheint zu
geschehen?

Was kénnte
geschehen?

Datenbank

Metabolom

Proteom < Protein ¢« AS

LT

Transkriptom RNA LiESeeciAcHcypcacceactcaycycy

Genom DNA A5ECeAATETETTEACCEAC [¢A15 181

Abb. 4: Funktionale Ebenen der Genomforschung. Gene enthalten die Bauplédne fiir alle méglichen
Vorgénge, die einen Organismus steuern (Genom). Die RNA représentiert die Genaktivitdt und welche
Prozesse zu erwarten sind (Transkriptom). Realisiert werden die Prozesse durch Enzyme und andere
Proteine (Proteom). Das Resultat tatséchlich ausgefiihrter Vorgdnge spiegelt sich im Metabolom wider, allen
endogenen und exogenen Substanzen, die im Zuge der verschiedenen Vorgdnge gebildet werden. MS-
gestiitzte Proteomanalyse basiert auf dem Abgleich theoretischer Peptidmassen durch Ubersetzung des
DNA-Codes in die Aminosduresequenz 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 Massenspekiren der theoretisch
mdéglichen Peptide enthalten und einem Protein zugeordnet.

Dies wiederholt sich, bis die Peptidfraktionen als lonengas beschleunigt und im Masseanalysator
noch weiter nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) aufgetrennt werden. Dies geschieht
durch das m/z-abhangige 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-Verhaltnisse theoretisch moglicher Peptide unter Beachtung der spezifischen
Schnittstellen der verwendeten Protease. Die haufig verwendete Endopeptidase Trypsin, zum
Beispiel, schneidet Peptidbindungen C-terminal nach den basischen Aminosduren Lysin und
Arginin . Selbst verfehlte Schnittstellen oder definierte Modifikationen kénnen bertcksichtigt 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 kdnnen in
verschiedenen Proben gezahlt werden (spectral counts), um die Peptidmenge zu vergleichen. Da
die Anzahl gemessener Spektren eines Proteins in der Regel von der ProteingréRe abhangig ist,
kdnnen 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 tberwindet experimentelle oder
probenbedingte Schwankungen in unmarkierten Proteomuntersuchungen 2 Um zu
berlicksichtigen, dass ein groRes Protein mehr Spektren liefert als ein kleines, wird die Anzahl an
PSM eines Proteins durch seine Lange (Anzahl Aminosauren) oder die Molekularmasse dividiert
und anschlielend durch die Summe aller SAFs einer Messung dividiert, um den normalized

spectral abundance factor (NSAF) zu erhalten.

PSMPro tein

M .
NSAFprotein = 5 IZI(;?IZ;)
"\ M
Im Falle einer Affinitdtsaufreinigung Uber ein Protein kdnnen die NSAF-Werte der Proteine in %

zum Target dargestellt und die Proteinmengen experimentiibergreifend 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 "3 stable isotope labeling by amino acids

in cell culture (SILAC) zur Quantifizierung veranderter Proteinmuster unter verschiedenen
Einfliissen vor. Dazu werden die Kulturen mit unterschiedlich schweren Aminosauren inkubiert,
die stabile Kohlen- oder Stickstoffisotope enthalten. Voraussetzung des vollstandigen Ersatzes
der natirlichen Aminosauren durch die isotopenmarkierten ist die fehlende Eigensynthese der
verwendeten Aminosauren durch die Zelle. Am haufigsten werden L-Lysin und/oder L-Arginin mit
3C- und/oder 15N-Isotopen verwendet "*. Nach fiinf Zellverdopplungen sollten anndhernd 97%

3 So kénnen Proben zunachst

der Proteine die Isotopen-Aminosduren (AS) eingebaut haben
unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt, Lysate nach Proteinbestimmung 1:1 vermengt und
anschlielend 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 13C-isotopenmarkier‘te
Peptide je Lysin und Arginin um 6.02 Da schwerer als ihr unmarkiertes Kontrollpeptid. Peptid-

Datenbanken fur SILAC-Experimente enthalten fur jedes theoretische Peptid zusatzlich die
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theoretischen Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse fir entsprechend markierte Aminosauren. Durch
den Vergleich der Peakflachen oder maximalen Peakintensitdten wird ein Peptidverhaltnis

kalkuliert, welches schlieRlich die veranderte Proteinmenge zur Kontrollprobe indiziert.

Adaptionsphase Experiment
12C (leicht) Kontrolle
Le m
l | Proben- -
| f o
13C (schwer) Behandlung aufbereitung £
- @ e > || 1w
Einbau der markierten AS durch Kultur tiber fiinf Verdopplungen Lysat

Intensitét des leichten
und schweren Peptids
geben Auskunft Gber
relative Proteinmenge

Intensitat
Intensitat
Intensitat

m/z m/z m/z

Abb. 5: Prinzip der relativen Quantifizierung durch stable isotope labeling by amino acids in cell
culture. Kulturen werden in Ndhrmedien mit leichten (12C) oder schweren ( 13C) Aminoséuren (meist Lysin,
Arginin) kultiviert. Dabei werden bis zum nahezu vollstdndigen Ersatz natlirlicher Aminosduren 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 prdparative Aufarbeitung in einem
Arbeitsgang vorgenommen. Anhand der Intensitat der m/z-Peaks kann das schwere Peptid relativ im
Verhéltnis zur Intensitét 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 koénnen und bei immunologischer Detektion im Western Blot oder
Immunfluoreszenz zudem ein spezifischer Antikdrper zur Verfugung stehen. Die Information
beschrankte sich auf das eine Protein und Quantifizierungen durch densitometrische Messung
der Signalstarke 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 Anderungen der Proteinexpression kann entweder mit
unmarkierten Ansatzen durch Vergleich von spectral count Parametern (PSM) jedes Proteins in
verschiedenen Proben " realisiert werden oder eine der Proben wird markiert und eine typische
Massendifferenz identischer Peptide durch das Massenspektrometer ermittelt % Die Markierung
von Proteinen einer Probe ermdéglicht die gemeinsame Aufarbeitung und Messung unterschiedlich
behandelter Proben. Metabolischer Einbau von Aminosduren (siehe Kapitel 1.2.3 SILAC),
erfordert die Kultivierung in entsprechendem Medium um eine vollstdndige Einbaurate zu
garantieren, was nicht immer mdglich ist. Mit dem /Isotope-coded affinity tag (ICAT) werden

leichte oder schwere Marker an Cysteinreste in Proteinen assoziiert ® Fur cysteinarme Proteine
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oder Regionen, wie die intrazellulare Domane des EGFR, ist diese Methode allerdings nicht
geeignet, da entsprechende Peptide nicht Teil der Quantifizierung wéren. Anderungen kleiner
Proteinmengen wie beispielsweise von Signalproteinen nach einer Behandlung, gehen trotz der
modernen, hochsensitiven Massenspektrometern in der groRen Menge hoch exprimierter
Proteine unter /. 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, ausgewahlte
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 fir

78

die spezielle Suche definiert werden muss Aufreinigungen gezielter Subproteome

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

Viele Studien des EGFR Netzwerkes verwenden Phosphoproteomics '®"°

, gegebenenfalls in
Kombination mit relativer Quantifizierung durch SILAC **, um gezielt das Netzwerk Phospho-
abhangiger Signale zu untersuchen. Wegen der kleinen Menge phosphorylierter Peptide in
komplexen Proteinlysaten, ist die Anreicherung der Phosphopeptide essentiell. Unter anderem

80

eignen sich sequential immobilized metal affinity chromatography (SIMAC) oder

Chromatographie mit Phosphat-bindenden TiO,. oder Fe**-Saulen. Eine Anreicherung ist

allerdings immer mit Erhéhung der Variabilitdt und Verlust sehr seltener Proteine verbunden 81,

Gleichzeitig wird die Sequenzabdeckung reduziert %

und Veranderungen des
Phosphorylierungsstatus durch voranalytische Variablen beziehungsweise unphysiologische
Bedingungen, sind méglich ®. Die differentielle relative Quantifizierung zweier Proben ist
aufllerdem ohne das nicht-phosphorylierte Kontrollpeptid nicht moglich & Einige Tyrosine binden
nach Aktivierung nicht zwingend Signalproteine, sondern beeinflussen die Bindungsaffinitat
anderer Bindungsstellen oder gehdren nicht spezifisch zum Netzwerk, das analysiert werden soll.
Andersherum koénnen Mitglieder eines Netzwerkes nicht detektiert werden, wenn ihre
Wechselwirkung nicht auf Phosphorylierungen basiert. Computergestitzte Analysen von Protein-
Protein-Interaktionen sind ein nitzliches Werkzeug zur systematischen Berechnung von

85,86

Interaktionsnetzwerken , allerdings sind dazu ausfuhrliche und aktuelle Datenbanken nétig,

die auf Basis valider molakularbiologischer Experimente erstellt werden mussen.

1.3 Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines systembiologischen Ansatzes zur
MS-gestutzten Analyse des EGFR-Interaktoms unter veradnderten Einflissen. Die Isolation und
MS-Detektion des EGFR und seiner gebundenen Interaktionspartner sollte durch
Immunprazipitation (IP) an einem Modellsystem der EGFR-Uberexpression, den A431-Zellen,
validiert werden. AnschlieRend folgte die differentielle Analyse und relative Quantifizierung
veranderter Proteinmuster am Modell der EGF-Stimulation. AbschlieRend wurde die Methode auf
klinische Fragestellungen zu abberanten Signalwegen bei Resistenz gegen den TKI Afatinib und

Erlotinib beziehungsweise EGFR-Mutation (EGFRvIII) Ubertragen 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 Antikdrper
mit hoher Affinitdt, dessen Bindung nicht die Proteininteraktionen behindert. Der verwendete
EGFR-Antikorper Cetuximab (Erbitux®) entspricht diesen Anforderungen, indem er hochspezifisch
an die extrazelluldare Doméane des EGFR bindet. Fir die Kopplung an Streptavidin-
paramagnetische Partikel (SA-PMP) wurde Cetuximab biotinyliert. Ob eine ausreichende Bindung
von Biotinmolekilen je Antikorper sowie der Erhalt der Antigen-bindenden Eigenschaft
gewahrleistet waren, wurde durchflusszytometrisch ermittelt (Abb. 6). Der biotinylierte Antikdrper
bindet zunachst sein Target an der Zelloberflache der EGFR-liberexprimierenden A431-Zellen. Im
zweiten Schritt wird der fluoreszenzmarkierte Anti-Biotin-Antikbrper VioBlue® an die
Biotinmolekile gebunden. Die Fluoreszenzintensitdt der markierten Zellen wurde im
Durchflusszytometer gemessen und im Vergleich zu Kontrollfarbungen bewertet. Als Kontrollen

dienten native ungefarbte A431-Zellen, an denen die Hauptpopulation in Vorwarts- (FSC-A) und
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Abb. 6: EGFR Oberflichenmarkierung von A431-Zellen mit anti-biotin-VioBlue-AK (VB). (A) Dotplot der
relativen GrélRe (FSC-A) gegen relative Granularitdt (SSC-A) der Zellpopulation sowie relative Grél3e
(FSC-A) gegen relative VB Intensitét (B) ungefédrbter 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 Intensitdt zum Vergleich der maximalen Intensitéten fiir B-E und deren mittlere
VB Intensitét tabellarisch dargestellt.
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Seitwartsscatter (SSC-A) definiert (Abb. 6A) und die VioBlue Intensitat am Gerat niedrig
eingestellt wurde (Abb. 6B, mittlere relative Intensitat 0,35). Als Isotypkontrolle wurde ein
biotinylierter unspezifisch bindender Mausantikérper desselben IgG-Isotyps anstelle des EGFR
Antikérpers mit den Zellen inkubiert, dessen VioBlue-Intensitdt mit einer mittleren relativen
Intensitat von 4,32 (Abb. 6C) deutlich unter der spezifischen Farbung mit 60,98 liegt (Abb. 6D).
Die Positivkontrolle (Abb. 6E), ein kommerziell erhaltlicher biotinylierter anti-EGFR-Antikorper
bindet mit einer mittleren relativen Intensitat von 88,97 besser, jedoch vergleichbar mit der eigens
hergestellten Charge. Die Intensitdten der vier Proben sind vergleichend in einem Histogramm
dargestellt (Abb. 6F).

2.1.2 Isolation des EGFR-Adapterproteinkomplexes durch Immunpréazipitation (IP)

Damit der Rezeptor samt seiner Interaktionspartner moéglichst schonend aus der Membran gelést
werden konnte, wurde zunachst 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-
Intensitat verglichen (Abb. 7A). Da TX in 1%iger Konzentration den Zellrasen bereits nach 1 min
vollkommen abléste 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 prazipitierten Proteine mit 0,1 M Glycin-Losung
pH 2,5 hat gegenlber aggressiveren Elutionsmitteln den Vorteil, dass kaum Antikérper ins Eluat
gelangt. Neben der Abwesenheit ungewollter Proteinmengen bei weiterer Analyse soll damit die
Funktionsfahigkeit des Bead-Antikérper Konjugates erhalten bleiben und eine Wiederverwendung
mdglich sein. Um die erhaltene Funktionsfahigkeit zu Uberpfifen wurden nacheinander drei IP
(I-111) mit 50 pg desselben konjugierten Antikdrpers durchgefiihrt. Anstelle der einmaligen Elution
mit 100 pl 0,1 M Glycin-Lésung wurde eine schrittweise Elution mit 5x25 ul vorgenommen (E.5)
und diese fir 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
Waschvorgange um das Konjugat herum, wurden allgemein erst mit dem vierten Elutionsschritt
ausreichend grof3e Proteinmengen durch pH-Sprung eluiert. Im weiteren Vorgehen wurde der
letzte PBS-Waschvorgang des Konjugats mit physiologischer NaCl-Lésung (+0,02% Tween)
ersetzt und weiterhin schrittweise eluiert. Die Zunahme der EGFR-Bandenintensitat von der ersten
bis zur dritten IP impliziert einen Ubertrag von prazipitierten Proteinen in nachfolgende Analysen
Da ein Vergleich unterschiedlicher Einflisse auf den EGFR-Komplex vorgesehen war, wurde von
der Wiederverwendung des Konjugates Abstand genommen und fiir jeden Versuch frisches

verwendet. Fir die geplante massenspektrometrische Analyse der Proteinzusammensetzung



Ergebnisse und Diskussion

17

A NPysNPys TXgq TXgq TX; TX; kDa

———aa

B L E1 Ez E3 E4 E5 kDa

[ I “ " -170
PH ""ﬂ. - 170

PNl - -._-170
L IPI IPIIPH py

———

c L G G U U kpa
— D . — — 7

D L IP1 IP2 IP3 IP4 IP5 KkDa
U

E=—Mepes —

AK 25 25 125 125 125
TP 1500 750 750 375 187
Abb. 7: Western Blot-Analyse zur

Validierung der Immunprézipitation
(IP): (A) Jeweils 25 cm? Zellrasen wurde
mit 300 ul Lysepuffer (LP) mit 0,5% NP
oder TX 0,1% und 1% 5 min lysiert, 20 ul
aufgetragen und EGFR detektiert. (B)
50 ug AK wurden nacheinander fiir 3 IPs
verwendet (IP I-1ll) und die Elution 5x mit
25ul 0,17% Gly durchgefiihrt (E1-5),
jeweils 15 ul aufgetragen, Reste vereint
und je 15yl der Eluate fiir IP I-lll
aufgetragen sowie 15ul Lysat (L) und
EGFr detektiert. (C) IP mit 50 uyg AK
Elution je ¥ mit 4M Urea pH 7,5 (U) und %
mit 0,1M Glycin pH 2,5, (G) je 20 ul
aufgetragen und EGFR detektiert. (D) IPs
mit variierendem pg AK:ug Protein (TP)
Verhéltnis (IP1-5); EGFR Detektion in
Eluaten (E) und IP Ubersténden (U)

musste das Glycin aus dem Eluat entfernt und der pH
Wert auf (ber sieben angehoben werden. Eine
Eluton mit 4 M Urea-Lésung pH7,5 wirde
Reinigungsschritte zur Entfernung des Glycins und
damit verbundenen Proteinverlust umgehen, da ein
tryptischer Verdau direkt im Eluat méglich ware. Eine
IP mit 50 ug Antikérper wurde durchgefiihrt und das
Konjugat jeweils zur Halfte mit Glycin oder Urea
eluiert und die Intensitdt des EGFR-Signals im WB
verglichen (Abb. 7C). Die Elution mit Glycin zeigte
sich der Elution mit Urea deutlich Uberlegen, deren
EGFR Banden sogar dem Lysat gegenlber
schwacher waren. Um die maximale Prazipitation des
EGFR zu gewahrleisten, sollte der Antikdrper gesattigt
sein und ein leichter Uberschuss des Targets
vorliegen. Um die optimalen Konditionen zu
variierenden
Antikdrper (AK) zu

Proteinmenge (TP) aus Lysaten von A431-Zellen

bestimmen, wurde EGFR mit

Verhaltnissen von totaler

prazipitiert und in den Eluaten mit entsprechenden IP

Uberstéanden detektiert (Abb. 7D). IP1
(25 pg Antikorper : 1500 pug TP) und IP3
(12,5 ug Antikérper : 750 ug TP) deren AK: TP

Verhaltnis identisch ist, ergaben die grofite EGFR
Ausbeute. Eine Reduktion der Proteinmenge bei
konstanter Antikbrper Menge (IP2, 4 wund 5)
resultierte in einer geringeren EGFR Ausbeute, was
auf einen Antikérper-Uberschuss schlieRen lasst,
obwohl EGFR im Uberstand in detektierbarer Menge
verblieb. Daher wurde das Verhaltnis AK:TP von 1:60
im  weiteren  Verlauf  verwendet und fur
massenspektrometrische Analyse des Prazipitats auf

100 ug Antikdrper hochskaliert.
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2.1.3 MS-Detektion des EGFR-Adapterproteinkomplexes stimulierter A431-Zellen

Sieben Banden einer silbergefarbten SDS-PAGE mit 15 ul (von 125 pl) Eluat einer EGFR-IP mit
100 ug Antikdrper wurden massenspektrometrisch analysiert (Abb. 8). Je Bande wurden 13 bis
24 verschiedene Proteine identifiziert, wobei es sich neben dem EGFR ausschlie3lich um Keratine
und cytosolische Strukturproteine handelt. Der EGFR wurde in jeder Bande identifiziert, wobei die
Menge mit langerer 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

kDa L L E Cov%PSM Pep. Nr.

180 --

S 35 180 35 1/16

116 - 24 79 27 215 Abb. 8: In-Gel Verdau und LC-MS/MS Messung
B 22 95 2 219 einzelner Eluatbanden. Silberfarbung der SDS-
90 & PAGE mit 15ul Lysat (L) und Eluat (E) sowie
Frequenz Coverage (Cov%), PSMs und Anzahl
15 21 15 513 der identifizierten Peptide des EGFR fiir sieben
60 — 13 18 13 714 Banden, sowie die Anzahl der identifizierten
LT 19 16 8/24 Proteine je Bande und Rang des EGFR nach PSM

11 16 11 714 (Nr.: EGFR/Proteine).

180 PSM generierten. Damit wurde der EGFR als haufigster aller 16 identifizierten Proteine
detektiert. Als zweithdufigstes 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 gréRerer
Menge in entsprechenden Banden nachzuweisen. Zur massenspektrometrischen Analyse der
EGF-induzierten Dynamik des EGFR-Interaktoms wurde der EGFR-Adapterpteinkomplex jeweils
aus EGr-stimulierten (100 ng/ml fir 30 min) und unstimulierten A431-Lysaten prazipitiert. Eine
Préazipitation aus unstimuliertem Lysat mit unspezifischem Maus-lgG1 anstelle des Cetuximab
diente als Isotypkontrolle. Durch WB-Analyse der Lysate und Eluate konnte die Stimulation des
EGFR flr alle Replikate (Set 1-4) bestatigt werden (Abb. 9). Zusatzlich wurde die Anreicherung
des growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) im Eluat der stimulierten Probe durch
Coprazipitation gezeigt. Protein Phosphatase 2A (PP2A) konnte dagegen nicht eindeutig
coprazipitiert werden. Das restliche Eluat wurde ebenfalls in einer SDS-PAGE aufgetrennt und fiir
die LC-MS/MS Analyse aufbereitet (Abb.10). Proteine, deren Verhéltnis 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 A431-1gG-Pool summiert und in jedem Set entfernt.
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- .- EGFR Abb. 9: Western Blot-Analyse von
Set3 prézipitierten Proteinen.
| pEGFR EGFrR wurde in vier Experimenten

(Set1-4) jeweils aus EGF-stimulierten
(L+) sowie unstimulierten (L) A431-

o — EGFR Lysaten prézipitiert. Jeweils 7 ul Lysat
Set4 und Eluat wurden in einer 10%igen
— — pEGFR SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem

Transfer auf eine Nitrocellulose-
membran erfolgte die Identifikation mit
spezifischen Antikérpern gegen

_ GRB2 phosphorylierten EGFR sowie EGFR als
Gesamtprotein. Zudem wurde GRB2 in
.~ " PP2A Set 1 und PP2A in Set4 detektiert.

Abziglich der Pool-Proteine wurden fiir Set 1 in unstimulierter Probe 532 Proteine identifiziert.
Gefolgt von Set 2 mit 226 Proteinen, Set 3 mit 171 und 153 Proteinen fir Set 4 in unstimulierten
Kontrollproben. Die Schnittmenge aller Sets ergab 81 Proteine, beziehungsweise 147 Proteine,
die reproduzierbar in mindestens drei Sets identifiziert wurden. Fur die stimulierten Proben ergab
sich eine Schnittmenge von 139 in mindestens drei beziehungsweise 71 Proteine in allen Sets.
Mithilfe des DAVID annotation clustering tool "2 for 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 fur die biologischen
Prozesse als Balkendiagramm dargestellt. Intrazelluldrer Proteintransport und Lokalisation mit
dem hoéchsten 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, namlich Protein Polymerisation (ES 3,3; 14 Proteine),
Proteinfaltung (ES 2,2; 9 Proteine) und tRNA Prozesse (ES 2,0; 10 Proteine). Die haufigsten
biologischen Prozesse nach Proteintransport und Lokalisation waren Zellzyklus (ES 1,8; 24
Proteine) und Apoptose (ES 1,8; 17 Proteine). Fiir 63 Proteine war keine Annotation verflgbar

oder der ES war niedriger als 1,3.
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Abb. 10: Versuchsaufbau der LC-ESI-MS/MS Analyse EGFR-coprézipitierter Proteine. A431-Zellen
wurden fiir die Stimulation mit 100 ng/ml EGF 30 min bei 37°C inkubiert. Das Lysat aus jeweils vier
Kulturschalen wurde vereint und je eine Prézipitation des EGFR in stimuliertem und unstimuliertem Lysat
sowie eine IgG-Isotypkontrolle aus unstimuliertem Lysat durchgefiihrt. Die Eluate wurden in einer 10%igen
SDS-PAGE aufgetrennt und die Coomassie-gefarbten Bahnen in acht Banden geteilt. Nach Entfarbung 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 21 ) Kandidaten fiir Set1-4
identifiziert wurden sind als Venn-Diagramm fiir unstimulierte (blau, oben) und stimulierte Proben (rosa,
unten) dargestelit.

Die iReflndex Datenbank identifizierte 15 direkt mit EGFR interagierende Proteine im untersuchten
Datenset. Diese schliefen GRB2, LEG 3, SHC-transforming protein (SHC1), son of sevenless
homolog 1 und 2 (S0s1 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 Uber 1% mit dem EGFR aus unstimulierten
Kontrolllysaten coprazipitiert wurden. In Tab. 1 sind die PSM und der daraus ermittelte NSAF in %
von EGFR fur diese 50 Proteine aufgelistet. Der NSAF berlcksichtigt die Molekularmasse eines

Proteins und dient der interexperimentellen relativen Quantifizierung der Proteine 2
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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 &hnlicheCluster
gruppiert. Cluster mit einem ES (iber 1,3 enthalten biologische Prozesse, die in der Analyse signifikant
angereicherte waren.

Die Rezeptoraktivierung fiihrt intreazellular zur differenziellen Assoziation von Proteinen an den
EGFR. Die Anreicherung EGFR-assoziierter Proteine wird durch das Verhaltnis der relativen
Proteinmenge eines Proteins in stimulierter zu unstimulierten Kontrollprobe ermittelt. Mit der log2-
Transformation der Briiche werden negative Vorzeichen fir 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 (ARHGS), AP1-complex
subunit y und clathrin-associated Adaptor-protein 2 (AP2)-complex subunit y wurden mehr als
viermal haufiger in stimulierten Proben identifiziert. Die Bindung von protein Mon2-homolog
(MON2) sank hingegen 1,5-fach. Mit einem zweiseitigen t-Test konnten sechs dieser
Assoziationsdnderungen als statistisch signifikant mit einem P-Wert <0,05 gefunden werden.
Dazu gehdren ERRFI, GRB2, translation initiation factor elF-2B subunit § (EI12BB) und eine protein

phosphatase 2A subunit (2A5E).
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Tab. 1: Die 50 héufigsten Proteine, die in mindestens drei EGFRr-Préazipitaten durch LC-MS/MS detektiert wurden. PSM und die
relative Proteinmenge (NSAF) der Proteine, die in unstimulierten Kontroliproben 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 Set1 Set2 Set3  Set4 Mittel SD Set 1 Set1 Set3  Set4  Mittel SD
IGKC g kappa chain C region 629 408 175 132 336 230 110,92 127,26 101,14 83,64 10574 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 7943 4646 4849 58,68 1513
LEG1  Galectin-1 9 ne 109 80 66 51 1,25 nc. 4970 3999 3031 2563
TBB5  Tubulin beta chain 954 357 131 171 403 380 39,32 26,03 17,70 2532 27,09 898
TBB2C  Tubulin beta-2C chain 827 293 105 138 341 334 3397 2129 1414 2037 2244 832
TBB2A  Tubulin beta-2A chain 633 259 88 108 272 252 2596 18,79 11,83 1592 1813 596
IGHG3  Ig gamma-3 chain C region 176 129 90 90 121 41 873 11,31 1463 16,04 1268 3,29
TBB6  Tubulin beta-6 chain 289 122 44 49 126 114 1187 886 592 723 847 256
HBA Hemoglobin subunit alpha 59 7 22 23 28 22 792 166 967 11,09 759 4,16
HSP7C Heat shock cognate 71 kDa 181 83 83 83 108 49 523 424 785 861 6,48 2,08
protein
GRB2  Growth factor receptor-bound 43 23 38 29 33 9 3,49 330 1011 8,46 6,34 347
protein 2
XPO2  Exportin-2 210 32 73 70 96 78 389 105 444 466 351 167
EF1A1  Elongation factor 1-alpha 1 198 33 12 13 64 90 808 238 161 1,91 349 3,08
KRT86  Keratin, type Il cuticular Hb6 159 62 14 8 61 70 608 420 176 1,10 328 229
GRP78 78 kDa gluce-regulated protein 80 40 39 45 51 20 226 200 362 458 312 120
IPO9  Importin-9 50 13 78 79 55 31 08 041 451 5,01 2,70 239
ATX10 Ataxin-10 65 22 32 18 34 21 249 149 401 248 262 1,04
IMB1 Importin subunit beta-1 159 49 30 37 69 61 33 183 207 28 251 0,70
SMD1  Small nuclear ribonucleoprotein Sm 3 ne 6 7 5 2 0,46 n.c. 303 38 246 178
D1
HS90B  Heat shock protein HSP 90-beta 161 27 31 21 60 67 3,96 117 2,50 186 237 1,19
XPO1  Exportin-1 122 13 60 60 64 45 202 038 326 358 231 145
CIP2A  Protein CIP2A 120 35 42 37 59 41 240 124 276 266 227 0,70
AP1M2  AP-1 complex subunit mu-2 40 18 24 15 24 1 1,70 1,35 335 229 217 087
IPO7  Importin-7 130 38 45 43 64 44 223 115 253 265 214 068
XPOT  Exportin-T 140 13 42 41 59 56 2,61 043 256 2,74 2,08 1,11
PTRF  Polymerase | and transcript release 2  ne 17 19 13 9 0,09 n.c. 262 32 1,98 1,66
factor
TNPO1 Transportin-1 8 21 44 33 46 28 1,70 0,74 288 237 192 093
IPO5  Importin-5 5 10 66 48 44 24 083 029 358 28 189 158
SHC1  SHC-transforming protein 1 34 46 13 20 28 15 1,11 265 139 234 187 0,74
STAT3 Signal transducer and activatorof 55 12 44 28 35 19 1,28 049 335 234 187 1,25
transcription 3
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 44 58 9 6 29 26 1,38 322 092 068 155 1,15
phosphatase 2A 65 kDa regulatory
subunit A alpha isoform
DNJA1  DnaJ homolog subfamilyA member1 56 31 4 3 24 25 256 250 060 049 154 1,15
SGPL1  Sphingosine-1-phosphate lyase 1 16 22 16 19 18 3 052 125 169 220 141 0,71
EXOC7 Exocyst complex component 7 39 7 31 21 25 14 09 030 249 1,85 140 097
XPO4  Exportin-4 32 ne. 31 36 33 3 0,50 n.c. 1,60 2,03 138 079
2ABA  Serine/threonine-protein 19 44 2 ne. 22 21 0,75 308 026 n.c. 1,36 1,51
phosphatase 2A 55 kDa regulatory
subunit B alpha isoform
UBS3B Ubiquitin-associated and SH3 7 n.e. 19 21 16 8 0,20 n.c. 1,75 212 1,36 1,02
domain-containing protein B
1433Z  14-3-3 protein zeta/delta 13 18 3 ne. M1 8 096 235 0,73 n.c. 1,34 0,88
EI2BB  Translation initiation factor elF-2B 3 ne. 9 12 8 5 0,16 n.c. 1,55 2,26 1,32 1,07
subunit beta
GCN1L Translational activator GCN1 222 113 59 39 108 82 155 140 135 098 132 024
SERA  D-3-phosphoglycerate 16 30 7 10 16 10 058 192 083 130 116 059
dehydrogenase
FBX6  F-box only protein 6 6 9 10 6 8 2 036 09% 198 130 115 067
LANC2 LanC-like protein 2 54 13 2 ne. 23 27 217 093 026 n.c. 112 0,97
SAAL1  Protein SAAL1 16 18 10 10 14 4 0,61 1,2 125 137 111 034
SPTC1  Serine palmitoyltransferase 1 28 25 5 7 16 12 1,09 1,72 064 098 1,10 045
GEMI6  Gem-associated protein 6 3  ne 5 3 4 1 0,33 n.c. 1,78 117 1,09 073
AP2M1  AP-2 complex subunit mu 18 8 8 11 11 5 0,74 058 108 163 1,01 046
P85B  Phosphatidylinositol 3-kinase 11  ne. 19 13 14 4 0,28 n.c. 1,56 1,17 1,00 0,66

regulatory subunit beta




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

% von EGFR EcF/K
Set 1 Set2 Set3 Set4

Gen Protein K EGF K EGF K EGF K EGF Set1 Set2 Set3 Set4 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 074 272 058 744 108 125 163 1,25 366 1275 1,16 0,77 458 22 559 0,2899
AP1G2  AP-1 complex subunit gamma-like 2 007 0,77 n.c. n.c. 123 089 118 0,98 1099 nec. 072 083 418 21 5,90 0,4490
K6PP 6-phosphofructokinase type C 036 08 059 n.c. 063 154 034 2,00 2,46 n.c. 246 581 358 1,8 1,93 0,1474
AP2B1 AP-2 complex subunit beta 067 313 021 1,19 0,77 n.c. 1,34 0,22 470 573 n.c. 0,17 3,53 1,8 29 0,2762
PEX19  Peroxisomal biogenesis factor 19 1,56 1,06 n.c. 026 061 213 067 355 0,68 n.c. 347 528 3,14 1,7 2,32 0,2503
P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 0,28 1,40 n.c. 0,11 156 2,38 117 2,86 5,09 n.c. 162 244 3,02 1,6 1,85 0,2002
ERRFI*  ERBB receptor feedback inhibitor 1 012 049 064 161 053 077 029 1,08 400 250 145 370 291 1,5 1,17 0,0469
AN13A  Ankyrin repeat domain-containing protein 13A 012 079 0,11 n.c. 069 046 033 046 6,50 n.c. 066 141 2,86 1,5 318 0,4180
K6PL*  6-phosphofructokinase, liver type 019 043 nc. nc. 047 1,28 043 137 225 nc. 270 317 2,71 14 046 0,0234
SHC1 SHC-transforming protein 1 1111 221 2,65 451 1,39 618 234 582 200 1,70 445 248 266 14 1,24 0,0751
UBS3B  Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing protein B 020 1,04 n.c. 018 1,75 203 212 225 528 n.c. 1,16 1,06 2,50 1,3 241 0,3935
EI2BE Translation initiation factor elF-2B subunit epsilon 0,08 0,10 n.c. n.c. 017 048 018 0,39 1,33 n.c. 289 211 211 1,1 0,78 0,1326
TBRG4  Protein TBRG4 029 014 0,10 n.c. 019 066 042 088 0,50 n.c. 347 211 2,03 1,0 149 0,3542
GRB2*  Growth factor receptor-bound protein 2 349 722 330 460 1011 2464 846 1511 207 139 244 179 1,92 09 044 0,0253
SYMC Methionyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 05 05 007 025 n.c. 023 015 0,15 1,00 3,56 n.c. 1,06 1,87 09 146 0,4093
GBF1 Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factort 0,11 0,0 0,04 n.c. 016 0,15 007 0,26 0,91 n.c. 093 370 184 0,9 1,61 0,4573
EI2BB*  Translation initiation factor elF-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
BZwW2 Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 2 072 038 045 125 042 081 n.c. 1,29 053 2,77 1,93 n.c. 1,74 0,8 1,13 0,3732
RCN2 Reticulocalbin-2 022 033 n.c. n.c. 073 084 060 148 1,50 n.c. 1,16 247 111 08 068 0,2122
HOOK2  Protein Hook homolog 2 074 135 048 0,31 1,37 289 133 290 183 065 211 218 169 08 0,71 0,1467
DNJA3  DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial 066 08 021 025 051 118 056 1,04 123 119 23 1,85 1,65 07 054 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 038 019 014 008 032 08 048 1,39 050 059 255 287 163 07 126 0,3918
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 128 332 049 020 335 503 234 450 2,60 040 1,50 1,92 1,60 0,7 0,92 0,2809
2A5E* Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa reg. sub.¢ isoform 0,30 0,52 1,99 235 037 057 040 0,71 1,75 1,19 1,54 1,76 1,56 0,6 0,27 0,0246
SYDC Aspartyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 082 064 063 075 023 08 051 041 078 119 347 079 156 06 129 0,4507
SAAL1 Protein SAAL1 061 05 122 160 125 232 1,37 290 0,81 1,32 18 211 1,52 06 056 0,1682
LEG8 Galectin-8 023 040 030 048 037 043 n.c. n.c. 1,75 158 1,16 n.c. 1,50 06 030 0,1053
G3P Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0,91 045 0,30 n.c. 05 065 0,61 1,72 0,50 n.c. 1,16 2,82 1,49 0,6 1,20 0,5489
MON2 Protein MON2 homolog 032 013 08 034 05 029 046 0,61 040 038 051 1,32 0,65 06 045 0,2191
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Die verschiedenen Funktionen der coprazipitierten Proteine lassen auf variierende zellulare
Lokalisation des EGFR nach Aktivierung schlieen. Eine GO Analyse der Annotation fiir zellulare
Kompartimente in Kombination mit der verédnderten Assoziation durch EGFR Aktivierung sind in
Abb. 12 dargestellt. Die Proteine wurden neun zelluldren 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). Fur 20 Proteine gab es keine signifikant
angereicherten Annotationen fiir zellulare Kompartimente. Die Farbkodierung der Proteine von rot
nach grin, zeigt die relative Assoziationsdnderung 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 flihren, wie Untereinheiten des AP2-
Komplexes und ubiquitin-associated and SH3-domain-containing protein B (UBS3B) sind nach
Aktivierung starker an den EGFR assoziiert, wohingegen die Bindung von MON2, welches zu
Rezeptor-Recycling fuhrt, abnahm. Die Bindungsintensitat anderer Proteine wie Shuttle-Proteine
der Kernporen und membranstandige Proteine blieben Uberwiegend unverandert. Der
Aktivierungsstatus des EGFR wurde durch Identifikation der Autophosphorylierungsstelle 1068 in
Lysaten und Eluaten durch WB Analyse nachgewiesen (Abb. 13B). Die intrazellulare Lokalisation
und Bindung der alpha-Untereinheiten des AP2-Komplexes sowie cancerous inhibitor of protein
phosphatase 2A (CiP2A) wurden durch Immunfluoreszenzmikroskopie und IP Uberprift (Abb. 13).
AP2 und CiP2A waren im Zytoplasma nichtstimulierter A431-Zellen verteilt, wahrend 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 Uberlagerten Bilder zeigten nur minimale Uberschneidung mit
EGFR. Des Weiteren wurde die Assoziation von GRB2 und AP2 an EGFR durch WB Analyse
(Abb. 13B) untersucht. In Prazipitaten des EGFR aus unstimulierten A431-Zellen, konnte GRB2
wenig und AP2 nicht detektiert werden. Bei gehemmter Tyrosinkinaseaktivitat durch Tyrphostin
AG1478 vor EGF-Stimulation wurde AP2 ebenbfalls kaum coprazipitiert. In aktiviertem Zustand
hingegen wurde eine groRe Menge GRB2 und AP2 mit dem Rezeptor co-prazipitiert. Fur die
Detektion der Wechselwirkungen von EGFR und CiP2A wurde die relative Chemilumineszenz
Intensitat der WB Banden (Abb. 13C) densitometrisch ermittelt. Die Intensitdt des Proteins im
Prazipitat in % zur Bandenintensitat im Lysat ist in Abb. 13D als Sdulendiagramm dargestellt. Die
Intensitat der CiP2A Bande ist im EGFR-Prazipitat doppelt so hoch (110%) wie im Prazipitat eines
unspezifischen 1gG Antikdrpers (50%). Im Eluat der Cip2A |IP war jedoch kaum EGFR
nachweisbar. Zudem zeigt sich die Bindungscharakteristik von CIP2A in der IP unabhangig vom
Aktivitatsstatus des EGFR.
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Abb. 12: Zellulire Kompartimente und relative Anderung der Assoziation nach EGrr-Aktivierung von
Proteinen, die in mindestens drei IP Experimenten identifiziert wurden. Relative Anderung der
Assoziation nach EGF-Stimulation (100 ng/ml, 30 min) wurden als Verhéltnis der normalized spectral
abundance factors (NSAF) jedes Proteins nach IP aus stimulierten oder unstimulierten Kontrollysaten
ermittelt. Zelluldte 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: griin fiir abgereicherte und rot fiir angereicherte
Proteine nach EGF-Stimulation.
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Abb. 13: Expression, zelluldre Lokalisation und Bindung an EGFR von GRB2, Ap2 und CIP2A in
Abhéngigkeit zur EGFR-Aktivierung. (A) Fluoreszenzmikroskopie EGF-stimulierter (+EGF) und
unstimulierter A431-Zellen (-EGF). Primédre Antik6rper: anti-EGF-Rezeptor (D38B1) XP™ rabbit monoclonal
und anti-alpha adaptin mouse monoclonal (ApP24) oder anti-Cip2A-mouse beziehungsweise biotinyliertes
mouse-IgG als Isotypkontrolle. Als Fluorochrom konjugierte sekunddr Antikérper wurden anti-rabbit 19G
Alexa Fluor® 555 (rot) und anti-mouse IgG Alexa Fluor® 488 (griin) verwendet. Zellkerne wurden mit DAPI
angeférbt (blau). Gelb in (berlagerten Bildern (merge) indiziert Kolokalisation der Antigene. Der weil3e
MaBstab entspricht 20 um. (B,C) WB Analyse der EGFR IP und dessen Phosphorylierungsstatus sowie
coprézipitiertem GRB2 und AP2 (B) oder CiP24a (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 Lablmage 1D (version 4.1, Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen,
Germany) durchgefiihrt. Die Balken stellen die relative Chemilumineszenzintensitét der EGFrR-Banden (rot)
und CIp2A (griin) in % der Signalintensitét im Lysat der Cross-Prézipitation mit EGFR oder CIp2A Antikbrper
dar. Eine Isotypkontrolle wurde durch Préazipitation mit Maus-IgG durchgefiihrt.

Die Funktionen der analysierten Proteine nach GO annotation kénnen 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
bestatigen, dass eine beachtliche Einheit des EGFR assoziierten Netzwerks identifiziert wurde.
Weitere Prozesse sind involviert in Synthese (tRNA process, Protein polymerization and folding)
oder den zellularen Lebenszyklus (mitosis, apoptosis). Da die A431-Zellen ein Modellsystem flir
EGFR-Uberexpression reprasentieren und Wachstum ein EGFR-abhangiger Vorgang ist, scheint

die signifikante Anreicherung dieser Funktionen plausibel. Die iRefindex Datenbank enthalt 149
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Eintrage fur direkte EGFR Interaktionspartner im Menschen. Die Methoden zur Erhebung dieser
Interaktionsdaten sind fir 30% der Eintrage nicht spezifiziert und 35% der Interaktionen wurden
durch Affinitats-Tests ermittelt, die weit entfernt von physiologischen Bedingungen sind. Yeast-
two-hybrid oder pull-down Analysen mit Uberexprimierten oder isolierten Proteinen, sind fir die
falsch positiven Affinitdtsbindungen 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 zellularen Kompartimenten niemals treffen wiirden,
eine Bindung auftritt. Da jedoch nicht mit isoliertem EGFR, sondern einem anti EGFR Antikérper
aufgereinigt wurde, ist die Wahrscheinlichkeit der realen Interaktion coeluierter Proteine deutlich
hoher. Zudem ist das Proteinmuster nach EGFR Aktivierung abhangig von Dimerisationspartner,
Ligand und Gewebe. In unserem Modell der EGFR-Uberexprimierung 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. Fur 63 Proteine konnte unter den gewahlten Kriterien (ES >1,3) keine der signifikant
angereicherten Funktionen nach GO zugeordnet werden und fiir 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 mdéglicherweise 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, erganzt durch die
Lokalisation der Proteine, enthillte eine intrazellulare 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 Qualitdtskontrolle 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 verandert 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 Stabilitdt von Proteinen. lhre Assoziation
zum EGFR blieb nach Stimulation ebenfalls unveradndert, wohingegen drei Proteine, die
Abbauprozesse steuern, vermehrt an aktivierten EGFR assoziiert waren. Der adaptin complex Ap2
markiert Proteine fur die Endozytose durch die Bildung von clathrin coated pits 8 Der Abbau

durch Ubiquitinierung wird UBsS3B 89

und ankyrin repeat domain-containing protein (AN13A)
reprasentiert. Abhangig vom Aminosaurerest und der Anzahl der gebundenen Ubiquitinmolekiile,
werden eine Reihe Proteinaktivitat regulierende Funktionen realisiert. AN13A Proteine enthalten
Ubiquitin-interagierende Motive, die spezifisch an Lys-63 gebundene Ubiquitinketten binden %
und den EGFR zum lysosomalen Abbau sortieren. Das MON2-Homolog hingegen leitet ein Protein
zum Recycling wenn es die Endosomen erreicht " und zeigt eine verminderte Bindung nach

Stimulation. Damit sind diverse Optionen des EGFR Abbaumechanismus % gegeben, die eine
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Regulierung der Signalkaskade gewahren. Durch die Reprasentation des gesamten
Lebenszyklus des EGFR kann mithilfe dieser Analyse ein globaler Blick auf Anderungen dieses
Zyklus durch veranderte 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 ARHGS 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 ARHGS5 bei der SRc-induzierten Bildung von Podozyten, die invasives
Migrationsverhalten ermdglichen % Mihira et al. beschreiben die Induktion der TGF-R-vermittelten
epithelial-to-mesenchymal-transformation (EMT) * Lin et al fanden wiederum eine verminderte
ARHG5-Expression in Lebertumoren verglichen mit gesundem Lebergewebe % 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 fur 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 fiir maligne
Transformation %. CiP2a konnte auch in der WB Analyse mit EGFR coprazipitiert nachgewiesen
werden, jedoch wurde EGFR nicht mit CiP2A coprazipitiert. Da CIP2A in grofer Menge im Zelllysat
vorhanden ist und vermutlich der gréRte Anteil davon nicht an EGFR gebunden vorliegt ist der
Anteil EGFR-assozierten CIiP2A im Eluat dementsprechend gering und liegt unterhalb der
Nachweisgrenze eines WBs. Mdglicherweise spielt auch eine sterische Hinderung des
Antikérpers der IP eine Rolle, die EGFR-assoziiertes CIP2A einer Prazipitation schwer zuganglich
macht. Die Immunfluoreszenz bestatigt, dass nur ein geringer Anteil von CIP2A nach Stimulation

mit dem EGFR kolokalisiert.



Ergebnisse und Diskussion 29

2.1.4 Relative Quantifizierung durch Stable isotope labeling by amino acids in cell culture

Der Vergleich zweier unabhangig aufbereiteter Proben birgt immer das Risiko, methodisch
bedingte Abweichungen als biologische Veranderung 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 3C 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 Intensitat schwerer zu leichten Peptide (EGF/K) fir Proteine, die in beiden
Proben detektierbar sind. Der Quotient wird haufig zur Beurteilung der Spezifitat 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 fir Quotienten <1. Wird der log2-Wert des SILAC-Quotienten gegen die
Anzahl der Proteine mit diesem Wert aufgetragen (Abb. 14A), ist eine Normalverteilung

 Fir das Experiment

unspezifisch Bead-bindender Proteine um den Nullpunkt zu erwarten
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 Uber die Laborluft
in die Probe getragen werden, da solche ausschlieBlich ,leicht* sein kénnen . Nur Proteine, die
ab einer gewahlten Grenze in isotopenmarkierten Proben Uberwiegen, gelten als mdgliche
Interaktionspartner. Ein weiterer Parameter, der zur Bewertung der Spezifitdt betrachtet werden
soll, ist die relative Menge eines identifizierten Proteins in Kombination zu seinem
SILAC-Quotient. Als Maly fur die relative Proteinmenge wird die Peakflache 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 iiberwiegend negative Quotienten besitzen (Abb. 14B). Trinkle-Mulcahy * bewerten
gering enthaltene Proteine mit einen log2 um 0 als Kontamination. Der EGFR als Target der
Affinitdtsanreicherung war mit einer relativen Proteinmenge von 100 das haufigste Protein der
Analyse. Sein SILAC-Quotient mit 0,4 liegt im negativen Bereich. Da EGFR-interagierende
Proteine mit diesem coprazipitiet wurden, musste der SILAC-Quotient zur Beurteilung
EGF-bedingt erhdhter Assoziation an diese Abweichung angepasst werden, indem die Quotienten
aller Proteine durch den Wert des EGFR SILAC-Quotienten dividiert wurden. Diese Normalisierung
flhrt zu einer Verschiebung der x-Achse. Zur Uberprifung 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 Pramisse, dass Proteine mit einem log2 des SILAC-Quotient unter 1 nicht
angereichert und damit als unspezifisch gelten, missten diese ebenfalls im 1gG-Pool enthalten
sein. Von diesen 280 Proteinen waren 112 (40%) Bestandteil des Pools. Fir unspezifisch

bindende Proteine mit gleicher Affinitat in schwerer und leichter Probe (1:1) wurde ein Bereich mit



30 Ergebnisse und Diskussion

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, S0s1, Protein 85B

und UBS3B.
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Abb. 14: Spezifititsbewertung anhand des SILAC-Quotienten. (A) Histogramm: Anzahl der Proteine (y-
Achse) fiir entsprechenden log2 SILAC-Quotienten ,schwer zu leicht” (x-Achse). Proteine mit negativem log2
SILAC-Quotienten sind héufig exogene Kontaminationen, positive log2 SILAC-Quotienten indizieren
spezifisch angereicherte Interaktionen ab einem gewdhlten Grenzwert. Ein log2 SILAC-Quotient um 0
entspricht endogenen Kontaminanten oder stimulationsunabhéngige bindenden Proteinen (B)
Punktdiagramm des log2 SILAC-Quotienten fiir 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 1gG AK in gré3erer 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
1gG AK in gréRerer 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 fiir Proteine die in schwerer
und leichter Probe als endogene Kontaminanten gleichviel copréazipitiert wurden.
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Zu den relevanten Anderungen eines Proteinmusters zahlt 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 fur die vorliegende Fragestellung untermauert wurde. Da die unspezifisch
bindenen Proteine je nach Tragermaterial variieren, wird empfohlen, fir das verwendete System

% Fir die weitere

aus Zellen und Tragermatrix eine individuelle Kontrolle anzufertigen
Auswertung wurden daher Proteine, die mit dem erstellten A431 IgG-Pool Uberlappten,
ausgeschlossen (Abb. 14B, hellgrau) und die SILAC-Quotienten im Verhaltnis zum EGFR
normalisiert. Oberhalb einer relativen Proteinmenge von fiinf wurden unspezifische Proteine
grolten 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, fir 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 gegeniiber gehemmter Stimulation mindestens 1,5-fach erhéht 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 fiir die Konversion des
Chromatins der Interphase in kondensierte Chromosomen und deren Stabilitadt bendtigt % 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 verandert werden, enthielten vier angereicherte Untereinheiten des Clathrin
abhangigen AP2 Komplexes sowie MON2, das gegenuber 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 zuverldssig unterbunden wurde und die

SILAC-Quotienten EGF/AG denen gegen unbehandelte Kontrollen (EGF/K) &hneln.
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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 mégliche EGFR assoziierte Proteine (#), Proteine fiir 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 Anderung) gelten als EGF-sensibel (gestrichelte Linie). (B) Mengendiagramm EGF-sensibler
Proteine der EGF/K SILAC und Schnittmengen mit Proteinen der EGF/AG SILAC fiir AG-sensible Proteine
(EGF/AG < -1,5), EGF-sensible Proteine (EGF/AG > 1,5) und EGF und Inhibitionsunabhéngige 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 fordert, 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 Tyrosinkinaseaktivitat verringert wird. So inhibiert AG1478 zwar die Signalweiterleitung, nicht
jedoch die Assoziation von AP2 oder MON2. Dieses stimmige Bild und die ldentifizierung von 12
bekannten EGFR bindenden Proteine sprechen fir ein gelungenes Experiment. Da die
SILAC-Quotienten der Adapterproteine jedoch teilweise entgegengesetzt der Erwartungen und
friheren Ergebnissen gerichtet waren, empfiehlt sich die Durchflihrung mindestens dreier
Bioreplikate. Da flr die Prazipitationen der SILAC ebenfalls 100 ug Cetuximab eingesetzt wurden,
diese allerdings stimulierte und Kontrollprobe binden sollten, war die Antikdérpermenge im
Vergleich zu den unmarkierten Experimenten halbiert. Um zuverlassigere Quotienten der niedrig
exprimierten Adapterproteine zu generieren, kdnnte die Antikérpermenge fur einen SILAC-Ansatz
entsprechend auf 200 ug angepasst werden. Durch Einsatz einer dreistufigen Markierung (leicht-

mittel-schwer) durch Erganzung von stabilen N Isotopen, kénnte die methodische Varianz der
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Tab. 3: Direkte Interaktionspartner des EGFR nach iReflndex. 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)

MitTEL  SILAC SILAC

Gen Protein EGFIK EGF/K 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
S0OS1 Son of sevenless homolog 1 n.c. -1,96 --
S0OS2 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 - -
14332 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 (13C—AS) Medium und die EGF-Stimulation in
schwer markierter Kultur (13C+15N-AS) durchgefihrt und die drei Lysate fur die Prazipitation 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 ahneln wirden. Da
sich die Assoziation von Proteinen an den EGFR jedoch auch durch den Inhibitor andern kann,
sind die Bedingungen fur Bioreplikate nicht erfullt. Die Vorzige der Quantifizierung mithilfe der
Isotopenmarkierung sollten in geringeren methodischen Fehlern sowie weniger Rechenaufwand
und damit einhergehenden Verzerrungen liegen. Da unspezifisch bindende Proteine jedoch am
zuverlassigsten durch eine Isotypkontrolle ermittelt werden und zumindest bei Affinitats-
Aufreinigungen eine mathematische Korrektur der SILAC-Quotienten nétig ist, verschwindet hier
der methodische Vorteil. Vielmehr sind hohe Kosten, langwierige Adaptionskultur und die
eingeschrankte Applizierbarkeit zu bertcksichtigen. Nicht nur die Verflgbarkeit von depletierten
SILAC-Medien fur spezielle Kulturen, auch die Toleranz von dialysiertem oder stark reduziertem
Serum im Nahrmedium missen im Vorfeld fur ein Modellsystem ermittelt werden. Hinzu kommen
metabolische Besonderheiten einiger Zellen, die den Einsatz bestimmter Aminosauren fur die
Markierung limitieren. Die bekannte Umwandlung von L-Arginin zu L-Prolin in HeLa Zellen fihrt zu

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

verschiedene Ansatze korrigiert oder umgangen werden 9

, etwa durch den Einsatz anderer
Aminosaure-Isotope. In einem neuen Modell missen 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 Veranderungen wahrend der Probenaufbereitung zu schitzen, sollten
Proteine durch Vernetzung stabilisiert werden. Als Vernetzungsagens wurde SDA (Succinimidyl
4 4'-azipentanoat; N-Hydroxysuccinimid; NHS-Diazirin) verwendet, dessen Succinimid-
Estergruppe primare Amine kovalent bindet. Unter anschlieRender UV-Bestrahlung reagiert die
Diaziringruppe mit  nahegelegenen Strukturelementen der  Aminosauren. Das
Vernetzungsprotokoll ist in Abb. 16 schematisch zusammengefasst. Die Behandlung der Zellen
kann vor der Inkubation mit SDA erfolgen um sterische Behinderungen der Bindungspartner
auszuschlieBen. Bei anschlieRenden Waschungen und Inkubationen besteht jedoch die Gefahr,
dass sich Bindungen wieder l6ésen 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.
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Abb. 16: Protokoll der Proteinvernetzung mit photoaktivem SDA. SDA wird zu 10 mM in DMSO gel6st
und in PBS pH 8,0 zu gewiinschter Konzentration verdiinnt. Die Zellkulturen werden mit PBS pH 8,0
gesplilt und SDA bei Raumtemperatur auf einem sanften Wipptisch inkubiert. Die Succinimidestergruppen
reagieren mit primédren Aminen. Nach Quenching der freien SDA Molekiile mit 300 ul 2 M Tris wird die
Vernetzung durch Exposition unter einer UV-Quelle fiir 15 min vollendet. Die Diaziringruppe des SDA hat
nahegelegene aliphatische Seitenketten gebunden. Nun kénnen Lyse und Separation in der SDS-PAGE mit
anschlieBender Detektion im WB oder MS folgen.



Ergebnisse und Diskussion 35

Zunachst wurden verschiedene SDA Konzentrationen getestet. A431-Zellen wurden mit 0,5-2 mM
SDA vernetzt und EGFR préazipitiert. WB Analysen der Lysate und IP Uberstéande 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
zahen Schleim bilden, bestand der Verdacht, dass dieser die Affinitdtsbindung verhindert. EGF-
stimulierte A431-Zellen und unstimulierte Kontrollen wurden mit 1 mM SDA verlinkt und vor der IP
mit SA-PMPs ohne Antikorper vorgereinigt. Die EGFR Banden aller verlinkten Proben waren
schwacher als die unverlinkten Kontrollen und zeigten einen Schweif nach oben (B). Neben der
additiv.  erhéhten Molekularmasse vernetzter Proteine, sind die vernetzten Proteine
madglicherweise nicht vollstandig in ihre Primarstruktur Gberfiihrbar 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 erhéht werden konnte.
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Abb. 17: WB Analysen prézipitierter EGFR nach Proteinvernetzung. (A) Lysate, Ubersténde 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 berlcksichtigen, 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 gegenuber der unverlinkten Kontrolle (K-X/K)
2,2-fach erhdht, 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 verandert (EGF/K) und mit 393 Proteinen 1,5 mal mehr in verlinkten Proben
(EGF-X/K-X). Die Abdeckung der Proteinsequenz anderte sich nicht abhangig von der

Behandlung. In Tab. 4 sind Sequenzabdeckung in % und relative Proteinmenge in % willkirlich
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ausgewabhlter Proteine angegeben, an denen der Anreicherungseffekt beispielhaft genauer
diskutiert werden soll. Der erste Block enthalt Proteine, die durch Vernetzung um ein Vielfaches
mehr identifiziert werden konnten. Darunter befinden sich einige Proteine, deren Assoziation
zudem durch Stimulation erhéht wurde, wie HsSP7C, PRDX1 und SRcC8. 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, UBsS3B und VAV2 nicht mehr
identifiziert, wenn SDA verwendet wurde. Im letzten Block sind Proteine aufgelistet, deren Menge
unabhangig von Stimulation oder Vernetzungsreagenz willklrlich schien. Dies ist flir einen
Groliteil der identifizierten Proteine der Fall. Aus der Vernetzung aneinander gebundener
Proteine ergeben sich einige Konsequenzen, die es zu bedenken gibt, um den Nutzen fir eine

Anwendung abwagen zu kdnnen.

Tab. 4: Anreicherung prazipitierter Proteine nach Proteinvernetzung. Die relative Proteinmenge
(NSAF) ausgewaéhlter Proteine ist in % von EGFR fiir 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
JAAA Serine/threonine-prot.ein phosphatase 2A 65 7 16 0 11 > 11 0 13

kDa regulatory subunit A alpha isoform
ANXA1  Annexin A1 19 4 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
PDC6l Programmed cell death 6-interacting protein 0 4 0 6 0 3 0 6

Signal transducer and activator of transcription
STAT1 1-alphalbeta 0 15 0 8 0 8 0 6
SHC1  SHC-transforming protein 1 11 0 4 0 2 0 2 0

Ubiquitin-associated and SH3 domain-
UBS3B 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 0
COF1  Cofilin-1 23 32 23 0 4 16 3 0
G3BP2 Ras GTPase-activating protein-binding protein2 0 10 6 0 0 6 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 15 17 0 0
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 11 9 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 ware, muss zundchst auf eine kurze Armlange (Spacer) der
Vernetzungsreagenzien geachtet werden. SDA mit einer Armlange von vier Kohlenstoffatomen
und der Bindungsfahigkeit verschiedener funktioneller Gruppen bietet hier eine Erweiterung
gegenuber friheren Linkern, die auf primare Amine beschrankt waren. Da SDA unreguliert an die
zuganglichen Bereiche der Proteine bindet, sind die Peptide, an denen ein SDA Molekil
gebunden hat, fir die MS Identifikation nicht zuganglich. Die Sequenzabdeckung der MS Analyse
spricht jedoch dafiir, 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 grofRe
methodische Ungenauigkeit hin. Fir EGFR Adapterproteine wie GRB2, SHC1 oder UBS3B ware
eine Anreicherung nach Stimulation zu erwarten, wie bereits im vorherigen Kapitel gezeigt
werden konnte. Zudem verwundert die ausbleibende Detektion nach Vernetzung. Die
Proteinlange variiert von 217 (GRB2) bis 649 (UBs3B) Aminosauren, womit das Wegfallen SDA
gebundener Peptide in der MS nicht die Abwesenheit durchschnittlich groRer Proteine rechtfertigt.
Da SDA kovalent bindet, sind die Vernetzungen nicht durch den reduzierenden Lammli-
Probenpuffer spaltbar. WB sowie Gelfarbungen 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 Priméarstruktur vorliegen mussen,
kénnten hier nicht aufgetrennte Proteine in den Geltaschen oder Sammelgel verloren gehen.
Dieser Siebeffekt wird jedoch von einer Spannung angetrieben. Die Zuganglichkeit der Proteine in
der Gelmatrix fir die Peptidase und anschlieBende Extraktion der Peptide kénnte durch

bestehende Faltung vermindert sein.

Eine erhdhte 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 eingebuft. Fir die gewahlte
Methodik des in-Gel-Verdaus war ein spaltbarer Linker empfehlenswert, der eine Disulfidbindung
enthalt und vor der Auftrennung in der SDS-PAGE durch Erhitzen in Lammlipuffer gespalten
wirde. Fir die Massenspektrometrie sind auRerdem kompatible Reagenzien erhaltlich, deren
zusatzliche Masse in den Peptiden kalkulierbar ist und in entsprechenden Datenbanken
implementiert werden kann. Da die bestehende Methodik bereits vertrauenswirdige Ergebnisse
liefert, verspricht das Vernetzen der Proteine keinen zusatzlichen Nutzen fur das vorliegende
Protokoll. Ein Vorteil besteht hier dennoch in der Konservierung eines Zustandes fur folgende
Arbeitsschritte, die einen Einfluss auf diesen Zustand ausiben wirden. So wéare die IP mit
Cetuximab von behandelten adherenten Zellen nur méglich, wenn die induzierte Anderung des
Proteinmusters fir die Dauer der Inkubation mit Cetuximab nicht durch diesen modifiziert werden
konnte. Interessant konnte diese Variation der IP sein, um gezielt nur solche EGFR zu
prazipitieren, die zum Zeitpunkt der Antikdrperbindung noch menbranstandig im aktivierten
Zustand vorliegen, um die Anreicherung von Proteinen der Signallibertragung von anderen

dynamischen Vorgangen innerhalb der Zelle zu separieren.
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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 Tyrosinkinaseaktivitdt des EGFR, ERBB2- und
ERBB4-Rezeptors. In diese sogenannte zweite Generation der TKI wurden grof3e Hoffnungen
gesetzt, unter der Therapie kam es jedoch ebenfalls zu Resistenzbildung *°. Im Korper ist der
Tumor von somatischem Gewebe und deren Stoffwechselprodukten umgeben, wodurch isolierte
Zellmodelle Resistenzen nicht zuverlassig vorhersagen koénnen, die durch Einflisse des
umliegenden Gewebestoffwechsels entstehen. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Martin Schuler der
Universitatsklinik Essen hat ein Modell entwickelt, welches das somatische Umfeld eines Tumors
besser nachempfinden soll, als die Ublicherweise definierte, isolierte Zellkultur. Es wurde eine
Fibroblasten-Suspensions-Zelllinie ausgewahlt, deren Kulturiberstand als ,konditioniertes
Medium“ den Fremdstoffwechsel eines somatischen Gewebes imitieren sollte. Als Kontrolle
wurde der Kulturiberstand der Modellzellen A431 verwendet. Tatsachlich wurde eine
Afatinib-Resistenz durch héhere Uberlebensrate der Zellen (Propidiumiodid und Colony-Assay) in
konditioniertem Medium gegeniber dem Kontrollmedium sowie verdnderte Genexpression
beobachtet '®. Der veranderte Phosphorylierungsstatus von STAT3 und MAPK in WB Analysen
deutete in die Richtung der EGFR-Signalkaskade. In Kooperation wurden konditionierte Medien
und Afatinib bereitgestellt um Veranderungen des EGFR-Interaktoms mit dem vorliegenden Modell
zu untersuchen. Fur die MS-Analyse wurden A431-Zellen in eigen- oder fremdkonditioniertem
Medium inkubiert und mit Afatinib 500 nM 30 min lang inkubiert. Die Ergebnisse der
anschlieBenden 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 gleichmaRig stark und unabhangig von Medium und Afatinib. Eine
Phosphorylierung von STAT3 wurde nicht detektiert. EGFR war in nicht-gehemmten Lysaten
konstitutiv phosphoryliert, durch Afatinib war pEGFR unabhangig vom verwendeten Medium nicht
mehr nachweisbar. Ein ahnliches Bild zeigte sich fir EGFR in den Eluaten. Hier war unter Afatinib-
Inkubation unabhangig vom verwendeten Medium nur eine sehr schwache Bande zu erahnen.
STAT3 wurde unter jeder Kulturbedingung coprazipitiert, dabei weniger unter Afatinib-Inkubation in
beiden Medien gegeniber 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 fir 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 wunter allen betrachteten
Inkubationsbedingungen mit EGFR coprazipitiert und identifiziert worden (Abb. 18B). Mit dem
NSAF in % von EGFR kdnnen die Proteinmengen der einzelnen Proben ins Verhaltnis zueinander

gesetzt werden. Die log2-Werte der Quotienten sind in Abb. 18C und D als Punktdiagramme
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aufgetragen. In Kontrollimedium ist die Assoziation an EGFR von 145 Proteinen durch Afatinib-
Inkubation halbiert mit einem log2-Wert fir 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 erwartungsgemal 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. Aullerdem Signalmolekile anderer Kaskaden, darunter

ARHGS5, 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.
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Abb. 18: Afatinib-Resistenz in konditionierten Medien (KM). A431-Zellen wurden in konditioniertem
Medium (KM) oder Kontrollmedium (K) kultiviert und mit Afatinib 500 nM fiir 30 min inkubiert (Ka, KMa). (A)
WB Analyse von Lysaten und Eluaten der EGFR-IP bezliglich 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 Abhéngigkeit von
konditioniertem Medium (KM, C) in unbehandelten (KM/K, x-Achse) und inhibierten (KMa/Ka, y-Achse) Zellen
sowie in Abhéngigkeit 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 Abhangigkeit von konditioniertem Medium (KM,
Abb. 18C) in unbehandelten (KM/K, x-Achse) und Afatinib-inhibierten Zellen (KMa/Ka, y-Achse) ist
fir 16 Proteine mindestens zweifach verandert (log2 1). Protein disulfide-isomerase 1 (PDIA1) war
unabhéangig von einer Afatinib-Behandlung in den Proben mit konditioniertem Medium gegenuber
dem Kontrollimedium erhéht, 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
gegeniber Kontrolimedium verringert, unter Afatinib-Behandlung hingegen erhéht. Beide Proteine
wurden in unbehandelten Kontrollen in grofiter Menge identifiziert und unter den verbleibenden
Bedingungen gleichermalien gering nachgewiesen. Die grote Gruppe beinhaltet Proteine, die im
Gegensatz dazu ungehemmt in Proben mit konditioniertem Medium Uberwiegen, 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 Abhangigkeit zur
Tyrosinkinaseinhibition durch Afatinib wird in Abb. 18D fiir Kontrolimedium (Ka/K, x-Achse) und
konditioniertes Medium (KMa/KM, y-Achse) gezeigt. Fir 87 Proteine sind beide log2-Werte
aulierhalb 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 Antikdrper in

102 1% gefunden

Patientinnen mit Brustkrebs und Assoziationen zu anderen Erkrankungen
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 fir 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 gegeniiber dem Kontrollmedium nicht verandert.
Nach Annotation der GENETIC_ASSOCIATION_DB DISEASE Datenbank stehen sechs
Proteine naher 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, missten unter Afatinib-Behandlung eine andere
Assoziations-Dynamik zeigen als in Kontrollmedium. Folglich wurde der Quotient KMA/K, gebildet
und Proteine mit einem log2-Quotient >1 oder <(-1) betrachtet. Die Eintrage der Datenbanken fir
Krankheiten und Proteine oder Gene, die mit diesen in Verbindung gebracht wurden, sind auf
bereits bekannte Zusammenhange beschrankt. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Protein an der
Entwicklung einer bestimmten Krankheit oder Stérung 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 fiir erh6hte (+) 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 413 0,25 3,81 0,51 -4,048 -2,912
rotein B

ARHG5 pRho guanine nucleotide exchange factor 5 332 034 446 0,50 -3,278  -3,167
PK3CB Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 1,81 021 1,01 0,08 -3,085 -3,604

catalytic subunit beta isoform
SYG Glycyl-tRNA synthetase 0,39 0,05 0,31 0,07 -2,995 -2,078
CRKL  Crk-like protein 326 042 299 0,12 -2,961 -4,626
DSG2  Desmoglein-2 0,64 0,08 034 0,07 -2,946  -2,341
P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta 460 0,72 3,74 045 -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
SIML1 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 1,94 042 166 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 0,74 0,17 1,19 0,21 -2,073  -2,533

glycosyltransferase subunit 2
GRB2  Growth factor receptor-bound protein 2 883 216 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, 0,44 0,07 0,43 n.c. -2,732 n.c.

mitochondrial
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 nc. 030 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 DnaJd 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 Ahnlichkeit der funktionalen GO-Annotationen eines Proteins und einer
Erkrankung. Der berechnete Score ermdglicht die Sortierung von Proteinen eines Datensets nach
ihrer Prioritat hinschtlich der gewahlten Erkrankung von Null fir keine Ahnlichkeit bis Eins fiir
maximale Ahnlichkeit. Fiir die Proteine des Resistenzpools wurden Scores (BPsimRel, '%) fiir die
funktionale Ahnlichkeit der BP GO-Annotation zu Lungenkrebs (OMIM 211980) ermittelt. Die 32
Proteine (23%) mit simRel-scores Uber 0,8 fir Lungenkrebs sind in Tab. 6 aufgefihrt. Die grofite
Ahnlichkeit mit einem simRel von Eins haben tumor necrosis factor alpha-induced protein 2
(TNAP2) und neuroblast differentiation-associated protein AHNAK (AHNK). Fir die sechs Proteine,
die nach DAVID die Annotation Lungenkrebs hatten, wurde ebenfalls ein simRel Score uber 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, gegeniiber der Anzahl an Proteinen fir die eine funktionelle Ahnlichkeit ermittelt
wurde, zeigt die Wichtigkeit bioinformatischer Operationen fur die identifizierung neuer
Zusammenhange 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-unabhéangig inhibierten Proteinen sind die
bekannten EGFR-Interaktoren UBS3B, S0S1 und PK3cB. Proteine, deren Assoziation nach
Afatinib-Behandlung in Kontrolimedium abnahm (log2 K,/K <(-1)), unter konditioniertem Medium
jedoch unverandert oder erhéht sind (log2 KMa/KM >(-1)) zeigt Abb. 20B. Hierzu gehéren 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 stort die

Dimerisierung des EGFR. Seine Funktion ist wichtig fir eine normale Proliferation und
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Tab. 6: Proteine des Resistenzpools mit funktioneller Ahnlichkeit (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 fiir
erh6hte (+) oder verringerte (-) Assoziation.(n.c.= nicht calculierbar)

% von EGFR Log2
simRel Gen Name K Ka KM KMja Ka/ K KM/K KMA/K KMA/KM  KMa/ Ka

1,00  TNAP2 ;foTeci’; ”ze°’°SiS factor alpha-induced 5, g 050 025 2,63 -005 -1,03 -0,98 1,60

1,00 AHNK  Neuroblastdifferentiation-associated 0 97 008 002 028 -012 -220 208 1,92
protein AHNAK

0,98 SPTCS  Spatacsin 0,04 0,01 nc. 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 S0Os1 Son of sevenless homolog 1 1,94 042 1,66 0,13 -2,19 -0,22 -3,85 -3,63 -1,66

095 Bzwp  Basicleucine zipperand W2 1,73 306 145 148 083 -025 -022 003 -1,04
domain-containing protein 2

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

092 COG8 g&’g‘jﬁ;";d oligomeric Golgicomplex 4 49 535 151 0903  -207 002 -0,69 -071 1,39

0,91 CRKL Crk-like protein 3,26 042 299 0,12 -2,96 -0,12 -4,75 -4,63 -1,79

091 Bzwq  Dasicleucine zipper and W2 nc. 130 092 060  nc.  nc  nc 062 113
domain-containing protein 1

0,90 ATRIP ATR-interacting protein nc. 0,16 n.c. 0,07 n.c. n.c. n.c. n.c. -1,21

0,88 NUMB Protein numb homolog 045 0,14 0,29 0,06 -1,67 -0,64 -2,98 -2,34 -1,31

0,87 ACKA1 Activated CDC42 kinase 1 n.c. 0,07 nc. 0,20 n.c. n.c. n.c. n.c. 1,48

086 IFRD1 nterferon-related developmental nc. 020 nc. 008 nc.  ne.  nc n.c. 1,31
regulator 1

0,86 TSC2 Tuberin nc. 008 nc. 0,02 n.c. n.c. n.c. n.c. -1,98

0,86 CDC37 Hsp90 co-chaperone Cdc37 1,93 095 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
Phosphatidylinositol-4,5-

0,85 PK3CB  bisphosphate 3-kinase catalytic 1,81 0,21 1,01 0,08 -3,08  -0,84 4,45 -3,60 -1,36
subunit beta isoform

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

084 VDAC1 Yoltage-dependentanion-selective .4 95 126 020 117 153 1,13 2,66  -2,31

channel protein 1
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
Aminoacyl tRNA synthase complex-

0,83 AIMP2 interacting multifunctional protein 2 nc. 040 nc. 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

082 TAFz  [renscriptioninitationfactorTFID o156 004 009 012 183 073 039 034 1,43
SWI/SNF-related matrix-associated

0,81 SMCA5  actin-dependent regulator of 0,33 0,05 0,06 0,17 -2,73 -2,37  -0,98 1,40 1,75
chromatin subfamily A member 5
Serine/threonine-protein

0,81 PP2BA phosphatase 2B catalytic subunit 0,87 0,93 0,93 0,38 0,10 0,09 -1,18 -1,27 -1,28
alpha isoform

0,80 DNJA2 DnaJ homolog subfam. A member2 0,23 0,93 1,58 0,31 1,98 2,75 0,41 -2,34 -1,57

080 ATg7  Ubiquitin-like modifier-activating 034 018 046 042 092 043 028  -0.15 1,21
enzyme ATG7

0,80 TRFM Melanotransferrin 0,60 0,33 048 0,15 -0,88 -0,32 -1,98 -1,66 -1,10

080 UBp34  Ubiquitin carboxyl-terminal nc. 002 003 005 nc  nc.  nc 098 1,02

hydrolase 34

Differenzierung. Weitere ERBB Mitglieder sind ausschlielich in Afatinib-behandelten Proben
identifiziert worden, der Liganden-unabhangige Dimerisierungspartner ERBB2 in K, mit 4,2% und
KMa 4,7% sowie ERBB3 mit 0,35% in Ky 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 mdéglicherweise ein Repressor
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der Transkription '®. SFO1 und NELFB, der als essentieller Bestandteil verschiedener
Proteinkomplexe ein Pausieren der Transkription bewirkt 107, liegen am Ende in der
Signalkaskade und kénnen auf diesem Weg an vielen Stellen durch Rezeptor-unabhangige
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 auRerhalb der Kriterien lag. Proteine, die hingegen nur in
Kontrollmedium durch Afatinib-Behandlung verstarkt detektiert wurden (log2 Ka/K >1, C) und in
konditioniertem Medium Afatinib-unabhangig 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 kinaseunabhéangig 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, einschlieBlich Krebs,

assoziiert '%. Zuletzt zeigt Abb. 20D Proteine, deren Assoziation durch Afatinib-Behandlung in
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Abb. 20: Dynamik der EGFR-Assoziation von Proteinen des Resistenzpools. Die relative Proteinmenge
in NSAF% (y-Achse) fiir MS identifizierte Proteine aus Eluaten Afatinib-behandelter (») A431-Zellen in
Kontrollmedium (K) oder konditioniertem Medium (KM) nach EGFR-IP. Die Proteine des Resistenzpools
(KMp/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
KMuy/KM <(-1)]; (B) Proteine deren Assoziation nach Afatinib-Behandlung in Kontrollmedium abnimmt [log2
Ka/K <(-1)], unter konditioniertem Medium jedoch unveréndert oder erhéht 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 Ko/K >1 und KMay/KM <1) und (D) Proteine deren Assoziation durch
Afatinib-Behandlung in Kontrollmedium steigt oder unveréndert bleibt, unter konditioniertem Medium jedoch
abnimmt oder gleich bleibt (log2 Ka/K >(-1) und KMay/KM <1). 32 Proteine des Resistenzpools wurden aus
der Gruppierung aufgrund eines fehlenden NSAF%-Wertes ausgeschlossen.
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Kontrollmedium steigt oder unverandert bleibt, unter konditionietem Medium jedoch abnimmt
oder gleich bleibt (log2 Ka/K >(-1) und KMp/KM <1, D). Hierunter befindet sich das lanC-like
protein 2 (LANC2), das mit einer Reihe Inositolphospholipiden interagiert, an diese gebunden
verstarkt an Membranen assoziiert und mit der Sensitivitadt gegen das Anthracyclin Doxorubicin in

verbindung gebracht wurde %

. 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
Uberexpression 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 erhdhte Genexpression von PRDX1 wird in vielen
Krebsarten, darunter NSCLC "°, beobachtet und zudem als Biomarker fiir NSCLC in intrinsischer

Gewebeflissigkeit diskutiert "

. Ha et. al. beschrieben eine PRDX1-Abhangigkeit der epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT), durch Regulation des EMT-Markers E-Cadherin. EMT wird durch
TGF-B1 induziert, welches nicht in der MS-Analyse identifiziert wurde, allerdings transforming
growth factor-beta receptor-associated protein 1 (TGFA1), welches in TGF-B1-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 erhéht (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 unabhangig 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 auf3erhalb
der EGFR-Signalkaskade hin. Die bekannten Resistenz-vermittelnden Mechanismen tUber MEK-,
mToOR und PI3-Kinase wurden zu Beginn der Untersuchung von AG Schuler ausgeschlossen.
Dennoch zeigt sich in der IP-MS-Analyse ein leicht angehobenes Assoziationslevel fir mTOR von
Kontrollmedium (0,49% und 0,38%) zu konditioniertem Medium (0,62% und 0,72%). Da die Art
der Bestimmung dieser Unabhangigkeit unbekannt ist, kann diese Abweichung hier nicht
zuverlassig bewertet werden. Ungeachtet der Erwartungen mischt sich das uncharakterisierte
Protein KiaA1671 (K1671) in die Coprazipitierten 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 coprazipitiert.

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 Ubertragen
werden, um Unterschiede im Adapterproteinmuster der TKl-resistenten und TKI-sensiblen Zellen
zu detektieren. Da die in dieser Arbeit entwickelte Methode auf die A431-Zellen zugeschnitten
war, wurde zunachst die EGFR-Expression im Vergleich zum Modellsystem im
Durchflusszytometer betrachtet (Abb. 21). Die Zellen wurden ungefarbt vermessen oder mit
einem biotinylierten Cetuximab und Anti-Biotin-VioBlue-Sekundarantikérper (VB) gefarbt. Die

Dotplots (Abb. 21A) der A431-Zellen zeigen einen klaren Anstieg der relativen VB-Intensitat von
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Abb. 21: Durchflusszytometrische Analyse der EGFR-Expression der HCC4006 Zelllinien. (A) EGFR-
Oberfldchenmarkierung fiir A431-Zellen als Positiv-Kontrolle fiir EGFR-Expression, Wildtyp-HCC4006-Zellen
(HCC) sowie die Erlotinib-resistenten HCC4006-Zellen (HCCg). Dotplots zeigen die relativen Gré3e (FSC-A)
gegen die relative Granularitdt (SSC-A) der Zellpopulation sowie die relative Gréle (FSC-A) gegen die
relative VB-Intensitdt ungefdrbter Negativkontrollen sowie unspezifisch bindenden IgG-AK-Biotin-
Isotypkontrollen und biotinyliertem Cetuximab (a-EGFR); als Sekundérantikérper wurde a-Biotin-VioBlue (VB)
verwendet. Zum Vergleich der maximalen Intensitdten ist die relative Zellzahl gegen die relative
VB-Intensitét als Histogram (B) und deren mittlere VB-Intensitét tabellarisch (C) dargestellt.
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ungefarbten (VB 0,64) und unspezifischer IgG-Isotypkontrolle (VB 1,1) zur Anti-EGFR-Farbung mit
einer mittleren relativen VB-Intensitat von 76,54. Ein Anstieg der relativen VB-Intensitat gefarbter
HCC4006-Zellen ist in den Dotplots nicht zu erkennen. Der Vergleich der relativen VB-Intensitat
ungefarbter und gefarbter A431-Zellen mit gefarbten HCC4006-Zellen im Histogramm (Abb. 21B)
lasst eine leichte Erhéhung der Intensitat gefarbter HCC4006-Zellen gegentber der A431-
Kontrolle erkennen, jedoch liegen die Werte der zugehdrigen Isotypkontrollen im selben Bereich
und Uberlappen sogar mit der spezifischen Farbung (Abb. 21C). Eine IP wurde aus Lysaten der
Erlotinib-resistenten HCCg4006-Zelllinie mit 6 ug Cetuximab durchgefiihrt und EGFR in
vergleichbarer Menge zum Kontrollsystem A431 detektiert (Abb. 22A). Die EGFR-Aktivitat und TKI-
Sensitivitat wurde durch Stimulation mit 100 ng/ml EGF gegebenenfalls nach Inkubation mit 1 uM
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. Auffallig 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
gegenuber der unstimulierten Kontrolle stark erhdoht. Die Inhibition der konstitutiven
Tyrosinkinaseaktivitdt ist auch bei den Erlotinib-resistenten Zellen durch TKI-Inkubation

erfolgreich, jedoch bleibt die Aktivierbarkeit durch EGF erhalten.
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Abb. 22: WB Analyse der EGFR-Expression und Aktivitdt in HCC4006-Zellen. (A) IP des EGFR mit 6 ug
Cetuximab aus Lysaten der Erlotinib-resistenten HCC4006-Zellen (HCCg) im Vergleich zum A431-Modell.
Detektion des EGFR in IP-Uberstand (U), Eluat (E) und Lysat (L) mit a-EGFR-AK. (B) Die EGFRr-Aktivitét der
HCC4006-Zellen (HCCg) wurde nach EGF-Stimulation mit und ohne vorherige Tyrosinkinaseinhibition
ermittelt. Erlotinib (E) wurde zur Inhibition der Tyrosinkinase 1 uM bei 37°C fir 1 h inkubiert,
EGFRr-Stimulation (100 ng/ml) erfolgte fiir 30 min bei 37°C. EGFR und pEGFR wurden im WB der Lysate
(20 ug) detektiert.

Zur MS-Analyse der veranderten EGFR-Interaktionen durch Resistenz wurden HCC4006-Wildtyp-
Zellen sowie die Erlotinib-resistente Linie HCCg4006 mit 1 uM Erlotinib 1 h inkubiert und
anschlieffend mit 100 ng/ml EGF-stimuliert. Dieses Behandlungschema ergab den auffalligsten
Unterschied zwischen Wildtyp und resistenter Zelllinie (Abb. 22B). Die WB Analyse der Lysate
zeigt eine leicht erhéhte Menge EGFR in HCCg4006 gegentiber 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-gefarbten SDS-PAGE, deren
Spuren flir den Verdau zur MS-Analyse verwendet wurden. Die densitometrische

Bandenauswertung der WBs ergab fur das Intensitatsverhaltnis pEGFR zu EGFR fir die resistente,
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behandelte Probe (HCCg: 0,57) eine 2,38-fache Aktivierung gegeniber der behandelten Kontrolle
(HCC: 0,24). Die mit unspezifisch bindendem IgG prazipitierten Proteine wurden aus der Analyse
ausgeschlossen, wenn sie in mindestens drei Proben mit einem Verhaltnis von Probe zu IgG <1
und den im Methodenteil genannten Filterkriterien identifiziert wurden. Die Anzahl identifizierter
Proteine durch MS bestatigt eine geringere Proteinmenge in den behandelten HCC4006 (557
Proteine) und behandelten resistenten HCCg4006-Zellen (625 Proteine) gegeniber den
unbehandelten Kontrollen mit 870 Proteinen fir die TKI-sensitiven HCC4006-Zellen und 755
Proteinen im Eluat der unbehandelten resistenten Zelllinie (Abb. 23B). Uber die berechneten
NSAFs konnen die relativen Proteinmengen in den verschiedenen Proben gegeneinander
abgeschatzt werden. In diesem Experiment steht die unterschiedliche Reaktion der Zelllinien auf
die Behandlung als moglicher Resistenzmechanismus im Fokus. Die log2-Transformation der
Quotienten behandelter resistenter Zellen gegen behandelte sensitive Zellen (log2 HCCg+/HCC+)
wurden in einem Punktdiagramm auf der y-Achse gegen den log2-Quotient resistenter gegen
sensitive unbehandelte Kontrollzellen (HCCg/HCC) auf der x-Achse aufgetragen (Abb. 23C). Die
Grenze flr eine zweifache Anreicherung (log2 1) ist durch gestrichelte Linien markiert. Diese
Darstellung veranschaulicht die Dynamik eines Proteins in Abhangigkeit zum Resistenzstatus.
Unabhangig von pharmakologischen Einfliissen sind 70 Proteine durch Resistenz mindestens
zweifach verandert 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 Rautenfarbung
indiziert. Hellgraue Rauten stellen Proteine dar, deren behandlungsabhangige Quotienten
(HCC+/HCC und HCCg+/HCC¢) keine zweifach veranderte 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 Bestatigung der Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitat. Proteine, die durch
Behandlung mindestens dreifach verandert assoziieren (log2 1,6) sind in Tab. 7 aufgefiihrt. Die
direkten EGFR-Interaktionspartner GRB2, SHC1, S0s1 und 2 sowie UBS3B und ARHG5 assoziieren
nach durch Behandlung deutlich weniger an den EGFR. Damit ist eine erfolgreiche Inhibition der
Aktivitdt beziehungsweise Stimulierbarkeit duch nachfolgenden EGF-Inkubation gezeigt. Die
Quadranten ii und iv enthalten Proteine, die in resistenten Zellen gegenuber den sensitiven
Kontrollen behandlungsunabhangig in gleicher Weise an den EGFR assoziieren. Diese kdnnen auf
einen veradnderten Grundzustand durch Resistenzentwicklung hinweisen. Alle Proteine der
Quadranten i und iii gehéren zu jenen, deren behandlungsabhangige Quotienten zweifache
Anderung der Assoziationsintensitat aufwiesen, das heisst, durch Behandlung veréndert an EGFR
assoziieren. Ein Resistenzpool wurde aus Proteinen generiert, die nach Behandlung in
resistenten Zellen (HCCg+) gegenliber sensiblen Zellen (HCC+) mindestens zweifach
unterschiedlich assoziieren. Von diesen 148 Proteinen sind die 46 Proteine mit vierfacher
Anderung (log2 2) in Tab. 8 aufgefiihrt. Protein Cip2A wurde durch Behandlung vermindert
coprazipitiert und in resistenten Zellen zweifach erhdht 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 (Z0-1) sind in den resistenten Zellen stark erhdht gegeniiber der sensitiven Linie.
Die Proteine exocyst complex component 6B (Exc6B) und das Protooncogen VAV in Quadrant iii
sind unbehandelt in resistenten Zellen starker mit dem EGFR assoziiert, durch Behandlung jedoch
erhdht 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 iReflndex. Nostrin (NOSTN) ist in HCCg4006-Zellen verringert und sein Target NOS3 (nitric

oxide synthase) wurde nur in sensitiven HCC4006-Proben identifiziert.
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Abb. 23: MS-Analyse des EGFRr-Interaktoms in HCC4006-Zellen. (A) Erlotinib-resistente (HCC.) und

HCC4006-Wildtyp (HCC) Zellen wurden 1 h bei 37°C 1 uM Erlotinib und anschlieBend 100 ng/ml EGF 30 min
inkubiert (+), Kontrollen blieben unbehandelt. EGFR und pEGFR wurden im WB (je 7 ul) detektiert und SDS-
PAGE der Eluate (120 ul) zur MS-Analyse Coomassie-geféarbt. (B) Mengendiagramm identifizierter Proteine
und Schnittmengen. (C) Punktdiagramm resistenzabhédngiger Dynamik in behandelten (y-Achse; log2
HCC_+/HCC+) und unbehandelten (x-Achse; log2 HCC/HCC) Zellen. Proteine, deren Quoteint TKI+EGF (+)
behandelt zu unbehandelt mindestens zweifach verdndert war (dunkle Rauten) und Proteine, deren
Assoziation sich durch Behandlung nicht &ndert (hellgraue Rauten).
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Tab. 7: Proteine, die durch Erlotinib und folgender EGF-Behandlung (*) mindestens dreifach verdndert an EGFR
assoziieren (log2 +/-1,6). Relative Proteinmenge (NSAF) in % von EGFR in sensitiven (HCC) oder Erlotinib-resistenten HCC4006-
Zellen (HCCk) sowie log2-Werte der Quotienten fiir erhGhte (+) oder verringerte (-) Assoziation. (n.c.= nicht calcukierbar)

% von EGFR log2
HCC+/ HCCe+
Gen Protein HCC HCC+ HCCe HCCe+ HCC  HCCe
SHC1  SHC-transforming protein 1 714 022 6,96 1,36 -5,01 -2,35
UBS3B  Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing protein B 8,37 058 881 2,36 -3,86 -1,90
ARHG5 Rho guanine nucleotide exchange factor 5 334 024 2,06 0,37 -3,82 -2,46
SOS2  Son of sevenless homolog 2 395 037 187 0,30 -3,43 -2,63
FAS Fatty acid synthase 052 005 0,03 0,22 -3,35 2,69
ECM29 Proteasome-associated protein ECM29 homolog 063 0,07 0,65 0,45 -3,21 -0,53
SOS1  Son of sevenless homolog 1 218 037 1,30 0,52 -2,57 -1,32
PDIA1  Protein disulfide-isomerase 317 061 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 09 022 062 0,20 2,11 -1,60
DOCK5 Dedicator of cytokinesis protein 5 028 006 026 0,12 2,11 -1,07
NU188  Nucleoporin NUP188 homolog 062 014 054 0,47 2,11 -0,20
GRB2  Growth factor receptor-bound protein 2 2345 665 19,37 7,06 -1,82 -1,46
KPYM  Pyruvate kinase isozymes M1/M2 424 121 2,38 3,87 -1,82 0,70
CDC37 Hsp90 co-chaperone Cdc37 330 094 104 0,74 -1,81 -0,48
ASPH  Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase 141 041 097 n.c. 1,79 n.c.
NF1 Neurofibromin 036 0,11 0,06 0,19 -1,74 1,69
K6PP  6-phosphofructokinase type C 126 041 1,72 1,85 -1,63 0,10
PRP6  Pre-mRNA-processing factor 6 016 052 1,81 2,22 1,70 0,29
PSMD8 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8 033 106 070 1,16 1,70 0,74
SRRM2  Serine/arginine repetitive matrix protein 2 017 056 0,09 0,33 1,70 1,84
PDIA5  Protein disulfide-isomerase A5 0,14 047 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 0,13 041 n.c. 0,12 1,70 n.c.
KDIS Kinase D-interacting substrate of 220 kDa 037 128 042 1,07 1,78 1,35
K2C5  Keratin, type Il cytoskeletal 5 332 11,76 244 19,01 1,82 2,96
IMMT  Mitochondrial inner membrane protein 021 075 385 1,97 1,87 -0,97
AT2C1  Calcium-transporting ATPase type 2C member 1 017 063 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 598 070 262 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 protein2 0,52 2,28 0,25 0,18 2,14 -0,48
VAV Proto-oncogene vav 018 0,78 042 0,20 2,15 -1,07
SVIL Supervillin 009 045 0093 2,26 2,37 1,28
EXC6B Exocyst complex component 6B 022 116 088 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 0,09 051 0,67 0,89 2,50 0,41
NEDD1 Protein NEDD1 024 146 083 1,37 2,60 0,72
PLEC  Plectin 004 026 282 2,79 2,70 -0,02
TGM2  Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 028 199 054 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 fiir erhGhte oder verringerte (-) Assoziation an EGFR. Dargestellt sind die Proteine, die in behandelten, Erlotinib-
resistenten Zellen (HCCet) im vergleich zu behandelten Erlotinib-sensitiven Zellen (HCC+) mindestens vierfach verdndert an EGFR
assoziieren. (n.c.= nicht calculierbar)

% von EGFR log2

Gen Protein HCC HCC+ HCCe HCCe+ HCCe/ HCCe+/

HCC HCC+
UFO Tyrosine-protein kinase receptor UFO 026 028 2,06 5,29 2,97 4,22
Z01 Tight junction protein ZO-1 nc. 011 080 1,18 n.c. 3,46
FLNB Filamin-B 025 025 1,06 2,72 2,09 3,44
TCPH  T-complex protein 1 subunit eta 065 024 186 2,55 1,51 3,44
PLEC Plectin 0,04 026 282 2,79 6,12 341
MPRIP  Myosin phosphatase Rho-interacting protein nc. 024 3,16 1,92 n.c. 3,00
5NTD 5"-nucleotidase nc. 033 203 2,50 n.c. 2,92
U520 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase 023 011 051 0,84 1,15 2,87
ECM29  Proteasome-associated protein ECM29 homolog 063 007 0,65 0,45 0,05 2,72
TCPZ T-complex protein 1 subunit zeta 0,74 048 143 3,07 0,94 2,67
SHC1 SHC-transforming protein 1 714 022 6,96 1,36 -0,04 2,62
LAMB3  Laminin subunit beta-3 nc. 049 2,06 2,59 n.c. 2,42
LAMC2  Laminin subunit gamma-2 nc. 032 088 1,66 n.c. 2,38
DC1I12 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 036 029 1,03 1,48 1,51 2,33
SVIL Supervillin 0,09 045 093 2,26 3,42 2,33
RAI14 Ankycorbin nc. 025 1,63 1,26 n.c. 2,31
CKAP5  Cytoskeleton-associated protein 5 013 0,12 0,16 0,61 0,29 2,31
U581 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component 020 038 1,68 1,87 3,09 2,28
CH60 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 155 080 385 3,89 1,31 2,28
SPTA2  Spectrin alpha chain, brain 041 052 430 2,48 3,39 2,26
FLNA Filamin-A 123 132 328 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 1 056 038 0,79 1,70 0,51 2,18
SYEP Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase 013 0,6 0,19 0,73 0,58 2,16
MCCB  Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial 542 205 435 9,02 -0,31 2,14
SPTB2  Spectrin beta chain, brain 1 027 028 3,15 1,22 3,56 213
HEAT3  HEAT repeat-containing protein 3 nc. 019 056 080 n.c. 2,09
PRP6 Pre-mRNA-processing factor 6 016 052 1,81 2,22 3,49 2,09
AP2B1  AP-2 complex subunit beta 206 094 357 397 0,79 2,09
FAS Fatty acid synthase 052 005 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 1,09 082 201 3,43 0,89 2,06
PTPRK  Receptor-type tyrosine-protein phosphatase kappa 043 022 054 0,89 0,34 2,05
TMOD3  Tropomodulin-3 1,09 053 2,09 2,16 0,94 2,03
UBS3B  Ubiquitin-associated and SH3 domain-containing protein B 837 058 881 2,36 0,07 2,03
LIMA1  LIM domain and actin-binding protein 1 081 15 6,11 6,34 2,91 2,03
NELFA  Negative elongation factor A 1,21 195 nc. 046 nc.  -2,08
LTV1 Protein LTV1 homolog 071 153 034 0,36 -1,08  -2,08
ATX2L  Ataxin-2-like protein 049 142 0,20 0,29 1,28 2,29
TAOK1  Serine/threonine-protein kinase TAO1 1,00 247 n.c. 0,45 n.c. -2,44
LEG3 Galectin-3 594 561 1,94 1,01 1,62 -2,48
NOSTN  Nostrin 486 484 0,32 0,80 -393 -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 2 099 202 nc 019 nc. -3,38
PERQ2 PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 052 228 025 0,18 -1,08 -3,70
ZN598  Zinc finger protein 598 0,70 262 0,33 0,20 -1,10 3,71
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AuRBerdem befinden sich unter den coprazipitierten Proteinen 41 weitere Rezeptoren
beziehungsweise Einheiten und acht receptor-type tyrosine-protein phosphatases (PTPR). Die
Menge und ihre Anreicherungsquotienten einiger willkirlich ausgewahlter Rezeptoren bzw.
Rezeptoreinheiten sind in Tab. 9 aufgefiuihrt. Die Rezeptoren ERBB2 und ERBB3 sind nach
Behandlung verstarkt EGFR assoziiert aber in resistenten Zellen den sensitiven gegeniber leicht
(ERBB2) beziehungsweise stark (ERBB3) verringert assoziiert. Eine achtfache (unbehandelt) bis
18-fache (behandelt) Erhéhung 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 HCCg4006-Proben identifiziert worden. Sieben dieser 41
Rezeptorproteine wurden mit sensitivem EGFR prazipitert 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 Prazipitaten plausibel. Die gleichmaRigen Banden der Lysate hingegen lassen doch

Tab. 9: Ausgewdhlte Rezeptoren, die durch Immunprézipitation 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 (HCCg), unbehandelten Zellen oder nach
Inkubation bei 37°C (1 uM Erlotinib, 1 h) und anschlieBender EGF-Stimulation 100 ng/ml (+). Log2 Werte der
Quotienten fiir erh6hte oder verringerte (-) Assoziation. (n.c.= nicht calkulierbar)

% von EGFR log2-Quotient

Gen Protein HCC HCC+ HCCE HCCE+ H,_?CCSI H,.?(;ng/ Hl-?ggl HI-(I:C(‘:CI‘E:/
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 1,14 054 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 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 1 574 6,67 2,71 3,18 0,22 0,23 -1,08 -1,07
ILERB 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 a 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 Prazipitation nach Stimulation
wurde in vielen Experimenten beobachtet. Garrett et al. berichteten 2002 ebenfalls wiederhohlt
geringere EGFR-Banden in stimulierten Proben "2 und fiihrten dies auf eine geringere Affinitat des
Antikorpers fir die phosphorylierte Form zurlick. Ein vermehrter Abbau nach Stimulation inerhalb
der Stimulationsdauer von 30 min ware ebenfalls denkbar. Um dieses Phanomen zu
entschlisseln, sollten selektiv Kompartiment-abhangige IPs durchgefiihrt werden. Denkbar ist die
Bindung des Cetuximab an adherente Zellen um sicher zu stellen, dass ausschliel3lich
membranstandiger Rezeptor gebunden wird. Da Cetuximab die Rezeptorinternalisierung initiiert,
kénnte dazu die Vernetzung der Proteine vorgenommen werden. Wird in EGF-stimulierten Proben
dann deutlich weniger prazipitiert, ware die Hinderung durch Ligandenbindung oder
Phosphorylierung erwiesen. Diese Erkenntnis wirde sich aulerdem auf die Aussagekraft der
Interaktomdaten auswirken, wenn akut aktivierte Rezeptoren der Analyse zumindest teilweise
entgehen konnten. Der Vergleich nicht behandelter Zellen (resistent gegen sensibel) oder
intrazelluldre Angriffsmechanismen kénnten 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
HCCg4006-Linie lasst eine Anreicherung bekanter Signalproteine in unbehandelten HCCg4006-
Zellen gegeniber der sensitiven Zelllinie erwarten. Viele dieser bekannten, identifizierten
Signalproteine, darunter SHC1, GRB2 und tyrosine-protein kinase JAK1 waren allerdings nicht
erhdht. Resistenzmechanismen oder auch aktivierende Mutationen 16sen, wie eingangs erwahnt,
selektiv bestimmte Signalwege bevorzugt aus % Die konstitutive Aktivierung muss daher nicht
zwingend zu einer erhohten Assoziation samtlicher Adapterproteine fiihren. STAT1 war in
unbehandelten HCCg4006-Zellen gegeniiber den unbehandelten HCC4006-Zellen erhdéht. Nach
Behandlung mit Erlotinib und EGF sank die Assoziation gegenuber unbehandelten HCCg4006-
Zellen und war gleichstark assoziiert wie in unbehandelten HCC4006-Zellen. Unter Behandlung
ist STAT1 in sensitiven HCC4006-Zellen nicht coprazipitiert worden. Die konstitutive Aktivierung
der HCCg40086, ist durch Tyrosinkinaseinhibition stark vermindert (Abb. 22B), kann jedoch durch
nachfolgende Stimulation mit EGF wiederhergestellt werden. Die eigentliche Funktion der
Ligandenbindung ist die extrazellulare Konformationsanderung, die den EGFR zur Dimerisierung
befahigt. Die Beobachtung impliziert, dass der EGFR in HCCg4006-Zellen als Monomer oder
zumindest unabhangig einer Liganden-induzierten Dimerisierung phosphoryliert ist,
beispielsweise durch einen familienfremden Rezeptor. Die EGF-Bindung kénnte demnach die
Dimerisierung mit einem ERBB-Rezeptor (beispielsweise ERBB2, der in den HCCg4006-Proben
erhdht ist) ermdglichen, der trotz der inhibierten ATP-Bindedoméane EGFR phosphoryliert.
Aufgrund der zahlreich identifizierten Rezeptoren erscheint die Involvierung anderer Rezeptoren
wahrscheinlich. Die Assoziation von Rezeptoren, deren Interaktion mit dem EGFR
kinaseunabhangig besteht, wirde sich durch die Hemmung der Tyrosinkinase nicht zwingend
verandern. Dies gilt allerdings auch fir 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 Uberaktivitdt von ERBB3-Rezeptoren durch MET-
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Amplifikation publiziert " . 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 GefaBmuskeln sowie
GefaBwachstum (Angiogenese) durch die nitric oxide synthase (Nos3) wird durch die Induktion

der Translokation von Nos3 von der Zellmembran durch Nostrin vermittelt inhibiert "'*'"°. D

a
Nostrin in den Proben resistenter Zellen deutlich reduziert war, ware die Inhibition vermindert und
Nos3 an der Zellmembran weiter aktiv. Die Angiogenese ist ein Prozess der ab einer bestimten
Grole flir weiteres Tumorwachstum nétig ist. Der Rezeptor UFO ahnelt dem EGFR hinsichtlich
einer Dimerisierung und Aktivierung von Adapterproteinen (einschliellich GRB2, CBL) und die
Signalwege lberschneiden sich im P13k-Weg. Uberlebensprozesse und Migration gehéren zu den
Prozessen in deren Regulation UFO involviert ist. Ephrine und deren Rezeptoren, von denen
sechs in dieser Analyse identifiziert wurden (Tab. 9), sind membranstandig gebundene Proteine

"% Eine weitere Besonderheit ist ihre bidirektionale

die nur Uber Zell-Zell-Kontakt binden kénnen
Signalaktivierung, wodurch in beiden beteiligten Zellen bei Kontakt Signalwege initiiert werden
und nicht nur intrazellular am Rezeptor. Sie spielen eine sehr wichtige Rolle bei Zellbewegung
und werden als globales Positionierungssystem mehrzelliger Organismen bezeichnet "
Unabhangig von der pharmakologischen Manipulation des Proteinmusters durch Erlotinib und
EGF hat sich der zellulare Hintergrund durch die chronische Adaption an Erlotinib mit der Zeit
verandert. In unbehandelten Zellen wurden allein abhangig vom Resistenz-Status der Zellen 178
Proteine mit mindestens zweifach veranderter Assoziation an EGFR identifiziert. In den
vergangenen Jahren ist die epithelial-mesenchymal transition (EMT) in Zusammenhang mit

"8 und erworbenen '"° Resistenzmechanismen diskutiert worden. Epithelzellen sind

basalen
durch gut organisierte Tight Junctions und apical-basolaterale Polarisation charakterisiert. Diese
transformieren zu unorganisierten mesenchymalen Zellen, die einerseits durch EMT-Marker-
Proteine nachgewiesen werden kdnnen, aber auch mikroskopisch histologisch zu erkennen sind.
Die HCC4006-Elternlinie unterschied sich deutlich in ihrer Morphologie von den Erlotinib-
resistenten HCCg4006-Zellen (Abb. 24). Der epithel-typische enge Zellkontakt wich locker
angeordneten, spindelférmigen Zellen die zum Teil kleine Fortsatze 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 calciumabhangige Zelladhdsionsproteine. E-
cadherin wurde nicht identifiziert, stattdessen cadhenin-1 und -3 sowie zehn weitere
Protocadherin-Untereinheiten. lhre Assoziation zeigte keine erkennbare Tendenz. Der auffallig
hohe Anteil an Proteinen, die in Zytoskelettreorganisation beziehungsweise intra- und
interzellulare Kontakte involviert ist, verdient dennoch Beachtung. Viele dieser Proteine, darunter
Plectin, Spectrin und tight junction protein (Z01) sind jeweils in den resistenten Zellen stark
gegeniber der Elternlinie erhéht mit dem EGFR coprazipitiert. Plectin ist ein Verbindungsprotein

120

der einzelnen Komponenten des Zytoskeletts “°, welches Zellen ihre Stabilitdt verleiht. Durch

seine strukturgebende Funktion und Interaktion mit den Mikrotubuli spielt es auch bei gerichteten
Prozessen polarisierter Zellen sowie intra- und interzelluldrer Signalibertragung eine Rolle 21 In

unbehandelten Zellen ist Plectin in den resistenten HCCg4006-Zellen gegeniber der Elternlinie
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HCC4006

HCCg4006

Abb. 24: Morphologische Verdnderung in HCC4006-Zellen durch Erlotinibresistenz. Die eng
aneinander grenzenden HCC4006-Zellen in RPMI1640-Kulturmedium und die Erlotinib-resistenten
HCCg4006-Zellen in RPMI1640-Kulturmedium mit 500 nM Erlotinib. HCC4006 wechseln von epithelialem
Verbund in spindelférmige, locker verteielte Zellen mit Zytoplasmafortsétzen (Pfeile). Die Bilder sind mit
einem inversen Mikroskop bei zehnfacher beziehungsweise 20-facher Vergréerung aufgenommen
(Axiovert 25, Zeiss, Gottingen).

70-fach (log2 >6) erhdht. Spectrin chains (SPTA2 und SPTB2) sind in calciumabhangige
Transportprozesse am Zytoskelett involviert und in unbehandelten HCCg4006-Proben mit
log2-Werten >3,5 bis zu 12-fach gegenuber den erlotinib-sensitiven HCC4006-Proben erhoht.
Zudem sind sie mit bis zu 4,3% (HCCg) in beachtlicher Menge identifiziert. Membranproteine
werden mit dem Zytoskelett Gber Z0-1 verbunden, das essentiell fur die Bildung von Tight
Junctions ist. Auch Zo1 ist aus resistenten Zellen 12-fach mehr coprazipitiert als aus der
Elternlinie. Vom optischen Erscheinungsbild bis zur dominierenden Identifikation von
Proteingruppen der Zytoskelettreorganisation (typischer mesenchymaler Phenotyp) spricht alles
fur eine EMT. Dennoch ist Zo-1 bei Resistenz erhoht, das fiir die Ausbildung von Tight Junctions
fungiert, welche wiederum unter EMT vermindert ausgepragt sind. Bei dem Vergleich von
publizierten und selbt erhobenen Daten muss die Methodik beriicksichtigt werden. Die meisten
genannten Erkenntnisse sind durch Expressionsanalysen gewonnen. Expressionsanalysen sind
jedoch nicht gleichbedeutend mit einer Interaktionsanalyse wie sie hier vorliegt. Demnach kdnnen
bekannte Resistenzmechanismen wie MET-Amplifikation oder Beteiligung von ERBB-Rezeptoren
durchaus vorliegen. Fungieren diese jedoch unabhangig von der EGFR-Funktion, so wirden diese
nicht mit diesem isoliert werden. Aufgrund der massiven Coprazipitation von
Strukturorganisationsproteinen liegt eine Wechselwirkung mit dem EGFR nahe. Diese kann
beispielsweise in einer Negativ-Rickkopplung 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, kdnnten Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. Die Rolle des EGFR bei der Zytoskelettreorganisation kdnnte durch Analyse

der Lokalisation weiter betrachtet werden.
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2.3 Differentielle Identifikation des Interaktionsmusters der EGFR-Variante Il

Die adherente Glioblasotmzelllinie P3 sowie die spheroid wachsende NCH421k-Zelllinie
exprimieren die EGFR-Variante Ill (vill). Tumore mit dieser Variante zeichnen sich durch
besonders invasives Verhalten aus *. Eine Bevorzugung der Pi3k und MAPK Signalwege ist
bekannt, die Ursache hierfur jedoch unklar. Die Analyse des EGFR-Interaktoms soll Hinweise auf
abweichende Adapterproteinmuster geben. Zunachst wurde auch hier die EGFR-Expression im
Vergleich zum A431-Modellsystem im Durchflusszytometer untersucht (Abb. 25). Die Zellen
wurden ungefarbt vermessen oder mit einem biotinylierten Cetuximab und Anti-Biotin-VioBlue-
Sekundarantikorper (VB) gefarbt. Die Dotplots (Abb. 25A) der A431-Zellen zeigen einen klaren
Anstieg der relativen VB-Intensitat von ungefarbten (VB 2,53) und unspezifischer 1gG-
Isotypkontrolle (VB 2,84) zur Anti-EGFR-Farbung mit einer mittleren relativen VB-Intensitat von
134,07. Ein Anstieg der relativen VB-Intensitat gefarbter Glioblastom-Zellen ist in den Dotplots
durch eine VergroRerung der Plot-Wolke nach oben gekennzeichnet. Die Farbung der NCH
Zellen ist deutlich geringer ausgepragt als die der P3-Zellen, wobei die NCHvlll-Zelllinie
gegeniber der IgG-Kontrolle nicht gefarbt scheint. Der Vergleich der relativen VB-Intensitat
ungefarbter und gefarbter A431-Zellen mit gefarbten Glioblasomzellen im Histogramm (Abb. 25B)
zeigt die geringe Farbung gegeniber der A431-Kontrolle. Bis auf die NCHuvlll-Zellen sind die
Intensitaten aller a-EGFR-gefarbten Proben gegeniber ihren Isotypkontrollen erhdht (Abb. 25C).
Eine IP wurde aus Lysaten der P3vlll, NCHvlll und NCH-EGFR-Zellen durchgefuhrt und EGFR in
vergleichbarer Menge zum Kontrollsystem A431 detektiert (Abb. 26A). Mit 145 kDa liegt die
Bande der vllIl unter der des vollstdndigen EGFR bei 170 kDa. Die EGFR-Aktivitdt wurde durch
Stimulation fir 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 schwacher. In den
Eluaten der P3vlll-Zellen war eine Co-Expression des Wildtyp-Rezeptors zu erkennen. Die
Detektion von STAT3 in den IP-Eluaten ist nicht gelungen. Die Lysate zeigten gleichmaRig

schwache Banden.

Abb. 25: Durchflusszytometrische Analyse der EGFR-Expression der Glioblastom-Zelllinien. (A) EGFRr-
Oberflachenmarkierung fiir A431-Zellen als Positiv-Kontrolle flir EGFR-Expression, P3- und NCH421k-Zellen
EGFr-Wildtyp transfiziert (P3EGFR, NCHEGFR) sowie die Zelllinien mit EGFrR-Variante Il (P3vlil, NCHVvIlI).
Dotplots zeigen die relativen GréBe (FSC-A) gegen die relative Granularitdt (SSC-A) der Zellpopulation
sowie die relative Gréle (FSC-A) gegen die relative VB-Intensitédt ungefdrbter Negativkontrollen sowie
unspezifisch bindenden IgG-AK-Biotin-Isotypkontrollen und biotinyliertem Cetuximab (a-EGFR); als
Sekundérantikérper wurde a-Biotin-VioBlue (VB) verwendet. Zum Vergleich der maximalen Intensitéten ist
die relative Zellzahl gegen die relative VB-Intensitdt als Histogram (B) und deren mittlere VB-Intensitét
tabellarisch (C) dargestellt.
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Abb.25: Durchflusszytometrische Analyse der EGFrR-Expression der Glioblastom-Zelllinien.
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Abb. 26: WB Analyse der EGFR-Expression und Aktivitidt in Glioblastom-Zellen. (A) IP des EGFR mit
6 ug Cetuximab aus Lysaten der EGFR Variante Il transfizierten P3-Zellen (P3vill) und NCH421k-Zellen
(NCHUvIll) sowie EGFR Wildtyp-transfizierte NCH421k-Zellen (NCHg) im Vergleich zum A431-Modell. EGFR
wurde in IP-Uberstand (U), Eluat (E) und Lysat (L) mit a-EGFR-Antikérper detektiert. (B) Die EGFRr-Aktivitét
der Glioblastomzellen wurde nach EGF-Stimulation (+) ermittelt. EGF-Stimulation (20 ng/ml) erfolgte fiir
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 EGFRvlII
transfizierten Zellen sind in Abb. 27C (P3) und Abb. 27D (NCH421k) als Mengendiagramme
dargestellt. Die Varianten-abhangige 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 erhdéhter 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 veranderte Assoziation zeigen,
ist mit 108 Proteinen in den NCH421k-Zellen groRer 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), 1Q calmodulin-binding motif-
containing protein 1 (IQcB1) und prohibitin-2 (PHB2) sind unabhangig von EGF-Stimulation in den
Varianten exprimierenden P3-Zellen vermindert. Unabhangig von EGF-Stimulation sind 28
Proteine erhdht, darunter der leucine zipper putative tumor suppressor 1 (Lz1s1), 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 behandlungsunabhangig erhéht an EGFRvII
assoziiert, 8 Proteine sind in unstimulierten Zellen erhoht an EGFRvIIl assoziiert, dissoziieren aber

oder binden weniger an die vlll wenn mit EGF stimuliert wurde. Zu diesen gehdéren direkt EGFR
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interagierende Proteine wie GRB2, SHC1 und UBS3B. Zusatzlich sind die Proteine in den
Punktdiagrammen nach ihrer Stimulierbarkeit gekennzeichnet. Proteine, deren Quotient
behandelt zu unbehandelt mindestens zweifach verandert war, sind als erhéht (+) oder erniedrigt
(-) gekennzeichnet, Rauten zeigen Proteine, deren Assoziation sich durch Behandlung nicht
mindestens zweifach andert. Besonders deutlich zeigt sich in dem Punktdiagramm der
NCH421k-Zellen eine Verteilung der stimulationsabhéangig veranderten Assoziation mit erhdhter
Assoziation (+) unterhalb einer gedachten Diagonale durch die Punktwolke von links unten nach
rechts oben.
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Abb. 27: MS-Analyse des EGFR-Interaktoms in Glioblastomzellen. EGFR-Variante Ill exprimierende P3
und NCH421k-Zellen (P3vlll, NCHvII) sowie die Rezeptor-Wildtyp-transfizierten Zellen (P3, NCH) wurden
30 min mit 20 ng/ml EGF inkubiert (+, EGF), Kontrollen blieben unbehandelt. Punktdiagramme geben
Varianten-abhéngigen Assoziationsdynamik in P3-Zellen (A) und NCH421k-Zellen (B) in unbehandelten (x-
Achse; log2 fiir P3vill/P3 und NCHUvIII/NCH) und stimulierten Zellen (y-Achse; log2 fiir P3vill+/P3+ und
NCHUVIII+/NCH+). Proteine, deren Quotient behandelt zu unbehandelt mindestens zweifach veréndert war
(log2 1) sind als erhéht (+) oder erniedrigt (-) gekennzeichnet, Rauten zeigen Proteine, deren Assoziation
sich durch Behandlung nicht &ndert. Mengendiagramme zeigen die Anzahl identifizierter Proteine und
Schnittmengen der Proben in P3-Zellen (C) und NCH-Zellen (D).
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Fur die Proteine, deren Assoziation sich in Abhangigkeit zu der Rezeptorvariante in stimulierten
Zellen mindestens zweifach anderte (EGFRvIII+/EGFR+ log2>1 oder <(-1)), wurden die GO BP-
Annotationen mit dem DAVID functional annotation tool ermittelt. Die BP sind fiir P3-Zellen (Abb.
28A) und NCH-Zellen (Abb. 28B) mit ihren ES als Balkendiagramme dargestellt. Der ES ist umso
héher, je wahrscheinlicher die Proteine des Datensets in einem BP involviert sind. In den
P3-Zellen wurden die BP zu sieben Clustern zusammengefasst, die starker an EGFRvIll binden
sowie drei Cluster, die starker 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 vlll verminderte BP (grtin) 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
verstarkt in EGFRvIIl exprimierten NCH421k-Zellen initiiert werden. Weitere verstarkte 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).
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Abb. 28: Biologische Prozesse an denen Proteine beteiligt sind, deren Assoziation sich abhédngig
von der Rezeptor-Variante verdndert hat. Die BP sind fiir P3-Zellen (A) und NCH421k-Zellen (B) als
Balkendiagramme dargestellt. Cluster der BP nach GO Annotation wurden im DAVID clustering tool fiir
Proteine ermittelt, die mindestens zweifach verédnderte Assoziationsdynamik in Abhéngigkeit der
Rezeptorvariante zeigten (log2>1 oder <(-1)). Der Enrichmentscore ist umso gréf3er, 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. Ahnlich sind
sich die BP (cell-) cell adhesion und signaling pathway in P3-Zellen beziehungsweise regulation

of signal transduction in NCH421k-Zellen. Die geringe Ubereinstimmung zeigt sich auch in der
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Schnittmenge von nur 14 Proteinen, die in beiden Zelllinien einen log2 flir EGFRVIII+/EGFR+ >1
oder <(-1) zeigen, darunter Plexin-B2 (PLxB2), Catenin delta-1 (CTND1) und der translation
initiation factor elF-2B subunit alpha (EI2BA). In Tab. 10 und Tab. 11 sind jeweils die Proteine mit
den zehn (wenn vorhanden) hdchsten beziehungsweise niedrigsten Quotienten fur EGFRvlI

gegen EGFR, unstimuliert und EGF-stimuliert fir beide Zelllinien getrennt aufgefuhrt.

Tab. 10: Proteine mit den héchsten beziehungsweise niedrigsten Quotienten fiir EGFRVIII gegen
EGFR in P3-Zellen. Relative Proteinmenge (NSAF) in % von EGFR fiir unstimulierte oder EGr-stimulierten
P3-Zellen (20 ng/ml fiir 30 min, +) mit Expression von EGFR oder der EGFRVIIl. Log2 modifizierte
Quotienten fiir Rezeptorabhéngige Dynamik. (n.c.= nicht calkulierbar)

% von EGFR log2
i +
Gen  Protein P3  P3+ P3vl Pavi+  Polll P3VIR
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 elF-2B subunit delta 059 1,63 3,22 2,93 2,45 0,85
ARRD3  Arrestin domain-containing protein 3 0,24 040 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
LZTSA Leucine zipper putative tumor suppressor 1 0,25 0,14 1,39 1,74 2,45 3,63
TACC3 Transforming acidic coiled-coil-containing protein3 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 063 039 129 208 104 241
member 21 ’ ' ' ’ ’ ’

SNX17  Sorting nexin-17 0,9 0,35 245 1,82 1,36 2,37
HOOK3 Protein Hook homolog 3 0,27 0,11 045 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  NEDDA4-like E3 ubiquitin-protein ligase WWP2 nc. 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 245 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 268 protease regulatory subunit 7 255 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 292 0,88 0,64 1,00 -2,19 0,20
PSD11  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 273 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 1,89 722 nc. 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 0,9 0,42 0,59 -2,93
S0S2 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  TOMA1-like protein 2 041 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 0,11 041 0,36 0,09 1,72 -2,13
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Tab. 11: Proteine mit den héchsten beziehungsweise niedrigsten Quotienten fiir EGFRvIIl gegen EGFR
in NCH421k-Zellen. Relative Proteinmenge (NSAF) in % von EGFR fir unstimulierte oder EGF-stimulierten
NCH421k-Zellen (20 ng/ml fiir 30 min, +) mit Expression von EGFR oder der EGFRVIIl. Log2 modifizierte
Quotienten fiir Rezeptorabhéngige Dynamik. (n.c.= nicht calkulierbar)

% von EGFR log2
Gen Protein NCH NSH NCHuvlII NC:'VHI Nﬁg‘{_:"’ Nﬁg‘ﬂ!”
P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit B 0,10 1,41 1,81 4,18 4,18 1,56
AMOT  Angiomotin 0,10 0,00 1,31 1,562 3,66 n.c.
KI26B  Kinesin-like protein KIF26B 0,04 000 043 0,11 3,55 n.c.
ACACA Acetyl-CoA carboxylase 1 0,79 1,64 9,16 11,95 3,54 2,86
DOCKS3 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 o 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 8 210 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 0,61 019 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.
BZwW2 Bastic_ Ie2ucine zipper and W2 domain-containing 246 156 1,07 0,00 41,20 ne.
rotein
CNDG2 FC))ondensin-z 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 200 3,28 1,54 0,56 -0,38 -2,55
UBS3B Ubitqqitig-associated and SH3 domain-containing 208 421 7.32 0.82 1,30 2,36
rotein

COG3 FC))onserved oligomeric Golgi complex subunit 3 1,04 2,13 0,71 0,45 -0,56 -2,23
BIG2 Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange

orotein 2 9 9 028 057 022 013 -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 3 437 592 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

Fur ein besseres Verstédndnis, wie die Proteine mit veranderter Dynamik zusammenhangen,
wurden Protein-Protein-Interaktionen mit der iReflndex Datenbank ermittelt. Das Datenset zum
Abgleich mit der Datenbank enthalt Proteine mit log2-Werten >1 oder <(-1) fur 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 fir Proteine in Probe P3EGFRvllI+ der Maximalwert
4 und fur Proteine die nur in P3EGFR+ identifiziert wurden der Minimalwert (-4) festgelegt. Aus
diesen 178 Proteinen wurde fur 63 Proteine eine Interaktion gefunden und diese als
Interaktionsnetzwerk in Cytoscape dargestellt (Abb. 29). Dabei waren 46 der interagierenden
Proteine erhéht an die vlll assoziiert (rot) und 16 verringert gegentber 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.
EIf weitere Proteine, deren einzige Interaktion in einem Autoloop bestand, wurden nicht
dargestellt. Zum EGFR bestehen elf direkte Interaktionen. Uber 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 erhéht mit der EGFRvIII prazipitiert wurden. Ebenso waren
Proteine um den ERBB2 Rezeptor, wie dieser selbst, stark erhdht. Die gemeinsamen direkten
Interaktionen von EGFR und ERBB2 waren hingegen verringert. Finf weitere Interaktionspfade
sind Uber ADP-ribosylation factor 6 (ARF6) mit EGFR assoziiert.
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Abb. 29: Protein-Protein-Interaktionen zweifach verédndert assoziierter Proteine in P3-Zellen nach MS-
Analyse der EGFR-IP. Protein-Protein-Interaktionen nach der iReflndex Datenbank fiir Proteine mit
log2(P3EGFRvIII+/P3EGFR+) >1 oder <(-1) sowie Proteine, die nur in einer dieser beiden Proben identifiziert
wurden. Als Quotient wurde fiir Proteine in Probe P3EGFRvIII+ der Maximalwert 4 und fiir Proteine die nur in
P3EGFR+ identifiziert wurden der Minimalwert -4 festgelegt. Der Farbgradient indiziert erhbht assoziierte
Proteine (rot, log2 >1) oder geringer assoziierte Proteine (griin, log2 <(-1)) an den EGFR.
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Analog wurde ein Interaktionsnetzwerk fir Proteine mit log2-Werten >1 oder <(-1) flr den
Quotient NCHEGFRVIII+/NCHEGFR+ errichtet (Abb. 30). Von 200 Proteinen die diese Kriterien
erfullten, wurden Protein-Protein-Interaktionen fir 108 Proteine gefunden. Davon sind 29 Proteine
verringert (griin) und 78 Proteine erhdht an vlll assoziieren (rot). Das generierte Netzwerk enthalt
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 P858
interagieren verstarkt mit der vlll. So ist auch eine Gruppe von Proteinen erhdht an vlll assoziiert,
die Uber receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta (PTPRJ), tight junction protein ZO-1 (Z01),
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.
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Abb. 30: Protein-Protein-Interaktionen zweifach verédndert assoziierter Proteine in NCH421k-Zellen
nach MS-Analyse der EGFR-IP. Protein-Protein-Interaktionen nach der iReflndex Datenbank fiir Proteine
mit log2(NCHEGFRVIII+/NCHEGFR+) >1 oder <(-1) sowie Proteine, die nur in einer dieser beiden Proben
identifiziert wurden. Als Quotient wurde fiir Proteine in Probe NCHEGFRvIII+ der Maximalwert 4 und fiir
Proteine die nur in NCHEGFR+ identifiziert wurden der Minimalwert -4 festgelegt. Der Farbgradient indiziert
erhéht an den EGFR assoziierte Proteine (rot, log2 >1) oder geringer an den EGFR assoziierte Proteine (griin,
log2 <(-1)).
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Eine grofle Gruppe coprazipitierter 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 coprazipitiert, von denen 17
Rezeptorproteine ebenfalls in NCH421k-Zellen mit dem EGFR coprazipitiert wurden (Abb. 31). EIf
Rezeptorproteine wurden nur in NCH421k-Zellen coprazipitiert. Neben den Rezeptoren wurden
acht lonenkanale in P3-Proben identifiziert und sechs in NCH421k-Proben. Einziger lonenkanal,
der in NCH421k-Zellen mit Uber 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 Kanale Uberwiegen in EGFR-Wildtyp
exprimierenden P3-Zellen, die Kaliumkanale interagieren hingegen vorzugsweise mit EGFRUVIII.
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 aufgefihrt.

P3-43 NCH - 28

Rezeptoren P3-8 NCH-6

RL TK
NRL TK

lonenkanale

Abb. 31: Anzahl identifizierter Rezeptorproteine nach EGFR-IP durch LC-MS/MS in P3- und
NCH421k-Zellen. Mengendiagramme zeigen Schnittmengen coprézipitierte Rezeptoren und lonenkanéle
beider Zellinien, sowie die Anzahl an Tyrosinkinasen vom Rezeptor-Typ (RT TK) beziehungsweise nicht-
Rezeptor-Typ (NRL TK).



66 Ergebnisse und Diskussion

Tab. 12: Coprazipitierte Rezeptorproteine nach IP-MS-Experimenten aus P3-Zellen und
NCH421k-Zellen. Relative Proteinmenge als NSAF(%) von EGFR fiir 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 4,95 564 13,70 2224 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
IGF1IR  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
[17RA 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 Ir_:éjecri)r::r-ﬂch repeat-containing G-protein coupled 0.38 0,58 0,89 111 ne. ne. ne. ne.
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.
UNCS5C  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 member3  n.c. 0,19 0,59 0,26 n.c. n.c. n.c. n.c.
KCNE4  Potassium voltage-gated channel subfamily E member4  n.c. n.c. 1,34 1,31 n.c. n.c. n.c. n.c.
KCNQ2  Potassium voltage-gated channel subfamily KQT mem2  n.c. n.c. 0,32 0,10 n.c. n.c. n.c. n.c.
KCNQ5  Potassium voltage-gated channel subfamily KQT mem5  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 o2/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 vlll in den Glioblastomzellen P3 und
NCH421k im Vergleich zu den A431-Zellen sehr gering war, lie@ sich der
Rezeptor-Adapterproteinkomplex erfolgreich durch die IP isolieren. Dies zeigt, dass die
MS-Analyse prazipitierter Proteine eine geeignete Methode darstellt, Subnetzwerke von einem
grofen Proteinpool zu separieren und zu analysieren. Obwohl die Aktivitat der vill aufgrund der
Deletion der externen Domane bisher als Liganden-unabhangig galt 122 zeigt die WB Analyse ein
leichtes Ansprechen der vlll auf den EGFR-spezifischen Liganden EGF in den P3-Zellen, jedoch
nicht in NCH421k-Zellen. Die Ansprechbarkeit auf Stimulation wurde kirzlich flr dimerisierte,
konstitutiv aktivierte Mutanten gezeigt *', 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 vlll wird vermutlich durch andere Tyrosinkinasen oder wildtyp-EGFR als
Dimerisierungspartner hervorgerufen. Als Konsequenz ware die Signalinitierung der P3-Zellen
starker durch den Wildtyp Rezeptor gepragt 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 erhoht in vlll exprimierenden NCH421k-Zellen. Die
Assoziation der coprazipiterten Proteine ist in NCH431k-Zellen demnach starker abhangig von
der vlll. Die Proteine, die durch EGF stimulierbar waren (+), erscheinen zudem vermehrt am
unteren Rand dieser Punktwolke. Da vlll konstitutiv aktiv ist, lieRen sich diese beiden

Beobachtungen mit einer fehlenden Coexpression des Rezeptorwildtyps erklaren. Proteine, die
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nach EGF-Stimulation vermehrt an EGFR binden (+), sind auf der x-Achse (EGFRVIII/EGFR,
unstimuliert) durch die konstitutive Aktivitat der Variante im positiven Bereich, dem stimulierten
Wildtyp-EGFR (y-Achse, EGFRVIII+/EGFR+) gegeniber 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 verandert EGFR-assoziiert. Das einzige Protein, das in
beiden Zelllinien verringert an vlll bindet, ist die conserved oligomeric Golgi complex subunit 1
(CoG1). Der CoG-Komplex spielt eine Schliisselrolle fiir die Struktur des Golgi-Apparates und den
intrazellularen Transport sowie Modifizierung von Glycoproteinen im Golgi-Apparat 128 Wahrend
sieben weitere CoG-Untereinheiten identifiziert wurden, sind diese nur in den NCH-Zellen
ebenfalls zweifach verringert, wohingegen sie in den P3-Zellen einer schwacheren Anderung
unterliegen. CoG-assoziierte Proteine '** wie Syntaxine (STx), Synaptosomal-associated proteins
(SNP) und RAB-related proteins (RAB) sind hingegen fast ausschliesslich in P3-Zellen identifiziert
und zudem in vlll exprimierenden Zellen erhéht coprazipitiert. Wahrend bei BP, die durch vlil in
P3-Zellen beeinflusst werden, ein Augenmerk auf Proteintransport, Signalkaskaden und
Wachstum legen (Abb. 28), werden in NCH421k-Zellen die extrazelluldren Kontakte, Morphologie
und Bewegung starker adressiert. Der BP response to stimulus gehért zu den runterregulierten
Funktionen in NCH421k-Zellen, was sich mit der Beobachtung einer mangelnden
phosphorylierung der EGFRvIIl 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 vlll-abhangige Analyse aus.

Prohibitin und Prohibitin-2 wurden in der MS-Analyse von P3-Eluaten an Wildtyp-EGFR
EGF-induziert rekrutiert, an vlll 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-

125

Signalwege involviert . Die Expression ist gewebeabhangig und in Krebszellen erhdht

beschrieben '%. Im Kontrast dazu ist eine Runterregulation der PHBs fiir Glioblastome gezeigt

127

worden “'. Aufgrund des Fehlens einer ,nicht-Glioblastom-Kontrolle® ist die vorliegende Analyse

nicht als &quivalent zu betrachten. Dennoch ist die Verringerung eines potentiellen
Tumorsupressor-Proteins in Zellen mit vlll schlissig, da diese als Faktor fir hohe Agressivitat des

Tumors steht. Sievers et al. zeigten eine Degradation des mitochondrialen Fusion-Proteins OPA1,

128

wenn PHB runterreguliert wird =°. OPA1 ist wie PHB an der Aufrechterhaltung von Aktivitdt und

Morphologie der Mitochondrien beteiligt >

und gehort ebenfalls zu den stark verringert
vlll-assoziierten Proteinen der vorliegenden Analyse der P3-Eluate. Stérungen der
Mitochondrienfunktion sind bereits mit verschiedenen degenerativen Erkrankungen in Verbindung

gebracht worden '*°

und unter Berlicksichtigung der bekannten Translokation des EGFR in
Mitochondrien diskutierbar. Da die Signale der vlll von geringerer Intensitat und auf bevorzugte
Signalwege konzentriert sind, kann die verringerte Assoziation durch ausbleibende

mitochondriale Translokation erklart werden. Ob eine krebsfordernde Rolle besteht, miisste mit
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weiteren Untersuchungen analysiert werden. Das Netzwerk aus Interaktionen der dynamischen
Proteine zeigt ein schllssiges Bild wechselwirkender Proteingruppen. In P3-Zellen sind drei
Untereinheiten der translation initiation factors elF-2B (EI12B) erhoht. Sie initiieren die Translation

von Proteinen in Anwesenheit ausreichender Aminosiuremengen '

. Drei Mitglieder des
Kondensin-Komplexes (Smc2, Smc4, CNDG2), der die Kondensierung von Chromatinfadden in
transportfahige Chromosomen initiiert sind ebenfalls erhdht. Die verringerten Adapterproteine
(Sos1 und So0s2, VAV2 und VAV3) bei gleichzeitig stark erhoht vlll-assoziierter Gruppe mit
Rezeptoren wie ERBB2, Ephrinrezeptoren (EPHA3, EPHB3) und die non-receptor tyrosine-protein
kinase TYK2 (TYyK2) sowie den Proto-Oncogenen FYN und YES weisen auf veranderte
Signalschwerpunkte hin. Auch in den NCH421k-Zellen sind bekannte Adapterproteine wie SHC1,
STAT3 und GRB2 gegenuber dem aktivierten EGFR-Wildtyp verringert. Die bevorzugte Initiierung
des PI3K/AKT Signalweges der EGFRvIII wird durch die erhdhte P85B bestatigt. Proteine, die den
Rezeptorabbau initiieren, wie UsB3B und AP2M1 sind verringert. Gleichzeitig ist das Protein
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8 (UBP8) erhoht, welches konjugierte Ubiquitinreste von
Proteinen entfernt und vor Abbau schiitzt. Hwang et al. beobachteten einen verringerten Abbau
von vllI-Dimeren. Als Ursache werden fehlende Ligandenbindung oder die vergleichsweise
schwache konstitutive Aktivierung, im Vergleich zum stimulierten EGFR-Wildtyp, erwahnt 22 Die
tight-junction-proteins Z01 und Z02, Angiomotin (AMOT) und Angiomotin-like protein 1 (AMOL1)
sowie der Rezeptor Plexin-B2 (PLxB2) fir Zell-Zell-Komunikation, sind stark erhoht an
vlll-assoziierte Proteine der NCH421k-Analyse. Obgleich stark ausgepragte Tight-Junctions
charakteristisch fur Epithelzellen sind, sind sie nétig fur die Formation von Spheroiden und
spielen eine Rolle in frilhen Stadien der Metastasierung. Erste Zusammenhange von Z01 und
EGFR wurden in Ratten-Epithelzelllinien Uber eine MAPK Hemmung beschrieben 32 Die
dynamisch veranderten Proteine wirden vermutlich ein deutlich gréReres Newtzwerk enthdllen,
wenn weitere, unverandert assoziierte Proteine der Analyse eingeschlossen waren. So kdnnte ein
umfassenderer Eindruck veradnderter Rezeptorwirkungen gewonnen werden. Von 79
identifizierten Rezeptoren wurde fir sechs eine bekannte Interaktion mit EGFR mit der iReflndex
Datenbank ermittelt. Dazu gehéren ERBB2 und ERBB3 sowie Insulin-like growth factor 1 receptor
(IcF1R). 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. Uber diese bekannten sechs Rezeptoren sind sekundare Interaktionen zu 13
weiteren Rezeptoren mit dem EGFR identifiziert. Fir 60 weitere identifizierte Rezeptor(typen) sind
bisher keine Interaktionen mit EGFR beschrieben. Passend zur erhéhten Assoziation von P85B
waren inositol 1,4,5-trisphosphate receptors type 1-3 (ITPR1-3) in NCH421k-Zellen erhdéht mit
EGFR coprazipitiert. Ephrin type-A und —B (EPHA/B) Rezeptoren wurden in P3-Zellen coprazipitiert
und erhoht an vlll assoziiert, in NCH421k-Zellen nur EPHA/B 3 an vlll assoziiert. Ephrinrezeptoren
sowie die Liganden (Ephrine) sind Membrangebundene Proteine. Es ist daher enger Zellkontakt
ndtig um die Zellkommunikation Gber Ephrine zu initialisieren. Die erhdhte Assoziation in beiden
Zelllinien an vlll fordert eine weitere Analyse der EGFR-Interaktion heraus. Auffallig ist das Fehlen
der Ephrinliganden in der Analyse. Mdglich ware eine kinaseunabhangige Stabilisation &hnlich

der Interaktion zwischen EGFR und SGLT1. Dagegen steht widerum die zusatzliche Erhéhung der
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Assoziation an vlll durch EGF-Stimulation. Fir eine konstitutive Aktivierung muss auch EGFRvlII
dimerisieren '®. Dafiir kann selbst kinaseinaktiver EGFRvIIl ein Aktivator fir seinen
Bindungspartner darstellen. Demnach kénnte TKI-gebundener EGFRvIII weiterhin ERBB2 oder
ERBB4 aktivieren und zu sekundarer TKI-Resistenz fiihren. Fir ERBB3, das kinasetote Mitglied
der ERBB-Rezeptorfamilie, konnte eine ligandenunabhangige Phosphorylierung durch vlll gezeigt
werden. Fur die Aktivierung des ERBB3 wird die Bildung von ERBB-Oligomeren vermutet % Die

Kenntnis interagierender Rezeptoren kénnte eine Richtung flr 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-gestitzte Identifikation gezeigt werden. Moderne bioinformatische Werkzeuge
und Programme ermdoglichten die Auswertung komplexer Daten und enthilliten ein vielseitiges
Netzwerk interagierender Proteine. Durch die Isolation eines Netzwerkes kann dieses im Ganzen
betrachtet werden und bietet ein enormes Potential zur Untersuchung veranderter 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-Aminosauren (SILAC) stellte sich als unvorteilhaft
fir das entwickelte Protokoll heraus. Der Hauptvorteil dieser Methode liegt in der Mdglichkeit,
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 fur 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-Verhaltnis des EGFR, wodurch eine mathematische Korrektur der erhaltenen MS-Daten
ndtig war. Insgesamt stellte sich die manuelle Korrektur und Uberpiifung der Daten als wesentlich
aufwendiger und unzuverlassiger als die mathematische Methode heraus. Eine Isotypkontrolle
der IP blieb weiterhin nétig um unspezifisch bindende Proteine zu selektieren. In Anbetracht der
erheblichen Kosten und des =zeitlichen Aufwandes der Inkorporation stabiler, schwerer
Isotopen-Aminosauren 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
Ubertragen lasst, in denen ausreichende Mengen EGFR exprimiert werden. Um spezifische
Interaktionen mit groRRer Sicherheit identifizieren zu kénnen, bedarf es der grundlichen Validierung
gegen weitere, etablierte Methoden. In weiterfiihrenden Arbeiten wird die Interaktion zwischen
EGFR und CiP2A aktuell von der Arbeitsgruppe Ritter weiter untersucht. So wird die Interaktion der
Cip2Aa-Targets c-Myc und PP2A mit dem EGFR derzeit analysiert. Ein weiteres Indiz fur 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 EGFRvVIII exprimierenden adherenten P3-Zellen und
spharoiden NCHk421k-Zellen identifiziert. Die genannten Proteine sind in Tab. 13 aufgeflhrt.
Diese Schnittmenge konnte auch unspezifisch bindende Proteine darstellen. Gegen eine
willkiirliche Coprazipitation dieser Proteine spricht einerseits der Ausschluss im Vorfeld durch IgG

prazipitierter Proteine aus den Analysen. Zum Anderen werden abhangig vom Zellsystem



Tab. 13: Proteine, die in der Epidermoidkarzinom-Zelllinie A431, der Lungenadenokarzinom-Zelllinie HCC4006 sowie in den Glioblastom-Zelllinien P3 und NCH421k in unabhédngigen
MS-Experimenten identifiziert wurden. UniProt KB Accession Gen-Abkiirzung, Proteinbeschreibung.

Accession Gen Protein Accession Gen Protein

P08195 4F2 4F2 cell-surface antigen heavy chain 000410 IPO5 Importin-5

095782 AP2A1 AP-2 complex subunit alpha-1 095373 IPO7 Importin-7

094973 AP2A2 AP-2 complex subunit alpha-2 015397 IPO8 Importin-8

P63010 AP2B1 AP-2 complex subunit beta Q96P70 IPO9 Importin-9

095831 AIFM1 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 095573 ACSL3 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3

Q9Y6E2 BZW2 Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 2 000264 PGRCA1 Membrane-associated progesterone receptor component 1
Q6PJG6 BAAT1 BRCA1-associated protein required for ATM activation protein 1 060942 MCE1 mRNA-capping enzyme

P27824 CALX Calnexin Q9oUBB6 NCDN Neurochondrin

P50416 CPT1A Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform Q8N1F7 NUP93 Nuclear pore complex protein Nup93

043264 ZW10 Centromere/kinetochore protein zw10 homolog 000459 P85B Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta
P57678 GEMI4 Component of gems 4 Q9UHI6 DDX20 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX20
Q86XI12 CNDG2 Condensin-2 complex subunit G2 014818 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

Qoyav7 COG6 Conserved oligomeric Golgi complex subunit 6 Q13438 0Ss9 Protein OS-9

P83436 COoG7 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 QO08AM6 VAC14 Protein VAC14 homolog

Q96EY1 DNJA3 DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial Q86U38 CNO021 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 094822 RN160 RING finger protein 160

Q9UPTS EXOC7 Exocyst complex component 7 P16615 AT2A2 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2
014980 XPO1 Exportin-1 Q8WVM8 SCFD1 Sec1 family domain-containing protein 1

P55060 XPO2 Exportin-2 P42345 MTOR Serine/threonine-protein kinase mTOR

Q9COE2 XPO4 Exportin-4 P05023 AT1A1 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
Q9HAV4 XPO5 Exportin-5 095470 SGPL1 Sphingosine-1-phosphate lyase 1

Q96QU8 XPO6 Exportin-6 043156 TTH TEL2-interacting protein 1 homolog

Q9UIA9 XPO7 Exportin-7 Q9Y4R8 TELO2 Telomere length regulation protein TEL2 homolog
043592 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 QouI10 EI2BD Translation initiation factor elF-2B subunit delta
Q92538 GBF1 Golgi-specific brefeldin A-resistance guanine nucleotide exchange factor 1 Q13144 EI2BE Translation initiation factor elF-2B subunit epsilon
P62993 GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2 QINR50 EI2BG Translation initiation factor elF-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 014787 TNPO2 Transportin-2

094829 IPO13 Importin-13 Q9Y5L0 TNPO3 Transportin-3

¢l

yzed
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differentielle Anreicherung der Proteinmuster detektiert. Innerhalb dieser Gruppe Zellsystem-
unabhangig prazipitierter Proteine wurden 67 bekannte Interaktionen mit der iReflndex
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
mdglicherweise in der Bevorzugung verschiedener Signalwege durch die unterschiedlichen

Zelllinien begrindet.

Die Ausbeute niedrig abundanter Proteine sollte dennoch durch das Vernetzen nahe gelegener
Proteine mit dem UV-aktiven, chemischen Linker SDA erhéht werden. Es zeigte sich eine
unspezifische Kumulation der Proteinmenge, sodass die Anreicherung unspezifisch verlinkter
Proteine befilirchtet werden muss. Zudem ist der Linker nicht MS-kompatibel, da die Verbindung
nicht duch das ubliche Protokoll gespalten werden kann und die Linker-gebundenen Peptide der
MS-Analyse nicht zuganglich sind. Dieser Verlust ist bei niedrig abundanten Proteinen vermutlich
am schwerwiegendsten. Der Nutzen der Vernetzug bleibt das Konservieren eines Zustandes. Im
Rahmen verschiedener Ansatze zur Untersuchung der EGFR-Lokalisation durch
kompartimentspezifische Isolierung sind Markierung der Zelloberfliche mit Biotin oder direkt mit
Cetuximab an adherenten Zellen denkbar. Diese haben ohne Frage bei langerer Inkubationszeit
Auswirkungen auf den Zustand der Zelle. Eine Konservierung der erzeugten Situation durch
verschiedene Stimuli konnte hier Degradierungen oder den Abbruch der Signalinitierung
verhindern. Ein Linker, der nach erfolgter IP vor der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE
wieder gespalten werden kann, wirde die Detektierbarkeit der Proteine gegeniber 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. Fur die Spezifitat
der Daten spricht die verminderte Identifikation von Signalmediatoren nach Behandlung mit TKI,
die die biologische Realitdt widerspiegelt. In diesem Experiment wurde das uncharakterisierte
Protein KIAA1671 (K1671) identifiziert, dessen Funktion bisher nicht bekannt ist. Allerdings

92 ynd in Assoziationen zu anderen

wurden K1671-Antikérper in Patientinnen mit Brustkrebs
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 coprazipitiert. 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 "9 wurden Hinweise auf EMT und rege
Veranderungen 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. Frohlich in Bonn ist ein Projekt entstanden, welches das Phanomen und
die Auswirkungen des EMT in erworbener Erlotinib-Resistenz untersuchen wird. Mit einer
annahernd verdoppelten Assoziation an die EGFRvIIl von circa 4% auf anndhernd 8% (NSAF) ist
K1671 aus den spheroiden NCH421k Glioblastomzellen unabhangig von EGF-Stimulation

coprazipitierbar. 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
kdnnte das EGFR-Interaktom erweitern. Zudem ist eine Analyse der isolierten Rezeptoren
interessant, die zahlreich in HCC- und Glioblastomzellen coprazipitiert wurden. Es ware denkbar,
die hohe Anzahl andersartiger Rezeptoren in der Analyse wurden allein aufgrund ihrer Nahe zu
dem EGFR coprazipitiert oder etwa aus unvollstandig lysierten Membranfetzen stammen. Die
vierstiindige Inkubation des Konjugates in dem Detergenz-enthaltenen Lysepuffer wahrend der IP
sollte jedoch genligen, Membranproteine herauszulésen. Die darauffolgenden Waschschritte
sollten nicht-gebundene Proteine groltenteils entfernen. Zudem zeigen sich auch bei den
Rezeptoren differentielle Assoziations-Affinitdten, die flir eine situationsbedingte Interaktion
spricht. Die Untersuchung der Rezeptorbeteiligung kénnte vielversprechende Hinweise auf
weitere Signalkaskaden geben, die an der Resistenzentwicklung teilhaben. Besonders aufféllig
waren die Unterschiede zwischen adherenten P3 und spheroiden NCH421k Glioblastomzellinien.
Schon im Punktdiagram lie sich erkennen, dass die NCH421k-Zellen starkere Unterschiede
durch die vlll entwickelt haben. Kiinftige Therapieansatze spezifisch fur vlll exprimierende
Tumoren klingen zunachst vielversprechend. Demnach wirden Tumor-selektive Antikorper,
gegen Vlll, gesundes Gewebe nicht schadigen und kénnten in nétiger Konzentration und Dauer
appliziert werden. Dennoch bieten die zahreichen Resistenzmechanismen den Tumorzellen die
Méglichkeit, die inhibierten EGFR-Signale zu ersetzen und erfordern erganzende targetgerichtete
Therapieansatze. Bekannte Proteine wie MAPK sind zwar mit der EGFR Signalkaskade assoziiert,
wurden hier jedoch in keinem Experiment in nennenswerter Menge coprazipitiert. Da MAPK in der
EGFR-Signalhierarchie einige Distanz zum Rezeptor hat und nur Uber weitere Adapterproteine
interagiert, ist dieses Ergebnis fiir ein IP Experiment zu erwarten. Die Arbeitsgruppe von Prof.

¥ und transfizierte

Miletic in Bergen beschaftigt sich seit ldngerem mit Glioblastomen
Wildtyp-EGFR und EGFRvIII jeweils in die entwickelten Glioblastomzellinien P3 und NCH421k, die
hier verwendet wurden. An diesem Modell wird die Invasivitat des Wildtyp EGFR im Kontrast zur
Angiogenese-fordernden vlll zukinftig in einer Kooperation verfolgt. In Anbetracht der
bevorzugten Initiierung der PI3K oder MAPK Signalwege durch vlll im im Vergleich zum breiter
gefacherten Wirkspektrum des Wildtyps, sind unterschiedliche Auswirkung plausibel. Die hier
vorliegenden Analysen sind einzelne Experimente, mit denen die Funktionalitdt fiur die
verschiedenen Modelle ermittelt werden sollte. Fur eine solidere Aussage ware die Ausflihrung
mehrerer Bioreplikate ratsam um anhand der Uberschneidungen validere Datensets zu erhalten,
die dann ihrerseits Validierung mit weiteren Methoden bendtigten. Obwohl die Methode auf
samtliche Kulturbedingungen problemlos zu Ubertragen ware, wird ihre Anwendung durch
finanziellen, technischen, materiellen und nicht zuletzt zeitlichen Aufwand limitiert. Fir die
Analyse wurden bis zu acht Kulturschalen mit je 160 cm? Zellrasen eingesetzt, einzelne
Gewebeproben kdnnen daher nicht analysiert werden. So bleibt die Anwendung auf Zellkultur und
Ursachenforschung begrenzt. Dennoch bietet die vorliegende Analyse enormes Potential fir
weiterfihrende Untersuchungen, welche Rolle beispielsweise die Lokalisation des EGFR
einnimmt, wie EMT Resistenz vermittelt und welche Abweichungen der Signalkaskade des

EGFRvIIl den Phanotyp des Tumors pragt.
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4 Zusammenfassung

Ein komplexes Netzwerk aus Rezeptoren und deren Signalkaskaden reguliert
Wachstumsprozesse, Differenzierung und das Uberleben von Zellen. Wird dieses Netzwerk aus
dem Gleichgewicht gebracht, kdnnen 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
Rezeptoriiberexpression, sowie veranderte oder erhéhte Aktivierung, ist die EGFR-Signalkaskade
eine der am haufigsten disregulierten in humanen Krebserkrankungen und damit ein prominentes
Ziel zahlreicher Tumortherapeutika. Aufgrund weitlaufiger Resistenzbildung ist die Identifizierung
verantwortlicher Strukturen von groRer Bedeutung um die entarteten Signalkaskaden mit einer

Multi-Target-Therapie synergistisch einzudammen.

Nach Aktivierung des EGFR wird eine signalspezifische Antwort durch Rekrutierung von
Adapterproteinen an die intrazellulare Doméane des Rezeptors initiiert und so in die Zelle geleitet.
Die veradnderte Zusammensetzung der Signalproteine durch verschiedene Stimuli,
Rezeptormutationen oder bei Arzneistoffresistenz kénnte wirkungsvolle Angriffpunkte fir neue
Therapieansatze enthillen. Um die zugrundeliegenden Mechanismen zu entschllsseln, wurden
mehrere Proteom-Untersuchungen auf Zelllysate angewendet. Ungeachtet der herausragenden
Sensitivitdt moderner Gerate stellt die Identifizierung niedrig-abundanter Proteine wie Adapter-
und Signalproteine im Proteinpool einer Zelle eine groRe Herausforderung an
massenspektrometrische Methoden dar. Die lIdentifizierung differentieller Proteinmuster des
EGFR-Interaktom und die globale Identifikation von Veradnderungen unter verschiedenen

Bedingungen war das Ziel dieser Arbeit.

Mithilfe des spezifischen EGFR-Antikdrpers Cetuximab (Erbitux®) wurde der EGFR samt seiner
Interaktionspartner an magnetische Partikel gebunden und aus Zelllysaten prazipitiert.
Anschliessend wurden die prazipitierten Proteine in einer SDS-PAGE aufgetrennt, in den
einzelnen  Gelbanden tryptisch verdaut und anschlieRend mit hochauflésenden
Massenspektrometern analysiert. Aus Lysaten EGFR-Uberexprimierender A431-Zellen wurden 183
Proteine in vier Bioreplikaten detektiert. Fir 15 dieser Proteine waren direkte Interaktionen mit
EGFR in der iReflndex-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 ermdglichte eine relative Quantifizierung der Proteinmenge in
verschiedenen Proben. Die Menge der coprazipitierten Proteine war nach EGFR-Aktivierung durch
EGF fur 14 Proteine mehr als zweifach erhéht gegenliber unbehandelten Proben. Davon waren
Untereinheiten des AP2 Komplexes am starksten an aktivierten EGFR assoziiert. Abschlieltend
wurde die Interaktion mit AP2 und die neu aufgedeckte Interaktion mit CiP2A durch

Immunfluoreszenz und Western Blot-Analyse bestatigt.



76 Zusammenfassung

Nachdem die Funktionalitdt 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 temporaren 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 kénnten, der durch das konditionierte
Medium induziert wurde. Dieser Resistenzpool enthalt 137 Proteine, von denen 32 Proteine
funktionelle Ahnlichkeit zu Lungenkrebs aufweisen, darunter TNAP2, AHNK, SPTCS und der

Tumorsuppressor DIDO1.

Daraufhin wurde die Methode auf ein weiteres klinisch relevantes Resistenz-Modell (ibertragen. In
diesem Fall handelte es sich um eine chronisch erworbene Resistenz der
Lungenkarzinomzelllinie HCC4006 gegen den reversiblen Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib. Die
Analyse sollte zunachst differentielle Proteinmuster des Grundzustandes in Abhangigkeit zur
erworbenen Resistenz identifizieren. Die Morphologie der Erlotinib-resistenten HCC4006-Zellen
weist Merkmale einer epithelial-to-mesenchymal-transformation (EMT) auf, die als
Resistenzmechanismus fur verschiedene Tumore sowie HCC4006-Zellen beschrieben ist. Im
Einklang mit dieser Beobachtung wurden Hinweise auf EMT und rege Veranderungen des
Zytoskeletts in der vorliegenden massenspektrometrischen Analyse der resistenten HCC4006-
Zellen gefunden. In unbehandelten Zellen wurden abh&ngig vom Resistenz-Status der Zellen 178
Proteine mit mindestens zweifach veranderter Assoziation an EGFR detektiert. Darunter fanden
sich die Proteine der Zytoskelettreorganisation Plectin, Spectrin und Zo1, welche in resistenten
Zellen bis zu 70-fach erhoht 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 verandert. Darunter befanden sich HEAT1, EF1A1, UBS3B und AP3B1 die nur in
sensitiven Zellen durch Tyrosinkinaseinhibition dissoziierten, in den resistenten Zellen hingegen

unverandert mit EGFR assoziierten.

Abschliessend wurde die differentielle Analyse der EGFR-Interaktionen auf zwei
Glioblastomzelllinien unterschiedlicher Morphologie angewendet. Zu diesen ohnehin sehr
unterschiedlichen zelluldren Hintergrinden wurde die Komplexitat der Analyse durch die
transfizierte Deletionsmutante EGFR-Variante Il (vlll) erhoht. In Abhangigkeit der exprimierten
Rezeptorvariante wurde ein unterschiedliches Verhalten der Tumore beobachtet. Uberexpression
des Wildtyp-EGFR zeigt sich in besonders invasivem Verhalten, wahrend EGFRVIII exprimierende
Tumore ausgepragte Angiogenese aufweisen. Es galt zu untersuchen, ob sich diese Phanotypen

in Abhangigkeit der genetischen Varianten im Proteinmuster der EGFR-Interaktoren widerspiegeln
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lassen. In den P3 Glioblasomzellen sind 95 Proteine in Abhangigkeit der Rezeptorvariante
zweifach verandert an EGFR assoziiert. Darunter sind die Proteine JAK1, GRB2, PRKDC und SNX-3,
17 und 27 vermehrt an vlll assoziiert, wohingegen PHB2 bevorzugt an Wildtyp-EGFR assoziiert. In
den NCH421k Glioblastomzellen ist die Affinitat fur vlll bei 245 Proteinen zweifach verandert.
Darunter befanden sich Phosphokinasen P85A und P85B mit stark erhéhter vlll-Affinitat. Proteine
die den Rezeptorabbau initiileren, wie UsB3B und AP2M1, waren hingegen verringert. Fur vlll ist
eine bevorzugte Initierung des PI3K/AKT Signalweges, sowie eine konstitutive Aktivitat 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-abhangig assoziieren.

Mit dem Abschluss dieser Arbeit liegt ein Protokoll zur differentiellen Analyse der
EGFR-Interaktionsmuster vor. Nach der Ubertragung 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
Entschllsselung protein-biologischer ~ Mechanismen und Identifizierung maoglicher
Targetstrukturen. Auf Grundlage dieser Daten kénnen weitere Untersuchungen folgen, welche
Rolle beispielsweise die Lokalisation des EGFR einnimmt, wie EMT Resistenz vermittelt und

welche Abweichungen der Signalkaskade des EGFRvIII den Phanotyp des Tumors pragt.
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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
Uberexpression des EGFR haufig 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 (HCCg) HCC4006 zur Verfiigung. Diese adherente
Lungenadenokarzinom-Zelllinie enthallt die sensibilisierende ALRE Mutation (A750P oder

L747-E749 Deletion auf Exon 19) der EGFR Tyrosinkinase Domane 19,135

5.1.3 Glioblastom-Zelllinien P3 und NCH421k

Die Glioblastom-Zelllinien P3 und NCH421k sind orthothop geziichtete humane Zelllinien von

136,137

Glioblastom Patienten , die sich hinsichtlich der EGFR Expression unterscheiden. Wildtyp

(wt) sind schwach EGFR exprimierende negativ-Kontrollzellen, wohingegen die EGFRwt eine
Uberexpression des Rezeptor Wildtypes aufweisen (transfiziert) und EGFRvIIl exprimieren die
mutierte EGFR Variante Ill. Die P3 Linien wachsen adherent, NCH421k sind spheroid wachsende
Suspensionszellen. Sie wurden von MD PhD. associate professor Hrvoje Miletic der Universitat

Bergen (Department of Biomedicine, Norway) zur Verfigung gestellt.

5.2 Antikérper und Substrate

Acris Antibodies, Herford

Polyclonal Ab to 3-Actin

Cell Signaling Technology liber New England Biolabs, Frankfurt am Main
Akt Antibody rabbit pAb

Anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 488 Conjugate

Anti-mouse 1gG, 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

P13 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 uiber BIOTREND, Koéin

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 1gG

Atto 488 goat anti-rabbit IgG

SouthernBiotech liber BIOZOL, Eching

Mouse IgG1 Isotype Control Biotin Conjugate

Thermo SCIENTIFIC, Braunschweig

Alpha Adaptin Monoclonal Antibody (AP6) mouse

5.3 Chemikalien und Medien

3C- L-Arginin-HClI
3C- L-Lysin-2HCI
Ammoniumbicarbonat
Ammoniumpersulfat

BCNHS

*Succinimid

(Biotinamidocaproate N-Hydroxy-

Bovine Gamma Globulin Standard Set
Bovine Serum Albumin
Bromphenolblau

Dithiothreitol

Dulbecos PBS

EDTA

Glycerol

Glycin

EURISO-TOP, Saarbriicken
EURISO-TOP, Saarbriicken
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Fermentas, St. Leon-Rot
PAA Laboratories, Colbe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
PAA Laboratories, Cdlbe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Immun-Star WesternC Chemiluminescent Kit Bio Rad Laboratories, Miinchen

Isopropanol Abflllung Chemikalienabgabe

L-Glutamin Carl Roth, Karlsruhe



Material und Methoden

81

MacsQuantTM Calibration Beads
Methanol

Milchpulver

Mowiol

NasVO,

NaCl

NaF

PageRuler TM Prestained Protein Ladder
Proteinase-Inhibitor-Cocktail
Roti®-free
Roti®-Nanoquant
Roti®-Quant universal
Rotiphorese® 30

RPMI 1640

SDS

SILAC-RPMI 1640

TEMED

Tris

Tris-HCI

Triton X-100

Trypsin

Trypsin/ EDTA

Tween® 20

5.4 Gerite

Intas, Goéttingen
Consort, Turnhout (Belgium)

Eppendorf, Hamburg

Miltenyi Biotec, Berlgisch-Gladbach
Abfillung Chemikalienabgabe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Célbe
Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Colbe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Promega, Mannheim

PAA Laboratories, Colbe

Carl Roth, Karlsruhe

ChemoCam
Eletrophoresis power supply EV231
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 Losungen und Puffer

Antikdrperlésungen Antikorper in TBST mit 5%BSA
CBB-Lsg. 5¢ Coomassie G-250
(Coomassie Brilliant Blau) ad 100 ml aqg. dest.
CCD-Lsg. 50¢g (NH),SO,
(Colloidal Coomassie Dye) 6 ml Phosphorsaure 85%ig
- zum Farben frisch mit ad 490 aq. dest.
20vol% Methanol ansetzen +10 ml CBB-Lsg.
EGF-LAsung 100 ng/mi in RPMI 1640
Lammli Probenpuffer 4-fach 2ml 1M Tris pH 6,8
- Aliquote bei -20°C lagern 1 mi aqg.dest.

0,8¢g Dithiothreitol

2ml SDS 30%ig

1 mg Bromphenolblau

3ml Glycerol
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Laufpuffer 10-fach

fur Elektrophorese

Lysepuffer

Blockierpuffer fir Membranen

TBST

TBS 5-fach

Towbin-Blot-Puffer

Tris-Puffer 1,5 M pH 8,8

far Trenngele

60 g
288 g
2049

ad 21

50 mM
100 mM
100 mM
5 mM
0,2 mM
0,1%

10 pl/ml

10 %

200 ml
500 pl

ad 1|

2429
84,8¢

ad 2|

39
14,4 g
200 ml

ad 11

15,39 g

3,69 g

Tris
Glycin
SDS

ag.dest.

Tris

NaCl

NaF

EDTA
Naz;VO,
Triton X-100

Proteinaseinhibitorcocktail

Milchpulver in TBST

TBS 5x
Tween® 20

aq. dest.

Tris
NaCl

aq. dest.

Tris
Glycin
Methanol

aq. dest.

Tris

Tris-HCI
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ad 100 ml aq. dest.
Tris-Puffer 1 M pH 6,8 1,16 g Tris
fur Sammelgele und 14,34 g Tris-HCI
Lammlipuffer ad 100 ml aq. dest.
Probenpuffer A 80 i ACN

80 pl 5%ige Essigsaure (v/v)

3,84 ml MS Wasser
Sammelgel 4% 1,5ml Aqua

325 pl Roti 30%ig

615 pl Tris pH 6,8

25 pl SDS 10%ig (v/v)

25 pl APS 10%ig (v/v)

2,5l TEMED
Trenngel 10% 3,6 mi Aqua

1,9 ml Roti 30%ig (v/v)

1,875 mi Tris pH 8,8

75 ul SDS 10%ig (v/v)

100 pl APS 10%ig (v/v)

13 ul 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% CO, Atmosphare kultiviert. Arbeiten

wurden generell unter einer Laminar Flowbox mit sterilen Gegenstanden ausgefihrt.

Epidermoidkarzinom Zelllinie A431

Die humane Epidermoidkarzinom Zelllinie A431 wurde in RPMI 1640 Nahrmedium mit 10%
Fetalem Kalberserum (FCS) kultiviert. Um die Zellen zu passagieren wurde das Medium
abgesaugt und vorsichtig mit 5 ml PBS gespiilt. Dies diente der Entfernung zweiwertiger lonen,
die von Ca* abhangigen Adhasionsproteinen (Cadherine) fir die Zelloberflachenhaftung bendtigt
werden. Nach Inkubation der Trypsin/EDTA-Lésung fir etwa 5 min bei 37°C wurden die Zellen
leicht abgeklopft, in Medium resuspendiert und ein Aliquot in das vorbereitete Kulturgefal
gegeben. Die Bildung von Zellklumpen als Folge plétzlicher Zugabe des Mediums lief sich
vermeiden indem die trypsinierte Zellsuspension zunachst in die mediumgefiillte 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.

Adhérente Glioblastom Zelllinien P3

Die adharent wachsenden Zellen wurden ebenfalls bei 37°C, 95% Luftfeuchte und 5% CO,
Atmosphare in Kulturflaschen kultiviert. Dafur wurden 500 ml Neurobasal® Medium fur alle drei
Zelllinien mit b27 Supplement, 10 ml Penicillin/Streptamycin, 5 ml Glutamax, 1 ml Heparin sowie
10 yg FGF angereichert. FUr das Passagieren wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
durch leichtes Klopfen und spilen mit frischem Medium abgeldst. Durch sanftes auf und ab in
einer serologischen Pipette wurden sie vereinzelt und die gewlinschte Menge in frisches Medium
uberfuhrt.

Spheroid Glioblastom Zelllinien NCH421k

Analog zu den adharenten P3 Zelllinien wurden die NCH421k-Zellen von Patienten Glioblastomen
gewonnen und von der Arbeitsgruppe um Hrvoje Miletic Ubermittelt. Sie wachsen in spheroider
Suspensionskultur und enthalten EGFR Wildtyp (wt), EGFRwt transfiziert (zur Erhdhung der

Rezeptorexpression) oder EGFRvIIl. Die Zusammensetzung des Medium und Kulturbedingungen
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entsprachen denen der P3-Zellen. Alle drei Tage wurden die Spharen durch auf- und
abpipettieren wieder vereinzelt um einen Wachstumsstop zu vermeiden. Medienwechsel erfolgte
durch Zentrifugation bei 500-900 rpm fir 5 min. Um Zellen zu passagieren wurde das Pellet in
frischem Medium resuspendiert und die bendtigte Zellzahl in frisch vorbereitete KulturgefalRe mit
Medium Uberfuhrt.

6.1.2 Kryokonservierung und Revitalisierung

Die Zellen wurden ziigig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, mit 5-10 ml PBS in eine serologische
Pipette gesogen und im 15 ml Zentrifugenréhrchen 5 min bei 500 rpm zentrifugiert. Der DMSO
haltige Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet mit Nahrmedium aufgenommen und in das
Kulturgefald Gberflhrt.

Die Zellen einer konfluenten 75 cm? Kulturflasche wurden gegebenenfalls von der Kulturflasche
abgelost (A431 Trypsin/EDTA, P3 sanft klopfen und abspilen) und pelletiert. Mit 3 ml
Kryomedium (FCS mit 10% DMSO) wurden die Zellen sanft resuspendiert und je 1 ml in ein
Kryoréhrchen gegeben. In einem doppelwandigen Kryokontainer mit Isopropanol gefilltem
Reservoir wurden die Zellen beo -70°C unter konstanter Temperaturreduktion 1°C/min

eingefroren. Nach etwa 24 h wurden die gefrorenen Kulturen in flissigem 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 fur 30 min mit 100 ng/ml hEGF in Nahrmedium inkubiert. Vor Lyse der
Zellen wurde das Medium abgesaugt und zunachst mit eisgekihltem PBS gespult. Fir
Versuchsansatze im 6-Well-Format wird je Well 1 ml Medium angesetzt, Gewebekulturschalen

mit 15 cm Durchmesser werden in 10 ml inkubiert.

Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitét mit Tyrphostin AG1478

Der reversible Tyrosinkinaseinhibitor Tyrphostin AG1478 (AG) wurde 1 mM in DMSO geldst und
fur die Inkubation von Zellen 10 pM in Medium verdinnt. Die Inkubation erfolgte Uber den
gewahlten Zeitraum (1 h oder wie angegeben) bei 37°C. Bei anschlieRender Stimulation mit EGF,

wurde zuvor das AG-haltige Medium entfernt und mit PBS gesplilt.

Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitdt mit Afatinib

Afatinib ist ein irreversibler Hemmstoff der Tyrosinkinaseaktivitdt der EGF- und ERBB2-
Rezeptoren. Aus einem 1 mM Stock wurde die 500 nM Inkubationsldsung in eigen- oder
fremdkonditionierten RPMI 1640 Medien mit 0,5% FCS hergestellt, die jeweils 1:1 mit frischem
RPMI 1640 angesetzt wurde. Zur Inkubation fur 30 min bei 37°C in Gewebekulturschalen mit

15 cm Durchmesser (entspricht 150 cm?) 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
Universitatsklinik Essen zur Verfigung gestellt. Der Kulturiberstand einer Fibroblasten-
Suspensions-Zelllinie soll ein somatisches Umfeld eines Tumors imitieren. Zur Kontrolle wurde

Kulturtiberstand der A431-Zellen verwendet.

Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitat mit Erlotinib

Erlotinib ist ein reversibler spezifischer Hemmstoff der EGFR-Tyrosinkinaseaktivitat. Fur eine 1 M
Stammlésung wurden 0,5 g Erlotinib (M 429,9 g/mol) in 1163 yl DMSO suspendiert. Diese kann 6
Monate bei -80°C gelagert werden. Eine 10 mM Stammldsung (100 yl 1 M Stammlésung in 9,9 ml
DMSO) wurde zu 25 pl aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Zum Erhalt der
Erlotinibresistenz wurden 25 ul der 10 mM Stammldsung je 500 ml DMEM Kulturmedium hinzu
gegeben. Fir Untersuchungen inhibierter Signalwege wurden sensitive und resistente Zellen 24 h
ohne Erlotinib kultiviert und anschlieend 1h mit 1 uM Erlotinib inkubiert. Fir Versuchsansatze 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

Fur eine moglichst rasche Lyse wurden Nahr- oder Inkubationsmedien abgesaugt, mit 5-10 mi
eisgeklhltem PBS gespilt und die Zellen mit eisgekihltem 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 langere
Zentrifugationsschritte sowie einen partiellen Abbau extrazellularer 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 13C-Isotope
der Aminosauren L-Arinin (0,46 mM) und L-Lysin (0,22 mM) angesetzt. Die 3C-Aminosauren
wurden in sterilem depletiertem Medium gelést und aliquotiert bei -20°C gelagert, die leichten
Aminosauren wurden nach dem Lésen zunachst durch ein Sterilfilter mit 0,22 ym Porengrofle
filtriert. FUr eine ausreichende Adaption der schweren Aminosauren wurden die A431-Zellen finf
Passagen in entsprechenden SILAC-Medien kultiviert und in je zwei 150 mm
Gewebekulturschalen ausgesat. Die 3C-markierten Kulturen wurden mit 100 ng/ml EGF in
depletiertem Medium fir 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 primaren Aminen und bindet diese kovalent. Unter anschlielender
UV-Bestrahlung mit Wellenldngen von 330-370 nm, reagiert die Diaziringruppe mit
nahegelegenen Proteinen an Seitenketten der Aminosauren und stabilisiert damit die Bindung
schwach gebundener Interaktionspartner flr weitere analytische Schritte. Aufgrund der hohen
Hydrolyseempfindlichkeit, wurde SDA im Behaltnis auf Raumtemperatur &aquilibiert um
Kondensatbildung zu vermeiden und frisch abgewogen. Eine 10 mM Stammlésung wurde in
DMSO hergestellt und vor Inkubation der Zellen 0,5-2 uM in PBS pH 8,4 verdiinnt. Das Medium
einer 10 cm Kulturschale wurde entfernt, zweimal mit PBS gespiilt und die SDA Lésung unter
leichtem Schwenken 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der Zugabe von Inkubations- oder
Waschldsungen ist auf sanftes gleichmaRiges Gie3en zu achten, da jede Spulung den Verlust
adherenter Zellen mit sich bringt. Die Reaktion wurde mittels 300 pl einer 2 M Tris-Lésung
gestoppt und ungebundene SDA Molekile gesattigt. AnschlieBend wurde die SDA-Lésung
entfernt, zweimal mit PBS gesplult 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
Wellenlange 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 nattirliche Bindungsverhalten
der Proteine nicht durch die gebundenen SDA Molekiile beeintrachtigt 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 Antikbérper Biotinylierung

Fir die IP sollte der spezifisch an den EGFR bindende chiméare Antikdrper Cetuximab (Erbitux®)
an Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel (SA-PMPs) gebunden werden. Da Biotin
mit Streptavidin eine stabile Bindung eingeht, wurde Cetuximab im Verhaltnis 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 gel6st und Aliquote bei -70°C
gelagert. Da BCNHS an primare Amine bindet, musste das im Erbitux® enthaltene Glycin
zunachst durch Dialyse in 11 PBS entfernt werden (vier Wechsel in 24 h) und wurde je 1 mg
Cetuximab mit 6 uyg BCNHS 14 h bei 4-6°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 1 h Inkubation
bei Raumtemperatur unter Zugabe von 15 uyl 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 Oberflachenstrukturen wurde bei der Vorbereitung der Zellen fir die
durchflusszytometrische Analyse auf Trypsin verzichtet und stattdessen eine 10 mM EDTA
Lésung in PBS zum Ablésen der Zellen verwendet. Das Nahrmedium wurde entfernt und mit
10 ml PBS gewaschen. Die A431-Zellen wurden bei 37°C in 3 ml EDTA L&sung inkubiert, bis sie
sich vollstédndig abgel6dst haben. Unterstutzt 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. Primare Antikérper (0,5 pg in 250 pl Inkubationspuffer) wurden bei
Raumtemperatur 30 min inkubiert, in 1 ml Inkubationspuffer verdiinnt, zweimal gewaschen und in
100 pl Inkubationspuffer resuspendiert. Sekundarantikérper (10 pl anti-Biotin-VioBlue) wurde
hinzugegeben und 5 min bei 4°C inkubiert, in 1 ml Inkubationspuffer verdinnt, zweimal
gewaschen und die Zellen fiir die Messung in 300 ul Inkubationspuffer resuspendiert. Die relative

VioBlue-Intensitat wurde am MACSQuant Durchflusszytometer gemessen und verglichen.

6.2.3  Proteinfarbung in Gelen

Silberférbung

Das Gel wurde zur Fixierung der Proteine mindestens 1 h (liber Nacht mdglich) in einer Lésung
aus 50% Methanol und 10% Essigsaure inkubiert und das Detergens (SDS) groRtenteils entfernt.
Nach zweimaligem Waschen in 50% Ethanol fir 20 min folgte eine Sensitivierung mit
Natriumthiosulfat (0,2 g/l Na,S,03* 5H,0) flir genau 1 min. In destiliertem Wasser wurde das Gel
zweimal kurz gespdlt (20 s) und 20 min mit Silbernitratiosung gefarbt (2 g/l AgNO3, 0,0375%
Formaldehyd). In dieser Zeit lagern sich die Silberionen an negativ geladene Seitenketten der
Proteine an. Uberschissige Silberionen wurden zweimal fiir 20 s mit Wasser entfernt und
angelagerte lonen in alkalischem Milieu zu elementarem Silber reduziert (60 g/l Na,CO3, 4 mg/I
Na,S,03* 5H,0, 0,025% Formaldehyd). Die Entwicklung wurde beobachtet und nach
ausreichender Schwarzfarbung (in der Regel 3-15 min) zigig zweimal fir 20 s mit 1%iger
Glycinlésung gewaschen und die Reaktion mit 5%iger Essigsaure und 1%Glycin gestoppt. Nach
30 min wurde das Gel weitere 30 min (bis Gber Nacht) in destilliertem Wasser gewaschen. Die

Lésungen mussen frisch angesetzt werden und sind innerhalb 24 h zu verwenden (BlumBeier87).

Coomassie-Féarbung

Zur Fixierung der Proteine wurde das Gel 1 h in 40%v/v Ethanol mit 10% Essigsaure inkubiert.
Nach zwei Waschungen fir je 10 min in destilliertem Wasser folgte die Farbung, die nach Bedarf
von 1 h bis zu 7 d andauern kann. Zur Herstellung der Farbeldsung wurden 20 ml CCD Stock mit
5 ml Methanol versetzt. Nach zweimaligem Waschen in 20vol% Methanol fir 15 min wurde das

Gel abschlielend zwei mal 1 h in destilliertem Wasser gewaschen.



90 Material und Methoden

6.3 Isolierung des EGFR-Adapterprotein Komplexes

Die Lysate wurden mit 500 ug Streptavidin MagneSphere® Paramagnetischen Partikeln
(SA-PMPs, Promega, Mannheim, Germany) 1 h auf Eis inkubiert um unspezifisch bindende
Proteine zu reduzieren. Mithilfe eines magnetischen Reaktionsgefa3standers wurden die SA-
PMPs entfernt und das vorgereinigte Lysat 3 h mit 100 ug Cetuximab, gebunden an 1000 pg SA-
PMPs, auf Eis inkubiert. Das Konjugat mit gebundenem EGFR-Adapterproteinkomplex wurde im
magnetischen Reaktionsgefalstander fixiert, das Lysat entnommen und fiinfmal mit Lysepuffer,
anschlieBend weitere finfmal mit PBST (Dulbecco’'s PBS, PAA, with 0.02% Tween-20)
gewaschen. Um einen pH-Sprung mit 0,1 M Glycin-Lésung (pH 2,5) zu erreichen, wurden
Pufferreste mit physiologischer NaCl-Losung entfernt. Da sich die schrittweise Elution des
Proteinkomplexes glinstiger auf die Ausbeute auswirkt als ein einzelner Elutionsschrit mit einem
groReren Volumen, wurde das Konjugat finf mal fir 5 min in 25 pl inkubiert und vereint. Als
Isotypkontrolle wurde eine IP in Lysat unstimulierter Zellen mit biotinyliertem Maus-IgG statt des

Cetuximabs durchgefihrt.

6.4 Massenspektrometrie

6.4.1 Proteinverdau und Extraktion der Peptide

Die Eluate wurden in einer 10%igen SDS-PAGE aufgetrennt um das Uberschissige Glycin zu
entfernen (maximal 2 cm Laufstrecke im Trenngel). die Spuren Coomassie-gefarbter Gele wurden
in 6-8 Banden geteilt und zu circa 1 mm? kleinen Stiicken geschnitten. Diese wurden in 200 mM
NH4HCO; in 50% ACN fir 10 min bei 37°C entfarbt und zweimal 10-15 min bei 37°C in ACN
dehydriert. Fur den tryptischen in-Gel-Verdau wurden die trockenen Gelbrocken mit 10 mg/mi
Trypsinlésung bedeckt und nach einer Stunde Quellen gegebenenfalls mit 20 mM NH4HCO;
Lésung bedeckt und fir circa 14 h bei 37°C inkubiert. Der Verdau wurde mit circa 50 pl 0,1%iger
Essigsaure gestoppt und die Peptide 30 min im Ultraschallbad extrahiert. Eine zweite Extraktion
mit 0,05%iger Essigsaure in 50%igem ACN wurde nach 30 min im Ultraschallbad mit der ersten

vereint, in der Vakuumzentrifuge eingeengt und in 30 pl Probenpuffer A gelést.

6.4.2 Reiniqung der Peptidextrakte tiber C18-Material

Aufgrund erhdhter Probenviskositat einiger Testlaufe, die zur Verstopfung der HPLC-Saule fiihrte,
wurden die Peptidextrakte vor dem Injizieren zunachst tber eine 18-C Saule aufgereinigt. Dazu
wurde die Cqg-Spitze (ZipTip u18C, Millipore GmbH, Schwalbach) Gber einen Gradienten von
100% bis 0% ACN in 1%iger Essigsaure aquilibriert und die Probe aufgenommen. Im leicht
sauren Milieu 1%iger Essigsdure binden die Peptide hydrophob an die ZipTip-S&ule und
hydrophile Kontaminanten werden durch flinfmaliges Waschen entfernt. Einer zweistufigen
Elution der Peptide mit je 5 yl 50% beziehungsweise 80% ACN in 1%iger Essigsaure, folgte die
Einengung der Probe in der Vakuumzentrifuge und Aufnahme in 12 pl 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 zunachst an einem nano-Easy-HPLC System (Proxeon, Thermo
Scientific) fraktioniert, das online an die Electrospray lonenquelle (ESI) der hochauflésenden
Massenspektrometer gekoppelt war. Trennung der Peptide erfolgte durch hydrophobe
Wechselwirkungen an einer reverse phase Saule (PepMap, C18, 75-um Innendurchmesser x 150
mm Lénge, LC Packings, ldstein, Deutschland) bei einem nichtlinearen Lésemittelgradienten von
4-60% ACN in 0,1% Essigsaure und konstanter Flussrate von 300 nL/min. Die Peptidfraktionen
wurden durch ESI ionisiert und schliellich in die lineare lonenfalle (LTQ) des hochauflésenden
Massenspektrometers gelenkt (LTQ-Orbitrab XL beziehungsweise Orbitrap Velos, Thermo
Electron, Bremen, Germany). Im datenabhangigen Modus wurden abwechselnd Orbitrap-MS und
LTQ-Tandem (MS/MS)-Daten generiert. Aus einem Ubersichtsscan im Massenbereich von
300-1500 m/z (Auflésung 60000) wurden die funf lonen hochster Intensitat mit 2-3-fach positiver

Ladung bei einer Kollisionsenergie von 35 eV fragmentiert und deren Masse detektiert.

6.4.4 Datenbanksuche

Zur ldentifikation der Proteine wurden die Spektren der 6-8 Gelbanden einer Probe zusammen
gegen eine vorwarts-riickwarts Uniprot Datenbank (rel.11/2010) abgeglichen. Diese war auf
humane Eintrage beschrankt und ermdglichte durch die Kalkulation einer falsch-positiv-Rate eine
statistische Bewertung der Suchergebnisse. Fir 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 mdgliche posttranslationale
Modifikation in Betracht gezogen. Kriterien fur signifikante ldentifizierung waren eine falsch-
positiv-Rate <0,05, minimaler peptide score Xcorr-Faktor von 1,9 sowie eine Peptidlange von 6-
30 Aminosauren. 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 Linearitat Gber 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 yl Bovines Gamma Globulin (BGG) von
0,125-2 mg/ml zur Kalibration verwendet. Die Kalibrationslésungen und Proben wurden in 96-Well

Platten pipettiert, Roti®-Quant-Reagenzien 1 und 2 im Verhéltnis 1:16 gemischt und 150 pl je
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Well bei 37°C fir 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 fur den Mittelwert
der Dreifachbestimmung. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration lysierter Proben eignet sich

das Kit nicht, da Tris im Lysepuffer die Reaktion stort.

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 Losung mit
nichtpolaren, hydrophoben und kationischen Aminosaureketten der Proteine. Dadurch wird das
Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm verschoben. Um einen linearen Zusammenhang
von Absorption und Konzentration darstellen zu kdnnen, misste die Absorption bei 590 nm und
450 nm vermessen und ein Bruch dieser Absorptionen gegen die Proteinkonzentration
aufgetragen werden. Steht der Filter fir Messungen bei 450 nm nicht zur Verfiigung, kann die
Absorptionsmessung bei 595 herangezogen, diese ist allerdings nicht linear. Zudem variieren die
Absorptionen verschiedener Proteinlésungen 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 ug BSA in in 10 pl
Lysepuffer verwendet. 10 pyl Probe wurden mit 200 pl der Farbelésung 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 fir 5min im  Probenpuffer zerstort. @ SDS  unterbricht
Wasserstoffbrickenbindungen, reduzierendes Dithiotreitol spaltet Disulfidbricken. Durch SDS-
Uberschuss 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 Abhangigkeit ihrer Kettenlange wandern
sie unterschiedlich schnell durch die Gelmatrix in Richtung Anode. Gehalt und Verhéaltnis (37:1)
von Acrylamid und Bisacrylamid, welches als Quervernetzer fungiert, bestimmt die Porengréfie
der Matrix. In dem verwendeten diskontinuierlichen System wurden die Proteinbanden zunachst
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 Uber dem Glycin und schieben eine komprimierte Bande bis zum Trenngel. Durch
den pH-Sprung beim Ubergang 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 Grée beginnt.
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Allerdings mussen hydrophobe Eigenschaften (einige Membranproteine) sowie Glycosylierung
beachtet werden. Beides kann zu ungleichmaRiger Anlagerung von SDS fiihren und in

unscharferen Banden oder abweichender Laufhdhe resultieren.

6.5.3 Transfer und Immundetektion

Nach Auftrennung der Proteine folgte der elekirische Proteintransfer auf eine
Nitrozellulosemembran bei 370 mA Uber 1,5 h. Zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen
wurde die Membran 2-10 h in Blockierpuffer inkubiert. Primarantikérperiésungen wurden 10 h
(anti-p-EGFR-Antikorper und anti-Adaptin-Antikorper) oder 2 h (anti-EGFR-Antikérper) und
Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierte ~ Sekundarantikorper Uber 1h inkubiert. Jeder
Antikorperinkubation folgten drei Waschungen in TBST fir 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 Antikdrper
gebunden hat. Beim Ubergang in den energiearmeren Grundzustand wird Licht emittiert und

digital aufgezeichnet.

6.5.4 Immunfluoreszenz Mikroskopie

Deckglaschen 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 Deckglaschen gesat 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 Deckgldschen mit 100 pl primarer
Antikérperldsung (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 Sekundarantikdrper (1:250 in Blockierpuffer) 1 h im Dunkeln inkubiert und
nach zwei weiteren Waschschritten der Zellkern mit 0,2 uyg/ml DAPI (Sigma-Aldrich) in
Blockierpuffer 10 min gefarbt. Es folgten zwei Waschungen mit PBS und abschlieend ein
Waschschritt mit purem Wasser zur Entfernung der Puffersalze. Etwa 50-75 yl Mowiol wurden T-
formig auf einen Objektitrager aufgebracht, die Deckglaschen mit der bewachsenen Seite
blasenfrei hineingebettet und mindestens 12 h bei Raumtemperatur im Dunkeln ausgehartet.
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 Proteinlange abhangig ist, wurde die Anzahl an PSM eines Proteins durch seine Lange
(Anzahl Aminosauren) oder die Molekularmasse dividiert (PSM/L=SAF) und anschlieRend durch
die Summe aller SAF einer Messung dividiert um den normalized spectral abundance factor
(NSAF) zu erhalten. Die NSAF Werte wurden zudem nach dem NsSAF des EGFR jeder Probe
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normalisiert und in % dargestellt (NSAFpotein/ NSAFgg= X 100) (Formel 1). So wurden 100% EGFR in
jedem Set erhalten und die Proteinmenge der coprazipitierten Proteine Experiment-ibergreifend

vergleichbar.

En("gY)

PSMEGFR

LEGFR

zn("2Y)

PSMprotein
Lprotein X100

NSAF%Protein = <

Formel (1)

6.6.2 Bioinformatik

DAVID - Functional Annotation Clustering Tool
Proteininteraktionen eines Datensets wurden mit der iReflndex Datenbank (Version 9.0) '

139 140

ermittelt und in Cytoscape als Netzwerk visualisiert. Mit dem MultiColoredNodesPlugin

wurden die Proteine im Netzwerk entsprechend ihrer Funktion koloriert. Um die diversen

1 zunéchst zu Ubersichtlichen Clustern

142

Funktionen der Proteine nach Gene Ontology (GO)
zusammenzufassen, wurde das Functional Annotation Tool von DAVID 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 ahnlicher 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) fir den Cluster. Je héher der ES ist, desto starker sind
die Funktionen eines Clusters in einer Analyse reprasentiert. Statistisch signifikante Cluster mit

einem p-Wert von <0,05 (ES 1,3) wurden in der Auswertung berticksichtigt.

FunSimMat — functional Similarity Matrix

Die functional Similarity Matrix 104

(http:/funsimmat.bioinf.mpi-inf.mpg.de/help2.php, Version
06/2012) ermittelt die funktionelle Ahnlichkeit 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
Universitat. Dies geschieht auf der Grundlage der Annotationen fir 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 Ubereinstimmungen berechnet. Scores Uber 0,8 wurden als signifikant
assoziiert gewertet. In dieser Arbeit wurde der PB simRel score (albrecht) flir Lungenkrebs

(OMIM211980) verwendet.
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