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Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist der haufigste Tumor bei Mannern in Deutschland. Jedes Jahr erkranken alleine
in Deutschland Gber 60.000 Manner, Gber 12.000 Patienten versterben an ihrem Karzinom. Eine der
wichtigsten Fragen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lautet, ob ein Patient an einem aggressiven
Karzinom erkrankt ist und im Laufe der Zeit ein Rezidiv entwickeln wird oder ob es sich um ein klinisch
indolentes Karzinom handelt. Bis heute ist eine Unterscheidung der aggressiven von den indolenten
Prostatakarzinomen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht moglich, da entsprechend geeignete
Biomarker noch nicht fir die Routinediagnostik zur Verfligung stehen. Folglich sind dringend neue
Biomarker zur Stratifizierung des Rezidivrisikos von Prostatakarzinompatienten notig. Weiterhin werden
Biomarker zur nicht-invasiven Diagnose des Prostatakarzinoms bendétigt, da der zurzeit zum Screening
eingesetzte Biomarker PSA ausgesprochen umstritten ist. Ziel dieser Studie war es daher, neue
Biomarker zur Diagnose und Prognose des humanen Prostatakarzinoms zu identifizieren.

Mittels zwei-dimensionaler Difference in Gel Electrophoresis (2D-DIGE) wurden 27 tumorfreie
Gewebeproben, 12 Prostatektomieproben von Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv und 11
Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv analysiert. Zwischen den Patientengruppen
deregulierte Proteinspots wurden mittels Massenspektrometrie (MS) identifiziert. Hierbei konnten 3
Proteine als heraufreguliert und 11 Proteine als herabreguliert in Prostatakarzinomen im Vergleich zum
tumorfreien Gewebe identifiziert werden. Zu den als dereguliert identifizierten Proteinen gehorten
unter anderem TCPlalpha, Annexin A5 und Alpha-1B-Glycoprotein. Zusatzlichen konnten 15 in
Prostatakarzinomen mit Rezidiv herauf- und 16 herabregulierte Proteine im Vergleich zu Karzinomen
ohne Rezidiv identifiziert werden. Unter anderem gehorten Secernin-1, Vinculin, Tetratricopeptidrepeat
Protein 38 (TTC38) sowie Prostataspezifische saure Phosphatase (PAP) und Gelactin-3 zu diesen
differentiell regulierten Proteinen. Principal Component Analysen lieBen eine Trennung von Tumoren
mit Rezidiv von jenen ohne Rezidiv zu, was die Qualitat der Studie genauso unterstreicht, wie die
Identifikation von PAP und Galectin-3, die bereits als Prognosemarker flir das Prostatakarzinom in der
Literatur diskutiert werden. Ingenuity Pathway Analysen (IPA) zeigten, dass zwischen Tumoren und
tumorfreien Geweben deregulierte Proteine vor allem mit zelluldarer Assemblierung und zellularem
compromise assoziiert sind. Im Gegensatz dazu sind im rezidivierenden Prostatakarzinom deregulierte
Proteine vor allem mit zelluldrer Bewegung (Invasion und Migration), zellulirem Wachstum und
Proliferation assoziiert. Beide Gruppen deregulierter Proteine sind auRerdem mit zelluldrer Entwicklung,
zellularer Morphologie und dem Kohlenhydratmetabolismus assoziiert. Folglich scheinen Proteine, die in
Proliferation und zellularer Bewegung involviert sind, besonders geeignete Biomarker fir das
rezidivierende Prostatakarzinom zu sein.

Ausgewdhlte Proteine wurden nachfolgend validiert. Hierbei konnte fiir Annexin A5 sowohl im Western

Blot (p=0,041) als auch im Urin mittels Flissigchromatographie (liquid chromatography)-Multiple



Il Zusammenfassung

Reaction Monitoring-MS (LC-MRM-MS) eine Heraufregulation in Prostatakarzinomen im Vergleich zu
tumorfreien Geweben gezeigt werden. Secernin-1 konnte mittels Western Blot (p=0,001),
Immunhistochemie (p<0,001) und Tissue Microarray (TMA) Analysen (p<0,001) als herabreguliert in
Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe validiert werden. TMA Analysen von Vinculin
hingegen zeigten, dass Vinculin in Prostatakarzinomen heraufreguliert ist im Vergleich zu tumorfreiem
Gewebe (p<0,001). Mehr noch konnte im Urin von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv im Vergleich
zu Patienten ohne Rezidiv mittels Western Blot (p=0,0229) und LC-MRM-MS (p>0,05) eine
Heraufregulation von Vinculin nachgewiesen werden. Damit sind Secernin-1 und Vinculin potentielle
neue Biomarker fiir die Diagnose bzw. Prognose des humanen Prostatakarzinoms. Als interessanter
prognostischer Biomarker kann auch TTC38 gehandelt werden, konnte doch die Heraufregulation von
TTC38 in Tumoren im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe mittels Western Blot (p=0,021), Real-time PCR,
Immunhistochemie (p=0,009) und TMA Analysen (p<0,001) bestéatigt werden. Mehr noch war TTC38 in
samtlichen Analysen mit Ausnahme der TMA Analysen in Karzinomen ohne Rezidiv erhoht im Vergleich
zu Karzinomen mit Rezidiv (Western Blot p=0,029, Real-time PCR p=0,030, Imnmunhistochemie p=0,910).
Diese Ergebnisse waren auch im Urin der Prostatakarzinompatienten mittels LC-MRM-MS nachweisbar
(p=0,034). Da es sich bei TTC38 um einen vielversprechenden Biomarker fiir das rezidivierende
Prostatakarzinom  handelt, wurden funktionelle in vitro Analysen durchgefiihrt. In
Kolonienbildungsassays zeigten Klone mit einer hohen TTC38 Expression dabei eine Tendenz zum
schnelleren Wachstum und einer hoheren Kolonienbildungsfahigkeit. In Migrations- und Invasionsassays
zeigten PC-3 TTC38 knockdown Klone eine hohere Migrations- und Invasionsfihigkeit als die
zugehérigen Kontrollklone. Allerdings zeigten auch PC3 TTC38 Uberexpressionsklone eine héhere
Migrationsfahigkeit als die jeweiligen zugehorigen Kontrollklone. Damit scheint eine Deregulation von
TTC38 einen Einfluss auf die Migrations- und Invasionsfahigkeit der Prostatakarzinomzelllinie PC3 zu
haben. Dieser Einfluss erfolgt moglicherweise lber den Einfluss von TTC38 auf die Genexpressionen,
zdhlten Proteine mit diesen Funktionen doch zu den mit TTC38 koregulierten Proteinen, wie LC-MS
Analysen der PC-3 TTC38 knockdown und Uberexpressionsklone zeigten.

In einem letzten Schritt konnte mittels LC-MRM-MS nachgewiesen werden, dass PAP im Urin von
Prostatakarzinompatienten signifikant heraufreguliert ist im Vergleich zum Urin von Kontrollpatienten.
Zusatzlich war Galectin-3 im Urin von Prostatakarzinompatienten herabreguliert im Vergleich zum Urin
von Patienten ohne Rezidiv. Damit konnten unter anderem Vinculin, Galectin-3 und PAP Abundanzen im
Urin erfolgreich mittels LC-MRM-MS nachgewiesen werden, was diese Proteine zu vielversprechenden

nicht-invasiven Biomarkern fiir das (rezidivierende) Prostatakarzinom macht.
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Summary

Prostate cancer is the most frequent cancer in men in Germany. More than 60.000 men are diagnosed
with this disease every year, more than 12.000 men die due to this carcinoma. At the time of diagnosis,
one of the most important questions is whether patients have an aggressive or a clinical indolent
carcinoma. Until today, discriminating prostate cancer patients with aggressive cancer from those with
indolent cancer is not possible because appropriate biomarkers are not available. Therefore, new
biomarkers for stratifications of prostate cancer patients risk at the time of diagnosis are urgently
needed. Moreover, biomarkers for non-invasive prostate cancer diagnosis are needed, since the widely
used biomarker PSA is discussed controversial. Goal of this study was to identify new biomarkers for
prostate cancer diagnosis and prognosis.

Using two-dimensional Difference in Gel Electrophoresis (2D-DIGE), 27 tumor free tissue samples, 12
prostatectomy samples from prostate cancer patients without relapse and 11 prostatectomy samples
from patients with relapse were analysed. Deregulated proteins were identified using mass
spectrometry. Three proteins were up regulated and 11 proteins were down regulated in tumor samples
compared to tumor free tissue samples. Among others, the identified proteins included TCP1lalpha,
annexin A5, and alpha-1B-glycoprotein. Additionally, 15 proteins were up regulated and 16 proteins
were down regulated in prostate cancer with relapse compared to prostate cancer samples from
patients without relapse. The identified proteins included secernin-1, vinculin, tetratricopeptid repeat
domain protein 38 (TTC38), prostatic acid phophatase (PAP) and galectin-3. Discrimination of samples
from prostate cancer patients with and without relapse was possible by using principal component
analysis. Moreover, the identification of PAP and galectin-3, both biomarkers that have already been
discussed in literature as prognostic markers for prostate cancer, highlights the quality of the study.
Ingenuity pathway analysis (IPA) showed that proteins deregulated between tumor and tumor free
tissue samples are associated with cellular assembling and cellular compromise, while proteins
deregulated between prostate cancer samples with and without relapse are mostly associated with
movement (invasion and migration), cellular growth and proliferation. Both groups of deregulated
proteins are associated with cellular development, cellular morphology and carbohydrate metabolim.
Thus, proteins involved in cellular movement and proliferation might be the most promising biomarkers
for prostate cancer prognosis.

In further analyses, selected proteins were validated. Up regulation of annexin A5 was shown in tissue
samples of prostate cancer patients compared to tumor free samples using western blots (p=0,041) and
in urine of prostate cancer patients compared to control patients by using liquid chromatography-
multiple reaction monitoring-MS (LC-MRM-MS) (p<0,05). Secernin-1 was validated as down regulated in
tumor free tissue samples compared to tumor tissue by using Western blots (p=0,001),

immunohistochemistry (p<0,001) and independent tissue microarrays (TMA) (p<0,001). TMA analysis of
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vinculin revealed vinculin as up regulated in prostate cancer compared to tumor free tissue samples
(p<0,001). Moreover, this up regulation was shown in urine of prostate cancer patients with relapse
compared to those of patients without relapse by using Western blot (p=0,229) and LC-MRM-MS
(p>0,05). Thus, secernin-1 and vinculin are promising new biomarkers for prostate cancer diagnosis and
prognosis, respectively. TTC38 is also an interesting prognostic biomarker, as its up regulation in
prostate cancer tissue compared to tumor free tissue was validated by using Western blots (p=0,021),
real-time PCR, immunohistochemistry (p=0,009) and an independent TMA (p<0,001). Moreover, all of
these analyses (expect TMA analysis) showed a down regulation of TTC38 in recurrent prostate cancer
patients tissue compared to prostate cancer tissue of patients without recurrence (western blots
p=0,029, real-time PCR p=030, immunohistochemistry p=0,910). These results were also validated in
urine of prostate cancer patients by using LC-MRM-MS (p=0,034). As TTC38 turned out to be a promising
and interesting biomarker for prostate cancer prognosis, functional in vitro analyses were done. In
colony formation assays, PC-3 clones with higher TTC38 expressions showed a tendency for faster
growing and higher colony formation. Migration and invasion assays showed that PC-3 TTC38
knockdown clones showed higher migration and invasion capacity than the control clones. However,
even PC-3 TTC38 over expressing clones showed higher migration and invasion capacity than the control
clones. Thus, deregulation of TTC38 might influence the migration and invasion capacity of PC-3 cells.
This influence might be impacted by the influence of TTC38 on proteins of gene expression regulation,
as proteins with these functions were co-regulated with TTC38, as Liquid-chromatography mass
spectrometry (LC-MS) analyses of PC-3 TTC38 knockdown and over expressing clones showed.

Finally, PAP was validated as a potential non-invasive biomarker for prostate cancer as LC-MRM-MS
analyses revealed PAP as up regulated in urine of prostate cancer patients compared to control urine.
Additionally, galectin-3 was down regulated in urine of prostate cancer patients with relapse compared
to urine of patients without relapse. Thus, abundances of vinculin, galectin-3 and PAP were successfully
determined in urine by using LC-MRM-MS, which turns these proteins into promising biomarkers for

(recurrent) prostate cancer.
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Einleitung 1

1  Einleitung
1.1 Krebs — Definition und Inzidenz

Der umgangssprachliche Begriff ,Krebs” bezeichnet im medizinischen Sinne maligne Neoplasien,
bosartige Neubildungen von Korpergewebe. Damit ist das Wachstum maligner Tumore gemeint.
Maligne Tumore entstehen durch abnormes, ungehemmtes Wachstum korpereigenen Gewebes
(Schaffler A, 1999). Das Zellwachstum ist dabei autonom, progressiv, exzessiv und unkontrolliert
(Buttner und Thomas, 2003). Gleichzeitig ist der programmierte Zelltod (Apoptose) koérpereigener Zellen
vermindert (Wagener und Miiller, 2010). Das Gleichgewicht zwischen Zellteilung, Differenzierung und
Apoptose ist im neoplastischem Gewebe daher nicht mehr gegeben (Wagener und Miiller, 2010). Das
Wachstum maligner Tumore ist im Vergleich zu benignen (gutartigen) Tumoren infiltrierend, invasiv und
destruierend (Alberts und Jaenicke, 2004). Es geht mit dem Verlust der Zell- und Gewebefunktion einher
(Bast et al., 2000; Pschyrembel, 2002). Letztlich konnen sich einzelne Zellen des malignen Tumors l6sen
und sich Uber Blut- und LymphgefaRRe in andere Gewebe absetzen (Coman, 1953; Kellner, 1971). Dort
kommt es dann zur Bildung sog. Metastasen, Absiedelungen maligner Tumore in einem bisher gesunden
Gewebe (Kellner, 1971). Auch in diesem Gewebe kommt es zum fortschreitenden Verlust der Zell- und
Gewebefunktion. Damit fiihren maligne, metastasierende Tumore unbehandelt fast immer zum Tod des
Patienten (Blittner und Thomas, 2003), wobei 90% der Patienten an den Folgen der Metastasierung
versterben (Wagener und Miiller, 2010); (Sporn, 1996).

Maligne Neoplasien kénnen unterteilt werden in solide und nicht-solide Neoplasien. Nicht-solide
Neoplasien betreffen das hamatopoetische System und werden auch als Leukdmien bezeichnet. Maligne
Tumore eines Zellverbandes bezeichnet man als solide Neoplasien (Gorstein und Anderson, 1991). Diese
wiederum kénnen nach ihrem Ursprungsgewebe unterteilt werden. Von mesenchymalem Gewebe
ausgehende maligne Tumore bezeichnet man als Sarkome, von epithelialem Gewebe ausgehende
Tumore werden als Karzinome bezeichnet (Pschyrembel, 2002).

In Deutschland wurden 469.800 neue Krebserkrankungen im Jahr 2010 diagnostiziert, wobei das Robert
Koch-Institut die Inzidenz als steigend angibt (RKI, 2012). In 221.591 Fillen verstarben die Patienten
2011 an ihrer Krebserkrankung (Statistisches-Bundesamt, 2011). Damit ist Krebs mit 40,2 % aller
Todesfalle in Deutschland (Statistisches-Bundesamt, 2011) die zweith&dufigste Todesursache nach Herz-
Kreislauferkrankungen. Den groRten Anteil der neu diagnostizierten Tumore bei Frauen macht das
Mammakarzinom aus. Bei Mannern ist das Prostatakarzinom mit 25,7 % (63.400 Falle) aller
Krebsneuerkrankungen der am haufigsten diagnostizierte maligne Tumor (Abbildung 1.1). Jedes Jahr
versterben 12.000 Patienten an ihrem Prostatakarzinom. Damit ist das Prostatakarzinom die

dritthaufigste Krebstodesursache bei Mannern (RKI, 2012).
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Abbildung 1.1: Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2008. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der haufigsten
Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen. Abbildung Gbernommen vom Robert-Koch-Insitut (RKI,
2012).

1.2 Molekularbiologische Grundlagen der Karzinogenese / Tumorgenese

Karzinome sind histologisch gekennzeichnet durch eine reversible Gewebeumbildung (Hyperplasie), die
im weiteren Verlauf zunachst zu in situ Karzinomen, dann zu invasiven Karzinomen und letztlich zu
Metastasen fiihrt (Wagener und Miiller, 2010; Fearon und Vogelstein, 1990). Die Grundlagen fiir solche
histologischen Umwandlungen des Gewebes finden sich auf der molekularbiologischen Ebene der
Zellen. Hierbei ist die Entstehung von Karzinomen (Karzinogenese) ein sehr komplexer Vorgang, der bei
manchen Tumoren Jahrzehnte in Anspruch nehmen kann (Foulds, 1954; Wagener und Miiller, 2010;
Loeb et al.,, 2003). Kennzeichnend ist ein Ungleichgewicht zwischen Zellteilung, Apoptose und
Differenzierung (Wagener und Miiller, 2010). Hinzu kommen weitere Eigenschaften, die Hanahan und
Weinberg 2006 als die sechs ,,Hallmarks of Cancer” bezeichnet und 2011 auf 10 Eigenschaften erweitert
haben (Hanahan und Weinberg, 2000; Hanahan und Weinberg, 2011):
1. Unabhangigkeit von exogenen Wachstumsfaktoren, wodurch eine unabhangige Zellproliferation
moglich ist (Slamon et al., 1987; Yarden und Ullrich, 1988; Di Fiore et al., 1987)
2. Insensitivitat der Zellen gegen Anti-Wachstumssignale, z.B. durch Mutationen in Genen der
Zellzykluskontrolle (Weinberg, 1995; Fynan und Reiss, 1993)
3. Umgehung der Apoptose durch Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie z.B. p53

(Symonds et al., 1994)
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4. Unbegrenztes Replikationspotential (Immortalisierung) durch Erhaltung der Telomere (Shay und
Bacchetti, 1997) z.B. durch Unterbindung des altersbedingten Abbaus der Telomere durch
erhohte Telomeraseaktivitat (Bryan und Cech, 1999)

5. Induktion der Angiogenese, um die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen sicher
zu stellen (Hanahan und Folkman, 1996; Bouck et al., 1996)

6. Gewebeinvasion und Metastasierung durch Expression von gewebeabbauenden Proteasen wie
z.B. Matrix-Metallo-Proteinasen (Coussens und Werb, 1996; Chambers und Matrisian, 1997)
oder z.B. der Herabregulation von E-Cadherin als Suppressor fiir Invasion und Metastasierung
(Christofori und Semb, 1999)

7. Erhoéhung der Mutationsrate durch Genominstabilitdit und Mutationen (Negrini et al., 2010;
Kinzler und Vogelstein, 1997; Salk et al., 2010)

8. Tumor-Promotion durch Entziindungsreaktionen, bei denen bioaktive Molekille wie z.B.
Wachstumsfaktoren, Uberlebensfaktoren und proangiogenetische Faktoren sekretiert werden
(Karnoub und Weinberg, 2006; DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Qian und Pollard,
2010)

9. Reprogrammierung und Modifikation des zelluldren energetischen Metabolismus zur
ausreichenden Energiegewinnung flr die weitere Proliferation (Warburg, 1956; Warburg, 1956;
Warburg, 1930)

10. Umgehung des Immunsystems zur Vermeidung der Zelldestruktion durch B- und T-Lymphozyten
(u.a. (Teng et al., 2008; Kim et al., 2007; Yang et al., 2010; Shields et al., 2010; Mougiakakos et
al., 2010; Ostrand-Rosenberg und Sinha, 2009)

Diese Eigenschaften entwickelt ein Tumor im Laufe seiner Entstehung bzw. sind fiir die Entstehung eines

Tumors noétig (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Die Hallmarks of Cancer nach Hanahan und Weinberg (Hanahan und Weinberg, 2011). Im Jahr 2000
wurden die sechs Schllsseleigenschaften ,,Unabhangigkeit von exogenen Wachstumsfaktoren®, , Insensitivitat der
Zellen gegen Anti-Wachstumssignale”, ,,Umgehung der Apoptose”, ,Induktion der Angiogenese”, ,,Unbegrenztes
Replikationspotential“ und ,Gewebeinvasion und Metastasierung” zusammengefasst. Diese wurden 2011
erweitert durch die Eigenschaften ,Umgehung des Immunsystem”, ,Promotion durch Entziindung”,
,Genominstabilitdt und Mutation” und ,,Umprogrammierung des Metabolismus”, die zur Entstehung eines Tumors
notig sind. Abbildung Gbernommen von Hanahan und Weinberg (Hanahan und Weinberg, 2011).

Bei der Tumorentwicklung werden nach Weinberg drei Stufen unterschieden (Weinberg, 1989).
Zunachst kommt es zur Tumorinitiation. Hierbei wird eine Korperzelle z.B. durch eine Mutation
transformiert (Wagener und Miiller, 2010). In der zweiten Phase, der Promotionsphase, wird das
Tumorwachstum durch Promotoren beschleunigt. Die Promotion ist reversibel und ein Tumor entsteht
nur bei dauerhaftem Promotor-Stimulus (Foulds, 1954). Promotoren kénnen mitogen wirksame
Substanzen sein wie z.B. Chemikalien wie TPA (12-0-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat E), Viren wie HBV
oder HCV, Hormone aber auch Entzindungen und Entziindungsfaktoren wie z.B. der
Tumornekrosefaktor (TNF) (u.a. (Weinberg, 2013). Nach Hanahan und Weinberg kénnen Entziindungen
auch vom Tumor selber ausgelost werden und so zum weiteren Wachstum des Tumors beitragen
(Hanahan und Weinberg, 2011). Dies mindet letztlich in der Tumorprogression mit weiter erhdhter
Wachstumsgeschwindigkeit und Invasivitat des Tumors (Weinberg, 1989).

Der Prozess der Tumorentstehung lasst sich nach dem Konzept der klonalen Expansion (Nowell, 1976;
Wagener und Miiller, 2010) auf eine einzige Zelle zurlickfiihren. Hierbei verleiht ein initiales Ereignis wie
z.B. eine zufillige Mutation einer Zelle einen Wachstumsvorteil. Dies ist der Ausgangspunkt fur die
Tumorentstehung ist. Sofern die Kontrollmechanismen des Wirtes es zulassen expandiert die Zelle zu
einem Klon identischer Zellen. Diese Klone kbnnen durch weitere Ereignisse getroffen werden (Wagener
und Mualler, 2010). Dies fuhrt wiederum zu einem Wachstumsvorteil und unter limitierenden

Bedingungen zur Selektion der Zelle (Merlo et al., 2006; Wagener und Miiller, 2010). Insbesondere
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Selektionen auf Mutationen in Proto-Onkogenen, Turmosuppressorgenen und Mutatorgenen (Merlo et
al.,, 2006; Wagener und Miiller, 2010) die wiederum zur verdnderten Proteinexpression in der Zelle
flihren (Kondo, 2008) spielen bei der Entstehung von Krebs eine Rolle (Wagener und Miller, 2010).

Onkogene entstehen durch die Transformation von Proto-Onkogenen (Stehelin et al., 1976). Zu ihnen
gehoren u.a. Gene die flir ~ Tyrosinkinasen, FTP-Bindeprotein, Wachstumsfaktoren,
Wachstumsfaktorrezeporen kodieren (Brodeur, 1987) und viele Gene der Zellzykluskontrolle (Weinberg,
1994). Sie kdnnen u.a durch Mutationen, Duplikationen oder Amplifikationen aktiviert werden was zur
Expression eines Proteins mit erhohtem onkogenen Potential fuhrt (Brodeur, 1987).
Tumorsuppressorgene sind meist Gene der Zellzyklus-, Proliferations- und der Expressionskontrolle
(Weinberg, 1991). |hre Mutation und der daraus folgende Verlust des Proteins fihrt zu einer
Fehlregulation der Apoptose und damit zur Proliferation der Zelle (Weinberg, 1991). Wéahrend eine
Mutation in einem Proto-Onkogen dominant ist, ist die Mutation in Tumorsuppressorgenen rezessiv
(Weinberg, 1994). Nach der 1971 von Knudson bewiesenen ,Two Hit Hypothese“ (Nordling, 1953;
Knudson, 1971), missen Mutationen in Turmorsuppressorgenen beide Allele betreffen, wobei dies
zeitversetzt geschehen kann. Auch missen nicht beide Allele durch eine Mutation ausgeschaltet
werden. Andere Faktoren wie die Methylierung von Tumorsuppresorgenen kdonnen ebenfalls zum
Funktionsverlust der Gene fiihren (Herman und Baylin, 2003). Ein typisches Tumorsuppressorgene ist
das Zellzyklussuppressorgen Retinoblastom. An diesem Beispiel konnten auch weitere Moglichkeiten
des Ausschaltens von Tumorsuppressorgenen gezeigt werden: So kdnnen Gene, die fiir Retinoblastom-
Protein (pRB) inhibierende Proteine wie z.B. CDK4/Cyclin D und CDK2/Cyclin E kodieren z.B. aufgrund
von Mutationen im Promotorbereich (iberexprimiert werden. Diese Proteine phophorylieren und
inaktivieren dann das pRB. Auch die Expresssion von Onkoproteinen wie das humane Papilloma Virus
Protein E7 kann zur Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens wie pRB fiihren, was zu einem Verlust der
Zellzykluskontrolle fuhrt (Knudsen und Knudsen, 2006). Die gestorte Zellzykluskontrolle fiuhrt zur
genetischen Instabilitdt. Gentetische Instabilitdt flhrt zu einer erhéhten Mutationsrate und damit zu
weiterer genetischer Instabilitdt welche wiederum zu erhéhter Mutationswarhscheinlichkeit fihrt (Loeb
et al.,, 2003). Diese geht mit Wachstumsvorteilen, Selektion und fortschreitender Transformation der

Zelle einher (Bishop, 1987; Weinberg, 1989).

1.3 Anatomie und Funktion der Prostata

Die humane Prostata ist etwa kastaniengroR und liegt zwischen dem Beckenboden und dem
Harnblasengrund und umgibt die Urethra. lhre hintere Flache grenzt an den Mastdarm, tber welchen
sie mit dem Finger ertastet werden kann (Faller, 1999). Die Prostata ist ein Driisenorgan, aus 30-50
verzweigten tubuloalveoldren Einzeldriisen (Paulsen und Lillmann-Rauch, 2012), welche von einer

derben Bindegewebskapsel umschlossen sind (Faller, 1999). Dieses Driisengewebe der Prostata wird
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unscharf in eine periphere, eine zentrale, und eine transitionale Zone (Abbildung 1.3) unterschieden
(Faller, 1999).

Die tubuloalveoldren Einzeldriisen der Prostata minden in 15-30 Ausflihrgdngen (Ductuli prostatici),
welche letztlich in die Harnrohre miinden (Faller, 1999). Jede Einzeldriise besteht aus einem 2-reihigen
Epithel, welches aus den Basalzellen und den kubischen bis zylindrischen sekretorischen luminalen
Zellen sowie einzelnen neuroendokrinen Zellen besteht. Bisher nicht bewiesen aber vermutet wird eine
Stammzellpopulation in der Basalschicht als Progenitorzellen fiir die Epithelzellen der Driisen (Bonkhoff
und Remberger, 1996; Hudson et al., 2000; Verhagen et al., 1992).

Die Drisen sind umgeben von dem sog. Stroma, bestehend aus Kollagenfasern, die von glatter
Muskulatur, Blut- und LymphgefdBen durchzogen sind (Bucher und Wartenberg, 1997). Das Stroma
enthdlt auBerdem verschiedenste Zelltypen wie Fibroblasten, Lymphozyten, Macrophagen und
Endothelzellen, sowie Nervenstrukturen (Sun et al.,, 2009). Weiterhin enthalt das Stroma das fir die
Bildung des Dihydrotestosterons notige Enzym 5-alpha-Reduktase (Bucher und Wartenberg, 1997),
welches Testosteron in die aktive Form Dihydrotestosteron Uberfiihrt. Die Muskelzellen des Stromas
kontrahieren bei der Ejakulation und fiihren so zum AusstoR des Ejakulats (Paulsen und Lillmann-Rauch,
2012). Dieses leicht saure, milchig triibe und dinnflissige Sekret enthalt zahlreiche Enzyme wie z.B.
saure Phosphatase, Immunglobuline, Spermin und Prostaglandine zur Stimulation des Uterus (Faller,

1999).

Ductus
A) ejaculatorius B) Richtung Harnblase
Ductus ejaculatorius

Periurethrale
Mantelzone

Innenzone

Harnrdhre i
/ Samemgéel
r‘ AuBenzone Kapsel
Harnrdhre
Prostata Frontalschnitt durch die
Ansicht von vorne Prostata
Hoden Richtung Beckenboden

Samenleiter

Abbildung 1.3: Lage (A) und Zoneneinteilung (B) der Prostata. Verandert nach Welsch, Schumacher, Aumiiller und
Netter (Welsch, 2010; Schumacher und Aumdiller, 2004; Netter, 2006).

1.4 Das humane Prostatakarzinom

Biologisch und klinisch ist das humane Prostatakarzinom eine sehr heterogene, multifokale Erkrankung.
Meistens entsteht das Prostatakarzinom als Adenokarzinom der Prostata ausgehend von den
Prostatadrisen, bzw. den Epithelzellen der Driisen (Aygun, 1997). Hierbei entwickeln sich 68 % der
Karzinome in der peripheren Zone, 24 % in der zentralen Zone und nur 8 % der Karzinome in der

transitionalen Zone der Prostata (McNeal et al.,, 1988). Wesentlich seltener als das Adenokarzinom,
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welches 90% aller Prostatakarzinome ausmacht, kommen neuroendokrine  Tumore,
Urothelkarzinome, Plattenepithelkarzinome und kleinzellige Prostatakarzinome vor (Aygun, 1997). Diese
haben auch eine deutliche schlechtere Prognose mit einer Uberlebenszeit von durchschnittlich einem
Jahr (Aygun, 1997).

Auch wenn die meisten Manner im Laufe ihres Lebens, irgendwann ein Prostatakarzinom entwickeln
werden, versterben doch die wenigsten Manner an diesem Karzinom (Abbildung 1.4). So weisen je nach
Herkunftsland zwischen 30,9 % (Griechenland) und 83 % (weille Amerikaner) der Manner im Alter von
71 bis 80 Jahren bei Autopsien ein Prostatakarzinom auf, ohne dass sie an diesem verstorben sind
(Delongchamps et al., 2006). Im Alter von 80 bis 90 Jahren kann sogar bei 80 % aller autopsierten Afro-
amerikanischen und kaukasischen Mannern ein Prostatakarzinom nachgewiesen werden (Sakr et al.,
1996). Dennoch sterben die meisten Manner aus einem anderen Grund als dem diagnostizierten

Prostatakarzinom (Thompson et al., 2007).

|:| Alle Manner

D Prostatakarzinome bei Autopsie
|:| Diagnostizierte Prostatakarzinome

Bl Mortalitit infolge des Prostatakarzinoms

Abbildung 1.4: Verhdltnis der Pravalenz des Prostatakarzinoms bei Autopsie im Vergleich zu klinisch
diagnostizierten Prostatakarzinomen und Mortalitdt des Prostatakarzinoms. Verdndert nach Damber und Aus
(Damber und Aus, 2008).

Dies liegt daran, dass Krebs eine heterogene Masse neoplastischer Zellen mit unterschiedlichen
Eigenschaften und damit auch mit unterschiedlicher metastatischer Aktivitat ist (Lapointe et al., 2004;
Shaffer und Pandolfi, 2006; Tomlins et al., 2007), wobei der metastatische Phanotyp des
Prostatakarzinoms auch erst im Laufe der Zeit durch Veranderungen der Genexpression erworben
werden kann (Klein, 2008; Chung et al., 2005). Besonders gefahrdet ein klinisch relevantes
Prostatakarzinom mit metastatischem Phanotyp zu entwickeln, sind dabei Patienten mit einem so
genannten ,high risk prostate cancer”, d.h. Patienten, deren Prostatakarzinome einen Gleason Score
von 8 oder héher aufweisen, deren klinisches Stadium T2c oder hoher ist (siehe Kapitel 1.4.4 Histologie
und Stadieneinteilung des humanen Prostatakarzinoms) sowie Patienten, bei denen der initale PSA
(prostata-spezifisches Antigen)-Werte (siehe Kapitel 1.5.1.1Prostataspezifisches Antigen (PSA)) tiber 20
ng/ml betragt (D'Amico et al., 1998).
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Dabei ist die Pathophysiologie der Prostatakarzinomentwicklung bis heute schlecht verstanden (Hsing
und Chokkalingam, 2006). Sicher ist allerdings, dass das Prostatakarzinom eine sehr lange Historie hat.
Unbehandelt stellt sich das Prostatakarzinom oft fir 10 - 15 Jahre und langer indolent dar (Johansson et
al., 2004), wobei viele Karzinome ,insignifikant”, also klinisch ohne Relevanz bleiben. Andere
Prostatakarzinome sind von Beginn an klinisch signifikant oder entwickeln sich tber die Zeit zu klinisch
signifikanten Prostatakarzinomen (Bastian et al., 2009; Klein, 2008). Dem Prostatakarzinom voraus geht
vermutlich eine so genannte ,High grade intraepitheliale Neoplasie” (high grade PIN, HG PIN), welche
sich dann zum Karzinom weiter entwickelt (McNeal und Bostwick, 1986; Ashida et al., 2004; Montironi
et al., 2011). Diese Theorie wird allerdings kontrovers diskutiert (DeMarzo et al., 2003; Sakr et al., 1993),
da nicht jedes Prostatakarzinom im Friihstadium eine PIN aufweist (Sakr et al., 1993; Montironi et al.,
2002) und umgekehrt einige genetische Marker der PIN nicht in Prostatakarzinomen vorkommen
(Emmert-Buck et al., 1995). Dennoch weisen das Prostatakarzinom und die PIN viele gemeinsame
genetische Veranderungen auf (Qian et al., 1999). So ist insbesondere die Genexpression von high grade
PIN denen des Prostatakarzinoms sehr dhnlich, so dass Ashida et al. davon ausgehen, dass zumindest
einige high grade PIN direkte Vorlauferldasionen des Prostatakarzinoms sind (Ashida et al., 2004;
Montironi et al., 2011).

Beim manifesten Prostatakarzinom spielt die Mikroumgebung des Tumors und der Tumor-Epithelzellen
eine entscheidende Rolle (Chung et al., 2005). So beeinflusst die Interaktion zwischen Tumorzellen und
Integrinen der Extrazellularmatrix (ECM) die Zellpolaritat, Sekretion, Adhasion, Motilitat, Invasion,
Proliferation und Differenzierung. Aber auch die ECM interagiert direkt mit den Tumorzellen, wobei
noch unklar ist, ob die Invasion des Prostatakarzinoms vor oder nach der Interaktion mit dem Tumor
beginnt. Weiterhin beeinflussen |&sliche Faktoren in der Mikroumgebung des Tumors sein Verhalten. So
wird z.B. Vascular endothelial growth factor (VEGF) androgen reguliert, sekretiert und fiihrt zur
Vaskulogenese. Interleukin-6 Sekretion durch Fibroblasten und Muskelzellen fuhrt zur Liganden-
unabhangigen Aktivierung des Androgenrezeptors, was im weiteren Verlauf der Erkrankung zur
Androgen-unabhangigen Progression des Tumors flhrt. Insulin-like grwoth factor-1 (IGF-1) fordert
zumindest im Mausmodell die neoplastische Transformation des Epithels (Chung et al., 2005).
AuRerdem spielen beim Prostatakarzinom Hormone eine entscheidende Rolle. So konnten Huggins et al.
bereits 1941 zeigen, dass das Prostatakarzinom eine Hormon-gesteuerte Neoplasie und damit abhangig
von Androgenen ist (Huggins und Hodges, 1972; Huggins et al., 1941). Als Folge dieser Arbeit wurden die
Anti-Androgentherapien entwickelt, die bis heute beim rezidivierenden Prostatakarzinom die Therapie

der Wahl sind (Alva und Hussain, 2013).
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1.4.1 Epidemiologie des humanen Prostatakarzinoms

Einer von 11 Mannern in Europa und Nordamerika wird im Laufe seines Lebens die Diagnose
Prostatakarzinom erhalten und 3 % der Manner werden als direkte Folge der Erkrankung versterben
(Masters, 2011). Im Jahr 2008 erkrankten alleine in Deutschland 63.400 Mé&nner an einem
Prostatakarzinom (RKI, 2012). Dabei ist die altersstandardisierte Erkrankungsrate seit 1999 um 25 %
gestiegen, der absolute Anstieg betrug sogar 50 % (RKI, 2012). Fir das Jahr 2012 wird mit 67.000
Neuerkrankungen gerechnet (RKI, 2012). 2008 verstarben 12.000 Patienten an ihrem Karzinom. Damit
ist das Prostatakarzinom die dritthaufigste Krebstodesursache bei Mannern, wobei die
altersstandardisierte Sterberate in Deutschland mit ca. 20 Todesfdllen je 100.000 Mannern relativ
konstant bleibt und seit 2003 sogar leicht riickgangig ist (Kraywinkel et al., 2012; Avances et al., 2001).
Seit 1980 ist ein stetiger Anstieg der jahrlichen Neuerkrankungsfalle bei Gber 45-jahrigen in Deutschland
zu beobachten (RKI, 2010). Dies ist vor allem auf die gesteigerte Lebenserwartung zurlickzufiihren, da
Uberwiegend Manner Uber 70 Jahre vom Prostatakarzinom betroffen sind (Bertz 2012). Aber auch
aktuelle Screeningmallnahmen zeigen hier ihre Wirkung. So ist der statistische Anstieg der
Erkrankungsrate bei gleichbleibender Sterberate vor allem auf den Einsatz des PSA Tests in allen
westlichen Industrienationen zurtickzufiihren (RKI, 2007). Damit einher geht auch ein Absinken des
mittleren Erkrankungsalters von 73 Jahren 1990 auf 70 Jahre (Kraywinkel et al., 2012).

Lag die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir das Prostatakarzinom 2000-2004 noch bei lediglich 87 % (RKI, 2010)
so betrégt die 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland zurzeit 92 % (RKI, 2012).Diese Verbesserung im
Uberleben, ist auf die Vorverlagerung der Diagnose durch Screenings und den PSA-Test zuriickzufiihren
(RKI, 2012; RKI, 2012; Labrie et al., 2004). Daher werden heute 26 % aller Karzinome im Stadium T1 oder

T2 diagnostiziert. Nur 3 % aller Karzinome werden im weit fortgeschrittenen Stadium T4 diagnostiziert.

1.4.2 Risikofaktoren fiir das humane Prostatakarzinom

Der Hauptrisikofaktor fiir das Prostatakarzinom ist das Alter (Hankey et al., 1999; Gann, 2002; Patel und
Klein, 2009). So liegt das Risiko eines 40-jahrigen Mannes in Deutschland in den nachsten 10 Jahren an
einem Prostatakarzinom zu erkranken bei 0,1 %. Das Risiko eines 70 jahrigen Mannes in Deutschland in
den nachsten 10 Jahren an einem Karzinom zu erkranken betragt hingegen 6,6 % (RKI, 2012). Aber auch
eine genetische Pradisposition spielt vermutlich vor allem bei jlingeren Erkrankten eine Rolle (Mitra et
al., 2008; Liede et al., 2004; Bratt, 2002). So scheinen die Gene HPC1, ELAC2, MSR1, PCAP, HPCX, CAPB
und HPC20 eine Rolle im familidren wie auch im sporadischen Prostatakarzinom zu spielen (Troyer et al.,
2004). AuRerdem scheinen Mutationen in den bei der Entstehung von Brustkrebs bekannten Genen
BRCA1 und BRCA2 auch einen Einfluss auf die Entstehung des Prostatakarzinoms zu haben (Gayther et

al.,, 2000). Die Rolle der genetischen Pradisposition wird auch durch die Haufung von Krebsfallen in



10 Einleitung

verschiedenen Ethnien validiert (Ben-Shlomo et al.,, 2008; Bratt, 2002). So haben dunkelhdutige
Amerikaner eine um 15 % erhohte Wahrscheinlichkeit an einem Prostatakarzinom zu erkranken wie
nicht-hispanische weille Amerikaner (Hoffman et al.,, 2001). Als weitere Risikofaktoren werden die
Erndhrung (Chan und Giovannucci, 2001; Chan et al.,, 2001) insbesondere fettreiche Erndhrung
(Gronberg, 2003; Sreekumar et al., 2004), regelmiRiger Alkoholkonsum (Sawada et al., 2014),
Ubergewicht (Calle et al., 2003; Strom et al., 2005) und Bewegungsmangel diskutiert (Anzuini et al.,
2011). Ein Einfluss der Vitamin-D-Verfiigbarkeit auf das Risiko an einem Prostatakarzinom zu erkranken
— wie bei anderen Krebsarten bereits bekannt — wird ebenfalls als Risikofaktor diskutiert (Hollis et al.,
2013; Garland et al., 2009). Weiterhin wird der Testosteronspiegel als ein moglicher Risikofaktor fiir das
Prostatakarzinom diskutiert (Huggins und Hodges, 2002), widhrend spatere Studien diesen
Zusammenhang nicht mehr belegen konnten (Roddam et al., 2008). Bis heute ist daher nicht eindeutig
klar, ob der Testosteronspiegel einen Risikofaktor flir das humane Prostatakarzinom darstellt oder nicht
(Grossmann und Wittert, 2012). Allerdings scheinen Androgene maligeblich die Progression des
Prostatakarzinoms zu beeinflussen (Bostwick et al., 2004), so dass das Robert Koch Institut heute davon
ausgeht, dass das Prostatakarzinom ohne Testosteron nicht entstehen wiirde, und Testosteron daher als

einen Hauptrisikofaktor fir das Prostatakarzinom ansieht (RKI, 2012).

1.4.3 Diagnose des humanen Prostatakarzinoms

Die Diagnose des humanen Prostatakarzinoms wird heute meist aufgrund eines positiven
Biopsiebefundes gestellt nach einem positiven Tastbefund bei der digital-rektalen Untersuchung (DRE)
und/oder der Befund eines erhéhten PSA-Wertes im Rahmen des PSA-Screenings.

In Deutschland werden die digital-rektale Untersuchung sowie eine Untersuchung der duBeren
Geschlechtsorgane als FritherkennungsmaBnahme fiir Manner tber 45 Jahren 1 x jahrlich angeboten.
Die Kosten hierfiir werden von den Krankenkassen (bernommen. Das sogenannte PSA-Screening ist
hingegen nicht Teil des gesetzlichen Friherkennungsprogramms und muss vom Patienten selber bezahlt
werden (Kraywinkel et al., 2012). Dies ist vor allem auf den umstrittenen Nutzen des PSA Screenings
zurlickzufihren (siehe Kapitel 1.5 Potentielle Biomarker fiir das humane Prostatakarzinom). Dennoch
nutzen in Deutschland 2/3 der Manner die angebotenen Krebsfriherkennungsprogramme, wobei 46 %
der Manner sogar einen PSA Test und die DRU regelmaRig durchfiihren lassen (Sieverdinga et al., 2008).
Der histopathologische Befund der bei Verdacht (erhohter PSA-Wert, positiver Tastbefund)
durchgefiihrten Stanzbiopsie ist heute der noch immer verwendete ,Gold-Standard” der Diagnose.
Hierbei werden mindestens 10 - 12 Biopsiestanzen aus der Prostata entnommen (DGU, 2011). Der
histopathologische Befund der Stanzbiopsie ist auch ausschlaggebend fir die weitere Behandlung,
wobei weder der histopathologische Befund, noch der Serum-PSA-Wert oder die digital-rektale

Untersuchung eine geniigend hohe Spezifitdt aufweisen (Stamey et al., 2004; Hsu et al., 2006; Chen et
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al., 2011). Selbst der histopathologische Befund vermag in vielen Fallen keine Aussage Uber die klinische
Signifikanz, wie z.B. die Tumorprogression zu treffen (siehe Kapitel 1.4.5 Prognose und Pradiktion des

humanen Prostatakarzinoms).

1.4.4 Histologie und Stadieneinteilung des humanen Prostatakarzinoms

Bei der Diagnose des Prostatakarzinoms erfolgt ein so genanntes ,Staging”, bei dem der Tumor in
Stadien eingeteilt wird. Das ,Staging” erfolgt beim Prostatakarzinom nach dem ,TNM“-System der UICC
(Union Internationale contre le Cancer) und dem Gleason-Score. Mittels , TNM“-System werden die
TumorgroBe (T), der Nodal-Status (N) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M) begutachtet
(siehe Tabelle 1.1). Der Differenzierungsgrad des Tumors (G) wird in vielen Tumoren histopathologisch
durch das so genannte ,Grading” bestimmt (Wittekind C, 2005). Dabei spielen die Mitoserate, die
Kernpleomorphien und die Tubulusbildung eine entscheidende Rolle (Elston und Ellis, 1991). Im
Prostatakarzinom spielt der Gleason-Score (siehe unten) allerdings eine groRere Rolle als das klassische
»Grading”. Im Falle einer Prostatektomie werden diese Angaben zusatzlich durch die Angabe Uber das
Vorhandensein von Resttumorgewebe im Patienten ergidnzt, wobei RO bedeutet, dass die
Absetzungsrander negativ sind (tumorfrei) und sich kein Resttumor im Patienten befindet, wahrend R1
bedeutet, dass positive Resektionsrander mit mikroskopischem Tumorrest im Patienten vorliegen. R2

beudeutet makroskopische Tumorreste im Patienten.
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Tabelle 1.1: Klassifikation des Prostatakarzinoms nach dem TNM-System (Gumpp und HenR, 2010).

Stadium Beschreibung

Tx Primdrtumor nicht beurteilbar

TO Kein Hinweis auf Primartumor

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren
sichtbar ist

Tla Zufalliger histologischer Befund in 5% oder weniger des resezierten Gewebes

Tlb Zufalliger histologischer Befund in mehr als 5% des resezierten Gewebes

Tlc Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert

T2 Tumor begrenzt auf Prostata

T2a Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger

T2b Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens

T2c Tumor in beiden Lappen

T3 Tumor durchbricht die Prostatakapsel

T3a Extrakapsulare Ausbreitung

T3b Tumor infiltriert die Samenblasen

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen

Nx Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen

Mx Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen nachweisbar

M1la Fernmetastasen in nicht-regionaren Lymphknoten

M1b Fernmetastasen in den Knochen

Milc Fernmetastasen in anderen Organen und/oder Strukturen

Der Gleason-Score beim Prostatakarzinom wurde 1974 entwickelt. Er gibt den Differenzierungsgrad des
Tumors an (Gleason und Mellinger, 1974). Dazu wird den Tumorzellen am Hamatoxylin-Eosin geféarbten
histologischen Schnitt je nach Differenzierungsgrad ein Wert von eins bis finf zugeordnet. Gut
differenzierte Tumorzellen erhalten dabei den Wert eins, vollig undifferenzierte Zellen den Wert flinf
(Abbildung 1.5). AnschlieBend werden die Werte des dominanten und des am zweithdufigsten
auftretenden Musters addiert. Damit kann der Gleason-Score einen Summenwert von 2 (1+1) bis 10
(5+5) annehmen. Tumore mit einem Gleason-Score bis vier gelten dabei als gut differenzierte Tumore.

Gleason-Scores von acht oder héher beschreiben hingegen schlecht differenzierte Tumore (Humphrey,
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2004; Epstein, 2010). Hohe Gleason-Scores korrelieren dabei mit fortgeschrittenen Tumoren (Gleason,

1992).

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
(Histologic Grades)

Abbildung 1.5: Histologische Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms nach Donald F. Gleason. Der so genannte
Gleason-Score gibt den Differenzierungsgrad der Zellen an. Ein hoherer Gleason-Score bedeutet, dass die Zellen
weniger stark differenziert vorliegen. Verandert nach Humphrey (Humphrey, 2004).

1.4.5 Prognose und Pradiktion des humanen Prostatakarzinoms

Derzeit basiert die Vorhersage der Progression des humanen Prostatakarzinoms auf klinischen
Parametern. Klinische Daten wie z.B. der prdoperative Serum-PSA-Wert, der Gleason Score und die
Ausbreitung des Tumors (Anzahl der positiven Biopsien und Anteil des Tumorgewebes pro positivem
Biopsiescore bzw. klinisches Stadium des Tumors) werden als prognostische Indikatoren in so genannten
Nomogrammen zusammengefasst. Diese Nomogramme sollen dann die Voraussage des
Krankheitsverlaufs unterstiitzen (Bangma et al., 2009). Allerdings haben postoperative Nomogramme
lediglich eine Treffsicherheit von 75 bis 85 %. Die Genauigkeit praoperativer Nomogramme liegt sogar
nur bei ca. 70 % (Hinev et al., 2011; Guazzoni et al., 2011).

AulRerdem entstanden fast alle heute angewendeten Nomogramme durch retrospektive single center
Studien einzelner Patientenkohorten, bei denen nur selten eine externe Validierung erfolgte und kaum
prospektive Evaluierung in der taglichen klinischen Routine durchgefiihrt wurde. Demnach ist die
Vertrauenswirdigkeit der Nomogramme in einer generellen Population hdufig unbewiesen (Heidenreich
et al, 2011). Folglich sind Nomogramme, die den Tod durch das Prostatakarzinom oder die
Metastasierungswahrscheinlichkeit durch klinische Parameter bestimmen wollen, sehr limitiert (Porter

et al., 2006; Ploussard et al., 2011; Avances et al., 2001).
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Da die Nebenwirkungen einer Prostatektomie gravierend sein kdnnen (erektile Dysfunktion,
Harninkontinenz, Leistenbruch), wird entsprechend einer Risikoabschatzung (Risiko der
Nebenwirkungen vs. Risiko eines kirzen Lebens (Vickers et al.,, 2012)) Uber eine aktive
Uberwachungsstrategie bei indolenten Karzinomen diskutiert. Hierbei besteht die Moglichkeit einer
verzogerten kurativen Behandlung, sobald dies aufgrund von Veranderungen des Prostatakarzinoms
notig wird. Andernfalls wird auf eine Behandlung des Karzinoms verzichtet. Eine skandinavische Studie
zeigt allerdings, dass Patienten, welche sich einer Prostatektomie unterzogen haben, einen
Uberlebensvorteil hatten im Vergleich zu einer Patientengruppe, welche aktiv iberwacht wurde
(Hegarty et al., 2010). Dieselbe Studie zeigt weiterhin, dass nur einer von 19 behandelten Méannern
einen Uberlebensvorteil hat. In einer weiteren Studie war eine Fallzahl von 1055 gescreenten und 37
behandelten Mannern notwendig, um einen Prostatakarzinom-spezifischen Tod zu vermeiden (Schroder
et al., 2009). Demnach ist bis heute die Prognose und Pradiktion des Prostatakarzinoms schwierig und
die Entscheidung tber die Therapieform durch unzureichend vorhandene Einteilungskriterien kritisch.
Weder der histopathologische Befund (Gleason, T-Stadium) noch irgendeine andere Diagnostik lassen
eine sichere Aussage liber die zu erwartende Tumorprogression oder ein postoperatives Rezidiv zu.
Entsprechend werden dringend neue Biomarker fir Diagnose und Prognose des humanen

Prostatakarzinoms bendétigt.

1.4.6 PSA-Rezidiv-, Rezidiv- und Metastasenentwicklung beim humanen Prostatakarzinom

Die Therapie des humanen Prostatakarzinoms richtet sich nach dem Stadium des Karzinoms.
Grundsatzlich stehen die Prostatektomie, die Radiatio (Bestrahlung), eine Antihormonelle Therapie
sowie eine Behandlung mit sog. Seeds (Brachytherapie; Implantation von radioaktiv (meist mit Jod-125)
geladenen, wenige Millimeter groRen Metallstiften) zur Verfligung. Weiterhin wird das sog. Active
surveillance als Option angeboten. Das Risiko einer Rezidiventwicklung sowie die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten von Patienten unterscheiden sich abhidngig von der gewihlten
Therapieform. Meist erfolgt die Behandlung durch radikale Prostatektomie mit oder ohne
Lymphadenektomie der Beckenlymphknoten (Heidenreich et al., 2011).

Ca. 1/3 aller prostatektomierten Patienten entwickeln im weiteren Verlauf ihrer Erkrankung ein
biochemisches Rezidiv (Han et al., 2001; Roberts et al., 2001). Hierbei handelt es sich um einen Anstieg
des PSA-Wertes nach der Prostatektomie ohne klinischen Nachweis von tumorésem Gewebe. Dabei ist
die Definition des biochemischen Rezidivs in der Literatur nicht einheitlich. So werden je nach Autor
PSA-Werte uber 0,2 ng/ml bzw. 0,4 ng/ml als PSA-Rezidiv definiert (Rauchenwald et al., 2010). Das
progressionsfreie Uberleben variiert je nach Definition des biochemischen Rezidivs zwischen 63 % und
79 % im 10-Jahres follow-up (Stephenson et al., 2006). Risikofaktoren fiir ein biochemisches Rezidiv sind

initialer PSA > 15 ng/ml, pT3a oder hoheres Stadium, Samenblaseninvasion, Lymphknotenbefall und
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Gleason 2 8, sowie ein positiver Resektionsrand (Rauchenwald et al., 2010). Das biochemische Rezidiv,
auch PSA Rezidiv, PSA Progress, biochemische Progression oder biochemisches Versagen genannt, geht
dem klinischen Progress 6-48 Monate voraus (Lange et al., 1989) und ist mind. 9-12 Monate vor
bildgebenden Verfahren positiv.

Biochemische Rezidive entstehen durch erneut wachsende Prostatakarzinomzellen, welche nach der
primdren Therapie (Prostatektomie, Radiatio, ...) Ubrig geblieben sind. Diese Ubrig gebliebenen
Karzinomzellen wachsen entweder innerhalb oder nahe der urspriinglichen Prostatadriise oder aber
bereits in entfernten Arealen des Korpers (Metastasen). Dabei spielen biologische und
molekularbiologische Eigenschaften des Karzinoms eine entscheidende Rolle beim Verhalten des
Karzinoms. So konnten Singh et al. 2002 zeigen, dass eine Singnatur aus 5 Genen (Chromogranin A,
Plateled Derived Growth Factor Receptor 8 (PDGFRR), Homeobox Protein Hox-C6 (HOXC6), Insotiol
Triphosphat Receptor 3 (IPTR3) und Sialyltransferase-1) signifikant mit High grade Prostatakarzinomen
assoziiert ist (Singh et al., 2002).

Ein biochemisches Rezidiv kann zunachst noch mit Anti-Androgenen behandelt werden. Im spateren
Verlauf entwickelt sich allerdings in 100 % der Falle eine Anti-Androgen Resistenz (Sharifi et al., 2005).
Die Zeitspanne zwischen dem Start der Anti-Androgen Behandlung eines biochemischen Rezidivs und
der Anti-Androgen Resistenzentwicklung liegt dabei meist zwischen 14 und 20 Monaten (Sharifi et al.,
2005). Auf molekularbiologischer Ebene kommt es bei der Entwicklung einer Anti-Androgen Resistenz
zur Genamplifikation und Uberexpression des Androgenrezeptors (Ford et al., 2003; Linja et al., 2001;
Visakorpi et al., 1995), Uberexpression, Aktivierung oder Akkumulation von Androgen-Rezeptor
Coaktivatoren (Gregory et al., 2001; Halkidou et al., 2003; Gregory et al., 2004) und/oder zu erhéhter
Expression von Enzymen der Steroid-Genese (Labrie et al., 1993). Weitherhin kann es zur
Sensibilisierung des Androgenrezeptors oder Transaktivierung des Androgenrezeptors durch
Wachstumsfaktor-Rezeptoren auch in Abwesenheit von Adrogenen, zu intratumoraler de novo Synthese
von Testosteron und Dihydrotestosteron, zur Umgehung des Androgenrezeptor (AR) Singalwegs
(Bonkhoff und Berges, 2010) oder auch zur Entstehung von konstitutiv aktiven AR-Splice-Varianten (Sun
et al., 2010) kommen. Im weiteren Verlauf der Erkrankung entwickelt sich in nahezu 100 % der Falle ein
klinisch manifestes Rezidiv (Lange et al., 1989). An diesem sowie der mit dem klinisch manifesten Rezidiv
einhergehenden Metastasenentwicklung versterben die Patienten in der Regel (Pound et al., 1999;
Slovin et al., 2005). Beim Prostatakarzinom kommt es zundchst zur lymphogenen, spater auch zur
hamatogenen Ausbreitung des Karzinoms. Bei der hamatogenen Ausbreitung kommt es vor allem zu
osteoblastischen Metastasen in Lendenwirbelsdule, proximalem Femur, Becken, thorakaler Wirbelsaule,
Rippen, Sternum, dem Schadeldach (Kalotte) und den Oberarmknochen (Humerus). Hierbei kommt es
zunachst zur lokalen Invasion, dann zur Intravasation, zum Transport Uber das Blut, zur Extravasation

und schlieBlich zum Uberleben und zur Proliferation im Zielgewebe (Loberg et al., 2005). Beim
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Prostatakarzinom ist vor allem die schmerzhafte Metastasierung in Knochen zu beobachten (Logothetis
und Lin, 2005). Andere Organe wie Lunge und Leber sind nur selten von der Metastasierung betroffen
(Wolff und Altwein, 2004). Die fortschreitende Zerstorung der Gewebe durch die Ausbreitung der
Metastasen fiihrt iber die Funktionseinschrankung des Gewebes zum Funktionsverlust und letztlich zum
Tod des Patienten. Die PSA Verdopplungszeit ist der derzeit starkste prognostische Faktor fiir das
Auftreten von Fernmetastasen und Mortalitdt (Pound et al., 1999; Maffezzini et al., 2007).

Um die aggressiven Tumore von den nicht rezidivierenden/metastasierenden Tumoren zu einem frithen
Zeitpunkt (bestenfalls noch vor der Prostatektomie) unterscheiden zu kdnnen, ist ein valider Biomarker
notig. Dieser ist bisher noch nicht vorhanden. Die Identifikation solcher Biomarker ist ein dringendes

Problem der Prostatakarzinomforschung.

1.5 Potentielle Biomarker fiir das humane Prostatakarzinom

Biomarker sind messbare Indikatoren, die Riickschliisse auf den biologischen Status eines Patienten zu-
lassen. Hierbei werden diagnostische, prognostische und pradiktive Biomarker unterschieden.
Diagnostische Biomarker lassen Rickschllsse auf eine Diagnose des Patienten zu, d.h. ob ein Karzinom
vorhanden ist oder nicht. Prognostische Biomarker geben Hinweise darauf, wie die Prognose des
Patienten ist und wie ein moglicher Krankheitsverlauf aussieht, wahrend mit pradiktiven Biomarkern
versucht wird, das Ansprechen auf eine Therapie vorauszusagen (Briinner, 2009).

Nach Ludwig et al. missen potentielle neue Biomarker grundsatzlich spezifisch und sensitiv sein (Ludwig
und Weinstein, 2005). Zur Detektion der Biomarker muss eine schnelle Methode, welche geringe Kosten
verursacht, vorhanden sein, wobei die inter- und intralaboralen Schwankungen nur gering sein diirfen.
AuBerdem muss ein potentieller neuer Biomarker zusatzliche Informationen im Vergleich zu
vorhandenen klassischen Biomarkern liefern (Ludwig und Weinstein, 2005). Ein idealer Biomarker wird
spezifisch durch einen Tumor oder seine Vorldauferzellen synthetisiert und schon in friihen Stadien in die

Zirkulation (Blut) eingespeist (Troyer et al., 2004).

1.5.1 Potentielle Biomarker fiir die Diagnose des humanen Prostatakarzinoms
1.5.1.1 Prostataspezifisches Antigen (PSA)

Der wichtigste Biomarker fiir die Diagnose des humanen Prostatakarzinoms ist das heute teilweise zum
Screening des Prostatakarzinoms eingesetzte Prostataspezifische Antigen (PSA, Kallikrein-3,
Semeneogelase). PSA ist ein 27kDa grofRes Glykoprotein mit Proteasefunktion. Produziert wird PSA
durch sekretorische Zellen der Prostata Acini, wobei es als Pro-Enzym mit einer zusatzlichen 7-
Aminosauren-Peptidkette freigesetzt wird (Mikolajczyk et al., 2000). Bei der Sekretion ins Lumen spaltet

Kallikrein 2 das Propeptid ins aktive und reife PSA. Im Blutstrom findet sich lberwiegend durch
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Proteolyse inaktiviertes freies PSA. Aktives PSA im Blutstrom wird durch Protease-Inhibitoren gebunden
(Chen et al., 1997).

Der PSA-Wert hat heute seine unumstrittene Berechtigung in der Verlaufskontrolle des
Prostatakarzinoms (vgl. Kapitel 1.4.6 PSA-Rezidiv-, Rezidiv- und Metastasenentwicklung beim humanen
Prostatakarzinom). Fir die Diagnose des Prostatakarzinoms ist der PSA-Wert allerdings ein
ausgesprochen umstrittener Marker (Andriole et al., 2009; Schroder et al., 2009; Sandblom et al., 2011;
Chou et al., 2011). So gilt der PSA-Wert heute als Biomarker fiir eine vergroBerte Prostata, unabhdngig
von der Ursache der ProstatavergrofRerung (Bickers und Aukim-Hastie, 2009). Interessanterweise wird
PSA nicht nur in der Prostata sondern auch im Endometirum, Brustgewebe und Nierengewebe gebildet.
Damit ist der PSA-Wert weder gewebe- noch geschlechtsspezifisch (Zaviacic, 1997).

Der PSA-Wert ist nicht nur beim Prostatakarzinom erhoht, sondern kann ebenfalls bei der benignen
Prostata Hyperplasie (BPH) sowie Entziindungen und Infektionen erhoht sein (Gumus et al., 2004;
Hochreiter, 2008; Thorpe und Neal, 2003). Zuséatzlich haben manche Patienten mit malignen Lasionen
normale PSA-Werte (Tornblom et al., 1999). So haben 70 % der Manner mit einem PSA-Wert zwischen 4
und 10 ng/ml kein Prostatakarzinom, wahrend bei 5 % der Manner mit einem PSA unter 0,5 ng/ ml und
sogar bei 30 % der Manner mit einem PSA zwischen 3 und 4 ng/ml ein Prostatakarzinom nachweisbar ist
(Thompson et al., 2004).

Dennoch ist der PSA-Wert bis heute der einzige Biomarker zur Diagnose des humanen
Prostatakarzinoms und wird teilweise als PSA Screening angeboten. Dabei kénnen die Parameter des
totalen PSA-Wertes, des freien PSA und des gebundenen (komplexen) PSA erhoben werden. Im Rahmen
des PSA-Screenings wird in der Regel der Gesamt-PSA-Wert gemessen. In mehreren groBen Studien
wurde in den letzten Jahren versucht, die Effizienz des PSA Screenings zu validieren. Dabei gibt es nur
drei vertrauenswirdige Studien zu diesem Thema, da weitere Studien haufig nicht randomisiert und
damit nicht vertrauenswirdig durchgefiihrt wurden (Vickers et al, 2012). Bei diesen
vertrauenswirdigen Studien handelt es sich um die US Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer
Screening Trial (PLOC), die European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer (ERSPC) und die
Goteburg Studie, wobei letztgenannte spater Teil der ERSPC Studie wurde (Vickers et al., 2012). Unter
diesen Studien weist die Goteburg Studie die langste Follow-up-Zeit und auch den grofRten positiven
Effekt des Screenings auf, gefolgt von der ERSPC Studie, welche eine signifikante Reduktion der
Prostatakarzinom spezifischen Mortalitat (Risk Ratio (RR) 0.84, 95 %; Konfidenzintervall (Cl) 0.73 to 0.95,
15 Jahre Follow-up) angibt (Vickers et al., 2012; Schroder et al., 2009).

Die PLOC Studie weist lediglich eine 10-jahrige Follow-Up-Zeit auf und zeigt keinen positiven Effekt des
PSA-Screening auf das Uberleben der Manner mit Prostatakarzinom (RR 1.15, 95 % Cl 0.86 to 1.54)
(Andriole et al., 2009). Nach Vickers et al. weist allerdings insbesondere die PLOC Studie einige Defizite

auf (Vickers et al., 2012). So hatten 45 % der teilnehmenden Manner bereits an einem PSA-Screening in
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den letzten drei Jahren vor Beginn der Studie teilgenommen. Damit sind Risikopatienten oft nicht in der
Studienpopulation enthalten, da sie vorher schon aussortiert wurden. Ein indirekter Beweis hierfir
findet sich in der ERSPC Studie, in der doppelt so viele Erkrankungsfille wie in der PLOC Studie
auftraten. Damit ist die statistische Power der PLOC Studie limitiert (Vickers et al., 2012). AuBerdem
haben 40-50 % der Manner, die eigentlich der Nicht-Screening-Gruppe der PLOC Studie zugeteilt waren,
dennoch ein PSA-Screening vornehmen lassen, im Vergleich zu nur 15% der Manner der Nicht-
Screening-Gruppe der ERSPC Studie (Schroder et al., 2009). Eine Metastudie, die neben der PLOC und
der ERSPC Studie drei weitere Studien zum PSA Screening eingeschlossen hat, kommt zu dem Ergebnis,
dass es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Prostatakrebs-spezifischen Mortalitat
bei Mannern mit und ohne PSA-Screening gibt (RR 1.00, 95 % Cl 0.86 to 1.17) (llic et al., 2013). Aufgrund
der Vielzahl der sich teilweise widersprechenden Studien zum PSA-Screening ist bis heute keine

eindeutige Aussage Uber den Nutzen des PSA Screenings moglich (Vickers et al., 2012).

1.5.1.2 Weitere potentielle Biomarker fiir die Diagnose des humanen Prostatakarzinoms

Aufgrund der Unspezifitdit des PSA-Wertes bei der Diagnose des humanen Prostatakarzinoms (Vergl.
Kapitel 1.2.1.1 Prostataspezifisches Antigen (PSA) als potentieller Biomarker fiir das Prostatakarzinom)
wird intensiv an neuen potentiellen Biomarkern fiir die Diagnose des humanen Prostatakarzinoms
geforscht. Alpha-methylacyl-CoA racemase (AMACR) ist dabei eines der Proteine, das als potentiell
neuer Biomarker fiir die Diagnose des humanen Prostatakarzinoms beschrieben wird. AMACR ist in 80 %
bis 100 % der Prostatakarzinomgeweben Uberexprimiert (Magi-Galluzzi et al., 2003), wobei andere
Studien an 137 Prostatakarzinompatienten und 70 benignen Prostatagewebeproben eine Sensitivitat
von 100% und eine Spezifitdt von 88 % angeben (Jiang et al.,, 2001). Dabei ist AMACR im
Prostatakarzinom bis zu 9-fach hochreguliert im Vergleich zu Normalgewebe (Luo et al., 2002). Diese
Uberexpression ist auch auf mRNA-Ebene nachweisbar (Xu et al., 2000) sowie im Gewebe an
Prostatabiopsiestanzen mit einer Sensitivitdit von 97 % und einer Spezifitdt von 100 % (Rubin et al.,
2002). Im Serum erreicht AMACR allerdings nur eine Sensitivitdt von 78 % und eine Spezifitdt von 81 %
(Sreekumar et al., 2004), wahrend die Detektion von AMACR mittels Western Blot im Urin zwar eine
Sensitivitat von 100 %, aber lediglich eine 58 %ige Spezifitat fiir das Prostatakarzinom in der Gruppe von
Patienten mit negativen Biopsien erreicht (Rogers et al., 2004). AuRerdem sind insbesondere einige
kleinere Karzinome in der Immunhistochemie AMACR negativ, wahrend teilweise auch Normalzellen
AMACR positiv sind (Magi-Galluzzi et al., 2003). Werden mRNA-Transkripte von AMACR auf PSA
normalisiert, ergeben sich sogar widerspriichliche Ergebnisse: So konnten Zielie et al. zeigen, dass
AMACR normalisiert auf den PSA-Wert in Prostatasekret pradiktiv flir das Prostatakarzinom ist wobei
weder AMACR noch PSA mRNA Level alleine pradiktiv flr das Prostatakarzinom waren (Zielie et al.,

2004). Im Gegensatz dazu konnten Laxman et al. im Urin keine statistische Signifikanz von AMACR
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normalisiert auf den PSA-Wert nachweisen (Laxman et al., 2008). Weiterhin ist der Sinn der
Normalisierung der AMACR auf PSA Level kritisch zu hinterfragen, ist PSA selber doch ein umstrittener
Biomarker fur das humane Prostatakarzinom (siehe Kapitel 1.5.1.1 Prostataspezifisches Antigen (PSA) als
potentieller Biomarker fiir das Prostatakarzinom).

Wie auch AMACR ist Hepsin im Prostatakarzinom Uberexprimiert im Vergleich zu normalem Gewebe
oder der benignen Prostata Hyperplasie (BPH) und wird daher als potentieller neuer Biomarker fiir das
humane Prostatakarzinom diskutiert (Chen et al., 2003). Hepsin zeigt in 90 % der Tumorgewebe eine
Uberexpression im Vergleich zu gematchten nicht-Tumorgeweben (Stephan et al., 2004). Goel et al.
konnten nachweisen, dass Hepsin in 100 % aller Prostatakarzinome, allerdings auch in 11,9 % aller BPHs
und in 57,14 % aller BPHs mit PIN, hochreguliert ist (Goel et al., 2011). Diese Hochregulation der Hepsin-
Expression im Prostatakarzinom korreliert zwar signifikant invers mit dem klinischem Ergebnis
(Dhanasekaran et al., 2001), ein Nachweis von Hepsin im Urin oder Serum ist aber nicht moglich (Talesa
et al., 2009; Leman und Getzenberg, 2009). Dies macht den Nutzen von Hepsin als moglichen Biomarker
fiir das humane Prostatakarzinom schwierig (Mukesh et al., 2011).

Early Prostate Cancer Antigen (EPCA) ist ein weiteres im Prostatakarzinom exprimiertes Protein, welches
nicht im Normalgewebe exprimiert wird und daher als potentieller Biomarker diskutiert wird (Dhir et al.,
2004; Uetsuki et al., 2005). Allerdings wurden in weiteren Validierungsstudien 41 % der
Prostatastanzbiopsien falsch negativ klassifiziert, obwohl die Patienten ein dokumentiertes
Prostatakarzinom aufwiesen (Hansel et al., 2007). Damit ist EPCA als Biomarker fiir die Diagnose des
humanen Prostatakarzinoms nicht geeignet.

Die Hypermethylierung von Glutathione S-transferase P1 (GSTP1) in Prostatakarzinomgewebe wurde
bereits 1994 beschrieben (Lee et al., 1994). Die damit einhergehende verminderte GSTP1 Expression ist
mit dem Prostatakarzinom assoziiert, wahrend in normalem Gewebe eine abundante GSTP1 Expression
vorliegt (Lee et al, 1994). Mehrere Gruppen konnten zeigen, dass die GSTP1
Promotorhypermethylierung in mehr als 90 % aller Prostatakarzinomen vorkommt (Nelson et al., 2001;
Lin et al., 2001; Brooks et al., 1998). Diese GSTP1 Promotorhypermethylierung erfolgt schon in der PIN
und ist nicht nur auf den Krebs beschrankt, sondern auch schon fiir die benigne proliferative
inflammatorische Atrophie beschrieben (Nelson et al., 2001; Nakayama et al., 2003). AuRerdem ist die
GSTP1 Hypermethylierung im Serum nur bei 72%, im Urin sogar nur in 36% aller
Prostatakarzinompatienten nachweisbar, auch wenn die Methylierungsrate in lokal fortgeschrittenen
und metastatischen Prostatakarzinompatienten bei 100 % lag (Goessl et al., 2000). Hinzu kommt, dass
die Detektionsraten der Methylierung weder im Urin noch im Plasma verlasslich sind. Sie schwanken bei
verschiedenen Studien im Urin zwischen 19 % und 76 % und im Serum zwischen 13 % und 72 %. Fiir eine
potentielle klinische Anwendung muss demnach erst die Sensitivitdit der Detektion der GSTP1

Hypermethylierung verbessert werden (Tosoian und Loeb, 2010).
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DD3 (Prostata spezifisches Antigen-3, PCA-3) ist ein Gen, welches eine nicht-codierende
prostataspezifische mRNA exprimiert. PCA-3 ist in 94,6 % aller Prostatakarzinome bis zu 66-fach
Uberexprimiert (Bussemakers et al., 1999; de Kok et al., 2002; Hessels et al., 2003). Weiterhin ist die
PCA-3-Expression assoziiert mit pathologischen Faktoren wie der extrakapsuldaren Ausbreitung des
Tumors, dem Tumorvolumen und dem Gleason-Score (Whitman et al., 2008; Haese et al., 2008). Auch
im Urin korreliert die PCA-3 Expression mit dem Tumorvolumen, nicht aber mit der ProstatagrofSe. Eine
Korrelation zwischen hohen PCA-3 Scores im Urin mit Hochrisikoprostatakarzinomen konnten Tosoian et
al. allerdings nicht nachweisen (Tosoian et al., 2010). Sogar die Festsetzung eines cut-off-Wertes fir die
Prostatakarzinomdiagnose mittels PCA-3 war nicht moglich, da sich die PCA-3 Scores verschiedener

Patientengruppen stark tberlappten (Tosoian et al., 2010).

1.5.2 Prognostische Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom

In den letzen Jahren wurden bereits einige Biomarker publiziert, die mit einem aggressiven Verhalten
des Prostatakarzinoms korrelieren. Zu diesen Biomarkern gehoren z.B. Hepsin-1 (Dhanasekaran et al.,
2001), EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) (Varambally et al., 2002), MTA1 (metastasis-associated
protein 1) (Hofer et al., 2004), Mucl (Lapointe et al., 2004), Calveolin-1 (Karam et al., 2007) und Endoglin
(CD105) (Svatek et al., 2008) sowie die TMPRSS2-ERG Fusion (Demichelis et al., 2007). Allerdings wird
bisher noch keiner dieser Biomarker routinemaRig in der Diagnostik des Prostatakarzinoms angewendet.
Die TMPRSS2-ERG Fusion, welche zu den vielversprechendsten potentiellen Biomarkern der letzten
Jahre gehort, betrifft ca. 50 % aller Prostatakarzinome (Demichelis et al., 2007). Wie auch PSA ist die
TMPRSS2-ERG Fusion ein Androgenrezeptor-kontrolliertes Gen. Die Relevanz von TMPRSS2-ERG als
Prognosemarker fiir das Prostatakarzinom ist allerdings umstritten, da es mittlerweile mehrere Studien
gibt, die die Vorhersagekraft der TMPRSS2-ERG Fusion aufgrund widerspriichlicher Ergebnisse in Frage
stellen (Kristiansen, 2012). Ein weiterer viel diskutierter potentieller Marker fiir die
Progressionsvorhersage des Prostatakarzinoms ist die Promotormethylierung von PITX2 (paired-like
homeodomain 2) (Weiss et al., 2009). Studien von Banez et al. 2010 und Schatz et al. 2010 bestatigen
die Studie von Weiss et al. 2009 zwar (Banez et al.,, 2010; Schatz et al., 2010), eine mogliche
prognostische Aussage der PITX2 Promotormethylierung an Biopsiestanzen — die Voraussetzung dafr,
dass der Marker vor einer Prostatektomie angewendet werden kann — ist allerdings noch véllig unklar
(Kristiansen, 2012). Auch ein relativ unspezifischer, zum Nachweis der Zellproliferation genutzter
Marker, Ki67, wurde im Zusammenhang mit dem Progressionsverhalten von Prostatakarzinomen
untersucht. In verschiedenen Patientenkohorten wie "active  surviallance"-Gruppen
(Uberwachungsgruppe) (u.a. (Stattin et al., 1997), prostatektomierte Patienten (u.a. (Bubendorf et al.,
1996), sowie Patienten, die sich einer Strahlentherapie unterzogen haben, (u.a. (Khoo et al., 1999)

wurde die Ki67-Expression in immunhistochemischen Analysen als signifikant hoher beschrieben als bei
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Patienten mit progressiven Prostatakarzinomen (p < 0,00005 und Schwellenwert =3 %; p =0,02 und
Schwellenwert = 7,5 % bzw. p = 0,017 und Schwellenwert = 2,4 %). Eine Einfihrung in die Klinik scheitert
bisher allerdings an den unterschiedlichen Schwellenwerten, ab denen die Ki67 Immunhistochemie in
den verschiedenen Studien als positiv gewertet wird (Range: 2,4 — 26 %) (Kristiansen, 2012).

Calveolin-1 ist ein regulatorisches Molekiil, involviert in Transport und Zellkommunikation womit es
Zellwachstum, Apoptose, Angiogenese und transvasculdren Austausch beeinflusst (Carver und Schnitzer,
2003). Calveolin-1 ist im Prostatakarzinom hochreguliert und unter anderem assoziiert mit hohen
Gleason-Scores, Lymphknotenmetastasen aber auch mit positiven Operationsrandern, welche an sich
schon negative prognostische Marker fiir das Prostatakarzinom darstellen (Yang et al.,, 1999). Eine
weitere Studie demonstriert, dass Calveolin-1 mit hohem Gleason-Score und héheren initialen PSA-
Werten assoziiert ist. AuBerdem zeigt diese Studie, dass Calveolin-1 mit einem hohen Rezidivrisiko
einhergeht (Karam et al., 2007). Allerdings konnte in einer Studie von Yang et al. kein signifikanter
Unterschied in der Calveolin-1 Expression zwischen der Gruppe der rezidivierenden und der Gruppe der
rezidiv-freien Prostatakarzinomen gefunden werden (Yang et al., 1998). Ahnliche teilweise
widersprichliche Ergebnisse zeigen Studien fir Endoglin als potentiellen Biomarker fir das
rezidivierende Prostatakarzinom. Svatek et al. konnten zwar zeigen, dass die prdoperativen Blutwerte
von Endoglin mit einem erhohten Risiko der biochemischen Progression von Prostatakarzinomen
korrelieren (Svatek et al., 2008; Svatek et al., 2009). Fujita et al. zeigten 2009 allerdings, dass die
Endoglinwerte im Blut nicht pradiktiv fir die Unterscheidung von lokalisierten Prostatakarzinomen und
nicht auf das Organ beschrankten Prostatakarzinomen sind, sondern Endoglin lediglich als moglicher
Diagnosemarker in Betracht kommt, da es mit dem Tumorvolumen korreliert (Fujita et al., 2009).

Auch PSA, welches heute z.T. zum Screening fir das Prostatakarzinom eingesetzt wird und ein wichtiger
Bestandteil der Verlaufskontrolle des Prostatakarzinoms ist, wird als prognostisch relevanter Biomarker
fiir das Prostatakarzinom diskutiert (Lilja et al., 2011). So ist die PSA Verdopplungszeit relevant zur
Vorhersage der metastatischen Progression und der krebsspezifischen Mortalitdt (Patel et al., 1997,
Cannon et al., 2003). Allerdings geben diese Werte erst beim Auftreten des biochemischen Rezidivs
Auskunft tber die weitere Prognose, nicht aber zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. AuRerdem ist PSA
bisher noch nicht prospektiv validiert worden, um die metastatische Progression und den
krebsspezifischen Tod eines Patienten vorhersagen zu kénnen (Corn und Thompson, 2010). In den
Nomogrammen findet der initiale PSA-Wert zwar Eingang zur Risikoabschatzung der einzelnen
Patienten, als alleiniger Marker ist der PSA-Wert allerdings nicht zur Progressionsvorhersage geeignet
(Svatek et al.,, 2009). Auch der Gleason-Score findet heute Eingang in die Nomogramme zur
Progressionsvorhersage der Prostatakarzinome. So haben 95 % der Manner mit einem Gleason-Score <
6 und einem negativen Resektionsrand (R0O) nach 10 Jahren noch kein Anzeichen fiir ein Rezidiv. Bei

positiven Absetzungsrandern hingegen steigt das Rezidivrisiko dieser Gruppe auf 28 %, was dem Risiko
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der Gruppe von Patienten mit einem hoheren Gleason-Score als Gleason 6 und einem negativen
Resektionsrand entspricht. Patienten mit einem Gleason-Score von 8 oder héher haben sogar ein
60 %iges Rezidivrisiko, bei zusatzlichem Lymphknotenbefall liegt dies sogar bei 90 % (Khan et al., 2003).
Aber auch wenn der Gleason-Score ein pradiktiver Marker fiir ein Rezidiv ist, so ist er kein Marker, der
prospektiv zwischen indolenten und aggressiven Tumoren fiir den einzelnen Patienten unterscheiden
kann, so dass nicht klar ist, ob eine Prostatektomie nétig ist oder nicht (Troyer et al., 2004).

Generell besteht das Problem darin, dass bisher kaum ein Biomarker daraufhin getestet wurde, ob er die
Vorhersagekraft von Nomogrammen verbessert. Aullerdem basieren Biomarkerstudien oft auf
semiquantitativen immunhistochemischen Analysen mit grofRer intra- und interobserver Variabilitat,
kurzem Follow-Up und kleinen Patientenzahlen. AuRerdem wird mit den bereits bekannten Markern
jeweils meist nur ein kleiner Teil aller aggressiven Tumore identifiziert. Die meisten Biomarker werden
zudem kaum an Biopsiestanzen getestet, sodass bisher kein Biomarker die schlechten Nomogramme
verbessern konnte und routinemalig in der taglichen klinischen Praxis eingesetzt wird. Aus diesen
Grinden ist es notwendig entweder einen neuen, sensitiveren sowie spezifischeren Marker oder eine
Markerkombination zur sicheren Vorhersage eines aggressiven Tumorverhaltens zu finden. Mit einem
solchen Marker kénnte dann im Umkehrschluss auch wieder die Entfernung der Prostata bei einem
weniger aggressiven Prostatakarzinom verhindert und die damit verbundenen Nebenwirkungen

vermindert werden.

1.6 Zelllinien als in vitro Modelle des humanen Prostatakarzinoms

Zelllinien stellen heute eine nicht limitierte, leicht verflighare Quelle von Tumorzellen dar, die unter
kontrollierten Bedingungen kultiviert werden kénnen. Dabei bieten sie gegeniiber der Primarkultur den
Vorteil, dass sie kostenglinstig, leicht und dauerhaft zu kultivieren sind. Darliber hinaus sind sie
genetisch leicht zu verdandern. Primare Zellen hingegen verringern mit der Zeit ihre Zellteilungsrate bzw.
gehen in Seneszenz (Hayflick, 1965), wahrend Zelllinien dauerhaft kultivierbar sind, wenn auch mit der
Zeit eine Selektion auf schnell wachsende Zellen stattfindet (Schmitz, 2011). Priméare Zellkulturen sind
zwar naher am in vivo-System als Dauerkulturen, kdnnen aber je nach Donor und Pradparation variieren
und sind wesentlich versorgungsintensiver und zeitaufwandiger als Zelllinien (ATCC, 2012).

Auch wenn es sich bei Prostatakarzinomzellen um einen der schwierigsten Zelltypen zur Herstellung von
kontinuierlichen Zelllinien handelt und erste Versuche von Burrows 1917 nur zu kurzzeitigen primaren
Kulturen fihrten (van Bokhoven et al., 2003), gelang 1970 die erste Etablierung einer
Prostatakarzinomzellline (Fraley et al., 1970), welche sich aber spéater als Cross-Kontaminationen von
Hela-Zellen herausstellte (Williams, 1980; Nelson-Rees und Flandermeyer, 1976; Masters et al., 2001).
Heute stehen fir das Prostatakarzinom eine Vielzahl von Zelllinien zur Durchfliihrung von in vitro

Zellkulturversuchen zur Verfligung. Hierbei sind die Prostatakarzinomzelllinien PC3, Dul45 und LNCap
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die drei ,klassischen” Zelllinien. Daneben gibt es eine Vielzahl ,nicht-klassischer”
Prostatakarzinomzelllinien (van Bokhoven et al, 2003). Trotz der Vielzahl von Uber 200
Prostatakarzinomzelllinien und -subzelllinien (Sobel und Sadar, 2005), reflektieren sie nicht das volle
Spektrum der Heterogenitat des Prostatakarzinoms (van Bokhoven et al., 2003). lhre Vorteile der
kostenglinstigen, leichten und dauerhaften Kultivierung, gepaart mit dem Widerspiegeln des

Prostatakarzinoms, macht sie heute aber zu einem unverzichtbaren Teil der Prostatakarzinomforschung.

1.6.1 Die Prostatakarzinomzelllinie Du145

Die Herstellung der ,klassischen” Prostatakarzinomzelllinie Dul45 gelang 1977 aus einer
Gehirnmetastase eines 69-jahrigen weiRen Mannes mit moderat differenziertem Adenokarzinom und
lymphatischer Leukdmie (Mickey et al., 1977; Stone et al., 1978). Dul45 ist eine Androgen-unabhéangige
Zelllinie (van Bokhoven et al., 2003) und stammt vermutlich von einem kastrationsresistenten
Prostatakarzinom ab, auch wenn die Zellen nicht die fiir dieses Stadium typischen Proteine wie PSA und
Androgenrezeptor exprimieren (Masters, 2011). Auch 5-alpha-Reduktase, ein Enzym zur Produktion von
5-alpha-Dihydrotestosteron, wird nicht exprimiert (Russell et al., 2003). Dennoch kénnen die Dul45-
Zellen in Nacktmausen in vivo die Bildung eines neuen Tumors hervorrufen und eine Vielzahl von
Metastasen bilden, weshalb die Zelllinie als aggressive Prostatakarzinomzelllinie eingeordnet wird (Sobel
und Sadar, 2005).

Dul45-Zellen exprimieren den Basalzellmarker Keratin 5, nicht aber Keratin 14 und p63. Gleichzeitig
werden die Luminalzellmarker Keratin 8 und 18 exprimiert. Die neuroendokrinen Marker
Chromogranin A und Neuron-spezifische Enolase werden nicht exprimiert, wahrend das mesenchymale
Intermediatfilament Vimentin exprimiert wird. 90 % der Zellen weisen eine p53 Mutation auf (van
Bokhoven et al., 2003). Auch p16, ein Gen zur Zellzykluskontrolle, ist in Dul45-Zellen mutiert (Russell et
al., 2003). Die Zellen weisen im Mittel 64 Chromosomen (Range: 46 -143 Chromosomen) auf (Sobel und

Sadar, 2005).

1.6.2 Die Prostatakarzinomzelllinie PC3

1979 wurde die ebenfalls zu den “klassischen” Prostatakarzinomzelllinien gehérende Zelllinie PC3 aus
einer Knochenmetastase eines viert-gradigen Prostatakarzinoms eines 62-jahrigen weiflen Mannes
etabliert (Kaighn et al., 1979). Der spendende Patient erhielt zum Zeitpunkt der Zellentnahme eine
Antiandrogentherapie, was vermutlich die Antiandrogenresistenz der Zelllinie bedingt (Kaighn et al.,
1979). Wie Du145 stammt auch PC3 vermutlich von einem kastrationsresistenten Prostatakarzinom ab,
exprimiert aber ebenfalls nicht die fir dieses Stadium typischen Proteine PSA und Androgenrezeptor

(Masters, 2011; Kaighn et al., 1979) sowie 5-alpha-Reduktase (Russell et al., 2003). Das Prostata-
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spezifische Membran-Antigen (PSMA) wird nicht exprimiert (Ghosh et al., 2005). Die Expression saurer
Phosphatasen ist gering bis nicht detektierbar (Lin et al., 1998). Wie auch Dul45 exprimieren die PC3-
Zellen den Basalzellmarker Keratin 5, nicht aber Keratin 14 und p63. Gleichzeitig werden die
Luminalzellmarker Keratin 8 und 18 exprimiert. Die neuroendokrinen Marker Chromogranin A werden
nicht exprimiert, wahrend der neuroendokrine Marker Neuron-spezifische Enolase sowie das
mesenchymale Intermediarfilament Vimentin exprimiert werden. PC3-Zellen weisen eine p53
Frameshift-Mutation auf, so dass kein p53 exprimiert wird (van Bokhoven et al.,, 2003). Auch das
Tumorsuppressorgen pTEN, ein negativer Regulator der Phophoinositol-3-Kinase (AKT) Signalwegs, ist
homozygot deletiert. Dies fihrt zur konstitutiven Aktivierung von PI3-Kinase oder AKT, was wiederum
die zelluldre Transformation induziert (Russell et al., 2003). Wie die Du145- sind auch die PC3-Zellen in
der Lage in vivo in Nacktmausen Tumore zu bilden und zu metastasieren (Sobel und Sadar, 2005). Dabei
weisen die PC3-Zellen im Vergleich zu den Zelllinien Du145 und LNCaP ein hohes Potential zur Bildung
von Metastasen auf (Pulukuri et al., 2005). PC3-Zellen sind aneuploid und weisen im Mittel 58
Chromosomen auf (Sobel und Sadar, 2005). Auffallend ist der geringe Bedarf an Serum zum Wachstum

der Zellen (Kaighn et al., 1979).

1.6.3 Die Prostatakarzinomzelllinie LNCaP

Die als letzte der klassischen Zelllinien etablierte Zelllinie LNCaP hat ihren Ursprung in
Lymphknotenmetastasen eines 50-jahrigen weilen Mannes (Horoszewicz et al., 1980; Horoszewicz et
al., 1983). LNCaP-Zellen gelten als weniger aggressiv als die Zelllinien PC3 und Dul45, da sie nur in 50 %
der mit LNCaP-Zellen injizierten Nacktmausen eine Tumorbildung initiieren (Sobel und Sadar, 2005).
LNCaP-Zellen exprimieren Androgen- und Ostrogenrezeptoren (Horoszewicz et al., 1983), wobei die
Mutation T877A im Androgenrezeptor die Bindung und Induktion der Genexpression verschiedener
Steroide und Antisteroide beeinflusst (Veldscholte et al., 1990). Aufgrund dieser
Androgenrezeptormutation, welche zu einem promiskuitiven Androgenrezeptor fiihrt, der auch andere
Steroide binden kann, sowie der Etablierung der Zelllinie aus einem hormonrefraktaren Patienten ist die
Androgenabhangigkeit der LNCaP-Zellen fraglich (van Bokhoven et al., 2003).

LNCaP-Zellen exprimieren weder den Basalzellmarker Keratin 5, noch die Basalzellmarker Keratin 14
oder p63. Dafiir werden die Luminalzellmarker Keratin 8 und 18 exprimiert. Es werden weder die
neuroendokrinen Marker Chromogranin A und Neuron-spezifische Enolase noch das mesenchymale
Intermediatfilament Vimentin exprimiert. Als einzige Zelllinie der ,klassischen”
Prostatakarzinomzelllinien weisen LNCaP-Zellen Wildtyp p53 auf (van Bokhoven et al.,, 2003). Das
Tumorsuppressorgen pTEN tragt allerdings eine ,Frameshift-Mutation“, welche den PI3-
Kinase/AKT-Signalweg konstitutiv aktiviert (Russell et al., 2003). Der Karyotyp von LNCaP-Zellen ist
aneuploid mit 33-91 Chromosomen pro Zelle (Mittelwerte: 76-91) (Sobel und Sadar, 2005).
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1.7 Grundlagen der Proteomik

Per Definition bezeichnet der Begriff ,,Proteom” alle von einer Zelle gleichzeitig exprimierten Proteine
eines Genoms zu einem bestimmten Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen (Meyer und Stuhler,
2007). Neben fundamentalen beziehungsweise hochabundanten Proteinen der Zellarchitektur (z.B. -
Aktin, Chromatin, etc.) sind auch Enzyme, Signaltransduktoren und Rezeptoren wichtige Bestandteile
des Proteoms. Es stellt daher ein exaktes und sensitives Abbild zelluldrer Vitalitatsparameter dar. Da
beim Proteom sowohl postranskriptionelle und postranslationale Modifikationen wie auch alternatives
Spleillen und Proteindegradierung eine Rolle spielen, ist das Proteom eine beispiellose Herausforderung
in Bezug auf die Probenkomplexizitdit und den dynamischen Bereich der Proteinabundanzen.
Entsprechend ist das Proteom hundert Mal komplexer als das Genom, da von einem Gen etwa 10 — 100
Proteinspezies gebildet werden (Meyer und Stuhler, 2007). Genomweite Studien zeigen zusatzlich starke
Dissonanz zwischen mRNA und Proteinexpressionslevel (Chen et al., 2002). Die Veranderungen im
Proteinlevel vieler Organismen gehen also nicht mit den Veranderungen im Transkriptom einher (Wu et
al., 2007). Weiterhin sind die Proteine die Hauptbestimmungsfaktoren fiir die meisten bekannten
zelluldren Funktionen (Ornstein und Petricoin, 2004). AuBerdem lassen sich liber das Genom und das
Transkriptom nicht die Lokalisation der Proteine im Gewebe und in den Zellen sowie ihre Assoziation mit
anderen Proteinen vorhersagen (Kondo, 2008). Auch wenn Krebs eine Erkrankung des Genoms ist,
werden angesammelte genomische Aberrationen ins Transkriptom Ubersetzt und anschlieBend mit
weiteren Modifikationen ins Proteom translatiert, welches dann zur Transformation der Zellen fiihrt
(Kondo, 2008). Diese genannten Eigenschaften, die grofRere Vielfalt des Proteoms und das damit
einhergehende bessere Widerspiegeln des biologischen System sind die Vorteile der Proteine als
potentielle Biomarkerkandidaten im Vergleich zu DNA oder mRNA (Meyer und Stuhler, 2007).

Die Analyse und Untersuchung des Proteoms erfolgt mit Techniken der sogenannten “Proteomik”. Die
Proteomik umfasst dabei die Analyse der Proteine mit verschiedenen biochemischen Methoden. Der
Ausdruck ,,Proteomik” (englisch: Proteomics) wurde in den 1990er Jahren eingefiihrt. Seitdem wurden
massenspektrometisch (MS)-basierte Methoden zum wichtigen Tool fir die Proteomik und dem
wachsenden Feld der Systembiologie, um komplexe humane Krankheiten besser zu verstehen (Goo und
Goodlett, 2010). Die Proteomik ist ein in den letzten Jahren schnell gewachsenes und auch in Zukunft
schnell wachsendes Feld, insbesondere durch innovative experimentelle Ansatze, sowie Verbesserung
von Sensitivitat, Auflosung und Massengenauigkeit (Goo und Goodlett, 2010). Aufgrund der oben
genannten Vorteile des Proteoms gegeniiber dem Genom und dem Transkriptom in Kombination mit
immer besser werdenden Proteomik-Techniken, geben Proteomikstudien Informationen, die mit
anderen *omics Techniken (Genomik, Metabolomik, Transkriptomik) nicht zu erhalten sind. Proteomik

kreiert den Link zwischen genomischen Informationen, biologischer Funktion und der untersuchten
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Krankheit durch Studien der Proteinexpression, Modifikation und Protein-Protein Interaktion (Jimenez

et al., 2007).

1.7.1 Methoden der Proteomik
1.7.1.1 Zwei-dimensionale Difference in Gel electrophoresis (2D-DIGE)

Unlu et al. kombinierten 1997 Fluoreszenz-Tags von Proteinen mit der 2-dimensionalen
Gelelektrophorese zur so genannten 2D-DIGE Technik (Unlu et al., 1997). Es handelt sich hierbei um eine
Screeningmethode zum Vergleich der Proteinprofile verschiedener biologischer Proben. Mit der DIGE-
Technik ist die Separation tausender Proteine (Lilley et al., 2002), basierend auf Unterschieden im
isoelektrischen Punkt und der molekularen Masse der Proteine, moglich (Tacu et al., 2010). Die Proteine
werden vor der Auftrennung in einem zweidimensionalen SDS-Polyacrylamid Gel mit Cy-Farbstoffen
markiert. Neben der zu untersuchenden Probe wird ein interner Standard im Gel mit aufgetrennt, der
aufgrund der Verwendung eines separaten Cy-Farbstoffes individuell visualisiert werden kann. Er wird in
der sich anschlieRenden Software-Auswertung fiir die Normalisierung verwendet (Abbildung 1.6). Dabei
muss jedes Set an Farbstoffen mit den selben Aminosaureresten reagieren, die Ladung der Target-
Aminosdure bewahren, &hnliche molekulare Massen sowie distinkte Fluoreszenzcharakteristika

aufweisen (Minden et al., 2009).
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der 2D-DIGE-Technik: Bei der Sattigungsmarkierung werden alle Cysteine
einer Probe mittels Cy3 (interner Standard) oder Cy5 (Probe) mit Farbstoff markiert. Der interne Standard dient
spater der Quantifizierung der Proteinspots. Die Proben werden gemischt und mittels zweidimensionaler
Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach dem Scannen der Gelbilder erfolgt die Softwareanalyse und die Detektion
der differenziell regulierten Spots. Modifiziert nach Henkel (Henkel et al., 2005).

Das DIGE-System findet als Minimal-Markierungs-Technik bei Markierung von grofReren Proteinmengen
(Henkel et al., 2005; Tonge et al., 2001), sowie als Sattigungsmarkierung fir geringe Proteinmengen
Anwendung (Shaw et al., 2003; Sitek et al., 2005). Bei der Minimal-Markierungs-Technik werden 2 %
aller Proteine markiert. Jedes Protein tragt maximal ein Farbstoffmolekil, welches an die Lysinreste
gekoppelt wird. Bei der Sattigungsmarkierung werden 100 % alle Cystein-enthaltenden Proteine
markiert, wobei der Farbstoff an Cysteine gekoppelt wird. Mit der Sattigungsmarkierung sind Proteine
von 1.000-5.000 Zellen (Minden et al., 2009; Sitek et al., 2008) oder 0,5 fmol Protein (Viswanathan et al.,
2006) nachweisbar, wobei diese Sensitivitdit vor der Entwicklung der DIGE-Technik durch die
verschiedensten Proteinfarbemethoden nicht erreicht werden konnte (Sitek et al., 2005).

Der Nachteil der DIGE-Technik liegt in der nicht vorhandenen Mdglichkeit der Detektion sehr grofRer
oder sehr kleiner Proteine, Plasmamembran-assoziierter Proteine, hydrophober, sehr basischer oder
sehr saurer Proteine (Chignard und Beretta, 2004). Ein weiterer Nachteil liegt in den auftretenden

Gel-zu-Gel Varianzen von ca. 20 %. Diese Varianzen machen 3-5 biologische Replikate pro analysierter
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biologischer Gruppe nétig, um in den verschiedenen Gruppen Expressionsunterschiede einzelner Protein
von 1,5-2 zuverlasslich detektieren zu konnen (Karp et al., 2008). Die Gel-zu-Gel Varianzen werden
bedingt durch heterogene Acrylamid-Polymerisation, Schwankungen der Elektrizitat, des pH-Wertes und
der Temperatur wahrend des Gellaufes sowie der Variabilitat der Proben in der ersten Dimension. Diese
Nachteile lassen sich allerdings zusatzlich durch die Auftrennung von zwei oder mehr Proben bzw. einer
Probe und eines Standards in einem Gel vermindern (Timms und Cramer, 2008). Auch wenn die 2D-
DIGE-Technik sehr zeitintensiv und nicht in jedem Labor durchfiihrbar ist, liegen die Vorteile in der
Auflésung von Protein-Isoformen (Goo und Goodlett, 2010) und linearen Detektionsraten im
Konzentrationsbereich von bis zu > 10.000fachen Protein Abundanzen (Viswanathan et al., 2006; Lilley
et al.,, 2002). Dies macht die 2D-DIGE-Technik gekoppelt mit MS-basierten Identifikationen der als
differenziell reguliert gefundenen Proteine zu einem vielversprechenden Tool fiir die Protein-Biomarker-

Identifikation.

1.7.1.2 Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie ist Gber 100 Jahre alt. Sie ist heute die Methode der Wahl zur Analyse
komplexer Proteinproben (Aebersold und Mann, 2003). Moglich gemacht wurde die Nutzung der
Massenspektrometrie fiir Proteine durch die Entwicklung ,sanfter” lonisierungsmethoden wie
Elektrosprayionsierung (ESI) oder Matrix-assisted laser desoprtion/lonisation (MALDI) (Fenn et al., 1989;
Tacu et al.,, 2010). Neben der lonenquelle, in der die lonisierung des Analyten erfolgt, besteht ein
Massenspektrometer grundsédtzlich noch aus einem Massenanalysator und einem Detektor. Im
Massenanalysator erfolgt die Bestimmung des Masse-zu-Ladungsverhiltnisses (m/z) eines ionisierten
Analyten in der Gasphase. Als Massenanalysatoren werden in der Proteomik hauptsachlich lonenfallen,
time-of-flight (TOF), Quadrupol und Fourier Transform ion cyclotron (FT-MS) Analysatoren eingesetzt
(Aebersold und Mann, 2003). Hierbei wird die ESI hdufig mit Quadrupol oder lonenfallen Analysatoren
gekoppelt, wahrend die MALDI haufig mit TOF oder TOF-TOF Analysatoren gekoppelt wird. Am Detektor
werden letztlich die Anzahl der lonen bei jedem m/z, also der lonenstrom, gemessen. In der Regel
werden die Detektoren als Sekundarelektronen-Vervielfacher mit vorgeschalteter Konversionsdynode
eingesetzt. Die relative Haufigkeit der lonen wird im Massenspektrum gegen ihr m/z Verhiltnis
aufgetragen. Die erhaltenen Informationen werden in Datenbanken eingegeben. Hierzu stehen
verschiedene Algorithmen wie z.B. der Mascot-Suchalgorithmus und Datenbanken wie z.B. SwissProt zur
Verfligung. Hier erfolgt der Abgleich der theoretisch in Datenbanken hinterlegten Peptid-Massen mit
dem tatsachlich erhaltenen Massenspektrum als Peptid Mass Fingerprint (PMF), der einzigartig flr jedes
Protein ist. So kann mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit angegeben werden, um welches Protein

es sich handeln kdnnte.
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Proteine haben haufig eine zu hohe molekulare Masse, um sie ,als Ganzes” analysieren zu kénnen. Sie
zerfallen unter Elektronenbeschuss in ihre Untereinheiten oder Fragmente, was eine ldentifikation
aufgrund des Spontanzerfalls erschwert. Da zusatzlich die Massengenauigkeit des MALDI-MS im
hochmolekularen Bereich ungenauer ist, werden Proteine vor ihrer massenspektrometrischen Analyse
meist proteolytisch gespalten. Die proteolytische Spaltung erfolgt haufig durch die Endopeptidase
Trypsin. Trypsin spaltet das Protein C-Terminal von den Aminosauren Arginin und Lysin, wenn auf diese
kein Prolin folgt, sowie hinter modifiziertem Cystein. Die entstandenen Peptide enthalten zwei

geladenen Gruppen: eine basische Seitenkette am C-Terminus und eine Aminogruppe am N-Terminus.

1.7.1.3 Matrix assisted laser Desorption/lonisation—time of flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF)

Die praziseste Methode fir Proteinidentifikationen ist die Kopplung der MALDI mit einem
Flugzeitmassenspektrometer (TOF) (Feuerstein et al., 2005). Sie wird meistens eingesetzt, um einfache
Peptidmischungen zu analysieren (Aebersold und Mann, 2003). Da die Identifizierung von Proteinen aus
einer nicht komplexen Proben heraus einfach ist als aus einer komplexen Probe, wird die Methode
haufig in Kombination mit Separierungsmethoden wie der 2D-DIGE angewendet.

Bei der MALDI-TOF erfolgt der Ubergang vom festen in den gasférmigen Zustand und damit die
lonisierung der Probe aus einer trockenen, kristallinen Matrix heraus mittels Laserpuls (Aebersold und
Mann, 2003). Die Probe benétigt fiir eine effiziente lonisation eine Matrixsubstanz, welche fiur die
Einbettung des Analyten in ein Kristallgitter verantwortlich ist. Die Matrixmolekiile liegen dabei in 1.000-
10.000-fachem Uberschuss im Vergleich zum Analyten vor. Das Ganze kokristallisiert. Die Matrix kann im
festen Zustand (Kristall) bereits Substanzen mit elektrischer Ladung versehen, indem ein H* (ibertragen
wird. Bei UV-Laserbeschuss im Massenspektrometer absorbiert die Matrix die Lichtenergie und
verdampft schlagartig. Die positiv geladenen einzelnen Molekiile der eingebetteten Probe werden im
elektrischen Feld beschleunigt. Diese Beschleunigung erfolgt in Abhangigkeit der Molekiilmasse. lonen
mit einer héheren Startgeschwindigkeit entfernen sich weiter von der Probenoberflache und erfahren
nach dem Einschalten eines elektrischen Feldes eine geringere kinetische Energie als lonen mit
niedrigerer Startgeschwindigkeit. Gelangen die Proteinfragmente nun in die feldfreie Driftstrecke,
werden sie nach ihrem m/z Verhiltnis aufgetrennt. Ein zwischengeschalteter Reflektor verbessert die
Auflésung, da unterschiedliche Anfangsenergien der lonen ausgeglichen werden: lonen mit héherer
kinetischer Energie als andere lonen mit gleicher Masse, dringen tiefer in das Gegenfeld des Reflektors
ein. Die Gesamtflugzeit der lonen (time of flight) korreliert mit der Geschwindigkeit, welche wiederum

mit der erfahrenen Beschleunigung und somit mit der Masse des Molekiils korreliert.
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Abbildung 1.7: Aufbau eines MALDI-TOF-Massenspektrometers. Nach dem Verdau der Proteine durch Trypsin
werden die Peptide am Probenteller ionisiert und im elektrischen Feld beschleunigt. Am Reflektor werden
unterschiedliche Startenergien durch ein elektrisches Gegenfeld zur Beschlunigsunselektrode ausgeglichen. Die
Messung der Flugzeit erfolgt durch den Detektor, wobei die Flugzeit ein MaR fiir das Masse zu Ladungsverhaltnis
(m/z) ist (eigene Abbildung).

1.7.1.4 Tandemmassenspektrometrie (MS/MS)

Der Identifikation von Proteinen mittels MALDI-TOF liegt das Prinzip des Peptid Mass Fingerprints zu
Grunde (siehe Kapitel 1.7.1.2 Massenspektrometrie (MS)). Diese Methode lasst keine Riickschliisse auf
die Aminosduresequenz eines Proteins zu. Solche Sequenzinformationen kénnen mit der
Tandemmassenspektrometrie gewonnen werden. Hierzu werden einzelne Massenpeaks einer erneuten
Fragmentierung unterzogen, d.h. dem bereits durchgelaufenen MS Prozess wird ein weiterer MS
Prozess angeschlossen. Die Fragmentierung kann liber zwei verschiedene Wege stattfinden: 1. Laser
induced dissociation (LID), wobei durch Erhéhung der Laserenergie die interne Energie des lons extrem
hoch ist, was zu einem metastabilem Zerfall nach lonisierung fiihrt. 2. mit einem Kollisionsgas
(Argon/N2) Uber Collision induced dissociation (CID), wobei der Zerfall des Peptides durch die Kollision
mit Gasmolekilen initiiert wird. Der Bruch der Peptidbindung kann an 3 verschiedenen Stellen erfolgen:
NH-CH, CH-CO und CO-NH wobei jeweils ein ungeladenes und ein geladenes Fragment entsteht. Diese

Peptidfragmente nennt man a,b,c- (N-Terminus-) und x,y,z- (C-Terminus-) lonen (Abbildung 1.8).
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Abbildung 1.8: Entstehung von a,b,c- sowie x,y,z-lonen durch Laser induced dissociation (LID) bzw. tGber Collision
induced dissociation (CID) bei der Tandemmassenspektrometrie. Abbildung verandert nach Ashcroft (Ashcroft,
2007).

Will man nun eine spezifische Masse isolieren und fragmentieren, so werden U(ber Deflektion alle
Massen abgelenkt und fiir einen Sekundenbruchteil diese lonenablenkung unterbrochen, so dass nur die
gewlinschte Masse im TOF-Analysator weiter transferiert wird. Anschliefend fliegen das lon und seine
Fragmente (Fragmente entstehen nach der lonisierung im Vakuum; deshalb fliegen sie mit der gleichen
Geschwindigkeit im Flugrohr) bis zur sogenannten Liftzelle. An diesem Punkt wird wieder durch eine
Ablenkung anderer Kontaminationsionen nur das gewilinschte Mutterion und seine Fragmente
weitergeleitet. In der Liftzelle wird die Spannung rapide auf 19 kV erhoht. Dies hat zur Folge, dass die
einzelnen Fragmente eine neue kinetische Energie erhalten und somit wieder nach ihrem Masse-zu-
Ladungsverhéltnis aufgetrennt werden. Das so entstandene Spektrum enthdlt nun lonenserien,
vornehmlich der y- und b-Reihe, welche die genaue Aminosduresequenz des Proteins darstellen

(Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9: Schema der Tandem Massenspektrometrie: Nach lonisierung werden Uber die LID- oder CID-
Technik lonen fragmentiert. Das lon von Interesse wird als einziges nicht deflektiert und gelangt gemeinsam mit
den entstandenen Fragmenten in die LIFT BOX. Hier kommt es zu einer Erhdhung der Spannung und einer
erneuten Beschleunigung der lonen die je nach Fragmentmasse zu unterschiedlichen Zeitpunkten detektiert
werden (eigene Abbildung).
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1.7.1.5 Flussigchromatographie (liquid chromatography) Massenspektrometrie (LC-MS)

Die  Kopplung eines  Chromatographieschrittes mit der  Massenspektrometrie  wird
Flissigchromatographie (Liquid-Chromatography) Massenspektrometrie (LC-MS) genannt. Meist wird
diese Methode eingesetzt, um komplexe Proteingemische zu analysieren (Aebersold und Mann, 2003).
Fir die LC-MS wird in der Regel die lonisierungsmethode der Elektrosprayionisierung (ESI) genutzt. Diese
ionisiert den Analyten aus einer Losung heraus und ist daher leicht mit der Chromatographie zu koppeln
(Aebersold und Mann, 2003). Die ESI ist eine schonendere lonisierungsmethode als die MALDI, dafir
aber weniger vollstandig (Tacu et al., 2010). Gekoppelt wird ESI meist mit Quadrupol- oder lonenfallen-
Massenspektrometern.

Fiir die ESI werden lonen im elektrischen Feld bei Atmospharendruck in die Gasphase transferiert,
indem sich die positiv geladenen Probentrépfchen zur gegeniberliegenden Kathode bewegen. Dabei
werden zunachst kleine geladene Tropfchen aus Elektrolyten gebildet. Diese Tropfchen verlieren durch
Verdampfung Losungsmittel, sodass die Ladungsdichte an der Trépfchenoberflaiche zunimmt. Ist die
Ladung der entstandenen Tropfchen zu groll fir den Radius der Tropfchen, stoRen sich die
gleichnamigen Ladungen ab und die Tropfen zerfallen immer weiter in Mikrotropfchen (Coulomb
Explosion), bis letztlich die Desolvatisierung des Analytmolekils durch die Kollision mit
Stickstoffmolekiilen beim Transfer in das Massenspektrometer stattfindet (Lottspeich und Zorbas,
1998). Die eigentliche Analyse der lonen im Quadrupolmassenspektrometer erfolgt dann im
Hochvakuum. Hierbei sind vier parallele, stabférmige Metallelektroden im Quadrat angeordnet. Die
nebeneinander liegenden Stibe haben eine entgegengesetzte, die gegeniiber liegenden Stdbe die
gleiche Polaritdt. Diese Elektroden sorgen mit ihren kombinierten Wechsel- (V) und
Gleichspannungsfeldern (U) dafiir, dass nur lonen mit einem bestimmten m/z Verhéltnis den
Massenfilter auf einer stabilen oszillierenden Bahn durchfliegen kdnnen. Dabei ist die Masse m der
lonen direkt proportional zu U und V. lonen, die nicht die entsprechende Masse proportional zur
momentan anliegenden Spannung haben, fliegen auf instabilen Bahnen, was zur Kollision mit den
Quadrupolen fiihrt, wodurch die lonen nicht am Detektor ankommen (Lottspeich und Zorbas, 1998).
Neben der Kombination der ESI mit dem Quadrupol-Massenspektrometer ist auch eine Kombination mit
lonenfallen-Massenspektrometern moglich. Hierbei werden lonen durch einen dreidimensionalen
Quadrupol in einem elektrischen Feld eingefangen und fiir Mikrosekunden auf einer stabilen Bahn
gehalten. Das elektrische Feld wird durch eine Ringelektrode und zwei Endkappen mit Wechselspannung
gebildet. Die lonen gelangen durch zentrische Offnungen in den Endkappen in die mit Helium gefiillte
lonenfalle. Die lonen kollidieren mit dem Helium, was ihre Eintrittsgeschwindigkeit abbremst, so dass sie
eingefangen werden koénnen (Abbildung 1.10). Dies gilt im Gegensatz zum Quadrupol-
Massenspektrometer fiir lonen eines weiten Massebereiches. Die lonen werden fiir 0,1 bis 10 ms in der

lonenfalle akkumuliert (Lottspeich und Zorbas, 1998). AnschlieRend erfolgt die Ejektion nach
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ansteigendem Molekulargewicht aus der lonenfalle durch Anlegen von Multipolfeldern. Hierzu wird das
quadrupole Feld an der Ringelektrode mit einem dipolaren Feld an den Endkappen gekoppelt. Die lonen
konnen durch das Anlegen der Multipolfelder Energie aufnehmen, welche sie in Schwingungen versetzt

und aus der lonenfalle zum Detektor herauskatapultiert (Lottspeich und Zorbas, 1998).

ESI Fokussierung lonenfalle Detektor
- ® ® e - —
® D S p— g gﬁ-
® B 2y > —

Abbildung 1.10: Schematischer Aufbau eines lonenfallen-Massenspektrometers (eigene Abbildung).

1.7.1.6 Fliissigchromatographie-Multiple Reaction Monitoring-MS (LC-MRM-MS)

Eine relativ neue Methode, um das Proteom zu analysieren ist das sogenannte , Selected Reaction
Monitoring” (SRM), auch ,Multiple Reaction Monitoring“ (MRM) genannt. Die Quantifizierung von
Analyten durch Vergleiche mit isotopisch markierten internen Standards wurde 1981 erstmals fir
Metabolite angewendet (Van Langenhove et al., 1981). Erst 1996 wurde die Methode — damals noch als
ID-MS (isotope diluted mass spectrometry) bekannt — fiir definierte Peptide eingesetzt (Barr et al., 1996).
Die Weiterentwicklung dieser Methode ist heute als Flissigchromatographie (Liquid chromatography)-
Multiple Reaction Monitoring-MS (LC-MRM-MS) bekannt. Fir das LC-MRM-MS werden so genannte
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer eingesetzt. Hierbei dient der erste Quadrupol zur Selektion eines
gewdinschten Peptides. Im zweiten Quadrupol erfolgt die Fragmentierung des Peptids durch die Kollision
mit Kollisionsgas. Aus Fragmenten werden dann im dritten Quadrupol die gewlinschten Fragmente
herausselektiert und zum Detektor geleitet. Die Anzahl der am Detektor ankommenden Fragmente wird
als Signalintensitat dargestellt und dient im Vergleich zur bekannten Menge eines synthetischen,
Isotopen-markierten Peptides der Quantifizierung des Analyten. Der Zerfall der im ersten Quadrupol
selektierten Mutter-lonen (Peptide) zu Fragment-lonen wird dabei als ,,Ubergang” bezeichnet. Mehrere
solcher ,,Uberginge” kénnen sequentiell aus einer Probe gemessen werden, wodurch Probenmaterial
eingespart wird (Domanski et al., 2012). Die Wahl der ,Uberginge” erfolgt dabei so, dass sie méglichst
spezifisch sind und Interferenzen mit anderen Analysekomponenten ausgeschlossen werden kdnnen,
um eine korrekte Quantifizierung zu ermaoglichen (Kuzyk et al., 2009).

Der grofRe Vorteil von LC-MRM-MS zur Validierung von potentiellen Biomarkern im Vergleich zu
Antikorper-basierten Methoden, liegt in der Maglichkeit des ,,Multiplexings“ mehrerer Molekile (Picotti

und Aebersold, 2012). Weiterhin ist die Assay Entwicklung einfacher und billiger (Picotti und Aebersold,
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2012). AuRerdem ist die Quantifizierung von Proteinen eines groRen Konzentrationsspektrums sowie die
Unterscheidung von Proteinisoformen moglich (Picotti und Aebersold, 2012). Zuséatzlich werden der
Methode grofRe Chancen eingerdumt sich so weit zu entwickeln, dass ein Einsatz in der Klinik in Zukunft
moglich werden wird (Picotti und Aebersold, 2012). Dies diirfte insbesondere dann interessant sein,
wenn keine geeigneten Antikorper flr Antikorper-basierte Analysen zur Verfligung stehen, Isoformen
von Proteinen analysiert werden missen (Wang et al., 2011) oder post-translationale Modifikationen
wie z.B. Phosphorylierungen eine Rolle spielen (Mayya et al., 2006; Picotti und Aebersold, 2012).
AulRerdem ist die LC-MRM-MS-Methode im Vergleich zu Antikdrper-basierten Methoden schneller zu
etablieren: Dauert die Entwicklung eines ELISAs mit der Herstellung der Antikérper meist zwischen ein
und drei Jahren, so kann die LC-MRM-MS-Methode innerhalb von zwei Monaten etabliert werden
(Lemoine et al., 2012). Fir die Prostatakarzinomforschung konnte die LC-MRM-MS Methode bisher nur
in wenigen ,Development“-Studien z.B. fir PSA und Testosteron eingesetzt werden (Goo und Goodlett,

2010).
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2  Zielsetzung der Arbeit

Die Reduktion von Todes- und/oder Erkrankungsfallen aufgrund von Karzinomen ist nach Kraywinkel et
al. grundsatzlich nur Uber zwei Wege moglich: Sie kann Uber die Reduktion von Risikofaktoren
(Priméarpravention) oder aber {iber die Krebsfriiherkennung (Sekundarpravention) verringert werden. Da
die Risikofaktoren des Prostatakarzinoms nicht bekannt sind, ist eine Primarpravention dieser Krebsart
zurzeit nicht moglich. Daher ist es dringend notig, fiir die Frilherkennung des Prostatakarzinoms neue
Biomarker zu identifizieren (Kraywinkel et al., 2012; Avances et al.,, 2001). Zwar wird das
Prostataspezifische Antigen (PSA) als Biomarker beim Screening zur Detektion des Prostatakarzinoms
eingesetzt, der Nutzen von PSA fir die Diagnose des Prostatakarzinoms ist allerdings umstritten
(Andriole et al., 2009; Schroder et al., 2009; Sandblom et al., 2011; Chou et al., 2011). Unstrittig ist, dass
PSA als Biomarker aufgrund einer Vorverlagerung der Diagnose in ein friihes Krankheitsstadium zu einer
Verbesserung des Uberlebens von am Prostatakarzinom erkrankten Patienten gefiihrt hat (RKI, 2012;
RKI, 2012; Labrie et al., 2004). Unstrittig ist aber auch, dass beim PSA-Screening eine Vielzahl von
Prostatakarzinomen diagnostiziert werden, die klinisch indolent sind und vermutlich auch ohne
Behandlung nicht zum Tode des Patienten fliihren wiirden (Kraywinkel et al., 2012; Avances et al., 2001;
Hegarty et al., 2010; Schroder et al., 2009). Dies fihrt zu einer fir den Patienten stark belastenden
Ubertherapie vieler Prostatakarzinome, da zurzeit eine Unterscheidung von klinisch indolenten Tumoren
von aggressiven, behandlungsbedirftigen Tumoren nicht moglich ist (Stamey et al., 2004; Hsu et al.,
2006; Chen et al., 2011; Hinev et al., 2011; Guazzoni et al., 2011; Porter et al., 2006; Ploussard et al.,
2011; Avances et al., 2001).

Ziel der Dissertation ist es daher neue Biomarker ausfindig zu machen, die ein nicht-invasives
Identifizieren der aggressiven Prostatakarzinome bereits zum Diagnosezeitpunkt ermdglichen. Damit
sollen Patienten, bei denen die Prostatektomie mit ihren Nebenwirkungen und Risiken unnétig ist,
zukinftig von jenen unterschieden werden kdnnen, die prostatektomiert werden missen und/oder eine
weiterfihrende Behandlung (Anti-Androgen Therapie, Chemotherapie etc.) bendtigen. Zur
Identifizierung und Charakterisierung solcher Biomarker sollten in der vorliegenden Arbeit
proteombasierte Methoden zum Einsatz kommen. Diese spiegeln im Vergleich zu DNA oder mRNA das
biologische System besser wider (Meyer und Stuhler, 2007), da sie die ausfiihrenden Molekiile einer
Zelle sind.

Zunichst sollten mittels 2D-DIGE und MS Analysen differentiell zwischen Prostatakarzinomen und
tumorfreien Geweben sowie zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierte Proteine
identifiziert werden. Diese sollten dann im nachsten Schritt weiter validiert werden, wobei insbesondere
Western Blot und immunhistochemische Methoden zum Einsatz kommen sollten. Je nach Ergebnis
dieser Validierungen sollten weitere Validierungen an Tissue Microarrays und/oder Urinanalysen

durchgefihrt werden, wobei auch die Methode der LC-MRM-MS zur Valdierung potentieller Biomarker
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flr das Prostatakarzinom ausgetestet werden sollte. In einem letzten Schritt sollten ausgewahlte
vielversprechende Proteine in vitro funktionell charaktersiert werden, da heute an einen modernen
Biomarker auch die Anforderung gestellt wird, dass die Rolle, die ein Biomarker in einer Erkrankung
spielt, bekannt ist (Kaulen, 2007). Damit sollten in dieser Arbeit potentielle Biomarker identifiziert
werden, die das Potential besitzen, in nachfolgenden Studien an grof3en Patientenkollektiven erfolgreich

validiert zu werden.
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3  Material und Methoden

3.1 Gerdte, Software, Chemikalien und Losungsmittel

3.1.1 Gerite

ABIPRISM™310Genetic Analyzer

ACQUITY-UPLC mit AccQ Tag-UPLC Saule

(reverse phase c18 particle 1,9 um)

Agilent 6490 Triple Quadrupol (QQQ)

Massenspektrometer

Analytic AC120S

Axiovert 100 TV

Axiovert 25

Bandlin SONAPULS HD2070
BlueMarine 100

BluePower Plus

C1000 Thermal Cycler

Calibration Check pH-Meter HI 221

Casy1TT
Centrifuge 5415 R
Cytair

Digital Heatblock Il

Disruptor Genie

E 2000 D

EPS 600

Ettan DALT Il System

Ettan IPGphor 3

Gel iX Imager
GenePulserllElectroporation System
Harvard PicoPlus 11 Syringe Pump
Hera Cell Inkubator

Hera Safe

Herafreez

Herasafe HSP 15

IEC Micromax RF

IKAMAG RCT Magnetrihrer
infinite M200

Kopf UW 2070

Labor-pH-Meter 765

Light Cycler iQ5

Applied Biosystems
Waters

Agilent Technologies

Sartorius

Zeiss

Zeiss

BANDELIN electronic
SERVA Electrophoresis
SERVA Electrophoresis
Bio-Rad

Hanna Instruments

Scharfe System GmbH
Eppendorf
Equipements
Scientifiques &
Industriels s.a.
VWR

Scientific Industries
Sartorius

GE Healthcare

GE Healthcare

GE Healthcare
Intas

Bio-Rad

Jarvard Apparatus
Heraeus

Heraeus

Heraeus

Heraeus

Thermo Scientific
IKA Labortechnik
Tecan

Bandelin electronic
Knick

Bio-Rad

Forster City, CA, USA
Eschborn, Deutschland

Santa Clara, CA, USA

Gottingen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Berlin, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Minchen, Deutschland
Kehl am Rhein,
Deutschland

Reutlingen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Garches, Frankreich

Darmstadt, Deutschland
New York, NY, USA
Gottingen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Minchen, Deutschland
Minchen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Holliston, MA, USA
Hanau, Deutschland
Hanau, Deutschland
Hanau, Deutschland
Hanau, Deutschland
Schwerte, Deutschland
Staufen, Deutschland
Crailsheim, Deutschland
Berlin, Deutschland
Berlin, Deutschland
Miinchen, Deutschland



38

Material und Methoden

LTQ Orbitrap Velos

LTQ Velos Pro
Magnetriihrer MR 2002
MaXis 4G

MC1 Analytic AC 120 S Waage
Megafuge 1.0

Micro Zentrifuge
Milli-Q biocel

MR 2002

NanoDrop ND-1000
Nicool LM10

Novex Mini-Cell

OPTIMAX X-Ray Film Processor 1170-1-0000

Orbi Elite

PALM Axiovert 200M
Pipetboy

Polymax 1040

PowerPac HC

Pipette Reference 0,1 -2,5
Pipette Reference 0,5 — 10
Pipette Reference 10 —100
Pipette Reference 100 — 1000
Pipette Reference 2 — 20
Shaker ST5

Sorvall RC 5B Plus

Speedvac concentrator 5301
STS

Stab SH 70G

Sub-Cell GT

SX 250 Power Supply

Trans-Blot SD Semidry Transfercell
Typhoon 9410

Ultimate 3000 RSLChano System
U3000 LC System

Unimax 1010

Ultraschallbad Bransonic 220

Ultraflex Il
UltrafleXtreme
Vacusafe comfort

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Heidolph

Bruker Daltonic
Satorius

Heraeus

Roth

Merck Millipore
Heidolph

peglab

Air Liquide

Invitrogen

PROTEC Medizintechnik
GmbH & Co. KG
Thermo Scientific
Carl Zeiss Microscopy
IBS Integra Bioscience
Heidolph

Bio-Rad

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

CAT

Du Pont

Eppendorf
Ingeneurbiiro CAT, M.
Zipperer GmbH
Bandelin electronic
Bio-Rad

Hoefer

Bio-Rad Laboratories
GE Healthcare
Dionex

Dionex

Heidolph

Branson Ultraschall

Bruker Daltonik
Bruker Daltonik
IBS Integra Biosciences

San Jose, CA, USA

San Jose, CA, USA
Schwabach, Deutschland
Bremen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Hanau, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Dusseldorf, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Oberstenfeld,
Deutschland

Bremen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Fernwald, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Staufen, Deutschland
Neu-Isenburg,
Deutschland

Hamburg, Deutschland
Staufen, Deutschland

Berlin, Deutschland
Minchen, Deutschland
Holliston, MA, USA
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Idstein, Deutschland
Idstein, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Dietzenbach,
Deutschland

Bremen, Deutschland
Bremen, Deutschland
Fernwald, Deutschland
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Varioklav

Versorgung HD2070
Vortex-Genie 2

XCell4 SureLock Midi-Cell

3.1.2 Chromatographiesaulen

25 cm reversed-phase Viper Acclaim PepMap100 C18 Saule (300

pmi.d. x 5 mm) 100 A

50 cm reversed-phase Acclaim PepMap RSLC C18 Saule, 2 um, 100

A (75 pum i.d. x 5 mm) nanoViper

Acclaim PepMap100, 75 pum x 25 cm, 2 um partices C18, 3 um, 100

A

Acclaim PepMap, 75 um x 25 cm, 2 um, 100 A,
Acclaim PepMap100, 75 um x 25 cm, 5 um partices C18, 100 A, 300

pmi.d. x5 mm

3.1.3 Software

Bioedit Version 7.0.4.1
BioTools 3.2
Chromeleon 6.8 SR8
CloneManager 8

Compass 1.3 for micOTOF-SR1 Software

Delta2D

Excel 2007

Excel 2013

Flex Analysis 3.3

Flex Control 3.3

Imagel

ImageQuant TL v2003

Ingenuity Pathway Analysis

Mass Hunter Optimizer for Peptides
B.05.00

Mass Hunter Quantitative Analysis
B.04.00

Mass Hunter Workstation B.04.01
Mass Hunter Workstation B.05.00
Matthew Monroe’s Molecular Weight
Calculator

OriginPro 8.6

Photoscape

Thermo Scientific
Bandelin electronic
Scientific-Industries
Invitrogen

Bioedit

Bruker Daltonik
Dionex

Scientific& Educational
Software

Bruker Daltonic
Decodon

Microsoft

Microsoft

Bruker Daltonik
Bruker Daltonik
National Institute of Health
GE Healthcare

Qiagen

Agilent Technologies

Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technologies

Matthew Monroe

OriginLab Corporation
MOOII Tech

Schwerte, Deutschland
Berlin, Deutschland
Bohemia, NY, USA
Darmstadt, Deutschland

Dionex Idstein, Deutschland
Dionex Idstein, Deutschland
Dionex Idstein, Deutschland
Dionex Idstein, Deutschland
Dionex Idstein, Deutschland

Manchester, UK
Bremen, Deutschland
Idstein, Deutschland
Cary, NC, USA

Bremen, Deutschland
Greifswald, Deutschland
Redmond, WA, USA
Redmond, WA, USA
Bremen, Deutschland
Bremen, Deutschland
Bethesda, MD, USA
Miinchen, Deutschland
Redwood City, CA, USA
Santa Clara, CA, USA

Santa Clara, CA, USA
Santa Clara, CA, USA
Santa Clara, CA, USA

Richland, WA, USA

Northampton, MA, USA
Korea
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Photoshop CS5.1

PIA Protein Interference Algorithmus

Powerpoint 2007

Primer3Web Frodo.wi.mit.edu/primer3/

Progenesis LC-MS Verison 4.1.483242146

Proteinscape 2.0

Protoem Discoverer 1.3 Version

Adobe

Medizinisches Proteom
Center

Microsoft

Howard Hughes Medical
Institute und National
Institutes of Health
Nonlinear Dynamics
Bruker Daltonic

Thermo Scientific

Mountain View, CA, USA
Bochum, Deutschland

Redmond, WA, USA
Chevy Chase, MD
Bethesda, MD, USA

Newcastle, UK
Bremen, Deutschland
Bremen, Deutschland

1.3.0.399

SPSS 15.0 SPSS Chicago, IL, USA

Visual Studio 2010 Microsoft Redmond, WA, USA
Word 2007 Microsoft Redmond, WA, USA
Word 2013 Microsoft Redmond, WA, USA

3.1.4 Datenbanken

ENSEMBL http://www.ensembl.org

Datenbank

ExPasy peptide http://web.expasy.org/peptide_cutter/

Cutter

Mascot http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF
Datenbanksuche

Mascot http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS
Datenbanksuche

NCBI Nucleotide http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearc
Blast h&LINK_LOC= blasthome
NCBI Protein Blast  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearc

h&LINK_LOC= blasthome

NCBI Pubmed

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Uniprot/Swissprot  http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html

2.3.02

Uniprot http://www.uniprot.org/

3.1.5 Chemikalien und Lésungsmittel

2-Mercaptoethanol Bio-Rad
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1- Bio-Rad
propanesulfonate (CHAPS)

6-Aminoquinoyl-N-hydroxy-succinimidy!- Waters

carbamat (AccQ Tag Ultra)
Aceton

Sigma-Aldrich

Miinchen, Deutschland
Minchen, Deutschland

Eschborn, Deutschland

Taufkirchen, Deutschland
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Acetonitril (CHROMASOLV)
Agarose

Alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)
Alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA)
Aluminiumkaliumsulfat

Ameisensaure
Ammoniumhydrogencarbonat (pro analysis)
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumhydrogenphophat
Ammoniumpersulfat

Ammoniumsulfat

Ampicillin Natriumsalz

B-Mercaptoethanol

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Borsdure

Borsdure

Bromphenolblau

CHAPS

Chloralhydrat

Chloroform

Citrat

Coomassie

Coomassie Brilliant-Blau (R-250)
D(+)-Saccharose

Diethyldicarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (>99,5%)

Dithiothreitol (DTT) (ftir die Molekularbiologie)

Essigsdure 100% (Rotipuran)

Ethanol (EMSURE)

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd >35% (reinst)
Formamid

FuGene HD

G418

Glukose

Glycerin

Glycerol wassefrei (Rotipuran >99,5%)
Glycin (Electran)

Harnstoff

Hefeextrakt

Riedel-de Haen
Biozym

Bio-Rad
Sigma-Adrich
Merck
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka

BioRad Laboratories
Roth

Roth

Bio-Rad

Roth
Invitrogen
Merck
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Bio-Rad Laboratories
Merck

VWR
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
AppliChem
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
AppliChem
Roth

Merck
AppliChem
Bio-Rad
Merck
Sigma-Aldrich
Roche

Roth

Roth

Roth

Roth

VWR
Sigma-Aldrich
Roth

Taufkirchen, Deutschland
Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Miinchen, Deutschland
St. Louis, MO, USA
Darmstadt, Deutschland
St. Louis, MO, USA
Taufkirchen, Deutschland
St. Louis, MO, USA
Taufkirchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Grenzach, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
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HPLC-Wasser

lodacetamid

IPG Buffer pH 3 -11 NL

Isopropanol (AnalR NORMAPUR)
Kaliumchlorid (pro analysis)
Kaliumhexacyanoferrat (lll)
Kristallviolett

Kristallviolett

Magnesiumchlorid
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (Ultra)

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (pro analysis)

Methanol

Methanol (AnalR NORMAPUR)
Milchpulver

Natriumacetat

Natriumcarbonat (BioXtra , >99,0%)
Natriumchlorid , >99,5%
Natriumdioxycholat

Natrium-lodat
Natriumthiosulfat-Pentahydrat >99,5%
NuPAGE MOPS SDS-Running Buffer
Pepton

Phenolkristalle

Polyacrylamid

Puromycin

Salzsdure

Silbernitrat (ReagentPlus, >99%)
Sodium dodecyl sulfate (SDS) (20%)
TCEP Bond-Breaker stock solution
TEMED

Trifluoressigsaure
Trifluoressigsaure

Thioharnstoff

TPCK Trypsin

Tris (Ultrapure >99,9%)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tween 20

Xylencyanol

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
VWR

Merck
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haen
Merck
Sigma-Aldrich
Fluka

Merck

VWR

Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Roth

Fluka
Applichem
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Thermo Fisher Scientific
GE Healthcare
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Worthington
Biochemical
Corporation
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Bio-Rad
Sigma Aldrich

Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Buckinghamshire, UK
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
St. Louis, MO, USA

St. Louis, MO, USA
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Pittsburgh, PA, USA
Minchen, Deutschland
St. Louis, MO, USA
Taufkirchen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Lakewood, NJ, USA

Taufkirchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Minchen, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
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3.1.6 Kits

BigDyeTerminatorvl.1.Cycle Sequenzing Kit
Cell Proliferation Kit Il (XTT)

iQ SYBR Green Supermix

Novex Sharp Protein Standard

PCR Mycoplasma Test Kit

Pierce ECL Western Blotting Substrate
Protein Assay

QlAamp DNA Minikit

QlAfilter Plasmid Maxi Kit

Quick Start Bovine Serum Albumin (BSA)
Standard

Reverse Transcription System

Reverse Transcription System

SbyrGreen Mastermix

SuperSignal West Femto
SureSilencingshRNAPlasmid for Human TTC38
Trizol Reagent

Terminator Ready Reaction Mix

XTT Cell Proliferation Kit Il Version 17

DAKO protein block serum free

Dako Envision premade biotin-free enhancer
solution for detection of mouse and rabbit
primary Aks

Dako Liquid DAB Substrate Chromogen System
Kit

GE CyDye DIGE Fluor Labeling Kit

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate

3.1.7 weitere Reagenzien

Tissue Tec O.C.T

Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Biospiestanzen

Casyton

Protein low-bind Tubes

Peptide calibration Standard

Pierce Aminoacid Standard

18%iges TGX Gel

Millipore Amicon Ultra-4 centrifugal filter units,

Applied Biosystems
Roche

Bio-Rad

Invitrogen

Promokine

Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad Laboratories
Qiagen

Qiagen

Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories
Promega

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Ambion (invitrogen)
Applied Biosystems
Roche Diagnostics

Dako

Dako

Dako

GE Healthcare
Thermo Scientific

Sakuro

Roche

Pfm Medical AG
Scharfe Systems GmbH
Qiagen

Bruker Daltonics
Thermo Scientific
Anamed
Electrophoreses GmbH
EMD Millipore

Carlsbad, CA, USA
Mannheim, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Bonn, Deutschland
Minchen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Hilden, Deutschland
Miinchen, Deutschland

Miinchen, Deutschland
Madison, WI, USA
Miinchen, Deutschland
Bonn, Deutschland
Hilden, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Forster City, CA, USA
Mannheim, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Buckinghamshire, UK
Rockford, IL, USA

Alphen aan den Rijn,
Niederlande
Mannheim, Deutschland
Koln, Deutschland
Reutlingen, Deutschland
Hilden, Deutschland
Bremen, Deutschland
Bremen, Deutschland
GroR-Bieberau/Rodau,
Deutschland

Billerica, MA, USA
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10.000 MWCO

Waters oasis 69 well pElution Plates (30 ug
Sorbent) with HBL Media

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bradford Reagenz

Novex NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel
Polyvinylidene Fluorid Membran
Amershan Hyperfilms

Milchpulver

TRIzol Reagenz

SYBR-Green Mastermix

shRNA Plasmid pGeneClip

pCMV6-AC

BD BioCoat Growth Factor Reduced Matrigel
Invasion Chamber

VitroClud

3.1.8 Puffer und Losungen

Lysepuffer

10-fach SDS-Puffer

Rehydrierungspuffer

Equilibrierungspuffer |

Corporation
Waters

Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Invitrogen

Millipore Cooperation
GE Healthcare
Bio-Rad Laboratories
Invitrogen

Bio-Rad Laboratories
promega

OriGene Technologies
BD Biosciences

Langenbrinck

30 mM Tris-HCI
2M Thiourea
7M Harnstoff
4% CHAPS

pH 8,0

250ml 20%SDS
150g TRIS

720g Glycin

Ad 5 | Aqua Bidest

7mM Harnstoff
2 M Thiourea

2 % (w/v) CHAPS
1%DTT

Eschborn, Deutschland

Hercules, CA, USA
Hercules, CA, USA
Carlsbad, CA, USA
Bedford, MA, USA
Buckinghamshire, UK
Minchen, Deutschland
Carlsbad, CA, USA
Miinchen, Deutschland
Madison, WI, USA
Rockville, MD, USA
Bedford, MA, USA

Emmendingen, Deutschland

1 % IPG Buffer pH3 - 11 NL

0,002 % Bromphenolblau

50 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

360,5 g Harnstoff
306 ml Glycerin
100 ml SDS (20 %)
10g DTT
Bromphenolblau
Ad 1l Aqua Bidest
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Equilibrierungspuffer Il

Fixierlosung

Natriumthiosulfatlésung
Silbernitratlosung

Entwicklungslosung fiir die Silberfarbung von
Gelen
Stopplosung fir die Silberfarbung von Gelen

Entfarberldsung fur Silbergele

Waschlosung A fiir Silbergefarbe Gelspots
Waschlosung A fiir Silbergefarbe Gelspots

Trypsinlosung

Waschlosung fiir die Targetpraparation

Denaturierungspuffer

Worthington TPCK Trypsinldsung

Natriumdioxycholatlésung

TCEP Lésung

lodacetamidlosung

50 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
360,5 g Harnstoff

306 ml Glycerin

100 ml SDS (20 %)

5gDTT

Bromphenolblau

Ad 1l Auga Bidest

45 % Methanol
5 % Essigsaure
50 % Aqua Bidest

0,02 % (Protokoll Silberfarbung)
0,1 % (Protokoll Silberfarbung)

0,04 % Formaldehyd
2 % Natriumcarbonat

1% Essigsaure
Ad 11 Aqua Bidest

15 mM Natriumthiosulfat
50 mM Kaliumhexacyanoferrat lll

10 mM Ammoniumhydrogencarbonat
5 mM Ammoniumhydrogencarbonat
50 % Acetonitril

25 pg/ml Trypsin

100 mM Ammoniumhydrogencarbonat

10 mM Ammoniumhydrogenphosphat
0,1 % Trifluoressigsaure

8 M Harnstoff
0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat

0,9 mg Trypsin
Ad 1 ml 10 mM CaCl2-dihydrat/15mM
Ammoniumhydrogencarbonat

200 mg Natriumdioxycholat
Ad 2 ml 25mM Ammoniumhydrogencarbonat

100 pl 0,5 M TCEP Bondbreaker stock solution
900 ul 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat

36,992 mg lodacetamid
Ad 2 ml 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat
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Western Blot Transferpuffer

4 x SDS-Probenpuffer

TBS-T

Citratpuffer

PBS

DEPC Wasser

TBE Puffer

Mayers Hamalaun-Lsg.

5,82 g Tris

2,92 g Glycine

1,86 ml SDS (20%)

200 ml Methanol

Ad 1000ml Aqua Bidest

20ml SDS (20%)

50ml 0,5M Tris-HCl pH 6.8
40 ml Glycerin

0,002 % Bromophenol Blau
10 % PB-Mercaptoethanol
Ad 100 ml Aqua Bidest

0,5 M NacCl
1M TrispH7,5
0,5 % Tween

2g Citronensaure
ad 1000 ml Aqua Bidest
5M NaOH ad pH 6,0

160 mM Na2HPO4
40 mM NaH2PO4
1,5 M Nacl

0,1% (w/v) DEPC in Aqua Bidest

89 mM Tris

2 mM EDTA

89 mM Borsaure
Ad pH 8,3

1 g Hamatoxylin

200 mg Natrium-lodat

50 g Aluminiumkaliumsulfat
50 g Chloralhydrat

1 g Zitronensaure

Ad 1000 ml Aqua Bidest
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3.1.9 Medien und Zusatze fiir die Zellkutur

RPMI 1640
DMEM (low glucose)

FCS
L-Glutamin
Penicillin

Streptomycin

Nicht-essenstielle Aminosauren

Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies

Gibco Life Technologies

3.1.10 Medien zur Anzucht und Kultivierung von E.coli

LB-Medium

LB-Agar

SOC-Medium

10 g Natriumchlorid

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

Ad 1000 ml Aqua Bidest (pH 7.4)

10 g Natriumchlorid

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

15 g Bacto-Agar

Ad 1000 ml Aqua Bidest (pH 7.4)

10 g Hefeextrakt

20 g Bacto-Trypton

10 mM Natriumchlorid

2.5 mM Kaliumchlorid

10 mM Magnesiumchlorid

10 mM Magnesiumsulfat

20 mM Glucose

Ad 1000 ml Aqua Bidest (pH 7.0)

3.2 Klinisches Patientenmaterial

Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

3.2.1 Kryokonserviertes Gewebe fiir die 2D-DIGE und nachfolgende Western Blot Analysen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten 2D-DIGE Analysen wurden an Prostatektomieproben aus den

Unikliniken Dresden und Aachen durchgefiihrt. Hierzu wurden 12 Prostatektomieproben von Patienten

ohne Rezidiv, 11 Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv sowie 14 korrespondierende

tumorfreie Prostatektomieproben analysiert. Soweit moglich wurden fir beide Tumorgruppen (mit und

ohne Rezidiv im Follow-up) Alters-, Tumorstadium- und Gleasonscore-angepasste Patientenproben

verwendet. Patienten, die vor der Prostatektomie therapiert wurden, wurden von der Studie
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ausgeschlossen. Alle Proben wurden zwischen 1998 Und 2010 entnommen. Details sind im Anhang in
Tabelle 7.1 dargestellt. Positive Ethikvoten der Ethikkommissionen der jeweiligen Unikliniken lagen vor
(Ethikvotum Aachen: EK 206/09, Ethikvotum Dresden: EK194092004 und EK195092004).

Die Patientenproben wurden nach der Resektion in Stickstoff eingefroren und gelagert. Die
Klassifikation der Tumore erfolgte durch Pathologen nach dem etablierten UICC TNM-System (Wittekind
C, 2005). Aufgrund geringer Probenmengen konnten nachfolgende Western Blot Analysen nicht immer
mit dem identischen Patientenkollektiv durchgefiihrt werden. Details der fiur die Western Blot

verwendeten Patientenproben sind im Anhang in Tabelle 7.2 und Tabelle 7.3 aufgefihrt.

3.2.2 Formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe (FFPE)

Immunhistochemische Analysen wurden an Formalin fixiertem und paraffin eingebetteten (FFPE)
Gewebe des Universitatsklinikums Dresden durchgefiihrt. Die Proben wurden in den Jahren 1998 bis
2010 entnommen und am Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Dresden formalin fixiert und
in Paraffin eingebettet. Patienten mit neoadjuvanter Therapie wurden von den Studien ausgeschlossen.
Positive Ethikvoten fir die Verwendung des Gewebes von den Ethikommissionen des
Universitatsklinikums Dresden lagen vor (EK194092004 und EK195092004). Die Klassifikation der
Tumore erfolgte durch Pathologen nach dem etablierten UICC TNM System (Wittekind C, 2005). Details

zum verwendeten Patientenkollektiv sind im Anhang in Tabelle 7.4 und Tabelle 7.5 aufgefiihrt.

3.2.3 Tissue Micro Arrays (TMA) fiir Inmunhistochemische Analysen

Die Tissue Micro Arrays (TMA) fir immunhistochemische Analysen wurden freundlicherweise von Prof.
Dr. med. Glen Kristiansen (Insitut fiir Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) zur Verfligung gestellt. Die
Studie wurde vom Institutional Review Board (IRB) des Universitdtsklinikums Bonn genehmigt. Die
Proben wurden in den Jahren 2004 bis 2007 an der Universitatsklinik Bonn entnommen. Die Herstellung
der TMAs erfolgte wie bereits von Kallioniemi und Mortezavi beschrieben (Mortezavi et al., 2011;
Kallioniemi et al., 2001). Ausfiihrliche Patientencharakteristika sind im Anhang in den Tabelle 7.6 bis

Tabelle 7.8 dargelegt.

3.3.4 Urin- und Serumproben des Universititsklinikums Aachen zur Verwendung in
Validierungsexperimenten

Fir Western Blot Analysen und die Flissigchromatographie-Multiple Reaction Monitoring-MS
(LC-MRM-MS) wurden Urin- und Serumproben des Universitatsklinikums Aachen verwendet. Die Proben
wurden in den Jahren 2005 bis 2010 in der Klinik fiir Urologie entnommen und im Institut fiir Pathologie

gesammelt, aufgearbeitet und gelagert. Ein Ethikvotum der Ethikkomission lag vor (Ethikvotum Aachen:
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EK 206/09). Patientencharakteristika sind im Anhang in den Tabelle 7.9 bis Tabelle 7.11 n&her
beschrieben.
Serum- und Urinproben wurden nach der Entnahme in Stickstoff tiefgefroren und anschliefend bei -

80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.4 Serumproben des Universitatsklinikums Bonn zur Verwendung in LC-MRM-MS-Analysen

Die in den LC-MRM-MS-Versuchen verwendeten Serumproben aus Bonn wurden freundlicherweise von
PD Dr. med. Jorg Ellinger (Klinik fir Urologie und Kinderurologie, Universitatsklinikum Bonn) zur
Verfligung gestellt. Die Proben wurden in den Jahren 2000 bis 2008 in der Klinik fiir Urologie und
Kinderurologie des Universitatsklinikums Bonn gesammelt. Ein positives Ethikvotum fir die
Durchfiihrung der LC-MRM-MS Versuche lag von der Ethikkomission des Universitatsklinikums Bonn
liegt vor (EK 340/12). In der durchgefiihrten Studie wurden nur Patienten mit Prostatakarzinom
eingeschlossen, die vorher keine neoadjuvante Chemotherapie erhalten hatten. Ausschlusskriterium
waren unvollstandige Follow-up Daten oder kurze Follow-up Zeiten (< 2 Jahre bei Nichtauftreten eines
Rezidivs). Klinikopathologische Charakterisitka des verwendeten Patientenkollektivs sind im Anhang in
Tabelle 7.12 aufgefiihrt. Das fiir die LC-MRM-MS Versuche verwendete Patientenkollektiv “Serum” setzt

sich zusammen aus dem Patientenkollektiv “Serum Bonn” und dem Patientenkollektiv “Serum Aachen”.

3.3 Manuelle Mikrodissektion und Probenvorbereitung fiir die zwei-dimensionale Differences in Gel

Eletctrophoresis (2D-DIGE) sowie fiir Western Blot Analysen

Alle kryokonservierten Gewebeproben wurden bei -80°C bis zur RNA- und Proteinisolation gelagert.
Proteine fiir die 2D-DIGE-Analysen wurden aus einem 4 mm? groBen und 14 um dicken
kryokonserviertem Schnitt mit mindestens 80%igem Driisenanteil isoliert. Das wahrend der Einbettung
und dem Einfrieren genutzte TissueTec® O.C.T™ Compound (Sakuro, Alphen aan den Rijn, Niederlande)
wurde durch Inkubation in 70%igem Ethanol entfernt. AnschlieBend erfolgte die Farbung der Schnitte
durch Inkubation in Aqua bidest, Hdmalaun, erneutem Aqua bidest und 70%igem Ethanol. Alle Lodsungen
wurden mit Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche, Mannheim, Deutschland) nach
Herstellerangaben versetzt (eine Tablette auf 50 ml Losung). Das Gewebe, das von Interesse war, wurde
durch Verwendung des Lasers vom PALM Axiovert 200M (Carl Zeiss Microscopy, GoOttingen,
Deutschland) markiert und anschlieBend manuell mikrodissektiert. Die Zellen wurden in 10 pl Lysepuffer
(30mM TrisCl, 2 M Thiourea, 7 M Harnstoff, 4% (w/v) CHAPS; pH 8,0) aufgenommen. 10-15 Glass beads
mit einem Durchmesser von 0,5 mm (Scientific industries, New York, USA) wurden den Proben

hinzugegeben. Es folgte der Zellaufschluss mittels Disruptor Genie (Scientific industries, New York, USA)
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fir 15 Minuten bei 3000 rpm. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (13.000 g, 15 Minuten, 4°C)

und der Uberstand bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4 Proteombasierte Methoden
3.4.1 Herstellung von 2D-SDS-Polyacrylamidgelen

Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Proteine nach ihrer GroRRe aufgetrennt. Hierzu
wurden SDS-Polyacrylamidgele der GrofRe 20 cm x 24 cm verwendet. Nach griindlicher Reinigung der
Glasplatten mit absolutem Ethanol erfolgte das GieRen der Gele in einer Ettan Dalt Kammer (GE
Healthcare, Miinchen, Deutschland). Pro Gel wurden 31,25 ml Polyacrylamid (Applichem, Darmstadt,
Deutschland), 25 ml Tris-HCI pH 8,8, 500 ul 20%iges SDS (Bio-Rad Laboratories, Miinchen) 42,25 ml
AquaBidest, 500ul 10%iges Amoniumpersulfat (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland) und 33 pl
TEMED (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland) verwendet. Die Gele wurden mit Isopropanol
Gberschichtet. Nach Ausbildung einer geraden Gelkante, jedoch vor dem Austrocknen der Gele, wurde
Isopropanol durch 1%igen SDS Puffer ersetzt. Die Gele polymerisierten Giber Nacht bei Raumtemperatur

(RT) aus.

3.4.2 Sattigunsmarkierung von Proteinen und 2-dimensionale Difference in Gel Electrophoresis

(2D-DIGE)

Die manuell mikrodissoziierten Proteinlysate wurden mit 2mM Cy5 (GE CyDye DIGE Fluor Labeling Kit,
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) nach Herstellerangaben gelabelt. Ein Pool aus allen
Patientenproben diente als interner Standard. Fiir jedes Gel wurden 5 g von diesem internen Standard
mit 2mM Cy3 gelabelt. Nach dem Mischen von jeweils einer Cy5 gelabelten Patientenprobe mit 5ug Cy3
gelabelten Standard wurden die Proben mit Rehydrierungspuffer (7mM Harnstoff, 2 M Thiourea, 2%
(w/v) CHAPS, 1% DTT, 1% IPG Buffer pH 3-11 NL (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), 0,002%
bromphenol blau) auf ein Gesamtvolumen von 450 ul aufgefillt. AnschlieBend erfolgte die Rehydrierung
der 24 cm IPG-Streifen (pH3-11, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) mit der Probenlésung tGber Nacht
abgedunkelt bei RT. Die IPG-Streifen wurden am néchsten Tag in die isoelektrische Fokussiereinheit (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) Uberfiihrt und fir 16-24 Stunden nach folgendem Programm

fokussiert:
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Spannung [V] Modus Dauer [h]

350 Step 0,5

500 Gradient 1

1500 Gradient 1

1500 Step 7

3500 Gradient 6

3500 Step bis zum Erreichen von ca. 50 kV*h

Bei Bedarf konnten die Streifen nach diesem Schritt bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C eingefroren
werden. Nach dem Auftauen erfolgte bei RT die Equilibrierung der Streifen fir 20 Minuten mit
Equillibrierungspuffer 1 (50 ml 0,5 M Tris-HCL pH 6,8, 360,5 g Harnstoff, 306 ml Glycerin, 100 ml SDS
(20%), 10g Dithiothreitol (DTT), Bromphenolblau, Aqua bidest ad 1 ), gefolgt von einer 20minitigen
Inkubation in Equillibrierungspuffer 2 (50 mL 0,5 M Tris-HCL pH 6,8, 360,5 g Harnstoff, 306 ml Glycerin,
100 ml SDS (20%), 5g DTT, Bromphenolblau, Aqua bidest ad 1 1). Damit war die Vorbereitung der Streifen
fir die zweite Dimension abgeschlossen. Die Streifen wurden luftblasenfrei auf die vorbereiteten Gele
(siehe Kapitel 3.4.1 Herstellung von 2D-SDS-Polyacrylamidgelen) aufgelegt und mit 2% Agarose in SDS-
Puffer mit 0,02% Bromphenolblau Uberschichtet. Die Gele wurden in die mit 71 1x SDS Puffer gefiillte
Gellaufkammer (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) tberfihrt, mit 2x SDS-Puffer aufgefiillt und tGber
Nacht bei 65V bis zum Erreichen des Gelendes durch die blaue Bromphenollauffront elektrophoretisch
aufgetrennt.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele am Typhoon 9410 Fluoreszenzscanner (GE
Healtchcare, UK) visualisiert. Die Extinktions/Emissionswellenlangen betrugen dabei 554/575 nm flr Cy3

und 648/663 nm fir Cy5. Die Auflésung des Scanns betrug 100 microns bei 550V.

3.4.3 Gelauswertung und statistischen Analysen der 2-dimensionale Difference in Gel

Electrophoresis (2D-DIGE)

Die Gelauswertung und statistischen Analysen wurden mit der Software Delta 2D 4.0 (Decodon,
Greifswald, Deutschland) dem durch die Software vorgegebenem Arbeitsablauf folgend durchgefiihrt.
Die 2D-Gelbilder wurden hierbei zu einem Fusionsbild Uberlagert. Auf diesem wurden dann die Spots
identifiziert. Die Spotintensitdaten wurden durch Normierung des jeweiligen Spots mit dem zugehoérigen
Spot des mitgelaufenen internen Standards berechnet. Spots mit einem fold change von Mindestens 1,5
zwischen beiden Tumorgruppen (mit und ohne Rezidiv) bzw. zwischen Tumor- und Normalgewebe
wurden fir statistische Analysen weiterverwendet. In der durchgefiihrten Studie wurden sowohl ein U-
als auch ein T-Test verwendet, da in der Literatur umstritten ist, welcher Test die geeignetere
Analysemethode ist. So finden in bereits veroffentlichten Studien sowohl T-Tests (Corona et al., 2010),

als auch U-Tests (Hosako et al., 2012; Oshita et al., 2010) Anwendung. Fiir diese Studie wurden daher
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Spots als signifikant dereguliert definiert, die entweder im Students T-Test (als nicht parametrischen

Test) oder im Mann-Whitney U-Test (als parametrischen Test) einen p-Wert < 0,05 aufwiesen.

3.4.4 Herstellung praparativer 2D-Gele

Fir die Herstellung praparativer 2D-Gele wurden 400-600 pg Protein mit Rehydrierungspuffer auf 450 pl
Gesamtvolumen aufgefiillt. AnschlieRend wurden 24 cm IPG Streifen pH3-11 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) mit der Probe Uber Nacht bei Raumtemperatur rehydriert. Die folgende
isoelektrische Fokussierung und zweite Dimension der Elektrophorese wurden wie oben beschrieben
(3.4.3 Sattigunsmarkierung von Proteinen und 2-dimensionale Difference in Gel Electrophoresis (2D-
DIGE)) durchgefiihrt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in Fixierlésung (45%
Methanol / 5% Essigsaure / 50% Wasser) Uberfihrt und fir mindestens 30 Minuten (alternativ Gber

Nacht) inkubiert.

3.4.5 Silberfarbung praparativer 2D-Gele

Nach der Fixierung der préparativen 2D-Gele in Fixierlosung (45% Methanol / 5% Essigsaure / 50%
Wasser) wurde die Essigsdure durch mindestens dreimaliges 20min(itiges Waschen mit Wasser entfernt.
AnschlieBend wurden die Proteine durch eine 1-2minltige Inkubation mit 0,02%
Natriumthiosulfatlosung sensibilisiert. Nach dem zweimaligen Waschen mit Wasser fiir je eine Minute
erfolgte die Farbung mit 0,1%iger gekihlter Silbernitratlésung fiir 30 Minuten. Nach erneutem
zweimaligem Waschen fiir jeweils eine Minute mit Wasser wurden die Gele mit 0,04% Formaldehyd /
2% Natriumcarbonatldsung entwickelt. Bei erreichen der gewlinschten Farbeintensitdt wurde die

Reaktion mit 1%iger Essigsdure abgestoppt und die Gele in dieser Lésung aufbewahrt.

3.4.6 Tryptischer Verdau der zu identifzierenden Gelspots

Zur Proteinidentifikation wurden die mittels 2D-DIGE identifizierten signifikant deregulierten Proteine
aus einem prdparativen 2D Gel mit einer Biopsiestanze (pfm Medical AG, Koln, Deutschland)
ausgestochen und in Protein low-bind Tubes (Qiagen, Hilden, Deutschland) Uberfiihrt. Die aus den
Silbergelen ausgestochenen Spots wurden mit einer Losung aus 15 mM Natriumthiosulfat und 50 mM
Kaliumhexacyanoferrat Ill entfarbt. AnschlieRend wurden alle Spots vier- bis flinfmal alternierend mit 10
mM Ammoniumhydrogencarbonatldosung und 5 mM Ammoniumhydrogencarbonatlésung mit 50%
Acetonitril gewaschen. Es folgte die vollstandige Trocknung in der Vakuumzentrifuge. Die Spots konnten
so bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt werden.

Sowohl fiir die MALDI-TOF als auch fir die LC-MS ldentifiktation der Proteine wurden die in den Spots

enthaltenen Proteine im nachsten Schritt mit dem Enzym Trypsin zu Peptiden verdaut. 100 pg
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Trypsinlyophilisat wurden in 100 pl 50 mM Essigsaure geldst und aliquotiert weggefroren. Bei Bedarf
wurden auf jeden Spot 2 pul der 25 pg/ml Loésung von Trypsin in 100 mM
Ammoniumhydrogencarbonatlésung (Promega, Madison WI, USA) hinzugegeben. Um eine vollstindige
Durchtrankung des Spots mit Trypsin zu gewahrleisten, wurde ggf. noch weitere 3 ul 100 mM
Ammoniumhydrogencarbonatlésung auf den Spot gegeben, bis dieser durchsichtig wurde. Der
Trypsinverdau erfolgte bei 37°C iber Nacht. Proteinspots, welche mittels LC-MS identifziert wurden,
wurden von Frau Kathrin Lidemann und Frau Dr. rer. nat. Hanna Diehl am Medizinischen

Proteomcenter (MPC) in Bochum (Ruhruniversitdt Bochum) tryptisch verdaut.

3.4.7 Proteinidentifikation mittels Matrix assisted laser desorption ionization time of flight (MALDI-

TOF) Massenspektrometrie (MS) und MS/MS

Zur ldentifikation der Proteine mittels MALDI-TOF mussten die tryptisch verdauten Proteine zunachst
aus dem Gelspot extrahiert werden. Hierzu erfolgte die Zugabe von 0,1%iger Trifluoressigsaureldsung
(TFA) zum Gelspot. Wahrend der Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Matrix fir die
Dlnnschichtpraparation zur MALDI-TOF Identifikation der Proteine vorbereitet. Hierzu wurden 10-20 mg
Alpha-cyano-4-hydroxycinnamicacid (Alpha-Cyanohydroxyzimtsaure, CHCA, Sigma-Aldrich, USA) in 1,5
ml 97% Aceton mit 0,1% TFA gelost und fir 10 Minuten im Ultraschallbad sonifiziert. Nach einer
flinfminltigen Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wurde die Matrix auf das Anchor-Chip
Target aufgebracht. Pro Proteinspot wude 1 pl Peptid-TFA Lésung auf die Matrix von drei Targetspots
aufgetragen und ko-kristallisiert. Zusatzlich wurde 0,5 pl Peptide calibration standard von Bruker
Daltonics (Bremen, Deutschland) auf die Zwischenpositionen des Targets aufgetragen. Es folgte das
Waschen der aufgetragenen Peptide mit 10 mM Ammoniumhydrogenphosphat in 0,1%iger
Trifluoressigsaure. Die Messung und ldentifikation der Proteine wurde am Ultraflextreme (Bruker
Daltonics, Bremen, Deutschland) des Deutschen Wollforschungszentrum an der RWTH Aachen oder
alternativ.am Ultraflex Il des medizinischen Proteomcenters in Bochum durchgefiihrt. Bei
Ultraflextreme wurden Massen im einem Bereich von 700 — 3500 Da bei einer Laserpower von 25%
gemessen. Am Ultraflex Ill wurde die Laserpower nach Probemessungen des Peptide calibration
standard jeweils so angepasst, dass die Besten Messergebnisse erzielt wurden. Die Spektren von 4000
Laserschissen wurden dabei aufsummiert, wobei der Laser in zufilligen Bewegungen den zu messenden
Spot abrastert. Fir MS/MS Messungen wurden wenn méglich MS-Massen herausgesucht, die einen m/z
zwischen 1200 m/z und 2500 m/z mit einer Peak-Intensitdt von 600 oder héher und einem Signal-zu-
Hintergrund Verhiltnis >5 aufwiesen. LieRen sich keine solche Massen finden, wurde der Massebereich
auf alle gemessenen Werte erweitert. Die Auswertung der MS-Spektren erfolgte mit Hilfe der Software
BioTools™ (Bruker Daltonics, Bremen) Uber ,Peptid-Mass Fingerprint“ mit Hilfe des Mascot Servers tber

die  Mascot Datenbanksuche  (http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2
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&SEARCH=PMF). Die Auswertung der MS/MS Spektren erfolgte tiber den Mascot MS/MS ion Search
Uber den Mascot Server (http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.p|?FORMVER=2
&SEARCH=MIS). Die Suchkriterien waren dabei wie folgt festgelegt: Precourser Masse 400 — 10.000 Da,
Signal-zu-Hintergrund Threshold 1,5, Massentoleranz 5 ppm — 100 ppm und Fragment und Precourser
Massentoleranz 0,4 Da. Trypsin wurde als Protease angegeben, wobei ein missed cleavage erlaubt war.
Trypsinmassen wurden bei der Suche herausgefiltert. Ab einem dreimalig siginifikanten Score der MS-
Messungen oder einem siginifkanten Score der Messungen sowohl in der MS- als auch in der MS/MS-
Messung galt ein Protein als eindeutig identifiziert. Die MALDI-Messungen erfolgten teilweise durch

Frau Dr. rer. nat. Hanna Diehl (MPC Bochum) und Frau Kathrin Lidemann (MPC Bochum).

3.4.8 Proteinbestimmungen mittels Aminosdurenanalyse (ASA)

Um Proteine mittels LC-MS identifizieren zu kénnen ohne die Chromatographiesdulen zu Uberladen,
erfolgte vor der LC-MS eine Proteinbestimmung mittels Aminosdurenanalyse (ASA). Diese weist eine
wesentlich héhere Genauigkeit auf als kolorimetrische Methoden wie der Bradfordassay. Diese
Genauigkeit wird fiir die LC-MS Laufe bendtigt. Die ASA wurde auf einer ACQUITY-UPLC mit AccQ Tag
Ultra-UPLC S&ule (reverse phase c18 particle 1,9 um, Waters, Eschborn, Deutschland) durchgefiihrt. Bei
150°C erfolgte die Hydrolyse der Peptidbindungen durch Zugabe von 1-2 Phenolkristallen und 300 — 500
pul HCL. Primdre und sekunddre Aminogruppen wurden anschlieBend mit dem Fluorophor 6-
Aminoquinoyl-N-hydroxy-succinimidyl-carbamat (ACQ) derivatisert. Die Derviate wurden lber die C18
Saule aufgetrennt. Es folgte die Detektion der Derivate bei 395nm. Zusatzlich wurde Pierce Amino Acid
Standard (Thermo Scientific, Bremen, Deutschland) als externer Standard mitdetektiert. Durch Abgleich
der Signalintensitaten der Aminosdurederivate mit dem externern Standard erfolgte die Quantifizierung
der jeweiligen Aminosdure. Die Probenvorbereitungen fir die ASA wurden von Frau Kathrin Liidemann
(MPC Bochum) durchgefiihrt. Die ASA wurde am MPC Bochum durchgefiihrt von Frau Jale Stoutjesdijk

und Frau Kathrin Barlog.

3.4.9 Proteinidentifikation mittels Liquid-chromatographie Massenspektrometrie (LC-MS)

Zur ldentifikation der Proteine mittels LC-MS mussten die tryptisch verdauten Proteine zunachst aus
dem Gelspot extrahiert werden. Hierzu wurden 10-20 pl Extraktionsldsung (0,1%TFA/Acetonitril 1:1) auf
den Spot gegeben und 15 Minuten im Eis-Wasser-gefillten Ultraschallbad bei 50 Hz inkubiert. Der
Uberstand wurde in ein ProbengefiR tberfiihrt. Auf den Spot wurden erneut 10-20 pl Extraktionslésung
gegeben. Es folgte wiederum eine 15minitige Ultraschallbehandlung im Ultraschallbad. AnschlieRend
wurde der Uberstand zu dem ersten Uberstand in das ProbengefiR iiberfiihrt. Der Ansatz wurde in der

Speedvac concentrator 5301 (Eppendorf, Deutschland) vakuumzentrifugiert um Acetonitril zu entfernen.
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Die (ibriggebliebene Peptidlosung wurde mit 0,1% TFA auf 17 ml aufgefillt. Es folgte die LC-MS Messung
auf einer LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific, San Jose, USA). Die Proben wurden zunachst iber eine
Vorsaule (25 cm reversed Phase Viper Acclaim PepMap100 C18 Siule (300 pm i.d. x 5 mm), 100 A,
Dionex, Idstein) und anschlieRend Uber eine Hauptsaule (Acclaim PepMap 100, 75 um x 25 cm, 2 um
particles C18, 3 um, 100 A, Dionex, Idstein) chromatographisch im Ultimate 3000 RSLCnhano System
(Dionex, Idstein) aufgetrennt. Die FlowRate betrug 0,4 pl/Minuten bei einem linearen Gradienten von 4-
35% Puffer B (84% Acetronitril, 0,1% Ameisensdure) fir 65 Minuten. Die MS Analyse erfolgte im FT-
Master Scan Modus. Die Kollisionsenergie betrug 35 eV mit einer Aktivierungszeit von 10 Sekunden. Die
Intensitatscounts fir die Auswahl zur MS/MS betrugen 500 counts bei einer dynamischen Exklusionszeit
von 35 Sekunden. Die Auswahl der Peptide fiir die MS/MS erfolgte nach der TOP5 Methode, wonach die
besten 5 Peptide mit der hochsten Intensitat fur die MS/MS ausgewdhlt wurden. Nach jeder
Probenmessung erfolgte ein Spulschritt. Die Datenauswertung erfolgte mittels Proteom Discoverer 1.3
(Version 1.3.0.399; Thermo Scientific, Bremen) und der Mascot Datenbank (Version 2.3) als
Suchmaschine lber die UniprotkKB/Swiss-Prot Datenbanksuche (Uniprot/Swissprot-Release 2012 02;
534.695 Eintrage). Die Suchkriterien waren wie folgt festgelegt: Precourser Masse 400 — 10.000 Da,
Signal-zu-Hintergrund Threshold 1,5, Massentoleranz 5 ppm und Fragment und Precourser
Massentoleranz 0,4 Da. Trypsin wurde als Protease angegeben, wobei eine nicht erfolgte Spaltung
(missed cleavage) erlaubt war. Oxidation von Methionin wurde als dynamische Modifikation erlaubt.
Nach dieser Messung nicht identifzierte Proteine wurden erneut ausgestochen und wie beschrieben
aufgearbeitet. Die MS-Identifikation erfolgte anschlieBend auf einer LTQ Velos Pro (Thermo Scientific,
San Jose) wie oben beschrieben. Im Gegensatz zum oben beschriebenen Protokoll wurde eine Acclaim
PepMap RSLC, 75 pm x 25 cm, C18, 2 um, 100 A Saule (Dionex, Idstein) zur Analyse eingesetzt.

Zehn Proteine (siehe Tabelle 7.16 und Tabelle 7.17 im Anhang) wurden mit einer MaXis 4G (Bruker
Daltonic, Bremen, Deutschland) unter Kontolle der Compass 1.3 for micrOTOF —SR1 Software (Bruker
Daltonic, Bremen, Deutschland) identifiziert. Die Maxis 4G war online an ein U3000 LC System (Dionex,
Idstein, Deutschland) angeschlossen und wurde durch die Software Chromeleon 6.8 SR8 gesteuert. Das
U3000 LC System war mit einer 25 cm langen, auf 50°C erhitzten analytischen C18 Saule (ID 75 um)
ausgestattet. Die Analyse von 30 ul Probe aufgenomen in 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) erfolgte bei einer
Flussrate von 350 nl/min mit einem linearen Gradienten von 5 — 40% Acetonitril. Die MS-Analyse
erfolgte bei einer lon Spray Kapillar Spannung von 4.800 V und einem Gasfluss von 4 I/min. Die
Proteinidentification erfolgte mit ProteinScape 2.0 (Bruker Daltonic, Bremen, Deutschland) und der
Mascot Datenbank (Version 2.3) als Suchmaschine lber die UniprotKB/Swiss-Prot Datenbanksuche
(Uniprot/Swissprot-Release 2012 02; 534.695 Eintrage) unter Berlicksichtigung folgender Suchkriterien:
Als Protease wurde Trypsin angegeben wobei eine nicht erfolgte Spaltung (missed cleavage) erlaubt

war. Variable Methionin Oxidation war erlaubt. Die Massentoleranz betrug 15 ppm fiir Peptid und 0,1
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Da fur die MS/MS Identifikation. Die Proben zur Proteinidentifikationen mittels LC-MS wurden von Frau
Kathrin Liidemann aufgearbeitet, von Frau Christina John gemessen und von Frau Dr. rer. nat. Hanna

Diehl ausgewertet (alle MPC Bochum).

3.4.10 Identifikation differentiell regulierter Proteine mittels LC-MS und ,,Progenesis”

Zur ldentifikation potentieller Zielproteine von TTC38 wurden Proteinlysate der einzelnen TTC38
Knockdownklone sowie der TTC38 Uberexpressionsklone und jeweiliger zugehériger Kontrollen mittels
LC-MS analysiert. Ziel war es, so viele deregulierte Proteine wie moglich zu identifizieren. Hierzu wurden
einmal 10 pg und einmal 20 pg Protein der in 2D-DIGE-Lysepuffer ohne CHAPS aufgenommen Proben
kurz Uber ein sogenanntes Short-Gel (18%iges TGx Gel, Anamed Elektrophorese GmbH, GroR-
Bieberau/Rodau) aufgereinigt. Diese Aufreinigung erfolgte analog zur Durchfiihrung eines Western
Blots, allerdings liefen die Proben nur fir 15 Minuten bei 100 V in das Gel ein. Das Gel wurde
anschlieRend Coomassie gefarbt, die Banden ausgeschnitten und wie in Kapitel 3.4.6 Tryptischer Verdau
der zu identifzierenden Gelspots beschrieben, tryptisch verdaut. Die 10 ug Proben wurden mit den 20 pg
Proben vereinigt. Es folgte eine ASA (siehe Kapitel 3.4.8 Proteinbestimmungen mittels
Aminosaurenanalyse (ASA)). Je Probe wurden 300 ng Peptide tiber Vorsaule (300 um I.d. x 5 mm, packed
with Acclaim PepMap100 C18 5 um, 100 A (300 pm i.d. x 5 mm), 100 A, Dionex, Idstein) und Hauptsaule
(50 cm reversed-phase Saule Acclaim PepMap RSLC €18, 2 pm, 100 A, 75 um i.d. x 50 cm, nanoViper,
Dionex, Idstein) chromatographisch im Ultimate 300 RSLCnano System (Dionex, Idstein) aufgetrennt. Die
Flussrate betrug 0,4 pl/Minute bei einem linearen Gradienten von 5-40% Puffer B (84% Acetronitril,
0,1% Ameisensaure) fir 65 Minuten. Die massenspektrometrische Identifikation der Proben erfolgte auf
einer Orbi Elite (Thermo Scientific, Bremen) im TF Master Scan Modus mit einer Auflésung von 60.000
bei 400 m/z. Die Kollisionsenergie betrug 35 eV mit einer Aktivierungszeit von 10 Sekunden. Kritereien
zur Auswabhl eines Peptides fir die MS/MS waren mindestens 500 Zahlungen dieses Peaks. Die Auswahl
erfolgte nach der Top20 Methode. Die dynamische Exklusionszeit betrug dabei 30 Sekunden. Die
Datenauswertung erfolgte mit der Software Progenesis LC-MS Version 4.1.4832.42146 (Nonlinear
Dynamics, Newcastle, UK). Die Daten der eingeladenen LC-MS Laufe wurden automatisch aligned und
manuell Gberprift. Der Alignementscore musste mindestens 90% betragen. Die Bestimmung der
Sensitivitat der auszuwahlenden und zu quantifizierenden Peaks erfolgte automatisch. Ein maximaler
lonenladungszustand von 5 wurde vorgegeben. Peaks der ersten 10 Minuten und nach Minute 113 des
LC-MS Laufes wurden fiir die Auswertung ingnoriert. Die ldentifikation der Peptide erfolgte direkt von
Progenesis aus Uber den Proteom Discoverer 1.3 (Version 1.3.0.399; Thermo Scientific, Bremen). Die
variablen Modifikationen , Oxidation am Methionin“ und ,Proinamide am Cystein“ waren erlaubt. Es
wurden ausschlieRBlich monoisotope Massen gesucht. Als Verdauenzym wurde Trypsin angegeben,

wobei eine nicht erfolgte Spaltung (missed cleavage) erlaubt war. Fiir die Identifikation der Peptide war
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eine Toleranz von 5 ppm erlaubt. Die MS/MS Tolearanz betrug 0,5 Da. Suchdatum war der 16.05.2013.
Fir alle Laufe wurden nach der Identifikation noch einmal MGFs der RAW-Dateien erstellt. Auch diese
wurden mit den gleichen Einstellungen wie die Progenesis Suche Uber den MascotServer identifziert.
Auf PSM (Peptide Spectrum Match) Ebene wurde die False dicovery rate (FDR) mit Hilfe des Programms
PIA (Protein interference algorithmus, http://www.medizinisches-proteom-center.de/index.php/de
/software-top-de/165-protein-inference-algorithms-pia) berechnet. Identifikationen mit einer FDR>1%
wurden verworfen. ldentifizierte Proteine, die mindestens zweifach signifikant zwischen verschiedenen
Klongruppen dereguliert waren, wurden fiir weitere Analysen ausgewahlt. Signifikanz war hierbei
definiert als p<0,05 in der ANOVA Analyse. Die Vorbereitung der aus Aachen stammenden Proteinlysate
fiir die LC-MS Messungen erfolgte duch Frau Kathrin Liidemann am MPC Bochum. Die Probenmessung
erfolgte duch Frau Christina John am MPC Bochum. Die Auswertung der Messungen mit dem Programm
Progenesis wurde von Frau Dr. rer. nat. Hanna Diel und Herrn Julian Uszokreit am MPC in Bochum
durchgefihrt.

Die weitere statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
Korrelationskoeffizienten zwischen der Expression von TTC38 und der Expression der als dereguliert
zwischen den einzelnen Klongruppen identifizierten Proteine wurden als Korrelationskoeffizient nach

Pearson berechnet.

3.4.11 Quantifizierung ausgewahlter Proteine mittels Fliissigchromatographie-Multiple Reaction

Monitoring-MS (LC-MRM-MS)

Zur Validierung ausgewadhlter Proteine im Urin und Serum als potentielle Biomarker fiir das
rezidivierende Prostatakarzinom wurde die Methode der Flissigchromatographie-Multiple Reaction
Monitoring-MS (LC-MRM-MS) verwendet. Fiir das LC-MRM-MS wurden so genannte Triple Quadrupol
Massenspektrometer eingesetzt. Hierbei diente der erste Quadrupol zur Selektion eines gewlinschten
Peptides. Im zweiten Quadrupol erfolgte die Fragmentierung des Peptids durch die Kollision mit
Kollisionsgas. Aus Fragmenten wurden dann im dritten Quadrupol die gewiinschten Fragmente
herausselektiert und zum Detektor geleitet. Die Anzahl der am Detektor ankommenden Fragmente
wurde als Signalintensitat dargestellt und diente im Vergleich zur bekannten Menge eines
synthetischen, Isotopen-markierten Peptides der Quantifizierung des Analyten. Der Zerfall der
Precourserionen zu Fragmentionen wurde dabei als ,Ubergang” bezeichnet. Mehrere solcher
,Ubergdnge” konnten sequentiell aus einer Probe gemessen werden, wodurch Probenmaterial
eingespart werden konnte. Die Wahl der ,,Uberginge” bei der Optimierung der Peptide erfolgte dabei
so, dass sie moglichst spezifisch waren, um eine korrekte Quantifizierung zu ermaglichen.

Die Arbeiten zur Validierung potentieller neuer Biomarker fir das humane Prostatakarzinom mittels

LC-MRM-MS erfolgten am Genome BC Proteomics Center (Victoria BC, Kanada; Leitung: Prof. Dr. rer.
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nat. Christoph Borchers) unter Anleitung von Frau Angela Jackson. Die Arbeit gliederte sich in 11
Arbeitsschritte:
1. Etablierung eines Protokolls zum tryptischen Verdau von Proteinen aus Urin
Auswahl der zu validierenden Proteine basierend auf den Vorergebnisse und Literaturrecherche
Auswahl der Markerpeptide flir samtliche ausgewahlte Proteine
Synthese der stabil isotopen-gelabelten Standard (SIS) Peptide

Optimierung der SIS-Peptide

2
3
4
5
6. Bestimmung der Retentionszeit der Peptide
7. Interferenzscreening der SIS-Peptide in Serum und Urin

8. Balancing der SIS-Peptide

9. Probenmessung

10. Auswertung der Messerergebnisse und Bestimmung der ,Response Ratio”

11. statistische Auswertung der Ergebnisse

3.4.11.1 Etablierung eines Protokolls zum tryptischen Verdau von Proteinen aus Urin und Serum

Fir Urinproben musste die Probenaufarbeitung fir die LC-MRM-MS zunéachst etabliert werden. Hierzu
standen die Methode der Trichloressigsaurefallung und des Molecular Weight Cut-Offs (MWCOQO) zur
Verfligung.

Fur die Trichloressigsdaure- (TCA) fallung wurde die Urinprobe mit 1/9 Volumen eiskalter TCA versetzt
und fir 2 Stunden auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zentrifugation der Proben fir 30 Minuten
bei 4°C und 14.000g. Es folgen zwei Waschschritte mit 90% und 100% Aceton. Nach jedem dieser
Schritte wurden die Proben fir 10 Minuten bei 4°C und 14.000g zentrifugiert. Das Proteinpellet wurde
bei 4°C getrocknet und resuspendiert. Fir den nachfolgenden tryptischen Verdau nach Selevsek et al.
(Selevsek et al., 2011) wurden die Proben in 80 ul denaturierendem Puffer (8M Harnstoff (Sigma-Aldrich,
USA) und 0,1M Ammoniumbicarbonat (Sigma-Aldrich, USA)) aufgenommen. 18,75 pl dieser Losung
wurden benétig und mit 81,25 pl denaturierendem Puffer auf 100 pl aufgefiillt. Fiir den tryptischen
Verdau nach einem Protokoll von Frau Angela Jackson (Genome BC Proteomics Center) wurden die
Proben in 80 ul 25 mM Ammoniumbicarbonat aufgenommen. Hiervon wurden 18,75 ul fiir den
tryptischen Verdau eingesetzt.

Fir die Probenvorbereitung mittels MWCO wurde der Urin bei 3.900g fur 30 Minuten (4°C)
zentrifugiert. Zellen und Zelltrimmer wurden entfernt. 4 ml des Uberstandes wurden bei 4°C und
3.900 g fir mindestens 15 Minuten bzw. bis max. 500 pul Flissigkeit Gbrig waren im Zentrifugalfilter in
Millipore Amicon Ultra-4 centrifugal filter units, 10.000 MWCO zentrifugiert. Die Proteinlésung wurde
auf dem Filter mit 8 ml (2faches Originalvolumen) 20% Acetonitril/25 mM Ammoniumbicarbonat

gewaschen und erneut wie oben beschrieben zentrifugiert. Im letzten Waschschritt wurde die
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Proteinlésung wie beschrieben mit 4 ml (1faches Originalvolumen) 25 mM Ammoniumbicarbonat
gewaschen und zentrifugiert bis 100 pl Losung Ubrig waren. Die aufgrund von Erfahrungswerten
abgeschéatze Proteinkonzentration betrug nun 0,08 pg/ pl (entspricht 80 pg Protein / ml Urin). Fur den
tryptischen Verdau nach Selevsek et al. wurden 18,75 ul Proteinlésung mit 81,25 pl denaturierendem
Puffer (8M Harnstoff und 0,1M Ammoniumbicarbonat) versetzt. Flr den tryptischen Verdau nach

Angela Jackson wurden 18,75 pl Proteinldsung eingesetzt.

Vorbereitung der Serumproben fiir den tryptischen Verdau

Zur Vorbereitung der Serumproben fiir den tryptischen Verdau wurden die Proben 1:10 mit
denaturierendem Puffer (8M Harnstoff und 0,1M Ammoniumbicarbonat) verdiinnt. Fir den tryptischen
Verdau nach Angela Jackson wurden 3,75 ul dieser Lésung mit denaturierendem Puffer ad 18,75 ul
aufgefillt. Fir den tryptischen Verdau nach Selevsek et al. wurden 3,75 ul Proteinlésung mit

denaturierendem Puffer ad 100 pl versetzt.

Trypsinverdau der Serum- und Urinproben zur nachfolgenden Analyse mittels LC-MRM-MS

Nach eingehender Literaturrecherche zum tryptischen Verdau von Serumproben wurde das Protokoll
nach Angela Jackson mit einem leicht variierten Protokoll nach Selevsek et al. (Selevsek et al., 2011)
verglichen.

Fir den tryptischen Verdau nach Selevsek et al. (Selevsek et al., 2011) wurden 100 pl Proteinldsung mit
1 pl einer 1,2 M DTT Losung (Endkonzentration 12 mM DTT) bei 37°C fir 30 Minuten inkubiert. Die
Proben wurden anschlieBend mit 8ul einer 0,5M lodacetamid-l6sung (Endkonzentration 40mM
lodoacetamide, Sigma-Aldrich, USA) fir 30 Minuten bei 37°C im Dunkeln alkyliert. Es folgte die
Verdinnung der Proben mit 300 ul einer 0,1 M Ammoniumbicarbonatlésung (Sigma-Aldrich, USA), um
eine finale Ureakonzentration unter 2 M zu erreichen. Die 409 ul dieser Proteinlésung wurden
anschlieRend mit 3,3 pl einer Worthington TPCK Trypsinlosung (0,9 mg Trypsin + 1 ml 10mM CaCl2-
dihydrat/25mM Ammoniumbicarbont — erst unmittelbar vor Gebrauch ansetzten!) versetzt und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Fiir den tryptischen Verdau nach Angela Jackson wurden den 15 pl Proteinldsungen jeweils 3,8 pl 10%
Natriumdioxycholat (200 mg Natriumdioxycholat + 2 ml of 25 mM Ammoniumbicarbonat) und
anschlieRend 3,7 ul 0,05 M TCEP (100 ul 0,5 M Bondbreaker stock solution + 900 pl of 25 mM
Ammoniumbicarbonat) zugesetzt. Die Proben wurden fir 30 Minuten bei 60°C reduziert. Es folgte die
Zugabe von 4,1 ul einer 0,1M lodacetamidlésung (36,992 mg lodacetamid + 2 ml of 25 mM
Ammoniumbicarbonat) und die Alkylierung dieser Proben bei 37°C fiir 30 Minuten. Zum Quenchen der

Proben wurden anschlieRend 4,1 ul 0,1M DTT (30.85 mg DTT + 2 ml of 25 mM Ammoniumbicarbonat)
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zugegeben und flir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Proteinldsung wurde nun mit 3,3 pl einer

Worthington TPCK Trypsinlésung versetzt und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

Vergleichende LC-MRM-MS Messung von beiden Urinaufarbeitungsmethoden (molecular weight cut
off und Trichloressigsaurefallung) sowie zwei verschiedenen Protokollen fiir den tryptischen Verdau
von Urinen

Zum Vergleich der beiden Aufarbeitungsprotokolle von Urinproben und der beiden Protokolle fiir den
tryptischen Verdau von Proteinen wurde ein am Genome BC Protomics Center bereits etablierter 72
Peptide umfassender SIS-Peptide Mix eingesetzt. Dieser SIS (stabile isotopen-gelabelte Standard)-
Peptide-Mix bestand aus 45 bereits beschriebenen Peptiden (Kuzyk et al., 2009) sowie weiteren 27 neu
am Genome BC Proteomics Center etablierten Peptiden. Die 27 neu etablierten Peptide sind im Anhang
(Tabelle 7.13) aufgeftihrt. Der 72 SIS-Peptide-Mix wurde in einer Konzentration von 100 fmol/ul SIS-
Peptide pro Injektion eingespickt, wie in (Domanski et al., 2012) beschrieben. Die Probe wurde mittels
Waters Oasis 96well uElution Plates (30 ug Sorbent) (Waters, Eschborn) nach Herstellerangaben entsalzt
und anschlieBRend wie in Domanski et al. beschriebenmit dem Agilent 6490 Triple Quadrupol
Massenspektrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) analysiert (Domanski et al., 2012). Fur
jedes der vier moglichen Protokolle (MWCO + tryptischer Verdau nach Salveska et al., MWCO +
tryptischer Verdau nach Angela Jackson, TCA-Fallung + tryptischer Verdau nach Salveska et al., TCA-
Fallung + tryptischer Verdau nach Frau Angela Jackson) wurden vier LC-MRM-MS Ansatze gemessen.

Fir die Auswertung der Ergebnisse wurde die Response Ratio aller 72 Peptide wie in Domanski et al.
beschrieben, ermittelt (Domanski et al., 2012). Peptide, die Interferenzen zeigten, wurden fiir die
weitere Analyse ausgeschlossen. Das beste Protokoll war jenes, bei dem bei moglichst vielen Peptiden
moglichst hohe Abundanzen gemessen wurden, wahrend gleichzeitig die Standardabweichungen
moglichst gering waren. Daher wurden von allen Peptiden, die keine Interferenzen zeigten, einerseits
die Standardabweichungen aller vier Messansatze ermittelt und addiert und andererseits die mittleren
Abundanzen der Peptidmessungen (dargestellt als “Response Ratio” (RR) = Peakflache der schweren

(SIS) Peptide im Verhéltnis zur Peakflache der leichten, internen Peptide) aller vier Messansatze addiert.

3.4.11.2 Auswahl der zu validierenden Proteine basierend auf den Vorergebnissen und

Literaturrecherche

Aufgrund der Vorergebnisse aus den 2D-DIGE-Analysen, Western Blot Versuchen und
immunhistochemischen Analysen wurden die Proteine Tetratricopeptid Domain Protein 38 (TTC38),
Secernin-1, Prostataspezifische Saure Phosphatase, Vinculin und Galectin-3 fiir die Etablierung mittels
LC-MRM-MS ausgewahlt. Zu den in Vorversuchen identifizierten Proteinen 78kD Glucose-reguliertes

Protein, Alpha-1B-Glycoprotein, Annexin A5 und Gelsolin waren bereits SIS-Peptide am Genome BC
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Proteomics Center vorhanden, so dass diese Peptide zur Valdierung der entsprechenden Proteine

mitgenutzt werden konnten.

3.4.11.3 Auswahl der Markerpeptide fiir simtliche ausgewahlte Proteine

Die Quantifizierung ausgewdhlter Proteine mittels Flissigchromatographie-Multiple Reaction
Monitoring-MS (LC-MRM-MS)erfolgte durch die Messung sogenannter ,Markerpeptide”. Diese wurden
quantifiziert durch den Vergleich mit in die Probe eingespickten sequenzidentischen, aber isotopisch
gelabelten SIS-Peptiden, deren Konzentration bekannt war. Markerpeptide wurden nach einer Reihe
von Kriterien fiir jedes zu quantifizierende Protein ausgewahlt. So mussten die Markerpeptide eine
Effizienz des  Trypsinverdaus von mindestens 95% im ExPASy Peptide-Cutter
(http://web.expasy.org/peptide_cutter/) aufweisen. Die Peptidelange sollte >6 und kleiner <20
Aminosaurereste betragen, da bei kleineren Peptiden die Schwierigkeiten der Detektion im
Massenspektrometer zunehmen. GroRere Peptide hingegen waren schwierig zu synthetisieren. Weitere
Grundvoraussetzung der Markerpeptide war die Existenz dieser in allen zu untersuchenden Isoformen.
AulRerdem durften die Aminosduren Methionin und Cystein aufgrund ihrer haufigen Modifikationen
nicht vorkommen. Da die Synthese von Peptiden mit sequenziellen Prolinen oder Serinen sowie N-
terminalem Glutamin schwierig war, durften auch diese Aminosaduren nicht im Peptid vorhanden sein.
Die Aminosaureabfolge Asparaginsdure-Glycin musste aufgrund der Bildung instabiler Intermediate
ausgeschlossen werden und die Aminosdureabfolge Asparagin-Glutamin musste aufgrund der
Moglichkeit der Deaminierung ausgeschlossen werden. Ein weiteres wichtiges Kriterium war die
Abwesenheit von natiirlichen Varianten und glykosylierten Resten. Die Uberpriifung dieses Kriteriums
erfolgte in UniProt (http://www.uniprot.org/). Grundvoraussetzung fir jedes Markerpeptid war
aullerdem die Einmaligkeit im humanen Genom. Dieses Kriterium wurde Uber die NCBI BLASTp Suche
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) Gberprift.

Wenn nun noch genug Peptide als potentielle Markerpeptide zur Verfligung standen, wurden die
Peptide bevorzugt, die in massenspektrometrischen Experimenten besonders haufig detektiert werden
konnten. Um dies zu analysieren, wurden die Datenbanken GPM (http://gpmdb.thegpm.org/index.html)
und Peptide Atlas (https://db.systemsbiology.net/sbeams/cgi/PeptideAtlas/Search) nach den
entsprechenden Peptiden durchsucht. Massenspektrometrische Experimente und die hierbei
detektierten Peptide sind in diesen Datenbanken hinterlegt. Die Anzahl der Treffer fir das gesuchte
Peptid spiegelt dabei die Haufigkeit der Beobachtung dieses Peptides im Massenspektrometer wieder.
Dies lasst indirekt den Rickschluss zu, ob die Wahrscheinlichkeit ein gewlinschtes Peptid detektieren zu
kénnen gegeben ist oder nicht. Weiterhin werden Peptide, die die Aminosaure Tryptophan enthalten,
wenn moglich ausgeschlossen, da Tryptophan anfallig fiir Oxidationen ist. Alle verwendeten SIS-Peptide

sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.
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Tabelle 3.1: LC-MRM-MS-Proteine und die ausgewadhlten und verwendeten Markerpeptide

Protein

Peptide

78 kDa glucose-regulated protein

ELEEIVQPIISK
NQLTSNPENTVFDAK
ITPSYVAFTPEGER

Alpha-1B-Glycoprotein

ATWSGAVLAGR
GVTFLLR
LETPDFQLFK

AnnexinA5

GTVTDFPGFDER

Galectin-3

IALDFQR
IQVLVEPDHFK
VAVNDAHLLQYNHR
GNDVAFHFNPR

Gelsolin

AGALNSNDAFVLK
HVVPNEVVVQR
TGAQELLR

Prostatasepzifische saure Phosphatase

FQELESETLK
FVTLVFR
LSGLHGQDLFGIWSK

Secernin-1

DEVQEVVYFSAADHEPESK

PFIFVDDVK

Tetratricopeptide Domain Protein 38

IVQLGGSNAQR
LFDATLTQYVK
VLELLLPIR

Vinculin

ALASQLQDSLK

GILSGTSDLLLTFDEAEVR

SLGEISALTSK

3.4.11.4 Synthese der stabil isotopen-gelabelten Standard (SIS) Peptide

Die Synthese und die Aufreinigung der SIS-Peptide wurde von Frau Juncong Yang mit Unterstiitzung

durch weitere Mitarbeiter des Genome BC Proteomics Centers ibernommen. Die Synthese erfolge wie

in der Literatur beschrieben (Percy et al., 2013).

Von einigen der Zielproteine waren schon synthetisierte SIS-Peptide vorhanden. Auch wenn diese

teilweise nicht allen Kriterien fiir ein optimales Markerpeptid entsprachen, wurden sie dennoch aus

Kostengriinden fiir die LC-MRM-MS Versuche genutzt, sofern ihre Einmaligkeit im Genom gegeben war.
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3.4.11.5 Optimierung der SIS-Peptide

Bevor die SIS-Peptide nach ihrer Synthese zur vergleichenden Quantifizierung der natirlichen Peptide in
den Serum- und Urinproben eingesetzt werden konnten, mussten die am besten geeigneten Uberginge
hierflr ausgewahlt werden. Dazu wurden pro Durchgang, wenn moglich, 10 verschiedene SIS-Peptide
gruppiert und 1:10 auf eine Endkonzentration von 1 pmol/ul in einer Losung aus 30% Acetonitril und
0,1% Ameisensdure (= Hydrocarbonsdure, Methansdure, Formic acid) verdiinnt. Kombinationen von
Peptiden, die sich um weniger als 10 Da unterschieden, wurden vermieden, um die Uberlappung der
m/z (Masse zu Ladung) Werte bei héheren Ladungszustéanden zu vermeiden. Die Peptide wurden durch
»direkte Infusion” mittels ESI auf einem Agilent 6490 Triple Quadrupol (QQQ) Massenspektrometer
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mit MassHunter Workstation Software (Agilent, B.05.00)
analysiert. Die direkte Infusion erfolgte mit der Harvard PicoPlus 11 Syringe Pump (Jarvard Apparatus,
Holliston, MA, USA) bei einer Flussrate von 7 pl/Minute. Eine Liste aller moglichen b- und y-Serien
Fragmentionen fir die Ladungszustande 2+ und 3+ der Vorlduferionen wurde mittels Agilent Mass
Hunter Optimizer For Peptides Software (Version B.05.00) fiir den Massenbereich 200 bis 1100 m/z
erstellt. Produktionen, die sich um weniger als 1 Da unterschieden, wurden von der Analyse
ausgeschlossen, da nicht gewahrleistet werden konnte, dass ausschlieflich die gewiinschte Produktion
analysiert wurde. Bei langen Peptiden, die zu mehr als 30 Ubergingen pro Ladungszustand fiihren,
wurden lonen mit einem Ladungszustand >2+ nach Abgleich mit einer peptidspezifischen
Fragmentierungstabelle (erstellt mittels Mathew Monroe’s Molecular Weight Calculator Freeware)
eliminiert. Alle nicht in der Fragmentierungstabelle aufgefiihrten lonen wurden geléscht. Waren
weiterhin zu viele Produktionen vorhanden, wurden zunachst die groRen b++-lonen, wenn nétig auch
noch b-lonen von der Analyse ausgeschlossen.

Die MS-Analyse erfolgte bei einer lon Spray Kapillar Spannung von 3.500 V und einer nozzle-Spannung
von 300 V. Die Gastemperatur betrug 150°C bei einer Flussrate von 15 |/Minute, wihrend die ,sheath
gas“-Temperatur 250°C betrug bei einer Flussrate von ebenfalls 11 I/Minuten. Zerstauber (nebulizer)
Gasfluss betrug 60psi, die Fragmentator Spannung lag bei 380 V. Die cell accelerator Spannung betrug 7
V. Die Kollisionsenergie wurde pro Messung in 4 V Schritten von 5 auf 53 V erhoht. Die Scanzeiten
betrugen 500 ms. Pro Peptid wurden die fiinf Uberginge mit dem hdchsten Signal fiir den Interferenz-

Screen ausgewahlt.

3.4.11.6 Bestimmung der Retentionszeiten der Peptide (Peptide Scheduling)

Vor dem Start der eigentlichen LC-MRM-MS-Messungen und der Interferenzscreenings mussten die
Retentionszeiten jedes einzelnen Peptides bestimmt werden. Dies war noétig, um moglichst viele

Messpunkte fiir ein Peptid messen zu kénnen. Eluieren zu viele Peptide zu einem &dhnlichen Zeitpunkt
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von der LC-Saule, kénnen diese Peptide nur jeweils mit einer unzureichenden Anzahl an Messpunkten
im Massenspektrometer quantifiziert werden. Zur Bestimmung der Retentionszeit wurden 10 pl
entsalzte Probe direkt mit einer Flussrate von 400 pl/Minute und einem Gradienten von 3-90% mobile
Phase B (90% Acetonitril/0,1% Ameisensaure) tber eine Laufzeit von 43 Minuten auf die reverse phased

Saule injiziert. Der Gradient der Losungen A (0,1% Ameisensaure) und B setzte sich wie folgt zusammen:

Minute % Losung A % Losung B
0 97 3
1,5 93 7
16 85 15
18 84,7 15,3
33 75 25
38 55 45
39 10 90
43 97 3

Die Saule wurde dabei auf 50°C erhitzt.

Die lonisierung des Sauleneluats und die Probenanalyse erfolgten auf einem Agilent 6490 Triple
Quadrupol (QQQ) Massenspektrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) mit Mass Hunter
Workstation Software (Agilent, B.04.01) bei einer lon Spray Kapillar Spannung von 3.500 V und einer
nozzle-Spannung von 300 V. Die Gastemperatur betrug 150°C bei einer Flussrate von 15 |/Minuten,
wahrend die ,sheath gas“-Temperatur 250°C betrug bei einer Flussrate von ebenfalls 11 |/Minuten. Der
Zerstauber (nebulizer) Gasfluss betrug 30psi, die Fragmentator-Spannung lag bei 380 V. Der MS
Betriebsdruck betrug 5 x 10° Torr, wahrend Q1 und Q3 auf eine Aufldsung von 0,7 FWHM (full width at
half maximum = Breite des Peaks bei 50% der Gesamthdhe) gesetzt wurden. Die Fragmentator-
Spannung lag bei 380 V. Die cell accelerator Spannung betrug 5 V. Die Verweildauer zur Messung eines
Ubergangs betrug mindestens 20 ms. Pro Peptid wurden die fiinf besten Uberginge der
Peptidoptimierung im LC-MRM-MS Modus gemessen. Die gemessenen Retentionszeiten wurden in die

Mass Hunter Workstation Software Methode zur Quantifizierung der Peptide Gibernommen.

3.4.11.7 Interferenzscreening der SIS-Peptide in Serum und Urin

Zur weiteren Auswahl der besten Uberginge fir die LC-MRM-MS-Messungen wurden
Interferenzscreenings durchgefiihrt. Hierzu wurden zunachst jeweils drei tryptische Verdaue von Urin
(aufgearbeitet mittels MWCO) und Serum nach dem abgeanderten Protokoll von Selevsek et al.
angesetzt ((Selevsek et al., 2011); siehe Kapitel 3.4.11.1 Etablierung eines Protokolls zum tryptischen

Verdau von Proteinen aus Urin und Serum). Jedem Ansatz wurden 100 fmol eines jeden SIS-Peptids pro
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Injektion zugesetzt. Anschliefend wurden die Proben mittels Waters Oasis 96well uElution Plates 30 ug
sorbent Batch no 115B with HBL Media entsalzt. Dazu wurden die pElution Platten mit 200 pl 100%igem
Methanol angefeuchtet. Die Elution erfolgte mittels Druckluft bei 1 psi. Nach der Equilibration der
Platten mit 200 ul 0,1 % Ameisensaure und der erneuten Zugabe von 100 pl Ameisensaure erfolgte die
Zugabe von 100 pl Probe. Nach der Elution bei 1 psi wurden die Proben mit 200 ul 0,1 %iger
Ameisensdure gewaschen. Proben, welche Harnstoff enthielten, wurden mit 400 ul 0,1%iger
Ameisensaure gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Elution der Proben mit 100 pl einer 50%igem
Acetonitril, 0,1%iger Ameisensaure Losung. Nach kurzem abzentrifugieren wurden die Proben bei -80°C
eingefroren und anschlieBend {iber Nacht lyophilisiert.

Zur Vorbereitung auf die LC-MRM-MS-Messung wurden die Proben in 0,1% Ameisensdure (Mobile Phase
A) rehydriert. Die LC-MRM-MS-Messung erfolgte wie beschrieben (siehe Kapitel 3.4.11.5 Optimierung
der SIS-Peptide) im 3-fach Ansatz von drei tryptischen Urinverdaue 3 tryptischen Serumverdaue und 3
Ansatzen SIS-Peptide in 0,5% Ameisensdure (entspricht jeweils 9 Messungen fir Urin, Serum und
Puffer).

Die Ermittlung der Top 3 Uberginge und Interferenzen erfolgte fiir Urin und Serum jeweils unabhingig
voneinander. Zur Identifikation von Interferenzen und den Top 3 Ubergédngen fiir jedes Peptid wurden
die Mittelwerte der Abundanz aller 3 Messungen fir einen Ansatz (SIS Peptid in Serum, naturliches
Peptid in Serum und SIS-Peptid in Puffer fiir Serum bzw. SIS Peptid in Urin, natirliches Peptid in Urin und
SIS-Peptid in Puffer fiir Urin) gebildet. Hieraus wurde fiir jeden Ubergang eine relative Response Ratio
berechnet, wobei die relative Response Ratio eines jeden Ubergangs aus den Abundanzen fiir einen
Ubergang dividiert durch die maximale Abundanz des Peptides gebildet wird. Demnach wird fiir jeden
Ubergang eines Peptides eine relative Response Ratio fiir das SIS-Peptid im Serum bzw. Urin, fiir das SIS-
Peptid im Puffer und flr das natirliche Peptid im Serum bzw. Urin gebildet. Diese drei relativen
Response Ratios wurden nun fiir jeden Ubergang eines jeden Peptides gemittelt und die
Standardabweichung berechnet. Aus der Standardabweichung wurde die relative Standardabweichung
(RSD, CV, coeffizient of variation) durch Division mit dem Mittelwert der relativen Response Ratios
ermittelt. Die RSD sollte dabei < 25% sein. Als Top 3 Uberginge ohne Interferenzen wurden die
Ubergidnge ausgewihlt, bei denen die Peakform dem natiirlichen Peptid und dem SIS-Peptid méglichst
ahnlich war, die gleichen Retentionszeiten, eine moglichst hohe relative Response Ratio und eine
moglichst niedrige RSD vorlagen. Der Beste dieser drei Ubergidnge wurde spiter zur Quantifizierung
eines Peptides in einer Probe herangezogen (,Quantifier”), wiahrend die beiden anderen Ubergénge als

»Qualifier” der Qualitatssicherung dienten. Qualifier und Quantifier sind in Tabelle 3.2 angegeben.
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Tabelle 3.2: Quantifier und Qualifier des 21 Peptide-Mixes zur Etablierung potentieller Biomarker fiir das
Prostatakarzinom mittels LC-MRM-MS

Quantifier Qualifier 1 Qualifier 2

z

=

- S S S

B ¢ £ s # g |s ¢ Sl s

>
Protein / Peptid o § 3 3 o _S 3 3 o § 3 3 o

< ] & |© o & | °© g a | ©

o a a a

a

(]

(-9
78 kDa glucose-regulated protein
ELEEIVQPIISK L 2y7 699,8 | 785,0 | 17 | 2y6 | 699,8 | 685,8 21 2y5 699,8 | 557,7 | 21
78 kDa glucose-regulated protein
ELEEIVQPIISK H 2y7 703,8 | 793,0 | 17 | 2y6 | 703,3 | 693,8 21 2y5 703,8 | 565,7 | 21
78 kDa glucose-regulated protein
NQLTSNPENTVFDAK L 2b2 893,9 243,2 | 25| 2y9 | 893,9 | 1021,1 | 25 3y7 560,3 7949 | 13
78 kDa glucose-regulated protein
NQLTSNPENTVEDAK H 2b2 843,9 | 243,2 | 25| 2y9 | 843,9 | 1029,1 | 25 3y7 562,9 | 802,9| 13
78 kDa glucose-regulated protein
ITPSYVAFTPEGER L | 2yl2++| 784,4 677,2 | 21 |3yl12++ 523,2 677,2 5 3y5 523,2 587,6 | 13
78 kDa glucose-regulated protein
ITPSYVAFTPEGER H [ 2y12++| 788,9 | 681,8 | 21 |3yl2++| 526,3 | 681,8 5 3y5 526,3 | 597,3| 13
Alpha-1B-Glycoprotein
ATWSGAVLAGR L 2y8 545,1 | 730,8 | 25 | 2y9++| 545,1 | 459,0 9 2y7 545,1 | 643,8 | 25
Alpha-1B-Glycoprotein
ATWSGAVLAGR H 2y8 550,1 | 740,8 | 25 | 2y9++| 550,1 | 464,0 9 2y7 550,1 | 653,8 | 25
Alpha-18-Glycoprotein L | 2ys++ | 4035 | 649,8 | 9 | 2y3 | 4035 | 4015 | 13 | 2y4 | 4035 | 5487 | 17
GVTFLLR
Alpha-1B-Glycoprotein H | 2y5++ | 4085 | 330,4 | 9 | 2y3 | 4085 | 411,5 | 13 | 2y4 | 4085 |5587| 17
GVTFLLR
Alpha-1B-Glycoprotein
LETPDFQLFK L y8++ 619,3 | 498,3 | 13 y8 619,3 | 995,5 17 y7 619,3 | 894,5| 17
Alpha-1B-Glycoprotein
LETPDFQLFK H y8++ 623,3 | 502,3 | 13 y8 623,3 | 1003,5 | 17 y7 623,3 | 902,5| 17
AnnexinAS L 6 | 670,8 | 7203 | 17| y8 |670,8| 9824 | 21| yo | 670,8 |1083,5| 21
GTVTDFPGFDER 4 ' ' ¥ ' ' 4 ' '
AnnexinAS H 6 | 6758 | 7303 | 17| y8 |6758| 9924 | 21| yo | 6758 [1093,5| 21
GTVTDFPGFDER v ' ' Y ' ' v ' '
Galectin-3
IALDFQR L 2y5 431,7 | 6784 | 9 2y6 | 431,7 | 749,4 13 2y4 431,7 | 565,3 9
Galectin-3 H| 2ys | 4367 | 6884 | 9 | 2y6 | 4367 | 7594 | 13 | 2ya4 | 4367 |5753| 9
IALDFQR y ) , y ) ) y ) )
Galectin-3
IQVLVEPDHFK L | 3y9++ | 442,2 | 5423 | 9 2b2 | 662,9 | 242,2 21 | 3b2 442,2 | 242,2 9
Galectin-3
IQVLVEPDHFK H | 3y9++ | 444,9 | 546,3 | 9 2b2 | 666,9 | 242,1 21 | 3b2 4449 | 242,1 9
Galectin-3
VAVNDAHLLQYNHR L | 4y11++| 413,2 | 690,8 | 9 |3y13++ 550,6 | 775,9 | 13 [3yl2++ 550,6 | 740,4 | 13
Galectin-3
VAVNDAHLLQYNHR H | 4y1l++ | 4157 | 695,8 | 9 [3y13++ 554,0 | 780,9 | 13 [3yl2++ 554,0 | 7454 | 13
Galectin-3
GNDVAFHENPR L | 3y7++ | 4252 | 444,7 | 9 |3y9++| 4252 | 551,8 | 9 |3y5++| 4252 [3357| 9
Galectin-3
GNDVAFHFNPR H | 3y7++ | 428,5 | 449,7 | 9 |3y9++| 428,5| 556,8 9 |3y5++| 4285 | 340,7 9
Gelsolin
AGALNSNDAEVLK L b3 660,4 | 200,1 | 21 y2 660,4 | 260,2 29 y3 660,4 | 359,3 | 25
Gelsolin
AGALNSNDAFVLK H b3 664,4 | 200,1 | 21 y2 664,4 | 268,2 29 y3 664,4 | 367,3| 25
Gelsolin L | 3b7++ | 426,2 | 7759 | 5 3y4 | 426,2 | 501,6 13 | 3b2 426,2 | 237,3 | 29
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HVVPNEVVVQR

Gelsolin 3b7++ | 4295 | 3884 | 5 | 3y4 |429,5| 5116 | 13 | 3b2 | 429,5 | 237,3| 29
HVVPNEVVVQR ' g ¥ ' g ' '
Gelsolin

TGAQELLR v5 | 4443 | 6584 | 13| y6 |4443| 7294 |13 | y4 | 4443 |5304 ] 13
Gelsolin

TGAQELLR v5 | 4473 | 6644 | 13| y6 |4473| 7354 |13 | y4 | 4473 |5364 ] 13
Prostatasepzifische saure Phosphatase

FOELESETLR 2y8 | 612,3 | 9485 | 17| 202 |612,3 | 2761 | 13 | 2y7 | 612,3 | 8195 | 21
Prostatasepzifische saure Phosphatase

FOELESETLR 2y8 | 6163 | 956,5 | 17 | 2b2 | 6163 | 2761 | 13 | 2y7 | 6163 |827,5| 21
Prostatasepzifische saure Phosphatase 25 | 441,3 | 6354 | 9 | 2b2 |441,3| 247,10 | 9 | 2y4 | 441,3 | 5343 17
FVTLVFR

Prostatasepzifische saure Phosphatase 2y5 | 4463 | 6454 | 9 | 2b2 | 4463 | 247,10 | 9 | 2v4 | 4463 | 5443 17
FVTLVFR

Prostatasepzifische saure Phosphatase

LSOLHGOD LIS 3y6 | 55533 | 737,4 | 9 [3y13++|5553,3| 7294 | 9 | 3y2 | 55533 | 234,1| 25
Prostatasepzifische saure Phosphatase

LSOLHGOD LIS 3y6 | 556,0 | 7454 | 9 [3y13++ 556,0 | 7334 | 9 | 3y2 | 5560 |242,2| 25
Secernin-1

DEVOEVVYFSAADHEPESK 3yle+++| 727,0 | 612,6 | 13 | 3y2 | 727,0 | 2341 |29 | 3b3 | 7270 | 3442 9
Secernin-1

3yle+++| 729,7 | 6153 | 13 | 3y2 | 729,7 | 242,2 |29 | 3b3 | 729,7 |344,1| 9

DEVQEVVYFSAADHEPESK

Secernin-1

e DDUK 202 | 5403 | 2451 | 17| 2y7 |540,3| 8355 | 13 | 2y2 | 5403 | 2462 | 17
Secernin-1

e VDDUK 202 | 5443 | 2451 | 17| 2y7 |544,3| 8435 | 13 | 2y2 | 5443 | 2542 | 17
Tetratricopeptide Domain Protein 38

NOLGOSNAGR 2y9++ | 571,8 | 4657 | 9 | 2y7 | 571,8 | 689,3 | 13 | 2b3 | 571,8 |341,2| 13
Tetratricopeptide Domain Protein 38

VOLGGSNAGR 2y9++ | 576,8 | 470,7 | 9 | 2y7 | 5768 | 699,3 | 13 | 2b3 | 5768 |341,2 | 13
Tetratricopeptide Domain Protein 38

LDATLTONK 2y9 | 649,9 |1038,6| 17 | 2b2 | 649,9 | 2162 | 13 | 2.b3 | 649,9 | 3762 | 17
Tetratricopeptide Domain Protein 38

LDATLTOTK 2y9 | 653,9 |1046,6| 17 | 2b2 | 653,9 | 261,2 | 13 | 2.b3 | €539 | 3762 | 17
Tetratricopeptide Domain Protein 38 2y7 | 533,4 | 8536 | 17| 2y6 |533,4 | 7245 | 13 | 2b2 | 5334 |2132] s
VLELLLPIR

Tetratricopeptide Domain Protein 38 2y7 | 5384 | 8636 | 17 | 2y6 | 5384 | 7345 | 13 | 2b2 | 5384 |2132] s
VLELLLPIR

Vinculin 2y9 | 587,7 | 990,1 | 13 | 2y8 |587,7 | 919,0 | 17 | 2b3 | 256,33 | 256,3 | 17
ALASQLQDSLK 4 ’ ' 4 ’ ’ g ’
Vinculin 2y9 | 591,7 | 998,1 | 13| 2y8 |591,7 | 927,0 | 17 | 2b3 | 591,7 | 256,3 | 17
ALASQLQDSLK 4 ’ g 4 ’ ’ g ’
Vinculin 2y8 | 10185 | 966,5 |33 | 3y6 |679,4 | 7183 |21 | 3y8 | 6794 | 966,5 | 21
GILSGTSDLLLTFDEAEVR ¥ ' ' Y ' ' v ' '
Vinculin 2y8 | 1023,5| 9765 | 33| 3y6 | 682,7| 7283 | 21| 3y8 | 6827 |9765| 21
GILSGTSDLLLTFDEAEVR ¥ ' ' 4 g ' ¥ g g
Vinculin

CLOBISALTSK 2y9 | 553,6 | 906,0 | 17 | 2y6 | 553,6 | 6067 | 13| 2b2 | 5536 |201,2| 5
Vinculin 2y9 | 557,6 | 914,0 | 17| 2y6 | 5576 | 6147 | 13| 202 | 5576 | 201,2| 5

SLGEISALTSK

3.4.11.8 Balancing der SIS-Peptide

Um die Standardabweichung bei der Quantifizierung von Peptiden moglichst niedrig zu halten, wurde

eine zwischen SIS-Peptid und natiirlichem Peptid ausbalancierte Konzentration an SIS-Peptiden bendtigt

(Kuzyk et al., 2009). Dies bedeutete, dass die Konzentration des SIS-Peptides, wenn eben moglich, an die
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Konzentration des natiirlichen Peptides angepasst wurde. Hierzu wurde die Abundanz der SIS-Peptide
mit der Abundanz der natirlichen Peptide in der LC-MRM-MS-Messung abgeglichen. Die Abundanz
jeden SIS-Peptides sollte bei mindestens 1 x 10% bis 1 x 10* liegen, um eine médglichst fehlerfreie
Messung und Quantifizierung zu gewahrleisten. Bei niedrigeren Abundanzen im Interferenzscreen
wurden die SIS-Peptidkonzentrationen entsprechend so angeglichen, dass in weiteren Messungen
ahnliche Abundanzen zu erwarten waren. In einem zweiten Schritt wurde die Konzentration an SIS-
Peptiden an die Konzentration der natlrlichen Peptide angepasst. War die Abundanz der SIS-Peptide
héher als die des natirlichen Peptides und hdher als 1 x 10* wurden die Menge an SIS-Peptiden in den
Proben verringert, solange zu erwarten war, dass die Abundanzen in weiteren Messungen nicht unter 1
x 10* fallen. Lag die Abundanz der SIS-Peptide unter der Abundanz der natirlichen Peptide, wurde die
Menge an SIS Peptiden in der Probe entsprechend erhdht. Bei diesen Anpassungen wurden die
erwarteten Deregulationen der Proteine in Karzinompatienten im Vergleich zu tumorfreien Patienten

mit bericksichtigt. Tabelle 3.3 gibt die final eingespikten Konzentrationen an SIS-Peptiden an.

Tabelle 3.3: Konzentrationen und Molekulargewichte der eingesetzten SIS-Peptide
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78 kDa glucose-regulated protein (GRP78)
ELEEIVQPIISK P11021 1397,6 1404,7 2000 k.a. k.a. k.a.
78 kDa glucose-regulated protein (GRP78) .
NQLTSNPENTVFDAK P11021 1677,8 1684,7 2000 k.a. k.a. k.a. nein
78 kDa glucose-regulated protein (GRP78) .
ITPSYVAFTPEGER P11021 1566,8 1575,8 2000 77,0 98,3 0,757 ja
Alpha-1B-Glycoprotein .
ATWSGAVLAGR P04217 1088,2 1097,5 2000 k.a. k.a. k.a. nein
Alpha-1B-Glycoprotein .
GVTELLR P04217 805,0 814,5 1000 100,0 91,8 0,918 nein
Alpha-1B-Glycoprotein .
LETPDFQLFK P04217 1237.43 1244,6 200 66,0 97,7 0,645 ja
AnnexinA5 .
GTVTDFPGFDER P08758 1340,4 1349,6 2000 82,0 98,5 0,808 ja
Galectin-3 .
IALDFQR P17931 862,0 871,5 2000 167,1 92,0 1,538 ja
Galectin-3 P17931 | 13245 | 13317 200 465 | 92,8 | 0,432 | nein
IQVLVEPDHFK ! ! ! ! !
Galectin-3 P17931 | 1649,8 | 16588 2000 | 91,2 | 99,3 | 0,906 | nein
VAVNDAHLLQYNHR ! ! ! ! !
Galectin-3 .
GNDVAFHENPR P17931 1273,4 1282,4 2000 k.a. k.a. k.a. nein
Gelsolin .
AGALNSNDAEVLK P06396 1319,5 1326,7 2000 96,5 100,0 | 0,965 nein
Gelsolin .
HVVPNEVVVQR P06396 1275,5 1284,7 2000 k.a. k.a. k.a. ja
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Gelsolin .
TGAQELLR P06396 887,01 892,5 200 94,5 98,3 0,929 nein
Prostatasepzifische saure Phosphatase (PPAP) .
FQELESETLK P15309 1223,4 1230,5 2000 100,0 | 100,0 | 1,000 nein
Prostatasepzifische saure Phosphatase (PPAP) P15309 8811 890.1 2000 0.0 676 | 0541 ia
FVTLVFR ’ ’ ) , 3 ]
Prostatasepzifische saure Phosphatase (PPAP) .
LSGLHGQDLFGIWSK P15309 1657,9 1665,0 200 90,0 61,3 0,552 nein
Secernin-1 .
DEVQEVVYFSAADHEPESK Q12765 2179,3 2188,3 20000 k.a. k.a. k.a. nein
Secernin-1 .
PEIFVDDVK Q12765 1079,3 1086,4 2000 k.a. k.a. k.a. nein
Tetratricopeptide Domain Protein 38 (TTC38) .
IVOLGGSNAQR Q5R314 1142,3 1151,3 2000 90,0 61,3 0,552 ja
Tetratricopeptide Domain Protein 38 (TTC38) .
LEDATLTQYVK Q5R314 1298,5 1305,6 2000 110,0 47,9 0,527 nein
Tetratricopeptide Domain Protein 38 (TTC38) Q5R314 1065.4 10744 200 300 603 | 0482 | nein
VLELLLPIR ! ! ! ! ’

Vinculin .
ALASQLQDSLK P18206 1173,3 1180,6 200 k.a. k.a. k.a. nein
Vinculin

GILSGTSDLLLTFDEAEVR P18206 2036,3 2045,0 20000 k.a. k.a. k.a. nein

Vinculin
SLGEISALTSK

AAA= Aminosdurenanalyse, in [%] Reinheit; CZE= capillar zone electrophoreses, in [%] Reinheit der Peptide

P18206 1105,3 1112,6 2000 k.a. k.a. k.a. ja

3.4.11.9 Probenmessung mittels LC-MRM-MS

Zur Vorbereitung der Proben auf die LC-MRM-MS-Messungen wurden die Urinproben wie bereits
beschrieben mittels MWCO aufgearbeitet und anschlieBend nach einem abgednderten Protokoll von
Selevsek et al. (Selevsek et al., 2011) verdaut. Auch die Serumproben wurden nach diesem
abgednderten Protokoll von Selevsek et al verdaut. Nach dem einspiken der SIS-Peptide in entsprechend
angepasster Konzentration (siehe Tabelle 3.3), wurden die Proben wie beschrieben entsalzt und
lyophilisiert. Die LC-MRM-MS-Messung der Proben erfolgte nach Aufnahme in 0,1%ige Ameisensdure
wie im Kapitel ,3.4.11.7 Interferenzscreening der SIS-Peptide in Serum und Urin“ beschrieben.

3.4.11.10Auswertung der Messerergebnisse und Bestimmung der ,Response Ratio” (RR)

Nach den LC-MRM-MS-Messungen wurden alle Daten mit der Agilent Mass Hunter Quantitative Analysis
Software (Agilent B.04.00) ausgewertet. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit dem Agilent Integrator
Algorithm for Peak Integration. Alle Peaks wurden manuell kontrolliert, um die korrekte Peak Detektion
und Integration zu gewahrleisten. Die Ratio der integrierten Flache des endogenen natirlichen Peptides
zu integrierter Flache des korrespondierenden SIS-peptides entspricht der Response Ratio (RR). Die
Konzentration jedes Peptides wurde berechnet durch die Multiplikation der RR mit der Konzentration
des SIS-Peptides. Durch Multiplikation dieses Wertes mit dem sog. ,Correction factor”, der die Reinheit

des SIS-Peptides wiederspiegelt und aus den Ergebnissen der Aminosdurenalyse und
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Kapillarzonenelektrophorese ermittelt wurde, erfolgte die absolute Quantifizierung der Peptide. In
Tabelle 3.3 (Seite 68) sind die Peptide gekennzeichnet, fir die eine absolute Quantifizierung

durchgefiihrt wurde.

3.4.11.11 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Fir absolut quantifizierte Proteine wurden statistische Analysen der verschiedenen Tumor- und
Kontrollgruppen durchgefiihrt. Samtliche statistischen Analysen des Patientenkollektives wurden mit
dem Programm SPSS Version 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. Statistische Signifikanz war
definiert ab einem p-Wert < 0.05. Die Unterschiede in der Proteinexpression von zwei Gruppen wurden
mittels eines zweiseitigen, nicht-parametrischen Mann- Whitney U-Tests ermittelt. Statistische

Signifikanz war wiederum definiert ab einem p-Wert < 0.05.

3.5 Proteinchemische und immunhistochemische Methoden
3.5.1 Proteinbestimmung mittels Bradford-Assay

Sofern in dieser Arbeit nicht anders angegeben, wurden alle Proteinbestimmungen mittels Bradford-
Assay durchgefihrt. Hierzu wurden jeweils im Doppelansatz 10 ul Bradford Reagenz (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) mit 1 pl Probe gemischt und mit Aqua bidest auf 50 pl aufgefiillt.
Zusatzlich wurde eine BSA-Standardverdiinnungsreihe aus jeweils 10 pul Bradfordreagenz und 1 ug, 2 ug,
3 ug, 4 ug bzw. 5 pug Bovines Serum Albumin (BSA) aufgefillt auf 50 ul mit Aqua Bidest, hergestellt. Als
Blank wurden 40 pl Aqua Bidest mit 10 pl Bradford-Reagenz gemischt. Die Proben wurden in eine 96-
Well-Platte tiberfuhrt und die Extinktion bei 595 nm am ELISA Reader Infinite M200 (Tecan, Mannedorf,
Schweiz) gemessen. Mit Hilfe der Verdiinnungreihe erfolgte die Berechnung der Proteinkonzentration
der unbekannten Proben. Bei Bedarf wurden die Proben zur Bestimmung der Proteinkonzentration

verdiinnt.

3.5.2 Western Blot Analysen

Fir alle durchgefiihrten Western Blots wurden die Proteinproben 1:4 mit 4x SDS Probenpuffer (4% SDS,
0,5 M Tris-Hcl pH 6,8, 40% Glycerin, 10% R-Mercapthoethanol, 0,002% Bromphenol blau) versetzt. Die
Proben wurden anschliefend bei 95°C fiir 5 Minuten inkubiert und dann auf ein Novex NUPAGE 4-12%
Bis-tris Gel (Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 V fir 10 Minuten
und weiter bei 120-140 V bis die Bromphenolblaulauffront das Ende des Gels erreichte. Die nach ihrer
GroRe aufgetrennten Proteine wurden nun auf eine Polyvinylidene Fluorid Membran (Millipore

Corporation, Bedford, MA, USA) transferriert. Hierzu wurde die Membran fiir 15 Sekunden in Methanol
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aktiviert, 2 Minuten mit Aqua Bidest gewaschen und 5 Minuten in Transferpuffer inkubiert.
AnschlieBend erfolgte der Semi-dry Blot in der Transblot SD Semidry Transfercel (Biorad Laboratories,
Miinchen, Deutschland). Hierzu wurde fiir 1 Stunde eine Stromstirke von 2mA/cm? angelegt. Die Blots
wurden fir 1 Stunde bei RT (alternativ Glber Nacht bei 4°C) in 10% Milchpulver in TBS-T (0,5 M NaCl, 1 M
Tris pH 7,5, 0,5% Tween) geblockt. Es folgte die Inkubation mit dem gewlinschten Erst-Antikérper. Die

Inkubationsbedingungen fir alle verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Tabelle 3.4: erst-Antikérperbedingungen

Antikorper Herkunft Typ Lieferant Verdiinnun
TTC38 (HPA029302) Hase polyklonal Sigma Aldrich, USA %;500
B-Actin (A5441) Maus monoklonal Sigma Aldrich, USA 1:500
TK1 (WA-AT4248a) Maus monoklonal Abgent, USA 1:500
TCP1lalpha clone EPR4082 Hase monoklonal Epitomics, USA 1:500
Calponin Maus monoklonal Sigma Aldrich, USA 1:20.000
Gelsolin Maus monoklonal BD Transduktion Laboratories, 1:5.000
Heidelberg, Deutschland
Annexin A5 Maus monoklonal Abcam, UK 1:1.250
Secernin-1 Hase polyklonal Sigma Aldrich, USA 1:500
PFDN Hase polyklonal Proteintech, Manchester, UK 1:1000
UBC Hase monoklonal Abcam, Cambridge, UK 1:1000
Vinculin Maus monoklonal Fitzgerald Industries 1:1000
International, USA
Anti-Maus + HRP (P0447) Ziege polyklonal DAKO, Hamburg, Deutschland 1:5.000
Anti-Hase + HRP (P0448) Ziege polyklonal DAKO, Hamburg, Deutschland 1:5.000
Peroxidase Anti-Maus 1gG (PI1-2000) Pferd polyklonal Vector Laboratories, USA 1:10.000
Peroxidase Anti-Hase 1gG (P1-1000) Ziege polyklonal Vector Laboratories, USA 1:20.000

Die Blots wurden 4 x fir je 15 Minuten in TBS-T gewaschen, bevor sie fiir 30 Minuten mit dem
geeigneten Zweit- Antikorper inkubiert wurden. Nach erneutem viermaligem Waschen in TBS-T fir
jeweils 15 Minuten wurde die Membran zur Visualisierung mit SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) oder Pierce ECl Westernblotting Substrat
(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) nach Herstellerangaben inkubiert. Es folgte die Exposition eines
Amersham Hyperfilmes (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) und die Entwicklung im
Optimax 1170-1-0000 (Protec Medizintechnik GmbH & Co. KG, Oberstenfeld. Deutschland). Western
Blot Analysen von potentiellen TT38 Zielproteinen wurden teilweise von Herrn Benedikt George im

Rahmen seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt.

3.6.3 Immunhistochemische Analysen an Formalin fixiertem paraffineingebettetem (FFPE) Gewebe
Zur immunhistochemischen Farbung der FFPE Gewebe mussten diese zunachst entparaffiniert und
gewadssert werden. Dies erfolgte in der Reihenfolge 3 x Xylol fiir je 15 Minuten, 2 x 100% Ethanol fiir je

10 Minuten, 2 x 96% Ethanol fir je 5 Minuten, 70% Ethanol fir 5 Minuten und 3 x Wasser fir je 5
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Minuten. AnschlieRend wurden die Antigene in 20% Citratpuffer pH 6,0 fir 30 Minuten bei 98°C im
Wasserbad demaskiert. Nach dem Abklhlen wurden die Schnitte fiir 30 Minuten 5 x in PBS gesplilt. Die
endogene Peroxidase wurde durch 15 miniitige Inkubation mit 3% H,0, in PBS geblockt. Erneut wurden
die Schnitte 5 x mit PBS gesplilt und anschlieRend die freien Bindungsstellen mit DAKO protein block
serum-free (Dako Hamburg, Deutschland) fiir 20 Minuten bei 37°C geblockt. Nach dem Ablaufen der
Blockierungslosung erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper. Alle Primarantikdrper wurden in
1% Milchpulver in PBS angesetzt. Die Inkubationsbedingungen fiir die verwendeten Primarantikorper

sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst.

Tabelle 3.5: Inkubationsbedingungen der in der Immunhistochemie verwendeten Priméarantikérper

Zielprotein Antikorper Spezie Firma Verdiinnung Inkubationszeit Positiv
und Temperatur Kontrolle
Secernin-1 polyklonal Hase Sigma Aldrich, USA 1:1000 60 Minuten, 37°C Testis
TTC38 polyklonal Hase Sigma Aldrich, USA 1:400 45 Minuten, 37°C Leber
Vinculin monoklonal Maus Fitzgerald Industries 1:1000 N, 4°C Testis
International, USA
KCTD12 polyklonal Hase Proteintech, UK 1:100 60 Minuten, 37°C GIST*

*Gastrointerstinaler-Stroma-Tumor

Nach dem fiinfmaligen Waschen der Schnitte in PBS wurden diese fiir 30 Minuten bei 37°C mit einigen
Tropfen DAKO Envision premade biotin-free enhancer solution for detection of mouse and rabbit primary
Aks inkubiert. Nach erneutem Waschen (4 x PBS) wurden die Schnitte fir eine Stunde in PBS eingestellt.
Zum Entwickeln wurde das DAKO Liquid DAB Substrate Chromogen System Kit (Dako, Hamburg,
Deutschland) verwendet. Es wurde 1 ml Puffer mit einem Tropfen DAB gemischt und die Schnitte mit
dieser Losung bis zum Erreichen der gewiinschten Farbintensitdt inkubiert. Anschliefend wurden die
Schnitte mit Aqua Bidest gespilt und fir 5 Minuten in PBS eingestellt. Die Schnitte wurden mit
Hamalaun 10 Minuten gefarbt, mit Aqua Bidest gespilt und fir 10 Minuten im warmen Leitungswasser
geblaut. Die Entwasserung der Schnitte erfolgte durch 1 x 70% Ethanol fiir 1 Minuten, 1 x 96 % Ethanol
fir 1 Minuten, 2 x 100% Ethanol fiir je 2 Minuten und 2 x Xylol fiir je 5 Minuten. Eingdeckelt wurden die
immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitte mit einem Tropfen Vitroclud (R. Langenbrinck Labor

und Medizintechnik, Emmendingen).

3.6 Molekularbiologische Methoden
3.6.1 RNA Isolation aus Zelllinien und Frischgewebe

Fiir die RNA Isolation aus kryokonserviertem Gewebe wurden 50 — 100 mg Gewebe mit 1 ml TRIlzol

Reagenz (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) versetzt. Fiir die RNA Isolation aus Zelllinien wurden 500 pl
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TRIzol auf die Zellen einer Petrischale (10 cm) gegeben, mit einem Zellschaber geldst und die Suspension
in ein ReaktionsgefaR tberfuhrt.

Allen Ansdtzen wurde nach einer flinfminitigen Inkubation in TRIzol jeweils 200 pl Chloroform
hinzugegeben und der Ansatz nach dem Mischen fir 2-3 Minuten bei RT inkubiert. Nach der
Zentrifugation (4°C, 12.000g, 15 Minuten) konnte die obere wassrige Phase abgenommen und mit 500
pl Isopropanol versetzt werden. Nach der Inkubation von 10 Minuten und einem erneuten
Zentrifugationssschritt (4°C, 12.000g, 10 Minuten) wurde der Uberstand verworfen. Die RNA wurde mit
1000 pl 75% Ethanol in DEPC-Wasser gewaschen und fiir 5 Minuten mit 5.000 g bei 4°C zentrifugiert. Die
RNA wurde getrocknet und anschliessend in 17 - 52 ul DEPC Wasser resuspendiert. Es folgte eine
Inkubation bei 60°C fir 10 Minuten. Die RNA wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. RNA
Isolationen aus Zelllinien wurden teilweise von Herrn Michael Moll im Rahmen seiner Masterarbeit

unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler durchgefihrt.

3.6.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren (RNA und DNA)

Die Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA erfolgte photometrisch am NanoDrop-ND1000 auf
der Grundlage des Lamert’berschen Gesetzes. Hierbei kann die Konzentration (C) aus der Extinktion bei
der Wellenlange A(Ex), der Weglange des Lichtes im Material (I) und dem natirlichen molaren
Extinktionskoffizienten (aA) berechnet werden nach der Formel
C=(E/ (I'* ad).

Der NanoDrop-ND1000 wurde zundchst mit 2 pl des zur Losung der Nukleinsduren verwendeten
Losungsmittels kalibriert. AnschlieBend erfolgte die eigentliche Messung durch das Auftragen von 2 ul
Nukleinsdureldsung. Die Messung erfolgt bei einer Wellenlange A= 260 nm, da aromatische Ringe der
Basen bei dieser Wellenlange ihr Absorptionsmaximum haben. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades der
Nukleinsdauren erfolgte eine Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von A = 280 nm
(Absorptionsmaximum von Proteinen). Der Koeffizient OD260 nm/ OD 280 nm spiegelt dann den

Reinheitsgrad der Nukleinsaureldsung wieder. Fiir RNA sollte dieser Wert bei >2,0, fiir DNA >1,8 liegen.

3.6.3 Reverse Transkription von RNA

Die Reverse Transkription von RNA in cDNA erfolgte mit dem Reverse Transcription System (Promega,
Madsion, WI, USA) nach Herstellerangaben. 1ug RNA wurde fir 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach
Zugabe des Reaktionsmixes (Tabelle 3.6) wurden die Proben zunachst zur Primer-Bindung fir 10

Minuten bei RT, im Anschluss flr die cDNA Synthese fiir 15 Minuten bei 42°C inkubiert.
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Tabelle 3.6: Reaktionsansatz der reversen Transkription von RNA in cDNA

Komponente Endkonzentration
MgCl 25 mM 5mM

10* RT Puffer 1-fach

dNTP Mix 10 mM each 1 mM each

Rnase Inhibitor 40U/ul 20 Units

AMV RT 15U/pg

Oligo dT 0,5 ug

Random Primer 0,5 ug

RNA 1 pg 1pug

DEPC Wasser Ad 20 pl

Die cDNA wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.6.4 Semiquantitative Real-time PCR

Zur Bestimmung der Expressionstarke eines Genes auf mRNA-Ebene wurde die semi-quantitative Real-
time PCR verwendet. Hierbei lasst sich die mRNA Expression nach jedem PCR-Zyklus in Echtzeit messen.
Das verwendete Prinzip beruht auf der Fluoreszenz des Fluorchroms SYBR Green. SYBR Green
interkaliert in die kleine Furche der cDNA. Der DNA-Fluoreszenzfarbstoff-kKomplex absorbiert blaues
Licht bei einer Wellenlange von A = 498 nm, wahrend griines Licht bei einer Wellenlange von A =522 nm
emittiert wird. Liegt SYBR Green hingegegen ungebunden in Losung vor, ist keine Fluoreszenz messbar.
So kann nach jedem PCR-Amplifikations-Zyklus vom Anstieg der Fluoreszenz auf die Menge der cDNA
riickgeschlossen werden.
Fir die Durchfiihrung der Real-time PCR wurde das IQ5 System (Biorad Laboratories, Miinchen,
Deutschland) verwendet. Zur Analyse der Expression eines Zielgenes aus Zelllinien und
kryokonserviertem Gewebe wurde 1 pl cDNA (0,05 pg/ul) (siehe Kapitel 3.6.3 Reverse Transkription von
RNA) als Template eingesetzt, zur Analyse der Zielgenexpression aus FFPE Gewebe wurden 2 pul cDNA
eingesetzt. Ein Standard Real-time PCR-Ansatz enthielt:

10 ul SYBR-Green Mastermix (Biorad Laboratories, Miinchen, Deutschland)

0,5 ul 3’-Primer (10 umol/ul)

0,5 pul 5’-Primer (10 umol/ul)

1 ul DNA-Template

8 ul dH,0
Jede Real-time PCR wurde im 3-fach Ansatz einmal fir das Zielgen und zur Standardisierung fur das
Haushalts-Gen Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgefiihrt. Es wurden nur
introntberspannende Primer verwendet, um eine Synthese von genomischer DNA ausschlieBen zu
kénnen. Das Primerdesign erfolgte mit der Software Primer3Web (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

Alle verwendeten Real-time Primer sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst.
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Tabelle 3.7: Verwendete Real-time PCR Primer

Name Sequenz (5> 3¢) TA[°C] Produktlénge [bp]
GCG CTG ACCATC TAC GAT AC

Trcss ATCTGC AGG CGG TAG AGC AT 60 100
GAA GGT GAA GGT CGG AGT CA

GAPDH AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG 60 114

Zur Uberpriifung ob spezifische PCR Produkte gebildet wurden, wurde im Anschluss an jede Real-time
PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurde die Temperatur schrittweise von 40°C auf
95°C erhoht. Dies fiihrte zu einer schrittweisen Denaturierung der PCR-Produkte, wodurch in die DNA
interkaliertes SYBR Green freigesetzt wurde und die Fluoreszenz abnahm. Der Schmelzpunkt eines jeden
PCR Produktes ist spezifisch und charakterisitisch, da es massgeblich auf den CG Gehalt der DNA
zurlickzufihren ist. Die Schmelzkurven ergaben sich aus der Ableitung der Funktion der

Fluoreszenzintensitat in Abhanigkeit von der Temperatur.

Auswertung der Real-time PCR
Die Auswertung der Real-time PCR erfolgte nach der komperativen Cr Methode nach Fink (Fink et al.,
1998). Hierzu werden zunachst die Cr Werte jeder Probe bestimmt. Der C; Wert gibt an, wann die
Fluoreszenzintensitat erstmals die Hintergrundintensitat (bersteigt. Ab diesem Wert erfolgt ein
exponentieller Anstieg der PCR Produkte und somit der Fluoreszenz. Bei hohen
Ausgangskonzentrationen der Template cDNA ist dieser Wert schneller erreicht als bei einer niedrigen
cDNA Konzentration. Es erfolgt hierbei keine absolute Quantifizierung der cDNA Menge, sondern eine
relative Quantifizierung nach der logarithmisch linearen Reaktionskinetik. Hierbei wird die Differenz der
Fluoreszenzintensitat zwischen zwei Zeitpunkten genutzt. Anschliefend werden die ACr Werte vom
Zielgen nach folgender Formel ins Verhdltnis zu denen des Referenzgenes (Haushaltsgen GAPDH)
gesetzt:
ACr= ACt zielgen - ACr Referenz

Diese Werte werden wiederum zwischen zwei zu vergleichenden Gruppen (z.B. Tumor vs.
Normalgewebe, Tumor mit Rezidiv vs. Tumor ohne Rezidiv, Wildtypzellinie- oder Kontrollklon vs.
transfiziertem Klon) durch Ermittlung des AACr-Wertes zueinander ins Verhéltnis gesetzt. Hierzu wird
ein gemessener Wert als Normwert fiir jede Gruppe festgesetzt (im Falle von Zelllinien z.B. in der Regel
der Wildtyp zur Normierung).

AACT= ACT Norm Gruppe 1 - ACT Norm Gruppe 2

AbschlieBend folgt die Berechnung des relativen Expressionslevel nach

Expressionlevel = 2 ~44CT
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Die Reverse-Transkription von RNA sowie semiquantitative Real-time PCRs von Zelllinien wurden
teilweise von Herrn Michael Moll im Rahmen seiner Masterarbeit und Herrn Benedikt George im

Rahmen seiner Bachelorarbeit jeweils unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler durchgefihrt.

3.6.5 DNA Isolation aus Zelllinien

Zur lIsolation von DNA aus Zelllinien wurden die Zellen einer zu 80% konfluenten T75er Flasche
trypsiniert und das Zellpellet bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die DNA Isolation erfolgte
mit dem QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben. Zur Lyse der Zellen
und Freisetzung der DNA wurden 200 pl PBS, 20 ul Proteinase K, 8 pl RNAse A (50 mg/ ml) und 200 pl
Puffer AL zugegeben und das Falcon 15 Sekunden gut gemischt (gevortext). AnschlieRend wurde das
Gemisch fiir 10 Minuten bei 56°C inkubiert.

Zur Prézipitation der DNA wurden 200 pl absoluter Ethanol zugegeben. Nach dem Mischen (,,vortexen®)
wurde die Suspension in ein QIAmp SpinColumn uberfiihrt und 1 Minute bei 5.900 g zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Die DNA wurde mit 500 pl Puffer AW1 gewaschen. Nach dem Zentrifugieren
bei 8.000 rpm fir eine MInute wurden 500 ul Puffer AW2 auf das QIAmp SpinColumn pipettiert und
erneut zentrifugiert (16.100 g, 1 Minuten). Der Durchfluss wurde verworden und der Ansatz fir eine
weitere Minute bei 16.100 g trocken zentrifugiert. Die DNA wurde mit 52 ul warmen Elutionspuffer AE
oder 10 mM Tris-HCI pH 8,0 fir 5 Minuten bei 70°C inkubiert und durch Zentrifugation bei 5.900 g fiir 1

Minute eluiert.

3.6.6 Cycle-PCR von Plasmiden

Vor der Transfektion der humanen Prostatakarzinomzellinie PC-3 wurden die eingesetzten Plasmide
sequenziert, um die Sequenz auf Fehler zu Gberprifen. Hierbei wurde der Terminator Ready Reaction
Mix (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) eingesetzt. 0,5 ug DNA wurden mit 4 ul Puffer, 10 mM
Primer und 4 pl Terminator Ready Reaction Mix versetzt und die PCR wie folgt durchgefiihrt: 96°C fiir 1
Minute gefolgt von 25 Zyklen 96°C fiir 10 Sekunden, 55°C fiir 5 Sekunden, 60°C fiir 4 Minuten. Der Puffer
enthielt sowohl Didesoxynukleotide (ddNTP’s) als auch dNTP’s. Der Einbau von ddNTP’s wahrend der
DNA Amplifikation fuhrt zum Abbruch der Kettenverlangerung (Sanger et al., 1977). Aufgrund der
unterschiedlichen Fluoreszenmarkierung der vier ddNTP’s ist nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung der DNA-Amplifikate ein Riickschluss auf die DNA Sequenz moglich. Die 20 ul PCR Produkte
wurden durch Zugabe von 80 pl HPLC-Wasser, 10 pl Natriumacetatlosung (3M, pH 4,6) und 250 pl
Ethanol prazipitiert und mit 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 25 pl Formamid aufgenommen

und auf dem AbiPrism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) sequenziert. Die
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erhaltene Sequenz wurde mit Hilfe der Sofware Bioedit (Version 7.0.4.1) mit der vom Hersteller
angegebenen Plasmidsequenz verglichen.
Die Plasmidsequenzierung der sh-RNA Plasmide von TTC38 wurden von Herrn Michael Moll im Rahmen

seiner Masterarbeit unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler durchgefiihrt.

3.6.7 Transformation von E. coli

Vor der Transfektion der humanen Prostatakarzinomzelllinie PC-3 wurden die Plasmide vermehrt. Dies
erfolgte mit der Kombination aus Elektrotransformation von E. Coli, anschlieRender Fliissig (iber Nacht
Kultur der transformierten E. Coli und einer Plasmidisolation.

Die Transformation von E. Coli wurde mittels Elektroporation durchgefiihrt, da hier eine hohe
Transformationseffizienz von 10° transformierten Zellen pro pg DNA erreicht werden kann (Glick B,
1995). 40 -50 pl E. Coli JM 83 wurden mit 10 ng Plasmid-DNA versetzt und in eine sterile Kivette
Uberfihrt. Der Elektroschock erfolgte bei 2,5 kV. AnschlieRend wurden 400 — 500 pl SOC Medium zu den
Bakterien gegeben. Nach einer Inkubation von 1 Stunde bei 37°C wurden 1 pl der Lésungg auf LBamp

Platten (100 pug Ampicillin pro ml Medium) ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.6.8 Fliissig liber Nacht Kultur der transformierten E.coli

Zur Vermehrung der transformierten E. Coli JM 83 wurden eine Kolonie der {iber Nacht Kultur (siehe
Kapitel 3.6.7Transformation von E. coli) gepickt und steril in 10 ml flUssiges LBamp Medium (100 pg
Ampicillin pro ml Medium) Gberfihrt. Die Kultur wurde tber Nacht bei 37°C und 150 rpm im Unimax

1010 Schittler (Heidolph, Schwabach, Deutschland) inkubiert.

3.6.9 Plasmidisolation

Die Isolation der amplifizierten Plasmide aus E. Coli JM 83 erfolgte mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben. Die Zellen aus 100 ml Fliissig Uber Nacht Kultur
(Kapitel 3.6.8Flussig liber Nacht Kultur der transformierten E.coli) wurden bei 6.000 g fiir 15 Minuten bei
4°C sedimentiert. Die Zellen wurden in 10 ml Puffer P1 durch Vortexen vollstindig resuspendiert.
AnschlieBend wurden 10 ml Puffer P2 zugegeben und die Losung fiir 5 Minuten bei RT inkubiert. 10 ml
Puffer P3 wurden hinzugegeben. Der Ansatz wurde durch Vortexen gut gemischt und anschlieRend in
eine vorbereitete QIA Filter Cartridge Uberfiihrt. Wahrend der 10 minitigen Inkubation wurden die
QlAgen TIPs mit 1 ml Puffer QBT equillibriert. Das Lysat wurde anschlieBend durch das QIA Filter
Cartridge gedriickt und auf dieselbe Weise 3 x mit 15 ml Puffer QF gewaschen. Die Elution erfolgte mit
15 ml Puffer QF. Die eluierte DNA wurde durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol prazipitiert und bei
15.000 g fir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die prazipitierte DNA wurde mit 5ml 50% EtoH



78 Material und Methoden

gewaschen, fir 10 Minuten bei 15.000 g zentrifugiert und anschlieBend bei RT getrocknet. Nach
Aufnahme in steriles Wasser erfolgte die Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop (siehe Kapitel
3.6.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren (RNA und DNA)).

Transformation von E.coli, Fliissig Uber-Nacht Kultur dieser sowie die Plasmidisolation der TTC38 shRNA
Plasmide wurden von Herrn Michael Moll im Rahmen seiner Masterarbeit unter Anleitung von Frau

Cordelia Geisler durchgefihrt.

3.6.10 PCR zur Testung humaner Zelllinien auf Mykoplasmen

Die Testung der genutzten humanen Zelllinien auf Mykoplasmen erfolgte mit dem PCR Mycoplasma Test
Kit 1/C (Promokine, Heidelberg, Deutschland) nach Herstellerangaben. Ein Milliliter Mediums-Uberstand
der jweiligen 80-90% konfluenten Zellkulturen wurde bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren. Der
Mediumsiiberstand wurde bei 500 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
ReaktionsgefaR tiberfiihrt und bei 14.000 g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Ubrstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 100 pl DNA-freiem DEPC-Wasser aufgenommen. 22 ul Rehydrierungpuffer wurden
mit 1 pl Tag-Polymerase und 2 ul Probe gemischt und fir 5 Minuten bei RT inkubiert. Die PCR erfolgte
nach folgendem Programm:
1 Zyklus 95 °C fur 2 Minuten.
38 Zyklen 94 °C fur 30 sek.
55 °C fiir 30 sek.
72 °C fiir 40 sek.
AnschlieBend wurden die Proben auf 4°C heruntergekiihlt und mittels Agarosegelelktrophorese
aufgetrennt und visualisiert. Die PCR-Tests auf Mykoplasmen wurden alle 3 Monate von Frau Norina

Labude durchgefiihrt und ausgewertet. Eventuell kontaminierte Zellkulturen wurden verworfen.

3.6.11 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient dem Auftrennen von DNA Mokelilen nach ihrer GroRRe. Dabei
macht man sich die negative Ladung der DNA zu nutze. Die negativ geladenen DNA Molekiile wandern in
einem elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Ein engmaschiges Netz, wie z.B. ein Agarosegel,
wirkt dabei wie ein Sieb. Aufgrund dessen korreliert die Laufgeschwindigkeit umgekehrt proportional
mit dem Logarithmus der MolekiilgroRe. Eingesetzt wurden 0,8 - 3%ige Agarose, die in 1 x TBE Puffer
aufgekocht wurde. Nach dem Abkihlen auf 80°C wurde 1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel
ausgehartet. Die DNA wurde 1:4 mit 4-fach Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei 5 V/cm durchgefiihrt. Nach dem Ende der Elektrophorese konnte die DNA

durch Anregung mit 302 nm auf dem UV-Transilluminator als Bande im Gel sichtbar gemacht werden, da
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das zugesetzte Ethidiumbromid wahrend der Elektorphorese in die kleine Furche der DNA-Doppelhelix

interkalierte und bei 302 nm fluoreszierte.

3.7 Zellbiologische Methoden
3.7.1 Verwendete humane Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien und ihr Ursprungsgewebe sind in Tabelle 3.8
aufgelistet. Zum Ausschluss einer Mykoplasmeninfektion wurden alle verwendeten Zelllinien alle 3
Monte mittels Mykoplasmen-PCR (siehe Kapitel 3.6.11, PCR zur Testung humaner Zelllinien auf

Mykoplasmen) getestet.

Tabelle 3.8: Verwendete humane Zelllinien und ihr Ursprungsgewebe

Zelllinie Herkunftsorgan Herkunftsgewebe

PC-3 Prostata Adenokarzinom, Knochenmetastase

Dul45 Prostata Adenokarzinom, Gehirnmetastase

LnCap Prostata Karzinom, linker supraclavicularer Lymphknoten
MDA-MB-231 Brust Adenokarzinom, pleurale Effusion

HepG2 Leber Hepatozelluldres Karzinom

3.7.2 Auftau humaner Zelllinien

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zelllinien wurden unmittelbar nach Entnahme aus dem Stickstoff
im Wasserbad bei 37°C zligig aufgetaut. Die Zellsusppension wurde umgehend in 10 ml Medium
Uberfiihrt und bei 300 g fir 5 Minuten zentrifugiert um toxisches DMSO (Dimethylsulfoxid) vom
Einfrierprozess zu entfernen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 10 ml frischem Medium mit 20% FCS
aufgenommen. Das Medium mit den Zellen wurde in eine T75-Zellkulturflasche tberfihrt und bei 37°C

und 5% CO2 inkubiert.

3.7.3 Kultivierung humaner Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt um Kontaminationen zu vermeiden.
Die humanen Karzinomzelllinien wurden in den in Tabelle 3.9 aufgelisteten Medien kultiviert. Alle
verwendeten LOosungen, Medien und verwendete Gefdsse waren steril, wurden sterilisiert, steril

autoklaviert oder filtriert.
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Tabelle 3.9: Verwendete humane Zelllinien und Medien

Zelllinie Herkunftsorgan Grundmedium Zusatze

PC-3 Prostata RPMI 1640 +10% FCS

+ L-Glutamin (reinst, 5ml/500ml)
+ Penicillin 100U/ml

+ Streptomycin 10ug/ml

Dul145 Prostata RPMI 1640 +10% FCS

+ L-Glutamin (reinst, 5ml/500ml)
+ nicht-essentielle Aminosduren
+ Penicillin 100U/ml

+ Streptomycin 10ug/ml

LnCap Prostata RPMI 1640 +10% FCS

+ L-Glutamin (reinst, 5ml/500ml)
+ Penicillin 100U/ml

+ Streptomycin 10ug/ml
MDA-MB-231 Brust DMEM (low glucose) +10% FCS

(Dulbecco’s Modifies Eagle Medium) + L-Glutamin(reinst, 5ml/500ml)
+ Penicillin 100U/ml

+ Streptomycin 10pg/ml

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90% trypsiniert, gesplittet und in frischen T75-
Zellkulturflaschen weiter kultiviert. Hierzu wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen um
Mediumreste zu entfernen. AnschlieRend wurden 3 ml 0,25% Trypsin-EDTA (Gibco, Invitrogen, Carlsbad,
CA) auf die Zellen einer T75-Zellkulturflasche gegeben. Bei kleineren Kultivierungsgefassen wurden
entsprechend angepasste Mengen Trypsin-EDTA Losung verwendet. Trypsin baute hierbei die
Adhéasionsproteine der Zellen ab, wahrend EDTA die zur Adhédsion bendtigten 2-wertigen Kationen
komplexiert. Nach dem vollstindigen Ablésen der Zellen nach ca. 3-5 Minuten (Kontrolle im
Lichtmikroskop) wurde die Trypsin-Reaktion mit 3 ml Medium abgestoppt und die Lésung in ein
Reaktionsgefdss tberfihrt. Die Zellen wurden bei 300 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und das Zellpellet
anschlieRend in 10 ml Medium resuspendiert. Die Zellen wurden im Verhéltnis 1:20 (bei Bedarf auch in
hoheren Konzentrationen) neu ausgesat. Verbrauchtes Medium wurde zweimal pro Woche durch
frisches Medium ersetzt. Fur samtliche durchgefiihrte Zellkulturassays wurden Zellen mit einer
Konfluenz von max 70% verwendet, da die Zellen bei hoheren Dichten nicht mehr exponentiell wachsen
und ihr Expressionsprofil und Verhalten bereits verandern.

Die Kultivierung der humanen Zelllinien wurde teilweise u.a. von Herrn Michael Moll im Rahmen seiner
Masterarbeit und Herrn Benedikt George im Rahmen seiner Bachelorarbeit jeweils unter Anleitung von

Frau Cordelia Geisler durchgefiihrt.

3.7.4 Kryokonservierung humaner Zelllinien

Um Zelllinien dauerhaft ohne Veranderung ihrer Eigenschaften zu lagern, wurden sie in fllssigem
Stickstoff eingefroren. Hierzu wurden die Zellen einer T75er-Zellkulturflasche zunéchst trypsiniert (siehe
Kapitel 3.7.3 Kultivierung humaner Zelllinien) und anschlieRend in 3 ml kaltem Kulturmedium mit 10%

DMSO aufgenommen. DMSO diente als Frostschutzmittel und verhinderte die Bildung von Kristallen,



Material und Methoden 81

welche die Zellen beim Einfrierprozess schadigen wiirden. Die Zellsuspension wurde ziigig auf drei
Kryokonservierungsgefasse aufgeteilt. Die Zellen wurden im Stickstoffdampf eines Einfriergerates
(NICOOL LM10, Air Liquide) fiir 60 Minuten eingefroren und anschlieBend in Stickstofftanks gelagert.

Die Kryokonservierung der humanen Zelllinien wurde teilweise von Herrn Michael Moll im Rahmen
seiner Masterarbeit und Herrn Benedikt George im Rahmen seiner Bachelorarbeit jeweils unter

Anleitung von Frau Cordelia Geisler durchgefiihrt.

3.7.5 Zellzahlbestimmung mittels Casy

Fiir samtliche durchgefiirte Zellkulturassays war zunachst eine Zellzahlbestimmung nétig. Diese diente
dem Aussden der Zellen in einer bestimmten Dichte, die zum einen fir optimale
Wachstumsbedingungen sorgte und zum anderen eine Vergleichbarkeit der Assays zulieR. Vor dem
Zahlen der Zellen wurden diese trypsiniert (siehe Kapitel 3.7.3 Kultivierung humaner Zelllinien) und in 10
ml Medium resuspendiert. 100 pl dieser Losung wurden entnommen und in 9,9 ml Elektrolytpuffer
Casy®ton aufgenommen. Diese Losung wurde von einer Kapillare des Casy 1 TT Zellzdhlgerates (Scharfe-
System GmbH, Reutlingen) aufgezogen und durch ein elektrisches Feld zwischen zwei Platinelektroden
geleitet. Beim Durchtritt der Zellen durch das elektrische Feld kommt es zur messbaren Anderung des
Widerstandes. Die GroRe der Anderung spiegelt dabei die Zellgrésse wider, die Anzahl der
Wiederstandandsanderungen die Zellzahl. Somit ist eine Diskriminierung von Zelltrimmern, toten Zellen
und lebenden Zellen moglich. Die Zellen konnten aufgrund der Messergebnisse in der benotigten

Konzentration verdiinnt werden und fir die Zellkulturassays eingesetzt werden.

3.7.6 Stabile Transfektion der humanen Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Um die Funktionen von TTC38 im Zellkontext und ihren Einfluss auf das karzinogene Geschehen zu
analysieren, waren addquate Modelle notig. Zelllinien stellen solche addquaten Zellkulturmodelle dar.
Sie sind eine leicht verfligbare Quelle, die den jeweilgen Tumorsubtyp reprasentieren kénnen (Neve et
al., 2006). Da das Zellkulturmodell {iber einen ldngeren Zeitraum ein stabiles System zur funktionellen
Analyse darstellen muss, wurde die Technik der stabilen Transkfektion gewahlt. Hierbei wurden die
Zellen stabil mit dem jeweilgen Zielgenen bzw. der entsprechenden shRNA transfiziert.

Fiir ein adaquates Zellkulturmodell standen die humanen Prostatakarzinomzelllinien Du145 und PC-3 zur
Auswahl. Aufgrund der TTC38 Expressionsergebnisse der beiden Zelllinien (siehe Kapitel 4.6.3.1
Funktionelle in vitro Charakterisierung der TTC38 Transfektanden), wurde zunachst Dul45 als
Zellkulturmodell fiir die stabile TTC38 Uberexpression gewahlt. Da hier eine erfolgreiche TTC38

Uberexpression nicht moglich war, wurde im néchsten Schritt PC-3 als Zellkulturmodell fiir den stabilen
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TTC38 Knockout gewahlt. Spater wurde vergleichend aus dieser Zelllinie noch ein Zellkulturmodel fiir die

TTC38 Uberexpression etabliert. Die verwendeten Vektoren sind in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Verwendete Vektoren fiir den TTC38 Knockdown und die TTC38 Uberexpression in der humanen
Prostatakarzinomzelllinie PC-3. A) Vektorkarte des shRNA Plasmides pGeneClip™ (Promega, Madison, WI, USA) zur
Herstellung stabiler TTC38 knockdown Klone. Der Vektor enthalt den Ul-Promotor unterhalb dessen die shRNA-
Sequenz eingefigt wird, ein Neomycin-Resistenzgen zur Selektion der stabilen Transfektanten und ein
Ampizillinresistenzgen zur Selektion transformierter E. Coli. (Quelle: http://www.promega.com/~/pdf
/products/rna-analysis/rna-interference/geneclip-ul-hairpin-cloning-systems/, Promega (Madison, WI, USA)) B)
Vektorkarte des Vektors pCMV6-AC (OriGene Technologies, Rockville, MD, USA) zur Herstellung der stabilen TTC38
Uberexpressionsklone. Der Vektor enthilt einen CMV-Promotor, eine Neomycinresistenz zur Selektion der stabilen
Transfektanden, sowie ein Ampizillinresistenzgen zur Selektion transformierter E. coli. (Quelle: www.
http://www.origene.com/destination_vector/PS$100020.aspx, OriGene Technologies (Rockville, MD, USA)).

Fir den TTC38 Knockdown standen vier verschiedene Plasmide zur Verfligung (Tabelle 3.10). Alle vier
Plasmide wurden einmal getrennt und einmal als Mix aus allen Plasmiden transfiziert und die
Transfektionseffizienz spater mittels Real-time PCR Uberprift. Zur Kontrolle diente ein Plasmid, welches

,scrambled” shRNA enthielt, die gegen kein Gen eines Organismus gerichtet ist.

Tabelle 3.10: Eingesetzte shRNA Sequenzen zum Knockdown der TTC38 Expression in der Prostatakarzinomzelllinie
PC-3

Plasmid shRNA-Sequenz

Rot (Knockdown) gtgaagacaatggtggagatttcttcctgtcaaaatctccaccattgtcttcact
Gelb (Knockdown) gcactgggctttatatctgattcttcctgtcaaatcagatataaageccagtget
Grin (Knockdown) gtcttcaaccagctgetgattcttectgtcaaatcageagetggttgaagacct
Blau (Knockdown) gagattctgttgctcgaatttcttcctgtcaaaattcgagcaacagaatctect

Weil} (Kontrolle) ggaatctcattcgatgcataccttcctgtcagtatgcatcgaatgagat



Material und Methoden 83

G418 und Puromycin Konzentrationsbestimmungen

Um stabil transfizierte Klone herstellen zu kénnen, ist es notig, die Zellen, die ein Plasmid erfolgreich
integriert haben, von denen zu selektieren, die kein Plasmid integriert haben. Hierzu wurden
Selektivantibiotika eingesetzt. Fiir die Vektoren pGeneClip™ (Promega, Madison, WI, USA) und pCMV6-
AC (OriGene Technologies, Rockville, MD, USA) wurde zur Herstellung stabiler TTC38 Uberexpressions-
bzw. Knockouttransfektanden G418 als Selektivum eingesetzt. Vor der eigentlichen Transfeketion
mussten die optimalen Konzentrationen des Selektivmediums identifiziert werden. Hierzu wurden 3 x
10° Zellen pro Well einer 6-Wellschale ausgesit und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Es folgte ein
Mediumwechsel und die Zugabe der entsprechenden Antibiotikakonzentrationen 0 pug/mL, 200 pg/mL,
250 pg/mL, 300 pg/mL, 350 pg/mL, 400 pg/mL, 450 pg/mL, 500 pg/mL und 1000 pg/mL fir G418 und O
pg/mL, 0,04 pg/mL, 0,08 ug/mL, 0,14 pg/mL, 0,21 pug/mL, 0,41 pg/mL, 1,02 ug/mL, 2,05 pg/mL und 3,07
pg/mL fur Puromycin. Jede Konzentration wurde im Doppelansatz ausgetestet. Alle 2-3 Tage wurde das
Medium gewechselt und durch frisches Medium und Antibiotika ersetzt. Die niedrigste
Antibiotikakonzentration, bei der nach 7-10 Tagen alle Wildtypzellen abgestorben waren, wurde als

Selektionskonzentration gewahilt.

Durchfiihrung der stabilen Transfektion

Es wurden 3 x 10° Zellen in 6-Well Schalen ausgesat und fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Bei einer
Konfluenz von 80% erfolgte die Transfektion mit dem Transfektionsreagenz FUGENE HD (Promega,
Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben. Hierzu wurden fir alle verwendeten Plasmide

verschiedenen Ratios Transfektionreagenz:DNA eingesetzt (sieheTabelle 3.11).

Tabelle 3.11: Ratio von serumfreiem Medium (SFM), Fugene HD und Plasmid-DNA fiir die Transfektion der
humanen Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Well SFM (pl) Fugene HD (ul) DNA (ug) Funktion

A 100 0 0 Zellkontrolle

B 94 6 0 Toxizitatskontrolle Fugene HD
C 100 0 1 Toxizitatskontrolle Plasmid

D 97 3 1 Transfektion (3:1)

E 97 3 2 Transfektion (3:2)

F 94 6 1 Transfektion (6:1)

Das SFM (serumfreie Medium) wurde vorgelegt. Nach Zugabe von Transfektionsreagenz und DNA
erfolgte eine 30 mindtige Inkubation. In dieser Zeit bildeten sich die Liposomen, die die Transfektion
vermitteln: Die negativ geladenen Vektoren DNA bildeten mit den positiv geladenen Liposomen des
Transfketionsreagenz einen Komplex, der wiederum mit der Zellmembran verschmelzen konnte und
somit die DNA in die Zelle einbrachte (Lottspeich, 2008). Nach Zugabe der Transfektionsldsung zu den
Zellen wurden diese fiir 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. AnschlieBend wurden die Anséatze B)
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und C), die der Toxizitdtskontrolle dienten, verworfen. Die Zellen der Ansdtze A, D, E und F wurden
trypsiniert und in Verdinnungsreihen 1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:5000 und 1:10000
in 10 cm Petrischalen ausgesdt. Nach einer Inkubation von 24 Stunden erfogte die Zugabe des
Selektivums in der zuvor bestimmten Konzentration. Die Zellen wurden fir 10-14 Tage unter
Selektionsdruck inkubiert bis alle Wildtypzellen unter dem Selektionsdruck gestorben waren.

Zur Isolation von Einzelklonen wurden mit Silikonpaste eingefettete Klonierungsringe verwendet. Diese
wurden um die Einzelkolonien befestigt. Hierin fand anschlieRend die Trypsinierung der Einzelkolonien
(siehe Kapitel 3.7.3 Kultivierung humaner Zelllinien) statt. Die einzelnen Kolonien wurden in 96-Well
Schalen umgesetzt und mit konditioniertem Medium (% frisches Medium + % strilfiltriertes Medium von
PC-3 Wildtypzellen) inkubiert. Jeweils bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen trypsiniert und
in das nachst groBRere Kulivierungsgefass (48-, 24-, 12-, 6 well, T25-, T75-Zellkulturflasche) tberfihrt. Bis
zum Wachstum der Zellen in 6-Well Platten wurde konditioniertes Medium verwendet, anschlieffend
wurden die Zellen in normalem Zellkulturmedium weiter kultiviert.

Die Herstellung der TTC38 knockdown Klone erfolgt durch Herrn Michael Moll im Rahmen seiner

Masterarbeit unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler.

3.7.7 Fuktionelle in vitro Experimente
3.7.7.1 XTT-Assay

Das Wachstumsverhalten der Zellen wurde mittels XTT Cell Proliferation Kit Il (Roche, Mannheim,
Deutschland) nach Herstellerangaben untersucht. Der Assay beruht auf dem Prinzip der Umwandlung
des Tetratzolium Derivates XTT 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
((phenylaMinuteno)carbonyl-2H-tetrazoliumhydroxid) zu  Formazansalz durch die  Aktivitat
mitochondrialer Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen (Berridge et al., 2005). Formazansalz
farbt das Medium der Zellen gelb und absorbiert Licht bei einer Wellenlange von 450 — 500 nm. Dies
konnte im ELISA Reader gemessen werden. Als Referenz dienten Messungen bei einer Wellenlange von
650 nm.

Zur Durchfiihrung des Assays wurden 300 - 500 Zellen je Well einer 96-Wellplatte fiir die verschiedenen
Messzeitpunkte (Tag 0 - Tag 7) ausgesat. Am Tag der Messung wurde das Medium der Zellen
gewechselt. AnschlieBend wurden 50 pl XTT Reagenz mit 1 ul Elektronenentkopplungreagenz aktiviert
und dem Well einer 96-Well Schale zugesetzt. Die Zellen wurden bei 37° C und 5% CO; inkubiert. Nach 4
Stunden erfolgte die Messung am ELISA Reader Infinite M200 (Tecan, Mannedorf, Schweiz). Alle

Messungen erfolgten im 6-fach Ansatz.
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XTT-Assay wurden teilweise von Herrn Michael Moll im Rahmen seiner Masterarbeit und Herrn Benedikt
George im Rahmen seiner Bachelorarbeit jeweils unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler

durchgefihrt.

3.7.7.2 Kolonienbildungstest (Colony Formation Assay)

Mit dem Kolonienbildungstest (Colony Formation Assay) werden das Kolonienbildungsvermdgen
einzelner Zellen und das wachstumsverhalten der Zellen lber einen ldngeren Zeitraum untersucht.
Hierbei spielen Migration, Proliferation und die Vitalitat der Zellen eine Rolle. Weiterhin lasst sich die
Morphologie der aus einer einzelnen Zelle entstandenen Kolonie analysieren.

Zur Durchflirhung der Kolonienbildungstests wurden 500 bzw. 1.000 Zellen im 3-fach Ansatz in 6-Well
Platten mit 2 ml Medium fir 12-14 Tage inkubiert. Das Medium (im Falle stabiler Transfektanden mit
Selektivum G418 bzw. Puromycin) wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Nach 10-14 Tagen wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und mit Kristallviolettlosung (0,25% Kristallviolett in 80 % Methanol, 10 %
Formaldehyde und 10% Aqua bidest) fixiert und gefarbt. Nach 30 mindtiger Inkubation wurden die
Zellen viermal mit Aqua Bidest gewaschen und anschlieBRend bei RT getrocknet. Die Assays wurden
fotographiert und mit der Software Image Quant TL v2003.02 (Amersham Biosciences, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) densitometrisch ausgewertet.

Kolonienbildungstests wurde teilweise von Herrn Michael Moll im Rahmen seiner Masterarbeit und
Herrn Benedikt George im Rahmen seiner Bachelorarbeit jeweils unter Anleitung von Frau Cordelia

Geisler durchgefiihrt.

3.7.7.3 Wundheilungsassay (Scratch Assay)

Um das Migrationsverhalten von Zellen zu untersuchen wurde ein so genannter Wundheilungsassy
(Scratch Assay) durchgefiihrt (Sahai, 2005). Fir diese Untersuchungen wurden 400.000 Zellen pro Well
einer 6-Well Schale ausgesat und fiir 36 Stunden bei 37° C und 5% CO; inkubiert. Anschliefend wurde
bei einer Konfluenz von 100% mit einer sterilen Pipettenspitze ein Kratzer (Scratch) durch den Zellrasen
gezogen. Alternativ zum Ziehen eines Scratches mit einer sterilen Pipettenspitze wurden je 12.500 Zellen
pro Halfte einer Kammer eines Silikon-Inserts inkubiert und diese nach 36 Stunden Inkubation entfernt.
Abgeldste Zellen wurden durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Der Scratch im Zellrasen wurde
bis zum Zuwachsen der Zellen in regelmaRigen Zeitabstanden fotografiert und der Zeitpunkt des
Zuwachsens fiir jeden Zellklon bestimmt. Alles Assays wurden im 3-fach Ansatz durchgefiihrt.

Wundheilungsassays wurden teilweise von Herrn Michael Moll im Rahmen seiner Masterarbeit und
Herrn Benedikt George im Rahmen seiner Bachelorarbeit jeweils unter Anleitung von Frau Cordelia

Geisler durchgefiihrt.
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3.7.7.4 Boyden Chamber Invasionsassay

Das Invasionsverhalten der Zellen wurde mit einem Boyden Chamber Invasionsassy durchgefiihrt.
Hierbei wurden die Zellen lber einen Zeitraum von 24 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen trypsiniert und 5 x 10* Zellen in die obere Kammer der BD BioCoat
Growth Factor Reduced MATRIGEL Invasion Chamber (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) liberfihrt. Die
Zellen wurden in 500 pl Serum freiem Medium fiir 72 Stunden inkubiert, wahrend die untere Kammer
der Boyden Chamber mit 750 pl serumhaltigem Medium aufgefillt wurde. Wahrend der Inkubation
diente das fotale Kalberserum (FCS) als Chemoattractance. Die Zellen invadieren daher durch die 8 um
grofRen, mit Matrigel beschichteten Poren der Boyden Chamber hin zum FCS. Das Matrigel simulierte bei
diesem Aufbau die Basalmembran, wahrend die Poren die Hirde, die die Zellen bei der Intravasation
liberwinden mussten, simulierten. Durch Matrigel und Poren mussten die Zellen hindurch invadieren,
bevor sie die als Chemoattractance dienende mit serum-haltigem Medium gefiillte untere Kammer der
Boyden Chamber erreichten. Nach der Inkubation konnte die Anzahl der migrierten Zellen durch
Fixierung und Farbung der in die untere Kammer gelangten Zellen bestimmt werden. Hierzu wurden die
Zellen in PBS gewaschen und mit einer 1%igen Kristallviolettldsung (1% Kristallviolett in 80 % Methanol,
10 % Formaldehyd und 10% Aqua Bidest) fixiert und gefarbt. Vor Fixierung und Farbung der Zellen
wurde das Matrigel mit einem sterilen Wattestdbchen entfernt.

Boyden Chamber Invasionsassays wurden teilweise von Herrn Benedikt George im Rahmen seiner

Bachelorarbeit durchgefihrt.

3.8 Statistische und bioinformatische Methoden
3.8.1 Statistische Analysen mit SPSS

Statistische Analysen wurden mit dem Programm SPSS Version 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA)
durchgefihrt. Statistische Signifikanz war immer definiert ab einem p-Wert < 0.05. Die Unterschiede in
der Proteinexpression von zwei Gruppen wurden mittels eines zweiseitigen, nicht-parametrischen
Mann- Whitney U-Tests ermittelt. Univariate Uberlebensanalysen von Patienten in Abhiangigkeit von
klinikopathologischen und immunohistochemischen Faktoren wurden nach der Methode von Kaplan-
Meier berechnet, wobei die Signifikanz der Funktion mittels Log-Rank Statistik ermittelt wurde. Rezidiv-
freies Uberleben war definiert als Zeitintervall zwischen Prostatektomie und dem Auftreten eines PSA-
Rezidivs. Sie wurde zensoriert fir Patienten ohne PSA-Anstieg > 0,2 ng/ml beim letzten klinischen
Kontakt. Korrelationskoeffizienten zwischen verschiedenen klinikopthologischen Parametern und
immunhistochemischen Ergebnissen innerhalb der Patientenkollektive wurden nach Pearson berechnet

und zweiseitig auf Signifikanz (definiert als p<0,05) getestet.
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3.8.2 Ingenuity Pathway Analysen (IPA)

Die Einordnung der mittels 2D-DIGE und Massenspektrometrie zwischen tumorfreiem Gewebe und
Prostatakarzinomen sowie zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteinen
in Netzwerke und mogliche Signalwege erfolgte mit der Software Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®,
QIAGEN Redwood City, www. giagen.com/ingenuity, Redwood City, CA, USA). Core Analysen wurden mit
folgenden Einstellungen durchgefiihrt: Referenzset war die ,,Ingenuity Knowledge Base (Genes only)” fiir
direkte und indirekte Beziehungen. Das Confidence Intervall wurde auf ,experimentally observed”
gesetzt. Als Spezies wurden humanes Gewebe und Zelllinien zugelassen. Die Analysen der mittels LC-MS
identifzierten deregulierten Proteine zwischen verschiedenen TTC38 Uberexpressions- und Knockdown-

Klonen sowie den dazugehorigen Kontrollen wurden analog wie beschrieben durchgefiihrt.
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4  Ergebnisse
4.1 Identifikation potentieller neuer Biomarker fiir das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist eine sehr heterogene und multifokale Erkrankung, an der jedes Jahr alleine in
Deutschland Uber 12.000 Patienten versterben. Zuverldssige Marker zum Screenen auf ein
Prostatakarzinom sind zurzeit nicht vorhanden. Bei der Prostatakarzinom-Diagnosestellung an sich
lautet eine der wichtigsten Fragen, ob der Patient ein Rezidiv entwickeln wird oder nicht. Zum heutigen
Zeitpunkt lasst sich diese Frage bei der Diagnosestellung anhand verwendeter pra- und postoperativer
Nomogramme mit Treffsicherheit einer von 70% — max. 85% nicht befriedigend beantworten (Hinev et
al.,, 2011; Guazzoni et al., 2011). Daher werden dringend neue Biomarker bendétigt, die bereits zum
Diagnosezeitpunkt das Rezidivrisiko eines jeden Patienten angeben koénnen. In dieser Studie sollten
daher solche neuen potentiellen Biomarker fiir das (rezidivierende) Prostatakarzinom identifiziert

werden.

4.1.1 Vorversuche an Prostatektomieproben von sechs Prostatakarzinompatienten zur Etablierung

der 2D-DIGE

Vor der Durchfliihrung der eigentlichen Hauptstudie galt es die Methode der 2-dimensionalen Difference
in Gel Electrophoresis (2D-DIGE) am vorliegenden Prostatagewebe zu validieren. In den hierzu
durchgefiihrten 12 Vorexperimenten wurde eine Menge von 2,5 ug fiir den internen Standard und eine
Fliche von 4 mm? eines 14 um kryokonserviertem Gewebeschnitts mit mindestens 80%igem
Drisenanteil als optimal identifiziert. Unter den zur Verfligung stehenden Zellaufschlussmethoden
(Ultraschallbad, Ultraschallstab, Morser und Disruption mittels Glaskiigelchen), welche in acht weiteren
Vorversuchen untersucht wurden, stellte sich der Aufschluss mit Glaskiigelchen als die erfolgreichste
Methode heraus, bei der die in anschlieRenden 2D-DIGE Analysen die meisten Spots detektiert werden
konnten (Daten nicht gezeigt). Weiter wurde Uberprift, ob die Methode fiir die bestehende
Fragestellung geeignet ist. Hierzu wurden zunidchst Prostatektomieproben von drei
Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv und vier Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv
mikrodissektiert. Zusatzlich wurden drei tumorfreie Prostatektomieproben mikrodissektiert. Die Proben
wurden anschlieBend mittels 2D-DIGE analysiert. Nach dem Scannen der Gele erfolgte die Auswertung
mit dem Programm Delta2D von Decodon. Eine Hauptkomponentenanalyse (Principal component
analysis, PCA) zeigte dabei, dass sich Prostatektomieproben von Patienten mit und ohne Rezidiv und

tumorfreie Prostatektomieproben grundsétzlich voneinander unterscheiden lassen (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der 2D-DIGE Analyse von drei Prostatektomieproben von
Patienten mit Rezidiv (rot), vier Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv (griin) und drei tumorfreien
Prostatektomieproben (blau). Die verschiedenen Prostatektomieproben lassen sich mittels PCA voneinander
unterscheiden.

Weiterhin konnten mit der 2D-DIGE 12 Proteinspots in Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv
als herauf- und 15 Proteinspots als herabreguliert gefunden werden, im Vergleich zu den Proben von
Patienten ohne Rezidiv (Abbildung 4.2). Zwischen Tumoren mit Rezidiv und den tumorfreien Proben
konnten 36 differentiell exprimierte Proteinspots detektiert werden. Hiervon waren 18 Spots in den
Proben von Patienten mit Rezidiv herauf- und 18 Spots in den Proben von Patienten ohne Tumor
herunterreguliert. Weiterhin waren sieben Proteinspots in Prostatektomieproben von Patienten ohne

Rezidiv im Vergleich zu den tumorfreien Proben herauf- und 19 Spots herunterreguliert.
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Abbildung 4.2: Vorversuche der 2D-DIGE Analysen von drei Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und
drei Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv. A) Differentiell exprimierte Proteine dargestellt in einer
Uberlagerung von je einem reprisentativen Gel einer Prostatektomieprobe eines Patienten mit (griin) und eines
Patienten ohne Rezidiv (rot) (generiert mit der Delta2D Software, Decodon). B) und C) 2D-DIGE Gele von
Prostatektomieproben von Patienten mit (B) und ohne (C) Rezidiv.
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Diese als differentiell exprimiert gefundenen Proteinspots zwischen Prostatektomieproben von
Patienten mit und ohne Rezidiv wurden in einem nachsten Schritt aus einem Silber geférbten
praparativen Gel (500 pg Protein) ausgestochen, entfarbt, tryptisch verdaut und am
Massenspektrometer “Ultraflextreme” (Bruker Daltonic, Bremen, Deutschland) identifiziert (Tabelle

4.1).

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der zwischen Prostatekomieproben mit und ohne Rezidiv differentiell regulierten
Spots der Vorversuche der 2D-DIGE, identifiziert mittels MALDI-TOF-MS. Positive Ratios sind hochreguliert in
Tumoren mit Rezidiv im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv. Zur statistischen Analyse wurde ein nicht-
parametrischer Wilcoxon-Mann-Whitney Test durchgefihrt.

Spotname Protein Ratio p-Wert | pl MwW Sec;z%C]ov. “g::::t
ALD Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial 2,483 0,050 6,9 | 56,346 27 69
VCL Vinculin 2,950 0,039 5,3 | 123,722 27 157

MYH11 Myosin-11 3,233 0,004 5,2 | 227,199 13 118
VCL Vinculin 2,584 0,024 5,3 | 123,722 14 74
PDIA4 Protein disulfide-isomerase A4 2,317 0,044 4,6 72,887 16 65
ACPP Prostatic acid phosphatise 2,025 0,045 6,1 | 44,537 32 97
KRT1 Keratin, type Il cytoskeletal 1 -3,959 0,020 | 8,5 | 65,999 21 79
COL6A2 Collagen alpha-1(VI) chain -2,031 0,017 6,1 | 108,512 13 100
HIBCH 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial | -4,594 0,046 8,3 | 43,454 27 89
HSPA1 Heat shock protein 70 kDa 1A/1B 3,072 0,028 5,3 | 70,052 21 78

MW = Molekulargewicht, pl-Value = isoelektrischer Punkt der Proteine, Seq. Cov = Sequenzcoverage, Sequenzabdeckung der Proteine

Durch diese Vorversuche konnte gezeigt werden, dass es prinzipiell moglich ist, neue potentielle
Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom mittels 2D-DIGE und Massenspektrometrie zu

identifizieren. Folglich wurde die Hauptanalyse von Prostatektomieproben angeschlossen.

4.1.2 Analyse von Prostatakarzinomproben mittels 2-dimensionaler Differences in Gel

Electrophoresis (2D-DIGE)

Nachdem die Methode der 2D-DIGE in der Vorstudie etabliert wurde und gezeigt werden konnte, dass

die Methode zur Identifikation neuer potentieller Biomarker fir das rezidivierende Prostatakarzinom
geeignet ist, erfolgte die Durchfiihrung der eigentlichen Hauptstudie. Auf der Suche nach neuen
Biomarkern fiir das rezidivierende Prostatakarzinom wurden 12 Prostatektomieproben von
Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, 11 Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und 14
tumorfreie Prostatektomieproben mittels 2D-DIGE analysiert. Hierbei wurden nur Proben von so weit
moglich Alters, Gleason-Score, TNM-Stadium und R-Statusangeglichenen Patienten verwendet.
Patienten, die vor der Prostatektomie eine neoadjuvante Therapie erhalten hatten, wurden von dieser

Studie ausgeschlossen. Die Prostatektomieproben wurden von den Urologien der Universitatskliniken
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Aachen und Dresden zur Verfligung gestellt. Die kryokonservierten Proben wurden mikrodissektiert und
das Protein aus 4 mm? eines 14 pum dicken Schnittes mit einem Driisenanteil von mindestens 80%
(korrespondierend zu 2,5 ug Standard) isoliert. Die Proteinexpression wurde mittels der 2D-Difference in
Gel Electrophoresis (2D-DIGE) Technik analysiert. Nach dem Scannen der Gele erfolgte eine
softwaregestiitzte Auswertung mit der Software Delta 2D (Decodon). Hierbei konnten 1.000
Proteinspots detektiert werden. In einer Hauptkomponenten-Analyse (“Principal Component Analysis”,
PCA) ermoglichten die detektierten Spots eine Trennung der Prostatakarzinome von Patienten ohne
Rezidiv und den Proben von Patienten mit Rezidiv. Auch eine Trennung von tumorfreien und
tumorhaltigen Proben war mit Hilfe der PCA weitgehend moglich (Abbildung 4.3). Daher konnte im

nachsten Schritt nach differentiell exprimierten Proteinspots gesucht werden.

Abbildung 4.3: Hauptkomponentenanalyse der in der 2D-DIGE verwenden Prostatektomieproben. A)
Hauptkomponentenanalyse der Prostatektomieproben der rezidivierenden Prostatakarzinome (griin) gegen die
Prostatektomieproben der nicht-rezidivierenden Prostatakarzinome (rot). B) Hauptkomponentenanalyse von
Prostatagewebeproben mit (rot) und ohne Karzinom (griin).

Von den 1.000 detektierten Proteinspots waren 37 Proteine in den tumorhaltigen
Prostatakarzinomproben (Gesamtzahl der Prostatektomieproben mit und ohne Rezidiv) heraufreguliert.
27 Proteine waren im Tumorgewebe herunterreguliert, im Vergleich zu den tumorfreien Proben
(Abbildung 4.4). In Prostatakarzinomen mit Rezidiv waren 23 Proteinspots herunterreguliert und 13
Proteinspots heraufreguliert im Vergleich zu den Prostatakarzinomproben von Patienten ohne Rezidiv.
Die Tabelle 7.14 und Tabelle 7.15 im Anhang geben die Expressionsunterschiede und Signifikanzen der
spater mittels MS identifizierten Spots an.

Alle in der 2D-DIGE als differentiell exprimiert gefundenen Proteine wurden anschlieRend mittels

Massenspektrometrie identifiziert (Abbildung 4.4 und Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.4: 2D-DIGE Analyse von 23 Prostatektomieproben von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv und
ohne Rezidiv und 14 korrespondierenden tumorfreien Prostatektomieproben. A) Differentiell exprimierte
Proteine dargestellt in einer Uberlagerung eines Gels einer Prostatakarzinomprobe (rot) und tumorfreiem
Gewebe (grin) (generiert mit der Delta2D Software, Decodon). B) und C) 2D-DIGE Gele -einer
Prostatakarzinomprobe (B) und einer tumorfreien Gewebeprobe (C).

Down 01

s |

Down 10 _ 4
N IR

! 'T\\ » ‘ -. ‘D/ownos

Down 02

.. ' m‘ Down 03

Up oi.

Abbildung 4.5: 2D-DIGE Analyse von elf Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und zwolf
Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv. A) Differentiell exprimierte Proteine dargestellt in einer
Uberlagerung von einem Gel einer Prostatektomieprobe eines Patienten mit (griin) und eines Patienten ohne
Rezidiv (rot) (generiert mit der Delta2D Software, Decodon). B) und C) 2D-DIGE Gele von Prostatektomieproben
von Patienten mit (B) und ohne (C) Rezidiv.
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4.1.3 Identifikation differentiell exprimierter Proteine mittels Massenspektrometrie (MS)

Proteinspots, die in der 2D-DIGE Analyse entweder zwischen tumorfreiem Gewebe und Tumoren oder
zwischen Proben von rezidivierenden Prostatakarzinomen im Vergleich zu den nicht-rezidivierenden
Proben differentiell exprimiert waren, wurden mittels MS identifiziert. Hierzu wurden die Proteinspots
aus einem praparativen Silbergel mit 500 ug Protein ausgestochen, entfarbt und tryptisch verdaut. Die
Identifikation der Proteine aus den ausgestochenen Proteinspots erfolgte zundchst mittels , Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight* (MALDI-TOF) und Tandem Massenspektrometrie
(MS/MS) auf dem Bruker Massenspektrometer “Ultraflextreme” am DWI in Aachen. Proteinspots, bei
denen eine Identifikation mittels MALDI-TOF und MS/MS z.B. aufgrund einer zu geringen Proteinmenge
nicht moglich war, wurden mittels Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) auf eine LTQ
Orbitrap Velos (Thermo Scientific, San Jose, USA) bzw. einer LTQ Velos Pro (Thermo Scientific, San Jose,
USA) oder einem MaXis 4G (Bruker Daltonic, Bremen, Deutschland) am Medizinischen Proteom-Center
in Bochum identifiziert (siehe Tabelle 7.16 und Tabelle 7.17 im Anhang).

Mit diesen Analysemethoden konnten 10 Proteine als potentielle Biomarker fiir das Prostatakarzinom
identifiziert werden (Tabelle 4.2). Weiterhin konnten 31 potentielle Biomarker zur Stratifizierung der

rezidivierenden Prostatakarzinome identifiziert werden (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.2: Identifikation potentieller Biomarker fir das Prostatakarzinom. Dargestellt sind alle zwischen
Prostatakarzinomen und tumorfreiem Gewebe in der 2D-DIGE differentiell exprimierten und mittels MS
identifizierten Proteine. Proteine mit einer positiven Ratio sind in Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreien
Proben heraufreguliert, Proteine mit einer negativen Ratio sind entsprechend herunterreguliert.

Ratio p-Wert p-Wert

Spot Acc. Nr Protein Name Tfvs Tu (T-Test) (U-Test)

Tfvs Tu Tfvs Tu
down 01 | P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 -21,8 0,043 0,035
down 05 | P17661 Desmin -15,7 0,156 0,024
down 06 |P17661 | Desmin -9,1 0,085 0,009
down 04 |P17661 Desmin -3,8 0,037 0,012
down 09 | P09493 | Tropomyosin alpha-1 chain -2,9 0,035 0,042
down 10 | P09493 Tropomyosin alpha-1 chain -2,9 0,009 0,020
down 08 | P09493 Tropomyosin alpha-1 chain -2,8 0,010 0,019
down 07 | P12277 Creatine kinase B-type -2,7 0,045 0,009
down 11 | Q05682 | Caldesmon -2,2 0,115 0,026
down 02 | P08670 Vimentin -1,7 0,053 0,024
down 03 | P17661 Desmin -1,6 0,039 0,110
up 01 COEA1 Collagen alpha-1(XIV) chain 2,4 0,104 0,042
up 03 * ANXAS5 Annexin A5 3,7 0,038 0,033
A1BG Alpha-1B-glycoprotein 3,7 0,038 0,033
P04217 | Alpha-1B-glycoprotein 3,7 0,038 0,033
up 02 TCPA T-complex protein 1 subunit alpha 46,7 0,405 0,049

* = Mix; 2D-DIGE = two-dimensional differences in gel electrophoresis; MS = Massenspektrometrie; Acc. Nr = Accession Nummer; Tf = Tumor
frei; Tu = Tumor; U-Test = 2-seitiger Mann-Whitney U-Test
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Tabelle 4.3: Identifikation potentieller Biomarker fir das rezidivierende Prostatakarzinom. Dargestellt sind alle in
Prostatakarzinomen mit Rezidiv und Prostatakarzinomen ohne Rezidiv in der 2D-DIGE differentiell exprimierten
und mittels MS identifizierten Proteine. Proteine mit einer positiven Ratio sind in Prostatakarzinomen mit Rezidiv
in Vergleich zu Karzinomen ohne Rezidiv heraufreguliert, Proteine mit einer negativen Ratio sind entsprechend
herunterreguliert.

. Ratio p-Wert p-Wert

Spot Acc. Nr Protein Name +Vs - Rez (T-Test) (U-Test)

+vs - Rez +vs - Rez
down 13 P01857 Ilg gamma-1 chain C region -274,3 0,334 0,041
down 01 FLNA Filamin-A -12,0 0,269 0,031
down 12 SCRN1 Secernin-1 -8,9 0,088 0,044
down 04 095394 Phosphoacetylglucosamine mutase -7,5 0,228 0,012
down 08 PYGB Glycogen phosphorylase, brain form -5,6 0,176 0,031
down 03 P06396 Gelsolin -5,3 0,092 0,023
down 02 P06396 Gelsolin -3,5 0,109 0,019
down 16 LEG3 Galectin-3 -3,4 0,272 0,033
down 05 PTGR2 Prostaglandin reductase 2 -3,2 0,047 1,169
down 06 LMNA Lamin-A/C -2,6 0,036 0,023
down 14 TTC38 Tetratricopeptide repeat protein 38 -2,4 0,087 0,036
down 15 MDHM Malate dehydrogenase, mitochondrial -2,3 0,233 0,014
P51911 Calponin-1 -2,3 0,233 0,014
down 09 P16870 Carboxypeptidase E precursor -2,2 0,122 0,049
down 10 CO6A2 Collagen alpha-2(VI) chain -1,9 0,018 0,031
down 07 LMNA Lamin-A/C -1,7 0,133 0,036
down 11 G6PD Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase -1,7 0,255 0,036
up 08 * Q9UBR2 Cathepsin Z precursor 1,2 0,529 0,951
P20774 Mimecan precursor 1,2 0,529 0,951
up 10 CAZA1 F-actin-capping protein subunit alpha-1 1,5 0,209 0,042
up 05 PAPP Prostatic acid phosphatase 1,8 0,048 0,056
up 01 VINC Vinculin 2,2 0,027 0,031
up 03 GRP78 78 kDa glucose-regulated protein 2,5 0,025 0,036
up 02 COEA1 Collagen alpha-1(XIV) chain 2,5 0,075 0,049
up 09 KCD12 BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 2,6 0,158 0,045
up 11 GLO2 Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial 3,2 0,047 0,042
up 12 * ANXAS5 Annexin A5 3,2 0,032 0,074
A1BG Alpha-1B-glycoprotein 3,2 0,032 0,074
up 04 SYNEM Synemin 49 0,055 0,027
up 13 PRDX4 Peroxiredoxin-4 49 0,022 0,004
up 06 ANXA4 Annexin A4 6,4 0,288 0,042
up 07 TCPA T-complex protein 1 subunit alpha 51,9 0,275 0,031

* = Mix; 2D-DIGE = two-dimensional differences in gel electrophoresis; MS = Massenspektrometrie; Acc. Nr = Accession Nummer; + Rez =
Prostatakarzinom mit Rezidiv; - Rez = Prostatakarzinom ohne Rezidiv; U-Test 2-seitiger Mann-Whitney U-Test

4.2  “Ingenuity Pathway Analysen” (IPA) der identifizierten Proteine

Zur Auswahl der vielversprechendsten potentiellen Biomarker fir die Validierung wurden neben der
Literaturrecherche IPA Analysen herangezogen. Diese wurden mit den mittels MS identifizierten

differentiell exprimierten Proteinen durchgefiihrt. Hierbei war es moglich, sowohl fiir die zwischen
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tumorfreiem Gewebe und Prostatakarzinomen als auch fir die zwischen Prostatakarzinomen mit und
ohne Rezidiv deregulierten Proteine ein Netzwerk aufzubauen, aus dem die Hauptverknipfungspunkte
hervorgingen und Zusammenhange zwischen den identifizierten Molekilen deutlich wurden. Fir die in
tumorfreiem Gewebe und Prostatakarzinomen deregulierten Proteine waren laut IPA Analysen
Vimentin, Desmin, HNRNPA2B1 und TCP1alpha die Hauptknotenpunkte, welche (iber weitere Molekiile
miteinander in Kontakt stehen (Abbildung 4.6). Aufgrund zuséatzlicher erfolgter Literaturrecherchen und
der Ildentifikation von TCPlalpha in beiden 2D-DIGE Analysen (Tumorfreie Gewebe vs. Tumorgewebe
und Tumor mit Rezidiv vs. Tumor ohne Rezidiv) wurde TCPlalpha als Molekil fiir die weiteren

Validierungen ausgewahilt.
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Abbildung 4.6: IPA Analysen der in tumorfreien Geweben und Prostatakarzinomen deregulierten Proteine.
Aufgebaut wurde ein Netzwerk mit allen deregulierten Proteinen unter Hinzunahme der zweimal 20 weiteren
wichtigsten Molekile. Desmin, Vimentin, HNRNPA2B1 und TCP1alpha (TCP1) nehmen Schliisselrollen im Netzwerk
ein. Rot dargestellte Proteine sind in Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe heraufreguliert.
Griin dargestellte Proteine sind herabreguliert. Zur Erklarung der Proteinabkiirzungen siehe Tabelle 4.4 oder
Tabelle 7.18 im Anhang.

Im Netzwerk der zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteine stellten sich
HSPAS, Gelsolin, IGHG1, Filamin A, Lamin A, Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase und Galectin-3 als
wichtige, zentrale Molekiile heraus (Abbildung 4.7). Aber auch Vinculin nahm eine zentrale
Schllsselposition in kleineren Netzwerken ein. Aufgrund dieser Analysen kombiniert mit der

Literaturrecherche wurden fir die folgenden Validierungen Vinculin und Gelsolin ausgewahlt.
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Abbildung 4.7: IPA Analysen der zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteine.
Aufgebaut wurde ein Netzwerk mit allen deregulierten Proteinen unter Hinzunahme der zweimal 20 weiteren
wichtigsten Molekiilen. Galectin-3 (LGALS3), Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PD), Lamin A (LMNA),
Glucose-regulated Protein 78 (HSPAS5), Gelsolin (GSN) und IGHG1 nehmen Schlusselrollen im Netzwerk ein. Griin
dargestellte Proteine sind in Tumoren mit Rezidiv im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv heraufreguliert. Rot
dargestellte Proteine sind herabreguliert. Zur Erklarung der Proteinabkiirzungen siehe Tabelle 4.4 oder Tabelle
7.19 im Anhang.

Neben der Zusammenfassung der deregulierten Proteine zu einem Netzwerk, welches Zusammenhange
zwischen den Proteinen darstellt, ist mit IPA auch eine Einordnung der identifizierten Proteine nach
ihren Funktionen moglich.

Hierbei zeigte sich, dass sich vier von 14 zwischen tumorfreiem Gewebe und Prostatakarzinomen
deregulierten Proteinen einem Netzwerk zuordnen lieBen (Abbildung 4.8), das fur Zelltod und
Uberleben, Krebs und zellulire Entwicklung verantwortlich ist. Die Proteine Tropomyosin 1, Desmin,
Vimentin und TCPlalpha haben demnach einen Einfluss auf die zelluldre Entwicklung, sowie das

Gleichgewicht zwischen Zelltod und Uberleben von Zellen und die Entstehung von Krebs.
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Abbildung 4.8: IPA Netzwerk, welches fiir Zelltod und Uberleben, Krebs und zellulidre Entwicklung verantwortlich
ist. Vier von 14 zwischen tumorfreiem Gewebe und Prostatakarzinomen deregulierten Proteinen (Tropomyosin 1
(TPM1), Desmin (DES), Vimentin (VIM) und TCPlalpha (TCP1)) lieBen sich mittels IPA Analysen diesem Netzwerk
zuordnen. Rot dargestellte Proteine sind in Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe
heraufreguliert. Grin dargestellte Proteine sind herabreguliert. Zur Erkldrung der Proteinabkiirzungen siehe
Tabelle 4.4 oder Tabelle 7.20 im Anhang.

Die zwischen tumorfreiem Gewebe und Prostatakarzinomen deregulierten Proteine sind am starksten
mit den fiinf molekularen und zelluldren Funktionen Zellassembling und Organisation, Zellmorphologie,
Kohlenhydratmetabolismus, cellular compromise sowie der zelluldren Entwicklung assoziiert. Auf Ebene
der physiologischen Entwicklung und Funktion sind diese Proteine am starksten mit der
Bindegewebsentwicklung, der Entwicklung und Funktion des kardiovaskuldaren Systems, der
Organmorphologie und der Tumormorphologie assoziiert. Eine ausfiihrliche Einordnung aller Proteine

nach diesen Top 5 Funktionen findet sich in Tabelle 4.4.
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Tabelle 4.4: ,Ingenuity Pathway Analysen” (IPA) der mittels 2D-DIGE und MS als dereguliert identifizierten
Proteine. Dargestellt sind ID, Symbol, Lokalisation, Molekiltyp und Funktion der im Prostatakarzinom im Vergleich
zu tumorfreiem Gewebe deregulierten Proteine. Es sind nur die Top 5 Funktionen des Bereichs molekulare und
zelluldre Funktion sowie physiologische Systementwicklung und Funktion aufgefihrt.

ID Symbol Entrez Gene Name Lokalisation Typ Funktion*

P04217 A1BG alpha-1-B glycoprotein Extrazellular Raum andere 11

P08758 ANXAS5 annexin A5 Plasma Membran andere 1,3,4

Q05682 CALD1 caldesmon 1 Zytoplasma andere 1,2,9

P12277 CKB creatine kinase, brain Zytoplasma Kinase 11

Q05707 COL14A1 collagen, type X1V, alpha 1 Extrazelluldar Raum andere 5,9

P17661 DES desmin Zytoplasma andere 1,7,8

P22626 HNRNPA2B1 heterogeneous nuclear Nucleus andere 5
ribonucleoprotein A2/B1

P17987 TCP1 t-complex 1 Zytoplasma andere 11

P09493 TPM1 tropomyosin 1 (alpha) Zytoplasma andere 1,2,59,7,8

P08670 VIM vimentin Zytoplasma andere 1,259,710

* Molekulare und zelluldre Funktion: 1) zelluldres Assembling und Organisation, 2) Zellmorphologie, 3) Kohlenhydratmetabolismus, 4) Cellular
Compromise, 5) zelluldre Entwicklung; Entwicklung und Funktion des physiologischen Systems: 6) Gewebeentwicklung , 7) Entwicklung und
Funktion des kardiovaskuldren Systems, 8) Organmorphologie, 9) Entwicklung und Funktion von Bindegewebe, 10) Tumormorphologie, 11)
andere

Im Gegensatz zu den zwischen Prostatakarzinomen und tumor freiem Gewebe deregulierten Proteinen
lieRen sich zehn der zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteine mittels
IPA einem Netzwerk zuordnen, welches fir Zellmorphologie, zelluldres Assembling und zelluldre
Organisation, Funktion und Maintenance verantwortlich ist (Abbildung 4.9 A). Sechs weitere Proteine
(CNN1, CTSZ, G6PD, LGALS3, LMNA, TCP1) konnten einem Netzwerk fiir Zell-Zell Signalling und
Interaktion, Wachstum und Proliferation sowie der Entwicklung des hamatologischen Systems

zugeordnet werden (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Einordnung der zwischen Tumoren mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteine in IPA Netzwerke,
welche fir Zellmorphologie, zellulares Assembling und zelluldre Organisation, Funktion und Maintenance (A) bzw.
Zell-Zell Signalling und Interaktion, Wachstum und Proliferation sowie der Entwicklung des hamatologischen
Systems (B) verantwortlich sind. Zehn von 32 zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierten
Proteinen konnten Netzwerk A zugeordnet werden (SYNM, CAPZA1, GSN, ACPP, VCL, OGN, FLNA, ANXAS5, HSPAS,
MDH?2). Sechs weitere Proteine (LGALS3, LMNA, CNN, TCP1, G6PD, CTSZ) konnten Netzwerk B zugeordnet werden.
Rot dargestellte Proteine sind in Tumoren mit Rezidiv im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv heraufreguliert. Griin
dargestellte Proteine sind herabreguliert. Proteinabkiirzungen siehe Tabelle 4.5 und Tabelle 7.21 im Anhang.
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Die Gesamtheit der zwischen Tumoren mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteine sind am starksten
mit den finf molekularen/zelluldren Funktionen Zellwachstum und Proliferation, zelluldre Entwicklung,
Zellmorphologie, Zellbewegung und Kohlenhydratmetabolismus assoziiert. Auf Ebene der
physiologischen Entwicklung und Funktion ist die Gesamtheit der identifizierten Proteine am starksten
mit der  Organentwicklung, der Entwicklung des hamatopoetischen Systems, der
Bindegewebsentwicklung und der Entwicklung des kardiovaskuldren Systems assoziiert (siehe Tabelle
4.4 und Abbildung 4.11). Abbildung 4.11 stellt die Top 5 Funktionen (molekular sowie zellular),
Lokalisationen, und Proteintypen der zwischen Prostatakarzinomen und tumorfreien Geweben sowie

zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteine einander gegeniiber.
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Abbildung 4.10: ,Ingenuity Pathway Analysen” (IPA) der mittels 2D-DIGE und MS als dereguliert identifizierten
Proteine. Dargestellt sind molekulare und zelluldre Funktion (A, E), physiologische Systementwicklung und
Funktion (B, F) Lokalisation (C, G) und Art der Proteine (D, H) der zwischen tumorfreiem Gewebe und
Prostatakarzinomen (A -D) bzw. zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv (E - H) deregulierten Proteine.
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Tabelle 4.5: ,Ingenuity Pathway Analysen” (IPA) der mittels 2D-DIGE und MS als dereguliert identifizierten
Proteine. Dargestellt sind ID, Symbol, Lokalisation, Molekiiltyp und Funktion der im Prostatakarzinom ohne Rezidiv
im Vergleich zu Karzinomen mit Rezidiv deregulierten Proteine. Es sind nur die Top 5 Funktionen des Bereichs

molekulare und zelluldre Funktion sowie physiologische Systementwicklung und Funktion aufgefiihrt.

ID Symbol Entrez Gene Name Lokalisation Typ Funktion
P04217 A1BG alpha-1-B glycoprotein Extrazellular Raum andere 11
P15309 ACPP acid phosphatase, prostate Extrazelluldar Raum Phosphatase | 1,2,7
P09525 ANXA4 annexin A4 Plasma Membran andere 11
P08758 ANXAS5 annexin A5 Plasma Membran andere 56,7
P52907 CAPZA1 capping protein (actin filament) muscle Z- | Zytoplasma andere 1
line, alpha 1
P51911 CNN1 calponin 1, basic, smooth muscle Zytoplasma andere 1,2
Q05707 COL14A1 collagen, type XIV, alpha 1 Extrazellular Raum andere 1,2;8
P12110 COL6A2 collagen, type VI, alpha 2 Extrazelluldr Raum andere 1
P16870 CPE carboxypeptidase E Zytoplasma Peptidase 11
Q9UBR2 CTSz cathepsin Z Zytoplasma Peptidase 1,2,3,4A,7
P21333 FLNA filamin A, alpha Zytoplasma andere 3, 4A, 10
P11413 G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase Zytoplasma Enzym 2,5,6,7
P06396 GSN gelsolin Extrazelluldr Raum andere 1,4B,6,8,
Q16775 HAGH hydroxyacylglutathione hydrolase Zytoplasma Enzym 6
P11021 HSPAS heat shock 70kDa protein 5 (glucose- Zytoplasma Enzym 1,2,4A,7,10
regulated protein, 78kDa)
P01857 IGHG1 immunoglobulin heavy constant gamma 1 | Extrazellular Raum andere 1,2,4A,48B,7,10
Q96CX2 KCTD12 potassium channel tetramerization Plasma Membran lonenkanal 11
domain containing 12
P17931 LGALS3 lectin, galactoside-binding, soluble, 3 Extrazelluldr Raum andere 1,2,3,4A, 4B,
4C,6,7,8, 10
P02545 LMNA lamin A/C Nucleus andere 3
P40926 MDH2 malate dehydrogenase 2, NAD Zytoplasma Enzym 11
P20774 OGN osteoglycin Extrazelluldr Raum Wachstums |11
095394 PGM3 phosphoglucomutase 3 Zytoplasma Enzym 11
Q13162 PRDX4 peroxiredoxin 4 Zytoplasma Enzym 1,2,8
Q8N8N7 | PTGR2 prostaglandin reductase 2 Zytoplasma Enzym 11
P11216 PYGB phosphorylase, glycogen; brain Zytoplasma Enzym 11
Q12765 SCRN1 secernin 1 Zytoplasma andere 11
015061 SYNM synemin, intermediate filament protein Zytoplasma andere 1,2,3,4A
P17987 TCP1 t-complex 1 Zytoplasma andere 11
Q5R314 TTC38 tetratricopeptide repeat domain 38 unbekannt andere 11
P18206 VCL vinculin Plasma Membran Enzym 4A, 8

*Molecular and Cellular Functions: 1) Zellwachstum und Proliferation, 2) Zelluldre Entwicklung, 3) Zellmorphologie, 4) Zellbewegung, 4A)

Migration,

4B)
Organentwicklung,

Invasion, 4C) Chemotaxis, 5)

Kohlenhydratmetabolismus;

Physiological

Gewebeentwicklung, 10) Entwicklung und Funktion des kardiovaskuldren Systems; 11) andere

4.3

des Prostatakarzinoms

System Development and Function: 6)
7) Entwicklung und Funktion des hamatologischen Systems, 8) Entwicklung und Funktion des Bindegewebes, 9)

Validierung der mittels 2D-DIGE und MS identifizierten potentiellen Biomarker fiir die Diagnose

Nach ausfiihrlicher Literaturrecherche und IPA Analysen der mittels 2D-DIGE und MS als differentiell
exprimiert identifizierten Proteine wurden ausgewahlte Proteine im Western Blot validiert. Hierbei lag
der Schwerpunkt auf der Validierung potentieller Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom. Im
Folgenden wird allerdings zundchst die Validierung der zwischen tumorfreiem Gewebe und

Tumorgewebe deregulierten potentiellen Biomarker dargestellt.
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TCP1lalpha wurde in den 2D-DIGE Analysen als differentiell reguliertes Protein fir das Prostatakarzinom
identifiziert. Weiterhin zeigten die 2D-DIGE Analysen, dass TCPlalpha im rezidivierenden
Prostatakarzinom heraufreguliert ist im Vergleich zum nicht-rezidivierenden Karzinom. Annexin A5
(ANXA5) zeigte in den 2D-DIGE Vorversuchen ebenfalls eine Heraufregulation in Karzinomen im
Vergleich zum tumorfreien Gewebe sowie in Karzinomen mit Rezidiv im Vergleich zu Karzinomen ohne
Rezidiv. Diese Deregulation von TCP1alpha und ANXAS sollte zunachst im Western Blot validiert werden.
Hierbei zeigte sich, dass TCPlalpha im Prostatakarzinom im Vergleich zum tumorfreiem Gewebe zwar
leicht hoher exprimiert war, eine signifikante Deregulation konnte im Western Blot aber nicht bestatigt
werden (p=0,237) (Abbildung 4.12). Allerdings ist TCP1alpha im Tumorgewebe ohne Rezidiv signifikant
heraufreguliert im Vergleich zum tumorfreien Gewebe (p=0,016). Eine signifikante Deregulation von
TCP1lalpha zwischen rezidivierendem und nicht-rezidivierendem Karzinom konnte nicht nachgewiesen
werden (p=0,171).
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Abbildung 4.12: Validierung der 2D-DIGE Ergebnisse fur TCPlalpha mittels Western Blot anhand von acht
tumorfreien Geweben, vier Prostatakarzinomen ohne und sechs Prostatakarzinomen mit Rezidiv. A) Western Blot
Ergebnisse und zugehorige densitometrische Auswertung dieser im Abgleich mit dem Housekeepingprotein -
Aktin. B) Boxplot der densitometrischen Auswertung. TCPlalpha ist im Tumorgewebe im Vergleich zum
tumorfreien Gewebe nicht signifikant heraufreguliert (p=0,237). Auch eine Deregulation von TCP1lalpha zwischen
Patienten mit Rezidiv innerhalb eines 5-Jahres Follow-up (+Rezidiv) im Vergleich zu Patienten ohne Rezidiv
(-Rezidiv) kann nicht bestatigt werden (p=0,171). Im Tumor ohne Rezidiv ist TCPlalpha allerdings signifikant
heraufreguliert im Vergleich zum tumorfreien Gewebe (p=0,016).

Im Gegensatz zu TCP1lalpha lieR sich die Deregulation von ANXA5 im Western Blot bestatigen. So ist
ANXA5 in Prostatakarzinomen signifikant heraufreguliert im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe
(p=0,041, Abbildung 4.13). Ein signifikanter Unterschied zwischen Tumoren mit und ohne Rezidiv konnte

allerdings nicht nachgewiesen werden (p=0,831).
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Abbildung 4.13: A) Western Blot und zugehérige densitometrische Auswertung von Annexin A5 (ANXA5) normiert
auf B-Actin in acht tumorfreien Geweben, vier Prostatakarzinomen ohne und sechs Prostatakarzinomen mit
Rezidiv. B) Boxplot der densitometrischen Auswertung des ANXAS5 Western Blots. * stellt Ausreier da. ANXA ist in
Tumoren signifikant heraufreguliert (p=0,041). Ein signifikanter Unterschied der ANXA5 Expression zwischen
Tumoren mit und ohne Rezidiv besteht aber nicht (p=0,831).

4.4 Validierung der mittels 2D-DIGE und MS identifizierten potentiellen Biomarker fiir das

rezidivierende Prostatakarzinom

Im folgenden Kapitel werden ausgewahlte Validierungen der mittels 2D-DIGE und MS als differentiell fir
das rezidivierende Prostatakarzinom identifizierten Proteine dargestellt. Die zu validierenden Proteine
wurden nach ausfiihrlicher Literaturrecherche und IPA Analysen ausgewadhlt. Die Validierung der
Proteine erfolgte zundchst mittels Western Blot an Prostatakarzinomgeweben und tumorfreien

Geweben. Ggf. wurden immunhistochemische Analysen angeschlossen.

4.4.1 Western Blot Validierung von Gelsolin und Calponin-1

Die 2D-DIGE Ergebnisse fir Calponin-1 und Gelsolin zeigten eine Herabregulation in Tumoren mit Rezidiv
im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv. Die zur Validierung der 2D-DIGE Ergebnisse durchgefiihrten
Western Blots konnten die differentiellen Regulationen nicht bestatigen. Weder fiir Gelsolin noch fir
Calponin-1 konnten differentielle Expression zwischen Tumoren mit Rezidiv und Tumoren ohne Rezidiv

bzw. zwischen Tumorgewebe und tumorfreiem Gewebe nachgewiesen werden (Abbildung 4.14).
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Abbildung 4.14: alidierung der 2D-DIGE Ergebnisse fir Gelsolin und Calponin-1 mittels Western Blot. Eine
differenzielle Expression von Gelsolin und Calponin-1 in den analysierten Gewebegruppen (Tumore mit Rezidiv,
Tumore ohne Rezidiv und tumorfreies Gewebe) ist nicht gegeben.

4.4.2 Immunhistochemische Validierung von KCTD12

Flir KCTD12 hat eine Validierung der differentiellen Expression im Western Blot an Tumorgewebe und
tumorfreien Geweben nicht funktioniert (Daten nicht gezeigt). Daher wurden fir KCTD12
immunhistochemische Farbungen zur Validierung der differentiellen Expression zwischen Tumoren mit
und ohne Rezidiv durchgefiihrt. Hierbei zeigte KCDT12 keine differentielle Expression zwischen Tumoren
mit und ohne Rezidiv (Daten nicht gezeigt). Allerdings zeigt KCTD12 eine auffallend ahnliche Expression

in Prostatakarzinomen wie Alpha-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR) (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Immunhistochemische Analysen von KCTD12 und Alpha-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR). A)
Dargestellt sind Himalaun-Eosin (HE) Farbungen von drei Prostatakarzinomgeweben. Folgeschnitte dieser Gewebe
wurden einmal mit KCTD12 immunhistochemisch gefarbt (B) und einmal mit AMACR immunhistochemisch
angefarbt (C). KCTD12 und AMACR farbten Tumore, aber keine tumorfreien Driisen. Beide Proteine zeigten in der
Immunhistochemie ein dhnliches Verteilungsmuster im Gewebe.

4.4.3 Validierung von Secernin-1 als potentieller Biomarker fiir das (rezidivierende)

Prostatakarzinom

4.4.3.1 Western Blot Validierung von Secernin-1 an Tumorgewebe von Prostatakarzinompatienten

mit und ohne Rezidiv

Auch Secernin-1 (SCRN-1) gehoérte zu den ausgewdhlten Proteinen, deren Deregulation mittels Western
Blot Analysen bestatigt werden sollte. Secernin-1 war in den 2D-DIGE Analysen in Tumoren mit Rezidiv
signifikant herunterreguliert im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv. Validierungen mittels Western Blot
zeigten, dass Secernin-1 im Tumorgewebe im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe signifikant
herunterreguliert ist (p=0,001; Abbildung 4.16). Eine Herabregulation von Secernin-1 in Tumoren von
Patienten mit Rezidiv im Vergleich zu Tumoren von Patienten, die spater kein Rezidiv entwickelt haben,

lieR sich mit den Western Blot Analysen allerdings nicht bestatigen (p=0,762).
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Abbildung 4.16: Validerung der 2D-DIGE Ergebnisse fiir Secernin-1 mittels Western Blot. A) Western Blot
Ergebnisse und zugehorige densitometrische Auswertung dieser. Dargestellt ist die relative Secernin-1 Expression
normiert auf die [B-Aktin Expression. B) Boxplot der relativen Secernin-1 Expression. Secernin-1 ist im
Tumorgewebe im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe herunterreguliert. Eine Deregulation von Secernin-1 zwischen
Patienten mit Rezidiv (+Rezidiv) und Patienten ohne Rezidiv (-Rezidiv) kann nicht bestatigt werden (p=0,762).
Secernin-1 ist aber im Tumorgewebe signifikant herunterreguliert im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe (p=0,001).

4.4.3.2 Immunhistochemische Validierung der Secernin-1 Expression in Prostatakarzinomgewebe

Eine differentielle Secernin-1 Expression zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv konnte im
Western Blot nicht bestatigt werden. Allerdings zeigte sich eine differentielle Regulation von Secernin-1
zwischen Prostakarzinomgewebe und tumorfreien Prostatageweben (siehe Kapitel 4.4.3.1 Western Blot
Validierung von Secernin-1 an Tumorgewebe von Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv auf
Seite. 105). Da nicht nur dringend neue Marker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom, sondern auch
Marker fiir die Diagnose des Prostatakarzinoms benétigt werden (siehe Einleitung Kapitel 1.4 Potentielle
Biomarker flir das humane Prostatakarzinom und Kapitel 1.3.4 Diagnose des humanen
Prostatakarzinoms), sollte die Fahigkeit von Secernin-1 als ein solcher diagnostischer Marker fiir das
Prostatakarzinom zu fungieren, analysiert werden. Hierzu wurde die Secernin-1 Expression am
Dresdener Patientenkollektiv immunhistochemisch analysiert. Die Immunhistochemie bietet dabei
gegeniliber dem Western Blot den Vorteil, dass hierbei auch eine Lokalisation der Proteinexpression
moglich ist. Weiterhin gehort die Immunhistochemie zu den routinediagnostischen Standardmethoden
der Pathologie, womit die Biomarkervalidierung mit einer Methode erfolgen kann, die
routinediagnostisch spater auch eingesetzt werden kann. Aulerdem kann die Immunhistochemie zur
Farbung und Expressionsanalyse von sogenannten , Tissue Micro Arrays” (TMAs) eingesetzt werden, mit

denen eine Hochdurchsatzmethode zur Biomarkervalidierung zur Verfiigung steht. Fir die Farbung des
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Zielproteins wird dabei in jeder Probe ein sog. Score ermittelt, der die Expression widerspiegelt. Dieser
Score kann zwischen ,,0“ (keine Expression) und ,3“ (hohe Expression) liegen. Gleichzeitig kann bei
Bedarf der Prozentsatz der Zellen ermittelt werden, die diesen immunhistochemischen Score zeigen.
Aus dem Score und dem Prozentsatz der entsprechend gefarbten Zellen kann dann der Remmele Score
bestimmt werden.

Reprasentative Farbungen der Secernin-1 Immunhistochemie an 13 Prostatektomieproben von
Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, 14 Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und 43
tumorfreien Prostatektomieproben sind in Abbildung 4.17 dargestellt wahrend Abbildung 4.18 die
Ergebnisse aller analysierten Proben zusammenfasst. Secernin-1 wird im Normalgewebe in den
Basalzellen, nicht aber in den Luminalzellen exprimiert und ist folglich in Tumoren nicht mehr
vorhanden. 14,3 % der Tumore mit und 21,4 % der Tumore ohne Rezidiv wiesen allerdings eine
schwache Secernin-1 Expression in den Driisen auf. 28,6% der Tumore mit bzw. 21,4 % der Tumore ohne
Rezidiv wiesen eine mittelstarke Secernin-1 Expression in den Drisen auf. Eine starke Secernin-1
Expression in den Drisen wiesen immerhin 21,4 % der Tumore mit Rezidiv, aber kein Tumor ohne

Rezidiv auf.

Abbildung 4.17: Reprasentative immunhistochemische Secernin-1 Farbungen. Dargestellt sind in A) und B)
tumorfreie Gewebe, in C) und D) Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv und in E) und F)
Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv im weiteren Verlauf der Erkrankung. F) zeigt zusatzlich
tumorfreie Gewebeareale (oben links), welche Secernin-1 exprimieren. Secernin-1 wird im Prostatanormalgewebe
in den Basalzellen, nicht aber in den Luminalzellen exprimiert und ist folglich in Tumoren nicht mehr vorhanden.
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Abbildung 4.18: Zusammenfassung der Immunhistochemie von Secernin-1 an 13 Prostatektomieproben von
Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, 14 Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und 43 tumorfreien
Prostatektomieproben. A) Secernin-1 Expression in den einzelnen Gewebegruppen. Der Mittelwert der
Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiventwicklung im weiteren Verlauf ihrer Erkrankung liegt bei 1,2.
Der Mittelwert der Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv liegt bei 0,7. Tumorfreie
Prostatektomieproben weisen einen mittleren Secernin-1 Expressionsscore von 2,93 auf. B) Prozentualer Anteil
der Scores der Secernin-1 Expression in den einzelnen Gruppen. 90,5% der tumorfreien Gewebe weisen einen
Secernin-1 Expressionsscore von 3 (starke Secernin-1 Expression auf). Diese starke Secernin-1 Expression ist aber
nurin 21% der Tumore mit Rezidiv und in keinem Tumor ohne Rezidiv nachweisbar. Hingegen ist die Secernin-1
Expression in 42% der Tumore mit Rezidiv und 50% der Tumore ohne Rezidiv nicht mehr nachweisebar (Score 0).

4.4.3.3 Analyse der Secernin-1 Expression im Entziindungsgeschehen

Grundvoraussetzung fiur einen guten Biomarker zur Detektion des Prostatakarzinoms ist, dass mit
diesem Biomarker nicht nur zwischen tumorfreiem Gewebe und einem Karzinom, sondern auch
zwischen einer Entziindung und einem Karzinom unterschieden werden kann. Um weiter zu eruieren, ob
Secernin-1 moglicherweise als potentieller Biomarker flr das Prostatakarzinom in Frage kommt, wurden
im Folgenden fiinf Prostataproben mit einem Entziindungsherd auf ihre Secernin-1 Expression hin
untersucht. Reprasentative Ausschnitte der durchgefiihrten Immunhistochemie sind in Abbildung 4.19
dargestellt. Alle finf analysierten Prostatitisfdlle wiesen eine Secernin-1 Expression in den Basalzellen,
nicht aber in den Luminalzellen auf. Damit war kein Unterschied in der Secernin-1 Expression zwischen
entzlindetem Prostatagewebe und tumorfreiem Gewebe sowie entziindetem und entziindungsfreiem
Prostatagewebe detektierbar. Secernin-1 kénnte folglich einen Biomarker fiir das Prostatakarzinom
darstellen. Um diese Moglichkeit weiter zu analysieren, wurde im Folgenden ein TMA fiir Secernin-1

gefarbt.
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Abbildung 4.19: Secernin-1 Expression in entziindeter Prostata unterscheidet sich nicht von der Secernin-1
Expression in normalem Prostatagewebe. A) Reprédsentative Immunhistochemie von Secernin-1 an einer Prostatitis
und korrespondierendem Normalgewebe (B). C) Zusammenfassung der Immunhistochemie Scores (IH-Score) der
Secernin-1 Expression in entziindetem und nicht entziindetem Prostatagewebe.

4.4.3.4 Validierung der differentiellen Secernin-1 Expression zwischen Tumoren und tumorfreiem

Gewebe an einem unabhangigem Patientenkollektiv mittels TMA

Der Expressionsverlust von Secernin-1 in tumorhaltigem Gewebe sollte im Folgenden an einem
unabhangigen Patientenkollektiv validiert werden. Hierzu wurde ein TMA von Prof. Dr. med. Glen
Kristiansen (Institut fiir Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) zur Verfligung gestellt. Es wurden 52
Patientenproben von Patienten ohne Rezidiv, 16 Patientenproben von Patienten mit Rezidiv und 124
korrespondierende tumorfreie Patientenproben immunhistochemisch auf ihre Secernin-1 Expression hin
analysiert. Weiterhin waren von 49 Patienten Proben einer prostataspezifischen intraepithelialen
Neoplasie (PIN) vorhanden, die ebenfalls auf ihre Secernin-1 Expression hin untersucht wurden. Wie
schon in den vorherigen immunhistochemischen Analysen am Dresdener Patientenkollektiv gezeigt
wurde, bestatigte sich auch am Bonner TMA die Expression von Secernin-1 in den Basalzellen. Zwecks
genauerer Secernin-1 Expressionanalyse wurde bei den folgenden Analysen der Remmele Score
ermittelt. Dieser lag fur Secernin-1 im tumorfreiem Gewebe im Mittel bei 3,69 (Tabelle 4.6). Die
tumorfreien Luminalzellen wiesen keine Secernin-1 Expression auf. Auch die PIN Ldsionen wiesen
Secernin-1 Expression auf. Diese lag aber im Mittel nur noch bei einem Secernin-1 Expressionsscore von
2,24 (Remmele Score 2,71) und damit signifikant unter dem Score der tumorfreien Gewebe (p<0,001).
Die Prostatakarzinome mit Rezidiv wiesen im Mittel einen Secernin-1 Expressionsscore von 0,00
(Remmele Score 0,00) auf. Die Karzinomproben ohne Rezidiv wiesen einen mittleren Secernin-1
Expressionsscore von 0,04 (Remmele Score 0,15) auf (p<0,001). Auffallend war, dass Secernin-1 nicht,
wie in den Vorversuchen am Dresdener Patientenkollektiv, in einigen Driisen der Tumore
heraufreguliert war. In diesem Patientenkollektiv ging Secernin-1 im Tumor nahezu vollstandig verloren.
Die teilweise Heraufregulation von Secernin-1 in Tumordrisen wie sie in den Vorversuchen zu

beobachten war, war in diesem Patientenkollektiv nicht vorhanden.
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Tabelle 4.6: Secernin-1 Expression im Gewebe von 52 Patienten ohne Rezidiv, 16 Patienten mit Rezidiv, 49 PIN
Lasionen und 124 korrespondierenden tumorfreie Gewebe.

MW SCRN1 SA SCRN1
MW SCRN1 SA SCRN1 [%] [%] MW SCRN1 SA SCRN1
Gewebe " e Remmele Remmele
Score Score gefarbter gefarbter * *
Score Score
Zellen Zellen
Tumorfrei 2,60 0,64 12,87 10,36 3,69 1,68
PIN 2,24 0,80 9,98 14,05 2,71 1,57
Tumor
ohne 0,04 0,19 100,00 0,00 0,15 0,78
Rezidiv
Tumor - mit 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00
Rezidiv

MW= Mittelwert, SA=Standardabweichung, Score = immunhistochemischer Score;
*Adaptierter Remmele Score (Ubertragen von der Kernfarbung auf die zytoplasmatische Farbung)

Die Secernin-1 Expression ist somit im Tumor deutlich herunterreguliert im Vergleich zum
Normalgewebe. Diese Herabregulation der Secernin-1 Expression beginnt schon in der pra-malignen

Vorstufe des PIN (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Immunhistochemische Analysen der Secernin-1 Expression in einem unabhéngigen
Patientenkollektiv. Mittels TMA wurden 52 Patientenproben von Patienten ohne Rezidiv, 16 Patientenproben von
Patienten mit Rezidiv, 49 PIN Lasionen und 124 korrespondierende tumorfreie Patientenproben analysiert.
Secernin-1 zeigte eine starke Herabregulation im Prostatakarzinom. A) Secernin-1 Expression in den einzelnen
Gewebegruppen. Die mittlere Remmele Scores betragen im tumorfreien Gewebe (Normalgewebe) 3,69, in PIN
Lasionen 2,71, in Prostatakarzinomen ohne Rezidiv 1,50 und in Prostatakarzinomen mit Rezidiv 0,00. Diese
Expressionsunterschiede zwischen tumorfreiem Gewebe und PIN, Prostatakarzinomen mit Rezidiv und
Prostatakarzinomen ohne Rezidiv sind jeweils signifikant (p<0,001). B) Prozentualer Anteil der Scores der Secernin-
1 Expression in den einzelnen Gruppen. 75,0% der tumorfreien Gewebe weisen eine mittlere bis starke Secernin-1
Expression auf (Remmele Score 3-6). Diese mittlere bis starke Secernin-1 Expression ist aber nur in 51,9% der PIN-
Lasionen und sogar nur in 3,8% aller Tumore nachweisbar.
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4.4.3.5 Der Einfluss der SCRN1-Expression im Prostatakarzinomgewebe auf das Uberleben von

Prostatakarzinompatienten

Da zu dem untersuchten TMA vollstandige Follow-up Daten der Patienten zur Verfligung standen, war
eine Kaplan-Meyer Uberlebensanalyse zum Einfluss der Secernin-1 Expression auf das rezidivfreie
Uberleben von Prostatakarzinompatienten méglich. Hierbei zeigte sich, dass die beiden
Prostatakarzinompatienten, die eine leichte Secernin-1 Expression aufwiesen, kein PSA-Rezidiv
innerhalb der Follow-up Zeit erlitten (Abbildung 4.21). Ein signifikanter Unterschied im rezidivfreien
Uberleben von Patienten mit Secernin-1 exprimierenden Tumoren bzw. mit Secernin-1 negativen

Tumoren war aber nicht vorhanden (p=0,451).
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Abbildung 4.21: Kaplan-Meyer Uberlebensanalysen des immunhistochemisch fiir Secernin-1 gefarbten TMAs zum
Einfluss der Secernin-1 Expression auf das rezidivfreie Uberleben von Prostatakarzinompatienten. Patienten, die im
Tumor eine Secernin-1 Expression aufwiesen, iberlebten bis zum Ende des Follow-up rezidivfrei. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den Patienten mit schwacher Secernin-1 Expression und den Patienten, die keine Secernin-1
Expression mehr aufweisen, ist aber nicht vorhanden (p=0,451)

4.4.3.6 Der Nachweis von Secernin-1 im Serum von Prostatakarzinompatienten

Biomarker zum Nachweis eines Prostatakarzinoms, die im Blut oder Urin nachweisbar sind, haben den
Vorteil, dass eine giinstige und nicht invasive Diagnostik moglich ist. Um zu analysieren, ob Secernin-1
im Serum oder Urin von Prostatakarzinompatienten nachweisbar ist, wurden in einem nachsten Schritt
zehn Seren und Urinproben von Prostatakarzinompatienten mittels Western Blot analysiert. Als
Kontrolle dienten vier Seren bzw. Urine von tumorfreien Patienten. Eine Analyse der Secernin-1
Expression im Urin war mittels Western Blot nicht moglich (Daten nicht gezeigt). Im Serum von
Kontrollpatienten lieR sich Secernin-1 nachweisen (Abbildung 4.22). Allerdings war Secernin-1 auch im
Serum von Prostatakarzinompatienten nachweisbar. Follow-up Daten bzgl. der Rezidiventwicklung der

Patienten standen bei diesem Kollektiv leider nicht zur Verfligung.
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Abbildung 4.22: Secernin-1 Nachweis im Serum von Prostatakarzinomen mittels Western Blot. Als Kontrollen
dienten Seren von vier tumorfreien Patienten und die Prostatakarzinomzelllinien PC3 und Du145. Secernin-1 ist im
Serum der Patienten nachweisbar, ein  Unterschied zwischen tumorfreien Patienten und
Prostatakarzinompatienten ist nicht vorhanden. Informationen (iber das Follow-up der Patienten und eine
mogliche Rezidiventwicklung standen bei diesem Kollektiv leider nicht zur Verfligung.

4.4.4 \Validierung von Vinculin als potentieller Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom

4.4.4.1 Immunhistochemische Validierung der differentiellen Vinculinexpression in rezidivierenden

und nicht-rezidivierenden Prostatakarzinomen

Als weiteres Protein zur Validierung als potentieller Tumormarker fiir das rezidivierende
Prostatakarzinom wurde Vinculin ausgewahlt. Vorangegangene 2D-DIGE Analysen zeigten, dass Vinculin
in Tumoren mit Rezidiv heraufreguliert ist im Vergleich zu Prostatakarzinomen ohne Rezidiv. Im
Folgenden sollte die in der 2D-DIGE detektierte differentielle Vinculinexpression zunachst mittels
Western Blot Analysen von Gewebe bestatigt werden. Da diese Western Blot Analysen allerdings nicht
moglich waren (Daten nicht gezeigt), wurde auf die Immunhistochemie zur Validierung der 2D-DIGE
Ergebnisse zuriickgegriffen. Hier konnte unmittelbar die Farbung des TMAs von Prof. Dr. med. Glen
Kristiansen (Institut fiir Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) durchgefiihrt werden. Nach der Farbung
konnten 116 tumorfreie Gewebe, 54 PIN-Lisionen, 55 Prostatakarzinome ohne Rezidiv und 16
Prostatakarzinome mit Rezidiv analysiert werden. Hierbei zeigte Vinculin keine bis schwache Expression
in den Driisen von Prostatanormalgewebe (Mittelwert des Remmele Scores 2,95). Im Drisengewebe
von Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv sowie in PIN-Lasionen war Vinculin heraufreguliert.
Reprasentative Farbungen sind in Abbildung 4.23 dargestellt. Die Mittelwerte der Remmele Scores aller
analysierten Proben sind in Tabelle 4.7 aufgefiihrt. Abbildung 4.24 stellt die Vinculinexpression im
Boxplot sowie die Verteilung der einzelnen Scores in den verschiedenen Gewebetypen dar. 43,1% der
tumorfreien Gewebe wiesen eine schwache (Remmele Score < 2) und nur 2,7% eine starke
Vinculinexpression (Remmele Score > 8) auf. Im Gegensatz dazu betrug der Anteil der schwachen
Vinculinexpression in den PIN-Ldsionen 13,0%, den Prostatakarzinomen ohne Rezidiv 21,9% und den
Prostatakarzinomen mit Rezidiv 18,8%. Dafiir lag der Anteil der starken Vinculinexpression in den PIN-
Lasionen bzw. Prostatakarzinome ohne und mit Rezidiv bei 20,4%, 20,0% bzw. 18,0%. Die
Expressionsunterschiede zwischen dem tumorfreien Gewebe und den PIN-L3sionen, sowie dem
tumorfreien Gewebe und den Prostatakarzinomen ohne bzw. mit Rezidiv waren signifikant (p<0,001 fir

tumorfreies Gewebe vs. PIN-Ldsion sowie tumorfreies Gewebe vs. Tumore ohne Rezidiv; p=0,013 fir
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tumorfreie Gewebe vs. Tumore mit Rezidiv). Ein signifikanter Unterschied zwischen Karzinomen mit und

ohne Rezidiv war nicht detektierbar.
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Abbildung 4.23: Reprdsentative immunhistochemische Farbungen der Vinculinexpression im Gewebe von
Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv im Vergleich zu tumorfreien Geweben. Dargestellt sind in A) und
B) tumorfrei Prostatektomieproben, in C) und D) PIN Lasionen, in E) und F) Prostatektomieproben von Patienten
ohne Rezidiv sowie in G) und H) Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv. Vinculin ist in PIN Ldsionen und
Prostatakarzinomen heraufreguliert im Vergleich zu den tumorfreien Gewebeproben.

Tabelle 4.7: Vinculinexpression in 116 tumorfreien Geweben, 54 PIN-Ldsionen, 55 Prostatakarzinomen ohne

Rezidiv und 16 Prostatakarzinomen mit Rezidiv.

MW Vinculin SA Vinculin . . . .
MW Vinculin | SA Vinculin [%] [%] MW Vinculin | SA Vinculin
Gewebe . e Remmele Remmele
Score Score gefdrbter gefarbter * *
score score
Zellen Zellen
tumorfrei 1,47 0,94 50,10 39,40 2,95 2,08
PIN 1,39 0,74 86,24 22,97 4,76 2,56
Tumor
ohne 1,22 0,76 84,98 23,44 4,16 2,56
Rezidiv
Tumor - mit 1,44 0,81 74,88 35,42 4,31 2,47
Rezidiv

MW= Mittelwert, SA=Standardabweichung, Score = immunhistochemischer Score;
*Adaptierter Remmele Score (Ubertragen von der Kernfarbung auf die zytoplasmatische Farbung)
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Abbildung 4.24: Validierung von Vinculin als potentieller Tumormarker fiir das humane Prostatakarzinom.
Dargestellt sind die Ergebnisse eines immunhistochemisch gefarbten TMAs A) Die Vinculinexpression ist im
tumorfreien Gewebe (,Normalgewebe”) niedriger als in der PIN-Ldsionen und den Tumoren. Die
Expressionsunterschiede zwischen dem tumorfreien Gewebe und den PIN-Ldsionen sowie dem tumorfreien
Gewebe und den Prostatakarzinomen sind signifikant. Ein signifikanter Unterschied zwischen Karzinomen mit und
ohne Rezidiv ist nicht detektierbar. B) Prozentualer Anteil der Remmele Scores der Vinculinexpression in den
einzelnen Gruppen. 43,1% der tumorfreien Gewebe weisen eine schwache und nur 2,7% eine starke
Vinculinexpression auf. Im Gegensatz dazu betragt der Anteil der schwachen Vinculinexpression in den PIN-
Ldsionen 13,0%, den Prostatakarzinomen ohne Rezidiv 21,9% und den Prostatakarzinomen mit Rezidiv 18,8%.
Dafir liegt der Anteil der starken Vinculinexpression in den PIN-Lasionen bzw. Prostatakarzinomen ohne und mit
Rezidiv bei 20,4%, 20,0% bzw. 18,0%.

In einer Kaplan-Meyer Uberlebensanalyse zeigten Prostatakarzinompatienten mit mittlerer und starker
Vinculinexpression (Remmele Score 3-12) keinen signifikanten Unterschied im Uberleben im Vergleich
zu Prostatakarzinompatienten mit einer schwachen Vinculinexpression (Remmele Score 0-2) (Abbildung

4.25).
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Abbildung 4.25: Kaplan-Meyer Kurven zum Einfluss der Vinculinexpression auf das rezidivfreie Uberleben von
Prostatakarzinompatienten. Patienten mit einer starken Vinculinexpression zeigen ein nicht-signifikant
schlechteres rezidivfreies Uberleben als Patienten mit einer schwachen Vinculinexpression (p=0,402).

4.4.4.2 Analyse der Vinculinexpression im Urin von Prostatakarzinompatienten

Die Vinculinexpression zeigte sich bisher im Prostatakarzinom heraufreguliert im Vergleich zum
tumorfreien Gewebe. Um auch die Eignung von Vinculin als potentiellen nicht-invasiven Tumormarker
zu analysieren, wurde die Expression von Vinculin im Urin analysiert. Hierzu wurde ein in der
Arbeitsgruppe ,,Proteomics” am Institut fir Pathologie bereits vorliegenden Western Blots, die die
Vinculin Expression im Urin darstellten, neu ausgewertet. Die Western Blots enthielten Proben von 14
Kontrollpatienten ohne Prostatakarzinom, 33 Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv und 15
Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv. Abbildung 4.26 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt des Western
Blots zur Analyse der Vinculin Expression. Vinculin war im Urin von Prostatakarzinompatienten
signifikant heraufreguliert im Vergleich zum Kontrollurin (p=0,006). Ein signifikanter Unterschied
zwischen Urinen von Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv bestand nicht (p=0,229).
Allerdings wiesen in der Gruppe der Patienten ohne Rezidiv 62,5% der Patienten niedrige Vinculinwerte
(WB 0-1) und nur 37,5% der Patienten hohe Vinculinwerte >1 auf. In der Gruppe der Patienten mit
Rezidiv wiesen hingegen nur 40% der Patienten niedrige Vinculinwerte (0-1) auf, wahrend 60% der

Patienten hohe Vinculinwerte >1 aufwiesen.
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Abbildung 4.26: Analyse der Vinculin Expression im Urin von 14 Kontrollpatienten ohne Prostatakarzinom, 33
Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv und 15 Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv. A) Reprasentativer
Western Blot der Vinculin Expression mit Coomassie gefarbtem Gel als Ladekontrolle. Die Zahlen 0-4 geben die
Einteilung der Expressionstdarke von Vinculin beispielhaft wieder. B) Boxplot der Vinculin Expression im
Kontrollurin, Urin von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv und Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv.
Vinculin ist im Urin von Prostatakarzinompatienten signifikant heraufreguliert im Vergleich zum Kontrollurin
(p=0,006). Ein signifikanter Unterschied zwischen Urinen von Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv
besteht nicht (p=0,229). C) Prozentualer Anteil der Patienten mit hoher bzw. niedriger Vinculinexpression
innerhalb der Gruppen von Patienten ohne bzw. mit Rezidiv. In der Gruppe der Patienten ohne Rezidiv weisen
62,5% der Patienten niedrige Vinculinwerte (WB 0-1) und nur 37,5% der Patienten hohe Vinculinwerte >1 auf. In
der Gruppe der Patienten mit Rezidiv weisen hingegen nur 40% der Patienten niedrige Vinculinwerte (0-1) auf,
wdahrend 60% der Patienten hohe Vinculinwerte >1 aufweisen.

4.4.5 \Validierung der differentiellen TTC38 Expression in Prostatakarzinomgeweben

4.4.5.1 Western Blot Validierung von TTC38 als potentieller Biomarker fiir das rezidivierende

Prostatakarzinom

Tetratricopeptide Repeat Domain Protein 38 (TTC38) wurde in der 2D-DIGE als im Rezidiv
herunterreguliert im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv gefunden. Uber TTC38 ist in der Literatur bisher
kaum etwas bekannt. Dennoch bzw. gerade deshalb wurde auch dieses Protein fiir die Validierung als
potentieller Tumormarker fir das Prostatakarzinom mittels Western Blot ausgewahlt. Der Western Blot
konnte die in der 2D-DIGE detektierte differentielle Regulation zwischen Prostatektomieproben von
Patienten mit und ohne Rezidiv bestitigen (Abbildung 4.27). TTC38 war in Prostatakarzinomen von
Patienten, die ein Rezidiv entwickelten, herunterreguliert im Vergleich zu Prostatektomieproben von
Patienen ohne Rezidiv (p=0,029). Allerdings zeigte der Western Blot auch, dass TTC38 in Tumoren
generell heraufreguliert ist im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe (p=0,021). Tumore ohne Rezidiv

zeigten demnach eine Heraufregulation von TTC38 im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe (p=0,004).
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Abbildung 4.27: Validerung der DIGE Ergebnisse fiir TTC38 mittels Western Blot. A) Western Blot Ergebnisse und
zugehorige densitometrische Auswertung dieser. Dargestellt ist die relative TTC38 Expression normiert auf die B-
Aktin Expression. TTC38 ist in Tumorgewebe von Patienten mit (+Rezidiv) im Vergleich zu Patienten ohne Rezidiv (-
Rezidiv) signifikant herunterreguliert (p=0,029). B) Mittlere TTC38 Expression der einzelnen analysierten
Gewebegruppen (Tumore mit Rezidiv, Tumore ohne Rezidiv und tumorfreie Gewebe). Der Unterschied der TTC38
Expression zwischen der Gruppe der Tumore mit und ohne Rezidiv ist signifikant (p=0,029), ebenso wie der
Unterschied der TTC38 Expression zwischen der Gruppe der Tumore ohne Rezidiv und den tumorfreien Geweben
(p=0,004). Die TTC38 Expression der Gesamtheit aller Tumore unterscheidet sich signifikant von der TTC38
Expression in tumorfreien Geweben (p=0,021).

4.4.5.2 Validierung der differentiellen TTC38 Expression mittels Real-time PCR

Um eine grofere Anzahl an Proben vergleichbarer Analysieren zu kénnen und zusatzlich eine
Information auf mRNA Ebene zu erhalten, erfolgte im nachsten Schritt die Validierung der
Herabregulation von TTC38 in Tumoren mit Rezidiv mittels Real-time PCR. Hierbei war es moglich, die
Expression von TTC38 an einer gréReren Anzahl von Proben zu messen. Allerdings erfolgt bei der Real-
time PCR die Messung der Expression nicht mehr auf Protein-, sondern auf mRNA-Ebene. Mit dem
Vergleich der TTC38 Expression auf mRNA- und Proteinebene ist schon eine erste Aussage zu einem
moglichen Mechanismus der Expressionsregulation von TTC38 moglich. Fir die Real-time PCR Analysen
standen neun Prostatektomieproben von Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, 13 Prostatektomieproben
von Patienten mit Rezidiv und 11 tumorfreie Prostatektomieproben zur Verfliigung. Wie bereits der
Western Blot bestatigte auch die Real-time PCR die signifikante Herabregulation von TTC38 im
Tumorgewebe von Patienten, die im spateren Verlauf ihrer Erkrankung ein Rezidiv entwickelt haben, im
Vergleich zu Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv (p=0,030; Abbildung 4.28). Somit war

TTC38 in Prostatektomieproben von Patienten ohne Rezidiv im Vergleich zu Patienten mit Rezidiv und
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tumorfreien Geweben signifikant heraufreguliert (p=0,030 bzw. p=0,004). Ein signifikanter Unterschied
zwischen tumorfreiem Gewebe und der Gesamtheit aller Tumore bestand allerdings ebenso wenig

(p=0,232) wie zwischen tumorfreiem Gewebe und Tumoren mit Rezidiv (p=0,156).

p=0004 p=0,030
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1,005

relative TTC38 Expression
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Abbildung 4.28: Real-time PCR Expressionsanalysen von TTC38 an neun Prostatektomieproben von
Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, 13 Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und 11 tumorfreien Proben.
TTC38 ist in Tumoren ohne Rezidiv signifikant heraufreguliert im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe (p=0,004) und
Tumoren mit Rezidiv (p=0,030). Ein signifikanter Unterschied zwischen tumorfreiem Gewebe und der Gesamtheit
aller Tumore besteht ebenso wenig (p=0,232) wie zwischen tumorfreiem Gewebe und Tumoren mit Rezidiv
(p=0,156).

4.4.5.3 Immunhistochemische Validierung von TTC38

Zur weiteren Validierung der Herabregulation von TTC38 in Tumoren mit Rezidiv im Vergleich zu
Tumoren ohne Rezidiv wurde die TTC38 Expression im Gewebe immunhistochemisch analysiert. Es
wurden 13 Prostatektomieproben von Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, 14 Prostatektomieproben von
Patienten mit Rezidiv und 42 tumorfreie Prostatektomieproben analysiert. Ausgewahlte
immunhistochemische Fabungen fiir TTC38 von Prostatektomieproben von jeweils zwei Patienten mit
und ohne Rezidiv sind in Abbildung 4.29 dargestellt. Deutlich ist hierbei zu erkennen, dass TTC38 im

Drisengewebe, nicht aber im Stroma der Prostata exprimiert wird.
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Abbildung 4.29: Immunhistochemie von TTC38. A) und B) Reprdsentative tumorfreie Prostatektomieproben, C)
und D) reprasentative Prostatektomieproben von zwei Patienten ohne Rezidiv, E) und F) reprasentative
Prostatektomieproben von zwei Patienten mit Rezidiv. Die TTC38 Expression ist in den Prostatakarzinomen
heraufreguliert im Vergleich zum tumorfreien Gewebe. Weiterhin ist TTC38 in den Proben des nicht-
rezidivierenden Prostatakarzinoms deutlich heraufreguliert im Vergleich zum rezidivierenden Prostatakarzinom.

Die zusammenfassende Auswertung aller analysierten Proben ist in Abbildung 4.30 dargestellt. Hierbei
zeigt sich, dass der Remmele Score der TTC38 Proteinexpression der Tumore mit Rezidiv im Mittel bei
5,07 liegt. Der mittlere Reemmelescore der Tumore ohne Rezidiv hingegen liegt bei 5,64, wahrend er im
tumofreien Gewebe bei 3,40 liegt. Der Expressionsunterschied von TTC38 zwischen tumorfreiem
Gewebe und der Gesamtheit aller Tumore ist signifikant (p=0,009). Auch der Expressionsunterschied
zwischen tumorfreiem Gewebe und Tumoren mit Rezidiv ist signifikant (p=0,019), wahrend der
Expressionsunterschied von TTC38 zwischen tumorfreiem Gewebe und Tumoren ohne Rezidiv knapp
nicht signifikant (p=0,079) war aber einen eindeutigen Trend zeigte. Damit bestatigt die
Immunhistochemie die Heraufregulation von TTC38 in der Gesamtheit aller Prostatakarzinome und die
leichte Herunterregulation von TTC38 in Tumoren mit Rezidiv im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv.
Aufgeschlisselt nach dem prozentualen Anteil der einzelnen maximalen Immunhistochemiescores
wiesen 35% der Tumore mit Rezidiv einen TTC38 immunhistochemischen Socre von 3 auf (Daten nicht
gezeigt). In der Gruppe der Tumore ohne Rezidiv wiesen 50% der Tumore einen immunhistochemischen
Score von 3 auf. In der Gruppe der tumorfreien Gewebe ist der Anteil der Patienten, die einen Score von

3 aufweisen mit 4,8 % sehr gering (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.30: Zusammenfassung der Immunhistochemie von TTC38 an 13 Prostatektomieproben von
Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, 14 Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und 42 tumorfreie
Prostatektomieproben. A) Mittlerer Score der TTC38 Expression in den einzelnen Gewebegruppen. B) Prozentualer
Anteil der Scores der TTC38 Expression in den einzelnen Gruppen.

4.4.5.4 Validierung der differentiellen TTC38 Expression an einem unabhangigen Patientenkollektiv

mittels TMA

TTC38 zeigte in der DIGE, in Western Blots und den immunhistochemischen Analysen bisher
vielversprechende Ergebnisse. So war TTC38 im Prostatakarzinom heraufreguliert, wobei es in
Karzinomen mit Rezidiv etwas niedriger exprimiert wurde als in Karzinomen ohne Rezidiv. Aufgrund
dieser Ergebnisse sollte TTC38 im Folgenden mittels immunhistochemischer Farbung eines TMA an
einem groRRen, unabhdngigen Patientenkollektiv validiert werden. Hierzu wurde fand der TMA von Prof.
Dr. med. Glen Kristiansen (Institut fr Pathologie, Universitatsklinikum Bonn) erneut Anwendung. Damit
konnten 63 Proben von Patienten ohne Rezidiv, 18 Proben von Patienten mit Rezidiv und 125
tumorfreie Patientenproben immunhistochemisch auf ihre TTC38 Expression hin analysiert werden.
Weiterhin waren von 53 Patientenproben einer prostataspezifischen intraepithelialen Neoplasie (PIN)
vorhanden. Die PIN gilt als eine pramaligne Vorstufe des Prostatakarzinoms (Ashida et al., 2004; McNeal
und Bostwick, 1986; Montironi et al., 2011). Damit ermoglichte die Analyse der PIN einen Riickschluss
auf den Zeitpunkt der TTC38 Expressionsanderung im Verlauf der Prostatakarzinomentstehung. Zwecks
genauerer TTC38 Expressionanalyse wurde bei den TMA Analysen der Remmele Score ermittelt. Wie in
Tabelle 4.8 und Abbildung 4.31 dargestellt, wiesen die tumorfreien Gewebe im Mittel einen TTC38
Expressionsscore von 1,34 auf (Remmele Score 4,74). In PIN-Lasionen liegt der mittlere TTC38 Score bei
2,40 (Remmele Score 9,19), wahrend Prostatakarzinome ohne Rezidiv einen mittleren TTC38 Score von
2,46 (Remmele Score 9,29) und Prostatakarzinome mit Rezidiv einen mittleren TTC38 Score von 2,39

(Remmele Score 9,28) aufwiesen. Die TTC38 Expression war somit schon in der pra-malignen Vorstufe
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des PIN im Vergleich zum Normalgewebe heraufreguliert. Der Unterschied in der TTC38 Expression
zwischen Tumoren mit und ohne Rezidiv war in diesem Patientenkollektiv nicht signifikant (p=0,609).
TTC38 wies aber im tumorfreien Gewebe eine signifikant niedrigere Expression auf als in allen anderen
analysierten Geweben (fur PIN, Tumor ohne Rezidiv und Tumor mit Rezidiv im Vergleich zum

tumorfreien Gewebe jeweils p<0,001).

Tabelle 4.8: TTC38 Expression in 125 tumorfreien Geweben, 53 PIN-Ldsionen, 63 Prostatakarzinomen ohne Rezidiv

und 18 Prostatakarzinomen mit Rezidiv.

MW TTC38 MW TTC38 [%] SATTC38 [%] MW TTC38 SATTC38
Gewebe SA TTC38 Score gefdrbter gefdrbter Remmele Remmele
Score % *
Zellen Zellen Score Score
tumorfrei 1,34 0,53 87,88 23,13 4,74 1,81
PIN 2,40 0,60 96,42 9,73 9,19 2,67
Tumor ohne
Rezidiv 2,46 0,62 90,81 15,18 9,29 2,64
Tumor mit
" . I 2,39 0,61 93,89 12,90 9,28 2,47
Rezidiv
MW= Mittelwert, SA=Standardabweichung, Score = immunhistochemischer Score;
*Adaptierter Remmele Score (libertragen von der Kernfarbung auf die zytoplasmatische Farbung)
A) . p<0,001 L B) Score3-6  Score 8-12
*
Tumor mit Rezidiv
10,0
* Tumor ohne Rezidiv
O 75—
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*
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Abbildung 4.31: Immunhistochemische Analyse der TTC38 Expression in Prostata(karzinom)gewebe. A) mittlerer
Remmele Score der TTC38 Expression in den einzelnen Gewebegruppen dargestellt als Boxplot. TTC38 ist in
Prostatakarzinomen und der PIN im Vergleich zum Normalgewebe signifikant heraufreguliert (p<0,001). Ein
Unterschied in der TTC38 Expression zwischen Patienten mit und ohne Rezidiv ist nicht detektierbar (p=0,961). B)
Prozentualer Anteil der Remmele Scores der TTC38 Expression in den einzelnen Gruppen. Nur 18,4% der
tumorfeien Gewebe weisen eine hohe TTC38 Expression auf (Remmele Score 8-12) wdhrend 84,9% der PIN-
Lasionen, 84,2% der Prostatakarzinome ohne Rezidiv und 88,9% der Prostatakarzinome mit Rezidiv ein hohe TTC38
Expression (Remmele Score 8-12) aufweisen.
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In einer Kaplan-Meyer Uberlebensanalyse des untersuchten TMAs zeigten Prostatakarzinompatienten
mit niedriger TTC38 Expression (Remmele Score 0-6) keinen signifikanten Unterschied im rezidivfreien
Uberleben im Vergleich zu Prostatakarzinompatienten mit einer starken TTC38 Expression (Remmele

Score 8-12) (p=0,303 im log-Rank Test)(Abbildung 4.32).
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Abbildung 4.32: Kaplan-Meyer Kurven zum Einfluss der TTC38 Expression auf das rezidivfreie Uberleben von
Prostatakarzinompatienten. Ein Unterschied im rezidivfreien Uberleben der Prostatakarzinompatienten mit
schwacher TTC38 (Remmele Score 0-6) und starker TTC38 Expression (Remmele Score 8-12) kann nicht detektiert
werden (p=0,303).

4.5 Multiple Reaction Monitoring als Hochdurchsatz Methode fiir die Validierung potentieller neuer

Biomarker fiir das (rezidivierende) Prostatakarzinom

Fliissigchromatographie-Multiple Reaction Monitoring-MS  (LC-MRM-MS)  stellt eine neue, viel-
versprechende massenspektrometrische Methode mit dem Potential zur Validierung potentieller
Biomarker dar. Die Vorteile der LC-MRM-MS gegenliber antikorperbasierten Nachweismethoden
(Western Blot, ELISA ...) liegen in der Moglichkeit des Multiplexings und der damit verbundenen
kostengiinstigen Quantifizierung von zurzeit bis zu 67 Proteinen (Domanski et al., 2012) gleichzeitig aus
einer Probe. Weiterhin sind nur geringe Mengen Probenmaterial und eine kurze Entwicklungszeit fir die
Assays notig. Bei entsprechender Weiterentwicklung werden der Methode Chancen in der klinischen
Anwendung eingerdumt (Picotti und Aebersold, 2012). In den im Folgenden dargestellten Versuchen
sollten die mittels 2D-DIGE und MS identifizierten und bereits im Western Blot analysierten Proteine
TTC38, Secernin-1 und Vinculin als Marker fir das (rezidivierende) Prostatakarzinom validiert werden.
Da Prostatspezifische saure Phosphatase (PAP) und Galectin-3 sowohl in den initialen 2D-DIGE und MS
Analysen als dereguliert identifiziert wurden, als auch in der Literatur schon als Marker fiir das
rezidivierende Prostatakarzinom diskutiert werden, wurden weiterhin diese beiden Protein Abundanzen

in Serum und Urin mittels LC-MRM-MS untersucht. Da fiir die Proteine Gelsolin, 78 kDa Glucose-
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regulated Protein (GRP78), Annexin A5 und Alpha-1B-Glycoprotein am Genome BC Proteomics Center
der University of Victoria bereits Methoden und SIS-Peptide fiir LC-MRM-MS-Messungen zur Verfligung
standen und die genannten Proteine auch in der 2D-DIGE differentiell reguliert waren, wurden diese
Proteine zusatzlich mit in die LC-MRM-MS-Messungen einbezogen. Alle LC-MRM-MS-Messungen dieser
Arbeit wurden am Genome BC Proteomics Centre in der Gruppe von Prof. Dr. rer. nat. Christoph
Borchers unter Anleitung von Angela Jackson durchgefiihrt (University of Victoria, Victoria BC, Kanada).

Die Methode der LC-MRM-MS ist am Genome BC Proteomics Center fiir Serum sehr gut etabliert. Fir
Urinproben musste die Probenaufarbeitung allerdings vor der Durchfliihrung der eigentlichen
LC-MRM-MS  Versuche zundchst etabliert werden. Hierzu standen die Methoden der
Trichloressigsaurefallung (TCA) und des Molecular Weight Cut-offs (MWCO) zur Verfligung. AuRerdem
standen zwei mogliche Protokolle fir den Trypsinverdau zur Verfiigung. Nach eingehender
Literaturrecherche wurde das am Genome BC Proteomics Center von Frau Angela Jackson zum
tryptischen Verdau von Serumproben verwendete Protokoll mit einem leicht variierten Protokoll nach
Selevsek et al. (Selevsek et al., 2011) verglichen. Die Ergebnisse (Abbildung 4.33) zeigen, dass die
Messungen mit der Kombination aus Molecular weight cut off (MWCO)-Aufarbeitung der Urinproben
und dem leicht modifizierten Protokoll fir den tryptischen Verdau der Proteine nach Selevsek et al.
(Selevsek et al., 2011) die hochste Summe der Proteinabundanzen und gleichzeitig die niedrigste Summe
der relativen Standardabweichungen aufweist. Dieses Protokoll wurde daher als Standardprotokoll fir

die Aufarbeitung der Proben fiir die nachfolgenden LC-MRM-MS Analysen ausgewahilt.
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Abbildung 4.33: Etablierung von Proteinisolation und -verdau aus Urin durch Vergleich von vier verschiedenen
Aufarbeitungsprotokollen und Messung eines etablierten 72-SIS-Peptide Mix. Folgende Protokolle wurden
miteinander verglichen: Urinaufarbeitung mittels Molecular weight cut off (MWCQO) kombiniert mit einem
tryptischen verdau nach Selevsek et al. bzw. kombiniert mit einem tryptischen Verdau nach dem Protokoll von
Frau Angela Jackson vom Genome BC Proteomics Centre (Angela) sowie die Proteinaufarbeitung mittels
Trichloressigsaurefallung (TCA) jeweils kombiniert mit den beiden moglichen Protokollen fiir den Trypsinverdau.
Dargestellt ist A) die Summe aller Abundanzen der gemessenen Peptide [-] und B) die Summe aller relativen
Standardabweichungen aller pro Protokoll gemessenen Proben im 4-fach Ansatz. Das Protokoll mit der
Kombination aus MWCO-Aufarbeitung der Urinproben kombiniert mit dem leicht modifizierten Protokoll fiir den
tryptischen Verdau der Proteine nach Selevsek et al. (Selevsek et al., 2011) zeigt die hochste Summe der
Proteinabundanzen und gleichzeitig die niedrigste Summe der relativen Standardabweichungen.
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Im Anschluss an die Etablierung konnten die LC-MRM-MS Messungen durchgefiihrt und statistisch
ausgewertet werden. Fir die absolut quantifizierten Proteine wurden statistische Analysen der
verschiedenen Tumor- und Kontrollgruppen durchgefiihrt. In den Abbildungen 4.34 bis 4.38 sind die
Ergebnisse der statistischen Analysen fiir die LC-MRM-MS Messungen von PAP, Galectin-3, TTC38,
Annexin A5, Vinculin, GRP78, Alpha-1B-Glycoprotein und Gelsolin dargestellt. Wahrend PAP, Galectin-3,
TTC38 und Annexin A5 nur im Urin nachgewiesen werden konnten, waren Vinculin, GRP78, Alpha-1B-
Glycoproten und Gelsolin sowohl im Urin als auch im Serum von Patienten nachweisbar. Secernin-1
konnte mittels LC-MRM-MS weder im Urin noch im Serum von Kontroll- oder
Prostatakarzinompatienten detektiert werden.

In den Vorversuchen wurden PAP und Annexin A5 identifiziert als Proteine, welche in
Prostatakarzinomen mit Rezidiv heraufreguliert sind im Vergleich zu den Prostatakarzinomen ohne
Rezidiv. AuRerdem war Annexin A5 in Tumoren im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe heraufreguliert.
Im Urin zeigte Annexin A5 eine Tendenz zur héheren Expression im Urin von Prostatakarzinompatienten
im Vergleich zu den Kontrollurinen, ein signifikanter Unterschied der Annexin A5 Konzentrationen in den
einzelnen Uringruppen bestand aber nicht. Die LC-MRM-MS Messungen von PAP zeigten eine
signifikante Heraufregulation der Urine von Prostatakarzinompatienten im Vergleich zu den
Kontrollpatienten (p=0,012). Ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollurinen und den Urinen von
Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv war allerdings nicht detektierbar.

Fir Galectin-3 und TTC38 konnte in den 2D-DIGE Versuchen gezeigt werden, dass es in
Prostatakarzinomen mit Rezidiv im Vergleich zu Prostatakarzinomen ohne Rezidiv herabreguliert ist.
Auch im Urin von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv ist Galectin-3 signifikant herabreguliert im
Vergleich zu den Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv (p=0,017). Ein signifikanter Unterschied
zwischen Kontrollurinen und den Urinen von Prostatakarzinompatienten war allerdings nicht
nachweisbar. Im Gegensatz dazu konnten die LC-MRM-MS Messungen von TTC38 die Heraufregulation
dieses Proteins im Urin von Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv im Vergleich zum Urin von

Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv bestatigen (Abbildung 4.34).
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Abbildung 4.34: Ergebnisse der LC-MRM-MS Messungen fiir prostataspezifische saure Phosphatase (PAP), Peptid
FQELESETLK (A), Galectin-3 Peptid IALDFQR (B), Annexin A5 Peptid GTVTDFPGFDER (C) und Tetratricopeptid
Protein 38 (TTC38) Peptid IVQLGGSNAQR (D) im Urin. PAP ist im Urin von Prostatakarzinompatienten signifikant
hochreguliert (p=0,012). Ein signifikanter Unterschied zwischen Urinen von Prostatakarzinomen mit und ohne
Rezidiv konnte allerdings nicht nachgewiesen werden (p=0,223). Fir Annexin A5 konnte kein signifikanter
Unterschied in der Expression zwischen Kontrollpatienten und Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv
detektiert werden. Auch fir Galectin-3 konnten keine signifikanten Unterschiede der Expression zwischen
Prostatakarzinompatienten und Kontrollpatienten nachgewiesen werden (p=0,658). Allerdings war die Galectin-3
Expression in Urinen von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv signifikant herunterreguliert im Vergleich zu
Urinen von Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv (p=0,017). TTC38 ist im Urin von Prostatakarzinompatienten
nicht signifikant heraufreguliert. Allerdings war TTC38 in Karzinomen ohne Rezidiv signifikant heraufreguliert im
Vergleich zu Karzinomen mit Rezidiv (p=0,034).

Die LC-MRM-MS Ergebnisse der Gelsolinmessungen waren in Urin- und Serumproben widersprchlich.
Zeigten die 2D-DIGE Analysen eine signifikante Herabregulation von Gelsolin in Prostatakarzinomen mit
Rezidiv im Vergleich zu Prostatakarzinomen ohne Rezidiv, so spiegelte sich dies auch in den
LC-MRM-MSMessungen von Gelsolin im Urin wider. Gelsolin ist im Urin von Prostatakarzinompatienten
mit Rezidiv im Vergleich zum Urin von Patienten ohne Rezidiv signifikant herunterreguliert (p=0,039).
Eine signifikant veranderte Expression von Gelsolin in den verschiedenen Tumorgruppen im Vergleich
zum Kontrollurin lag allerdings nicht vor. Weiterhin drehte sich die Regulation zwischen Patienten mit
und ohne Rezidiv im Serum um: Im Serum des Gesamtkollektives zeigten Patienten mit Rezidiv eine
signifikant hohere Gelsolinexpression als Patienten ohne Rezidiv (p=0,019). In einer Subgruppenanalyse
war dieser Unterschied allerdings weder im Bonner noch im Aachener Kollektiv signifikant. Gleiches galt
fir die signifikante Herabregulation von Gelsolin in den Karzinomseren im Vergleich zu den

Kontrollseren (p=0,002).
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Abbildung 4.35: Ergebnisse der LC-MRMMS Messungen fiir Gelsolin Peptid HYVONEVVVQR in Urin (A) und Serum
(B-D) von Prostatakarzinompatienten. B) Gelsolinkonzentrationen im gesamten Serumkollektiv. C) und D) zeigen
die Ergebnisse der LC-MRM-MS-Messungen aufgeschlisselt nach den Serum-Subkollektiven , Aachen” (C) und
,Bonn“ (D). Gelsolin ist im Urin von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv im Vergleich zu Urin von Patienten
ohne Rezidiv signifikant herunterreguliert (p=0,039). Eine signifikant veranderte Expression von Gelsolin in den
verschiedenen Tumorgruppen im Vergleich zum Kontrollurin liegt allerdings nicht vor. Weiterhin dreht sich die
Regulation zwischen Patienten mit und ohne Rezidiv im Serum um: Im Serum des Gesamtkollektivs zeigen
Patienten mit Rezidiv eine signifikant hohere Gelsolinexpression als Patienten ohne Rezidiv (p=0,019). In einer
Subgruppenanalyse ist dieser Unterschied allerdings weder im Bonner noch im Aachener Kollektiv signifikant.
Gleiches gilt fur die signifikante Herabregulation von Gelsolin in den Karzinomseren im Vergleich zu den
Kontrollseren (p=0,002).

Als weiterer potentieller Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom wurde in den kombinierten
2D-DIGE und MS Analysen GRP78 identifiziert. Die 2D-DIGE Analysen zeigten eine signifikante
Heraufregulation von GRP78 in Prostatakarzinomen mit Rezidiv im Vergleich zu Prostatakarzinomen
ohne Rezidiv. Daher wurde auch GRP78 mittels LC-MRM-MS im Serum und Urin von
Prostatakarzinompatienten analysiert. Allerdings war GRP78 im Serum von Prostatakarzinompatienten
signifikant herabreguliert (Abbildung 4.36). Ein Unterschied zwischen Seren von Patienten mit und ohne
Rezidiv bestand nicht. Im Gegensatz dazu war GRP78 im Urin von Prostatakarzinompatienten ohne
Rezidiv signifikant heraufreguliert im Vergleich zum Kontrollurin und den Urinen von

Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv.
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Abbildung 4.36: Ergebnisse der LC-MRM-MS-Messungen fiir 78 kDa Glucose-regulated Protein (GRP78) Peptid
ITPSYVAFTPEGER im Urin (A) und Serum (B-D) von Prostatakarzinompatienten. B) GRP78-Konzentrationen im
gesamten Serumkollektiv. C) und D) zeigen die Ergebnisse der LC-MRM-MS-Messungen aufgeschlisselt nach den
Serum-Subkollektiven ,,Aachen” (C) und ,, Bonn“ (D). GRP78 ist im Serum von Karzinompatienten mit Rezidiv im
Vergleich zu Karzinompatienten ohne Rezidiv nicht signifikant heraufreguliert (p=0,487). GRP78 ist im Urin von
Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv heraufreguliert im Vergleich zu Karzinomen mit Rezidiv (p=0,005).
Prostatakarzinome ohne Rezidiv wiesen zusatzlich eine signifikant hohere Expression von GRP78 im Urin auf als die
Kontrollurine (p=0,045). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Urinen von Karzinompatienten insgesamt und
den Kontrollurinen war nicht nachweisbar (p=0,122). Im Serum von Prostatakarzinompatienten ist GRP78
signifikant herabreguliert im Vergleich zu den Kontrollseren (p=0,001).

Die letzten beiden mittels LC-MRM-MS im Urin von Prostatakarzinompatienten analysierten Proteine
waren Alpha-1B-Glycoprotein und Vinculin. Beide Proteine wurden in den 2D-DIGE-Ergebnissen als in
Prostatakarzinomen mit Rezidiv signifikant heraufreguliert im Vergleich zu Prostatakarzinomen ohne
Rezidiv gefunden. Alpha-1B-Glycoprotein zeigte auRerdem eine signifikante Heraufregulation in
Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe. Im Urin konnte diese Heraufregulation von
Alpha-1B-Glycoprotein in Prostatakarzinomen im Vergleich zu Kontrollurinen nicht nachgewiesen
werden  (Abbildung 4.37). Mehr noch war Alpha-1B-Glycoprotein in  Urinen von
Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv signifikant herabreguliert im Vergleich zum Urin von
Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv. Im Serum von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv war
allerdings ein eindeutiger Trend zur Heraufregulation von Alpha-1B-Glycoprotein im Vergleich zu
Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv zu beobachten. Gleichzeitig war Alpha-1B-Glycoprotein im
Serum von Prostatakarzinompatienten signifikant herabreguliert im Vergleich zu Serum von

Kontrollpatienten.
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Abbildung 4.37: Ergebnisse der LC-MRM-MS-Messungen fiir Alpha-1B-Glycoprotein Peptid GVTFLLR im Urin (A)
und Serum (B-D) von Prostatakarzinompatienten. B) Alpha-1B-Glycoprotein-Konzentrationen im gesamten
Serumkollektiv. C) und D) zeigen die Ergebnisse der LC-MRM-MS-Messungen aufgeschlisselt nach den Serum-
Subkollektiven ,,Aachen” (C) und ,Bonn“ (D). Flr Alpha-1B-Glycoprotein ist ein Trend zur Heraufregulation im
Serum von Patienten mit Rezidiv im Vergleich zu Seren von Patienten ohne Rezidive zu erkennen (p=0,046).
Gleichzeitig ist Alpha-1B-Glycoprotein in Prostatakarzinompatienten signifikant herunterreguliert im Vergleich zur
Gruppe der Kontrollpatienten (p<0,001). Im Gegensatz hierzu ist im Urin keine signifikante Herabregulation von
Alpha-1B-Glycoprotein in Prostatakarzinompatienten im Vergleich zum Urin der Kontrollgruppe vorhanden
(p=0,376). Die Urine von Patienten ohne Rezidiv weisen eine signifikant hoher Alpha-1B-Glycoproteinexpression im
Vergleich zu Urin von Patienten mit Rezidiventwicklung im Laufe ihrer Erkrankung auf (p=0,017). Weder der
Unterschied in der Alpha-1B-Glycoproteinexpression von Patienten mit noch der von Patienten ohne Rezidiv
unterscheidet sich allerdings signifikant von der Alpha-1B-Glycoproteinkonzentration der Kontrollpatienten.

Im Gegensatz dazu zeigte Vinculin sowohl im Serum als auch im Urin die Tendenz, in Karzinompatienten
heraufreguliert zu sein im Vergleich zu Kontrollpatienten (Abbildung 4.38). Im Serum war dieser

Unterschied zwischen Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv signifikant (p=0,007).
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Abbildung 4.38: Ergebnisse der LC-MRM-MS-Messungen fiir das Vinculin Peptid SLGEISALTSK in Urin (A) und
Serum (B-D) von Prostatakarzinompatienten. B) Vinculinkonzentrationen im gesamten Serumkollektiv. C) und D)
zeigen die Ergebnisse der LC-MRM-MS-Messungen aufgeschliisselt nach den Serum-Subkollektiven ,Aachen” (C)
und ,,Bonn” (D). Vinculin zeigt im Urin von Prostatakarzinompatienten einen leicht hoheren Mittelwert als im
Kontrollurin. Dieser Unterschied ist allerdings genauso wenig signifikant, wie der Vinculin-Expressionsunterschied
im Urin von Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv (p=0,462). Im Gegensatz dazu ist diese
Heraufregulation von Vinculin im Serum von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv im Vergleich zum Serum von
Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv signifikant im Gesamtkollektiv (p=0,007). Ein signifikanter Unterschied
zwischen Prostatakarzinomen und den Kontrollen ist allerdings weder im Urin noch im Serum nachweisbar.

Tabelle 4.9 gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber alle LC-MRM-MS Ergebnisse. Eine detaillierte
Auflistung aller Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte aller durchgefiihrten LC-MRM-MS-
Messungen — auch von den Peptiden, deren Abbildungen hier nicht gezeigt sind — findet sich im Anhang

in Tabelle 7.22.
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Tabelle 4.9: Zusammenfassender Uberblick iiber alle LC-MRM-MS Ergebnisse

Protein LC-MRM-MS Serum LC-MRM-MS Urin
Tu—-RezzuTf) Tu+RezzuTf Tu+RezzuTu Tu-RezzuTf4¥ Tu+RezzuTf5 Tu+ Rezzu Tu
2 —Rez? -Rez®

PAP - - - N* 2N >
Annexin A5 - - - N ™ RN
Galectin-3 - - - Keine Wertung - N
TTC38 — - - N N *
Gelsolin J* JF* M* - Keine Wertung N
GRP78 N * ™ N* N *
A1BG N % N ™ > %
Vinculin Keine Wertung -> M* ™ ™ ™

1) gibt das Verhaltnis im Serum von Patienten mit Tumoren ohne Rezidiv (Tu — Rez) zu Serum von tumorfreien Kontrollpatienten (Tf) an

2) gibt das Verhéltnis im Serum von Patienten mit Tumoren mit Rezidiv (Tu + Rez) zu Serum von tumorfreien Kontrollpatienten (Tf) an

3) gibt das Verhaltnis im Serum von Patienten mit Tumoren mit Rezidiv (Tu + Rez) zu Serum von Patienten mit Tumoren ohne Rezidiv (Tu - Rez)
an

4) gibt das Verhaltnis im Urin von Patienten mit Tumoren ohne Rezidiv (Tu — Rez) zu Urin von tumorfreien Kontrollpatienten (Tf) an

5) gibt das Verhéltnis im Urin von Patienten mit Tumoren mit Rezidiv (Tu + Rez) zu Urin von tumorfreien Kontrollpatienten (Tf) an

6) gibt das Verhaltnis im Urin von Patienten mit Tumoren mit Rezidiv (Tu + Rez) zu Urin von Patienten mit Tumoren ohne Rezidiv (Tu - Rez) an;
LC-MRM-MS = Fliissigchromatographie-Multiple Reaction Monitoring-MS (LC-MRM-MS) ; PAP= Prostata-spezifische saure Phosphatase, TTC38 =
Tetratricopeptid repeat domain Protein 38; GRP78 = 78 kDa Glucose-regulated Protein; A1BG = Alpha-1B-Glycoprotein; — = Ergebnisse liegen
nicht vor; I heraufreguliert; \, herabreguliert; = keine Deregulation; * = signifikant; # = Trend (0,1>p>0,05); keine Wertung = aufgrund der
vorhandenen Datenlage keine genaue Aussage ob es hoch oder herunterreguliert vorliegt moglich.

4.6 Funktionelle Charakterisierung von TTC38 als potentieller Biomarker fiir das rezidivierende

Prostatakarzinom

Die vielversprechenden Ergebnisse der 2D-DIGE, der Western Blots sowie der immunhistochemischen
Validierung von TTC38 warfen die Frage auf, welche funktionelle Rolle dieses noch weitgehend
unbekannte Protein im Prostatakarzinom hat. Daher sollte im weiteren Verlauf der Arbeit ein
Zellkulturmodell zur funktionellen Charakterisierung von TTC38 geschaffen werden. Hierzu standen die
beiden Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und Dul45 zur Verfligung. Zunachst wurden in beiden Zelllinien
Expressionsanalysen durchgefiihrt, um eine fiir die geplanten Versuche geeignete Zelllinie zu finden. In
dieser Zelllinie sollte TTC38 dann entweder mittels shRNA ausgeknockt oder mittels stabilem
Uberexpressionsvektor (iberexprimiert werden. Diese so erzeugten stabilen TTC38 knockdown
Transfektanden wurden dann auf ihre TTC38 Expression hin analysiert und TTC38 anschlieBend in
Zellkulturversuchen charakterisiert. Da hier vielversprechende Ergebnisse erzielt wurden, wurden im
spateren Verlauf der Arbeit auch noch TTC38 liberexprimierende PC-3 Transfektanden hergestellt und
charakterisiert. Die Expressionanalysen, die Herstellung und Charakterisierung stabile TTC38 knockdown
Klone sowie ein Teil der Zellkulturversuche zur Charakterisierung von TTC38 wurden von Herrn Michael
Moll im Rahmen seiner Masterarbeit unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler durchgefiihrt. Die
Charakterisierung der stabilen TTC38 Uberexpressionsklone sowie ein GroRteil der folgenden
Zellkulturversuche mit diesen Zellen wurden von Herrn Benedikt George im Rahmen seiner

Bachelorarbeit unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler durchgefiihrt. Zur besseren Vergleichbarkeit



Ergebnisse 131

sind in den folgenden Kapiteln in jedem Bild stets zunachst die Ergebnisse der Zellen mit der niedrigeren
TTC38 Expression dargestellt. AnschlieRend folgen die Ergebnisse der Zellen mit den hohen TTC38

Expressionen.

4.6.1 Expressionsanalysen von TTC38 in den Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und Du145

Die Expressionsanalyse von TTC38 wurde sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene fiir die beiden
vorhandenen Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und Dul45 durchgefiuhrt. Als Referenz wurde die
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 verwendet, fiir die eine starke TTC38 Expression bekannt war.
Sowohl PC-3 als auch Dul45 zeigten in der real-time PCR auf der mRNA Ebene eine deutliche TTC38
Expression (Abbildung 4.39), womit zunachst eine stabile TTC38 shRNA Transfektion die Methode der
Wahl zur Charakterisierung von TTC38 war. Allerdings musste hierfir noch die TTC38 Expression auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Zum Nachweis dieser wurden Western Blots angefertigt. Hierbei
konnte die TTC38 Expression in der Zelllinie PC-3, nicht aber in der Zelllinie Dul45 nachgewiesen

werden. Aus diesem Grund wurde die Zelllinie PC-3 fiir einen stabilen TTC38 knockdown ausgewahlt.
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Abbildung 4.39: Expressionsanalysen von TTC38 in den Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und Dul45. Die
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 dient als Referenz. A) mRNA Expression von TTC38 gemessen mittels real-
time PCR. Sowohl die Zelllinie PC-3 als auch die Zelllinie Dul45 weisen eine TTC38 mRNA-Expression auf. B)
Western Blot Analysen der TTC38 Expression in der Zelllinie PC-3. Die Verdinnungsreihen der
Gesamtproteinmengen dienen der besseren Vergleichbarkeit der TTC38 Expression. TTC38 ist in der Zelllinie PC-3
ab einer Gesamtproteinmenge von 10 pg nachweisbar. B-Actin gilt als Referenzprotein. C) TTC38 Western Blot
Analysen in der Prostatakarzinomzelllinie DU145. TTC38 Proteinexpression ist in den aufgetragenen
Gesamtproteinmengen nicht nachweisbar. Das Haushaltsprotein f -Actin dient wiederum als Referenzprotein.
Verandert nach Moll (Moll, 2012).

4.6.2 Herstellung und Charakterisierung stabiler TTC38 knockdown Transfektanden der

Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Die Ergebnisse der Expressionsanalysen von TTC38 in den Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und Dul45
legten die Herstellung stabiler knockdown Klone in der Zelllinie PC-3 als Modell zur Charakterisierung
von TTC38 nahe. Nach der Amplifikation der shRNA Plasmide (SureSilencing shRNA Plasmid for Human

TTC38, Qiagen, Hilden, Deutschland) in E.coli erfolgte die Sequenzierung dieser Plasmide. Mutationen,
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Deletionen und Insertionen im shRNA codierenden Bereich konnten hierbei ausgeschlossen
(Abbildung 7.1 im Anhang) und folglich mit der Transfektion begonnen werden. Es wurden vier
verschiedene Plasmide sowie ein Mix aller vier Plasmide in die Zellen hineintransfiziert (siehe Kapitel 3
Material und Methoden, Tabelle 3.10). Im Anschluss wurden die Klone mit dem Plasmid, welches den
starksten Knockdown hervorruft, identifiziert und fiir die Charakterisierung von TTC38 verwendet.

Wie in Abbildung 4.40 gezeigt, ist insbesondere bei den Klonen mit den als ,blau” und ,griin“
gekennzeichneten shRNA Plasmide eine deutliche, mehr als 70%ige Reduktion der relativen TTC38
mRNA Expression nachweisbar. Die Western Blot Analysen der vielversprechendsten TTC38 knockdown

Klone bestatigen damit den in der Real-time PCR gemessenen TTC38 Knockdown auch auf Proteinebene

(Abbildung 4.41).
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Abbildung 4.40: Real-time PCR Analysen der stabilen TTC38 knockdown Klone. Dargestellt ist die relative TTC38
Expression als prozentuales Expressionslevel bezogen auf den PC-3 Wildtyp (entspricht 100%). GAPDH fungierte als
interner Standard zur Normierung der Expression (relatives Expressionslevel). 27 PC-3 TTC38-knockdown Klone
zeigen im Bezug zum Wildtyp eine mindestens 70%ige Reduktion der relativen TTC38 Expression. Dies entspricht
einem TTC38 Expressionslevel von 30% der Ausgangsproteinmenge. Verandert nach Moll (Moll, 2012).
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Abbildung 4.41: Western Blot Analysen ausgewahlter stabiler TTC38 knockdown Transfektanden der Zelllinie PC-3.
A) Mit Ausnahme der PC-3 Klone Blau 6D2 und Blau 6E2 weisen die dargestellten blauen Klone eine deutlich
verminderte TTC38 Expression im Vergleich zu den mit einem Plasmid fir scrambled shRNA transfizierten weilRen
Kontrollklonen auf. Das Haushaltsprotein B-Actin dient als Ladekontrolle zur Normierung der TTC38 Expression. B)
Die Proteinexpression der ausgewdhlten TTTC38 knockdown Klone korreliert signifikant mit der RNA-Expression
von TTC38 (p=0,005; Korrelationskoeffizient nach Pearson 0,707). Teil A verdndert nach Moll (Moll, 2012).

4.6.3 Herstellung und Charakterisierung stabiler TTC38 Uberexpressiontransfektanden der

Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Aufgrund vielversprechender Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung der PC-3-TTC38
knockdown Klone wurden im spateren Verlauf der Arbeit noch TTC38 Uberexpressionsklone der Zelllinie
PC-3 hergestellt. Nach der Amplifikation der Plasmide (pCMV6-AC, OriGene Technologies, Rockville, MD,
USA) in E.coli erfolgte die Sequenzierung dieser Plasmide. Mutationen, Deletionen und Insertionen im
codierenden Bereich wurden hierbei ausgeschlossen (Abbildung 7.2 im Anhang), so dass die
Transfektion durchgefiihrt wurde. Die Charakterisierung der hergestellten Klone und die funktionellen
Analysen hierzu wurden von Herrn Benedikt George im Rahmen seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt.
Zunachst wurden die PC-3 TTC38 Transfektanden auf mRNA Ebene mittels real-time PCR charakterisiert.
Wie in Abbildung 4.42 A) dargestellt, zeigten die Uberexpressionsklone voll D1, voll D5, voll D6, voll D7,
voll E1 und voll F1, sowie voll D eine deutliche TTC38-Uberexpression. Die Kontrollklone zeigten im
Vergleich zu den TTC38 Uberexpressionsklonen eine deutlich geringere TTC38 mRNA Expression. Mit
Expressionsleveln von 86% und 88% hatten die beiden Klone leer E9 und leer E1 die niedrigste TTC38-
Expression. Auch die Western Blot Analysen bestatigen diese Ergebnisse. So ist auf Proteinebene im
Western Blot eine deutliche TTC38 Uberexpression in den Vollklonen detektierbar im Vergleich zu den

Kontrollklonen (Abbildung 4.42).



134

Ergebnisse
A) 14
o™ 12
1
@]
o
“— 10
o }
(0]
©
QL 3
£
o
S 6
c
o
®
b 4
S
Q.
X
w
©
)
O
||: 0
~ N ™~ VD D ON OO NSO ONSNO YT NHDONDOO-NMWYFE ™ N™
IR T i SR S T BT ol A
A R N S . = = =
S sSSssssssSSSSSSsssVwwwy
£ 0888888888 8888989898999998938985555558¢9°¢
Q o @ 0 @ W O W ® VW DV NV VO DV DV DV DD VOV VOOV VD VDV OO0 Q © O
o mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmaocoaommmm
g COPPCPPOPOPPOPPPROPRPPPPPP00000000888888L2FK
I\l\/\l\l\l\l\l\l\hl\l\kkl\l\l\ki\/\hhhhlsl\lsl\ll:ll:,l:/:/:l\lsls
N - o M < [To] © - (32} < n o ~ - o ™Mm < W o
B) e”;“;'t_'“;“;‘:’ooooooou.lmmmmm
[— [ c = [ s - (- = [— c S =
£ s 5 9 s 9 5 5 5§55 5§55 5§65 & 5§ 5 5§ §
X X X X X X X ¥ EF X X X = = = = Ex =X =
8 &8 ¢ ¢ & 8 ¢ & T T 3 5 © © © © © © o » 3
i 38 %8 58 38 3233 38 sS 3Ss s 235 8 533 3
o ‘ 5
= R |
TTC 38 = % s

Leerklon E7
Leerklon E8
Leerklon E9
Leerklon F1
Leerklon F2
Vollklon E7
Vollklon E8
Vollklon E9
Vollklon E10
| Vollklon E11
Vollklon E12
Vollklon E13
Vollklon E14
Vollklon F1
Vollklon F2
Vollklon F3

Abbildung 4.42: Charakterisierung der stabilen TTC38 Uberexpressionsklone. A) Real-time PCR Analysen der
stabilen TTC38 Uberexpressionsklone. Dargestellt ist die relative TTC38 Expression als prozentuales
Expressionslevel bezogen auf den PC-3 Wildtyp (entspricht 1). GAPDH fungierte als interner Standard zur
Normierung der Expression (relatives Expressionslevel). 15 PC-3 TTC38-Uberexpressionsklone zeigen im Bezug zum
Wildtyp eine deutlich erhéhte TTC38 Expression. B) und C) Western Blot Analysen der stabilen TTC38
Uberexpressionsklone. Die Uberexpressionsklone (“Voll“) D1, D2, D4 — D7, E1, E2, E3-E6 und F1, F2 und F3 zeigen
im Western Blot auf Proteinebene eine deutliche TTC38 Uberexpression im Vergleich zu den Kontrollklonen
(“leer”). Verandert nach George (George, 2013).

4.6.3.1 Funktionelle in vitro Charakterisierung der TTC38 Transfektanden

Mit der funktionellen in vitro Charakterisierung von TTC38 sollte die biologische Relevanz dieses noch
weitgehend unbekannten Proteins analysiert werden. Hierzu wurden an den PC-3 knockdown Klonen

mit der schwachsten TTC38 Expression funktionelle in vitro Zellkulturassays im Vergleich zu den
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Kontrollklonen durchgefiihrt. Anhand eines XTT-Proliferationsassays sollte der Einfluss von TTC38 auf
die Proliferation der humanen Prostatakarzinomzelllinie PC-3 untersucht werden. Ein
Kolonienbildungsassay (Colony formation Assay, CFA) sollte den Einfluss von TTC38 auf Wachstum und
Kolonienbildungsvermogen von TTC38 klaren. Weiter wurde mit einem Wundheilungs-Assay der Einfluss
von TTC38 auf die Migration der Zellen analysiert, wahrend ein Matrigel Boyden Chamber Assay den

Einfluss auf die Invasionsfahigkeit der Zellen klaren sollte.

4.6.3.2 Der Einfluss von TTC38 auf die Proliferationsfahigkeit der Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Eine erhohte Proliferationsrate ist eine grundlegende Eigenschaft von Tumorzellen (Hanahan und
Weinberg, 2011). Um erste Anhaltspunkte zu bekommen, bei welchen zellbiologischen Prozessen TTC38
moglicherweise eine Rolle spielt, wurde zundchst ein Proliferationsassay mit den stabilen TTC38
knockdown Transfektanden durchgefiihrt. Spater wurde dieser Assay auch fiir die TTC38
Uberexpressionstransfektanden durchgefiihrt. Als Proliferationsassay kam tber die Dauer von 7 Tagen
ein XTT-Proliferationsassay zum Einsatz. Gemessen wurde hierbei die Extinktion des zu einem
orangenen Farbstoff umgesetzten XTT-Salzes. Die gemessene Extinktion spiegelt damit die Zellzahl

|”

wieder. Die am Tag 0 ausgesate Zellzahl wurde zur Normierung genutzt und gleich ,,null” gesetzt.

Die in Abbildung 4.43 dargestellten Ergebnisse fir die TTC38 knockdown Klone zeigen, dass TTC38
keinen Einfluss auf die Proliferation der humanen Prostatakarzinomzelllinie PC-3 hat. Mit einem p-Wert
p=1 ist kein signifikanter Unterschied zwischen den TTC38 knockdown Klonen und den Kontrollklonen im

XTT Proliferationsassay detektierbar.
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Abbildung 4.43: Reprasentative Ergebnisse des XTT-Proliferationsassays zum Vergleich der Proliferation von TTC38
knockdown Klonen und Kontrollklonen. A) Verlauf des XTT-Proliferationsassays tUber acht Tage. Dargestellt ist der
Mittelwert der sechsfach Bestimmung fir jeden einzelnen Klon. Ein Unterschied im Proliferationsverhalten
zwischen TTC38 knockdown und Kontrollklonen ist nicht erkennbar. B) Boxplot der an Tag sieben gemessenen
normierten Extinktionswerte des XTT-Proliferationsassys. Der Boxplot bestétigt, dass kein signifikanter Unterschied
zwischen TTC38 knockdown Klonen und Kontrollklonen vorhanden ist (p=1). Verandert nach Moll (Moll, 2012).
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Auch zwei weitere, unabhangige Wiederholungsversuche des XTT-Proliferationsassay bestatigten dieses
Ergebnis (Daten nicht gezeigt). In den Wiederholungsversuchen kamen zusatzlich zu den blauen TTC38
knockdown Klonen Klone zum Einsatz, die mit dem griinen shRNA Plasmid transfiziert wurden. Auch hier
ist ein Einfluss von TTC38 auf die Proliferation der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 nicht nachweisbar
(Daten nicht gezeigt). Auch bei den TTC38 Uberexpressionsklonen ist im XTT-Proliferationsassay kein
Unterschied in der Proliferation der Uberexpressionsklone im Vergleich zur Proliferation der

Kontrollklone detektierbar (Abbildung 4.44).
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Abbildung 4.44: Reprasentative Ergebnisse des XTT-Proliferationsassays zum Vergleich der Proliferation von TTC38
Uberexpressionsklonen und PC-3 Kontrollklonen. A) Verlauf des XTT-Proliferationsassays (iber acht Tage.
Dargestellt ist der Mittelwert der sechsfach Bestimmung fir jeden einzelnen Klon (fiinf Kontrollklone leer D2, leer
E1, leer E4, leer E5 und leer E6 und fiinf Uberexpressionsklone voll D1, voll D5, voll D6, voll D7 und voll E1). Ein
Unterschied im Proliferationsverhalten zwischen TTC38 Uberexpressionsklonen und Kontrollklonen ist nicht
erkennbar. B) Boxplot der am Tag acht gemessenen normierten Extinktionswerte des XTT-Proliferationsassys. Der
Boxplot bestitigt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen TTC38 Uberexpressionsklonen und Kontrollklonen
vorhanden ist (p=1). Es wurden jeweils Sechsfachbestimmungen durchgefiihrt. Verdndert nach George (George,
2013).

4.6.3.3 Der Einfluss von TTC38 auf das Kolonienbildungsvermdégen der Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Um neben dem Proliferationsverhalten Aufschluss Uber den Einfluss von TTC38 auf das
Kolonienbildungsvermoégen und die Morphologie der gebildeten Kolonien zu erhalten, wurde ein
Kolonienbildungsassay (Colony Formation Assay, CFA) durchgefiihrt. Bei diesem Assay spielt zusatzlich
zur Proliferation auch die Interaktion der Zellen untereinander eine Rolle sowie die Fahigkeit einer
einzelnen Zelle eine neue Kolonie zu bilden. Im Vergleich zum XTT-Proliferationsassay wird die
Proliferation beim CFA Uber einen langeren Zeitraum als beim XTT-Assay beobachtet.

Bei diesem Assay wurden 500 bzw. 1.000 Zellen der PC-3 TTC38 knockdown Klone sowie der
Kontrollklone in sechs-Well Schalen ausgesat und flir 12 bzw. 14 Tage inkubiert. Auch von den TTC38
Uberexpressionsklonen und den entsprechenden Kontrollklonen wurden 500 bzw. 1.000 Zellen in 6-well
Schalen ausgesat und flir 12 bzw. 14 Tage inkubiert. Nach einer Fixierung und Farbung der Zellen mit

einer kristallvioletthaltigen Féarbelosung erfolgte die densitometrische Auswertung. Die TTC38
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knockdown Klone zeigten keinen signifikanten Unterschied im Proliferationsverhalten im Vergleich zu
den Kontrollklonen (p=0,2510 bei 500 Zellen/Well und p=0,2893 bei 1.000 Zellen/Well). Allerdings
zeigten die TTC38 knockdown Klone eine Tendenz zum langsameren Wachstum im Vergleich zu den
Kontrollklonen (Abbildung 4.45). Wiederholungsversuche mit den blauen TTC38 knockdown Klonen
wurden ebenso durchgefiihrt wie Wiederholungsversuche mit den griinen TTC38 knockdown Klonen.

Alle Wiederholungen bestatigen das hier dargestellte Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.45: Reprasentative Ergebnisse des Kolonienbildungsassays (CFA) zum Vergleich des
Kolonienbildungsvermégens und der Proliferation von TTC38 knockdown Klonen und Kontrollklonen. A)
Dargestellt ist je ein Well des Dreifachansatzes jedes Klons des 500 Zellen/Well Ansatzes nach 14-tigiger
Inkubation und Farbung mit Kristallviolett. B) Boxplot der densitometrischen Auswertung des CFA nach 14- tagiger
Inkubation und anschlieBender Farbung mit Kristallviolett. Pro Plot sind die Werte von drei Klonen von jeweils
dreifachen Ansatzen eingeflossen. Die TTC38 Knockdownklone zeigen eine Tendenz zum langsameren Wachstum
im Vergleich zu den Kontrollklonen (p=0,2510). Verandert nach Moll (Moll, 2012).

Im CFA der TTC38 Uberexpressionsklone zeigten diese einen Trend zur stirkeren Proliferation im

Vergleich zu den Kontrollklonen (p=0,073, Abbildung 4.46).
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Abbildung 4.46: Reprasentative Ergebnisse des Kolonienbildungsassays (CFA) zum Vergleich des
Kolonienbildungsvermdgens und der Proliferation von TTC38 Uberexpressionsklonen und Kontrollklonen. A)
Dargestellt ist je ein Well des Dreifachansatzes jedes Klons des 500 Zellen/Well Ansatzes nach 14-tigiger
Inkubation und Farbung mit Kristallviolett. B) Boxplot der densitometrischen Auswertung des CFA nach 14-tagiger
Inkubation und anschlieRender Farbung mit Kristallviolett. Pro Plot sind die Werte von jeweils dreifach Ansatzen
von jedem Klon eingeflossen. Der Boxplot bestitigt, dass die Uberexpressionsklone einen Trend zum schnelleren
Wachstum zeigen als die Kontrollklone (p=0,073). Verandert nach George (George, 2013).
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4.6.3.4 Der Einfluss von TTC38 auf die Migrationsfahigkeit der Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Mit einem sogenannten Wundheilungsassay (Wound Healing Assay oder Scratch Assay) sollte der
Einfluss von TTC38 auf das Migrationsverhalten der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 analysiert werden.
Hierzu wurden knockdown und Kontrollklone bzw. im spadteren Verlauf der Arbeit auch TTC38
Uberexpressionsklone und zugehérige Kontrollklone jeweils im dreifach Ansatz ausgesit. Bei einer
Konfluenz von 100% wurde durch den Zellrasen eine ,Wunde” (,,Scratch”) gezogen, dessen Zuwachsen
beobachtet und alle drei Stunden fotografisch festgehalten wurde. Die TTC38 Uberexpressionsklone
wurden in Silikoninsert ausgesat. Diese wurden bei einer Konfluenz von 100% entfernt, wodurch sich
ebenfalls eine ,,Wunde” im Zellrasen ergab. Das Zuwachsen dieser ,,Wunde” wurde alle sechs Stunden
fotografisch festgehalten. Der Zeitpunkt des vollstandigen Verschlusses der Wunde spiegelte dabei die
Migrationsfahigkeit der Zellen wider.

Hierbei waren die TTC38 knockdown Klone im Durchschnitt zum Zeitpunkt t=30h zugewachsen. Die
zugehorigen Kontrollklone hingegen benétigten im Mittel 38 Stunden zum VerschlieRen der Wunde. Die
Zeitpunkte, zu denen die ,Wunde” der einzelnen Klone zugewachsen waren, sind in Tabelle 4.10

dargestellt.

Tabelle 4.10: Zeitpunkte des Zuwachsens der TTC38 knockdown und Kontrollklone im Wundheilungsassay.
Dargestellt sind die Zeiten des vollstandigen Verschlusses der Wunde fiir jeden Klon in allen drei Replikaten.

TTC38 knockdown Klon | t1 [h] | t2 [h] | t3 [h] Kontrollklon | t1 [h] ‘ t2[h] | t3[h]
Blau 4C2 21 24 27 Weil3 5B2 39 42 42
Blau 4D2 30 33 27 Weill 5D2 33 36 36
Blau 6C3 36 39 33 Weil} 6C2 36 42 36

Klar erkennbar zeigten die TTC38 knockdown Klone damit eine signifikant héhere Fahigkeit zur
Migration als die Kontrollklone (p=0,004; Abbildung 4.48). Reprasentative Fotos des Zuwachsens der
Wunden fiir die einzelnen Klone sind in Abbildung 4.47 dargestellt. Weitere Wiederholungsversuche
(auch mit griinen TTC38 knockdown Klonen (Daten nicht gezeigt)) bestatigten den Trend, dass die TTC38
knockdown Klone schneller zuwachsen als die Kontrollklone. Ein signifikanter Unterschied war hier aber
nicht mehr nachweisbar (MW blaue TTC38 knockdown Klone=32,5h MW Kontrollklone=37,25h; p=0,178
bzw. MW griine TTC38 knockdown Klone=41h, MW Kontrollklone=47,7h; p=0,244 (Daten nicht gezeigt)).
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Abbildung 4.47: Reprasentative Aufnahmen des Scratch-Assays zur Analyse des Einflusses von TTC38 auf das
Migrationsverhalten der Prostatakarzinomzelllinie PC-3. Dargestellt ist jeweils ein beispielhafter Ansatz eines
Klons. Mit roter Umrandung ist der Zeitpunkt des Zuwachsens eines Klons gekennzeichnet. Die TTC38 knockdown
Klone (blau) sind zu einem friihren Zeitpunkt zugewachsen als die Kontrollklone. Die TTC38 knockdown Klone
zeigen damit eine groRere Migrationsfahigkeit als die Kontrollklone (WeiR). Verandert nach Moll (Moll, 2012).
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Abbildung 4.48: Boxplot der Zeitpunkte des Zuwachsens der Wunde von TTC38 knockdown Klonen (A) und TTC38
Uberexpressionsklonen (B) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollklonen im Scratch-Assay. Dieser Assay dient der
Analyse des Einflusses von TTC38 auf das Migrationsverhalten der Prostatakarzinomzelllinie PC-3. Die TTC38
knockdown Klone (blau) sind zu einem frihren Zeitpunkt zugewachsen als die zugehorigen Kontrollklone (weiR).
Dieser Unterschied ist signifikant (p=0,004). Allerdings wachsen auch die TTC38 Uberexpressionsklone (Vollklone)
zu einem signifikant friiheren Zeitpunkt zu als die zugehorigen Kontrollklone (Leerklone) (p<0,001).
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Die TTC38 Uberexpressionsklone waren im Durchschnitt zum Zeitpunkt t=29h zugewachsen, wihrend
die zugehorigen Kontrollklone im Durchschnitt 46,4h bis zum Zuwachsen der Wunde bendétigten. Die
Zeitpunkte bei denen die Einzelklone zugewachsen waren, sind in Tabelle 4.11 dargestellt.

Reprasentative Aufnahmen des Zuwachsens der einzelnen Klone sind in Abbildung 4.49 dargestellt.

Tabelle 4.11: Zeitpunkte des Zuwachsens der TTC38 Uberexpressionsklone sowie der zugehérigen Kontrollklone im
Wundheilungsassay. Dargestellt sind die Zeiten des vollstandigen Verschlusses der Wunde fir jeden Klon in allen
drei Replikaten.

TTC38 ti[h] | t2[h] | t3[h] Kontrollklon | t1[h] | t2[h] | t3 [h]
Uberexpressionsklon

vollD1 24 - - leer D2 42 36 36

voll D5 42 30 - leer E1 42 36 36

voll D6 24 36 24 leer E4 60 60 54

voll D7 24 24 30 leer E5 54 54 42

voll E1 30 30 30 leer E6 48 48 48

Kontrolle Uberexpression
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Abbildung 4.49: Reprasentative Aufnahmen des Zuwachsens der Wunden des Scratch Assays zur Analyse des
Einflusses von TTC38 auf das Migrationsverhalten der Prostatakarzinomzelllinie PC-3. Dargestellt ist jeweils ein
beispielhafter Ansatz eines Klons. Mit roter Umrandung ist der Zeitpunkt des Zuwachsens eines Klons
gekennzeichnet. Die TTC38 Uberexpressionsklone (voll) sind zu einem frithren Zeitpunkt zugewachsen als die
Kontrollklone (leer). Die TTC38 Uberexpressionsklone zeigen damit eine groRere Migrationsfahigkeit als die
Kontrollklone (p<0,001). Verandert nach George (George, 2013).

Auch die Wiederholungsversuche des Scratch-Assays mit TTC38 Uberexpressionsklonen zeigten
ebenfalls ein signifikant schnelleres Zuwachsen der Vollklone (mittlere Zeit bis zum Zuwachsen t=42,8h)

im Vergleich zu den Leerklonen (mittlere Zeit bis zum Zuwachsen t=60h; p=0,010 (Daten nicht gezeigt)).
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4.6.3.5 Der Einfluss von TTC38 auf die Invasionsfahigkeit der Prostatakarzinomzelllinie PC-3

Neben der Fahigkeit zur Migration ist die Fahigkeit zur Invasion eine Eigenheit von Karzinomzellen
(Hanahan und Weinberg, 2011). Diese Fahigkeit ist es auch, die Tumorzellen die Mdglichkeit bietet,
Metastasen bilden zu koénnen (Hanahan und Weinberg, 2011). Da es durch die erhohte
Migrationsfihigkeit der TTC38 Uberexpressionsklone naheliegt, dass TTC38 auch einen Einfluss auf die
Invasionsfahigkeit von PC-3 Zellen hat, sollte dies als nachstes in einem sog. Boyden Chamber
Invasionsassay Uberprift werden. Hierbei werden die Zellen in FCS freiem Medium ausgehungert,
trypsiniert und in FCS freiem Medium oberhalb einer matrigelbeschichteten Membran mit 8 um groRen
Poren in der Boyden Kammer inkubiert. Im unteren Teil der Kammer dient FCS-haltiges Medium als
Chemoattractant. Die Fahigkeit der Zellen sich durch das Matrigel und die Poren hin zum FCS zu
bewegen, spiegelt dabei die Invasionsfahigkeit der Zellen wieder. Dabei simulieren die nur 8um grof3en
Poren die Balsalschicht. Diese durchbrechen zu kénnen, ist eine notige Fahigkeit von Tumorzellen zur
Ausbildung von Metastasen.

Fir die TTC38 kockdown Klone konnte im Boyden Chamber Invasionsassay kein signifikanter
Unterschied der Invasionsfahigkeit zwischen den blauen TTC38 knockdown Klonen und den
Kontrollklonen festgestellt werden (p=0,157;Abbildung 4.50). Ein Wiederholungsversuch sowie Versuche
mit den grinen TTC38 knockdown Klonen bestatigten dies.
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Abbildung 4.50: Reprasentative Aufnahmen des Boyden-Chamber-Invasionsassays. A) Dargestellt ist die Unterseite
der Membran je einer Boyden-Chamber eines jeden Klons, nachdem die durch die Membran der Kammern
gewachsenen Zellen fixiert und gefarbt worden sind. Die TTC38 knockdown Klone (blau) zeigen eine leichte
Tendenz zur starkeren Farbung, was einer Tendenz zum schnelleren Invadieren der Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen bedeutet. Die densitometrische Auswertung der Ergebnisse und die Darstellung dieser im Boxplot
(B) zeigt allerdings keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Kontrollklonen und TTC38 knockdown
Klonen (p=0,157). Verandert nach Moll (Moll, 2012).

Die TTC38 Uberexpressionsklone zeigten eine erhdhte Invasionsfihigkeit im Vergleich zu den
Kontrollklonen. Abbildung 4.51 zeigt, dass es deutlich mehr TTC38 Uberexpressionsklone geschafft
haben, durch Matrigel und die Poren auf die dargestellte Unterseite der Membran der Boyden Chamber

zu invadieren, als es bei den Kontrollklonen der Fall war. Eine densitometrische Auswertung des
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Versuches belegte die statistische Signifikanz dieses Unterschiedes (p=0,006). Somit konnte im
vorliegenden Assay gezeigt werden, dass TTC38 auch einen Einfluss auf die Invasionsfahigkeit der

Prostatakarzinomzelllinie PC-3 hat.
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Abbildung 4.51: A) Boyden Chamber Invasionsassay der TTC38 Uberexpressionsklone sowie der zugehdrigen
Kontrollklone. Es sind mehr angefirbte Zellen der TTC38 Uberexpressionsklone auf der dargestellten
Membranunterseite der Boyden Chamber erkennbar als bei den Kontrollklonen. B) Densitometrische Auswertung
des Boyden Chamber Invasionsassays. Die TTC38 Uberexpressionsklone zeigen signifikant mehr Zellen auf der
Unterseite der Boyden Chamber als die Kontrollklone (p=0,006). Damit zeigen die TTC38 Uberexpressionsklone
eine groRere Fahigkeit zur Invasion als die Kontrollklone. Verandert nach George (George, 2013).

4.6.4 TTC38 als Protein-Protein Interaktionspartner

Datenbank- und Literaturrecherchen zu TTC38 ergaben, dass TTC38 drei sogenannte TPR Domanen
enthalt. Jede dieser Domanen ist 34 Aminosaduren lang. Startpunkte sind die Aminosaurepositionen 108,
180 und 252 (http://www.uniprot.org/uniprot/Q5R314). TPR Domanen dienen der Protein-Protein
Interaktion. Daher lag es nahe, bei der Suche nach der biologischen Funktion von TTC38 die
Interaktionspartner dieses Proteins zu identifizieren. Kombiniert mit einer Zielproteinanalyse wurden so

Hinweise zu den Signalwegen, in denen TTC38 eine Rolle spielt, erhofft.

4.6.4.1 TTC38 als Protein-Protein Interaktionspartner — Ingenuity Pathway Analysen und die

experimentelle Bestatigung der theoretisch berechneten Interaktionspartner

Die lIdentifikation potentieller Interaktionspartner und Zielproteine von TTC38 erfolgte zunéachst
theoretisch mit Hilfe der Software IPA (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com). Hierbei werden auf
Grundlage vorhandener Publikationen und Datenbankeintrage mogliche Interaktionpartner von der
Software berechnet. Fir TTC38 konnten mit IPA die vier potentiellen Interaktionspartner
Thymidinkinase 1 (TK1), Prefoldin Subunit 1 (PFDN1), Hepatozyten Nuclearer Faktor 4 alpha (HNF4alpha)
und Ubiquitin C (UBC) identifiziert werden (Abbildung 4.52 A). Weiterhin konnten fiur TTC38

Verbindungen, insbesondere zum Kolonkarzinom und zum Brustkrebs, lber die Interaktionspartner,
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aber auch noch zu weiteren Karzinomen (z.B. Blasen-, Lungen- und Leberkarzinomen) identifiziert
werden (Abbildung 4.52 B). Auch eine erste Einordnung in Signalwege war mittels IPA bereits moglich

(Abbildung 4.52 C).
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Abbildung 4.52 Mit IPA Softwareanalysen (Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com) ermittelte potentielle
Interaktionspartner von TTC38. A) Laut durchgefiihrter Softwareberechnungen besteht insbesondere eine
Interaktion von TTC38 zu den Proteinen Thymidinkinase 1 (TK1), Prefoldin Subunit 1 (PFDN1), Hepatozyten
Nuclearer Faktor 4 alpha (HNF4alpha) und Ubiquitin C (UBC). B) Die IPA Softwareanalysen legen auch eine Rolle
von TTC38 in verschiedenen Karzinomen nahe. So scheint TTC38 insbesondere im Brust- und Kolonkarzinom eine
Rolle zu spielen. TTC38 ist aber liber seine potentiellen Interaktionspartner auch mit anderen Karzinomen
assoziiert. C) Potentielle Signalwege, in denen TTC38 eine Rolle spielt: TTC38 ist Giber seine Interaktionspartner mit
verschiedenen Signalwegen, die bekannterweise auch im Krebs eine Rolle spielen, assoziiert. Zu diesen
Signalwegen zdhlen u.a. der wnt/beta-Catenin Signalweg, der Herditary breast cancer Signalweg, PXR/RXR
Aktivierung, TGF-beta Signalweg und der Renal Cell Carcinoma Signalweg.

Um diese theoretischen Interaktionspartner experimentell zu belegen, sollten
Immunpréazipitationsversuche durchgefiihnrt werden. Diese konnten bis zum Ende dieser Arbeit
allerdings nicht erfolgreich etabliert werden. Daher wurden alternativ Western Blots mit Proteinlysaten

der stabilen TTC38 knockdown Klone und der stabilen TTC38 Uberexpressionsklone durchgefiihrt
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(Abbildung 4.53), um mogliche Koregulationen der potentiellen Interaktionspartner mit TTC38
aufzudecken. Hierbei war TK1 in TTC38 Uberexpressionsklonen stirker exprimiert als in den zugehérigen
Kontrollklonen. Allerdings war TK1 auch in den TTC38-knockdown Klonen starker exprimiert als in den
zugehorigen Kontrollklonen. Eine Deregulation von TTC38 scheint folglich auch zu einer Deregulation
von TK1 zu flhren. Im Gegensatz scheint PDFN1 in den verschiedenen Klonen nicht reguliert vorzuliegen
und auch fiir UBC war keine klare Koregulation mit TTC38 nachweisbar. Fir HNF4alpha waren Western

Blot Analysen nicht mdglich.
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Abbildung 4.53: Western Blot der potentiellen TTC38-Interaktionspartner TK1, PDFN1 und UBC. Dargestellt ist
auBerdem die TTC38 Expression der Klone sowie B-Actin als Haushaltsprotein. TK1 ist in den TTC38-knockdown
Klonen aber auch in den TTC38-Uberexpressionsklonen stirker exprimiert als in den jeweils zugehérigen
Kontrollklonen. Eine eindeutige Deregulation von PDFN1 und UBC ist nicht nachweisbar.

4.6.4.2 TTC38 als Protein-Protein Interaktionspartner — Identifikation neuer potentieller Zielproteine

von TTC38

Neben potentiellen Interaktionspartnern kénnen auch Zielproteine wichtige Hinweise darauf liefern,
welche biologische Funktion ein Protein erfillt und an welchen Funktionen und Stoffwechselaktivitaten
ein Protein in der Zelle beteiligt ist. Daher wurden fiir TTC38 Zielproteinanalysen an den PC-3 TTC38
knockdown- und Uberexpressionsklonen mittels LC-MS durchgefiihrt. Hierzu wurden Proteinlysate von
acht knockdown Klonen (vier blaue knockdown Klone 6C3, 4C2, 4D2 und 4B3 und vier griine knockdown
Klone 4C2, 5C1, 6D1 und 5B3) und vier zugehdrigen Kontrollklonen (Weils 4C2, 5D2, 6B1 und 8C4) sowie
vier Uberexpressionsklonen (D1, D5, D7 und E1) und vier zugehérigen Kontrollklonen (E1, E5, E6 und D2)
miteinander verglichen. Zwischen den einzelnen Klongruppen mindestens zweifach deregulierte
Proteinen (maximaler fold-change >2), deren Expression signifikant mit der Expression von TTC38

korreliert (Korrelationskoeffizient > 0,5), stellen dabei potentielle Zielproteine von TTC38 dar. So wurden



Ergebnisse 145

mittels LC-MS 56 deregulierte und mit TTC38 korrelierende Proteine identifiziert (siehe Tabelle 4.12).
Tabellen mit den detaillierten Ergebnissen zur Identifikation und zur Korrelation der Proteine findet sich

im Anhang (Tabelle 7.23 und Tabelle 7.24 im Anhang).

Tabelle 4.12: Deregulierte Proteine zwischen TTC38 knockdown- und TTC38 Uberexpressionsklonen, detektiert
und identifiziert mittels LC-MS

Accession Proteinname KorreIatjons Max.
Nr. -koeffzient | fold change

Q5R314 Tetratricopeptide repeat protein 38 1

BADRN7 | C2 domain-containing protein 5 0,692 10,11
075787 Renin receptor 0,732 9,08
P35251 Replication factor C subunit 1 0,645 8,63
Q5C974 Nucleolar MIF4G domain-containing protein 1 0,523 6,18
Q12789 | General transcription factor 3C polypeptide 1 0,634 5,87
E9PFK5 Nucleolar protein 14 0,531 5,66
Q92581 Sodium/hydrogen exchanger 6 0,674 4,73
Q9P270 SLAIN motif-containing protein 2 0,552 4,63
094761 ATP-dependent DNA helicase Q4 0,677 4,29
Q14692 Ribosome biogenesis protein BMS1 homolog 0,608 4,23
HOYCES8 RNA polymerase-associated protein CTR9 homolog (Fragment) 0,512 4,22
Q3KQU3 | MAP7 domain-containing protein 1 0,562 4,13
QONTIS Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog B 0,606 3,96
014981 | TATA-binding protein-associated factor 172 0,601 3,92
QoyaL1 Exosome complex exonuclease RRP44 0,623 3,70
Q8NDT2 | Putative RNA-binding protein 15B 0,579 3,44
FBWEZ4 | Tetratricopeptide repeat protein 26 0,520 3,33
Q8IWV7 | E3 ubiquitin-protein ligase UBR1 0,519 3,29
F5GX05 Band 4.1-like protein 3 0,521 3,29
Q9UJX5 Anaphase-promoting complex subunit 4 0,620 3,28
Q13751 Laminin subunit beta-3 0,651 3,24
Q8NI27 THO complex subunit 2 0,564 3,13
Q53EPO Fibronectin type Ill domain-containing protein 3B 0,650 3,07
Q6ZXV5 | Transmembrane and TPR repeat-containing protein 3 0,594 3,03
ABNIT2 Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, skeletal muscle isoform 0,561 2,96
Q02880 DNA topoisomerase 2-beta 0,500 2,93
G3Vic4 Cell division cycle 27, isoform CRA_b 0,546 2,85
JOJIE6 Transmembrane and coiled-coil domain-containing protein 1 0,545 2,82
B4ADVG8 | Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase PRP16 0,573 2,77
060287 Nucleolar pre-ribosomal-associated protein 1 0,588 2,71
014802 DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC1 0,504 2,69
Q9P260 LisH domain and HEAT repeat-containing protein KIAA1468 0,559 2,62
Q6ZRS2 Helicase SRCAP 0,525 2,49
P46934 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 0,510 2,48
015040 Tectonin beta-propeller repeat-containing protein 2 0,547 2,41
P03915 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 0,503 2,41
Q9BQK8 | Phosphatidate phosphatase LPIN3 0,509 2,40
Q14690 Protein RRP5 homolog 0,547 2,40
B1ANS&9 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3 0,601 2,38
H3BSH7 Cirhin (Fragment) 0,587 2,36
Q15058 Kinesin-like protein KIF14 0,646 2,36
Q9BQGO | Myb-binding protein 1A 0,505 2,36
Q9H583 HEAT repeat-containing protein 1 0,644 2,34
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P78527 DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 0,559 2,25
075165 | Dnal homolog subfamily C member 13 0,614 2,24
F5GZJ1 Condensin complex subunit 1 0,639 2,20
Q9ULH1 | Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing protein 1 0,586 2,20
Q460N5 | Poly [ADP-ribose] polymerase 14 0,651 2,18
P48651 Phosphatidylserine synthase 1 0,522 2,15
Q6N021 | Methylcytosine dioxygenase TET2 0,504 2,13
FSGWX5 | Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4 0,540 2,09
P26358 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 0,704 2,08
B9ZVN9 DNA-directed RNA polymerase 0,676 2,08
P18827 Syndecan-1 0,791 2,04
Q96P70 Importin-9 0,656 2,04
060524 Nuclear export mediator factor NEMF 0,728 2,03

Accession Nr. = Accesssion Nummer

Die identifizierten und dargestellten deregulierten Proteine stellen potentielle Zielproteine von TTC38
da. Sie wurden im Folgenden mittels Ingenuity Pathwayanalysen den verschiedenen
Stoffwechselaktivitditen und Signalwegen zugeordnet. Die finf am starksten mit den identifizierten
Proteinen assoziierten kanonischen Signalwege sind DNA Methylierungs- und transkriptions Repressions
Signaling, G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation, Protein Ubiquitinylation Pathway, mitotische Rolle
der Polo-Like Kinase und Phosphatidylcholine Biosynthese I. Die am starksten mit den identifizierten
Proteinen assoziierte Funktion ist die Genexpression. 17,5% der identifizierten Proteine spielen hierbei
eine Rolle. Weitere 12,3% der Proteine sind mit dem Zellzyklus assoziiert und 8,8% der Proteine spielen
eine Rolle bei der DNA Replikation, Rekombination und Reparatur (Abbildung 4.54). AuRerdem weisen
44 der 56 identifizierten Proteine eine Assoziation zu verschiedenen Krebsarten auf (Tabelle 7.25 im
Anhang). Vier dieser Proteine zeigen eine Assoziation mit dem Prostatakarzinom (CDC27, DNMT]1,

SRCAP, TOP2B).
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Abbildung 4.54: Inguenity Pathway Analysen der zwischen acht knockdown Klonen (vier griinen und vier blauen
knockdown Klonen) und vier zugehdrigen Kontrollklonen sowie vier Uberexpressionsklonen und vier zugehérige
Kontrollklonen deregulierten Proteinen. A) Lokalisation der mittels LC-MS identifizierten Proteine. B) Art der
identifizierten Proteine und C) Funktion der identifizierten Proteine. Die deregulierten und identifizierten Proteine
sind vor allem mit der Genexpression, dem Zellzyklus, dem zelluldren Assambling und der DNA Replikation,
Rekombination und Reparatur assoziiert. Auffallend viele Proteine sind im Nukleus lokalisiert.
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5 Diskussion

5.1 Vorstudien an Prostatektomieproben von sechs Prostatakarzinompatienten validieren die

Proteomik als gute Moglichkeit der Biomarkeridentifikation

Bis heute fehlt es an verlasslichen Biomarkern zur Diagnose (hier insbesondere fiir das Screening) und
Prognose des humanen Prostatakarzinoms (Kristiansen, 2012). Viele publizierte Biomarker fiir das
humane Prostatakarzinom sind auf die Discovery Phase beschrankt, wobei diese potentiellen Biomarker
entweder noch auf die Validierung warten oder aber sich in unabhdngigen Studien nicht validieren
lieRen (Goo und Goodlett, 2010). Da die meisten funktionellen Informationen Krebs-assoziierter Gene
im Proteom vorhanden sind, bietet die Proteomik gute Moglichkeiten der Biomarkeridentifikation (Liang
und Chan, 2007). Erst das Proteom transformiert normale Zellen in maligne Tumorzellen (Kondo, 2008).
Zusatzlich sind viele von der US Food and Drug Administration (FDA) zugelassene diagnostische und
prognostische Tests sowie Krebstherapien proteinbasiert. Damit sind Ergebnisse proteomischer Studien
leichter in klinisch nutzliche Tools umzusetzen als Ergebnisse genombasierter Studien (Ornstein und
Petricoin, 2004). Die Diskordanz von mRNA und Proteinexpressionsleveln verdeutlichen weiter den
Nutzen proteomischer Methoden (Kondo, 2008). Damit war die Methode der Proteomik die Methode
der Wahl in der vorliegenden Studie.

Da das Krebsproteom aufgrund von Modifikationen schatzungsweise lGber 1,5 Mio Proteine enthalt, ist
es zum Auffinden der einzelnen Krankheitsrelevanten Proteine nétig, jeden einzelnen Proteinbiomarker
zu separieren und zu identifizieren (Liang und Chan, 2007), auch wenn mit den derzeitigen Techniken
nur ein Bruchteil der entsprechenden Proteine identifizierbar ist. Allerdings ist davon auszugehen, dass
es nicht den einen Biomarker zur Detektion unterschiedlicher Krebsstadien inklusive der Pradiktion der
Behandlungseffizienz geben wird, sondern Biomarker Panels fiir die Detektion, Prognose und Pradiktion
des Prostatakarzioms benétigt werden (Goo und Goodlett, 2010). Dies ist besonders beim
Protatakarzinom der Fall, da es sich um eine heterogene und multifaktorielle, multifokale Erkrankung
handelt (Talesa et al., 2009).

Ziel dieser Arbeit war es folglich, neue potentielle Biomarker fiir das humane Prostatakarzinom mittels
proteomischer Methoden zu identifizieren. Aufgrund der Tatsache, dass Blut eine enorme
Proteinkomplexitdt und dynamischen Konzentrationsbereich an Proteinen aufweist, sind initiale
Biomarkerstudien von Blut anstatt Gewebe bisher nicht besonders erfolgreich (Meyer und Stuhler,
2007) weshalb fur die vorliegende Studie zunachst Gewebeproben analysiert wurden.

Vor der eigentlichen Studie wurde in Vorversuchen analysiert, ob die proteomische Methode der zwei-
dimensionalen difference in gel electrophoresis (2D-DIGE) kombiniert mit Massenspektrometrie (MS) fur
die ldentifikation potentieller neuer Biomarker des rezidivierenden Prostatakarzinoms geeignet ist.

Hierzu wurde die 2D-DIGE an Prostatakarzinomgewebe etabliert. Dabei stellten sich 4mm?
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mikordissoziiertes Prostatagewebe mit einem finalen Drisenanteil von mind. 80% (aufgeschlossen
mittels Glaskiigelchen) als optimal fir die Durchfiihrung der 2D-DIGE heraus. Bei der Auswertung der
sieben analysierten Patientenproben war eine Trennung der Proben mit Rezidiv von denen ohne Rezidiv
mittels Hauptkomponentenanalyse (Principal component analysis, PCA) moglich. Zusatzlich war die
Identifikation von Proteinen moglich. Unter den zehn zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne
Rezidiv deregulierten Proteinen waren unter anderem Postataspezifische saure Phosphatase (PAP),
sowie Heat Shock Protein 70 kDa 1A/1B (HSPA1A) und Phosphoglycerat Kinase 1 (PGK1), welche in der
Literatur bereits im Zusammenhang mit dem Prostatakarzinom erwdhnt wurden (Tosoian und Loeb,
2010; Lu et al., 2010; Romanuik et al., 2009; Jung et al., 2009).

Ummanni et al. konnten bereits zeigen, dass die 2D-DIGE gekoppelt mit MS-Analysen eine
vielversprechende Methode zur Identifikation potentieller neuer Biomarker fiir das Prostatakarzinom ist
(Ummanni et al.,, 2011). Die vorliegende Studie zeigt aullerdem, dass diese Methode auch zur
Identifikation potentieller neuer Biomarker fir das rezidiverende Prostatakarzinom geeignet ist. Durch
die Diskriminierung von Patienten mit und ohne Rezidiv mittels PCA sowie das Wiederfinden von
Proteinen, welche bereits als Marker fiir das (aggressive) Prostatakarzinom diskutiert werden, konnte
die 2D-DIGE kombiniert mit MS in den vorliegenden Vorversuchen als vielversprechende Methode fir
die ldentifikation potentieller neuer Biomarker fiir das Prostatakarzinom validiert werden. Diese
Ergebnisse decken sich mit den Angaben der Literatur, wonach die 2D-DIGE eine robuste Methode fiir
den quantitativen Vergleich globaler Protein-Expressionslevel zwischen verschiedenen Gewebetypen
und ein leistungsstarkes Werkzeug zur ldentifikation diagnostischer und prognostischer Biomarker ist
(Ornstein und Petricoin, 2004). Insbesondere erlaubte die Kombination aus 2D-DIGE und MS die
Identifikation potentieller neuer Biomarker zur Unterscheidung von Prostatakarzinompatienten mit
hohem und niedrigem Rezidivrisiko. In folgenden Experimenten konnten dann die eigentlichen

Tumorproben analysiert werden.

5.2 Identifikation potentieller neuer Biomarker fiir das humane Prostatakarzinom mittels

2-dimensionaler Difference in Gel Electrophoresis (2D-DIGE) und Massenspektrometrie (MS)

Ein Problem der wenigen vorhandenen Studien zur Suche von Biomarkern fir die
Progressionsvorhersage des Prostatakarzinoms st die nicht ausreichende Qualitdit des
Probenkollektives. Haufig sind die Probengruppen nicht Alter-, Stage-, oder Grade-ausgeglichen, das
Gewebe nicht durch Lasermikrodissektion aufgereinigt oder keine ausreichenden Follow-up Daten
vorhanden. Beispielhaft sei hier die Studie von Pang et al. genannt, in denen nicht angepasste
Patientenkohorten verwendet wurden (Pang et al., 2010). Im Gegensatz dazu wurden in den Studien
von Gao et al. und Bismar et al. Gewebeproben von Patienten verwendet, die zum Zeitpunkt der

Gewebeentnahme bereits metastasiert waren (Bismar et al., 2006; Gao et al., 2010). Der Vergleich von



Diskussion 151

solchen retrospektiven Proben fiihrt nicht zwangsweise zu Biomarkern, die bereits zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose bei nicht-metastasierten Patienten eine Aussage Uber die Prognose des Prostatakarzinoms
treffen konnen. Auch Kahn et al. nutzten Proben von Patienten, die bereits metastasiert sind. Zusatzlich
vergleichen sie Proben von Rezidiven/Metastasen mit Proben von Primartumoren (Khan et al., 2010).
Auch hier ist keine Aussage dariiber moglich, ob die gefundenen differentiell exprimierten Proteine so
friih in ihrer Expression verdandert werden, dass sie sich als Prognosemarker zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose noch vor einer Prostatektomie eignen. Daher wurde in der vorliegenden Studie bei der
Auswahl der Gewebeproben besonderen Wert auf ein Alter-, Tumorstadien- und Gleason score-
angepasstes Patientenkollektiv gelegt. Durch die Analyse von 12 Prostatektomieproben von
Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv, 11 Prostatektomieproben von Patienten mit Rezidiv und 14
tumorfreien Prostatektomieproben konnten zehn potentielle neue Biomarker fiir die Diagnose des
Prostatakarzinoms identifiziert werden. Zusatzlich konnten 32 neue potentielle prognostische Biomarker
zur Unterscheidung von rezidivierenden und nicht-rezidivierenden Prostatakarzinomen zum Zeitpunkt
der Diagnose identifiziert werden.

In Hauptkomponentenanalysen (Principal component analysis, PCA) der analysierten Patientenproben
war dabei sowohl eine Separation zwischen Prostatakarzinomen und tumorfreien Geweben als auch
eine Differenzierung von Tumoren mit und ohne Rezidiv mdglich. Dies unterstreicht die Qualitat der
vorliegenden Studie. Mehr noch konnte in der vorliegenden Studie Prostataspezifische saure
Phophatase (PAP) und Galectin-3, als potentielle Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom
identifiziert werden. Beides sind Proteine, die in der Literatur bereits als potentielle Biomarker fiir das
rezidivierende Prostatakarzinom diskutiert werden (Fang et al., 2008; Taira et al., 2007; Kong und Byun,
2013; Ellerhorst et al., 1999; van den Brule et al., 2000; Merseburger et al., 2008), wodurch die Qualitat
der vorliegenden Studie weiter untermauert wird. Zuséatzlich gehéren PAP und Vinculin zu den
Proteinen, die bereits in den Vorversuchen identifiziert wurden, was zusatzlich die Reproduzierbarkeit

der 2D-DIGE kombiniert mit MS auch bei Analysen verschiedener Patienten bestétigt.

5.3 ,Ingenuity Pathway Analysen” (IPA) der identifizierten potentiellen neuen Biomarker

Nach der erfolgreichen Identifikation von zehn potentiellen diagnostischen und 32 potentiellen
prognostischen Biomarkern fur das Prostatakarzinom mittels 2D-DIGE und MS wurden die identifizierten
Proteine mittels Ingenuity Pathway Analysen (IPA) klassifiziert.

Die zehn zwischen tumorfreiem Gewebe und Tumoren deregulierten Proteine waren hauptsachlich mit
zelluldarer Assemblierung, zellularer Entwicklung, Zellmorphologie, zellularem compromise und
Kohlenhydratmetabolismus assoziiert. Die 32 potentiellen Biomarker fiir rezidivierende
Prostatakarzinome waren mit zellularem Wachstum und Proliferation, zellularer Entwicklung, zelluldren

Bewegungen (Invasion und Migration) sowie dem Kohlenhydratmetabolismus assoziiert.
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Sowohl potentielle diagnostische als auch potentielle prognostische Biomarker sind assoziiert mit
zelluldarer Entwicklung, zellularer Morphologie und dem Kohlenhydratmetabolismus. Zelluldre
Assemblierung und zelludres compromise sind allerdings mehr mit generellen diagnostischen
Prostatakarzinombiomarkern assoziiert als mit spezifischen prognostischen Biomarkern. Im Gegensatz
dazu sind im rezidivierenden Prostatakarzinom deregulierte Proteine vor allem mit zelluldrer Bewegung
(Invasion und Migration), zellularem Wachstum und Proliferation assoziiert. Dies spiegelt bekannte
Eigenschaften von Karzinomen wider. So ist die Aktivierung der Invasion mit entscheidend firr die
Metastasierung von Karzinomen (Hanahan und Weinberg, 2011), wéhrend zelluldres Wachstum und
Proliferation die wohl fundamentalsten Eigenschaften von Krebszellen sind (Hanahan und Weinberg,
2011). Die vorliegende Studie zeigt, dass zelluldre Bewegung, insbesondere Invasion und Migration
sowie zelluldares Wachstum und Proliferation, im rezidivierenden Prostatakarzinom eine wichtigere Rolle
spielt als in der Gesamtheit aller Prostatakarzinome. Die Tatsache, dass diese Funktionen fiir das
rezidivierende Prostatakarzinom wichtiger zu sein scheinen als fir das Prostatakarzinom generell,
spiegelt moglicherweise die Heterogenitat dieser Erkrankung wider. Viele Prostatakarzinome sind
indolent und klinisch nicht relevant aufgrund ihrer langsamen Proliferation (Johansson et al., 2004).
Aufgrund dieses Phdanomens scheinen Proteine, die in Proliferation und zellularer Bewegung involviert

sind, besonders geeignete Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom zu sein.

5.4 Validierung potentieller neuer Biomarker fiir das Prostatakarzinom

5.4.1 Ist LC-MRM-MS fiir die Urin- und Serumvalidierung potentieller neuer Biomarker fiir das
Prostatakarzinom geeignet? Beispielhafte Analyse von PAP und Galectin-3, zwei bekannten

potentiellen Biomarkern fiir das Prostatakarzinom

Heutzutage sind ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) die am meisten verwendete Technik zur
Verifikation und Validierung von Biomarkern (Huttenhain et al., 2009). Allerdings kdnnen mit der ELISA-
Technik keine Multiplex-Assays entwickelt werden. Aullerdem ist die Verfligbarkeit der bendtigten
Antikorper nicht immer gegeben und die Entwicklung neuer Assays ist ausgesprochen kostenintensiv.
Die Notwendigkeit von alternativen Methoden zur reproduzierbaren Proteinquantifizierung hat daher
zur Entwicklung des Multiple Reaction Monitorings (MRM) gefiihrt (Huttenhain et al., 2009). MRM bietet
den Vorteil einer guten Selektivitat und Sensitivitat bei gleichzeitiger Abdeckung eines breiten
Konzentrationsbereiches — alles Eigenschaften, die fur die Validierung von Biomarkern entscheidend
sind (Huttenhain et al., 2009). AulRerdem ist mittels MRM eine Analyse von Biomarkern im Serum von
Patienten moglich (Domanski et al., 2012; Percy et al., 2013).

Urin ist eine ideale Korperfliissigkeit zur Detektion von Proteinbiomarkern, da es nicht-invasiv gewonnen

werden kann und sekretierte Proteine aus Prostata, Blase und Nieren enthalt (Wood et al., 2013). Daher
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sollte die Eignung von Flissigchromatographie (Liquid chromatography)-Multiple Reaction Monitoring-
MS (LC-MRM-MS) zur Validierung potentieller Urin- und Serumbiomarker flir das Prostatakarzinom in
der vorliegenden Studie getestet werden. Hierbei wurden u. a. PAP und Galectin-3 Level im Serum und
Urin von Prostatakarzinompatienten bestimmt. Beide Proteine wurden in initialen 2D-DIGE und MS
Analysen als potentielle Biomarker fir das rezidivierende Prostatakarzinom identifiziert und werden als
solche auch in der Literatur diskutiert.

Gutman und Gutman konnten bereits 1938 nachweisen, dass prostataspezifische saure Phosphatase
(PAP) in Prostatakarzinompatienten erhoht ist (Gutman und Gutman, 1938). Spater wurde PAP als erster
Serum-Biomarker fiir das Prostatakarzinom klinisch eingesetzt. Allerdings war PAP weder als Biomarker
fiir das Ansprechen einer systemischen Therapie noch als Biomarker fir ein Rezidiv sensitiv genug
(Bhavsar et al., 2013). Daher wurde PAP spater durch PSA als Biomarker ersetzt. In den letzten Jahren
rickt PAP allerdings wieder als moglicher prognostischer Marker fir intermedidare und Hoch-Risiko
Prostatakarzinome in den Fokus des Interesses (Taira et al., 2007; Kong und Byun, 2013). So konnten
Fang et al. zeigen, dass PAP das Uberleben von Hoch-Risiko Prostatakarzinompatienten nach einer
Behandlung besser vorhersagen konnte als PSA und der Gleason Score (Fang et al., 2008).
Uberraschenderweise ist lber die Relevanz von PAP als potentiellem Biomarker im Urin von
Prostatakarzinompatienten wenig bekannt. 1991 publizierten Bogdanowicz et al. eine Studie, die die
PAP und PSA Level im Urin von Prostatakarzinompatienten verglichen hat. Hierbei konnten sie zeigen,
dass sowohl PAP als auch PSA Level im Urin in fortgeschrittenen Stadien des Prostatakarzinoms
ansteigen. So war PAP in 35% aller Patienten mit lokalisiertem Prostatakarzinom erhoéht. In Patienten
mit metastasiertem Prostatakarzinom wiesen sogar 77% aller Patienten erhohte PAP-Werte auf
(Bogdanowicz et al.,, 1991). In der vorliegenden Studie wurde PAP in initialen 2D-DIGE und MS
Experimenten als heraufreguliert in Prostatakarzinomen mit Rezidiv im Vergleich zu Karzinomen ohne
spatere Rezidiventwicklung identifiziert. In den vorliegenden LC-MRM-MS Studien konnte PAP im Serum
von Prostatakarzinompatienten mit und ohne Rezidiv allerdings nicht nachgewiesen werden. Hier sind
weitere Entwicklungen der LC-MRM-MS Technologie, ggf. eine Vorfraktionierung des Serums sowie der
Einsatz besserer Peptide notig, um die Serumlevel von PAP mittels LC-MRM-MS in Zukunft analysieren
zu kdnnen.

Im Gegensatz zu den Serumanalysen konnte PAP im Urin von Prostatakarzinompatienten nachgewiesen
werden. Hier zeigte sich eine signifikant hohere PAP Konzentration im Urin von Patienten mit Rezidiv im
Vergleich zum Urin von Patienten ohne Rezidiv und den Kontrollurinen. Damit bestatigen die
vorliegenden LC-MRM-MS Analysen die Literaturdaten, wonach PAP ein moglicher Marker fir
Prostatakarzinompatienten mit hohem Rezidivrisiko ist. Die Zulassung von Sipuleucel T (Provenge),
einem Krebsvaccine, welches eine Immunantwort gegen PAP hervorruft, weist ebenfalls auf die

bedeutende Rolle von PAP im Prostatakarzinom hin. Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen damit
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die Theorie, dass PAP ein moglicher prognostischer Biomarker fiir das Prostatakarzinom ist. Mehr noch
legen die vorliegenden Ergebnisse der LC-MRM-MS Studien nahe, dass PAP auch als nicht-invasiver
prognostischer Urinbiomarker zur Identifikation von Prostatakarzinomen, welche im spateren Verlauf
der Erkranung rezidivieren werden, eingesetzt werden kann. Da die in dieser Studie mittels LC-MRM-MS
analysierte Patientenkohorte nur sehr klein war, sollte PAP in Zukunft an einem grofRen
Patientenkollektiv weiter als vielversprechender nicht-invasiver Biomarker fiir das rezidivierende
Prostatakarzinom validiert werden.

In den durchgefiihrten, initialen 2D-DIGE und MS Experimenten konnten nicht nur PAP und andere
Proteine als potentielle Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom identifiziert werden, sondern
auch Galectin-3. Galectin-3 ist ein [B-Galactosid Bindeprotein, welches in Tumorproliferation,
Angiogenese und Apoptose involviert ist (Califice et al., 2004). AuRerdem ist Galectin-3 ein Substrat fiir
PSA und wird durch dieses gespalten (Saraswati et al., 2011). Ahnlich wie PAP wird auch Galectin-3 in
der Literatur als potentieller Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom diskutiert. So ist
Galectin-3 in primdren Prostatakarzinomen sowie metastasierten Prostatakarzinomen signifikant
herabreguliert im Vergleich zu normalem und premalignem Prostatagewebe (Ellerhorst et al., 1999).
Wahrend normale Prostatadriisen eine moderate Galectin-3 Expression in Nukleus und Zytoplasma der
Zellen aufweisen, wird Galectin-3 in Prostatakarzinomzellen kaum oder gar nicht exprimiert (van den
Brule et al.,, 2000; Ahmed et al.,, 2009). Im Falle, dass eine leichte Galectin-3 Expression in
Prostatakarzinomzellen vorliegt, ist diese nur im Zytoplasma, nicht aber im Zellkern detektierbar (van
den Brule et al., 2000; Ahmed et al., 2009). Immunhistochemische Analysen der Galectin-3 Expression
zeigen, dass Galectin-3 wahrend der Progression des Prostatakarzinoms gespalten wird (Wang et al.,
2009). AulRerdem zeigten univariate Analysen, dass die zytoplasmatische Galectin-3 Expression mit PSA-
Rezidiven assoziiert ist (van den Brule et al., 2000). Darlber hinaus zeigten multivariate Analysen, dass
Galectin-3 nach Gleason Score und pathologischem Stadium ein unabhdngiger Prediktor fiir ein PSA
Rezidiv ist (van den Brule et al.,, 2000). Demnach zeigt Galectin-3 Anti-Tumoraktivitdt, wenn es im
Nukleus exprimiert wird, foérdert aber die Tumorprogression bei zytoplasmatischer Expression (van den
Brule et al., 2000; Califice et al., 2004). Mehr noch zeigen Hormon-refraktdre Tumore eine niedriger
Galectin-3 Expression als Hormon-sensitive Tumore (Merseburger et al., 2008). Interessanterweise ist
Galectin-3 auRerdem im Serum von Prostatakarzinompatienten herunterreguliert im Vergleich zum
Serum von gesunden Kontrollpatienten (de Melo-Junior et al., 2010). Dies spiegelt sich auch in den
Ergebnissen der vorliegenden LC-MRM-MS-Urinstudie wider, in der Galectin-3 als herabreguliert im Urin
von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv im Vergleich zu Urin von Prostatakarzinompatienten ohne
Rezidiv gefunden wurde. Damit konnte eine Herabregulation der Galectin-3 Level im Urin von
Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv im Vergleich zu Urin von Patienten ohne Rezidiv erstmals

nachgewiesen werden. Die einzige bis dato publizierte Studie bezlglich Galectin-3 im Urin analysierte
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die Galectin-3 Promotormethylierung in Kombination mit Glutathion S-Transferase pi 1 (GSTP1)
Promotormethylierung. Hierbei konnte eine Promotormethylierung von Galectin-3 in 22 von 22
analysierten Patientenurinen nachgewiesen werden (Ahmed, 2010). Die Ergebnisse der vorliegenden
LC-MRM-MS Studie zeigen, dass Galectin-3 Expression im Urin ein vielversprechender Biomarker zur
Vorhersage einer moglichen Progression des Prostatakarzinoms ist.

Die mit Erfolg durchgefiihrte Validierung von PAP und Galectin-3 als potentielle Biomarker fiir das
rezidivierende Prostatakarzinom bestatigt auch, dass LC-MRM-MS eine vielversprechende Methode zur
Quantifizierung potentieller Biomarker in Serum und Urin von Prostatakarzinompatienten ist. Mit
fortschreitender Entwicklung der LC-MRM-MS-Methode und der benétigten Technologie hoffen Percy
et al. auf die FDA (Food and Drug Administration) Zulassung von MS-basierten Methoden fiir die
klinische Anwendung (Percy et al.,, 2013). Schon heute sind Multiplex-LC-MRM-MS Assays zu
Quantifizierung von Biomarkern fir kardiovaskuldre Erkrankungen und Krebs im humanen Plasma
entwickelt worden (Domanski et al., 2012; Percy et al., 2013). Die entwickelten Assays erfiillen samtliche
Kriterien zur pra-klinischen Evaluierung potentieller Biomarker. Auch im Serum von Prostatakarzinomen
konnten mittels LC-MRM-MS bereits Biomarkersignaturen, bestehend aus den Proteinen
Thrombospondin-1 (THBS1), Metalloproteinase Inhibitor-1 (TIMP-1), Complement Factor H (CFH) und
Prolow-density Lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP-1) zur Diskriminierung von Patienten mit und
ohne Prostatakarzinom identifiziert werden (Cima et al., 2011). Zuséatzlich konnte eine weitere Signatur
zur Prognose des lokalisierten Prostatakarzinoms, bestehend aus Hypoxia up-regulated protein 1
(HYOU1), Asporin (ASPN), Cathespin D (CTSD) und Olfactomedin-4 (OLFM4) mittels LC-MRM-MS
identifiziert werden (Cima et al., 2011). Nicht nur im Serum, sondern auch in EPS-(expressed prostatic
secretions) Urin von Prostatakarzinompatienten wurde LC-MRM-MS erfolgreich zur Validierung von
potentiellen Biomarkern flir das Prostatakarzinom angewendet. So konnten Kim et al. Stratifin (SFN),
Membran Metallo-Endopeptidase (MME), Parkinson Protein 7 (PARK7) Metalloproteinase Inhibitor 1
(TIMP1) und Transgluatmianse 4 (TGM4) erfolgreich mittels LC-MRM-MS in EPS-Urin nachweisen, auch
wenn in diesem Fall die Ergebnisse fiir SFN und TGM4 von den Western Blot Ergebnissen abwichen (Kim
et al.,, 2012). Diese und unsere LC-MRM-MS Ergebnisse flir Galectin-3 und PAP unterstreichen, dass
LC-MRM-MS eine ausgesprochen vielversprechende Methode zur Analyse von Biomarkern im Urin und

Serum von Prostatakarzinompatienten ist.

5.4.2 Weitere Validierung potentieller neuer Biomarker fiir das Prostatakarzinom im Serum und

Urin von Patienten mittels LC-MRM-MS — A1BG, GRP78

Die Messung von PAP und Galectin-3 mittels LC-MRM-MS im Urin von Prostatakarzinompatienten
konnten zeigen, dass die Methode der LC-MRM-MS fiir die Validierung potentieller Biomarker fiir das

Prostatakarzinom geeignet ist. Parallel zur Messung von PAP und Galectin-3 wurden die Abundanzen
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weiterer Proteine in Serum und Urin mittels LC-MRM-MS ermittelt. Hierzu zahlten u. a. Annexin A5,
Vinculin, TTC38, Gelsolin, 78 kDa Glucose-regulated Protein (GRP78) und Alpha-1B-Glycoprotein (A1BG).
Da fur Annexin A5, Vinculin, TTC38 und Gelsolin neben den LC-MRM-MS Versuchen weitere
Validierungsversuche durchgefiihrt wurden, sollen diese in den jeweiligen Kapiteln zu diesen Proteinen
spater diskutiert werden. In den initialen 2D-DIGE und MS Analysen wurden Alpha-1B-Glycoprotein und
GRP78 als heraufreguliert in rezidivierenden Prostatakarzinomen identifiziert. Die Analysen zeigten
auBerdem eine Heraufregulation von Alpha-1B-Glycorptein in Prostatakarzinomen im Vergleich zu
tumorfreiem Gewebe. GRP78 Expression in Serum und Urin zeigt deutliche Diskrepanzen zu den initialen
2D-DIGE Studien und zur Literatur, ist GRP78 doch im Prostatakarzinomgewebe heraufreguliert
(Pootrakul et al., 2006; Daneshmand et al., 2007; Tan et al.,, 2011). Auch fir A1BG sind solche
Diskrepanzen zur Literatur gegeben. So ist A1BG heraufreguliert in verschiedenen Karzinomen (Liu et al.,
2012; Tian et al., 2008; Yoon et al., 2006; Gollapalli et al., 2012; Jeong et al., 2008; Kreunin et al., 2007),
aber herabreguliert in der Gesamtheit aller gemessenen Tumorproben im Vergleich zu den Kontrollen in
den LC-MRM-MS-Analysen. Damit ist flr beide Proteine eine Eignung als nicht-invasive Biomarker fir
das Prostatakarzinom unwahrscheinlich, weshalb die Ergebnisse hier nicht weiter im Detail diskutiert

werden.

5.4.3 Annexin A5 und Gelsolin als potentieller neuer diagnostischer Biomarker fiir das humane

Prostatakarzinom

Initiale 2D-DIGE Experimente dieser Studie zeigten eine signifikante Heraufregulation von Annexin A5
und eine signifikante Herabregulation von Gelsolin im Prostatakarzinom im Vergleich zum tumorfreien
Gewebe sowie im rezidivierenden Prostatakarzinom im Vergleich zum nicht rezidivierenden Karzinom.
Im rezidivierenden Prostatakarzinom konnte auch Annexin A4 als heraufreguliert identifiziert werden. In
der Literatur ist bereits fir andere Mitglieder der Annexinfamilie ein Zusammenhang mit dem
Prostatakarzinom bekannt. Allerdings legen Studien von Annexin A4 eher eine Herabregulation im
Prostatakarzinom nahe als die in der vorliegenden Arbeit in der initialen 2D-DIGE Studie gefundene
Heraufregulation. So zeigten cDNA Microarray Analysen sowie immunhistochemische TMA Analysen
eine signifikante Herabregulation von Annexin Al, A2, A4, A7 und A1l in hormonrefraktaren
Prostatakarzinomen im Vergleich zu hormonnaiven, lokalisierten Prostatakarzinomen. Allerdings konnte
keine signifikante Deregulation zwischen klinisch lokalisierten Prostatakarzinomen und tumorfreien
Geweben nachgewiesen werden. Auch konnte in der Studie von Xin et al. keine Deregulation von
Annexin A5 und Annexin A3 nachgewiesen werden (Xin et al., 2003). Zwei andere Studien zeigen
allerdings eine Herabregulation von Annexin A3 im Prostatakarzinom (Schostak et al., 2009; Kollermann
et al., 2008). Auch fiir Annexin A5 stehen die Ergebnisse von Xin et al. im Kontrast zu den Ergebnissen

der vorliegenden Studie und anderer Studien. So ist die Annexin A5 Expression in CD44+
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Prostatakarzinomstammazellen der Zelllinien Dul45 erhoéht im Vergleich zu CD44- Zellen (Lee et al.,
2011). Weiterhin ist Annexin A5 in anderen Tumorentitdten heraufreguliert. So ist Annexin A5 in
Plattenepithelkarzinomen der Zervix, in Pankreaskarzinomen, in Glioblastomen, in Lymphknoten-
positiven Blasenkarzinomen im Vergleich zu Lymphknoten-negativen Blasenkarzinomen und in
Hepatokarzinomen mit hohem Potential fir lymphatische Metastasierung heraufreguliert (Peng et al.,
2014). AuRerdem ist Annexin A5 in die Entwicklung von Brustkrebs involviert (Peng et al., 2014) sowie in
Kolorektalkarzinomen Uberexprimiert und mit Rezidiven und schlechtem Gesamtiiberleben assoziiert
(Peng et al.,, 2014). Interessanterweise ist Annexin A5 in Schilddriisenkarzinomen negativ mit der
Malignitat der Karzinome assoziiert (Peng et al., 2014). In Plattenepithelkarzinomen der Zervix ist
Annexin A5 Protein heraufreguliert, wahrend die mRNA Expression herabreguliert ist (Peng et al., 2014).
Mehr noch wird Annexin A5 als therapeutische Option fiir Karzinome diskutiert, da Annexin A5 in
lebenden Zellen internalisiert wird und dies genutzt werden kénnte um Chemotherapeutika in Annexin
A5-targeted Liposomen einzukapseln. Dies fihrt z.B. bei Doxorubicin zu besseren Sicherheitsprofilen
und weniger Nebenwirkungen (Kenis et al., 2007). Da auch Annexin Al und A2 in Prostatakarzinomen
herabreguliert sind (Liu et al., 2003; Chetcuti et al., 2001; Kang et al., 2002), sind unterschiedliche
Annexine in Tumoren unterschiedlich dereguliert. Die Ergebnisse der vorliegenden und der erwdhnten
Studien legen nahe, dass moglicherweise die gesamte Annexinfamilie eine Rolle im humanen
Prostatakarzinom spielt. Dies wird durch IPA Ergebnisse unterstrichen, die zeigten, dass Annexin A4 und
Annexin A5 Uber Galectin-2 (LGALS2) miteinander in Verbindung stehen. Zur weiteren Validierung der
Ergebnisse wurde beispielhaft Annexin A5 ausgewahlt, da dieses Protein nicht nur in rezidivierenden
Prostatakarzinomen signifikant heraufreguliert war, sondern auch in Prostatakarzinomen im Vergleich
zu tumorfreien Geweben als heraufreguliert gefunden wurde. Sowohl Western Blot Analysen als auch
LC-MRM-MS Versuche konnten die Heraufregulation von Annexin A5 in Prostatakarzinomen im
Vergleich zu tumorfreiem Gewebe bzw. im Urin von Prostatakarzinompatienten im Vergleich zum Urin
von Patienten ohne Prostatakarzinom bestédtigen. Die Urinanalysen mittels LC-MRM-MS waren
allerdings nicht signifikant, was vermutlich auf das kleine Patientenkollektiv zurtickzufiihren ist. Eine
Heraufregulation von Annexin A5 im rezidivierenden Prostatakarzinom im Vergleich zu nicht-
rezidivierenden Prostatakarzinomen konnte nicht validiert werden. In Ubereinstimmung mit den
Literaturdaten zeigen die vorliegenden Ergebnisse dennoch, dass Annexin A5 ein potentieller Biomarker
flir das Prostatakarzinom ist, insbesondere da Annexin A5 einen moglichen nicht-invasiven
Urinbiomarker darstellt.

Auch fir Gelsolin konnten LC-MRM-MS Experimente die signifikante Herabregulation in Urinen von
Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv im Vergleich zu Urinen von Patienten ohne Rezidiv bestatigen.
Allerdings zeigt sich in den LC-MRM-MS Serumanalysen im Gegensatz zu den 2D-DIGE Analysen eine

Heraufregulation in Tumoren mit Rezidiv im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv. Diese Heraufregulation
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ist allerdings nicht in den Teilkollektiven ,Serum Bonn” bzw. ,Serum Aachen” nachweisbar. Mehr noch
ist im Gesamtserumkollektiv eine signifikante Herabregulation in Seren von Prostatakarzinompatienten
im Vergleich zu den Kontrollseren nachweisbar. Wahrend fir die LC-MRM-MS Serumversuche die
Heraufregulation in Karzinomen mit Rezidiv zweifelhaft ist, bestatigen die LC-MRM-MS Urinanalysen der
Vergleiche der Seren von Kontrollpatienten und Prostatakarzinompatienten die mittels 2D-DIGE
gefundene Herabregulation von Gelsolin in Prostatakarzinomen bzw. in Prostatakarzinomen mit Rezidiv.
Die Herabregulation von Gelsolin im Urin von Prostatakarzinompatienten mit Rezidiv sowie im Serum
von Prostatakarzinompatienten im Vergleich zu Kontrollpatienten steht im Einklang mit vorherigen
Studien. So konnten Lee et al. zeigen, dass Gelsolin in Prostatakarzinomen und BPH herabreguliert ist im
Vergleich zu nicht-proliferativen Geweben (Lee et al., 1999). Mehr noch ist Gelsolin mit dem
Androgenrezeptor assoziiert. Gelsolin erhéht dabei die Androgenrezeptoraktivitdt in Anwesenheit von
Androgenen, wodurch die Blockade der Androgenrezeptor-Gelsolin-Interaktion als potentielles
therapeutisches Target fiir die Behandlung von Prostatakarzinomen gehandelt wird (Nishimura et al.,
2003). Aber nicht nur im Prostatakarzinom ist Gelsolin herabreguliert. Auch in Brust- (Winston et al.,
2001), Colon- (Gay et al., 2008), Blasen- (Sanchez-Carbayo et al., 2007), Magen- und Lungenkarzinomen
ist Gelsolin signifikant herabreguliert (Spinardi und Witke, 2007). Allerdings zeigten erbB2 und EGFR
Uberexprimierenden Brustkarzinomen sowie Subgruppen von nicht-kleinzelligen Lungentumoren eine
erhohte Gelsolinexpression und Korrelation der Gelsolinexpression mit einer negativen Prognose dieser
Tumore (Li et al.,, 2012; Spinardi und Witke, 2007; Thor et al., 2001; Shieh et al., 1999). Diese
widersprichlichen Ergebnisse in Karzinomsubgruppen kénnten auch die etwas widerspriichlichen
Ergebnisse von Western Blot und LC-MRM-MS Serum- und Urinanalysen erklaren. Folglich sollte die
Eignung von Gelsolin als potentieller Biomarker fiir das Prostatakarzinom an groRen
Patientenkollektiven, an denen auch Subgruppenanalysen moglich sind, weiter Gberprift werden. Dies
erscheint notwendig, da aufgrund der Deregulation in Urin und Serum von Prostatakarzinompatienten
Gelsolin ein ausgesprochen vielversprechender potentieller nicht-invasiver Biomarker fir das
Prostatakarzinom ist. Damit konnte Gelsolin zumindest flir Subgruppen ein vielversprechender
Biomarker fir das Prostatakarzinom werden und so moglicherweise eine Rolle in einem Biomarkerpanel

einnehmen.

5.4.4 T-Komplex Protein 1 subunit alpha (TCP1alpha) und Calponin-1 sind weder als diagnostische

noch als prognostische potentielle neue Biomarker fiir das humane Prostatakarzinom geeignet

In 2D-DIGE und MS Analysen wurde TCP1lalpha als hochreguliert in Prostatakarzinomen im Vergleich zu
tumorfreiem Gewebe sowie in Karzinomen mit Rezidiv im Vergleich zu Karzinomen ohne Rezidiv
gefunden. Western Blot Validierungen von TCPlalpha bestdtigen zwar eine leichte Tendenz der

Heraufregulation von TCPlalpha in Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe, zeigten
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aber weder eine signifikante Deregulation (p=0,237) in Tumor und tumorfreiem Gewebe, noch in
Prostatakarzinomen mit Rezidiv im Vergleich zu Karzinomen ohne Rezidiv. Auch die mittels 2D-DIGE und
MS identifizierte Deregulation von Calponin-1 konnte mittels Western Blot nicht validiert werden.
Moglicherweise ist sowohl im Falle von TCPlalpha als auch im Falle von Calponin-1 die in der 2D-DIGE
gefundene Deregulation durch zwei sich iberlagernde Proteine zustande gekommen, von denen nur ein
Protein mittels MS identifiziert wurde. Im Falle von Calponin-1 ist im zugehoérigen deregulierten Spot
neben Calponin-1 auch Malatdehydrogenase identifiziert worden, welches moglicherweise fir die
detektierte Deregulation des Spots in der 2D-DIGE Analyse verantwortlich sein. Malatdehydrogenase ist
in dieser Studie allerdings nicht weiter analysiert worden. Damit kommen weder TCPlalpha noch
Calponin-1 als mogliche Biomarker fir das Prostatakarzinom in Frage. Im Falle von TCPlalpha bestatigt
dieses Ergebnis Analysen von Lleonart et al., die fir den gesamten TCP1 Komplex ebenfalls keine

signifikante Deregulation im Prostatakarzinom nachweisen konnten (Lleonart et al., 2006).

5.4.5 KCTD12, Secernin-1, Vinculin und TTC38 als potentielle neue Biomarker fiir das rezidivierende

Prostatakarzinom
5.4.5.1 KCTD12

BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 (KCTD12, Pfetin) geho6rt zur Proteinfamilie der
spannungsabhdnigen Kalium-Kanal Tetramerisierungs-Domanen (KCTD, voltage-gated potassium
channel tetramerization domain), welche zum Aufbau spannungsabhangiger Kaliumkanéle beitragen
(Resendes et al., 2004). Die Funktion von Pfetin bei der Krebsentwicklung und Progression ist noch
unbekannt (Kikuta et al.,, 2010). 2D-DIGE Analysen kombiniert mit MS identifizierten KCTD12 als
potentiellen Biomarker flir das rezidivierende Prostatakarzinom, da KCTD12 in dieser Tumorgruppe im
Vergleich zu nicht-rezidivierenden Tumoren heraufreguliert war. Literaturrecherchen untermauerten die
Einschatzung, dass KCTD12 ein ausgesprochen vielversprechender Biomarker fir das rezidivierende
Prostatakarzinom sein konnte. So ist Pfetin ein prognostischer Biomarker fiir gastrointerstinale
Stromtumore (GIST) (Kikuta et al., 2010; Suehara et al., 2008; Kubota et al., 2011; Kawai et al., 2008).
Daher sollte die in der 2D-DIGE detektierte Deregulation von KCTD12 in der vorliegenden Studie weiter
validert werden. Allerdings war in der vorliegenden Arbeit eine Western Blot Valdierung der KCTD12
Deregulation leider nicht moglich. Ersatzweise wurden immunhistochemische Analysen durchgefihrt.
Hierbei fiel auf, dass KCTD12 in Folgeschnitten von Prostatagewebe eine ausgesprochen dhnliche
Verteilung der Expression im Prostatagewebe aufwies wie Alpha-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR).
So farbten beide Proteine in der Immunhistochemie Tumore, nicht aber tumorfreie Drisen an. AMACR
ist in Prostatakarzinomen bis zu 9-fach hochreguliert im Vergleich zu Normalgewebe (Luo et al., 2002),

wobei diese Uberexpression auch auf mRNA Ebene nachweisbar ist (Xu et al., 2000). Als Marker fiir das
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Prostatakarzinom weist AMACR in immunhistochemischen Analysen eine Sensitivitdat von 100% und eine
Spezifitdt von 88% auf (Jiang et al., 2001). Im Serum erreicht AMACR allerdings nur eine Sensitivitdt von
78% und eine Spezifitdt von 81% (Sreekumar et al., 2004). Indirekt lasst sich damit die Hypothese
aufstellen, dass KCTD12 ein potentieller diagnostischer Marker fiir das Prostatakarzinom sein konnte.
Diese Hypothese konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt werden. Die
vorliegenden vorlaufigen Ergebnisse sind aber vielversprechend, so dass eine weitere Validierung der
KCTD12 Expression als moglicher Marker fir das Prostatakarzinom in Zukunft erfolgen sollte. Hierbei
sollten unbedingt auch Serumanalysen durchgefiihrt werden um zu Uberprifen, ob KCTD12
moglicherweise AMACR als potentiellen nicht-invasiven Biomarker unterstiitzen oder sogar eine nicht-

invasive Diagnosemaoglichkeit darstellen kdnnte.

5.4.5.2 Secernin-1 als neuer Basalzellmarker

Secernin-1 wurde 2002 von O’Neill et al. als KIAA0O193 in 2D Analysen des Thrombozytenproteoms
entdeckt (O'Neill et al., 2002). Kurze Zeit spater identifizierten und charakterisierten Way et al. Secernin-
1 als ein 50kDa grofes, cytosolisches Protein, welches in die Regulation der Exocytose von peritonealen
Mastzellen involviert ist (Way et al., 2002). In der vorliegenden Studie konnten Secernin-1 in initialen
2D-DIGE Analysen kombiniert mit MS als herunterreguliert im rezidivierenden Prostatakarzinom im
Vergleich zu nicht-rezidivierenden Prostatakarzinomen identifiziert werden. Literaturrecherchen
lieferten zusatzlich vielversprechende Hinweise, dass Secernin-1 ein potentieller Biomarker fiir das
Prostatakarzinom ist. So ist Secernin-1 bereits in verschiedenen Karzinomen als heraufreguliert
beschrieben worden (Fan et al., 2011; Miyoshi et al., 2010; Suda et al., 2006); (Suda et al., 2006); (Sabo
et al., 2008) und korreliert teilweise mit klinikpathologischen Daten und schlechten Prognosen (Miyoshi
et al., 2010). Im Gegensatz dazu ist Secernin-1 in Synovial Sarcomen mit guter Prognose heraufreguliert
im Vergleich zu Synovialsarkomen mit schlechter Prognose (Suehara et al., 2011). AuBerdem zeigten
gene expression profiling Studien an Prostatakarzinomen, dass Secernin-1 wihrend des Ubergangs der
PIN zum Prostatakarzinom herabreguliert wird (Ashida et al., 2004). Auch in der vorliegenden Studie war
Secernin-1 im Prostatakarzinom herabreguliert. So zeigten die zur Validierung der 2D-DIGE
durchgefiihrten Western Blot und immunhistochemischen Analysen an zwei unabhangigen
Patientenkollektiven eine signifikante Herabregulation von Secernin-1 im Prostatakarzinom im Vergleich
zu tumorfreiem Gewebe. Die Auswertung der immunhistochemischen TMA Analysen zeigte auRerdem,
dass Secernin-1 bereits in intraepithelialen Neoplasien (PIN) herabreguliert ist. Weiter konnten die
immunhistochemischen Analysen zeigen, dass Secernin-1 in den Balsalzellen der Prostatadriisen
exprimiert wird, wahrend luminale Prostatadriisenzellen keine Secernin-1 Expression aufweisen.
Interessanterweise zeigten einige wenige Prostatakarzinome des analysierten Dresdener

Patientenkollektives eine schwache Secernin-1 Expression in den Driisenzellen (Daten nicht gezeigt).
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Diese Secernin-1 Expression konnte an einem unabhangigen Patientenkollektiv aus Bonn allerdings nicht
bestatigt werden. Demnach ist Secernin-1 vor allem in den Basalzellen der Prostatadriisen exprimiert
und geht wahrend der Transition von benignen Prostatagewebe Uber die PIN zum Prostatakarzinom
verloren, was auch schon von Ahida et al. beobachtet wurde (Ashida et al., 2004). Da die Secernin-1
Expression im inflammatorischen und normalem Prostatagewebe identisch ist, ist eine weitere dringend
bendtigte Eigenschaft eines guten Tumorbiomarkers fiir Secernin-1 gegeben. Demnach ist Secernin-1 ein
vielversprechender Biomarker fiir das Prostatakarzinom, wobei die initiale Idee, dass es sich um einen
Biomarker fir das rezidivierende Prostatakarzinom handelt, nicht bestatigt werden konnte. Eine
Detektion von Secernin-1 im Serum oder Urin von Prostatakarzinompatienten mittels LC-MRM-MS war
leider nicht moglich. Daher kann (ber das Potential von Secernin-1 als mdglicher nicht-invasiver
Biomarker noch keine Aussage gemacht werden. Diese Analysen sind allerdings Bestandteil weiterer

Studien.

5.4.5.3 Vinculin als potentieller neuer Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom

Vinculin ist ein 117 kDa groRes Strukturprotein, welches an Aktin bindet (Mierke, 2009). Es ist Teil der
Adherents Junctions zwischen Zellen (Subauste et al., 2005) und Teil der Focal Adhesions fiir die Zell-
Extrazelluldarmatrix Kommunikation (Tran et al., 2002). AuRerdem ist Vinculin mit dem Tumorsuppressor
PTEN assoziiert: F9 vinculin-null Zellen (VIN-/-) exprimieren kein PTEN Protein trotz normaler PTEN
MRNA Expression. Die Reexpression von Vinculin in diesen Zellen stellt auch die PTEN Expression wieder
her (Subauste et al., 2005). Demnach ist Vinculin in die PTEN Regulation involviert (Subauste et al., 2005)
und kein reines Strukturprotein. Die nicht nur (sub)membrandse sondern auch cytoplasmatische
Expression von Vinculin unterstreicht ebenfalls, dass Vinculin moglicherweise neben strukturellen
Funktionen weitere regulatorische Funktionen ausiibt (Ruiz et al., 2011). Damit passt Vinculin in das
mittels Ingenuity Pathway Analysen (IPA) erstellte Bild besonders interessanter Biomarker fiir das
rezidivierende Prostatakarzinom.

In 2D-DIGE und MS Analysen konnte Vinculin als heraufreguliert im rezidivierenden Prostatakarzinom im
Vergleich zu nicht rezidivierten Prostatakarzinomen identifiziert werden. Auch Ruiz et al. konnten
bereits zeigen, dass Vinculin in BPH kaum oder gar nicht exprimiert wird, wahrend 92% der lokalisierten
Prostatakarzinome eine niedrige Vinculinexpression aufwiesen. Dagegen war die Vinculinexpression in
16% der kastrationsresistenten Prostatakarzinomen hoch und in weiteren 34% der
kastrationsresistenten Prostatakarzinomen mittelstark vorhanden (Ruiz et al., 2011). Eine Amplifikation
und Uberexpression von Vinculin ist also mit fortgeschrittenen Stadien des Prostatakarzinoms assoziiert
(Ruiz et al., 2011)). Dies passt zu den Erkenntnissen der IPA, wonach insbesondere Proteine, die in
Proliferation und zelluldarer Bewegung involviert sind besonders geeignete Biomarker fiir das

rezidivierende Prostatakarzinom zu sein scheinen ((siehe Kapitel 5.3 ,,Ingenuity Pathway Analysen” (IPA)
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der identifzierten potentiellen neuen Biomarker). AuBerdem ist diese Uberexpression mit einer hohen
Tumorzellproliferation — reprasentiert durch eine hohe Expression des ebenfalls als potentieller
prognostischer Marker flr das rezidivierende Prostatakarzinom diskutierte Protein Ki67 (Kristiansen,
2012) im Prostatakarzinomgewebe — assoziiert (Ruiz et al., 2011). Ubereinstimmend mit diesen
Ergebnissen zeigten die vorliegenden TMA Analysen eine signifikante Heraufregulation von Vinculin im
Prostatakarzinom im Vergleich zum tumorfreien Gewebe. Diese Heraufregulation konnte schon in PIN
Lasionen nachgewiesen werden. Auch Urinblots zur Analyse der Eignung von Vinculin als nicht-invasiver
Biomarker zeigten eine signifikante Heraufregulation der Vinculin Level im Urin von
Prostatakarzinompatienten im Vergleich zu Kontrollurinen. Mehr noch ist Vinculin im Urin von
Prostatakarzinompatienten mit spaterem Rezidiv im Verlauf ihrer Erkrankung heraufreguliert im
Vergleich zum Urin von Prostatakarzinompatienten ohne Rezidiv, was durch dhnliche Ergebnisse der
Urin LC-MRM-MS Analysen unterstrichen wird. Damit ist Vinculin ein ausgesprochen vielversprechender
nicht-invasiver Biomarker fir das rezidivierende Prostatakarzinom. Entsprechend sollten weitere
Analysen an groBen Patientenkollektiven in Zukunft das in der vorliegenden Studie und der Studie von
Ruiz et al. (Ruiz et al., 2011) gezeigte Potential von Vinculin als Biomarker fir das rezidivierende
Prostatakarzinom validieren. Allerdings sollte hierbei die Expression verschiedener Vinculin Isoformen
mit berlicksichtigt werden. Denn Pang et al. konnten zeigen, dass die Vinculin Isoform 2 in Lymphknoten
von metastatischem Prostatakarzinom heraufreguliert ist im Vergleich zu Lymphknoten-negativem
Prostatakarzinomgewebe (Pang et al., 2010). Auerdem beschrieben Thorsen et al. eine alternative
Splicing Variante von Vinculin in Kolon-, Blasen- und Prostatakarzinomen. Bei dieser Splicevariante wird
Vinculin im Karzinomgewebe ohne Exon 19 exprimiert. Zusatzlich ist die lange Vinculinisoform im
metastatischen Prostatakarzinom herabreguliert im Vergleich zum lokalisierten Prostatakarzinom
(Thorsen et al., 2008). Interessanterweise kodiert Exon 19 fiir ein Peptid im c-terminalen Teil von
Vinculin, welches an der Proteinoberflache lokalisiert ist und moéglicherweise an der Protein-Protein
Interaktion teilnimmt. AuBerdem enthalt dieses Exon zwei starke potentielle Phosphorylierungsstellen,
welche regulatorischen Funktionen dienen kdonnten (Thorsen et al., 2008) und damit wiederum die
These stiltzen, dass Vinculin mehr als ein Strukturprotein ist. Diese zwei Studien zeigen aber vor allem,
dass verschiedene Vinculinisoformen im Prostatakarzinom unterschiedliche Expressionsmuster
aufweisen konnen. Entsprechend sollten zukiinftige Studien zur Vinculinexpression im Prostatakarzinom
die Analyse verschiedener Vinculinisoformen mit einbeziehen. Zusammenfassend ist Vinculin ein
ausgesprochen vielversprechender, potentieller, nicht-invasiver Biomarker fir das rezidiverende
Prostatakarzinom, dessen Potential in weiteren grofRangelegten Studien unbedingt weiter validiert

werden sollte.
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5.4.5.4 TTC38 als potentieller neuer Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom

Neben Vinculin, Secernin-1 und anderen Molekiilen zeigten die initialen 2D-DIGE Analysen auch fir
TTC38 eine signifikante Deregulation zwischen Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv im weiteren
Verlauf der Erkrankung. So war TTC38 in Prostatakarzinomen mit Rezidiv 2,4-fach herabreguliert im
Vergleich zu Karzinomen ohne Rezidiv (p=0,036). In der Literatur war zu Beginn dieser Arbeit tGber TTC38
ausgesprochen wenig bekannt. Anhaltspunkte fir eine Assoziation von TTC38 mit Krebs oder anderen
Erkrankungen gab es nicht. So war lediglich bekannt, dass TTC38 als ein Protein aus der Familie der
Tetratatricopeptide repeat domain containing Proteine drei Tetratricopeptid repeat Motive (TPR)
enthalt. TPR Motive bestehen aus einer Sequenz von 34 degenerierten Aminosauren angeordnet zu zwei
anti-parallelen a-Helices (Sikorski et al., 1990). Zwei TPR Motive (Tandem TPR) bilden dann eine rechts-
gangige helikale Struktur mit einem amphipathischen Kanal, welcher als Bindestelle die komplementare
Region eines potentiellen Interaktionspartners aufnehmen kann (Blatch und Lassle, 1999). Damit enthalt
TTC38 potentielle Protein-Protein Interaktionsdomanen.

Das 26045 bp grofRe Gen von TTC38 liegt auf dem langen Arm von Chromosom 22 (Dunham et al., 1999).
Dabei codiert das Gen fiir insgesamt sieben Transkripte, von denen drei Protein-kodierend sind
(Ensembl, 2013). Das langste 52,8 kDa groRe und 469 Aminosauren lange Transkript (Isoelektrischen
Punkt 5,89) enthalt drei TPR Motive an den Positionen 108-141, 180-213 und 252-185 (Uniprot.org,
2013).

Die nur sparlich vorhandenen Informationen (iber TTC38 machten das Protein zu einem ausgesprochen
spannenden Molekil fir weitere Validierungsversuche. Western Blot und immunhistochemische
Analysen bestatigten dann auch die Herabregulation von TTC38 in Tumoren mit Rezidiv im Vergleich zu
Tumoren ohne Rezidiv. Mehr noch zeigten diese Analysen aber auch eine signifikante Heraufregulation
von TTC38 in Tumoren ohne Rezidiv im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe. Zusatzlich zeigte sich, dass
die Herabregulation von TTC38 in Prostatakarzinomen mit Rezidiv im Vergleich zu Tumoren ohne Rezidiv
nicht an das Niveau des tumorfreien Gewebes heranreichte. Demnach muss nun nach den
Validierungsstudien davon ausgegangen werden, dass die TTC38 Expression sowohl auf mRNA als auch
auf Proteinebene im Tumor ansteigt, wobei dieser Anstieg in Tumoren ohne Rezidiv am hdchsten
ausfallt und in Prostatakarzinomen mit Rezidiv wieder leicht sinkt, nicht aber das Niveau der
tumorfreien Proben erreicht. Diese Regulation zieht sich einheitlich durch die Western Blot, mRNA und
immunhistochemischen Analysen und ist in jeder Analyse signifikant. Mehr noch zeigt die LC-MRM-MS
Analyse eines unabhangigen Patientenkollektives selbst im Urin diese TTC38 Regulation. Damit stellte
TTC38 in Kombination mit einem weiteren Biomarker, welcher Prostatakarzinome insgesamt zuverlassig
detektieren kann, einen vielversprechenden neuen Biomarker flir Prostatakarzinome mit einer guten
Prognose dar. Ein oder mehrere weitere Biomarker in Kombination mit TTC38 werden aber bendtigt, um

auch potentiell TTC38 negative rezidivierende Prostatakarzinome zu detektieren. Hier waren z.B. die im
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vorhergegangen Kapiteln bereits diskutierten Marker AMACR oder KCTD12 Kandidatenproteine fiir ein
Biomarker Panel (siehe Kapitel 5.4.5.1 KCTD12).

Mit dem weiteren Fortschritt der vorliegenden Arbeit war es umso Uberraschender, dass in
immunhistochemischen Analysen an einem weiteren unabhangigen Patientenkollektiv mittels TMA
diese interessante Regulation von TTC38 nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Hier war eine
Heraufregulation von TTC38 einheitlich sowohl in Prostatakarzinomen mit als auch in
Prostatakarzinomen ohne Rezidiv sowie in den PIN Ldsionen nachweisbar. Damit bleibt der Nutzen von
TTC38 als Marker flr Prostatakarzinome mit einer guten Prognose (ohne Rezidiv im Laufe der
Entwicklung) unklar. Zweifelsohne handelt es sich allerdings um einen ausgesprochen spannenden
vollstandig neuen Biomarker fiir das Prostatakarzinom, wobei weitere Studien klaren mussen, ob TTC38
einen Biomarker flr Prostatakarzinome insgesamt oder fiir Prostatakarzinome mit einer guten Prognose
darstellt. Besonders erfreulich ist die Moglichkeit der Detektion von TTC38 im Urin, womit es sich sogar

um einen potentiellen nicht-invasiven Biomarker fiir das Prostatakarzinom handelt.

5.5 Funktionelle Charakterisierung von TTC38, einem potentiellen neuen Biomarker fiir das

(rezidivierende) Prostatakarzinom

Da wie im letzten Kapitel schon erwahnt lber die Funktion von TTC38 zu Beginn dieser Arbeit nur
ausgesprochen wenig bekannt war, war es ein weiteres Ziel, mogliche Auswirkungen der TTC38
Deregulation auf die Tumorgenese und Progression des Prostatakarzinoms zu untersuchen. Hierzu
musste zundchst ein geeignetes Modell fir die Untersuchung von TTC8 identifiziert werden.
Grundsatzlich sind Zelllinien hierfiir geeignete Modelle, tragen sie doch enorm zum Verstdandnis des
Prostatakarzinoms bei (van Bokhoven et al., 2003). AuRerdem stellen Uberexpressions- und knockdown-
Zellkulturmodelle Moglichkeiten zur Analyse der Wirkung eines Molekils dar (Hatina et al., 2008;
Seyffert, 1998). Voraussetzung fiir eine Uberexpression ist ein endogener Verlust der Expression des
Zielmolekdils. Im Falle des Knockdowns ist eine endogene Expression Voraussetzung. Mit Hilfe
genetischer Manipulationen kann dann die Uberexpression oder der Knockdown des Zielmolekiils
herbeigefiihrt werden.

Initial  durchgefiihrte mMRNA  Expressionsanalysen an den Tumorzelllinien MDA-MB-231
(Mammakarzinomzelllinie), Dul45 und PC-3 (beides Prostatakarzinomzelllinien) zeigten eine hohe
Expression von TTC38 in der Zelllinie MDA-MB-231 und im Vergleich dazu ausgesprochen niedrige TTC38
Expressionen der Zelllinien Du145 und PC-3. Beide Prostatakarzinomzelllinien stammen von Metastasen
von kastrationsresistenten Prostatakarzinomen ab. Die Prostatakarzinomgewebeanalysen mittels
Western Blot und Immunhistochemie haben gezeigt, dass aggressive Prostatakarzinome, welche im
weiteren Verlauf der Erkrankung Rezidive bilden, eine niedrigere TTC38 Expression aufweisen als

Prostatakarzinome ohne Rezidiv. Maoglicherweise ist dies ein Hinweis darauf, warum die
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kastrationsresistenten Prostatakarzinomzelllinien Dul45 und PC-3 eine nur sehr niedrige TTC38
Expression aufweisen.

Zur Herstellung eines in vitro Modell fiir das Prostatakarzinom wurde zunachst TTC38 knockdown Klone
der Zelllinie PC-3 hergestellt. Nach erfolgreicher Analyse der TTC38 knockdown Klone wurden im
spateren Verlauf auch TTC38-Uberexpressionklone hergestellt. Die Zelllinie PC-3 wurde aus einer
Knochenmetastase eines viert-gradigen Prostatakarzinoms eines 62-jahrigen weillen Mannes etabliert
(Kaighn et al.,, 1979). Der spendende Patient erhielt zum Zeitpunkt der Zellentnahme eine
Antiandrogentherapie, was vermutlich die Antiandrogenresistenz der Zelllinie bedingt. Dabei weisen die
PC3-Zellen im Vergleich zu den Zelllinien Dul45 und LNCaP ein hohes Potential zur Bildung von
Metastasen auf (Pulukuri et al., 2005), was sie zu einem geeigneten Modell des Einflusses von TTC38 auf
die Prostatakarzinomgenese und Progression machte.

Mit Hilfe der hergestellten Zellkulturmodelle sollte der Einfluss von TTC38 auf fiir die Tumorentwicklung
wichtigen Eigenschaften wie Proliferation (Hanahan und Weinberg, 2011), Migration und
Kolonienbildung (Hanahan und Weinberg, 2011; Yamaguchi et al., 2005) in vitro analysiert werden.

Die Proliferaton von Tumorzellen erfolgt autark von exogenen Wachstumssignalen. Weiterhin sind
Tumorzellen insensitiv gegen Anti-Wachstumssignale und konnen die Apotose u. a. durch die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie p53 umgehen (Hanahan und Weinberg, 2000). Da TTC38
in Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe heraufreguliert ist, ware in
Proliferationsassays eine proliferationsstarkende Eigenschaft von TTC38 erwartet worden. Allerdings ist
TTC38 in Prostatakarzinomen mit Rezidiv herabreguliert, was eher zu einer durch TTC38 negativ
beeinflussten Proliferation passen wirde. In durchgefiihrten XTT-Proliferationsassays und
Kolonienbildungsassays war weder in den TTC38 knockdown Klonen noch in den TTC38
Uberexpressionsklonen ein signifikanter Einfluss von TTC38 auf die Proliferation der Zellen nachweisbar.
Im Kolonienbildungsassay, welcher neben dem Kolonienbildungsvermégen auch die Proliferation der
Zellen (iber einen langen Zeitraum widerspiegelt, konnte in beiden Zellkulturmodellen eine Tendenz zum
schnelleren Wachstum und einer hoéheren Kolonienbildungsfahigkeit der Zellen mit hoher TTC38
Expression detektiert werden. Mehr noch zeigten die TTC38 knockdown Klone eine etwas geringere
KoloniengréRe als die Kontrollklone, wahrend die TTC38 Uberexpressionsklone tendenziell etwas
groRere Kolonien als die zugehdrigen Kontrollklone zeigten. Diese Daten weisen darauf hin, dass Zellen
mit einer hohen TTC38 Expression einen Vorteil in der Proliferation haben. Dies korreliert mit den
Expressionsdaten in Patientengewebe, wonach TTC38 in Tumoren heraufreguliert ist.

Diese Analysen der Kolonienbildungsfahigkeit geben auch schon einen Hinweis auf das Potential der
Zellen zur Tumorinvasion und Metastasierung. Dies wird durch multiple zelluldre Eigenschaften
beeinflusst (Yamaguchi et al.,, 2005). Unter anderem spielt die Zellmigration eine Rolle in der

Tumorzellinvasion, da Zellen zur Bildung von Metastasen in der Lage sein missen, sich von ihrer
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Ursprungsmasse zu trennen und abzuwandern (van Zijl et al., 2011). In der vorliegenden Arbeit zeigten
durchgefiihrte Migrationsassays (Scratch Assays) ein ambivalentes Bild: TTC38 Uberexpressionsklone
zeigten eine hohere Migrationsfahigkeit als die zugehorigen Kontrollklone. Allerdings zeigten auch
TTC38 knockdown Klone eine hdhere Migrationsfahigkeit als die zugehoérigen Kontrollklone. Bei den
TTC38 knockdown Klonen waren allerdings starke Diskrepanzen zwischen der Migrationsfahigkeit der
Kontrollklone und der Migrationsfahigkeit der PC-3 Wildtypzellen feststellbar. Da die Kontrollklone eine
dem Wildtyp entsprechende TTC38 Expression aufwiesen, waren hier auch dhnliche Ergebnisse bei der
Migrationsfahigkeit zu erwarten. Da dies nicht der Fall ist, ist die Vertrauenswirdigkeit der Ergebnisse
der TTC38 knockdown Klone etwas eingeschrankt. Demnach kann in Zusammenschau mit den
Kolonienbildungsassays davon ausgegangen werden, dass eine hohe TTC38 Expression auch die
Migrationsfahigkeit der Zellen erh6éht. Im Hinblick auf die Eignung von TTC38 als Biomarker spricht dies
eher flr eine Eignung von TTC38 als Biomarker fir das Prostatakarzinom wie es in den
immunhistochemischen TMA Analysen beobachtet werden konnte. Allerdings ist zu beachten, dass auch
die Prostatakarzinome mit Rezidiv immer noch eine hohere TTC38 Expression aufwiesen, als die
Prostatakarzinome ohne Rezidiv. Daher ist alternativ in weiteren Experimenten die Frage zu klaren, ob
eine Deregulation sowohl in Form einer TTC38 Hochregulation als auch in Form einer TTC38
Herabregulation immer zu einer Erhéhung der Migrationsfahigkeit der Zellen fihrt. Dies wirde erklaren,
weshalb ausgerechnet Patienten mit einer etwas niedrigeren TTC38 Expression im Vergleich zur
Gesamtheit aller Prostatakarzinompatienten Rezidive entwickeln. Fiir eine endgiiltige Klarung dieser
Frage missten weitere Prostatakarzinomzelllinien durch TTC38 Knockdown bzw. Uberexpression
genetisch manipuliert und analysiert werden. Zusatzlich kdnnten in vivo Experimente hier weitere
Aufschlisse ermoglichen. Beides war im Rahmen der vorliegenden Arbeit allerdings nicht mehr méglich.
Fir die Bildung von Metastasen ist nicht nur die Migrationsfahigkeit sondern insbesondere auch die
Invasionsfahigkeit der Zellen entscheidend (Yamaguchi et al., 2005). Die Invasion ist der erste Schritt der
Metastasierung, bei der die Uberwindung der Basalmembran durch den Abbau der Extrazelluldrmatrix
eine zentrale Rolle spielt (Hanahan und Weinberg, 2000; Yamaguchi et al., 2005; Sahai, 2005). /n vitro ist
dieses Durchbrechen der Basalmembran durch die Invasion der Zellen durch eine Matrigelschicht
simulierbar. In den durchgefiihrten Invasionsassays zeigte TTC38 Uberexpressionsklone in
Ubereinstimmung mit den Migrationsassays eine stirkere Invasion als die Kontrollklone. Fiir die TTC38
knockdown Klon konnte kein signifikanter Unterschied zu den entsprechenden Kontrollklonen
nachgewiesen werden. Als Zusammenfassung samtlicher funktionellen Analysen von TTC38 scheint die
TTC38 Expression mit einer erhdohten Migrationsfahigkeit und Invasionsfahigkeit der PC-3 Zellen
assoziiert zu sein.

Da Datenbank- und Literaturrecherchen ergaben, dass TTC38 drei sogenannte TPR Domanen enthalt

(Uniprot.org, 2013), welche der Protein-Protein-Interaktion dienen (Blatch und Lassle, 1999), sollte in
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einem nachsten Schritt zur weitern Aufklarung der biologischen Funktion wvon TTC38
Interaktionspartneranalysen durchgefiihrt werden. Hierzu wurden zunachst theoretische IPA Analysen
durchgefihrt. Diese identifizierten Prefoldin Subunit 1 (PFDN1), Thymidinkinae 1 (TK1), Ubiquitin C
(UBC) und Hepatozyten Nuklearer Faktor 4 alpha (HNF4A) als potentielle TTC38 Interaktionspartner.
Diese theoretischen Ergebnisse sollten mittels Immunprazipitation gekoppelt an LC-MS Analysen
validiert werden, was bis zum Ende der Arbeit allerdings nicht erfolgreich etabliert werden konnte.
Daher wurden Analysen zum Aufdecken etwaiger Koregulationen zwischen TTC38 und den potentiellen
Interaktionspartnern durchgefiihrt. Hierbei zeigte nur TK1 eine klare Deregulation: TK1 war in den TTC38
Uberexpressionklonen aber auch in den TTC38 knockdown Klonen heraufreguliert. Eine TTC38
Deregulation scheint also mit einer TK1 Deregulation zusammen zu hangen. TK1 stellt Deoxythymidine
monophosphate fir den Aufbau von DNA zur Verfigung (Wintersberger, 1997). Dies und die
Moglichkeit iber die Aktivitdt und Konzentration von TK1 Riickschliisse auf die Teilungsaktivitdt von
Zellen zu schlieRen (Sherley und Kelly, 1988) bedingt, dass TK1 als Marker fir die Proliferation
angesehen wird (Aufderklamm et al., 2012). Allerdings ist zu beachten, dass nur das Tetramer, welches
im Western Blot nicht nachgewiesen werden konnte, eine starke Aktivitat aufweist, wahrend das Dimer
wenig aktiv ist (Munch-Petersen et al., 1993; Munch-Petersen, 2009; Mutahir et al., 2013). Demnach
steht die TK1 Deregulation vermutlich eher nicht im Zusammenhang mit den Ergebnissen der
Proliferationsassays, scheint aber mit TTC38 assoziiert zu sein.

Durchgefiihrte LC-MS Analysen der TTC38 knockdown und Uberexpressionsklone verfolgten das Ziel, mit
TTC38 koregulierte Proteine zu identifizieren. Solche Proteine kénnen ein potentielles Zielprotein von
TTC38 darstellen und somit Hinweise auf die biologische Funktion eines Proteins liefern. Die
durchgefiihrten Analysen konnten 57 potentielle Zielproteine von TTC38 identifizieren. 2/3 dieser
Proteine waren Transporter, Enzyme oder Transkriptionsregulatoren und mehr als die Halfte der
identifizierten Proteine waren im Nukleus lokalisiert. Dies stimmt mit der Erkenntnis Uberein, dass die
Mehrzahl der identifizierten Proteine mit den molekularen und zelluldren Funktionen Genexpression,
Zellzyklus, zellulares Assembling und Organisation sowie DNA Replikation, Rekombination und Reparatur
assoziiert sind. Interessanterweise sind auch die mittels IPA identifizierten potentiellen
Interaktionspartner von TTC38 mit diesen Funktionen assoziiert: So spielt PFDN1 im Zellzyklus eine Rolle,
TK1 in der DNA Synthese und DNA Replikation, UBC in der DNA Reparatur und HNF4A in der
Transkription (Uniprot, 2013). Dies lasst den Rickschluss zu, dass vermutlich auch TTC38 mit
Genexpression, Zellzyklus, zellularem Assembling und Organisation sowie DNA Replikation,
Rekombination und Reparatur assoziiert ist. Proteine, welche TPR-Motive enthalten, sind haufig in der
Funktion von Chaperonen, des Zellzyklus, der Transkription und von Proteintransport-Komplexen
involviert (Blatch und Lassle, 1999). Neueren Erkenntnissen zufolge sind Proteinkomplexe mit TPR-Motiv

enthaltenden Proteinen auBerdem in der Immunabwehr von Pathogenen involviert (Allan und
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Ratajczak, 2011). IPA Analysen kombiniert mit den vorliegenden Literaturdaten lassen fiir TTC38 den
Rickschluss zu, dass es in die Transkription, den Zellzyklus, die Proteintranslokation sowie die
Genexpression, DNA Replikation, Rekombination und Reparatur involviert ist. Die Auswirkung von TTC38
auf Proteine, die in der Regulation der Genexpression involviert sind, ist moglicherweise auch
verantwortlich flir den beobachteten Einfluss von TTc38 auf die Zellmigration von PC-3 Zellen, denn das
veranderte Motilitatsverhalten von Krebszellen wird u.a. durch verdanderte Genexpressionsmuster
hervorgerufen (Sahai, 2005). Damit legen die in vitro Analysen von TTC38 dar, dass es sich um einen
neuen potentiellen Biomarker fir das rezidivierende Prostatakarzinom handelt, der vermutlich auch

biologisch eine Rolle in der Invasion und Migration von Prostatakarzinomzellen spielt.

5.6 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie ist es gelungen, potentielle neue Biomarker fiir das Prostatakarzinom mittels
2D-DIGE und MS wie u. a. Secernin-1, TTC38, Vinculin, PAP, Galectin-3, TCP1alpha, Annexin A5, GRP78
und Gelsolin zu identifizieren und teilweise auch zu validieren. Einige dieser Biomarker dirften
allerdings nur in Kombination mit anderen Biomarkern als Panel interessant sein. Ein solcher Biomarker
ist TTC38, welcher als potentieller Biomarker flr Prostatakarzinome mit einer guten Prognose
interessant ist, so er denn kombiniert wird mit einem Biomarker, der auch potentiell TTC38 negative
Prostatakarzinome mit Rezidiv identifiziert. Allerdings ist davon auszugehen, dass es nicht den einen
Biomarker zur Detektion unterschiedlicher Krebsstadien inklusive der Pradiktion der
Behandlungseffizienz geben wird, sondern Biomarker Panels fir die Detektion, Prognose und Pradiktion
des Prostatakarzinoms benétigt werden (Goo und Goodlett, 2010). Dies ist besonders beim
Prostatakarzinom der Fall, da es sich um eine heterogene und multifaktorielle, multifokale Erkrankung
handelt (Talesa et al., 2009).

In der vorliegenden Studie ist es nicht fir jeden in initialen 2D-DIGE und MS Analysen identifizierten
Rezidivmarker gelungen ihn zu validieren. Dies unterstreicht, wie schwierig die Identifikation
potentieller Rezidivbiomarker ist. Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, dass einige Karzinome ihren
metastatischen Phanotyp erst im Verlauf der Tumorgenese und Progression entwickeln (Klein, 2008;
Chung et al., 2005), andere Prostatakarzinome aber von Beginn an klinisch signifikant sind (Bastian et al.,
2009; Klein, 2008).

Dennoch ist es gelungen, mit Vinculin und TTC38 zwei potentielle Biomarker zur Stratifizierung des
Rezidivrisikos von Prostatakarzinompatienten zu identifizieren. Mehr noch sind beide potentiell nicht-
invasive Urinbiomarker, wie Urin Blots und LC-MRM-MS Versuche bestatigen. Fir TTC38 konnte
aulerdem verdeutlicht werden, dass dieses Protein auch funktionell in der
Prostatakarzinomentwicklung eine Rolle in der Invasion und Migration spielt und potentielle

Zielproteine und Interaktionspartner vor allem im Bereich der Transkription, des Zellzyklus, der
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Proteintranslokation sowie der Genexpression, DNA Replikation, Rekombination und Reparatur zu
finden sind. Weiter stellte sich Secernin-1 als vielversprechender Biomarker fiir die Diagnose des
Prostatakarzinoms heraus, da es neben einer Herabregulation im Prostatakarzinom im Vergleich zum
Normalgewebe in Entziindungen keinen Unterschied in der Expression zum umgebenden nicht-
entziindetem Gewebe aufwies.

LC-MRM-MS Analysen bestatigen weiterhin den schon in der Literatur bekannten potentiellen Nutzen
von Galectin-3 und PAP als Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom, wobei sie gleichzeitig als
potentielle nicht-invasive Urinbiomarker identifiziert wurden. Zusatzlich zeigten und validierten diese
Analysen wie vielversprechend das LC-MRM-MS als Tool zur Biomarkervalidierung ist und weshalb ihr
aufgrund der Zuverlassigkeit Chancen eingerdumt werden, eines Tages auch in der Klinik eingesetzt
werden zu kénnen (Picotti und Aebersold, 2012; Percy et al., 2013). IPA Analysen der identifizierten
Proteine zeigten zudem, dass vielversprechende Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom vor

allem solche Proteine sind, die in Proliferation und zellularer Bewegung involviert sind.

5.7 Ausblick

Die vielversprechendsten Kandidatenbiomarker fiir das Prostatakarzinom, die identifiziert wurden, sind
TTC38, Vinculin, prostataspezifische saure Phosphatase und Galectin-3. Die identifizierten Proteine sind
putative neue Biomarker zur ldentifikation von Patienten mit hohem Rezidivrisiko. So werden z.B.
prostataspezifische saure Phosphatase und Galectin-3 in der Literatur bereits als Marker fiir das
aggressive Prostatakarzinom diskutiert. Auch Vinculin wurde bereits als mit dem Prostatakarzinom
assoziiert beschrieben.

Diese Arbeit zeigt, dass es mit Hilfe proteombasierten Methoden mdglich ist, im primaren
Tumorgewebe interessante Proteinkandidaten zur Identifizierung von Prostatakarzinompatienten mit
hohem Rezidivrisiko zu finden. Die identifizierten Proteine sind putative neue Biomarker und werden in
unserem Labor an einem grofRen Patientenkollektiv mittels Tissue Microarray und LC-MRM-MS derzeit
weiter validiert. Nichts desto Trotz sind die hier aufgezeigten potentielle Biomarker noch weit von
einem klinischen Einsatz entfernt. Um einen potentiellen klinischen Einsatz der Proteine als Biomarker
zu ermoglichen sind weitere intensive Studien an grofen Patientenkollektiven Uber die derzeit
weitergehenden Arbeiten hinaus notig. Bestatigen sich die Biomarker einzeln oder als Panel als
zuverlassig in der Detektion des rezidivierenden Prostatakarzinoms ist die Entwicklung eines
kostengiinstig und schnell durchfiihrbaren Tests notig. Diese Arbeit legt nahe, dass neben ELISA auch die
Methode der LC-MRM-MS bei entsprechender Weiterentwicklung ein mogliches alternatives, schnelles
und glinstiges Testverfahren darstellt. Diese Methode wird des Weiteren sicher in Zukunft lhren
unverzichtbaren Platz als Hochdurchsatzmethode in der proteomischen Biomarkervalidierung

einnehmen.
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7 Anhang

7.1 Anhang zum Material und Methoden Teil

7.1.1

Tabelle 7.1: Klinikopathologische Charkateristika der fiir die 2D-DIGE verwendeten Prostatakarzinomproben

Klinikopathologische Charkateristika der verwendeten Patientenkollektive

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW Alter [Jahre] 60,9 (47 —75) 62,56 (54 — 70)
<62 Jahre 7 58,3 4 36,4
>62 Jahre 5 41,7 5 45,5
K.a. 0 0 2 18,2
TumorgroRe
pT2 6 50,0 5 45,5
pT3 6 50,0 4 36,4
pX 0 0 2 18,2
Lymphknotenstatus
pNO 10 83,3 9 81,8
pN1 1 8,3 0 0
pNx 1 8,3 2 18,2
Resektionsrand
RO 6 50,0 8 72,7
R1 2 16,7 0 0
Rx 4 33,3 3 27,3
Gleason Score
MW Gleason Score 7,6(7-9) 7,1(6-38)
6 0 0 1 9,1
7 7 58,3 6 54,5
8 2 16,7 2 18,2
9 3 25,0 0 0
K.a. 0 0 2 18,2
PSA
MW PSA [ng/ml] 16,79 (5,37 — 28,46) 9,98 (1,29 —22,50)
0-4ng/ml 0 0 1 9,1
4-10 ng/ml 3 25,0 4 36,4
>10 ng/ml 6 50,0 4 36,4
k.a. 3 25,0 2 18,2
Follow up
MW Follow-up Zeit [Monate] 69,4 (35-106) 54,2 (9 — 86)
0-24 Monate 0 0 1 9,1
24-60 Monate 5 41,7 7 63,6
> 60 Monate 7 58,3 3 27,3

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Als Kontrollen wurden korrespondierende,

tumorfreie Areale von Prostatektomien von 14

Prostatakarzinompatienten verwendet. Das Durchschnittsalter der hierfiir verwendeten Patienten

betrug 61,0 Jahre (55 — 69 Jahre), wobei von vier Patienten keine Altersangaben vorlagen. Der initiale
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PSA der Patienten betrug im Durchschnitt 13,24 ng/ml (3,39 — 22,50 ng/ml), wobei auch hier von fiinf

Patienten keine Angaben vorlagen.

Tabelle 7.2: Klinikopathologische Charkateristika des fiir die Western Blot Analysen von Calponin und Gelsolin
verwendeten Patientenkollektivs

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
N, % n, %
MW  des Alters 64,33 (60 — 68) 62,33 (54 -67)
<63 Jahre 1 25 1 25
263 Jahre 2 50 2 50
k.a. 1 25 1 25
TumorgroRe
pT2 1 25 1 25
pT3 2 50 2 50
pX 1 25 1 25
Lymphknotenstatus
pNO 3 75 3 75
pPNx 1 25 1 25
Resektionsrand
RO 2 50 3 75
Rx 2 50 1 25
Gleason Score
MW Gleason Score 7,0(7-7) 7,0(6-138)
6 0 0 1 25
7 3 75 1 25
8 0 0 1 25
k.a. 1 25 1 25
PSA
MW PSA [ng/ml] 8,77 (4,32 - 16,65) 10,42 (5,43 -13,44)
4-10 ng/ml 2 50 1 25
>10 ng/ml 1 25 2 50
k.a. 1 25 1 25
Follow up Zeit
MW Follow-up Zeit [Monate] 64,33 (57 -71) 73,0 (58 — 86)
24-60 Monate 1 25 1 25
> 60 Monate 2 50 2 50
k.a. 1 25 1 25

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Als Kontrollen wurden tumorfreie Areale der Prostatektomien von acht Prostatakarzinompatienten
verwendet. Das Durchschnittsalter der hierfiir verwendeten Patienten betrug 58,3 Jahre (55 — 65 Jahre),
wobei von einem Patienten keine Altersangaben vorlagen. Der initiale PSA der Patienten betrug im
Durchschnitt 11,35 ng/ml (1,29 — 19,46 ng/ml), wobei auch hier von einem Patienten keine Angaben

vorlagen.
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Tabelle 7.3: Klinikopathologische Charkateristika des fiir die Western Blot Analysen von Annexin A5, TCP1alpha,

Secerin-1 und TTC38 verwendeten Patientenkollektivs

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW  des  Alters 64,5 (56-75) 62,83 (58 —67)
<63 Jahre 2 50 2 33,3
>63 Jahre 2 50 4 66,7
TumorgroRe
pT2 1 25 4 66,7
pT3 3 75 2 33,3
Lymphknotenstatus
pNO 4 100 5 83,3
pN1 0 0 1 16,7
Resektionsrand
RO 4 100 6 100,0
Gleason Score
MW Gleason Score 7,33 (7-9) 8,25(7-9)
7 1 25 5 83,3
8 1 25 0 0
9 2 50 1 16,7
PSA
MW PSA [ng/ml] 7,03 (4,32 -9,76) 11,59 (1,29 - 22,50)
4-10 ng/ml 3 75 2 33,3
>10 ng/ml 0 0 4 66,7
k.a. 1 25 0 0
Follow up Zeit
MW Follow-up Zeit [Monate] 74,5 (66 -85) 53,16 (6-75)
0-24 Monate 0 0 1 16,7
24-60 Monate 0 0 2 33,3
> 60 Monate 4 100 3 50,0

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Als Kontrollen wurden tumorfreie Areale der Prostatektomien von acht Prostatakarzinompatienten

verwendet. Das Durchschnittsalter der hierfiir verwendeten Patienten betrug 68,5 Jahre (63 — 75 Jahre).

Der initiale PSA der Patienten betrug im Durchschnitt 5,41 ng/ml (0,51 — 12,70 ng/ml).
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Tabelle 7.4: Klinikopathologische Charkateristika des fiir immunhistochemische Analysen von SCRN1 verwendeten
Patientenkollektivs aus Dresden

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW Alter [Jahre] 62,9 (54,7 —-75,5) 62,8 (54,4 —-71,5)
<63 Jahre 7 46,2 7 50,0
263 Jahre 6 53,8 7 50,0
TumorgroRe
pT2 5 38,5 5 35,7
pT3 8 61,5 8 57,1
pX 0 0 1 7,1
Lymphknotenstatus
pNO 11 84,6 10 71,4
pN1 2 15,4 4 28,6
Resektionsrand
RO 9 69,2 12 58,7
R1 2 15,4 2 14,3
Rx 2 15,4 0 0
Gleason Score
MW Gleason Score 7,8(7-9) 7,7 (6-9)
6 0 0 1 7,1
7 7 46,2 6 42,9
8 2 15,4 3 21,4
9 4 30,8 4 28,6
PSA
MW PSA [ng/ml] 15,0 (4,32 — 28,64) 10,2 (1,29 — 26,07)
<4 ng/ml 0 0 3 28,6
4-10 ng/ml 5 38,5 5 35,7
>10 ng/ml 7 46,2 6 42,9
k.a. 1 7,7 0 0
Follow up
MW Follow-up Zeit [Monate] 72,2 (35-106) 52,2 (6 —86)
0-24 Monate 0 0 2 14,3
24-60 Monate 3 23,1 8 57,1
> 60 Monate 10 76,9 4 28,6

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Als tumorfreie Kontrollen wurden korrespondierende tumorfreie Areale der Prostatektomien von 27
Prostatakarzinompatienten verwendet. Zusatzlich wurden 15 Prostatektomien von BPH Patienten ohne
Prostatakrzinom analysiert. Das Durchschnittsalter dieser BPH Patienten betrug 69,7 Jahre. Der initiale
PSA der Patienten betrug im Durchschnitt 4,54 ng/ml. Von einem Patienten lagen keine klinischen Daten

vor.
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Tabelle 7.5: Klinikopathologische Charkateristika des flir immunhistochemische Analysen von TTC38 verwendeten
Patientenkollektivs aus Dresden

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW  des Alters 61, 8 (54,7 — 68,8) 62,8 (54,4—-71,5)
<63 Jahre 7 58,3 7 50,0
>63 Jahre 5 41,7 7 50,0
TumorgroRe
pT2 5 41,7 5 35,7
pT3 7 58,3 8 571
pX 0 0 1 7,1
Lymphknotenstatus
pNO 10 83,3 10 71,4
pN1 2 16,7 4 28,6
Resektionsrand
RO 8 66,7 12 85,7
R1 2 16,7 2 14,3
Rx 2 16,7 0 0
Gleason Score
MW Gleason Score 7,7(7-9) 7,7 (6-9)
6 0 0 1 7,1
7 7 58,3 6 42,9
8 2 16,7 3 21,4
9 3 25,0 4 28,6
PSA
MW PSA [ng/ml] 15,0 (4,32 — 28,46) 10,2 (1,29 — 26,07)
<4 ng/ml 0 0 3 21,4
4-10 ng/ml 5 41,7 5 35,7
>10 ng/ml 7 58,3 6 42,9
Follow up Zeit
MW Follow-up Zeit [Monate] 72,4 (35-106) 52,2 (6 —86)
0-24 Monate 0 0 2 14,3
24-60 Monate 3 25,0 8 57,1
> 60 Monate 9 75,0 4 28,6

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n,= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Als tumorfreie Kontrollen wurden korrespondierende tumorfreie Areale der Prostatektomien von 26
Prostatakarzinompatienten verwendet. Zusatzlich wurden 15 Prostatektomien von BPH Patienten ohne
Prostatakarzinom analysiert. Das Durchschnittsalter dieser BPH Patienten betrug 69,7 Jahre. Der initiale
PSA der Patienten betrug im Durchschnitt 4,54 ng/ml. Von einem Patienten lagen keine klinischen Daten

vor.
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Tabelle 7.6:

Klinikopathologische
immunhistochemische Analysen von Secernin-1

Charkateristika des

TMA

Patientenkollektives,

verwendet fir

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW Alter [Jahre] 64,8 (47 —74) 64,9 (51-70)
<65 Jahre 21 40,4 6 37,5
265 Jahre 31 59,6 10 62,5
TumorgroRe
pT2 36 69,2 6 37,5
pT3 15 28,8 10 62,5
pT4 1 1,9 0 0
Lymphknotenstatus
pNO 48 92,3 15 93,8
pN1 4 7,7 1 6,3
Resektionsrand
RO 30 57,7 7 43,8
R1 21 40,4 8 50,0
Rx 1 1,9 0 0
Gleason Score
MW Gleason Score 6,10 (3-9) 7,56 (6 —9)
3 1 1,9 0 0
4 1 1,9 0 0
5 15 28,8 0 0
6 17 32,7 2 12,5
7 12 23,1 6 37,5
8 5 9,6 5 31,3
9 1 1,9 3 18,8
PSA
MW PSA [ng/ml] 11,10 (1,02 -163,0) 10,88 (1,51 -50,7)
<4 ng/ml 7 13,5 0 0
4-10 ng/ml 32 61,5 4 25,0
>10 ng/ml 11 21,2 12 75,0
k.a. 2 3,8 0 0
Follow up
MW Follow-up Zeit [Monate] 66,2 (32 -90) 10,13 (42 —88)
24-60 Monate 19 36,5 0 0
> 60 Monate 33 63,5 4 25,0
k.a. 0 0 12 75,0

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Das Durchschnittsalter der 49 Patienten mit PIN betrug 64,3 Jahre (45 — 74 Jahre). Der initiale PSA dieser

Patienten betrug im Durchschnitt 12,38 ng/ml (1,02 — 163 ng/ml). Von drei Patienten |Altern keine

klinischen Daten vor. Als tumorfreie Kontrollen wurden tumorfreie Areale von 124 Prostatektomien von

Prostatakarzinompatienten verwendet. Das Durchschnittsalter dieser Patienten betrug 64,7 Jahre (45 —

78 Jahre). Der initiale PSA der Patienten betrug im Durchschnitt 13,67 ng/ml (0,98 — 395 ng/ml). Von

sechs Patienten lagen keine klinischen Daten vor.
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Tabelle 7.7: Klinikopathologische Charkateristika des TMA  Patientenkollektives, verwendet fir
immunhistochemische Analysen von Vinculin

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW Alter [Jahre] 65,0 (47 —74) 64,65 (51 -71)
<65 Jahre 23 41,8 6 37,5
>65 Jahre 32 58,2 10 62,5
TumorgroRe
pT2 39 70,9 7 43,8
pT3 15 27,3 9 56,3
pT4 1 1,8 0 0
Lymphknotenstatus
pNO 52 94,5 15 93,8
pN1 3 5,5 1 6,3
Resektionsrand
RO 33 60,0 8 50,0
R1 21 38,2 7 43,8
Rx 1 1,8 1 6,3
Gleason Score
MW Gleason Score 6,09 (4-9) 7,25 (4-9)
4 4 7,3 1 6,3
5 15 27,3 0 0
6 18 32,7 2 12,6
7 14 25,5 5 31,3
8 3 5,5 5 31,3
9 1 1,8 3 18,8
PSA
MW PSA [ng/ml] 8,09 (0,98 — 35,4) 10,39 (1,51 -50,7)
<4 ng/ml 8 14,5 3 18,8
4-10 ng/ml 32 58,2 8 50,0
>10 ng/ml 13 23,6 4 25,0
k.a. 2 3,6 1 6,3
Follow up
MW Follow-up Zeit [Monate] 65,78 (12 —90) 67,15 (25 — 88)
0 — 24 Monate 1 1,8 0 0
24-60 Monate 19 34,5 5 31,3
> 60 Monate 35 63,6 11 68,8

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Das Durchschnittsalter der 54 Patienten mit PIN betrug 64,4 Jahre (47 — 75 Jahre). Der initiale PSA dieser
Patienten betrug im Durchschnitt 16,76 ng/ml (1,02 — 395 ng/ml). Von drei Patienten lagen keine
klinischen Daten vor. Als tumorfreie Kontrollen wurden tumorfreie Areale von 116 Prostatektomien von
Prostatakarzinompatienten verwendet. Das Durchschnittsalter dieser Patienten betrug 64,7 Jahre (47 —
76 Jahre). Der initiale PSA der Patienten betrug im Durchschnitt 12,62 ng/ml (0,98 — 395 ng/ml). Von

sechs Patienten lagen keine klinischen Daten vor.
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Tabelle 7.8:

Klinikopathologische

immunhistochemische Analysen von TTC38

Charakteristika

des TMA

Patientenkollektives,

verwendet

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW  des  Alters 65,1 (47 —78) 64,8 (51 —70)
<65 Jahre 26 41,3 7 38,9
265 Jahre 37 58,7 11 61,1
TumorgroRe
pT2 45 71,2 8 44,4
pT3 17 27,0 10 55,6
pT4 1 1,6 0 0
Lymphknotenstatus
pNO 59 93,7 17 94,4
pN1 4 6,3 1 5,6
Resektionsrand
RO 38 60,3 9 50,0
R1 24 38,1 8 444
Rx 1 1,6 1 5,6
Gleason Score
MW Gleason Score 6,11 (3-9) 7,33(0-9)
3 1 1,6 0 0
4 2 3,2 1 5,6
5 18 28,6 0 0
6 19 30,2 2 111
7 15 23,8 7 38,9
8 7 11,1 5 27,8
9 1 1,6 3 16,7
PSA
MW PSA [ng/ml] 10,59 (0,98 — 163) 9,99 (1,51 -50,70)
<4 ng/ml 9 14,3 3 16,7
4-10 ng/ml 37 58,7 10 55,6
>10 ng/ml 15 23,8 4 22,2
k.a. 2 3,2 1 5,6
Follow up Zeit
MW Follow-up Zeit [Monate] 66,37 (12 —90) 67,17 (25 — 88)
0 — 24 Monate 1 1,6 0 0
24-60 Monate 20 31,7 5 27,8
> 60 Monate 42 66,7 13 72,2

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

fur

Das Durchschnittsalter der 53 Patienten mit PIN betrug 64,34 Jahre (45 — 74 Jahre). Der initiale PSA

dieser Patienten betrug im Durchschnitt 20,66 ng/ml (1,02 — 163 ng/ml). Von zwei Patienten |Altern

keine klinische

n Daten vor.

Als tumorfreie Kontrollen wurden tumorfreie Areale von 125

Prostatektomien von Prostatakarzinompatienten verwendet. Das Durchschnittsalter dieser Patienten

betrug 64,7 Jahre (45 — 78 Jahre). Der initiale PSA der Patienten betrug im Durchschnitt 13,60 ng/ml

(0,98 — 395 ng/ml). Von sechs Patienten lagen keine klinischen Daten vor.
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Tabelle 7.9: Klinikopathologische Charkateristika der fiir die Western Blot Analysen von Vinculin im Urin

verwendeten Patientenkollektive — Urinkollektiv des Universitatsklinikums Aachen

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
N, % n, %
MW Alter [Jahre] 63,4 (42-77) 63,1 (50-73)
<63 Jahre 11 32,4 4 26,7
>63 Jahre 22 64,7 11 73,3
K.a. 1 2,9 0 0
TumorgroRe
pT2 23 67,6 6 40,0
pT3 9 26,5 7 46,7
pX 2 5,9 2 13,3
Lymphknotenstatus
pNO 13 38,2 5 33,3
pNx 21 61,8 10 66,7
Resektionsrand
RO 24 70,6 7 46,7
R1 6 17,6 6 40,0
Rx 4 11,8 2 13,3
Gleason Score
MW Gleason Score 6,8 (5-8) 7,3(6-9)
5 1 2,9 0 0
6 9 26,5 2 13,3
7 19 55,9 8 53,3
8 3 8,8 0 0
9 0 0 3 20,0
K.a. 2 5,9 2 13,3
PSA
MW PSA [ng/ml] 7,25 (1,14 - 17,00) 14,99 (6,57 — 23,40)
0-4ng/ml 2 5,9 0 0
4-10 ng/ml 13 38,2 1 6,7
>10 ng/ml 2 5,9 1 6,7
k.a. 17 50,0 13 86,7
Follow up
MW Follow-up Zeit [Monate] 39,6 (1 —84) 51,47 (19 - 74)
0-24 Monate 4 11,8 1 6,7
24-60 Monate 25 73,5 7 46,7
> 60 Monate 4 11,8 7 46,7
k.a. 1 2,9 0 0

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n,= Anzahl, k.a.=keine Angabe

14 Urinproben einer gesunden, mannlichen Population mit einem Alter > 40 Jahren dienten als

Kontrollen.
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Tabelle 7.10: Klinikopathologische Charkateristika der fir die MRM-Versuche verwendeten Patientenkollektive -
Patientenkollektiv Urin Aachen

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW  des Alters 66,8 (60-71) 62,5 (50-70)
<66 Jahre 4 44,4 3 42,3
266 Jahre 5 55,5 4 57,1
TumorgroRe
pT2 3 33,3 3 42,3
pT3 5 55,5 4 571
pX 1 11,1 0 0
Lymphknotenstatus
pNO 4 44,4 3 42,3
pNx 5 55,5 4 57,1
Resektionsrand
RO 5 55,5 3 42,3
R1 2 22,2 4 571
Rx 2 22,2 0 0
Gleason Score
MW Gleason Score 6,6 (5—8) 6,9(6—7)
5 1 11,1 0 0
6 3 33,3 1 14,3
7 4 44,4 6 58,7
8 1 11,1 0 0
PSA
MW PSA [ng/ml] 17,5 6,6
4-10 ng/ml 1 11,1 1 14,3
>10 ng/ml 3 33,3 0 0
k.a. 5 55,5 6 58,7
Follow up Zeit
MW Follow-up Zeit [Monate] 54,8 (35 -84) 49,1 (29-74)
0-24 Monate
24-60 Monate 5 55,5 5 71,4
> 60 Monate 3 33,3 2 28,6
k.a. 1 11,1 0 0

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Als Kontrollen wurden vier Patienten mit Harnblasenkarzinomen und drei Patienten ohne Karzinom

genutzt. Das Durchschnittsalter der Kontrollpatienten betrug 67,8 Jahre.
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Tabelle 7.11: Klinikopathologische Charkateristika der fiir die MRM-Versuche verwendeten Patientenkollektive -
Patientenkollektiv Serum Aachen

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW  des  Alters 66,3 (60-71) 61,4 (50 -70)
<66 Jahre 4 50,0 4 50,0
266 Jahre 4 50,0 4 50,0
TumorgroRe
pT2 2 25,0 4 50,0
pT3 5 75,0 4 50,0
pX 1 12,5 0 0
Lymphknotenstatus
pNO 3 37,5 3 37,5
pNx 5 62,5 5 62,5
Resektionsrand
RO 4 50,0 4 50,0
R1 2 25,0 4 50,0
Rx 2 25,0 0 0
Gleason Score
MW Gleason Score 6,63 (5-38) 6,75 (6 —7)
5 1 12,5 0 0
6 2 25,0 2 25,0
7 4 50,0 6 75,0
8 1 12,5 0 0
PSA
MW PSA [ng/ml] 21,4 6,6
4-10 ng/ml 0 0 1 12,5
>10 ng/ml 3 37,5 0 0
k.a. 5 62,5 7 77,5
Follow up Zeit
MW Follow-up Zeit [Monate] 53,9 (35 -84) 50,6 (29-74)
0-24 Monate
24-60 Monate 5 62,5 5 62,5
> 60 Monate 2 25,0 3 37,5
k.a. 1 12,5 0 0

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n,= Anzahl, k.a.=keine Angabe

Als Kontrollen wurden vier Patienten mit Harnblasenkarzinomen und drei Patienten ohne Karzinom

genutzt. Das Durchschnittsalter der Kontrollpatienten betrug 67,8 Jahre.
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Tabelle 7.12: Klinikopathologische Charkateristika der fir die MRM-Versuche verwendeten Patientenkollektive -
Patientenkollektiv Serum Bonn

Variable Kategorisierung Patienten ohne Rezidiv Patienten mit Rezidiv
n, % n, %
MW  des Alters 66,13 (53 -77) 65,89 (54 — 79)
<66 Jahre 24 50,0 8 444
>66 Jahre 24 50,0 10 55,6
TumorgroRe
pT2 34 70,8 11 61,1
pT3 12 25,0 7 3,9
P4 2 4,2
Lymphknotenstatus
pNO 47 97,9 18 100
pN1 1 2,1
Histologischer Grad
G1 9 18,8 1 5,6
G2 29 60,4 14 77,8
G3 10 20,8 3 16,7
Resektionsrand
RO 33 68,8 11 61,1
R1 15 31,2 7 3,9
Gleason Score
MW Gleason Score 5,65 (2 - 10) 6,56 (5 -
2-6 32 66,7 10 55,6
7 11 22,9 5 27,8
8-10 5 10,4 3 16,7
PSA
MW PSA [ng/ml] 10,6 (2 — 54) 15,7 (4 — 56)
0-4 ng/ml 6 12,5 2 11,1
4-10 ng/ml 25 52,1 8 44,4
>10 ng/ml 16 33,3 8 444
k.a. 1 2,1
Follow up Zeit
MW Follow-up Zeit [Monate] 57,12 (3-118) 25,55 (3 - 84)
0-24 Monate 6 12,5 11 61,1
24-60 Monate 23 47,9 6 33,3
> 60 Monate 19 39,6 1 5,6

MW= Mittelwert, PSA=Prostata spezifisches Antigen, n.= Anzahl, k.a.=keine Angabe



Anhang

199

7.1.2 Multiple Reaction Monitoring

Tabelle 7.13: 27 neu am Genome BC Proteomics Center etablierte und noch nicht veroffentlichte Peptide des 72
Peptide umfassender SIS-Peptide Mix zur vergleichenden MRM Messung von Urinaufarbeitungs- und tryptischen

Verdau-Methoden

Quantifier Qualifier 1 Qualifier 2

£ 5 5 | g _ g | g _ 8 = _

aa ) allall O 2 allallo 2 a0 al (]
E:gggggg;fiEGGGVR v7 | 7689|6453 |29 | y5 |768,9|4453 |21 |y14++| 7689 | 6758 | 17
QLF’HF‘E'F)Z(;T;'S'VC°W°W‘“ v7 |5408|7755|25| y6 |540,8|7184|21| b3 | 5408 | 3062 | 17
gzgﬂg‘i‘ﬂfhg'yc°pr°te‘” b3 [562,8(3361| 9 | y5 |562,8|6764|17| y4 | 5628 | 5294 | 13
Eg‘;&";g‘AFR v7 |6423|771,4|17| b3 |642,3(350,1|17| y5 | 642,3 | 551,3 17
g;rS?SC\t(i\‘/’nglEOtem(CRp) v3 |564,8(3473|13| y6 |5648|6964|17| y4 | 5648 | 4463 | 13
lCL%??SEB?Lanin_l y10++ | 697,9 | 574,8 | 17| y6 |697,9|742,4|21| y3 | 6979 | 401,3 | 37
ﬁig@g‘_ﬁgg?g‘:&a”“erase b3 | 7254|3482 25| y7 |7254|661,4|25| yi0 | 7254 | 10036 | 29
S'ﬂgg?gg‘i?ﬁ&:ficpr°tei” b4 |500,6 |508,3| 13| b6++ |5006|4002| 5| y6 | 5006 | 701,84 | 9
LrsaTr;:fEeleLi:NK ba |4252 4392 5 | y3 |4252(332,2| 5 | y7++ | 4252 | 4182 9
’Q'T”th\fgl'D"'Esv'ﬁ'Vc°pr°tei” 3y4 [399,6|4903| 9 | bs [399,6|594,3| 9 | y4 | 5988 | 4903 | 25
?:li)%?vr;?:;mQQNHYDGSTGK 3y13++ | 591,3 | 756,3 | 17 | y14++ |591,3 (829913 | ya | 8864 | 3922 | 53
I\’Lc;\'"c_]mg%b;s:‘/‘\’/ia“°r yO++ | 620,9 [443,8 | 21 | y11++ |620,9 |507,8 | 17 | y10++| 620,9 | 4723 | 21
ﬁ,ﬂ‘}'&‘;"’\fggtei”l} y8++ |517,8 (461,217 | y7 |517,8|8244|21| y6 | 5178 | 7234 | 25
ﬁr'gzi;\lé?:;g%psm (AAT) 1 124+ | 821,4 | 714,4 | 21 | 3y12++ | 5480|7144 | 9 | yo | 8214 | 11036 | 33
‘L:/;‘;“‘Etﬁi\ﬁ';i[‘;é%i\tgse vé4 |7939|4163| 41| y7 |5296|7034(13| b5 | 7939 | 4843 | 25
’:(;‘f\i/‘;trmséz;wme (ACE) yll++ | 706,4 | 679,9 | 21 | y153+ | 706,4 | 619,7 | 13 | y12++ | 706,4 | 743,9 | 13
EEE’)‘;‘E'P‘ES";?C“”aCt“’ator y5 |5588|5753|17| y8 |5588(890,4|17| bs | 5588 | 5423 | 9
EES?&&Z’E‘EZ%'/‘Q y12++ | 683,9 |627,3| 25 | yo++ |683,9|470,8|25| ya | 4563 | 4322 | s
’:S"I’T"G""%#'S\L”;i'tryp“” (AAT) |7 |s5ss,8 (797,417 | y8++ |555,8 4558 13| y6 | 5558 | 6964 | 17
E:F[‘I‘f,ll‘i'\'/‘s\’/‘tcg yo++ |621,9 (521,813 | y3 |621,9(3433|17| y7 | 621,9 | 8325 | 21
I\r/‘l’l"égg‘t’é’;i” lalpha-chain | o., | 5938 (487,813 | yv6 |593,8|7484|21| b3 | 5938 | 3262 | 13
Eﬁ:ign”'atm“ Factor XIll A v6 |6639|7125|17| b3 |6639|2882|17| ba | 6639 | 4012 | 13
?;f;‘:;;\/lm)acmg'°b““” y3 [5583(357,3|17 | bo++ |558,3|5357| 9 | b7++ | 5583 | 406,7 9
‘?"ILdS?-\lEZTLCENANVLAR b6 |551,7|541,3| 5 | y3 |551,7(359,3|17| y5 | 551,7 | 5724 | 13
C;’g;‘;’ﬁ;{’ﬁ‘f’%ﬁTR yla++ | 731,4 | 681,929 | vya |731,4|4463|33| y13 | 731,4 | 12657 | 33
C_?ESE‘;"E?&‘EE\/L;R y12++ | 8159 | 651,3 | 25 | y13++ | 8159|7159 | 25 | y7++ | 5443 | 402,7 | 9
?é’;gff:gg;?ma{hai” yll++ | 497,9 | 600,3 | 13 | y12++ |497,9 | 664,9 | 13 | y10++| 497,9 | 564,8 | 13
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7.2  Anhang zum Ergebnisteil
7.2.1 2D-DIGE und MS Analysen

Tabelle 7.14: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (RSD), Ratio von tumorfreiem (Tf) und Tumorgewebe (Tu)
sowie p-Werte der einzelnen zwischen Tumoren und tumorfreien Geweben

Tumor Tumor + Rezidiv | Tumor - Rezidiv | Tumorfrei
e 2

2| g2 | ge

8 2 a 2 a 2 a 2 a | 22| 22| 2

& s & s & s 2 = & g | afFE | &

down 01 200,2 126,7 215,7 80,6 183,3 165,6 | 4349,3 | 206,7 21,8 95,7 0,035
down 02 126,1 49,3 133,1 47,2 121,8 48,3 216,5 89,2 1,7 94,7 0,024
down 03 137,0 56,0 127,6 68,7 138,9 46,5 216,2 69,5 1,6 96,1 0,110
down 04 183,5 77,0 148,2 71,9 206,1 77,8 676,8 155,9 3,8 96,3 0,012
down 05 191,7 76,1 164,1 70,8 206,2 79,8 2929,6 | 300,9 15,7 84,4 0,024
down 06 211,8 95,3 160,8 68,4 246,6 100,7 | 1866,1 | 233,55 9,1 91,5 0,009
down 07 119,3 115,8 97,4 38,2 136,1 133,8 317,9 130,5 2,7 95,5 0,009
down 08 170,1 66,4 177,3 58,7 157,0 74,7 474,4 107,0 2,8 99,0 0,019
down 09 180,4 63,8 180,9 62,6 174,7 65,0 523,7 138,1 2,9 96,5 0,042
down 10 172,7 65,0 182,8 58,5 156,9 71,9 498,7 107,6 2,9 99,1 0,020
down 11 70,2 129,5 52,7 79,2 82,3 140,3 149,9 137,8 2,2 88,5 0,026
up 01 220,2 116,4 321,4 78,5 127,4 174,7 91,5 160,6 -2,4 89,6 0,042
up 02 1736,6 | 422,5 | 3556,3 | 289,7 68,5 126,2 37,2 102,7 -46,7 59,5 0,049
up 03 568,8 120,5 890,1 89,8 274,4 133,3 152,1 128,6 -3,7 96,2 0,033
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Tabelle 7.15: Mittelwerte (MW), Standardabweichungen (RSD), Ratio von Tumoren mit Rezidiv (+) und Tumoren

ohne Rezidiv (- Rez) sowie p-Werte der einzelnen zwischen Tumoren mit und ohne Rezidiv deregulierten Spots.

Tumorfrei Tumor gesamt Tumor - Rezidiv Tumor + Rezidiv
3 | ¥ F
= & |8

= 2 2w 2w

g | $ 8| 58| 5| 8| 5| 8|35 |3 3%
down 01 100,6 96,8 587,0 332,6 | 1005,1 | 255,6 83,7 94,8 -12,0 73,1 0,031
down 02 25,5 41,1 40,5 153,8 59,0 133,7 16,8 76,5 -3,5 89,1 0,019
down 03 20,8 81,0 31,4 180,4 49,4 145,4 9,2 58,7 -5,3 90,8 0,023
down 04 17,3 184,5 24,5 276,0 40,0 220,9 54 82,3 -7,5 77,2 0,012
down 05 398,2 184,7 171,4 121,7 249,0 101,5 77,2 69,5 -3,2 95,3 1,169
down 06 107,7 195,5 118,2 97,3 162,9 79,1 63,1 94,6 -2,6 96,4 0,023
down 07 118,1 151,9 78,6 77,6 96,4 61,0 57,8 93,4 -1,7 86,7 0,036
down 08 37,3 166,8 74,8 227,9 119,2 185,2 21,4 74,5 -5,6 82,4 0,031
down 09 86,6 168,7 57,0 112,0 76,9 78,7 35,4 161,4 -2,2 87,8 0,049
down 10 27,5 113,6 16,1 63,9 20,7 52,1 10,7 56,0 -1,9 98,2 0,031
down 11 113,3 52,3 104,1 97,7 125,1 97,8 75,4 77,4 -1,7 74,5 0,036
down 12 293,0 105,8 | 1268,0 | 193,4 | 2029,9 | 143,1 228,2 177,7 -8,9 91,2 0,044
down 13 378,3 298,9 | 6149,5 | 416,8 |11152,3| 302,6 40,7 130,4 -274,3 66,6 0,041
down 14 184,3 243,6 134,0 111,8 186,3 87,9 79,1 124,7 -2,4 91,3 0,036
down 15 1530,6 | 336,1 86,9 145,7 114,2 134,4 49,5 139,6 -2,3 76,7 0,014
down 16 800,1 185,0 387,8 222,0 582,9 192,4 170,3 162,2 -3,4 72,8 0,033
up 01 184,3 97,5 77,6 85,1 49,8 76,1 109,5 66,6 2,2 97,3 0,031
up 02 91,5 160,6 202,9 122,5 127,4 174,7 321,4 78,5 2,5 92,5 0,049
up 03 180,3 151,9 84,3 97,8 50,3 63,6 126,4 78,0 2,5 97,5 0,036
up 04 100,4 138,8 124,4 180,5 46,0 119,3 226,6 127,5 4,9 94,5 0,027
up 05 241,6 194,7 104,2 72,3 74,7 74,7 136,2 56,8 1,8 95,2 0,056
up 06 352,7 269,9 511,5 325,7 141,0 228,3 896,0 253,1 6,4 71,2 0,042
up 07 37,2 102,7 | 1814,3 | 4129 68,5 126,2 | 3556,3 | 289,7 51,9 72,5 0,031
up 08 392,3 106,8 228,3 53,3 247,5 63,3 214,3 24,3 1,2 47,1 0,951
up 09 197,3 75,8 213,4 151,9 124,5 82,3 324,7 129,0 2,6 84,2 0,045
up 10 589,4 174,3 359,2 71,9 294,8 84,9 432,5 54,3 1,5 79,1 0,042
up 11 126,6 59,3 255,2 82,4 163,1 66,8 524,4 105,7 3,2 95,3 0,042
up 12 152,1 128,6 523,7 127,2 274,4 133,3 890,1 89,8 3,2 96,8 0,074
up 13 699,5 111,3 | 1196,4 | 148,4 418,7 204,8 | 2065,4 97,9 4,9 97,8 0,004
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Tabelle 7.16: Identifikation potentieller Biomarker fiir das Prostatakarzinom. Dargestellt sind alle zwischen
Prostatakarzinomen und tumorfreiem Gewebe differentiell exprimierten und identifizierten Proteine. Proteine mit
einer positiven Ratio sind in Prostatakarzinomen im Vergleich zu tumorfreien Proben heraufreguliert, Proteine mit

einer negativen Ratio sind entsprechend herunterreguliert.

MS MS/MS
()]
€
(T
z 0o
o & ~ S [J]
" z g 52 | @ B o
g | & 5 5| 8| o| 5| 5| 8| o §| Z
) < a QS @ & o o ) & o = B
Heterogeneous nuclear UTx
down 01 | P22626 ribonucleoproteins A2/B1 Bochum 148 | 422 374 193
down 02 | P08670 | Vimentin UTX 114 | 37.1 53,6 | 4,9
Bochum
. UTX
down 03 | P17661 | Desmin 269 | 66.6 53,5 | 5,1
Bochum
. UTX
down 04 | P17661 | Desmin 325 | 83.8 53,5 | 51
Bochum
. UTX
down 05 | P17661 | Desmin 314 | 81.1 53,5 | 51
Bochum
. UTX
down 06 | P17661 | Desmin 316 | 83.0 53,5 | 51
Bochum
down 07 | P12277 | Creatine kinase B-type UTX 123 | 47.8 42,6 | 5,2
Bochum
down 08 | P09493 | Tropomyosin alpha-1 chain UTX 106 | 51.1 32,7 | 4,5
Bochum
down 09 | P09493 | Tropomyosin alpha-1 chain UTX 73 | 25.0 32,7 | 4,5
Bochum
down 10 | P09493 | Tropomyosin alpha-1 chain UTX 153 | 53.2 32,7 | 4,5
Bochum
down 11 | Q05682 | Caldesmon UTX 76 | 22.6 93,2 | 55
Bochum
up 01 COEA1 | Collagen alpha-1(XIV) chain MALDI 65 | 10 50 193,4| 5,0
P g P Aachen ! !
up 02 TCPA T-complex protein 1 subunit | MALDI 70 | 19 50 60,3 | 6,0
alpha Aachen
up03* | ANXAS | Annexin A5 MALDI | 2, | 35 80 359 | 46
Aachen
A1BG Alpha-1B-glycoprotein MALDI 85 26 100 32 3 80 |542,4| 5,5
p glycop Aachen ), ,
P04217 | Alpha-1B-glycoprotein MaXis | 156 |109| 5 | 2 542 | 5,5
P glycop Bochum ) ! !

* = Mix, MW = Molekulargewicht, pl = isoelektrischer Punkt der Proteine, SC = sequenz coverage (Sequenzabdeckung)
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Tabelle 7.17: Identifikation potentieller Biomarker fiir das rezidivierende Prostatakarzinom. Dargestellt sind alle
zwischen Prostatakarzinomen mit Rezidiv und Prostatakarzinomen ohne Rezidiv differentiell exprimierten und
identifizierten Proteine. Proteine mit einer positiven Ratio sind in Prostatakarzinomen mit Rezidiv in Vergleich zu
Karzinomen ohne Rezidiv heraufreguliert, Proteine mit einer negativen Ratio sind entsprechend herunterreguliert.

° MS MS/MS
5 " o
+ E g E g g g gl 2 £
& | 8 g 88 | 8|9|¥s3lnss|s
down 01 |FLNA Filamin-A MALDI Aachen | 89 | 13 50 |56 | 0 |50 (280,6(5,7
down 01 |P21333 |Filamin-A MaXis Bochum [ 457 | 6.0 |15| 3 280,6(5,7
down 02 |P06396 |Gelsolin precursor MaXis Bochum | 348 | 17.1 |13 | 2 85,6 | 5,9
down 03 |P06396 |Gelsolin precursor MaXis Bochum | 139 | 6.8 3 85,6 | 5,9
down 04 |095394 |Phosphoacetylglucosamine mutase MaXis Bochum | 136 | 8.3 512 59,8 | 5,8
down 05 |PTGR2 |Prostaglandin reductase 2 MALDI Aachen | 69 | 18 50 | 58 50 |38,5|51
down 06 |[LMNA |Lamin-A/C MALDI Aachen | 164 | 33 20 (165| 7 |20 (74,1 7,0
down 07 |[LMNA |Lamin-A/C MALDI Aachen | 116 | 37 50 74,117,0
down 08 |PYGB |Glycogen phosphorylase, brain form MALDI Aachen | 182 | 39 25 96,6 | 6,8
down 09 |P16870 |Carboxypeptidase E precursor MaXis Bochum (104 | 6.3 | 3 | 3 53,1 14,9
down 10 |CO6A2 |Collagen alpha-2(VI) chain MALDI Aachen | 98 | 12 50 108,5(5,9
down 11 |G6PD |Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase |MALDI Aachen | 128 | 26 50 59,2 16,8
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase |LTQ Bochum 47 59,2 16,8
down 12 |SCRN1 |Secernin-1 MALDI Aachen | 140 | 38 25 (33|12 |25|46,4 |4,4
down 13 |P01857 |lg gamma-1 chain C region MaXis Bochum | 91 | 8.2 | 3 | 3 36,1 9,4
down 14 |TTC38 |Tetratricopeptide repeat protein 38 MALDI Aachen | 79 | 22 30 ({33|2|10(|528 5,8
down 15*|MDHM |Malate dehydrogenase, mitochondrial |MALDI Aachen | 124 | 54 80 35,5 18,9
P51911 |Calponin-1 MaXis Bochum [ 443 {29.0|10| 3 33,119,7
down 16 |LEG3 Galectin-3 MALDI Aachen | 105 | 34 50 |74 |10| 30 | 26,1 | 8,8
Galectin-3 LTQ Bochum 39 8,8 26,
up 01 VINC Vinculin MALDI Aachen | 74 | 14 80|91 |1 |25(123,7(5,3
up 02 COEA1 |Collagen alpha-1(XIV) chain MALDI Aachen | 65 | 10 50 193,4(5,0
up 03 GRP78 |78 kDa glucose-regulated protein MALDI Aachen | 65 | 23 80 72,3 15,1
up 04 SYNEM |Synemin MALDI Aachen | 82 | 11 80 172,7|5,0
up 05 PAPP Prostatic acid phosphatase MALDI Aachen | 73 | 20 120 44,5 | 6,2
up 06 ANXA4 [Annexin A4 MALDI Aachen | 58 | 22 30 35,9 15,8
up 07 TCPA  [T-complex protein 1 subunit alpha MALDI Aachen | 70 | 19 50 60,3 (6,0
up 08* Q9UBR?2 |Cathepsin Z precursor MaXis Bochum | 137 | 9.6 2 33,8 16,9
P20774 |Mimecan precursor MaXis Bochum | 128|114 | 4 | 1 33,9 (5,3
up 09  |KCD12 EZ%FEZ domain-containing protein |\\ 1 o aachen | 94 | 43 80 35,7 (5,3
up 10 CAZA1 |F-actin-capping protein subunit alpha-1 |[MALDI Aachen | 114 | 57 50 32,9 (5,5
will  |GLO2 :‘;fgf;gi;‘;!g:“tathi°”e hydrolase, MALDI Aachen | 62 | 28 50 33,89,3
up 12* ANXAS5 [Annexin A5 MALDI Aachen | 74 | 35 80 35,9 (4,6
A1BG |Alpha-1B-glycoprotein MALDI Aachen | 85 | 26 100( 32| 3 | 80 |542,4|5,5
P04217 |Alpha-1B-glycoprotein MaXis Bochum | 156 (10.9| 5 | 2 54,2 |55
up 13 PRDX4 |Peroxiredoxin-4 MALDI Aachen | 89 | 30 50 30,5 (6,2
up 13 Q13162 |Peroxiredoxin-4 MaXis Bochum | 182 |1229| 6 | 2 30,5 (5,8

* = Mix, MW = Molekulargewicht, pl = isoelektrischer Punkt der Proteine, SC = sequenz coverage (Sequenzabdeckung)
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7.2.2 IPA Analysen

Tabelle 7.18: IPA Tabelle alle Proteinabkirzungen die in der Abbildung 4.6 ,IPA Analysen der in tumorfreien
Geweben und Prostatakarzinomen deregulierten Proteine” verwendet wurden.

Symbol Entrez Genname

Al1BG alpha-1-B glycoprotein

ANXAS annexin A5

Ap3b2 adaptor-related protein complex 3, beta 2 subunit
BFSP1 beaded filament structural protein 1, filensin
CALD1 caldesmon 1

CAPN8 calpain 8

CKB creatine kinase, brain

COL14A1 collagen, type XIV, alpha 1

Creatine Kinase 2

Cytokeratin

DES

desmin

HNRNPA2B1

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1

HNRPA1-HNRPA2B1-POT1-TERF1-TERF2

MALAT1

metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-protein coding)

METTL18

methyltransferase like 18

mir-138

microRNA 138-2

miR-138-1-3p (miRNAs w/seed CUACUUC)

miR-138-1-3p (MiRNAs w/seed
GGCUACU)

miR-138-2-3p (MiRNAs w/seed
CUAUUUC)

MOCOS

molybdenum cofactor sulfurase

molybdenum cofactor sulfurtransferase

MRPL13

mitochondrial ribosomal protein L13

Mdm2, transformed 3T3 cell double minute 2, p53 binding protein (mouse)

MTBP binding protein, 104kDa

NACAD NAC alpha domain containing

Neb nebulin

RIBC2 RIB43A domain with coiled-coils 2

RPL39 ribosomal protein L39

SLC25A33 solute carrier family 25 (pyrimidine nucleotide carrier), member 33
SPAG4 sperm associated antigen 4

TCP1 t-complex 1

TMOD4 tropomodulin 4 (muscle)

TPM1 tropomyosin 1 (alpha)

Tropomyosin

VIM

vimentin

YAE1D1

Yael domain containing 1
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Tabelle 7.19: IPA Tabelle alle Proteinabkiirzungen die in der Abbildung 4.7 ,IPA Analysen der zwischen
Prostatakarzinomen mit und ohne Rezidiv deregulierten Proteine” verwendet wurden.

Symbol

Entrez Genname

(6S)-hydroxyhyoscyamine

6-aminonicotinamide

9130221H12Rik

RIKEN cDNA 9130221H12 gene

A1BG

alpha-1-B glycoprotein

ACPP

acid phosphatase, prostate

Actin-Actn-Ptk2-Pxn-Vcl

AF366264 (includes others)

cDNA sequence AF366264

Ang3 angiogenin, ribonuclease A family, member 3
ANXA4 annexin A4
ANXAS5 annexin A5

beta-galactosyl(1-3)-N-acetylgalactosamine

CAPZA1

capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1

chlordecone

CNN1 calponin 1, basic, smooth muscle
COL14A1 collagen, type XIV, alpha 1
COL6A2 collagen, type VI, alpha 2

Col6ad collagen, type VI, alpha 4

collagenase clostridium histolyticum

CPE

carboxypeptidase E

crocin -

CTSLP2 cathepsin L pseudogene 2

CTSLP8 cathepsin L pseudogene 8

CTSZ cathepsin Z

Ddx17 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 17
DNAJC1 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 1

epiallopregnanolone

FLNA filamin A, alpha
G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase
GLA galactosidase, alpha

glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase

Gm5414

predicted gene 5414

Gm15032 predicted gene 15032

GSN gelsolin

GSN-PI3K-PIP2-Src --

HAGH hydroxyacylglutathione hydrolase

HIST1H4G histone cluster 1, H4g

HSPA5 heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa)

hydroxyacylglutathione hydrolase

IGHG1

immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker)

Igkv3-4 immunoglobulin kappa variable 3-4

Iglvl immunoglobulin lambda variable 1

inositol 4,5-bisphosphate --

iopanoic acid --

KCTD12 potassium channel tetramerization domain containing 12
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KIAA0196 KIAA0196
LGALS2 lectin, galactoside-binding, soluble, 2
LGALS3 lectin, galactoside-binding, soluble, 3
LMNA lamin A/C

malate dehydrogenase (NADP)

MDH2

malate dehydrogenase 2, NAD (mitochondrial)

miR-424-3p (miRNAs w/seed AAAACGU)

monorden

MTNR1A

melatonin receptor 1A

N-acetyllactosamine

Nebl

nebulette

OGN

osteoglycin

Oosw-1

PD 151746

penicillamine

PGM3

phosphoglucomutase 3

phenylpyruvic acid

phosphoacetylglucosamine mutase

PRDX4

peroxiredoxin 4

PTGR2

prostaglandin reductase 2

PYGB

phosphorylase, glycogen; brain

S-(2-hydroxyacyl)glutathione

S-lactoylglutathione

satratoxin G

SCRN1 secernin 1

SLN sarcolipin

SUMO4 small ubiquitin-like modifier 4
SYNM synemin, intermediate filament protein
TCP1 t-complex 1

tipranavir -

Torlaipl torsin A interacting protein 1
TTC38 tetratricopeptide repeat domain 38
VCL vinculin

Zfp157 zinc finger protein 157

Zfp568 zinc finger protein 568

Zfp229/Zfp760

zinc finger protein 760
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Tabelle 7.20: IPA Tabelle alle Proteinabkiirzungen die in der Abbildung 4.8 ,IPA Netzwerk, welches fir Zelltod und
Uberleben, Krebs und zelluldre Entwicklung verantwortlich ist” verwendet wurden.

let-7a-5p (and other miRNAs w/seed
GAGGUAG)

Lh

mir-21

MYO1E

MYOCD

NFkB (complex)

NFKBIA

OGT

P38 MAPK
PARK2
PPP2CA
PTTG1
TBX5
TCP1
TGFB1
TNFSF11
TP53
TP63
TPM1
VIM

Symbol Entrez Genname

Akt -

AXL AXL receptor tyrosine kinase

CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CHUK conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase

CLCA2 chloride channel accessory 2

DES desmin

FLII flightless | homolog (Drosophila)

FSH --

GATA4 GATA binding protein 4

HAND2 heart and neural crest derivatives expressed 2

IL8 interleukin 8

ITGB1 integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29
includes MDF2, MSK12)

KCNJ4 potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4

KSR2 kinase suppressor of ras 2

let-7 microRNA let-7a-1

microRNA 21
myosin |E

myocardin

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
alpha
O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase

parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase

protein phosphatase 2, catalytic subunit, alpha isozyme
pituitary tumor-transforming 1

T-box 5

t-complex 1

transforming growth factor, beta 1

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11
tumor protein p53

tumor protein p63

tropomyosin 1 (alpha)

vimentin
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Tabelle 7.21: IPA Tabelle alle Proteinabkirzungen die in der Abbildung 4.9 ,,Einordnung der zwischen Tumoren mit
und ohne Rezidiv deregulierten Proteine in IPA Netzwerke” verwendet wurden.

Symbol

Entrez Genname

26s Proteasome

ACPP acid phosphatase, prostate

ACTB actin, beta

Actin --

Alpha Actinin -

ANXAS5 annexin A5

Arp2/3 --

BMP4 bone morphogenetic protein 4

CAPZA1 capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1
CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase

CD80 CD80 molecule

CD83 CD83 molecule

CD86 CD86 molecule

CDC42 cell division cycle 42

CNN1 calponin 1, basic, smooth muscle

CTSZ cathepsin Z

F Actin --

FCGR2A Fc fragment of 1gG, low affinity lla, receptor (CD32)
FLNA filamin A, alpha

FSH -

G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase

GSN gelsolin

Histone h3 -

Histone h4 -

HLA-DR --

HSPAS heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa)
1g8G --

IL13 interleukin 13

IL2 interleukin 2

IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2)

ITGB1 integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2, MSK12)
ITGB3 integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen CD61)
KAT5 K(lysine) acetyltransferase 5

LDL --

LEP leptin

LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1

LGALS3 lectin, galactoside-binding, soluble, 3

Lh -

LILRB2 leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 2
LMNA lamin A/C

MBD2 methyl-CpG binding domain protein 2

MDH2 malate dehydrogenase 2, NAD (mitochondrial)

MUC1 mucin 1, cell surface associated

NFkB (complex)




Anhang 209
OGN osteoglycin
P38 MAPK -
PARK2 parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase
PDGF BB -

PI3K (complex)

PLG

plasminogen

PRL prolactin

PTK2 protein tyrosine kinase 2

Rac -

RB1 retinoblastoma 1

SCNN1A sodium channel, non-voltage-gated 1 alpha subunit
SERPINA1 serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1
SPHK1 sphingosine kinase 1

SRC (family) --

SREBF1 sterol regulatory element binding transcription factor 1
SYNM synemin, intermediate filament protein

TCP1 t-complex 1

TCR -

TGFB1 transforming growth factor, beta 1

TNF tumor necrosis factor

VCL vinculin

ViM vimentin
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7.2.3 Multiple Reaction Monitoring

Tabelle 7.22: detaillierte Auflistung aller Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte aller durchgefiihrten

MRM Messungen

Patientenkollektiv

Protein
Peptid

MW K

SA K

MW PCA

SA PCA

MW -R

SA -R

MW +R

MW -R

p (Kvs PCA)

p (Kvs -R)

p (K vs +R)

p (-Rvs +R)

Alpha-1B-Glycoprotein
GVTFLLR
Serum gesamt *

3,184

1,332

1,529

0,676

1,398

0,620

1,805

0,717

<0,001

<0,001

0,004

0,061

Alpha-1B-Glycoprotein
GVTFLLR
Serum Aachen *

3,184

1,332

2,277

0,820

1,922

0,768

2,632

0,750

0,090

0,028

0,439

0,046

Alpha-1B-Glycoprotein
GVTFLLR
Serum Bonn *

1,345

0,489

1,309

0,553

1,438

0,244

0,066

Alpha-1B-Glycoprotein
GVTFLLR
Urin Aachen **

10,640

10,853

24,965

39,497

39,205

48,328

6,657

9,529

0,376

0,157

1,000

0,017

Gelsolin
HVVPNEVVQR
Serum gesamt *

0,973

0,439

0,522

0,219

0,484

0,204

0,603

0,232

0,002

0,001

0,014

0,019

Gelsolin
HVVPNEVVQR
Serum Aachen *

0,973

0,439

0,775

0,257

0,698

0,264

0,852

0,241

0,407

0,245

0,699

0,248

Gelsolin
HVVPNEVVQR
Serum Bonn *

0,460

0,157

0,447

0,170

0,492

0,116

0,107

Gelsolin
HVVPNEVVQR
Urin Aachen **

12,398

24,742

2,547

2,671

3,595

3,161

1,199

0,866

0,658

0,906

0,475

0,039

GRP78
ITPSYVAFTPEGER
Serum gesamt *

0,011

0,005

0,005

0,003

0,005

0,003

0,006

0,003

0,001

0,001

0,002

0,487

GRP78
ITPSYVAFTPEGER
Serum Aachen *

0,011

0,005

0,008

0,003

0,007

0,002

0,008

0,004

0,076

0,120

0,120

0,958

GRP78
ITPSYVAFTPEGER
Serum Bonn *

0,005

0,002

0,005

0,003

0,005

0,002

0,971

GRP78
ITPSYVAFTPEGER
Urin Aachen **

1,204

2,806

0,357

0,350

0,523

0,376

0,143

0,155

0,122

0,045

0,568

0,005

Vinculin
SLGEISALTSK
Serum gesamt *

0,003

0,002

0,002

0,001

0,002

0,001

0,003

0,002

0,148

0,075

0,655

0,007

Vinculin
SLGEISALTSK
Serum Aachen *

0,003

0,002

0,003

0,002

0,002

0,001

0,004

0,002

0,707

0,156

0,471

0,012

Vinculin
SLGEISALTSK
Serum Bonn *

0,002

0,001

0,002

0,001

0,003

0,002

0,236

Vinculin
SLGEISALTSK
Urin Aachen **

0,099

0,089

0,168

0,167

0,200

0,201

0,128

0,111

0,438

0,479

0,520

0,426

Annexin A5
GTVTDFPGFDER
Urin Aachen **

1,291

1,968

1,246

0,635

1,472

0,716

0,955

0,386

0,185

0,157

0,391

0,186

TTC38
IVQLGGSNAQR
Urin Aachen **

0,045

0,059

0,057

0,050

0,079

0,055

0,029

0,025

0,282

0,125

0,825

0,034
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Galectin-3

IALDFQR 1,287 | 2,519 | 0,447 | 0,432 | 0,625 | 0,495 | 0,217 | 0,170 | 0,658 | 0,389 | 0,617 | 0,017
Urin Aachen **
PPAP

FVTLVFR 1,535 | 1,578 |11,529|13,186|15,665|15,494| 6,212 | 7,480 | 0,012 | 0,010 | 0,101 | 0,223
Urin Aachen **
* Einheiten Serum [nmol/ml], ** Einheiten Urin [pmol/mg]
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7.2.4 funktionelle Analysen

A)

pGeneClip CS_FW >
TGTG TCAGGGCTGG AAAG
301 ttcaggaccg ctgatcggaa gtgagaatcc cagctgtgtg tcagggctgg aaagggctcg ggagtgcgcg gggcaagtga ccgtgtgtgt aaagagtgag

401 gcgtatgagg ctgtgteggg geagaggece aagatctcilijaagacaatalgtggagattlctEeotgtoallaaatetecaclcatEgEetEeNactgcagtet

501 ggagtttcaa aagtagactg ggcggccgca tcgatgttaa cctcgaggag ctcccaacgc gttggatgca tagcttgagt attctatagt gtcacctaaa
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B)

pGeneClip CS_FW >
TGTG TCAGGGCTGG AAAG
301 ttcaggaccg ctgatcggaa gtgagaatcc cagctgtgtg tcagggctgg aaagggctcg ggagtgcgeg gggcaagtga ccgtgtgtgt aaagagtgag

401 gegtatgagg ctgtgtcggg geagaggece aagatctcfEllacEggaettElatatetgattlcttcotgtealaatoagatatlaaagoccagengatocagtet

501 ggagtttcaa aagtagactg ggcggccgca tcgatgttaa cctcgaggag ctcccaacgc gttggatgca tagcttgagt attctatagt gtcacctaaa
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pGeneClip CS_FW >
TGTG TCAGGGCTGG AAAG

301 ttcaggaccg ctgatcggaa gtgagaatcc cagctgtgtg tcagggctgg aaagggctcg ggagtgcgeg gggcaagtga ccgtgtgtgt aaagagtgag

401 gcgtatgagg ctgtgteggg geagaggece aagatctcEllCEEcaaceagUCEgetgattelEtcotgteaallatoageage GG EEGaagaclcEgcagtcty

501 gagtttcaaa agtagactgg gcggccgcat cgatgttaac ctcgaggagc tcccaacgcg ttggatgcat agcttgagta ttctatagtg tcacctaaat
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D)

pGeneClip CS_FW >
TGTG TCAGGGCTGG AAAG
301 ttcaggaccg ctgatcggaa gtgagaatcc cagctgtgtg tcagggctgg aaagggctcg ggagtgcgcg gggcaagtga ccgtgtgtgt aaagagtgag

401 gcgtatgagg ctgtgtcggg gcagaggccce aagatctcga gattetgttg ctcgaatttce ttectgtcaa aattcgagea acagaatete ctgcagtctg
>> . e .ShRNA BlaU. oo i ittt i >>

501 gagtttcaaa agtagactgg gcggccgcat cgatgttaac ctcgaggagc tcccaacgcg ttggatgcat agcttgagta ttctatagtg tcacctaaat
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pGeneClip CS_FW >
TGTG TCAGGGCTGG AAAG
301 ttcaggaccg ctgatcggaa gtgagaatcc cagctgtgtg tcagggctgg aaagggctcg ggagtgcgcg gggcaagtga ccgtgtgtgt aaagagtgag
401 gcgtatgagg ctgtgtcggg gcagaggccc aagatctcgg aatctcatte gatgcatace ttectgtcag tatgcatcga atgagattee ctgcagtctg

>> . iiiiiiieiieeeeee....8hRNA Wedl LoD >>

501 gagtttcaaa agtagactgg gcggccgcat cgatgttaac ctcgaggagc tcccaacgcg ttggatgcat agcttgagta ttctatagtg tcacctaaat

HmE EE EEE E B N 5= ®m m - = W% N 8§ 8§ N ®E N NN ES SN E SHE EESESE S E S SEE S SN S = EEEN
AT CTCAT T COGAT GCAT AC CT T CCT GT CAGTAT GCATOCGAALT G AG AT TCCOCT

B
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GG

/\/\/\AAAAA/\/\M A AMAAN A A p AN A A A SAAAAAN

Abbildung 7.1: Ergebnisse der Sequenzierung der shRNA-Plasmide (SureSilencing shRNA Plasmid for Human
TTC38, Qiagen, Hilden, Deutschland) nach der Amplifikation in E. Coli IM101. Dargestellt ist ein Ausschnitt der
Sequenz des Plasmides an der Stelle der eingefligten shRNA. Die Zahl vor der Sequenz gibt die Position im Plasmid
wieder. Die Nummerierung orientiert sich hierbei an der Kartierung des grundlegenden Vektors ,,pGeneClip“. Im
Bereich 337 bp bis 354 bp bindet der verwendete Sequenzierungsprimer. Hellgriin markiert sind per
Sequenzierung verifizierte Abschnitte. Griin markiert ist die shRNA-Sequenz. Das Elektropherogram der shRNA-
Sequenz ist unterhalb der Sequenz abgebildet. Die shRNA-Sequenz wurde immer vollstandig verifiziert. A)
Dargestellt ist ein Ausschnitt der Sequenzierung des shRNA-Plasmides Rot (Knockdown). B) Dargestellt ist ein
Ausschnitt der Sequenzierung des shRNA-Plasmides Gelb (Knockdown). C) Dargestellt ist ein Ausschnitt der
Sequenzierung des shRNA-Plasmides Griin (Knockdown). D) Dargestellt ist ein Ausschnitt der Sequenzierung des
shRNA-Plasmides Blau (Knockdown). Keiner der sequenzierten Bereiche der Plasmide weist Mutationen auf. Die
Sequenzierung, Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte durch Herrn Michael Moll im Rahmen seiner
Masterarbeit unter Anleitung von Frau Cordelia Geisler (Moll, 2012).
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A) }—> Beginn MCS *

T T Ta 6T Ga AC C GT CA G AAT TTT GT & TacCc GACTCf-\Cc TAT &G G GC GGC C GGG 4ATTCGT C G AC T &
kil il o0 10 110 120 130
T T TaA G T GAAC C GT CA G &A4T TTT GT & TacC GAC T Ciafe TAT &G G GC 6GGC C GGG LaTTCGT C G AC T G

el Ao s e e A AMAN A A st )

KOZAK Sequenz ™

G AT CC GGTACTC GAG G AG AT CT|GC C GC CGC G AT C GC | G GC GC GC CAG AT CTCAAGTCTTAATCTAGTT

140 160 170 180 150
GATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCGGCGCGCCAGATCTCAAGCTTAACTAGTT

nalhech il At nahehton Mot iaonihngs

‘ector Ende <—’—> Beginn einklonisierte Sequenz
4 G C GG AC C GACOGC GTTAAGTCTGOGC CGC G AATTCA G AT CCACAAGTTT GTAICAAAAAAGTCAGTGTC T T

200 210 220 20 240 250
A G T 60 AC CGACGC GTTAAGT CGGC CGC G AATTCAGAT CCACAAGTTTGTAT(CAAEAAAA AAATGTE CAG G GTC C TT

Al e A sl nieal o

G T A A A ALC GACGGC CAGTAACTATAATCGGTTCCTAAGT GTATG C GAGOGC CTG GG TGO GA ATTCGGCA

260 2m 220 200 300 210 20
G T 4 & &4 4 C GACOGGC CAGTAATCTATSASATCGGT C CTaAAG GTATGEC GAGOGC CTOG GG TG GC GA & TTC GGCA

Dot A e s A A M

Startcodon ™
C GAG GC TCCGAC €CGGOCGCAAC/AT G 6CCOCAGCCTCOGC ¢TCTGE GC GAC TGE CAG GC CTG G AAG O

230 240 250 360 am 380
C G6AGOGC TCCOGAC ©€COGOGC OGCAACATGGGC CGCAGC CTCOGC ©TCTGC GCGAC TOC CAGGC CT G G AAG G

L L T T T vl

}_)BegmnMCS*
B)TTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATACGACTCACTATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACTG

il o0 100 10 0
T T TaA GT G A& ACCGT CAG AA4TTTT GT AATAC GACT CAC TATAGTG G GGC GGC C 6 GG AATTC GT CGAC T G

A Noad) i A i\

KOZAK Sequenz ™
G AT CC GGTACTC GAG G AG AT CT GC C GC CGC G AT C GC|C GGC GC GC CAG AT CT CAAG CTTAACTASATGT

140 150 160 170 180 150 200
G AT CC GGTACC GAGG AG AT CT GC ¢ GC CG6C 0 AT C GCC GGCGC GC CAG AT CT CAAG CTTAACTAGT

pl\AN M nn M A

T4 GC GG ACCGACGC 6T TAAGTC GGC C GCAC T CGAGGTTTAASACTGG GC C GGC CGC GGT CATAGTE C TGT

210 10 30 240 50 260
T4 GC GG ACCOGACGC GTTAAGTE CGGC C GCAC T CGAGOGTTTAAEACTG GSC C© GG6CCGC GG6T CaATAG G ETGT

MAALLAPA A/ i)

TTCCTGAALCAG 4T CCCOGGG TG GC AT TCCOGCTOGTOGACTCCCTCOCCCAGTGCCTOCTOECCTGGC C

270 280 90 300 310 3
TTCCTGAALCAG &T CCCOGGG TG GCATTCCOCTGTGACT CCCTCOCCCAGTGCCTCT®SCCTGGC C

o\

Abbildung 7.2: Ergebnisse der Sequenzierung des TTC38 Uberexpressionsvektors sowie des zugehdrigen
Kontrollvektors pCMV6-AC (OriGene Technologies, Rockville, MD, USA) nach der Amplifikation in E. Coli JM101.
Dargestellt sind Ausschnitte der Sequenz des Plasmides an der Stelle der eingefiigten TTC38 cDNA. A) Vollvektor
mit eingefiigter TTC38 cDNA. B) Leervektor, der zur Herstellung von Kontrollklonen diente. Der Vollvektor weist
eine Inversion und eine Mutation im nich-codierenden Sequenzbereich auf. Mutationen im codierenden Bereich
liegen in den sequenzierten Teilabschnitten nicht vor. * Multiple Cloning Site; ** Konsensusequenz, die fiir den
Start Translation im Rahmen der Proteinbiosynthese benétigt wird; *** erstes Codon des Open Reading Frames
(offener Leserahmen).
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Tabelle 7.23: Ergebnisse der LC-MS Analysen von TTC38 Knockdown und Uberexpressionsklonen zur Identifikation
von Proteinen, welche in den TTC3-Knockdown und Uberexpressionsklonen dereguliert vorliegen und mit der
TTC38 Expression korrelieren.

v )
. - g g g

: : 5 si| 2le| .

S g &l N8 & = = |25 §

2 s 3| 2E| 2 S g | g8 E

3 s a8l ac S ) x| £%| €

< a &8 S < s |28 &
Q5R314 | Tetratricopeptide repeat protein 38 1 1 54,35 | 0,00E+00 1
B4DRN7 | C2 domain-containing protein 5 2 1 83,33 7,95E-05 |10,11 0,692 | <0,01
075787 | Renin receptor 1 1 41,92 5,44E-06 | 9,08 | 0,732 |<0,01
P35251 | Replication factor C subunit 1 2 2 118,71 | 2,77E-13 | 8,63 [ 0,645 |<0,01
Q5C9Z4 | Nucleolar MIFAG domain-containing protein 1 1 1 83,96 7,61E-10 | 6,18 | 0,523 |<0,01
Q12789 | General transcription factor 3C polypeptide 1 1 1 32,19 | 3,76E-05 | 5,87 |0,634|<0,01
E9PFK5 | Nucleolar protein 14 1 1 31,55 4,05E-04 | 5,66 [0,531|<0,01
Q92581 | Sodium/hydrogen exchanger 6 1 1 71,58 | 7,05E-05 | 4,73 |0,674|<0,01
Q9P270 | SLAIN motif-containing protein 2 1 1 35,26 1,65E-03 | 4,63 | 0,552 |<0,01
094761 | ATP-dependent DNA helicase Q4 1 1 42,51 1,56E-03 | 4,29 (0,677 | <0,01
Q14692 | Ribosome biogenesis protein BMS1 homolog 4 4 212,99 | 2,96E-12 | 4,23 | 0,608 | <0,01
HOYCES (Eg/—;rzzlr\]/tr?erase-assocnated protein CTR9 homolog 1 1 76,63 157602 | 4,22 |0,512 | <0,01
Q3KQU3 | MAP7 domain-containing protein 1 1 1 88,35 9,17E-08 | 4,13 | 0,562 | <0,01
QONTI5 | Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog B 1 1 36,95 | 4,07E-05 | 3,96 |0,606 | <0,01
014981 | TATA-binding protein-associated factor 172 1 1 59,67 | 2,27E-04 | 3,92 |0,601 | <0,01
Q9Y2L1 | Exosome complex exonuclease RRP44 2 1 107,95 | 7,04E-09 | 3,70 |0,623 |<0,01
Q8NDT2 | Putative RNA-binding protein 15B 1 1 36,97 1,11E-16 | 3,44 {0,579 |<0,01
FBWEZ4 | Tetratricopeptide repeat protein 26 1 1 31,53 | 2,63E-07 | 3,33 |0,520|<0,01
Q8IWV7 | E3 ubiquitin-protein ligase UBR1 1 1 56,53 1,03E-03 | 3,29 [0,519|<0,01
F5GX05 | Band 4.1-like protein 3 10 8 562,92 | 3,55E-03 | 3,29 | 0,521 |<0,01
Q9UJX5 | Anaphase-promoting complex subunit 4 1 1 30,22 1,24E-03 | 3,28 | 0,620 |<0,01
Q13751 | Laminin subunit beta-3 2 2 98,27 3,90E-02 | 3,24 | 0,651 |<0,01
Q8NI27 | THO complex subunit 2 4 4 232,02 | 3,58E-13 | 3,13 [ 0,564 |<0,01
Q53EPO | Fibronectin type Il domain-containing protein 3B 1 1 35,76 6,44E-08 | 3,07 | 0,650 | <0,01
Q6ZXV5 | Transmembrane and TPR repeat-containing protein 3 1 1 38,46 2,20E-06 | 3,03 | 0,594 | <0,01
A6NIT2 sigfest‘;rl“r’;ﬁ':cslg E’S'g'f';?: regulatory subunit alpha, 1| 1 | 7492 | 1,986-03 | 2,96 |0,561 | <0,01
Q02880 | DNA topoisomerase 2-beta 9 511,7 | 9,84E-12 | 2,93 | 0,500 | <0,01
G3V1C4 | Cell division cycle 27, isoform CRA_b 2 80,96 1,28E-08 | 2,85 | 0,546 | <0,01
J9IIEE pTrljtr;sinmimbrane and coiled-coil domain-containing 1 1 57,29 | 2,026-11 | 2,82 | 0,545 | <0,01
BADVGS PPé’E;[?RNA-SplICIng factor ATP-dependent RNA helicase 1 1 63,84 | 126609 | 2,77 | 0,573 | <0,01
060287 | Nucleolar pre-ribosomal-associated protein 1 2 2 106,52 | 5,23E-09 | 2,71 | 0,588 |<0,01
014802 | DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC1 1 1 85,63 1,58E-05 | 2,69 |0,504 | <0,01
Q9P260 Kl_lizildfégain and HEAT repeat-containing protein 3 3 23518 | 4,60E-04 | 2,62 | 0,559 | <0,01
Q6ZRS2 | Helicase SRCAP 1 1 45,61 6,73E-05 | 2,49 | 0,525 |<0,01
P46934 | E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 2 1 89,64 5,29E-03 | 2,48 | 0,510 |<0,01
015040 | Tectonin beta-propeller repeat-containing protein 2 1 1 41,28 1,06E-02 | 2,41 | 0,547 | <0,01
P03915 | NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 1 1 98,1 2,68E-05 | 2,41 | 0,503 | <0,01
Q9BQK8 | Phosphatidate phosphatase LPIN3 1 1 49,04 1,04E-04 | 2,40 | 0,509 | <0,01
Q14690 | Protein RRP5 homolog 9 9 544,66 | 4,25E-08 | 2,40 | 0,547 | <0,01
B1AN89 | Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3 1 1 32,75 2,95E-04 | 2,38 | 0,601 | <0,01
H3BSH7 | Cirhin (Fragment) 1 1 72,56 | 1,38E-08 | 2,36 | 0,587 |<0,01
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Q15058 | Kinesin-like protein KIF14 1 1 42,41 2,89E-05 | 2,36 | 0,646 | <0,01
Q9BQGO | Myb-binding protein 1A 20 19 |1230,61| 1,11E-12 | 2,36 | 0,505 |<0,01
Q9H583 | HEAT repeat-containing protein 1 9 9 518,91 | 5,10E-11 | 2,34 | 0,644 |<0,01
P78527 | DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 90 | 85 5548 2,68E-09 | 2,25 | 0,559 | <0,01
075165 | Dnal homolog subfamily C member 13 3 2 172,2 1,44E-07 | 2,24 | 0,614 |<0,01
F5GZJ1 | Condensin complex subunit 1 4 4 282,42 | 2,58E-07 | 2,20 | 0,639 |<0,01
Q9ULH1 C‘(\)r:;fﬁfn‘;"rt)?ost:iidloma'”' ANKrepeatand PHdomain-| , | 4 | 11647 | 517610 | 2,20 | 0,586 | <0,01
Q460N5 | Poly [ADP-ribose] polymerase 14 3 3 161,28 | 5,06E-06 | 2,18 | 0,651 | <0,01
P48651 | Phosphatidylserine synthase 1 2 2 118,76 | 8,17E-07 | 2,15 | 0,522 | <0,01
Q6N021 | Methylcytosine dioxygenase TET2 1 1 35,72 6,43E-06 | 2,13 | 0,504 | <0,01
F5GWX5 | Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4 21 15 |1226,44| 2,99E-05 | 2,09 | 0,540 |<0,01
P26358 | DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 6 6 371,59 | 2,56E-06 | 2,08 | 0,704 |<0,01
B9ZVN9 | DNA-directed RNA polymerase 4 4 244,68 | 6,43E-04 | 2,08 |0,676|<0,01
P18827 | Syndecan-1 4 4 348,81 | 4,07E-03 | 2,04 |0,791|<0,01
Q96P70 | Importin-9 8 8 625,19 | 4,08E-06 | 2,04 | 0,656 |<0,01
060524 | Nuclear export mediator factor NEMF 5 5 245,98 | 2,15E-07 | 2,03 | 0,728 |<0,01
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Tabelle 7.24: Ergebnisse der LC-MS Analysen der TTC38 Kockdown und Uberexpressionsklone. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der in den klonen dereguliert vorliegenden Proteine, welche aullerdem
mit der TTC38-Expression korrelieren.

o 2 2
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5 | ¥ 5 s @ | § @ PR
e | ¢ 3 = § |=5| &5 gl 9
3 £ (= 0 - r O = O o ]
o g S | = 2 = ¥ | =% | X9 3| 8
z g c ™~ [ = oo | =9 oD
© ° Q0 =5 s = ° - Q S 9 0 o
c P 2 Mg 0 © € = € s ts| 88| ®
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a ] ° F o | 2o ~ 5 29 s 9 E 9| E o
g 8 E |zE8|F§| =2 | 2 |z3|28|238|E§
< o S | S| $=| S S | S5 | 35| 55| =
Q5R314 | Tetratricopeptide repeat protein 1 00 00 90.4 70.4 | 2483 | 700 |2187 831483
38 , , , , , , , ,
B4DRN7 | C2 domain-containing protein 5 0,692 | 206,7 | 311,3 | 812,8 | 536,1 | 525,5 | 470,7 |2089,3 |1022,5
075787 | Renin receptor 0,732 | 351,9 | 202,9 | 528,4 | 325,3 |1085,4 | 581,6 |2643,9|1043,7
P35251 | Replication factor C subunit 1 0,645 | 559,9 | 358,5 | 751,6 | 214,0 |2650,1| 876,5 |3555,1|1143,2
Q5€9z4 | Nucleolar MIFAG domain- 0,523 | 192,4 | 90,5 | 246,4 | 159,0 | 432,6 | 164,8 | 682,0 | 150,9
containing protein 1
Q12789 | General transcription factor 3C 0,634 | 3558 | 123,0 | 489,2 | 346,6 |1061,9| 814,5 |2089,0 | 720,9
polypeptide 1
ESPFKS | Nucleolar protein 14 0,531 |1242,9| 635,6 |1449,9| 836,4 | 1994,5 | 1084,5 | 3954,5 | 965,2
Q92581 | Sodium/hydrogen exchanger 6 0,674 | 631,9 | 250,5 | 729,7 | 617,8 |1308,8 | 1249,4 | 2800,7 | 1189,3
Q9P270 | SLAIN motif-containing protein2 | 0,552 | 160,2 | 163,1 | 223,9 | 291,6 | 232,2 | 146,7 | 741,7 | 384,9
094761 | ATP-dependent DNA helicase Q4 | 0,677 | 284,4 | 264,1 | 327,3 | 179,9 | 614,6 | 444,1 | 807,9 | 608,7
Q14692 | Ribosome biogenesis protein 0,608 | 6281,5 |2502,9 | 5944,8 | 2251,6 | 1,0E04 | 2103,9 | 1,5E04 | 4719,6
BMS1 homolog
HOYCES | RNA polymerase-associated 0,512 | 163,4 | 81,6 | 264,33 | 272,4 | 132,0 | 93,7 | 557,2 | 180,7
protein CTR9 homolog (Fragment)
Q3kQus lMAP7d°ma'”'°°”ta'"'”gpr°te'” 0,562 | 1227,5| 644,7 |1790,4 | 922,9 | 2016,9 | 730,7 |5073,4| 930,1
QINTIS | Sister chromatid cohesion protein |  coo | 1500 0| 737,6 |1254,8 | 464,9 | 2863,5 | 995,0 |3472,4 |1235,9
PDS5 homolog B
014981 | TATA-binding protein-associated | ( ¢ | 5956 | 207,3 | 340,3 | 278,2 | 480,1 | 193,0 | 1040,5 | 573,4
factor 172
Q9vaL1 If;‘gzzme°°mp'exe"°”“c'ease 0,623 |2269,4| 726,0 |2210,2| 578,4 |3537,3|1744,9 | 5896,5 [ 1570,5
Q8NDT2 | Putative RNA-binding protein 15B | 0,579 | 1507,0 | 203,0 |1348,4 | 396,7 | 2664,9 | 621,4 |3068,7 | 694,2
FBWEZ4 ;:tratr'co”ept'de repeatprotein | ;550 | 188,6 | 66,1 | 181,8 | 159,0 | 296,8 | 133,6 | 599,8 | 116,5
Q8IWV7 | E3 ubiquitin-protein ligase UBR1 | 0,519 | 200,1 | 94,9 | 146,4 | 207,4 | 272,8 | 161,1 | 481,4 | 228,1
F5GX05 | Band 4.1-like protein 3 0,521 |2,5E04 |1,4E04 |2,7E04 |2,3E04 | 2,8E04 | 1,8E04 | 8,2E04 | 3,9E04
Q9UIX5 | Anaphase-promoting complex 0,620 | 136,0 | 1144 | 173,0 | 133,90 | 243,7 | 791 | 446,4 | 183,2
subunit 4
Q13751 | Laminin subunit beta-3 0,651 | 1375,2 | 840,4 |1520,7|1110,5 | 1093,5 | 1404,8 | 2165,1 | 1820,5
Q8NI27 | THO complex subunit 2 0,564 |5619,6 |1171,8 | 5643,0| 1863,3 | 9795,2 | 2875,0 | 1,3E04 | 3840,2
Q53EPO | Fibronectin type |1 domain- 0,650 | 867,7 | 473,9 | 817,8 | 375,2 | 1712,8 | 466,8 |2514,6 | 990,4
containing protein 3B
Q6ZXV5 | Transmembrane and TPR repeat- | 5o, | 3075 | 141,7 | 259,6 | 131,6 | 574,5 | 186,2 | 787,1 | 306,2
containing protein 3
A6NIT2 | Phosphorylase b kinase regulatory
subunit alpha, skeletal muscle 0,561 | 553,1 | 382,1 | 821,3 | 746,8 | 626,2 | 303,6 |1635,1| 635,9
isoform
Q02880 | DNA topoisomerase 2-beta 0,500 | 1,7E04 | 6453,3 | 2,4E04 | 1,1E04 | 4,9E04 | 7624,4 | 5,0E04 | 1,1E04




218 Anhang

G3vica éf;' db""s"’” cycle 27, isoform 0,546 | 350,3 | 104,6 | 247,3 | 82,8 | 592,0 | 190,2 | 704,2 | 231,2

J9)IE6 | Transmembrane and coiled-coil | 45 | 3397 5| 6862 |3815,7|1226,6 | 6218,6 | 2304,0 | 9433,4 | 2678,9
domain-containing protein 1

BADVGS8 | Pre-mRNA-splicing factor ATP-
dependent RNA helicase PRP1G 0,573 | 443,4 | 136,3 | 589,9 | 213,5 | 886,3 | 233,1 |1139,8 | 433,8

060287 | Nucleolar pre-ribosomal- 0,588 | 795,8 | 279,6 | 909,0 | 275,4 | 1278,7| 447,0 |1711,3 | 457,6
associated protein 1

014802 | DNA-directed RNA polymerase lll |, 561 | 949 5 | 420,6 | 902,8 | 303,4 |1367,3| 650,7 | 1788,4| 592,1
subunit RPC1

Q9P260 | LisH domain and HEAT repeat- 0,559 | 2079,2 | 1490,8 | 2864,9 | 2036,1 | 2080,2 | 1126,4 | 5450,6 | 1803,2
containing protein KIAA1468

Q6ZRS2 | Helicase SRCAP 0,525 | 279,1 | 153,0 | 302,2 | 161,1 | 531,4 | 76,1 | 664,0 | 167,6

P46934 | E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 | 0,510 | 431,0 | 225,5 | 675,2 | 322,5 | 409,4 | 347,4 |1014,0| 392,4

015040 | Tectonin beta-propeller repeat- | o7 | 5150 | 2277 | 473,8 | 2781 | 296,3 | 206,1 | 7152 | 376,8
containing protein 2

P03915 C';'}gaHS'“b'q“'m”e°X'd°rEdUCtase 0,503 |1844,4 | 701,6 | 2372,5| 828,2 |2561,4 | 1538,3 | 4446,7 | 1004,6

Q9BQK8 | Phosphatidate phosphatase LPIN3 | 0,509 | 684,7 | 343,1 | 695,4 | 275,8 | 739,8 | 411,9 | 1328,1| 275,3

Q14690 | Protein RRP5 homolog 0,547 | 1,6E04 | 4640,2 | 1,9E04 | 4023,9 | 2,9E04 | 6663,4 | 3,1E04 | 9503,2

B1AN89 | Eukaryotic translation initiation | 061 | 6057 | 1954 | 603,7 | 3062 | 7954 | 323,6 |1176,4| 328,5
factor 4 gamma 3

H3BSH7 | Cirhin (Fragment) 0,587 [5029,5|1539,0 |5422,3|1431,9|7167,8|1917,2|9643,1 | 2315,8

Q15058 | Kinesin-like protein KIF14 0,646 | 292,0 | 106,3 | 313,0 | 159,2 | 464,3 | 101,5 | 688,8 | 248,2

Q9BQGO | Myb-binding protein 1A 0,505 | 8,4E04 | 1,8E04 | 8,6E04 | 1,7E04 | 1,3E05 | 1,8E04 | 1,5E05 | 3,2E04

Q9H583 | HEAT repeat-containing protein 1 | 0,644 | 1,9E04 | 5408,9 | 2,3E04 | 6006,1 | 2,5E04 | 4649,5 | 3,9E04 | 8420,0

P78527 | DNA-dependent protein kinase 0,559 | 7,4E05 | 2,4E05 | 7,7E05 | 1,5 EO5 | 1,2E06 | 1,5E05 | 1,3E06 | 2,9E05
catalytic subunit

075165 | Dnal homolog subfamily C 0,614 |2022,8 | 1049,1 |3064,2 | 1197,5 |3290,9 | 461,4 |4540,9 | 1289,2
member 13

F5GZJ1 | Condensin complex subunit 1 0,639 | 7466,4 | 3820,2 | 1,3E04 | 4055,0 | 1,0E04 | 2308,3 | 1,6E04 | 5192,5

QOULH1 | Arf-GAP with SH3 domain, ANK
repeat and PH domain-containing | 0,586 |1009,0| 393,2 |1212,6| 168,2 | 1753,8| 535,5 {2215,5| 433,9
protein 1

Q460N5 | Poly [ADP-ribose] polymerase 14 | 0,651 |2342,2| 608,4 |2443,0| 556,8 |3291,6| 926,2 |5105,9 |1714,1

P48651 | Phosphatidylserine synthase 1 0,522 | 8420,4|3120,5|7731,8|1655,5 | 9878,1 | 2820,7 | 1,6E04 | 3813,1

Q6N021 | Methylcytosine dioxygenase TET2 | 0,504 |2378,1| 296,4 |2851,8|1077,8|1880,9| 778,3 |4005,1| 728,5

FSGWXS5 | Chromodomain-helicase-DNA- | ¢ 516 | 4 oro4 | 1,6E04 | 3,8E04 | 1,5E04 | 6,3E04 | 8093,1 | 7,5E04 | 1,8E04
binding protein 4

P26358 | DNA (cytosine-5)- 0,704 | 2,304 | 9008,2 | 2,2€04 | 6662,1 | 3,7604 | 6369,8 | 4,004 | 1,6E04
methyltransferase 1

BIZVN9 | DNA-directed RNA polymerase 0,676 |4130,8 | 1079,3 | 4867,2 | 2096,3 | 5954,1 | 1411,6 | 7663,6 | 3055,1

P18827 | Syndecan-1 0,791 | 1,2E05 | 2,7E04 | 1,0E05 | 4,0E04 | 1,1E05 | 4,6E04 | 1,5E05 | 1,0E05

Q96P70 | Importin-9 0,656 | 1,8E04 | 4109,6 | 2,3E04 | 3392,1 | 1,9E04 | 6731,6 | 3,7E04 | 1,0E04

060524 ,L\'E“,\Cﬂ'lfarexport mediator factor 0,728 |1,4E04 | 4367,6 | 1,3E04 | 5347,7 | 1,9E04 | 3283,5 | 2,8E04 | 8250,8

MW= Mittelwert, SA=Standardabweichung
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Tabelle 7.25: Funktion der mit TTC38 assoziierten Proteine, ihre Lokalisation, Funktion und Assoziation mit
verschiedenen Krebsarten.

Accsession | Symbol Proteinname Lokalisation
Nr. Typ assoziiert mit... Funktion
QIUIX5 ANAPC4 anaphase promoting complex subunit 4 Nukleus
Enzym Adenokarzinom, Kolonkarzinom, Klarzelladenokarzinom 1
Q9ULH1 ASAP1 ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 1 Plasmamembran
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom 2,9
075787 ATP6AP2 ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 2 Zytoplasma
Transporter 10
Q14692 BMS1 BMS1 ribosome biogenesis factor Nukleus
andere Adenokarzinom 10
014981 BTAF1 BTAF1 RNA polymerase II, B-TFIID transcription factor-associated, Nukleus
170kDa
Transkriptions- Adenokarzinom, Klarzelladenomkarziom 5
regulator
Q86YS7 C2CD5 C2 calcium-dependent domain containing 5 Zytoplasma
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom, endometrioides Karzinom 10
P30260 cbC27 cell division cycle 27 Nukleus
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom, Klarzelladenokarzinom, Brustkrebs, |1
Prostatakarzinom, endometrioides Karzinom
Q14839 CHD4 chromodomain helicase DNA binding protein 4 Nukleus
Enzym Adenokarzinom, endometrioides Karzinom 59
Q969X6 CIRH1A cirrhosis, autosomal recessive 1A (cirhin) Nukleus
Andere Adenokarzinom, Brustkrebs 5
Q6PD62 CTR9 CTR9, Paf1/RNA polymerase |l complex component Nukleus
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom 10
Q92620 DHX38 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38 Nukleus
Enzym endometrioides Karzinom 10
Q9y2aL1 DIS3 DIS3 mitotic control homolog (S. cerevisiae) Nukleus
Enzym endometrioides Karzinom 10
075165 DNAJC13 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 13 Zytoplasma
andere endometrioides Karzinom 10
P26358 DNMT1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 Nukleus
Enzym Adenokarzinom, Kolonkarzinome, Hodenkrebs, myleoide Neoplasien, |1, 2, 3,5
refraktdre Andmien, chronisch myeloische Leukdmie,
myeolplastisches Syndrom, Prostatakarzinom, endometrioides
Karzinom, akute myeloische Leukdamie
B1AN89 EIFAG3 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3 Zytoplasma
Translations- Adenokarzinom 5
regulator
Q9Y2J2 EPB41L3 erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 Plasmamembran
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom, Metastasierung 10
Q53EPO FNDC3B fibronectin type Il domain containing 3B Zytoplasma
andere Adenokarzinom 10
Q12789 GTF3C1 general transcription factor IlIC, polypeptide 1, alpha 220kDa Nukleus
Transkriptions- Adenokarzinom, Kolonkarzinom 5
regulator
Q6P664 HEATR1 HEAT repeat containing 1 Nukleus
andere Brustkrebs 5
Q96P70 IPO9 importin 9 Nukleus
Transporter endometrioides Karzinom 10
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Q9P260 KIAA1468 KIAA1468 andere
andere Adenokarzinom, Klarzelladenomkarziom 10
Q15058 KIF14 kinesin family member 14 Zytoplasma
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom, endometrioides Karzinom, 1,2,3
Reteinoblastom, Catecholamin-sekretierendem Tumor,
Q13751 LAMB3 laminin, beta 3 Extrazellularraum
Transporter Adenokarzinom, Brustkrebs, endometrioides Karzinom, 10
Metastasierung
Q9BQK8 LPIN3 lipin 3 Nukleus
Phosphatase 10
Q3KQU3 MAP7D1 MAP7 domain containing 1 andere
andere Adenokarzinom 10
P03915 MT-ND5 NADH dehydrogenase, subunit 5 (complex I) Zytoplasma
Enzym Adenokarzinom, Klarzelladenokarzinom, Brustkrebs, endometrioides | 10
Karzinom, myeloplastisches Syndrom
Q9BQGO MYBBP1A MYB binding protein (P160) 1a Nukleus
Transkriptions- 5
regulator
Q15021 NCAPD2 non-SMC condensin | complex, subunit D2 Nukleus
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom 1,2,3
P46934 NEDD4 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4, | Zytoplasma
E3 ubiquitin protein ligase
Enzym Karzinom 6
060524 NEMF nuclear export mediator factor Nukleus
andere 10
Q5C9z4 NOM1 nucleolar protein with MIFAG domain 1 Nukleus
andere 10
pP78316 NOP14 NOP14 nucleolar protein Nukleus
andere endometrioides Karzinom 10
Q460N5 PARP14 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 14 Zytoplasma
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom 10
Q14690 PDCD11 programmed cell death 11 Nukleus
andere Karzinomen 10
QINTI5 PDS5B PDSS5, regulator of cohesion maintenance, homolog B (S. cerevisiae) Nukleus
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom, Brustkrebs, endometrioides 2
P46020 PHKA1 ;ohos'phorylase kinase, alpha 1 (muscle) Zytoplasma
kinase Adenokarzinom, Kolonkarzinom 10
095602 POLR1A polymerase (RNA) | polypeptide A, 194kDa Nukleus
Enzym 10
014802 POLR3A polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide A, 155kDa Nukleus
Enzym Adenokarzinom, endometrioides Karzinom 10
P78527 PRKDC protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide Nukleus
Kinase Adenokarzinom, Kolonkarzinom, endometrioides Karzinom, 1,3,5
Radioresistenz von Tumoren
P48651 PTDSS1 phosphatidylserine synthase 1 Zytoplasma
Enzym Adenokarzinomen, Kolonkarzinomen 10
Q8NDT2 RBM15B RNA binding motif protein 15B Nukleus
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom, endometrioides Karzinom 10
094761 RECQL4 RecQ protein-like 4 Nukleus
Enzym 10
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P35251 RFC1 replication factor C (activator 1) 1, 145kDa Nukleus
Transkriptions- Adenokarzinom, Kolonkarzinom 10
regulator

P18827 SDC1 syndecan 1 Plasmamembran
Enzym Kolorektalkarzinom, Brustkrebs, Metastasierung 10

Q9P270 SLAIN2 SLAIN motif family, member 2 Zytoplasma
andere 10

Q92581 SLC9A6 solute carrier family 9, subfamily A (NHES6, cation proton antiporter Plasmamembran

6), member 6
Transporter 10

Q6ZRS2 SRCAP Snf2-related CREBBP activator protein Zytoplasma
Transkriptions- Adenokarzinom, Kolonkarzinom, Prostatakarzinom 5
regulator

015040 TECPR2 tectonin beta-propeller repeat containing 2 andere
andere Karzinomen 10

Q6N021 TET2 tet methylcytosine dioxygenase 2 andere
andere myeloide Neoplasie, chronische myeloische Leukmie, akute 4,7,8

myeloische Leukdmie, myeloplastisches Syndrom, Brustkrebs,
Mastozytose

Q8NI27 THOC2 THO complex 2 Nukleus
andere 10

Q9UMO00 TMCO1 transmembrane and coiled-coil domains 1 andere
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom, Brustkrebs 10

Q6ZXV5 TMTC3 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 3 andere
andere Adenokarzinom, Kolonkarzinom 10

Q02880 TOP2B topoisomerase (DNA) Il beta 180kDa Nukleus
Enzym Adenokarzinom, Kolonkarzinom, Hodenkrebs, akute myeloische 1,2,3

Leukdmie, Kaposisarkom, intracranial Ependymom, Kleinzelliges
Lungenkarzinom, neuroektodermaler Tumore, Brustkrebs,
Prostatakarzinom, Gliom, uortheliale Blasenkarzinome,
endometrioides Karzinom, catecholamin-sekretierende Tumore,
Metastasierung

Q96CU4 TTC26 tetratricopeptide repeat domain 26 Extrazelluldarraum
andere 10

Q5R314 TTC38 tetratricopeptide repeat domain 38 andere
andere Kolonkarzinom, Brustkrebs 10

Q8IWV7 UBR1 ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 1 Zytoplasma
Enzym 10

060287 URB1 URB1 ribosome biogenesis 1 homolog (S. cerevisiae) Nukleus
andere 10

* Molekulare und zelluldre Funktion: 1) Zellzyklus, 2) zelluldres Assembling und Organisation, 3) DNA Replikation, Rekombination und
Reparatur, 4) zelluldre Entwicklung, 5) Genexpression; Entwicklung und Funktion des physiologischen Systems: 6) Entwicklung des
Orangismus, 7) Entwicklung und Funktion des hamatologischen Systems, 8) Hamatopoese, 9) Entwicklung und Funktion des reproduktiven
Systems; 10) andere
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Abkiirzungsverzeichnis

- Rez Prostatakarzinom ohne Rezidiv
+ Rez Prostatakarzinom mit Rezidiv
2D-DIGE Zwei-dimensionale Difference in Gel electrophoresis,

Zwei-dimensionale Differenz in Gel Electrophorese

Acc. Nr Accession Nummer

ACQ 6-Aminoquinoyl-N-hydroxy-succinimidyl-carbamat
AMACR Alpha-methylacyl-CoA Racemase

ANXAS5 Annexin A5

AR Androgenrezeptor

ASA Aminosaurenanalyse

ASPN Asporin

ATCC American Type Culture Collection

bp Basenpaar

BPH Benigne Prostata Hyperplasie

BRCA breast cancer gene, Brustkrebs Gen

BSA Bovines Serumalbumin, Rinder Serumalbumin
Bsp. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

ca. circa

CDhC27 cell division cycle 27

CDKs cyclin-abhangigen Kinasen

cDNA complementary DNA, komplementdre DNA

CFA Colony formation Assay, Kolonienbildungsassays
CFH Complement Factor H

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
CHCA Alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid, Alpha-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure
CID Collision induced dissociation

CNN1 Calponin-1

CREB cAMP responsive element binding protein

CREBBP CREB Binding Protein

cT Cycle-Threshold

CTSD Cathespin D
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CTSz
cv
d.h.
DD3
ddNTP
DEPC
DES
dH,0
DMEM
DMSO
DNA
DNMT1
dNTP’s
DRE
DTT

E. coli
ECM
EDTA
EGFR
EK
ELAC2
ELISA
EPCA
EPS
ER

ER
ERBB2

ERG
ERSPC
ESI

et. al.
EZH2
FC
FCS

Cathepsin Z

Coeffizient of variation, relative Standardabweichung
das heiRt

Prostata spezifisches Antigen-3, PCA-3
Didesoxynukleotide

Diethyldicarbonat

Desmin

Destilliertes Wasser

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsaure

DNA (cytosine-5)-methyltransferase
Desoxynukleotide

digital-rektalen Untersuchung
Dithiothreitol

Escherichia coli

Extrazelluldarmatrix
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR
Ethikkomission

ElaC Ribonuclease Z 2

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Early Prostate Cancer Antigen
Expressed prostatic secretions
Ostrogenrezeptor

Endoplasmatisches Retikulum

Human Epidermal growth factor Receptor

Wachstumsfaktorrezeptor 2

ETS (erythroblast transformation- specific)- related gene

2, epidermaler

European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer

Elektrosprayionsierung

et alii, und andere

Enhancer of zeste homolog 2
Fold Change

Fotales Kalberserum
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FDA US Food and Drug Administration

FDR False dicovery rate

FFPE Formalinfixiert und Paraffineingebettet

FT-MS Quadrupol und Fourier Transform ion cyclotron
FWHM Full width at half maximum, Breite des Peaks bei 50% der Gesamthdhe
G Differenzierungsgrad des Tumors

g Gravitationsfaktor

G6PD Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase

GAPDH Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase

GIST gastrointerstinale Stromtumore

GRP78 78 kDa Glucose-regulated Protein

GSN Gelsolin

GSTP1 Glutathione S-transferase P1

HCI Hydrogenchlorid

HG PIN High grade intraepitheliale Neoplasie

HNF4alpha Hepatozyten Nuclearer Faktor 4 alpha
HNRNPA2B1 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
HOXC6 Homeobox Protein Hox-C6

HPC Hereditary Prostate Cancer

HPLC high performance liquid chromatography,

Hochleistungsflissigkeitschromatographie

HRP Meerrettichperoxidase

HSPA1A Heat shock protein 70 kDa 1A/1B
HSPAS Heat shock 70 kDa protein 5
HYOU1 Hypoxia up-regulated protein 1
ID Identifikationsnummer

ID-MS Isotope diluted mass spectrometry
IGF-1 Insulin-like grwoth factor-1
IGHG1 lg gamma-1 chain C region

IH Immunhistochemie

IIRB Institutional Review Board

IL-6 Interleukin-6

IPA Ingenuity Pathway Analysen
IPTR3 Insotiol Triphosphat Receptor 3

kbp Kilobasenpaar
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KCTD12 BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 (Potassium channel tetramerisation
domain containing 12)

kDa Kilo Dalton

KI Klon

kv kilo Volt

| Liter

LB Luria-Bertani

Amp Ampicillin

LC-MS Liquid-Chromatography (Flissigchromatographie) Massenspektrometrie

LGALS2 Galectin-2

LGALS3 Galectin-3

LID Laser induced dissociation

LMNA Lamin A

log Logarithmus

LRP-1 Prolow-density Lipoprotein receptor-related protein 1

M Fernmetastasen

m/z Masse zu Ladungsverhaltnis

MALDI Matrix-assisted laser desoprtion/lonisation

MCS Multiple Cloning Site

Min Minute(n)

Mio Millionen

Mm Millimeter

MME Membran Metallo-Endopeptidase

MPC Bochum Medizinsches Proteom-Center Bochum

MRM Multiple Reaction Monitoring

mRNA messenger RNA

MS Massenspektrometrie

MSR1 Macrophage scavenger receptor 1

MTA1 metastasis-associated protein 1

Mucl Mucin 1

MW Mittelwert

MWCO Molecular Weight Cut-off

N Nodal-Status

NCBI National Center for Biotechnology Information

NCI

National Cancer Institute
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nm
NSCLC
OLFM4
PAGE
PAP
PARK?7
PBS
PCA
PCA-3
PCAP
PCR
PDGFRR
PDIA4
PFDN1
PGK1
PI3K
PI3-Kinase
PIN
PITX2
PLOC
PMF
pRB
PSA
PSM
QaQ
RO

R1

R2

Rb

RKI
RNA
RNase
rom

RR

RSD

Nanometer

Non-smallcell lung cancer, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Olfactomedin-4

Polyacrylamid Gelelektrophorese

Prostatspezifische saure Phosphatase

Parkinson Protein 7

Phosphate Buffered Saline, Phoshat-gepufferte Kochsalzlésung
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RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptions-PCR

SA Standardabweichung

SCRN-1 Secernin-1

SDS Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Sec Sekunde(n)

SFM Serum freies Medium

SFN Stratifin

shRNA Small hairpin RNA

SIS-Peptide stabile isotopen-gelabelte Standard-Peptide
SOC Medium SOB (Super Optimal Broth) Medium mit Glucose
Sog. So genannt

SRCAP Snf2-Related CREBBP Activator Protein

SRM Selected Reaction Monitoring

T TumorgrolRe

TA[°C] Schmelztemperatur

TBE Tris-Borat-EDTA

TCA Trichloressigsaure

TCP1 T-complex protein 1 subunit alpha, TCP1alpha
TEMED Tetramethylethylendiamin

Tf Tumor frei

TGF Transforming Growth Factor, Transformierender Wachstumsfaktor
TGM4 Transgluatmianse 4

THBS1 Thrombospondin-1

TIMP1 Metalloproteinase Inhibitor 1

TK1 Thymidinkinase 1

TMA Tissue Micro Array

TMPRSS2 Transmembran Protease, serine 2

TMPRSS2-ERG Fusion
TNF

TOF

TOP2B

TPM1

TPR Motive

TRIS

Fusion der Gene TMPRSS2 und ERG
Tumornekrosefaktor

time-of-flight

DNA topoisomerase 2-beta
Tropomyosin 1

Tetratricopeptide repeat Motiv

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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TTC38 Tetratricopeptide Repeat Domain Protein 38

Tu Tumor

U Unit, Einheit

u.a. unter anderem

UBC Ubiquitin C

UICC Union Internationale contre le Cancer, International Union against Cancer
U-Test 2-seitiger Mann-Whitney U-Test

uv Ultraviolettstrahlung

VEGF Vascular endothelial growth factor

VIM Vimentin

VIN-/- F9 vinculin-null Zellen

WB Western Blot

WT Wildtyp Zelllinie

XTT 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-((phenylaMinuteno)carbonyl-2H-

tetrazoliumhydroxid)
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