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Zusammenfassung

Palliative Therapie inklusive Chemotherapie und andere Behandlungsmethoden wie Hy-
perthermie ist oftmals die einzig verbleibende Option bei der Behandlung von bestimmten
soliden Tumoren wie Magen- und Pankreaskarzinom. Leider ist die kurative Behandlung
limitiert durch geringes Ansprechen der Tumore auf die Behandlung und die Entwicklung
einer Therapieresistenz.

In dieser Arbeit wurde die globale Proteinexpression von chemo- und thermoresistenten
Varianten der Magenkarzinomzellinie EPG85-257 und der Pankreaskarzinomzellinie
EPP85-181 mit Hilfe von Proteomics (Kombination aus zweidimensionaler Elektrophorese,
computergestutzter Gel-Analyse und Massenspektrometrie) in vitro untersucht, um Kandi-
datenproteine zu finden, die potentiell mit Thermoresistenz bzw. Chemoresistenz
assoziiert sind. In diesem Zusammenhang wurde eine mit Maldi-TOF-
Massenspektrometrie kompatible Silberfarbung neu entwickelt.

Es zeigte sich eine differentielle Expression einer Vielzahl von Proteinen in den thermore-
sistenten Zellen, darunter eine Hochregulation von Proteinen mit Chaperonaktivitat aus
nahezu allen subzelluldren Kompartimenten sowie eine Uberexpression von Enzymen des
Arzneimittelmetabolismus in Zellen mit sowohl chemo- als auch thermoresistentem Phano-
typ. Dartber hinaus wurden weitere Proteine identifiziert, welche hinsichtlich ihrer
Beteiligung an Resistenzphanomenen im Vorfeld noch gar nicht charakterisiert worden

sind (u.a. Aldehyd-Dehydrogenase 1, Transgelin, Phosphoglyceromutase).

Schlagworte
Krebs, Chemoresistenz, Thermoresistenz, Proteomics, Proteom-Analyse,

zweidimensionale Elektrophorese



Abstract

Palliative treatment including chemotherapy and other modes of treatment, e.g. hyper-
thermia, is often the only remaining option in the management of certain solid tumours
including gastric and pancreatic carcinoma. Unfortunately, its efficacy is poor due to low
tumour sensitivity and the development of therapy resistance.

The aim was to study in vitro global protein expression of chemo- and thermoresistant
variants of the stomach cancer cell line EPG85-257 and the pancreatic cancer cell line
EPP85-181 using proteomics (two-dimensional electrophoresis in combination with com-
puter-assisted image analysis and mass spectrometry) to identify candidate proteins
potentially associated with thermoresistance alone or in combination with chemoresis-
tance. In this context, a silver stain compatible with Maldi-TOF mass spectrometry was
developed.

A large number of proteins was found to be differentially expressed in thermoresistant
cells, e.g. overexpression of molecular chaperones at practically every sub-cellular level as
well as over-expression of enzymes involved in drug metabolism in both chemo- and
thermoresistant cells. Furthermore, other proteins that have not yet been linked to resis-
tance phenomena (e.g. aldehyde dehydrogenase 1, transgelin, phosphoglycerate mutase)

have been shown to be differentially expressed.

Key words
Cancer, chemoresistance, thermoresistance, proteomics, proteome analysis,

two-dimensional electrophoresis
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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Einfiihrung

Die Komplexitat von malignen Erkrankungen erfordert einen interdisziplinaren Ansatz bei
Diagnostik und Therapie. Unter Beteiligung multipler medizinischer Fachrichtungen hat
sich im Laufe der Jahre ein multimodales Behandlungskonzept etabliert, das neben den
klassischen Verfahren Chirurgie, Chemotherapie und Radiatio neuere konservative Me-
thoden wie Hyperthermie und Immuntherapie integriert. Eine Kombination verschiedener
Verfahren ermdglicht eine Steigerung der Effektivitat auch bei fortgeschrittenen Tumorsta-

dien.

1.2. Rolle der Chemotherapie in der modernen Onkologie

In der gangigen klinischen Praxis ist die zytostatische Chemotherapie unter drei verschie-
denen Gesichtspunkten indiziert: fur einige wenige maligne Erkrankungen unter kurativem
Aspekt, als Palliativtherapie bei fortgeschrittenen Krankheitsstadien verschiedenster Tu-
moren und als adjuvante bzw. neoadjuvante Behandlung vor, wahrend oder nach lokaler
chirurgischer Therapie und/oder Radiatio.

Grunde fur den Einsatz von zytostatisch und zytotoxisch wirksamen Chemotherapeutika
bei weit fortgeschrittenen Stadien maligner Erkrankungen oder primar generalisierten Ne-
oplasien ergeben sich allein aus der Tatsache heraus, dass multiple Metastasen oder
disseminierte maligne Neoplasien wie Leukamien durch Operation oder Bestrahlung nicht
bzw. schlecht erreichbar sind. Letztere kdnnen teilweise durch eine Polychemotherapie
dauerhaft geheilt werden, wie am Beispiel der akuten myeloischen Leukamie gezeigt wer-
den konnte; durch intensive Chemotherapie mit nachfolgender allogener
Knochenmarktransplantation kann bei 50% der Patienten in der 1.Remission eine dauer-
hafte Rezidivfreiheit erreicht werden (Appelbaum et al., 1988).

Unbefriedigend ist aber der Erfolg der zytostatischen Therapie bei soliden Tumoren. Zwar
sind einige Tumorentitaten wie Seminone, Osteosarkome und Neuroblastome potentiell
durch Chemotherapie heilbar, fortgeschrittene maligne Neoplasien des Gastrointesti-
naltraktes und der Nieren, maligne Melanome sowie Mammakarzinome lassen sich jedoch
hochstens temporar in ihrer Tumormasse reduzieren. Ein Grund, der die Wirksamkeit ei-
ner Chemotherapie limitiert, ist das Vorhandensein einer primaren intrinsischen oder das
Auftreten einer sekundaren erworbenen Chemoresistenz, die sich oftmals als simultane

Resistenz gegen unterschiedliche Wirkstoffgruppen aulRert. Dieses Phanomen der Zy-
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tostatikakreuzresistenz bzw. pleiotropen Chemoresistenz pragte den Begriff multidrug re-
sistance (MDR). Andere Faktoren, welche die Ansprechrate einer Chemotherapie
beeinflussen, sind das Proliferationsstadium der Zellen und Eigenschaften des den Tumor
umgebenden Milieus, wie limitierte Vaskularisation und Penetration der Zytostatika ins
Gewebe.

Die Selektion oder Induktion einer resistenten Subpopulation der Tumorzellen ist wahr-

scheinlich der hauptsachlich die Effektivitat einer Chemotherapie limitierende Faktor.

1.2.1. Mechanismen fiir Zytostatikaresistenz

Das Phanomen der Chemoresistenz kann sowohl primar ohne vorherigen Kontakt zu Zy-
tostatika auftreten, als auch sekundar im Laufe mehrer Therapiezyklen durch Selektion
von Zellen, in denen Resistenzfaktoren gesteigert exprimiert werden.

Eine betrachtliche Anzahl von metabolischen oder strukturellen Eigenschaften von Zellen
kann zu einer Zytostatikaresistenz fiihren. Als Ubersicht zusammengefasst sind folgende

Mechanismen daran beteiligt (modifiziert nach Tannock und Goldenberg, 1998):

» Geminderte/fehlende Substanzakkumulation des Zytostatikums, bedingt durch
verminderte Aufnahme bzw. gesteigerten Efflux

» Verminderte Aktivierung des Zytostatikums

» Steigerung oder Minderung des Levels an Zielenzymen oder Veranderungen an
Zielenzymen

» Detoxifikation durch Sulfhydryl-Verbindungen wie Glutathion uber Glutathion-S-
Transferasen

» Protektion durch Induktion von humanen Metallothioneinen, vermutlich durch Neut-
ralisation von externen apoptotischen Signalen

> Gesteigerte DNA-Reparatur Uber Poly(Adenosin diphosphate (ADP)-Ribose)-
Polymerase (PARP)-Aktivierung, Proteinkinase C (PKC)

» Multiple Veranderungen der Zellzyklus-Regulationsgene mit konsekutivem Apopto-
seausfall (z.B. uber p16, p53, Bcl-2, BAX)

> Weitere

1.2.2. Klassische und atypische multidrug resistance (MDR)

Verschiedene molekulare Ursachen und Mechanismen der multidrug resistance konnten in
den letzten Jahren identifiziert und genetisch, biochemisch und pathophysiologisch cha-

rakterisiert werden.
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Viele Zytostatika sind Substrate fir membranstandige Proteine, die als auswartsgerichtete
Pumpe das Medikament aus der Zelle transportieren. Davon am langsten bekannt und
am besten charakterisiert ist das durch das mdr1-Gen kodierte P-170-Glykoprotein, des-
sen Uberexpression bei chemoresistenten malignen Tumoren mittlerweile als klassische
MDR bezeichnet wird (Gottesman et al., 2002; Nooter und Stoter, 1996).

Klassische MDR:

Das 170 kDa grofde P-Glykoprotein (Pgp) gehort zu einer Familie von Molekulen, die als
ATP-binding cassette (ABC)-Transporter bezeichnet werden (Childs und Ling, 1994). Die-
ses Protein mit seiner exkretorischen Funktion ist eine Komponente des
Membrantransportsystems gesunder Zellen und findet sich physiologisch in Organen mit
Stoffwechselfunktionen wie Leber, Pankreas und Darmmukosa in hohen Expressionsni-
veaus (Fojo et al., 1987; Thiebaut et al., 1987) und ist in diesen Zellen an der Exkretion
von Xenobiotika beteiligt.

Die P-Glykoprotein-Produktion bei Uberexpression des mdr1-Gens, am haufigsten als
Folge einer Amplifikation oder einer gesteigerten Transkription, ist Ursache flr eine klassi-
sche Zytostatikaresistenz. Aus einer Erhdhung seiner Expression in neoplastisch
transformierten Zellen resultiert ein gesteigerter Zytostatikaefflux und damit eine Senkung
der intrazellularen Zytostatikakonzentration.

Eine Vielzahl von Stoffen sind bekannte Inhibitoren von P-Glykoprotein und konnen die
Sensitivitat von chemoresistenten Zellen steigern (Bradley et al., 1988; Shustik et al.,
1995); dazu gehdren z.B. Kalziumkanalblocker (Verapamil). Einige davon sind selbst Sub-
strate des Pgp und hemmen kompetitiv den Zytostatikaefflux, aber auch nicht kompetitive
Mechanismen sind an der Inhibition beteiligt. Leider zeigte der Einsatz derartiger Substan-
zZen zur Uberwindung von Chemoresistenz in klinischen Studien nicht den erhofften Erfolg,
teils wegen der Beteiligung von vielen anderen Mechanismen an der Resistenz, teils durch
inadaquate Konzentrationen der Hemmsubstanz im Gewebe bzw. einer verminderten Ak-
tivitat in der hohen Zellkonzentration solider Tumoren. Neuere Agenzien mit hdherer

Affinitat und groRerer Spezifitdt werden zurzeit klinisch erprobt.

Atypische MDR:

Alle Formen der MDR, die nicht mit der Uberexpression von P-Glykoprotein einhergehen,
werden unter dem Begriff atypische MDR zusammengefasst.

An diesen Formen mitbeteiligt sind andere Mitglieder der ABC-Transporter-Superfamilie,

zu denen das multidrug resistance protein (MRP) (Cole et al., 1992) und das breast cancer
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resistance protein (BCRP) (Doyle et al., 1998) gehoéren. Beide sind wie das P-Glykoprotein
bei Chemoresistenz gegen bestimmte Zytostatika Uberexprimiert. BCRP vermittelt apikal
gerichteten Substanztransport und scheint die Bioverfugbarkeit von Medikamenten zu
vermindern (Lage und Dietel, 2000), MRP fuhrt ebenfalls zu verminderter Substanzakku-
mulation und veranderter intrazellularer Lokalisation (Cole et al., 1992). MRP teilt nur 15%
Sequenzidentitat mit Pgp, und der Membrantransport von einigen Substraten ist gebunden
an die Anwesenheit von reduziertem Glutathion (Loe et al., 1996b; Zaman et al., 1995).
Ein weiteres Molekul, bekannt als lung-resistance protein (LRP), ist ebenfalls mit pleiotro-
per Zytostatikaresistenz assoziiert, wahrscheinlich tUber eine Sequestrierung der
Substanzen in intrazellularen Organellen und damit Gber Regulierung des nucleozy-

toplasmatischen Transports von Zytostatika (Izquierdo et al., 1996).

1.3. Rolle der Hyperthermie in der modernen Onkologie

Die klinische Applikation der Hyperthermie ist inzwischen in die multimodalen Anti-Tumor-
Strategien integriert worden (Falk und Issels, 2001). Denn die Hyperthermie ist durch ihre
breite Palette von lokalen und systemischen Auswirkungsmechanismen in der Tumorbe-
kampfung aulerst effektiv (Pontiggia et al., 1996). Durch Kombination von Chemotherapie
und/oder Radiatio mit Hyperthermie lassen sich bei verschiedenen soliden chemotherapie-
resistenten Tumoren deutlich bessere Behandlungsergebnisse erzielen als durch
klassische Methoden allein (Engin, 1994). Ebenso kdénnen als nicht mehr resektabel ein-
geschatzte Tumoren in ein operationsfahiges Stadium gelangen.

Ein weiterer nicht unbedeutender Punkt fur den klinischen Einsatz ergibt sich aus der Tat-
sache heraus, dass die Hyperthermie eine im Allgemeinen vertragliche Therapie darstellt,
von der keine schwerwiegenderen Nebenwirkungen bekannt sind.

Hyperthermie wird als Ganzkdrperhyperthermie oder lokal als regionale Hyperthermie an-
gewandt. Die klinische Applikation von Warme kann durch elektromagnetische Strahlen,
Ultraschall oder Perfusionsmethoden erfolgen. Letztere Form ist essentiell fur die Heran-
gehensweise der Ganzkorperhyperthermie unter Verwendung von extrakorporaler
Zirkulation, wahrend regionale Hyperthermie gewohnlich Uber extra- oder intrakorporale

Mikrowellenapplikatoren vor sich geht.

1.3.1. Biologische Grundlagen

Die Hyperthermie verfugt Gber eine breite Palette von tumordevitalisierenden Effekten.

Ergebnisse thermobiologischer Studien haben gezeigt, dass in Abhangigkeit von Tempe-
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ratur und Expositionszeit (°C x min.) eine Erhéhung der Temperatur von 37°C in den Be-
reich von 42,5 bis 45°C zytotoxische Effekte nach sich zieht (Westra und Dewey, 1971).
In der frihen Phase der Hyperthermie wird die Durchblutung im tumorésen Gewebe stimu-
liert und dadurch u.a. die Zytostatikazufuhr erleichtert. Bei extremer Hyperthermie tber
43°C kommt es zu ausgepragter Zellschadigung im Tumorparenchym mit Nekrose. Durch
Stérung von DNA- und RNA-Synthese sowie Steigerung der Plasma- und Lysosomen-
membranpermeabilitat konnen andererseits auch Apoptosemechanismen induziert
werden, wenn eine Reparatur hyperthermiegeschadigter Zellstrukturen nicht ausreichend
maglich ist (Bogovic et al., 1999).

Sekundare extreme Schaden der vaskularen Komponenten des Tumorstromas mit Blo-
ckierung der Mikrozirkulation lI6sen Hypoxie, Warmestau im Tumor, lactatbedingte pH-
Senkung und Schadigung von Membranstrukturen und Nucleinsauresynthese aus. Extre-
me Temperaturen verursachen Konformations-Deformation von Makromolekulen,
Denaturierung von Membranen und zytoplasmatischen Proteinen.

Zellen in einem so gearteten Mikromilieu sind hochst sensitiv gegenuber weiterer Hy-
perthermie und kdnnen durch eine Hitzebehandlung in ihrer Zahl reduziert werden
(Wilmanns et al., 1999), die keine signifikant negativen Auswirkungen auf normales Ge-
webe hat. Dies ist auf eine verminderte Thermoregulation in Tumorgeweben
zuriickzufihren. So kénnen normale Gewebe ihre Durchblutung bei Uberwarmung bis auf
das Zehnfache steigern, wahrend bei der Perfusion von Tumorgewebe maximal eine Ver-
dopplung maoglich ist (Hill, 1992), was eine verbesserte Warmeabgabe im Normalgewebe
nach sich zieht.

Daruber hinaus reduzieren diese die Ansprechrate von Hyperthermie erhohenden Umge-
bungsbedingungen die Erfolgsrate von Strahlentherapie, so dass der additive Effekt von

Hyperthermie fur diese Tumorareale genutzt werden kann.

1.3.2. Interaktion mit Chemotherapie

Hyperthermie kann auf unterschiedliche Weise die Erfolgsrate einer Chemotherapie erho-
hen. So wird, wie schon oben erwahnt, durch Steigerung der Perfusion in Tumorgeweben
die Zytostatikazufuhr erhéht. Desweiteren wird die Membranfluiditat und -permeabilitat
erhoht, was die Zytostatikapenetration in die Zelle verbessert.

Die Steigerung der Effektivitat einer Chemotherapie durch Kombination mit Hyperthermie
(Thermochemotherapie) hangt ab von dem verwendeten Zytostatikum (Hahn und Li,
1982). Sensibilisierende Effekte zeigen sich bei alkylierenden Substanzen, Nitrose-

harnstoffen, Cisplatin, Carboplatin, Anthrazyklinen, Bleomycin, ferner Interferon-gamma



Einleitung 6

und Tumornekrose Faktor. Insbesondere alkylierende Substanzen und Zytostatika, die
direkt mit der DNA der Tumorzelle reagieren (z.B. Cisplatin, Carboplatin etc.) erweisen
sich als geeignet.

Tabelle 1.1. zeigt die Interaktion von Hyperthermie mit verschiedenen Zytostatika

(modifiziert nach Issels, 1999)

Keine oder geringe Additive Exponentielle
Wirkungssteigerung | Wirkungssteigerung | Wirkungssteigerung
Vincaalkaloide Doxorubicin Cisplatin
Methotrexat Mitoxantron Carboplatin
5-Fluorouracil Cyclophosphamid Mitomycin C
Taxane Mephalan Bleomycin
Cytarabin Ifosfamid
Daunorubicin
Actinomycin D

Tabelle 1.1.:  Effekte von Temperaturerhdhung auf die Wirkungsweise von speziellen
Zytostatika (modifiziert nach Issels, 1999)

1.3.3. Thermotoleranz/Thermoresistenz

Zellkulturen, die Temperaturen ausgesetzt sind, welche Uber normalen Wachstumsbedin-
gungen liegen, reagieren mit reproduktivem Zelltod. Dieser Prozess lasst sich in
Uberlebenskurven quantifizieren, in denen die Fraktion der liberlebenden Zellen semiloga-
rithmisch gegen die gesamte Expositionszeit bei einer bestimmten Temperatur graphisch
aufgetragen wird. Die Zahl der Uberlebenden Zellen hangt von beiden Parametern, der
Temperatur sowie der Expositionsdauer, ab. Die so erhaltenen Kurven weisen eine initiale
Schulter auf mit anschlieiendem exponentiellen Abfall, ahnlich den Kurven, die sich nach
Exposition gegenlber ionisierender Strahlung darstellen (Laszlo und Venetianer, 1998).
Mitte der 70 Jahre entdeckten zwei unabhangige Forschungsgruppen, dass Zellkulturen,
die in gesplitteten Dosen Hyperthermie ausgesetzt wurden, eine gréRere Uberlebensfrak-
tion aufwiesen als solche, die einer Einzeldosis von aquivalenter Dauer ausgesetzt waren
(Gerner und Schneider, 1975; Henle und Leeper, 1976). Infolgedessen fluhrte kurzzeitige
Exposition von erhohten Temperaturen mit 20-50% Zellreduktion gefolgt von einer mehr-
stundigen Erholungsphase bei 37°C zur Entwicklung einer Fahigkeit der Zellen, einen
weiteren akuten und sonst lethalen Hitzeschock zu Uberleben. Diese transiente Resistenz
mit definierten Kinetiken von Entwicklung und Rickgang nannte man Thermotoleranz.
Dagegen ist Thermoresistenz eine permanente Eigenschaft, die z.B. durch erhéhte Ex-
pression eines Heat Shock Proteins (HSPs), z.B. HSP70 (Laszlo und Venetianer, 1998)

oder durch Gentransfer erworben wird.
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Bei der Untersuchung von mdglichen Mechanismen flr Resistenz gegen erhéhte Tempe-
raturen postulierten drei verschiedene Forschungsteams die Beteiligung der Heat Shock
Proteine (Landry et al., 1982; Li und Werb, 1982; Subjeck et al., 1982). Ein wesentlicher
Bestandteil zur Starkung dieser Hypothese war die Demonstration, dass mehrere Rea-
genzien (z.B. Natriumarsenit), die die Synthese der HSPs steigern, ebenso
Thermotoleranz induzieren konnen. Andererseits konnte gezeigt werden, dass Thermoto-
leranz unter Bedingungen, die die Synthese von HSPs inhibieren, induziert werden kann.
Folglich muss es mindestens zwei Zustande von Thermotoleranz geben, namlich einen
proteinsyntheseabhangigen und einen proteinsyntheseunabhangigen. Letzterer zeigte sich
nach Hitzeexposition, nicht aber nach Behandlung mit Natriumarsenit. Interessanterweise
fanden sich aber Anhaltspunkte, dass HSPs, die zum Zeitpunkt der Hitzeexposition bereits
in der Zelle vorhanden sind, wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der proteinsyntheseu-
nabhangigen Form der Thermotoleranz spielen.

Laszlo und Li wiesen nach, dass Aminosaureanaloga die Entwicklung von Thermotoleranz
bei HA1-Fibroblasten des chinesischen Hamsters inhibieren, wahrend bereits thermotole-
rante Zellen keinen thermosensitivierenden Effekt durch Aminosaureanaloga zeigen
(Laszlo und Li, 1993). Diese Daten unterstitzen die Theorie, dass HSPs eine wichtige Rol-
le bei dem Phanomen Thermotoleranz spielen.

Die genauen Mechanismen des hitzeinduzierten Zelltods bzw. der Physiologie von Ther-
motoleranz bedurfen weiterhin der Klarung. Man postulierte als Hauptziel des Zelltods
unter hyperthermen Bedingungen sowohl Plasmamembran als auch Nucleus. Da Zelltod
definitionsgemal den Verlust reproduktiver Integritat des Nucleus involviert, muss dieser
in jedem Fall ultimativ mitbeteiligt sein, auch wenn das Hauptziel woanders liegt. Hy-
perthermie scheint bei epithelialen und mesenchymalen Zellen eine Art Interphase-Zelltod
herbeizufuhren, wahrend in Zellen der hamatopoietischen Reihe Apoptose induziert wird.
Die Mechanismen der Physiologie von Thermotoleranz basieren auf zwei Grundkonzep-
ten: erstens verbesserte Schutzmdglichkeiten der Zelle vor thermoinduzierter Schadigung

und zweitens effizientere Reparaturfahigkeit in diesen Zellen.

1.4. Humane Karzinomzellinien EPG85-257 (Magen-CA) und EPP85-181

(Pankreas-CA) und ihre resistenten Varianten

Gastrointestinale Karzinome, einschlieRlich Magen- und Pankreaskarzinom, weisen eine
naturliche Resistenz gegenuber vielen zytostatischen Substanzen auf (Dietel, 1996). Zu-

satzlich kénnen sie eine sekundare Resistenz entwickeln, welche das klassische multidrug
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resistance (MDR) Phanomen, das durch Synthese von P-170-Glykoprotein charakterisiert
ist, einschlief3t. Dartiber hinaus kann man atypische MDR-Phanomene beobachten, die
Uber verschiedene, z.T. noch nicht geklarte Mechanismen Chemoresistenz vermitteln.

In vitro Modellsysteme von Tumorzellinien eignen sich als Untersuchungsmittel von che-
moresistentem Verhalten. Uber den Einsatz zweier zytostatisch wirksamer Substanzen
Daunorubicin und Mitoxantron, denen divergente Resistenzmechanismen zugeschrieben
werden, sind aus den parentalen Zellinien EPG85-257 und EPP85-181 resistente Varian-
ten selektioniert worden. Durch Exposition der Zellen gegenuber Daunorubicin wird ein
klassischer, also P-Glykoprotein-positiver MDR-Phanotyp induziert, wahrend Mitoxantron
eine atypische multidrug-Resistenz vermittelt onne Uberexpression von P-Glykoprotein
(Kellner et al., 1997).

Um die Empfanglichkeit von Tumorzellen mit verschiedenen MDR-Phanotypen gegenuber
einer Hitzebehandlung zu untersuchen, wurden analog der Etablierung von chemoresis-
tenten Zellen thermoresistente Varianten generiert. Dazu wurden die sensible und die
chemoresistenten Linien jedes Karzinomtyps einer gleichformigen, sich schrittweise erho-
henden Temperatursteigerung ausgesetzt. Mittels dieser Vorgehensweise ist es gelungen,
aus allen Ausgangslinien thermoresistente Varianten zu etablieren, die stabil bei einer um
2,4°C erhohten Umgebungstemperatur bei gleicher Teilungsaktivitat im Vergleich zur Re-
ferenztemperatur von 37°C kultiviert werden kdnnen. Im Klonogenitatsassay zeigten diese
Zellen eine um 1-2 Dekaden (bei 45°C) erhdhte Uberlebensrate im Vergleich zu den ther-
mosensiblen Ausgangszellen (Lage, personliche Mitteilung).

Die humane Magenkarzinomlinie EPG85-257 und ihre klassisch und atypisch chemoresis-
tenten Varianten EPG85-257-RDB bzw. EPG85-257-RNOV wurden von Lage et al.
hinsichtlich ihrer durch chronische Thermoexposition induzierten Eigenschaften charakte-
risiert. Verschiedene Schlussfolgerungen konnten aus den Untersuchungen gezogen

werden (Lage, personliche Mitteilung):

» Unter erhdhten Temperaturen kultivierte Zellen zeigten Nekrose

» Die Populationsverdopplungszeit der chemoresistenten Linien wurde fur die mito-
xantronresistente Variante 2-fach, fur die daunorubicinresistente 1.4-fach gesteigert

» Alle drei Zellinien erreichten chronisch induzierte stabile Thermoresistenz

» Resistenz gegenlber akuter Hyperthermie fand sich in der chemosensitiven
Parentallinie und der mitoxantronresistenten Sublinie, nicht jedoch in der
daunorubicinresistenten Linie

> Die erzielte Thermoresistenz war stabil auch nach Gefrieren und Wiederauftauen
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Insgesamt standen fur die Analyse von Chemo- und Thermoresistenzmechanismen zwolf
Zellinien zur Verfigung. Bei der Magenkarzinomlinie EPG85-257 waren dies die Parental-
linie EPG85-257-P, deren gegen Daunorubicin und Mitoxantron resistente Varianten
EPG85-257-RDB und EPG85-257-RNOV, und thermoresistente Varianten von allen drei
Linien, EPG85-257-P-TR, EPG85-257-RDB-TR und EPG85-257-RNOV-TR. Die aquiva-
lenten Zellreihen der Pankreaskarzinomlinie waren die von der Parentallinie EPP85-181-P
abgeleiteten chemoresistenten Sublinien EPP85-181-RDB und EPP85-181-RNOV und die
drei thermoresistenten Varianten EPP85-181-P-TR, EPP85-181-RDB-TR und EPP85-181-
RNOV-TR.

1.5. Eigenschaften der verwendeten Zytostatika

1.5.1. Daunorubicin

Daunorubicin ist ein Anthracyclin-Glycosid-Antibiotikum mit der Summenformel
C27H29NO 1o - HCI, und folgender Strukturformel:

Es wird hauptsachlich in Kombinations-Therapieschemata zur Behandlung von akuter my-
eloischer Leukamie verwendet. In modernen Therapieregimes zur Behandlung von
Magen- und Pankreaskarzinom wird Daunorubicin nicht verwendet, aber es eignet sich fur
Modellsysteme von gastrointestinalen Tumoren, da es eine klassische MDR (s.o.) hervor-
ruft.

1.5.2. Mitoxantron

Mitoxantron ist ein synthetisches Antracendion aus der Gruppe der Anthracyclin-

Antibiotika mit der Summenformel C2H2sN4Og - 2HCI und folgender Strukturformel:
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Mitoxantron wird aufgrund seiner antineoplastischen Eigenschaften bei Mammakarzinom
(auch fortgeschrittene Stadien), Ovarialkarzinom, hepatozellularem Karzinom, Non-
Hodgkin-Lymphom und akuten Leukamien als Zytostatikum eingesetzt. In Kombination mit
Cytosin-Arabinosid wirkt es remissionsauslosend bei akuter non-lymphoblastischer Leu-
kamie. Mitoxantron, das eine atypische MDR (s.0.) hervorruft, kann fur Modellsysteme
genutzt werden, wird jedoch fir die Behandlung von Magen- und Pankreaskarzinom nicht

eingesetzt.

1.5.3. Wirkungsweise von Anthracyclinen

Fur Anthracycline sind eine Vielzahl von wichtigen biochemischen Effekten beschrieben
worden, die an den therapeutischen und toxischen Wirkungen dieser Medikamente einzeln
oder additiv beteiligt sein kdnnen. Indem Daunorubicin in die Basenpaare der DNA-Helix
interkaliert und dadurch deren Entwindung induziert, beeintrachtigt es viele Funktionen der
DNA, einschlieRlich DNA- Synthese und DNA- abhangige RNA-Synthese (Aubel-Sadron
und Londos-Gagliardi, 1984). Es kommt zu Einzel- und Doppelstrangbrichen sowie zum
Austausch von Schwesterchromatiden. Desweiteren inhibiert Daunorubicin die Aktivitat
der Topoisomerase Il, was zu einer weiteren Induktion von DNA-Strangbrichen fihrt
(Zunino und Capranico, 1990).

Der genaue Wirkmechanismus von Mitoxantron ist noch nicht vollstandig geklart. Nach-
gewiesen ist eine Wirkung auf chromosomale Strukturen mit Schadigung der DNA sowie
Inhibition der DNA-Topoisomerase Il. Eine weitere Eigenschaft des Medikaments ist seine
Bindung an Cytokeratin 8, ein Protein des Zytoskeletts, das mdglicherweise in die Zelltei-
lung eingreift.

Aufgrund der geschilderten Eigenschaften besitzen Anthracyclin-Pharmaka mutagene und
karzinogene Eigenschaften. Wahrscheinlich steht die Spaltung von DNA in Verbindung mit
der Erzeugung von freien Radikalen. Die zellschadigende Wirkung kann durch Superoxid-
dismutase, Katalase und exogene Antioxidantien (z.B. Tocopherol) vermindert werden.
Ferner kdnnen Anthracycline mit Zellmembranen interagieren und deren Funktionen ver-
andern. So weisen insbesondere Doxorubicin und Daunorubicin eine spezielle Affinitat zu
Phospholipiden auf (Aubel-Sadron und Londos-Gagliardi, 1984). Es gibt Anhaltspunkte,
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dass diese Effekte eine entscheidende Rolle sowohl bei der Antitumoraktivitat und der
Entwicklung von Resistenzmechanismen als auch bei der Kardiotoxizitat spielen konnen
(Tritton et al., 1978).

1.6. Proteomics

1.6.1. Uberblick

.Proteomics” oder ,Proteom-Technologie® leiten sich ab von dem Wort Proteom, ein Beg-
riff, der 1995 gepragt wurde (Wasinger et al., 1995). Er bezeichnet die Gesamtheit aller zu
einem definierten Zeitpunkt in der Zelle vorhandenen Proteine.

Proteom-Forschung ist ein neueres Gebiet, das das weite Feld der Genomforschung kom-
plementiert. Um komplexe physiologische Vorgange im Organismus zu verstehen, reicht
es nicht aus, das Genom zu entschlusseln. Es ist notwendig, die Proteine in ihrer Gesamt-
heit zu erfassen.

Die Biosynthese von Proteinen ist gewebs - bzw. zellspezifisch. Nach der Translation kén-
nen die Proteine durch verschiedene posttranslationale Modifikationen wie z.B.
Phosphorylierung, Glykosylierung oder Acetylierung weiter verandert werden. Aus diesem
Grund ist die ein-Gen-ein-Protein-Hypothese nicht mehr haltbar. Das Proteom ist ein dy-
namisches, sich standig anderndes Gebilde. Zum einen ist die Proteinbiosynthese zell-
oder gewebsspezifisch, zum anderen sind aulRere Bedingungen (Temperatur, Stress, In-
teraktionen mit anderen Zellen, Medikamente) dafur ausschlaggebend, welche Proteine
und in welcher Menge diese synthetisiert werden.

Proteomics ist die Analyse der gesamten Proteinmenge, die von einem Genom unter be-
stimmten Bedingungen exprimiert wird. Es ist der direkte Weg, um Proteine in Zellen,
Geweben und Organismen zu identifizieren und quantifizieren bzw. um zu untersuchen,
welche posttranslationalen Modifikationen vorgenommen wurden.

Eine weit verbreitete Methode, die es ermdglicht, Proteine aus dem Proteom voneinander
zu trennen, ist die 2D-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D- PAGE). Sie ist geeignet, um
viele Tausend Proteinkomponenten in multiplen Proben voneinander zu trennen, darzu-
stellen und zu quantifizieren. Daher ist diese Herangehensweise gegenwartig ohne
Konkurrenz fur die Analyse und Darstellung von Proteinexpressionsprofilen, welchen eine
SchlUsselrolle im rapide expandierenden Gebiet von Proteomics zukommt.

Die einzelnen Schritte der Proteom-Analyse lassen sich folgendermalien zusammenfas-

sen (modifiziert nach Westermeier, 2000):
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» Probenvorbereitung unter Aufrechterhaltung der Proteinzusammensetzung bezo-
gen auf einen gegenwartigen Status der Zelle

Zweidimensionale Elektrophorese

Spot-Detektion

Bildanalyse mit Hilfe geeigneter Software

Exzision der veranderten Proteinspots

Enzymatischer Verdau der Proteine in den Gelstucken

Identifizierung und Charakterisierung der Proteine mittels Massenspektrometrie

YV V. V V V V V

Bioinformatik fur Proteinidentifizierung und Datenbanksuche

1.6.2. Zweidimensionale Elektrophorese

Die Separation von Proteinen in zwei Dimensionen ist Uber 40 Jahre alt. Smithies und
Poulik trennten 1956 als erste Serumproteine mit einer Kombination von Papier- und Star-
kegelelektrophorese. Innovationen bei den Elektrophoreseprozeduren und Entwicklung
von diskontinuierlichen Puffersystemen verbesserten die 2D-Formen rapide. Gradient-
Polyacrylamidgele verfeinerten die Scharfe der Proteinbanden (Margolis und Kenrick,
1967), was, eingesetzt in 2D-Separationen, den Weg ebnete fur die Integrierung von
isoelektrischen Fokussierungstechniken (IEF) in 2D-Prozeduren mit entweder einfachen
(Dale und Latner, 1969; Macko und Stegemann, 1969) oder Gradient- Polyacrylamidgelen
(Emes et al., 1975). Die eigentliche 2D-Revolution fand ihren Anfang 1975 mit der Verof-
fentlichung von drei Beschreibungen tuber 2D-PAGE unter denaturierender isoelektrischer
Fokussierung (Klose, 1975; O'Farrell, 1975; Scheele, 1975) in einer Form, die den meisten
heutigen Anwendern vertraut sein durfte.

Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist das Kernstuck der Proteom-
Technologie. Dabei handelt es sich um eine Kombination aus isoelektrischer Fokussierung
(1.Dimension) und SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (2.Dimension).

Beide Trennungsverfahren beruhen auf unterschiedlichen, voneinander unabhangigen
Eigenschaften von Proteinen, einem chemischen Parameter- isoelektrischer Punkt- in der
ersten Dimension und einem physikalischen Parameter- Molekulargewicht- in der zweiten.
Wahrend der isoelektrischen Fokussierung werden die Proteine in einem pH-Gradienten
separiert, bis sie eine stationare Position erreichen, wo ihre Nettoladung Null ist, also der
isoelektrische Punkt (pl) des jeweiligen Proteins erreicht ist.

In der zweiten Dimension erfolgt die Auftrennung orthogonal durch Elektrophorese in An-

wesenheit von Natriumdodecylsulfat (SDS). SDS ist ein Detergenz, das an Proteine bindet



Einleitung 13

und deren intrinsische Ladung unbeachtet Iasst, so dass alle dieselbe Ladungsdichte ha-
ben und demzufolge freie elektrophoretische Mobilitat garantiert wird.

Die erste Dimension brachte zu Beginn der 2D-Epoche einige Schwierigkeiten und Ruck-
schlage mit sich; die bei der traditionellen Methode verwendeten Carrier-Ampholyte, die
nach Anlegen der Spannung den pH-Gradienten generieren und aufrechterhalten, gefahr-
deten die Reproduzierbarkeit innerhalb eines Labors durch Unterschiede zwischen den
Chargen. AulRerdem war es bei dieser Methode nicht mdglich, die fur praparative Laufe
zur Proteinidentifizierung nétigen Probenmengen auf ein einzelnes IEF-Gel aufzutragen.
Diese Probleme wurden durch die Einfuhrung von immobilisierten pH-Gradienten geldst,
eine Methode, bei der die pH-Gradienten in der Gelmatrix in Form von Acrylamidoverbin-
dungen, den Immobilinen, kopolymerisiert werden (Bjellgvist et al., 1982; Gorg et al., 1988;
Righetti et al., 1990) Allerdings sind auch diese Verfahren nicht ohne Nachteile, so ist z.B.
die Reproduzierbarkeit der Spotpositionen in sehr basischen pH-Bereichen noch nicht
ausreichend gewabhrleistet, und die an sich hohe Beladungskapazitat der IPG-Gele durch
Proteinprazipitation an der Applikationsstelle limitiert (Lopez und Patton, 1997).

Parallel zu diesem grundsatzlich anderen Prinzip der isoelektrischen Fokussierung wurde
die klassische Methode mit Tragerampholyten weiterentwickelt und der Routine-Analytik
zugeflhrt. Einen wesentlichen Beitrag lieferte Anderson mit der Entwicklung des ISO-
DALT-Systems (Anderson und Anderson, 1982). Diese Methode basiert auf dem von

O’ Farrell verdffentlichten Prinzip (O'Farrell, 1975), das als Auftragsseite fur die Proben die
kathodische Seite des Gels (CIF) vorsieht. Bei dem unabhangig davon zur gleichen Zeit
von Klose entwickelte System wird das Proteingemisch dagegen auf die anodische Seite
des IEF-Gels (AIF) aufgeladen und die Fokussierung gestoppt, bevor die basischen Prote-
ine das kathodische Ende des Gels erreichen (Klose, 1975). Eine revidierte Form seines
ursprunglichen Protokolls veréffentlichte Klose 1995 unter exakter Beschreibung des Ver-
fahrens mit Beweisen fur eine gute Reproduzierbarkeit und hochwertige Qualitat seiner
2D-Gele (Klose und Kobalz, 1995). Um das bei der AIF bestehende Problem der basi-
schen Proteine, die z.T. nicht in das Gel migrieren, zu l6sen, entwickelte O Farrell das
Prinzip der Nonequilibrium pH-Gradient-Elektrophorese. Dabei werden die Proteine wie
bei dem Klose-System auf das anodische Ende des Gels appliziert, dann allerdings in ei-
nem basischen pH-Gradienten separiert.

Viele Kontroversen haben sich im Laufe der Jahre mit den Vorteilen von IPG versus tradi-
tionelle IEF bzw. mit den Vor- und Nachteilen der klassischen IEF-Verfahren
untereinander befasst. Zusammenfassend kann man sagen, dass die Resultate bezlglich

Auflésung und Reproduzierbarkeit bei allen Methoden nicht signifikant differieren (Lopez
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und Patton, 1997). Auch bei Verwendung von unterschiedlichen Chargen von Carrier-
Ampholyten kann hohe Reproduzierbarkeit bei der klassischen IEF erreicht werden, wie
Lopez und Patton mit Hilfe statistischer Analysen in zwei verschiedenen Laboren testeten.
Auch der zweite grof3e Nachteil der klassischen Verfahren, die grole Proteinmenge fur
praparative Laufe, ist heute durch Weiterentwicklung der Identifizierungsmethoden tber-
wunden worden, da inzwischen auch Mengen von einigen hundert Mikrogramm zur
Spotidentifizierung ausreichen.

Durch diese rasante Entwicklung der hochaufldsenden 2D-Elektrophorese in den letzten
Jahren mit Erschaffung neuer Proteindatenbanken und Erweiterung schon bestehender ist
der Meilenstein fir die breite Nutzung und Anwendung der Informationen gelegt. Als eine
der wichtigsten auf der Basis von IPG generierten Datenbanken im Internet ware die
SWISS-2DPAGE (Appel et al., 1996; Sanchez et al., 1995) zu nennen. Eine mit Hilfe von
traditioneller IEF in Kombination mit Autoradiographie erschaffene Datenbank mit Gber 800
Proteinspots kann unter der Internetadresse http://proteomics.cancer.dk eingesehen wer-

den.



Einleitung 15

1.7. Fragestellung

Der Erfolg einer kombinierten Tumortherapie unter Einbeziehung von Chemotherapie und
Hyperthermie wird durch Ausbildung von chemoresistenten und thermoresistenten Tumor-
zellen deutlich limitiert.

Ein natzliches Instrument zur Untersuchung von Resistenzphanomenen ist die Kultivierung
von Zellinien, wahrend klinische Studien an Patienten kaum realisierbar sind. Kombinatio-
nen von chemoresistenten mit thermoresistenten Eigenschaften bei humanen Tumorzellen
sind bisher in der Literatur nicht befriedigend beschrieben. Vor allem exakte molekulare
Mechanismen, die einer Thermoresistenz zugrunde liegen, insbesondere im Hinblick auf
eine Korrelation zu Chemoresistenzmechanismen, bleiben ein weitgehend unerforschtes
Feld.

Dieses Problem wurde als Ausgangspunkt fur diese Arbeit gewahlt. Daraus wurden fol-

gende Fragestellungen abgeleitet:

» Darstellung des Proteoms von sensiblen sowie chemo- und thermoresistenten Ma-
gen- und Pankreaskarzinomzellinien mit Hilfe von zweidimensionaler
Elektrophorese

» Computergestitzte Auswertung der Daten mit Vergleich des Proteinmusters der
verschiedenen Tumorzellinien

» Feststellung von Proteinen mit unterschiedlicher Expression in den resistenten Li-
nien im Vergleich zur Ausgangslinie und Identifizierung dieser mit Hilfe von
Massenspektrometrie und Vergleich mit 2D-Datenbanken

» Entwicklung einer mit der Massenspektrometrie kompatiblen Silberfarbung, um eine
reduzierte Probenmenge auswerten zu kdnnen, durch Wegfall der praparativen
Laufe die Prozedur zu verkirzen und Probleme zu umgehen, die sich durch ein va-
riierendes Spotmuster (Silberfarbung fur analytische Laufe/Coomassie-Farbung fur
praparative Laufe) ergeben kdnnen

» Diskussion einer moglichen Beteiligung der differentiell exprimierten Proteine an
Mechanismen, die den Resistenzphanomenen zugrunde liegen unter Zuhilfenahme

vorhandener Literatur
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Reagenzien

Produkt Bestellnr. | Firma

Acetonitril p.a. 1.00003 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Acrylamid 99,9% 161-0103 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Agarose L 17-0424-02 | Amersham Biosciences (Little Chalfont Buckingham-
shire, UK

Ammoniakldsung 25% p.a. 1.05432 Merck ()Darmstadt, Deutschland)

Ammoniumbicarbonat 150107 ICN Biomedicals GmbH (Eschwege, Deutschland)

Ampholine (pH 3,5-10) 80-1125-87 | Amersham Biosciences (Little Chalfont Buckingham-

(pH 4.0-6.5) 80-1127-17 | shire, UK)

APS (Ammoniumpersulfat) 161-0700 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Bis (n,n"-methylene-bis- 161-0201 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

acrylamide)

Bromphenol blau 18030 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsch-
land

1-Butanol p.a. 1.01990 Mer)ck (Darmstadt, Deutschland)

CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)- C-2023 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsch-

dimethyalmino] -propansulfate) land)

Citronensaure-monohydrat p.a. 1.00244 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Coomassie brillant blue R-250 161-0400 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

DTT (p.-Dithiothreitol) D-0632 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsch-
land

Essigsaure 100% p.a. 1.00063 Melzck (Darmstadt, Deutschland)

Ethanol denaturiert 200-578-5 Herbeta-Arzneimittel (Berlin, Deutschland)

Formaldehyd 37% p.a. 1.04002 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Glutardialdehyd p.a. Merck (Darmstadt, Deutschland)

Glycerin p.a. 1.04092 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Glycin p.a. 1.04201 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Harnstoff 51459 Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)

Kaliumacetat reinst 1.04821 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Kaliumcarbonat reinst 1.04924 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Kaliumferricyanid p.a. 13746-66-2 | Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsch-
land

Kaliumtetrathionat p.a. 60593 Flul)<a Chemie AG (Buchs, Schweiz)

Lyphochek assayed chemistry C-310-5 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

control level1

Lyphochek assayed chemistry C-315-5 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

control level2

Methanol p.a. 1.06009 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Naphthalin-1,5-disulfonsaure Tet- | 27-637-5 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsch-

rahydrat 97% land)

Natriumacetat wasserfrei 71180 Fluka Chemie AG (Buchs, Schweiz)

Natriumchlorid p.a. 1.06404 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumhydrogencarbonat p.a. 1.06329 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumhydroxid Platzchen p.a. 1.06495 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumthiosulfat-pentahydrat p.a. | 1.06516 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Pharmalyte (pH 2.5-5) 17-0451-01 | Amersham Biosciences (Little Chalfont Buckingham-

(pH 5-6) 17-0564-01 | shire, UK)

(pH 5-8) 17-0453-01

(pH 8-10.5) 17-0455-01
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Produkt Bestellnr. | Firma

ortho-Phosphorsaure 85% p.a. 1.00573 Merck (Darmstadt, Deutschland)

PDA (piperazine diacrylamide) 161-0202 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Salzsaure rauchend (37%) p.a. 1.13386 Merck (Darmstadt, Deutschland)

SDS (sodium dodecyl sulfate) 161-0301 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

Servalyt (ph 5-7) 42905 Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutsch-
land

Silbernitrat p.a. 1.01512 Mer)ck (Darmstadt, Deutschland)

Spermine (n,n"-bis[3-aminopropyl]- | S-3256 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutsch-

1,4-butanediamine) land)

Temed (n,n,n",n’-tetra-methyl- 161-0800 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)

ethylendiamine)

Thioharnstoff p.a. 1.07979 Merck (Darmstadt, Deutschland)

Tris (tris(hydroxymethyl)- 1.08382 Merck (Darmstadt, Deutschland)

aminomethan) p.a.

Triton X-100 807423 ICN Biomedicals GmbH (Eschwege, Deutschland)

Tabelle 2.1.: Reagenzienname, Hersteller und Bestellnummer der verwendeten Chemikalien

2.1.2. Gerate

Geratetyp Firma

Zentrifugenarbeiten Centrifuge 5402 Eppendorf (kéin, Deutschland)

Proteinkonzentrationsbestimmung | Tecan Spectra Reader classic | Tecan Deutschland GmbH
(Crailsheim, Deutschland)

Erhitzung von Lésungen Hi-Speed Cooker Brother International GmbH
(Bad Vilbel, Deutschland)
pH-Messung 763 Multi-Calimatic pH-Meter Knick Elektronische Meflige-
rate GmbH & Co. (Berlin,
Deutschland)
Mischung von Lésungen MS1 Minishaker IKA Labortechnik (Staufen,
Deutschland)
Entgasung Membran-Vakuumpumpe Vakuubrand GmbH
Weitere Demineralisierung von Millipore-Anlage Millipore GmbH (Eschborn,
Aqua dem. Deutschland)
Wagearbeiten Prazisionswaage Sartorius AG (Géttingen,
Deutschland)
Stromversorgungsgerate Hoefer EPS 2A200
Electrophoresis Power Supply
EPS 3500 XL
Isoelektrische Fokussierung Elektrophoresekammer Typ ID
(1.Dimension) 125 Tube Gel Unit
Gel-Tubes 28cm, 1,5mm ID A ham Biosci _
SDS-PAGE (2. Dimension) Hoefer DALT Multiple Gel mersham Blosclences (Litie

Chalfont Buckinghamshire, UK)
Caster

Electrophoresis System DALT
Multiple Slab Gel Unit

Hoefer DALT Gel Cassettes 20
x 25cm, 1,5mm Spacer
Separator Sheets

Filler Block Set

Farbung Laborshake Gerhardt (Bonn, Deutschland)
Spot-Detektion Densitometer GS 710 Bio-Rad Laboratories (Hercu-
Bildanalyse PDQuest-Software 6.1 les, USA)

Tabelle 2.2.: Verwendete Gerate
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2.1.3. Zellproben

Folgende Zellinien wurden als Ausgangsmaterial verwendet:

Ausgangstumor | Zellinie Chemo- Kultivierungs-
Selektion temperatur
Magenkarzinom EPG85-257-P - 37°C
EPG85-257-P-TR - 39,4°C
EPG85-257-RNOV Mitoxantron |37°C
EPG85-257-RNOV-TR | Mitoxantron |39,4°C

EPG85-257-RDB

Daunorubicin

37°C

Pankreaskarzinom

EPG85-257-RDB-TR Daunorubicin | 39,4°C
EPP85-181-P - 37°C
EPP85-181-P-TR - 39,4°C
EPP85-181-RNOV Mitoxantron |[37°C
EPP85-181-RNOV-TR | Mitoxantron |39,4°C

EPP85-181-RDB

Daunorubicin

37°C

EPP85-181-RDB-TR

Daunorubicin

39,4°C

Tabelle 2.3.: Bezeichnung und Charakteristika der in dieser Arbeit untersuchten Zellinien

2.1.3.1. Zellkultur und Zellernte

Die zwolf Zellinien wurden mir freundlicherweise vom Institut flr Pathologie der Charité

Berlin (Arbeitsgruppe PD Dr. Hermann Lage) in Form von Zellpellets zur Verfigung ge-

stellt. Fur jede Zellinie wurden drei Zellpellets aus jeweils unabhangigen, unter gleichen

Bedingungen gewachsenen Kulturen als Ausgangspunkt der Experimente genommen. Fur

Einzelheiten bezuglich Etablierung und Kultivierung der Ausgangslinien EPG85-257-P und

EPP85-181-P siehe (Dietel et al., 1990) bzw. (Lage und Dietel, 2002).

Die Selektionierung gegen die Zytostatika erfolgte schrittweise Uber max. 120 Tage, be-

ginnend mit 0,001 pg/ml mit Daunorubicin bis 2,4 ug/ml und flr Mitoxantron bis 0,2 ug/ml,
ausgenommen flr EPP85-181RNOV bis 0,02 ug/ml.

Die Thermoselektionierung vollzog sich unter kontinuierlicher Temperaturerh6hung von

37°C angefangen uber 37,8°C und 38,4°C bis 39,4°C (Lage et al., 2000; Stein et al.,

2002).
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2.2. Methodik

2.2.1. 2D-Elektrophorese mit Carrier-Ampholyten in der 1. Dimension

2.2.1.1. Proteinisolierung

Zur Aufspaltung der Zellen wird ein Lysepuffer nach Rabilloud (Rabilloud, 1998) verwen-
det, der aus 7M Harnstoff, 2M Thioharnstoff, 4% CHAPS, 20mM Spermin und 40mM DTT
besteht. Davon werden je nach Zellquantitat auf das entsprechende Zellpellet zwischen 80
und 300l pipettiert. Nach 60 Minuten Aquilibrierung bei Raumtemperatur mit zwischen-
zeitlichem Vortexen wird die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt.
Anschliel3end wird die Losung bei 14000 rpm und 4°C eine Stunde lang zentrifugiert, da-
nach der Uberstand ohne die ausgeféllte DNA in ein neues Eppendorf-Hiitchen

abpipettiert.

2.2.1.2. Proteinkonzentrationsbestimmung

Es folgt eine photometrische TCA-Proteinkonzentrationsbestimmung (Cheung et al., 1987)
mit 1:5 und 1:10 verdlnnten Aliquots der Probe. Als Proteinstandards werden Lyphochek |
(Gesamtproteinkonzentration 67,0 mg/ml (chargenabhangig)) und Lyphochek Il (Konzent-
ration 45,0 mg/ml) verwendet. Fur die Eichkurve wird eine Standardreihe mit folgenden

Konzentrationen hergestellt:

a.) 5mg/mil: 100u! Lyphochek | + 1240ul Lysepuffer
b.) 2mg/ml: 200ul aus 5mg/ml + 300yl Lysepuffer
c.) Tmg/mil: 100ul aus 5mg/ml + 400ul Lysepuffer
d.) 0,2mg/mil: 20ul aus 5Smg/ml + 480yl Lysepuffer

Die Kontrollreihe sieht folgendermalien aus:

e.) 4,5mg/mi: 20ul Lyphochek Il + 180ul Lysepuffer
f.) 3,5mg/mi: 20pl Lyphochek Il + 238ul Lysepuffer
g.) 2,5mg/ml: 20pl Lyphochek Il + 340ul Lysepuffer
h.) 1,5mg/ml: 20ul Lyphochek Il + 580ul Lysepuffer

Es werden nacheinander je zweimal 35pl Standard, Kontrolle und Probe auf eine Rundbo-
den-Mikrotiterplatte aufgetragen (Doppelbestimmung), anschlie®Rend wird mit je 100ul 0,1N
HCL, dann mit 25ul 20% TCA Uberschichtet. Dann werden die Konzentrationen am Tecan

Spectra Reader bestimmt.
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Aliquots der Proteinldsungen der Zellinien, die miteinander verglichen werden sollen, wer-
den durch Verdinnung mit Lysepuffer auf einheitliche Konzentrationen (im Bereich 1-

4mg/ml) gebracht und ebenso wie die restlichen Proben bei -80°C eingefroren.

2.2.1.3. GieRen der Gele fiir die 1. Dimension

Fur die isoelektrische Fokussierung (IEF) in der 1. Dimension wird das von Anderson ent-
wickelte ISO-DALT System (Modell ID 125) verwendet (Anderson und Anderson, 1982).
Zum Gielden der Gele und flr die eigentliche Fokussierung dient ein und dasselbe Sys-
tem, bestehend aus einer gro3en unteren Pufferkammer und einer darin einzuhangenden
oberen, in der die 20 Glasréhrchen (28cm bzw. 16cm Lange, 1,5mm ID) befestigt werden.
Fur den GielRvorgang wird an deren unterem Ende ein Reservoir fur die Gelldsung mon-
tiert; es werden 20 Gele simultan gegossen.

Fur die Durchfuhrung der ersten Dimension wurden zwei verschiedene, in Bezug auf die
Lange der Gele, ihre Zusammensetzung und einige weitere Details variierende Konzepte
angewandst; erstens ein 28cm-Gelsystem nach den Empfehlungen des ISO-DALT-
Herstellers zur Darstellung der grotmoglichen Anzahl von Proteinspots (Konzept A) und

zweitens ein nach J.E. Celis modifiziertes 16cm-Gelsystem (http://proteomics.cancer.dk)

mit deutlich verbessert aufgeléstem sauren Bereich und Mdglichkeit der Identifizierung von
Proteinen durch mit Hilfe dieses Systems generierten 2D-Gel-Datenbanken (Konzept B).
Der bei beiden Methoden erreichte pH-Gradient liegt im mittleren Bereich etwa zwischen 4
und 8.

Konzept A: Die Herstellung der 23cm langen vertikalen Rundgele erfolgt auf der Basis der
konventionellen Gellosung von O Farrell (O'Farrell, 1975) nach einem vom Hersteller emp-
fohlenen Rezept (Zusammensetzung des selbst hergestellten Carrier-Ampholyt-
Gemisches, aufbewahrt in 0.8ml-Aliquots: 20% pH 2.5-5.0, 30% pH 4.0-6.5, 10% pH 5.0-
6.0, 20% pH 5.0-8.0, 20% pH 8.0-10.5):

Reagenz Masse (g) | Volumen (ml)
Harnstoff 8,74

30% Acrylamid mit 1,8% Bis 2

Aqua dem. 517
Carrier-Ampholyt-Gemisch 0,8
Triton X 100 (20%) 1,62
nach Entgasen (ca. 5 min.):

10% Ammoniumpersulfat 100ul
10% TEMED 100yl

Tabelle 2.4.: Protokoll fiir die Gelldsung der 1. Dimension (23cm-Gele)
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Das Endvolumen der Losung betragt 16ml und wird nach vorsichtigem Entgasen mit Hilfe
einer Vakuumpumpe mit nacheinander je 100ul 10% TEMED und 10% APS zur Beschleu-
nigung der Polymerisation versetzt. AnschlieRend wird die Losung in das vorgesehene
Reservoir eingefullt und der gesamte Einsatz in die bis zur ,Cast Fill*-Markierung mit Was-
ser geflllte untere Pufferkammer langsam eingehangt, wobei die Gellésung durch den
hydrostatischen Druck des Wassers in die Rohrchen gedrangt wird. Durch zugiges Nach-
gielRen von Wasser wird die gewunschte Gellange von 23cm erreicht.

Die Gele werden fur mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur auspolymerisiert.

Konzept B: Hierbei werden 12,5cm lange Gele in 16cm-Glasréhrchen nach dem unten-
stehenden Protokoll (Celis et al., 1994) gegossen, wobei der Hauptunterschied zu Konzept

A in der Carrier-Ampholyt-Zusammensetzung besteht.

Reagenz Masse (g) | Volumen (ml)
Harnstoff 8,24

28,38% Acrylamid mit 1,92% Bis 1,95
Aqua dem. 3
Carrier-Ampholyte 5-7 0,6
Carrier-Ampholyte 3,5-10 0,2
Triton X 100 (10%) 3

nach Entgasen (ca. 5 min.):

TEMED 0,02
10% Ammoniumpersulfat 0,03

Tabelle 2.5.: Protokoll fiir die Gelldsung der 1. Dimension (12.5cm-Gele)

Der GielRvorgang erfolgt analog zur obenstehenden Beschreibung, nur dass die Gellange

hier 12,5cm erreicht.

2.2.1.4. Vorbereitung fiir die isoelektrische Fokussierung der 1. Dimension
Uberschiissiges Acrylamid am unteren Ende der Gele wird mittels Skalpell entfernt und
die untere Pufferkammer mit 3,26 Liter Wasser und 3,26ml 85% ortho-Phosphorsaure als
Anoden-Puffer gefillt. Als Kathoden-Puffer dient eine entgaste Losung aus 300ul 10N
NaOH ad 150ml Wasser.

Vor dem Prafokussierungs-Schritt, der dazu dient, dass sich aus dem einheitlichen Durch-
schnitts-pH-Wert des Gels ein linearer, monoton steigender pH-Gradient formiert, indem
durch Anlegen eines elektrischen Feldes die mobilen Carrier-Ampholyte je nach Ladung in
Richtung Kathode oder Anode wandern, tragt man zum Schutz der Geloberflache 10ul

einer Overlay-Losung pro Gel auf, die aus 20% Glycerol und 2% Carrierampholyten be-
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steht. Uberschiissige Luft wird mit Hilfe einer 25ul-Hamilton-Spritze aus den Réhrchen
entfernt, so dass die Geloberseite durch Overlay und obere Pufferldésung mit der Kathode,
die Gelunterseite durch die untere Pufferlosung mit der Anode leitend verbunden ist.
Dann wird bei Konzept A 60 min. lang bei 200V prafokussiert; bei Konzept B erfolgt die
Prafokussierung nach einem Programm mit fortschreitender Erhéhung der Voltzahl: 15
min. bei 200V, 30 min. bei 300V, 60 min. bei 400V.

2.2.1.5. Starten der 1. Dimension

Nachdem in jedes Rdhrchen Uber die Geloberflache 30ug (Konzept A) Proteinldsung ap-
pliziert worden ist, erfolgt die isoelektrische Fokussierung bei 1500V (Stromstarke und
Leistung bei 1mA bzw. 1W eingestellt) Uber Nacht fur 20 Stunden. Fur Konzept B werden
10ug Protein appliziert und fur 19 Stunden bei 400V fokussiert.

Alternativ wird fur die praparativen Laufe bis 1mg (Coomassie-Gele) bzw. 100-200ug

(Spezial-Silberfarbung) Gesamtprotein aufgetragen.

2.2.1.6. Erstellen der Gele fur die SDS-PAGE der 2. Dimension
FUr den GielRvorgang der linearen 15% Polyacrylamidgele mit 0,5% Vernetzungsgrad
kommt eine bis zu 20 Gelcassetten fassende ISO-DALT Giel3kammer zur Anwendung.

Die Gellésung (modifiziert nach Celis et al., 1994) wird aus verschiedenen Lésungen zu-

sammengesetzt:
Lésung A (T30 C0,15)
Reagenz |Konzentration [Masse (g) |Volumen (ml)
Acrylamid 30% 300
PDA 0,15% 1,5
Aqua dem. ad 1000
Losung B (Puffer D)
Reagenz Konzentration | Masse (g) | Volumen (ml)
Tris 1,5M 181,66
HCI (37%) Zum Titrieren
auf pH 8,8
Aqua dem. ad 1000

Tabellen 2.6. und 2.7.: Protokolle fiir Teilldsungen der GieBlésung flr
die 2. Dimension
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Arbeitsprotokoll fir zwanzig 20cm x 25cm-Gele (2000 ml Gesamtlésung):

Reagenz Masse (g) Volumen (ml)
Lésung A 1000
Losung B 500
Natriumthiosulfat 0,86

Aqua dem. 470
nach Entgasen

(30min.):

SDS (10%) 20
TEMED 0,4
APS (10%) 10

Tabellen 2.8.: Protokoll fir die fertige GieRlésung der 2. Dimension

FUr den GieRvorgang werden auRerdem ca. 250ml 50% Glycerol, um die Gele auf die ge-
wiinschte Héhe zu bringen, und wassergeséttigtes Butanol zum Uberschichten benétigt.
Danach schliel3t sich die Polymerisationsphase fur mindestens 60 min. bei Raumtempera-

tur an.

2.2.1.7. Starten der SDS-Polyacrylamid-Elektophorese der 2. Dimension

Die Rundgele der 1. Dimension werden direkt nach Beendigung der IEF auf die Flachgele
der 2. Dimension ubertragen. Dazu werden sie unter Verwendung einer 1ml-Spritze mit
Hilfe von Wasserdruck aus den Glasrohrchen entladen und unter Vermeidung von Deh-
nung und Luftblasen nahtlos an die Flachgele angelegt. Zur Fixierung dient eine erhitzte
Versiegelungsldosung, bestehend aus 0,5% Agarose, 0,1% SDS, 0,29% Tris und 1,5%
Glycin. Um die Proteinlauffront wahrend der Elektrophorese verfolgen zu kénnen, wird der
Versiegelungslosung als Marker etwas Bromphenol blau zugesetzt.

Nach Verfestigung der Losung werden je 10 Gele in einen ISO-DALT Tank eingesetzt, der
mit 20L Lammli-Puffer (siehe Tabelle) gefillt ist.

Reagenz Masse (g) | Volumen (ml)
Tris 58

Glycin 299

SDS (20%) 100
Aqua dem. ad 20000

Tabellen 2.9.: Protokoll fir den Laufpuffer der
2. Dimension (nach Lammli)
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Die Elektrophorese wird bei 4° C beginnend mit 100 mA pro Kammer gestartet, nach 2 h
auf 250 mA hochgestellt und bis zum Erreichen der Proteinfront am gegenuberliegenden

Gelende bei konstanter Stromstarke weitergefuhrt.

2.2.1.8. Fixierung und Farbung
FUr die analytische Auswertung der Gele wird eine alkalische Silberfarbung nach

Hochstrasser et al. durchgeflhrt (http://www.expasy.ch/ch2d/protocols/protocols.fm4.html).

Die Impragnierung erfolgt dabei mit einem Silbernitrat-Diamin-Komplex in einem stark al-
kalischen Milieu (Ammoniak und NaOH).

Fur 10 Gele werden 2 Liter der jeweiligen Losung bzw. Wasser verwendet, mit Ausnahme
der Silberlésung (2250 ml).

Die einzelnen Schritte der Fixierung und Farbung nach Herausnehmen der Gele aus den

Gelcassetten:

1.) 5 min. waschen in Aqua dem.

2.) 2 x 60 min. Fixierung in 40% Ethanol / 10% Essigsaure

3.) 2 h bis uber Nacht Fixierung in 5% Ethanol / 5% Essigsaure

1.) 5 min. waschen in Aqua dem.

2.) 30 min. Sensibilisierung in 1% Glutardialdhyd und 0,5 M Natriumacetat

3.) 3 x 10 min. waschen in Aqua dem.

4.) 2 x 30 min. Sensibilisierung in 0,05% Naphthalin-1,5-disulfonsaure

5.) 4 x 15 min. waschen in Aqua dem.

6.) 30 min. Impragnierung in einer frischen Lésung aus 0,8% Silbernitrat / 1,34%
Ammoniak / 0,2% 10N NaOH

7.) 4 x 4 min. waschen in Aqua dem.

8.) 2-5 min. Entwicklung in 0,06% Zitronensaure / 0,268% Formaldehyd

9.) 30 min. Stoppen der Reaktion in 5% Tris / 2% Essigsaure

Das Resultat dieser Farbeprozedur kann anschlieRend der rechnergestutzten Auswertung

mit Hilfe des PDQuest Systems von BioRad zugefluhrt werden.

Fur praparative Zwecke wurden zwei verschiedene Farbeprozeduren verwendet: die
Coomassie-Farbung nach Neuhoff (Neuhoff et al., 1988) als Routinemethode (gut kompa-
tibel mit der Massenspektrometrie) und eine speziell fir Maldi-TOF (matrix-assisted laser

desorption/ionization-time of flight) Massenspektrometrie von unserer Arbeitsgruppe ent-
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wickelte Oberflachen-Silberfarbung (Sinha et al., 2001b). Hierbei dient eine schwach acide

Lésung von Silbernitrat in Wasser als Impragnierlésung. Die Silberfarbung wird in einem
speziell dafur konstruierten Apparat durchgefuhrt, der den Kontakt mit den Gelen auf ein
Minimum reduziert. FUr Einzelheiten zum Aufbau dieser Farbekammer siehe Abschnitt 3.1.

mit entsprechenden Abbildungen.

Protokoll fur die Coomassie-Farbung nach Neuhoff (Neuhoff et al., 1988):

1.) Fixierung uber Nacht in 50% Ethanol / 10% Essigsaure

2.) Farbung Uber Nacht (mindestens 5 h) in 50% Methanol / 10% Essigsaure / 0,5 g/l
Coomassie brillant blue R-250

3.) Entfarbung fur mindestens 4 h in 5% Methanol / 12,5% Essigsaure (Losung mehr-
mals wechseln)

4.) Aufbewahrung in 7% Essigsaure

Protokoll fur die Oberflachen-Silberfarbung (Sinha et al., 2001b):

1.) 60 min. + Uber Nacht oder 4 x 30 min. Fixierung in 30% Ethanol / 10% Essigsaure
2.) 45 min. Sensibilisierung in 0,3% Kaliumtetrathionat / 0,5 M Kaliumacetat / 30% E-
thanol

6 x 10 min. waschen in Aqua dem.

60 min. Impragnierung in 0,2% Silbernitrat

5-15 sec. waschen in Aqua dem.

3.
4.
5.
6.) 30 min. Entwicklung in 3% Kaliumcarbonat / 0,03% Formaldehyd / 0,00125% Natri-

)
)
)
)

umthiosulfat-Pentahydrat

7.) 30 min. Stoppen der Reaktion in 4% Tris / 2% Essigsaure

8.) waschen in Aqua dem.

Nach Ausschneiden von silbergefarbten Spots sollten diese vor der Massenspektrometrie
wieder entfarbt werden, da Silberionen einen Storfaktor darstellen. Dazu werden 2 Stamm-
I6sungen mit 30 mM Kaliumferricyanid und 100 mM Natriumthiosulfat vorbereitet, von
denen eine Arbeitsldsung in 1:1 ratio hergestellt wird. Diese ist instabil und sollte daher
frisch sein. Jeder Spot wird mit 30-50ul bedeckt und gelegentlich vorgetextet. Nach Ver-
schwinden der braunlichen Farbe wird einige Male in Wasser gewaschen, um die Reaktion
zu stoppen, anschlieftend werden 30-50ul 200 mM Ammoniumbicarbonat flir 20 min. hin-

zugeflgt. Nach dessen Entfernung und Waschen der Gelstlickchen in Wasser werden
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diese in mehrfach gewechselter Acetonitril-Losung dehydriert (alle Arbeitsschritte nach
Gharahdaghi et al., 1999).

.2.2. Auswertung der Gele mit PDQuest

In Anschluss an die Silberfarbung werden die zweidimensionalen Gele der rechnergestitz-
ten Auswertung zugefiuhrt. Dazu werden die Gele mit dem Densitometer GS 710
eingescannt und mit Hilfe der PDQuest-Software von Bio-Rad analysiert. Als Arbeitsplatt-
form dient ein PC (Pentium III) mit Windows 98 Benutzeroberflache und in der Peripherie
das Densitometer GS 710; die einzelnen Arbeitsschritte werden mit der PDQuest Version
6.1 ausgeflhrt.

Die zur Analyse der 2D-Gele involvierten Schritte in Kurzform:

Scan-Prozel® — Spot Detektion — Matching & Editing — Datenanalyse — Aufbau einer

Datenbank

2.2.2.1. Scan-ProzeR

Schritt 1: Auswahl des zu scannenden Materials (Gel) und der verwendeten Farbung (Sil-
ber), der bendtigte Filter (gran, transmissiv, 530-570nm Wellenlange) wird dann
automatisch gewahlt.

Schritt 2: Durchfuhrung einer Vorschau, um die exakte Position des Objekts zu determinie-
ren.

Schritt 3: Wahl des Auflosungsbereichs, der von 42.3 x 21.2 Pixel fur kleine Gele bis 169.3
x 63.5 Pixel fur Gele mit breiten Banden reicht; fur die meisten Gele dient der mittlere Be-
reich von 84.7 x 84.7 Pixel.

Schritt 4: Kalibrierung: die Scanner-Platte des GS 710 besitzt eine integrierte Kalibrations-
region sowohl fur transmissive als auch fur reflektierende Medien. Fur Gele wird der
Transmissionsmodus gewahlt, der von 0 bis 3.0 O.D. reicht. O.D. steht fur ,Optische Dich-
te” und stellt die Einheit der Signalintensitat dar; sie ist definiert als dekadischer
Logarithmus des Quotienten von abgegebener zu aufgenommener Lichtintensitat.

Schritt 5: eigentlicher Scan-Vorgang

Vor der Spot-Detektion kann man einen Filter-Prozess anschliel3en, wodurch kleine mul-
tiple Stérerscheinungen wie z.B. fleckférmige Artefakte, die heller oder dunkler als der
umgebende Hintergrund sind, beseitigt werden. Daflr bietet PDQuest eine umfangreiche
Auswahl an Filtertypen an, die je nach Charakter der Artefakte, ihrer Verteilung
(Gauly'sches Profil, einheitliches Profil) und FiltergrofRe (3x3 Pixels bis 9x9 Pixels) unter-

schiedlich arbeiten.
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2.2.2.2. Spot-Detektion

PDQuest bietet ein Verfahren zur automatischen Erkennung der Proteinspots an; mit Hilfe
der Funktion ,Spot Detection Wizard® lassen sich unter Verwendung eines Korrespon-
denz-Gels benutzerdefinierte Parameter-Sets erstellen, mit denen alle unter gleichen
Versuchsbedingungen hergestellten Gele auf einem einheitlichen Level beziglich des Pre-
Processings und der Sensitivitat der Spoterkennung bearbeitet werden.

Die Erstellung eines solchen Parameter-Sets lauft nach folgendem Muster ab:

Schritt 1: Manuelle Markierung je eines besonders schwachen, eines kleinen und des
gréRten Spots sowie einer groRen Region mit Uberwiegen von Hintergrund gegeniiber
Spots und Streifen.

Schritt 2: Pre-Processing mit Wahl der gewunschten Methode zur Abziehung des Hinter-
grundes. Bei der von mir gewahlten Methode ,Floating Ball“ (Standardeinstellung vom
Hersteller) wird das Gel in vertikalen Saulen durch eine rotierende Scheibe, deren Radius
automatisch auf dem grofdten Spot basierend kalkuliert wird, abgetastet. Es ergibt sich
eine Dichtemessung mit Maximal- und Minimalwerten. Verbindet man die Basis aller Ma-
ximalwerte zu einem Graphen, werden alle Werte unterhalb des Graphen als Hintergrund
definiert und rechnerisch subtrahiert.

Weitere Aufgaben des Pre-Processing: Optionale Entfernung von Flecken und Streifen.
Schritt 3: ,Find Spot Centers®; manuelle Veranderung der Sensitivitat moglich. Diese be-
stimmt die minimale Signalintensitat, die als Spot erkannt wird. Je nachdem, ob zu wenige
Spots oder zu viele Artefakte detektiert worden sind, wird man die Sensitivitat entspre-

chend erhohen bzw. reduzieren.

Anschlief3end folgt die Spoterkennung auf allen Gelen nach den Richtlinien dieses Para-
meter-Sets; dabei wird erst ein Gel-Abbild aus jedem urspringlichen Scan kreiert, das
dann einem initialen Glattungsvorgang unterzogen wird. Dabei verringert ein Glattungs-
Algorithmus Densitometer-Storeffekte. Er folgen die Hintergrundsubtraktion (s.0.) und ein
endgultiger Glattungsvorgang.

Die beiden letzten Schritte beinhalten die Detektion der Spotzentren und die Quantifizie-
rung der Spots. Die Position jedes einzelnen erkennbaren Spots wird lokalisiert, dazu
werden die x- und y-Koordinaten bestimmt und gemafy dem Gaul3'schen
Normalverteilungsmodell die assoziierten Parameter x- sigma und y- sigma sowie die

Hohe bestimmt und als Spotinformation abgespeichert.
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Der beschriebene Vorgang vermag einen grofden Anteil der Proteinspots automatisch zu
erkennen. Trotzdem ist eine manuelle Nacharbeitung obligat. Artefakte auf dem Gel, nicht
vollstandig entfernte horizontale und vertikale Streifen, sehr dicht beieinander liegende
oder sehr grof3e Spots werden haufig nicht richtig eingeordnet bzw. nicht erkannt. Der ma-
nuelle Uberarbeitungsprozess ist identisch mit dem Punkt ,Editing“ des néchsten

Abschnitts und folgt zeitlich dem Erstellen eines Matchsets.

2.2.2.3. Matching & Editing

Jetzt werden die drei verschiedenen Laufe einer Zellinie in einer Vergleichsreihe, dem sog.
Matchset, zusammengefasst. Dabei wird ein virtuelles Standardgel erstellt, das die
Informationen aller drei Gele in sich vereinigt.

Zuerst wird von einem der drei Gel-Abbilder eine Kopie erstellt, die im weiteren Verlauf alle
Informationen der drei Gele in sich speichern wird. Dabei liegt dieser Standard nicht mehr
als Gel-Abbild vor, sondern besteht aus einem sog. Gel-Spot File, was bedeutet, dass je-
der als solcher erkannte Spot seiner O.D. entsprechend dargestellt wird. Im Gegensatz
dazu sind in einem Gel-Abbild, das ja nur der modifizierte Scan ist, auch nicht markierte
Spots sichtbar. Bei den anderen Mitgliedern des Matchsets besteht die Méglichkeit, zwi-
schen Gel Abbild und Gel Spot File hin und her zu springen.

Das neue Matchset in seiner unmodifizierten Form besteht jetzt aus vier Bildern: einem
Standard in Gel-Spot-Format, der noch identisch mit einem der Mitglieder des Matchsets
ist und den drei Mitgliedern. Jetzt schlielt sich der Uberarbeitungsschritt an, in dem die bei
der automatischen Spot-Detektion entstandenen Fehler manuell korrigiert werden. Dieser
Editierungsvorgang ist nur auf Gel-Abbild-Basis mdglich. Es empfiehlt sich, besonders
beim Mitglied, das als Standard fungierte, Sorgfalt walten zu lassen, da der Standard in
spateren Phasen als Referenz dient und dann nicht mehr modifizierbar ist.

Als nachster Schritt folgt nun das eigentliche Abstimmen der Gele: Dazu wahlt man be-
sonders charakteristische Spots aus, die man sowohl auf dem Standard als auch den
anderen Mitgliedern mit Hilfe eines Symbols markiert. Diese Orientierungspunkte dienen
dazu, weitere unmarkierte Spots in der Nahe zur Deckung zu bringen. Ca. drei Orientie-
rungspunkte sollten in allen vier Quadranten des Gels gesetzt werden. Falls man auf
einem Gel noch auffallige Spots entdeckt (erkennbar an einer Farbkodierung: griin = au-
tomatisch erkannt, rot = nicht erkannt), die trotz Vorhandensein in allen Mitgliedern auf
diesem nicht erkannt worden sind, kann man sie manuell anpassen. Spots, die nur in ei-
nem oder mehreren Mitgliedern, nicht jedoch im Standard vorhanden sind, werden

manuell in diesen projiziert.
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Den erkannten Spots werden automatisch Ubereinstimmende Nummern zugewiesen.

Das Resultat dieser Prozedur ist ein untergeordnetes Matchset, dessen Standard die In-
formationen aller drei Gele enthalt. Um jetzt zwei verschiedene Zellinien miteinander
vergleichen zu kdnnen, mussen die Spot-Quantitaten normalisiert werden und aus den
Standards beider Linien ein hdherrangiges Matchset erstellt werden. Normalisierung be-
deutet, dass die rohe Quantitat eines einzelnen Spots durch den totalen Intensitats-Wert
aller in dem Gel enthaltenen Pixels dividiert wird. Dazu wird die folgende Formel ange-
wandt:

Normalisierte Spot-Quantitat = rohe Spot-Quantitat x Skalierungsfaktor x Kompensations-
faktor des Pipettierfehlers / Normalisierungsfaktor

Der resultierende Wert wird in parts per million (PPM) angegeben.

Das Ubergeordnete Matchset, das jetzt erstellt werden kann, dient dem Vergleich einer
Ausgangszellinie mit inrer thermoresistenten Variante. Dabei kann es sich bei der Aus-
gangszellinie um die Parentallinie oder eine chemoresistente Variante davon handeln. Von
den zwei Standards des untergeordneten Matchsets wird der Standard der Ausgangszelli-
nie als Ubergeordneter Standard ausgewahlt, und der Anpassungsprozef’ der Gele mit
Setzen von Orientierungspunkten und automatischem und manuellem Spoterkennen wie

oben beschrieben durchgeflhrt.

Fir die Kontrolle der Qualitat von 2D-Elektrophorese und dem Match-Vorgang stehen

mehrere Hilfsmittel zur Verfigung:

1.) Nach Normalisierung und Match-Vorgang bietet PDQuest die Moglichkeit, die Quantita-
ten eines Gels (Abszisse) gegen die eines anderen Gels (Ordinate) aufzutragen und
den Korrelationskoeffizienten zu berechnen.

2.) Desweiteren existieren mehrere Mendus, die es ermoglichen, nicht markierte oder nur
partiell zugeordnete Spots sowie Spots, deren Quantitat um einen signifikanten Faktor
in einem Mitgliedsgel abweicht, herauszufiltern.

3.) 2D-Gele sind nie vollig deckungsgleich. Abweichungen ergeben sich aus Inhomogeni-
taten wahrend des Gieldvorgangs in der ersten oder zweiten Dimension, in unter-
schiedlicher Lange der ersten Dimension durch Ziehen der Rundgele, minimalen
Laufzeitvariationen oder Stérungen in der Elektrophorese und schlie3lich durch
divergierende Wahl des Ausschnitts beim Scan-Prozel. Um beim Spotanpassungs-

vorgang zwischen den Gelen entstandene Fehlzuordnungen aufgrund der individuellen
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Beschaffenheiten der einzelnen Gele zu erkennen, bietet PDQuest die Darstellung sog.
Offsets an (Beispiel in Abbildung 2.1.). Bei diesen Regelabweichungslinien wird Rich-
tung und Grolke der Abweichung des Vektors, der vom Spot-Zentrum in einem
Mitgliedsgel ausgeht, zu dem aquivalenten Spot-Zentrum im Standard, der als relativer

Fixpunkt dient, ins Verhaltnis gesetzt.

Standard-Gel Gel des Matchsets

Offsets O @
e %ﬁ®

Spot Zuordnung % %

Abbildung 2.1.: Offsets als Hilfe zur Erkennung falsch zuge-
ordneter Spots: Eine Uberkreuzung der Abweichungsvektoren,
wie hier bei den mit a und e gekennzeichneten Spots, deutet
auf eine Fehlzuordnung hin (modifiziert nach PDQuest Users
Guide)

Die Abweichungsvektoren sind normalerweise immer parallel angeordnet, gleich lang
und regional ahnlich zahlreich; wenn sie sich lokal Gberkreuzen, deutet dies auf einen
Fehler in der Spotzuordnung hin, sind sie in einer Region sparlich, zeigt dies eine nicht
ausreichend zugeordnete Umgebung an.

2.2.2.4. Datenanalyse

PDQuest bietet eine Vielzahl von analytischen Werkzeugen an, mit deren Hilfe man Grup-

pen von Proteinspots zusammenstellen kann, um dann zu determinieren, welche davon

statistisch und wissenschaftlich bedeutungsvoll sein kénnten.

Da es praktisch unmdglich ist, die gesamte Datenmenge der Experimente auf einmal zu

untersuchen, stellt das Programm Methoden zur Verfigung, um die Informationen auf

kleinere, Uberschaubare Teile zu reduzieren. Das geschieht, indem man sog. Analysis

Sets kreiert. Alle Spots in einer solchen Analysenreihe erfillen qualitative, quantitative o-

der statistische Kriterien, die man selbst spezifiziert.

1.) Qualitative Analysis Set: Selektive Darstellung von On/Off-Phanomenen; dieses Set

enthalt Spots, deren Quantitat ,x-mal“ Uber dem Minimum-Level der Detektion in einem

Gel liegt, aber unter diesem in einem anderen Gel.
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2.) Quantitative Analysis Set: Schliel3t Spots ein, deren Quantitat in einem Gel(typ) um
den Faktor ,x* (benutzerdefinierter Wert) in Relation zu denselben Spots in einem an-
deren Gel(typ) gestiegen oder gesunken ist (in dieser Arbeit verwendetes Set).

3.) Arbitrary Analysis Set: Dieses beginnt als ,leeres” Set; man wahlt die gewunschten
Proteine selbst aus.

4.) Boolean Analysis Set: Kombination aus zwei vorher definierten Analysis Sets, z.B.
konnen unter 1.) und 2.) erstellte Sets mit diesem Menu verknupft werden. Dabei kann
z.B. die selektive Darstellung der Schnittmenge der beiden Sets, d.h. der Proteine, die
in beiden Analysis Sets prasent sind im Vordergrund stehen oder auch die Vereinigung
beider Sets.

5.) Statistical Analysis Set: Beinhaltet Spots, die je nach dem ausgewahlten statistischen
Test als signifikant erkannt worden sind. Bei diesem Set missen Gruppen von Gelen
eingeschlossen werden. Um die Relevanz einer Quantitatsanderung in einer Gruppe
beurteilen zu kdnnen, stehen Student’s T Test, Log Student’s T Test (bendétigen min-
destens 2 Gele pro Gruppe) bzw. der Mann-Whitney Test (mindestens vier Gele pro

Gruppe) zur Verfugung.

2.2.3. Sequenzierung der differentiell exprimierten Proteine

Die aus den praparativen Laufen der zweidimensionalen Elektrophorese gewonnenen
Spots wurden mit Trypsin verdaut und anschlieRend mit massenspektrometrischen Me-
thoden identifiziert. Dies wurde freundlicherweise in der Arbeitsgruppe von Frau Dr.
Martina Schndlzer (Zentrale Proteinanalytik, DKFZ, Heidelberg) unter Verwendung von
»Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of Flight* (MALDI-TOF)-
Massenspektrometrie und ,Post source decay” (PSD)-Analyse durchgefuhrt. Die ange-
wendeten Prozeduren sind bei Sinha et al. beschrieben (Sinha et al., 2001a). Fir
allgemeine Informationen Gber MALDI-Analyse siehe Hillenkamp und Karas (Hillenkamp
und Karas, 1990). Details bzgl. peptide mass fingerprint kdnnen bei Jensen et al. bzw.
Mortz et al. nachgelesen werden (Jensen et al., 1999; Mortz et al., 1994). Eine Ubersicht

der PSD-Analyse gibt Spengler et al. (Spengler et al., 1992).
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2.2.4. Schematische Darstellung der verwendeten Methode
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Abbildung 2.2.: Schema der einzelnen Schritte der in dieser Arbeit angewendeten Methode anhand eines
analytischen Laufes:

A: Rundgel fir die 1. Dimension in einer Glaskapillare gegossen

B: Prafokussierung der Gele (bei 200V fir 23cm-Gele und schrittweise Erhéhung auf 400V fur 12.5cm-Gele)
zur Ausrichtung des pH-Gradienten durch die Carrier-Ampholyte im Gel

C: Probenauftragung und 1. Dimension, in der die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt
werden

D: Ubertragung der Rundgele auf die Flachgele der 2. Dimension und SDS-Elektrophorese der 2. Dimensi-
on, in der die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden

E: Silberfarbung und damit Detektion der Proteinspots in den Gelen

F: Einscannen und elektronische Auswertung der Gele unter Verwendung der PDQuest-Software von Bio-
Rad

Davon abweichend ist beim praparativen Lauf (nicht dargestellt) die aufzutragende Probenmenge, die Far-
bung (mit Maldi-TOF kompatible Silberfarbung oder Coomassiefarbung) und die statt der Auswertung
erfolgende Exzision von Gelspots und nachfolgende massenspektrometrische Identifizierung der enthalte-

nen Proteine
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3. Ergebnisse

3.1. Entwicklung einer mit MALDI-Massenspektrometrie kompatiblen
Silberfarbung

Die Prozedur der neu entwickelten Silberfarbung ist unter 2.2.1.8. beschrieben. Diese eig-
net sich insbesondere flr die Farbung groRer Gele (25cm x 20cm), wie sie beim ISO-
DALT System von Hoefer verwendet werden. Der Farbevorgang erfolgt in einem speziell
daflr konstruierten Apparat, der den Kontakt mit den Gelen auf ein Minimum reduziert.
Abbildung 3.1. zeigt den Aufbau dieser Farbekammer: die Gele werden auf Plexiglas-
Gittern platziert [b)], welche wie Schubladen in Fihrungsschienen des Innengestells [a)]
eingesetzt werden. Plexiglas-Klemmen an beiden Seiten verhindern, dass die Gele wah-
rend der Farbung herausrutschen. Das Innengestell wird in eine dulere Kammer
eingesetzt, die mit einem Auslass (Passage von ca. 8 Litern pro Minute) zum Ablassen der
Lésungen versehen ist. In der Farbekammer kdnnen 10 Gele simultan gefarbt werden. Die
Farbekammer wird mit einem elektrisch betriebenen Schuttelmechanismus verbunden [c)],
dessen Drehgeschwindigkeit variabel ist, um ausreichende Fixierung bzw. Austausch von

Substanzen von der Losung in die Gelphase zu gewahrleisten.

Abbildung 3.1.:

Aufbau der Farbekammer (Fotografien);

a) Plexiglas-Innengestell mit eingesetzten Gittern

b) Beispiel eines Plexiglas-Gitters

c) Gesamtansicht des Farbeapparats mit Auflen- und
Innenkammer links und elektrischem Schiuttelapparat
rechts

Ein Gel, dessen Proteinmuster unter Zuhilfenahme dieses Apparates mit der Spezial-
Silberfarbung sichtbar gemacht wurde, ist in Abbildung 3.2. dargestellt. Hierbei handelt es
sich um eine 2-D Analyse der Proteinfraktion der Magenkarzinomlinie EPG85-257-P-TR.
Die aufgetragene Menge betrug 100ug, die erste Dimension wurde in 23cm langen Rund-

gelen (Konzept A) durchgefuhrt. Vier zufallig ausgewahlte Proteinspots wurden aus dem
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Gel ausgestanzt und nach Entfarbung (siehe 2.2.1.8.) in Trypsin verdaut. Mit Hilfe der an-
schlielend durchgefiuhrte Maldi-TOF-Massenspektrometrie konnten daraus FK506 binding
protein 4 (FKBP4), Cytokeratin 19, Prohibitin und eine Isoform des Heat shock protein 27
identifiziert werden. Die Sequenz-Ubereinstimmung der verschiedenen Proteine variierte
zwischen 12% fur FKBP4 und 41% fur Cytokeratin 19. In jedem Fall konnten die Proteine
eindeutig identifiziert werden. Zur Bestatigung wurden dieselben Proteinspots aus Coo-
massie-gefarbten Gelen mit héherer Proteinbeladung (1mg) ausgeschnitten und der
Massenspektrometrie zugefuhrt. Die Fingerabdricke der Peptidmassen zeigten sich iden-
tisch mit den Resultaten aus der Silberfarbung. Die beschriebene Silberfarbung, der
Farbeapparat und die damit gewonnenen Ergebnisse sind bei Sinha et al. (Sinha et al.,
2001b) beschrieben.

Abbildung 3.2.: Spotmuster eines mit der Spezial-Silberfarbung angefarbten Gels (EPG85-257-P-TR,
100mg Gesamtprotein) und vier mit Maldi-TOF identifizierte Proteine (grun markiert: HSP27, schwarz mar-
kiert: Prohibitin, rot markiert: Cytokeratin 19, blau markiert: FK506 binding protein 4)
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3.2. Proteom-Analyse der chemo- und thermoresistenten Magen- und

Pankreaskarzinomzellinien

3.2.1. Ubersicht

Die Gel-Abbilder der Magenkarzinomlinie EPG85-257 und der Pankreaskarzinomlinie
EPP85-181 enthielten nach automatischer Spot-Detektion und manueller Nachbearbeitung
jeweils ca. 1500 Spots. Unter Zuhilfenahme der im Internet verfligbaren Datenbank
http://proteomics.cancer.dk bzw. durch Ausschneiden von Gelspots und Proteinidentifizie-
rung mittels Maldi-TOF und Microsequenzierung war es moglich, 140 Spots ihren
zugehorigen Proteinen zuzuordnen. In den meisten Fallen entspricht ein Gelspot einem
einzelnen Protein, in einigen wenigen Fallen (ca. 5%) befindet sich im Bereich eines Spots
ein Gemisch aus zwei oder mehr Proteinen, die sich in dem untersuchten relativ weiten

pH-Gradienten an einer Stelle konzentrieren.

Abbildung 3.3. zeigt ein reprasentatives Elektropherogramm, in dem alle bisher identifizier-
ten Proteine markiert sind. Es handelt sich dabei um ein Ubersichtsbild, dem ein
eingescanntes Gel der Parentallinie EPG85-257-P zugrundeliegt. Dieses ist ein Produkt
aus einem 12,5 cm IEF-Gel in der ersten Dimension, das unter vergleichbaren Bedingun-
gen wie die Gele der oben genannten Keratinozyten-Datenbank nach Konzept B
hergestellt wurde und somit bestmdglichen Datenbankvergleich erlaubte.

Mit schwarzen Pfeilen markierte Spots sind identifiziert, aber nicht verandert in den che-
mo- bzw. thermoresistenten Varianten, wahrend rote Pfeile auf differentiell exprimierte
Proteine hinweisen, die in den thermoresistenten Varianten signifikant herauf- oder herun-
terreguliert wurden. Als signifikante Veranderung wurde eine Erh6hung bzw. Erniedrigung
der optischen Dichte um das Vierfache definiert. In diesen Bereich fallen nicht relevante
Veranderungen, die auf Farbeunterschieden der einzelnen Gele beruhen, mit hoher Wahr-
scheinlichkeit nicht (Sinha, personliche Mitteilung). Die Relevanz dieser Fehlerquelle wird
durch den oben beschriebenen Vorgang der Normalisierung bei der rechnerisch gestutz-
ten Auswertung zusatzlich vermindert.

Die entsprechenden Namen der Proteine sind in Tabelle 3.1. alphabetisch aufgelistet,

auch hier sind die veranderten Spots farblich und kursiv hervorgehoben.
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Abbildung 3.3.: Zweidimensionales Muster der parentalen Magenkarzinomzellinie EPG85-257-P (Bild eines
Gelscans) als reprasentatives Elektropherogramm; die bis jetzt identifizierten Proteine sind mit nummerierten
Pfeilen versehen, von denen die schwarzen nicht veranderte Proteine anzeigen, die roten dagegen die in
den Magenkarzinomlinien differentiell exprimierten Proteine
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14-3-3 8

14-3-3 ¢

14-3-3 1

14-3-3 o (Stratifin)

14-3-3 related

Actin like protein/ actin, y 1 propeptide
Adenosin-Deaminase

Aldehyd-Dehydrogenase 1

Aldose-Reduktase

10. Alkalin-Phosphatase

11. a-Actinin

12. oa-Tubulin

13. a-Enolase

14. a-Enolase Variante

15. Annexin 1, Lipocortin 1

16. Annexin 1, Lipocortin 1 Variante

17. Annexin 2, Lipocortin 2

18. Annexin 3, Lipocortin 3

19. Annexin 5, Lipocortin 5

20. Annexin 6, calcium-binding protein p68, calelectrin
21. Annexin 8, Vac-§

22. Antioxidant protein 1

23. Arp3

24. B-Actin

25. p2-Microglobulin

26. B-Tubulin

27. BIiP, glucose requlated protein 78 (grp 78)

28. Calnexin

29. Calreticulin

30. Calreticulin precursor

31. Cancer oncogene (homologous to)

32. Cas (p130)

33. Caspase-3 var.

34. Chaperonin containing TCP-1"complex-subunit a
35. Chaperonin containing TCP-1"complex-subunit 8
36. Chaperonin containing TCP-1'complex-subunit &
37. Chaperonin containing TCP-1"complex-subunit
38. Chaperonin containing TCP-1'complex-subunit 9
39. Component of phagosomes

40. Cortactin

41. Creatinkinase, B Kette

42. Crk

43. Cyclin D2

44. Cyclin D2 Variante

45. Cytokeratin 5 Variante

46. Cytokeratin 6 Variante

47. Cytokeratin 7

48. Cytokeratin 8

49. Cytokeratin 14

50. Cytokeratin 15

51. Cytokeratin 16

52. Cytokeratin 17

53. Cytokeratin 19

54. Cytokeratin 19 Variante
55. Deoxycytidinkinase A Variante

56. Elastase inhibitor (homologous to)

57. Elongation factor-1 p (EF-1 beta)

58. Elongation factor- 2 (EF-2)

59. Endoplasmin, HSP 100

60. Enoyl Coenzym A-Hydratase, kurze Kette, 1, mito-
chondrial

61. Fatty acid binding protein 5 (FABP 5)

62. F1-ATPase, 8 subunit

63. FK506-binding protein 4

64. G-beta 1 (f1-subunit of G-proteins)

65. G-beta 2 (f2-subunit of G-proteins)

66. y-Actin

67. y-actin isoform

68. y-Catenin

69. gCap 39

70. Gelsolin

CoNoOAWN=

119.
120.

121.
122.
123.
124.
125.
126.

127

136

Glucose regulated protein 75 (grp 75)
Glutathion S-Transferase = (isoform)
Glutathion-Transferase M3

Glyoxalase 1; lactoyl glutathione lyase
Growth factor receptor-bound protein 2 Variante
GTP-binding protein

hnRNP C Variante

hnRNP F

hnRNP H

hnRNP K

HSC 70

HSC 70, HSC 73

HSP 27

HSP 27 Variante

HSP 60

HSP 60 Variante

HSP 70, KDA protein 4

HSP 90

HSP 110

HSP 110 var.

HSX 70, HSP 72

HSX 70 Variante

Initiationsfaktor 2 o (elF-2 alpha)
Initiationsfaktor 5A (elF-5A)
Initiationsfaktor 5A (elF-5A) Variante
Interleukin-1 receptor antagonist

Ku antigen (86 kDa), nuclear factor 4, Primatin Variante
Maspin

MEK 2

. MEK 2 Variante

. Mitofilin (mitochondrial)

. Moesin

. Moesin Variante

. MRP 8, calgranulin A, S100 calcium-binding protein A8
. MRP 14, calgranulin B, S100 calcium-binding protein A9
. MSI 1 related

. Nucleolar protein B 23, numatrin, nucleophosmin

. Oxygen regulated protein, 150 kDa precursor

. Peroxiredoxin 3 Isoform

. Phosphoglyceromutase

. Poly(rC)-binding protein 1

. Prohibitin

. Proteasomal protein

. Proteasome &

. Proteasome ¢

. Proteasome §

. Proteasome 26S subunit, non-ATPase, 10

. Proteasome subunit, beta type, 3 / antioxidant protein 1

(mixture)

Proteasome subunit, beta type, 7

Protein disulfide isomerase, § subunit of prolyl-4 hy-
droxylase

Protein disulfide isomerase ER-60 precursor

Purine nucleoside phosphorylase (PNPH)
Reticulocalbin

Rho A

Rho GDI, GDP dissociation inhibitor (homologous to)
Ribophorin 2

. T-plastin, Fimbrin
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.

Thioredoxin

Thioredoxin Peroxidase

Translationally controlled human tumor protein
Translationally controlled tumor protein, Variante
Transgelin 2/Neuropolypeptide h3
Triosephosphatisomerase, -mutase
Tropomyosin

Tropomyosin tm4

. Tropomyosin tm5
137.
138.
139.
140.

Ubiquitin

Vacuolar ATPase

Valosin containing protein NP009057
Vimentin

Tabelle 3.1.: Liste der identifizierten Proteine in der Magenkarzinomlinie EPG85-257-P und ihren finf Vari-
anten; rot und kursiv-unterstrichen sind die differentiell exprimierten Proteine in diesen Linien
(Spotlokalisation kann in der Abbildung 3.2.1. eingesehen werden)
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FUr jede der drei Ausgangslinien, d.h. die Parentallinien EPG85-257-P bzw. EPP85-181-P
und deren gegen Mitoxantron und Daunorubicin chemoresistente Varianten, wurde ein
Matchset kreiert, in dem der Ausgangslinie ihre thermoresistente Variante gegenuberge-
stellt wurde.

Um Variationen innerhalb der einzelnen Zellinien erkennen und aussortieren zu kdnnen,
wurden jeweils drei Gele aus drei verschiedenen Proben der gleichen Linie, deren Zellen
unter identischen Bedingungen in unterschiedlichen Zellkulturen gewachsen waren, zu
einem untergeordneten Matchset zusammengefasst. Das jeweilige Standardgel dieser
sechs untergeordneten Matchsets vereinigte dann die Informationen aller drei Gele in sich,
so dass sich eine vergleichbare Grundlage flur die Gegentiberstellung von verschiedenen
Zellinien ergab.

Von diesen Standards wurden anschlieRend Ausgangslinie und thermoresistente Variante
zu einem ubergeordneten Matchset vereinigt, das in zwei Gel-Bildern die Information von

zwei mal drei Zellinien enthielt.
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3.2.2. Magenkarzinomzellinie EPG85-257

3.2.2.1. Vergleich der Parentallinie EPG85-257-P versus thermoresistente Variante
EPG85-257-P-TR

Die Analyse des Ubergeordneten Matchsets der Parentallinie EPG85-257-P und ihrer
thermoresistenten Variante EPG85-257-P-TR ergab nach den oben beschriebenen Krite-
rien relevante Unterschiede bei 19 identifizierten Proteinen. Davon waren 11 Proteine bei
der thermoresistenten Variante EPG85-257-P-TR Uberexprimiert, namlich Stratifin (14-3-3
o), BIP (Grp 78), Calreticulin, Cytokeratin 7, Cytokeratin 8, Cytokeratin 19, Cytokeratin 19
Variante, Heat Shock Protein 27 (HSP27), Heat Shock Protein 27 Variante, HSX70 Vari-
ante und Reticulocalbin 1. Das AusmaR der Uberexpression wird anhand von

Histogrammen im Anhang |, Abschnitt 1a verdeutlicht.

Die restlichen acht Proteine zeigten sich differentiell unterexprimiert, und zwar 14-3-3 n,
Aldehyd-Dehydrogenase 1, Annexin 1 und seine Variante, Initiation Factor 5A und eine
Variante, Vimentin sowie ein niedermolekulares Reticulocalbin, eventuell ein Fragment
des hochmolekularen. Das Ausmal} der Unterexpression wird im Anhang |, Abschnitt 1b

anhand von Histogrammen verdeutlicht.

Abbildung 3.4. zeigt ein Ubersichtsbild, das Gel-Scans der beiden Linien nebeneinander
darstellt mit AusschnittsvergroRerungen im Gelspot-Format der Regionen, in der die ver-

anderten Proteine liegen.
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Abbildung 3.4.: Vergleich der Spotmuster der parentalen Magenkarzinomlinie EPG85-257-P und ihrer
thermoresistenten Variante EPG85-257-P-TR (repréasentative Gelscans wurden als Grundlage der Uber-
sichtsbilder benutzt); Detailansichten der Regionen mit veranderten Proteinen sind im Gelspot-Format (d.h.
nach Digitalisierung und Auswertung in Matchsets) rings um die Ubersichtsbilder angeordnet; die differentiell
exprimierten Proteinspots sind in der Linie, in der sie hdher exprimiert sind, markiert und benannt.
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3.2.2.2. Vergleich der mitoxantronresistenten Linie EPG85-257-RNOV versus ther-
moresistente Variante EPG85-257-RNOV-TR

Abbildung 3.5. zeigt die Evaluation der atypisch chemoresistenten Karzinomzellinie
EPG85-257-RNOV und ihrer thermoresistenten Variante EPG85-257-RNOV-TR. Neun-
zehn Proteine waren differentiell exprimiert, davon elf Gberexprimiert in der
thermoresistenten Zellkultur und acht herunterreguliert.

Im Einzelnen handelt es sich bei den hochregulierten Spots um die beiden calciumabhan-
gigen Chaperone Calnexin und Calreticulin, wobei letzteres auch in der thermoresistenten
Parentallinie EPG85-257-P-TR Uberexprimiert ist, um ein Homologes des Cancer Onco-
gene, um Cyclin D2, Cytokeratin 19 und seine Variante (ebenfalls bei EPG85-257-P-TR
Uberexprimiert), um FK506-binding Protein 4 und seine Variante, Glutathion-Transferase
M3, HSP 90 und Nucleophosmin. Das AusmaR der Uberexpression wird in Anhang |, Ab-
schnitt 2a anhand von Histogrammen verdeutlicht.

Dagegen herunterreguliert zeigen sich eine 14-3-3-Form (14-3-3 related), das in der ther-
moresistenten Parentallinie hochregulierte BIP (grp 78), die G-Protein-Unterformen G-beta
1 und 2 (B1- bzw. B2-subunit of G-proteins), Prohibitin, eine homologe Form des GDP dis-
sociation inhibitor Rho GDI, ein Gemisch aus Transgelin 2 und Neuropolypeptide h3 sowie
das Translationally Controlled Human Tumour Protein (TCTP). Fur das Ausmal} der Un-

terexpression siehe Histogramme in Anhang |, Abschnitt 2b.

In Abbildung 3.5. ist das Ubersichtsbild mit den Veranderungen der mitoxantronresistenten
Zellinie EPG85-257-RNOV und ihrer thermoresistenten Variante EPG85-257-RNOV-TR zu
erkennen; Ausschnittsvergro3erungen im Gelspot-Format sind um die vollstandigen Scans

herumgruppiert.
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Abbildung 3.5.: Vergleich der Spotmuster der mitoxantronresistenten Magenkarzinomlinie EPG85-257-
RNOV und ihrer thermoresistenten Variante EPG85-257-RNOV-TR (reprasentative Gelscans wurden als
Grundlage der Ubersichtsbilder benutzt); Detailansichten der Regionen mit verénderten Proteinen sind im
Gelspot-Format (d.h. nach Digitalisierung und Auswertung in Matchsets) rings um die Ubersichtsbilder ange-
ordnet; die differentiell exprimierten Proteinspots sind in der Linie, in der sie héher exprimiert sind, markiert
und benannt.
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3.2.2.3 Vergleich der daunorubicinresistenten Linie EPG85-257-RDB versus thermo-
resistente Variante EPG85-257-RDB-TR

Im Fall der Magenkarzinomlinie, die das typische MDR-Phanomen aufweist, namlich der
Linie EPG85-257-RDB und ihrer thermoresistenten Variante EPG85-257-RDB-TR, fanden
sich elf Proteine signifikant verandert. In der Variante, die thermischem Stress ausgesetzt
worden war, zeigten sich neun Proteine Uberexprimiert, aber nur zwei herunterreguliert im
Vergleich zu der allein chemoresistenten Ausgangslinie. Von den hochregulierten Spots
waren einige auch bei der thermoresistenten atypischen MDR-Linie EPG85-257-RNOV-
TR differentiell Gberexprimiert gefunden worden: ein Homologes des Cancer Oncogene,
Cyclin D2, Cytokeratin 19, FK506-binding protein 4, Glutathion-Transferase M3 und das
Nucleophosmin. Dazu kamen eine Variante des Cyclin D2, die schon in der thermoresis-
tenten Parentallinie EPG85-257-P -TR aufgefallene Variante von HSX70 und die
Thioredoxin Peroxidase. Das Ausmaf der Uberexpression kann in Anhang |, Abschnitt 3a
anhand von Histogrammen eingesehen werden.

Die beiden unterexprimierten Proteine Prohibitin und eine verwandte Form des 14-3-3-
Proteins (14-3-3 related) waren ebenfalls wie bei der thermoresistenten mitoxantronre-
sistenten Linie herunterreguliert. Die Histogramme in Anhang |, Abschnitt 3b zeigen das

Ausmal} der Unterexpression.

Abbildung 3.6. stellt die daunorubicinresistente Karzinomlinie EPG85-257-RDB ihrer ther-
moresistenten Variante EPG85-257-RDB-TR gegenuber, wobei auch hier veranderte

Regionen markiert und als Gelspot-Ausschnitte vergrof3ert und beschriftet sind.
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Abbildung 3.6.: Vergleich der Spotmuster der daunorubicinresistenten Magenkarzinomlinie EPG85-257-
RDB und ihrer thermoresistenten Variante EPG85-257-RDB-TR (reprasentative Gelscans wurden als Grund-
lage der Ubersichtsbilder benutzt); Detailansichten der Regionen mit veranderten Proteinen sind im Gelspot-
Format (d.h. nach Digitalisierung und Auswertung in Matchsets) rings um die Ubersichtsbilder angeordnet;
die differentiell exprimierten Proteinspots sind in der Linie, in der sie hdher exprimiert sind, markiert und be-
nannt.
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3.2.3. Pankreaskarzinomzellinie EPP85-181

3.2.3.1.Vergleich der Parentallinie EPP85-181-P versus thermoresistente Variante
EPP85-181-P-TR

Abbildung 3.7. zeigt die Evaluation der parentalen Karzinomzellinie EPP85-181-P und ih-
rer thermoresistenten Variante EPP85-181-P-TR. 22 Proteine waren differentiell
exprimiert, davon siebzehn signifikant Gberexprimiert in der thermoresistenten Zellkultur
und funf herunterreguliert.

Die hochregulierten Spots wurden als 14-3-3 1, Aldehyd-Dehydrogenase 1, Annexin 1 und
Variante, ein Homologes des Cancer Oncogene, Glutathion-Transferase M3, ein HSP70
related Protein KDA Protein 4, hnRNP K, Nucleophosmin, Phosphoglyceromutase, Thio-
redoxin Peroxidase, Calreticulin, das niedermolekulare Reticulocalbin, Enoyl Coenzym A-
Hydratase (short chain, 1, mitochondrial), zwei gamma-Actin-Formen und Creatinkinase (B
Kette) identifiziert. Das AusmaR der Uberexpression wird in Anhang Il, Abschnitt 1a an-
hand von Histogrammen verdeutlicht.

Herunterreguliert zeigten sich 14-3-3 o (Stratifin) und verschiedene Cytokeratine (CK7,
CK8, Ck19 und CK19 Variante). Zum Einschatzen des Ausmales der Unterexpression
siehe Histogramme in Anhang Il, Abschnitt 1b.

Im Ubersichtsbild von Abbildung 3.7. sind die Gel-Scans der beiden Linien nebeneinander
erkennbar mit AusschnittsvergroRerungen im Gelspot-Format der Regionen, in der die

veranderten Proteine liegen.
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Abbildung 3.7.: Vergleich der Spotmuster der parentalen Pankreaskarzinomlinie EPP85-181-P und ihrer
thermoresistenten Variante EPP85-181-P-TR (reprasentative Gelscans wurden als Grundlage der Uber-

sichtsbilder benutzt); Detailansichten der Regionen mit veranderten Proteinen sind im Gelspot-Format (d.h.
nach Digitalisierung und Auswertung in Matchsets) rings um die Ubersichtsbilder angeordnet; die differentiell

exprimierten Proteinspots sind in der Linie, in der sie hdher exprimiert sind, markiert und benannt.
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3.2.3.2. Vergleich der mitoxantronresistenten Linie EPP85-181-RNOV versus thermo-
resistente Variante EPP85-181-RNOV-TR

Die Analyse des Ubergeordneten Matchsets der mitoxantronresistenten Linie EPP85-181-
RNOV und ihrer thermoresistenten Variante EPP85-181-RNOV-TR ergab nach den oben
beschriebenen Kriterien relevante Unterschiede bei 25 identifizierten Proteinen. Davon
zeigten sich 19 Proteine Uberexprimiert bei der thermoresistenten Variante EPP85-181-
RNOV-TR: zwei 14-3-3 Proteine (14-3-3 £ und 14-3-3 n), Annexin 1 und seine Variante,
ein Heat shock related Protein KDA Protein 4, drei weitere Hitzeschockproteine (HSP9O0,
HSP110 und eine Variante von HSP110), zwei Enzyme des Glutathion-Stoffwechsels
(Glutathion-Transferase M3 und Glyoxalase 1), das niedermolekulare Reticulocalbin, ein
Valosin containing protein NP009057, eine Isoform des y-Actin, Creatinkinase (B Kette),
Mitofilin, zwei Isoformen des T-Plastin und zwei Proteasom-Unterformen (Proteasome 26S
subunit und Proteasome subunit, beta type, 7). Fur das Ausmaf der Uberexpression siehe
Histogramme in Anhang Il, Abschnitt 2a.

Die restlichen sechs Proteine zeigten sich differentiell unterexprimiert, und zwar auch hier
die Cytokeratine CK7, CK8, CK19 und CK19 Variante sowie HSP27 (auch hier wie in der
gleichnamigen Magen-CA-Linie nur ganz wenig exprimiert) und Prohibitin. Das Ausmalf}
der Unterexpression wird in Anhang Il, Abschnitt 2b anhand von Histogrammen verdeut-
licht.

Abbildung 3.8. zeigt ein Ubersichtsbild, das Gel-Scans der beiden Linien nebeneinander
darstellt mit AusschnittsvergroRerungen im Gelspot-Format der Regionen, in der die ver-
anderten Proteine liegen.
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Abbildung 3.8.: Vergleich der Spotmuster der mitoxantronresistenten Pankreaskarzinomlinie EPP85-181-
RNOV und ihrer thermoresistenten Variante EPP85-181-RNOV-TR (reprasentative Gelscans wurden als
Grundlage der Ubersichtsbilder benutzt); Detailansichten der Regionen mit verénderten Proteinen sind im
Gelspot-Format (d.h. nach Digitalisierung und Auswertung in Matchsets) rings um die Ubersichtsbilder ange-
ordnet; die differentiell exprimierten Proteinspots sind in der Linie, in der sie héher exprimiert sind, markiert
und benannt.
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3.2.3.3. Vergleich der daunorubicinresistenten Linie EPP85-181-RDB versus thermo-
resistente Variante EPP85-181-RDB-TR

Im Fall der Pankreaskarzinomlinie mit typischem MDR-Phanomen (EPP85-181-RDB) und
ihrer thermoresistenten Variante EPP85-181-RDB-TR fanden sich zahlenmafig nur weni-
ge Spots signifikant verandert. Im Vergleich zu der allein chemoresistenten Ausgangslinie
zeigte sich bei der thermoresistenten Variante eine differentielle Uberexpression bei vier
Proteinen, davon am deutlichsten bei den beiden Isoformen von HSP27, darlber hinaus
auch bei der HSX70 Variante und einem proteasomalen Protein. Das AusmaR der Uber-
expression wird in Anhang I, Abschnitt 3a anhand von Histogrammen verdeutlicht.
Herunterreguliert waren lediglich zwei Proteine, eines davon liel3 sich ausschneiden und
ergab Peroxiredoxin 3, das zweite war bei praparativen Laufen nicht wiederzufinden und
konnte daher der Maldi-Analyse nicht zugefuhrt werden. Das Ausmal} der Unterexpression

kann in Anhang II, Abschnitt 3b anhand von Histogrammen abgeschatzt werden.

Abbildung 3.9. stellt die daunorubicinresistente Karzinomlinie EPP85-181-RDB ihrer ther-
moresistenten Variante EPP85-181-RDB-TR gegenuber, wobei auch hier veranderte

Regionen markiert und als Gelspot-Ausschnitte vergrofRert und beschriftet sind.
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Abbildung 3.9.: Vergleich der Spotmuster der daunorubicinresistenten Pankreaskarzinomlinie EPP85-181-
RDB und ihrer thermoresistenten Variante EPP85-181-RDB-TR (reprasentative Gelscans wurden als Grund-
lage der Ubersichtsbilder benutzt); Detailansichten der Regionen mit veranderten Proteinen sind im Gelspot-
Format (d.h. nach Digitalisierung und Auswertung in Matchsets) rings um die Ubersichtsbilder angeordnet;
die differentiell exprimierten Proteinspots sind in der Linie, in der sie hdher exprimiert sind, markiert und be-
nannt.
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3.2.4. Zusammenstellung von mehrfach vorkommenden differentiell exprimierten

Proteinen

Ein Teil der oben beschriebenen Proteine zeigt sich bei beiden Karzinomlinien differentiell
exprimiert, wobei sowohl gleichgerichtete Veranderungen als auch Gegensatze in den
chemo- und thermoresistenten Varianten auftreten. Andere Proteine fallen dadurch auf,
dass sie in mehreren thermoresistenten Varianten bei dem gleichen Tumortyp deutlich
hoch- oder herunterreguliert sind. Expressionsmuster von einigen dieser Proteine sollen
hier beispielhaft anhand von Diagrammen, die alle sechs Linien eines Karzinomtyps bein-

halten, aufgezeigt werden.

> Beispiel fur die Uberexpression eines Proteins in beiden Karzinomtypen, aber jeweils in
verschiedenen thermoresistenten Linien (Nebenbefund: vernachlassigbare Expression
in allen mitoxantronresistenten Zellreihen)

Expression von HSP27 und seiner Variante beim Magenkarzinom:

EPGB85-257 /| HSP27 EPGB85-257 | HSP27 Variante
8000 1600

7000 1400
€ 6000 —% € 1200

S 5000 S 1000

£ 4000 £ 800 T
Q 3000 Q600
° 2000 ° 400
1000 200
0 0

P P-TR RNOV  RNOV-TR  RDB RDB-TR P P-TR RNOV  RNOV-TR ~ RDB RDB-TR

Expression von HSP27 und seiner Variante beim Pankreaskarzinom:

EPP85-181 / HSP27 EPP85-181 / HSP27 Variante

2500 400
350

2000

£ 30

£ 1500 g 250

g £ 200
c -

£ 1000 S 150
aQ o

o 500 100

50

o ==

-500 P PR RNOV' RNOV-TR | RDB ' RDB-TR P PTR  RNOV RNOV-TR RDB  RDB-TR

Diese Ergebnisse wurden zusammen mit den Expressionsmustern flr die restlichen
wichtigen Heat Shock Proteine HSP60, HSP70 und HSP90 im Westernblot bestatigt
(Sinha et al., 2001a).
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> Beispiel fur die Unter- bzw. Uberexpression desselben Proteins in thermoresistenten

Linien in Abhangigkeit vom Karzinomtyp

Expression von Annexin 1 und seiner Variante beim Magenkarzinom:

14000

EPG85-257 / Annexin 1

12000

£ 1

T ] T

£ 10000

5

S 8000

=

5 6000

G 4000
2000

=

|

P P-TR RNOV RNOV-TR  RDB RDB-TR

3500
3000

£ 2500

§

S 2000

=

5 1500

G 1000
500

EPG85-257 / Annexin 1 Variante

T !

8

B

—

P P-TR

RNOV RNOV-TR RDB RDB-TR

Expression von Annexin 1 und seiner Variante beim Pankreaskarzinom:

18000

EPP85-181/ Annexin 1

16000

=
14000
£ 12000
£ 10000
g 8000 -
G 6000
4000
2000
0
P P-TR  RNOV RNOV-TR RDB  RDB-TR

3000
2500

£ 2000

£ 1500

a

S 1000
500

EPP85-181/ Annexin 1 Variante

,{ﬁ

M

P
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> Beispiele fiir die Uberexpression von Proteinen nur in den gleichzeitig chemo- und

thermoresistenten Varianten

Expression von FK506 binding protein 4 beim Magenkarzinom:
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Expression von Cancer Oncogene beim Magenkarzinom:
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Expression von Cyclin D2 beim Magenkarzinom:
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Expression von Glutathion-Transferase M3 beim Magenkarzinom:
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> Beispiel fur die Uberexpression eines Proteins in allen drei thermoresistenten Linien

Expression von Cytokeratin 19 beim Magenkarzinom:
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4. Diskussion

4.1. Proteom-Analyse

4.1.1. Stellunqg in der biomedizinischen Forschung

Durch intensive Forschung in den letzten Jahren sind inzwischen etwa 80 Genome voll-
standig entschlusselt, einschliel3lich des menschlichen Genoms.

Nach Abschluss dieses Genomprojekts ist es daher sinnvoll, die Proteine einer Zelle als
dynamische Marker der Genexpression in ihrer Gesamtheit zu analysieren.

Proteomics als Untersuchungsmethode fur quantitative Veranderungen des Expressions-
niveaus von Proteinen hat sich in den letzten Jahren einen festen Platz in der
biomedizinischen Forschung erobert. Durch rapide Weiterentwicklung der verwendeten
Technologien konnten die ursprunglich komplizierten und von individuellen Faktoren ab-

hangigen Methoden einer breiten Anwenderschaft zuganglich gemacht werden.

4.1.2. Moglichkeiten und Grenzen der zweidimensionalen Elektrophorese

Im Zentrum der Proteom-Analyse stehen die hochauflosende 2D-Elektrophorese mit ihrer
Fahigkeit, komplexe Proteingemische aufzutrennen sowie die Massenspektrometrie zur
Identifizierung und Strukturanalyse von einzelnen relevanten Proteinen.

Die 2D-Elektrophorese bietet gegenliber anderen Analyseverfahren einige entscheidende

Vorteile (modifiziert nach Westermeier, 2000):

» breiter Toleranzbereich der Probenmenge mit der Moglichkeit, wenige Mikrogramm
fur analytische Laufe bzw. einige Milligramm flr praparative Zwecke aufzutragen

» keine Notwendigkeit von Reinigungsmalinahmen der Proben, wie es z.B. die
Chromatographie erfordert

» extrem hohe Aufldsungskapazitat

» effiziente Fraktions-Sammelfunktion von 2D-Gelen

» Schutz der Proteine innerhalb der Gelmatrix

Idealerweise sollten alle von der Zelle exprimierten Proteine im 2D-Gel enthalten und
sichtbar gemacht sein. Diesem Anliegen werden aber Grenzen gesetzt durch Verlust von
Proteinen bei Probenvorbereitung und 2-D-Prozedur. Zusatzlich sind sehr basische Prote-
ine trotz verbesserter Methodik immer noch schwer durch 2D-Elektrophorese darstellbar,
einige hydrophobe und hochmolekulare Proteine werden im Gel nicht aufgenommen, und

manche Proteine, meist regulatorische, sind in derart geringen Zahlen exprimiert, dass die
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Sensitivitat der Detektionsmethoden nicht ausreicht (Westermeier, 2000). Die genaue An-
zahl der in 2-D-Gelen darstellbaren Proteine einer Zelle ist nicht bekannt. Entsprechend
bestehen die Herausforderungen an die 2D-Technik in einer Erweiterung des pH-
Gradienten in den basischen Bereich, in Erhdhung des Detektionslimit fir Proteine mit
niedrigen Kopiezahlen und in Verbesserung der Darstellung von hydrophoben und hoch-

molekularen Proteinen.

4.1.3. Diskussion von Elektrophoreseverfahren und Probenaufarbeitung

Fur diese Arbeit wurde die 2D-Elektrophorese auf der Basis von konventioneller isoelektri-
scher Fokussierung in Kombination mit einer hochsensitiven Silberfarbung fur analytische
sowie einer Spezial-Silberfarbung bzw. Coomassie-Farbung fur praparative Zwecke als
Methode gewanhlt.

Die klassische IEF unter Verwendung des ISO-DALT-Systems ist relativ einfach handhab-
bar und jede Versuchsreihe in vergleichsweise kurzer Zeit durchfihrbar, da man bis zu 20
Gele simultan laufen lassen kann und das Gief3en der Gele flr die erste Dimension am
gleichen Tag erfolgt wie der Start der Fokussierung. Die Qualitat der Gele im mittleren pH-
Bereich ist reproduzierbar gut unter Verwendung der kauflich erhaltlichen Ampholyte. Un-
tersuchungen beziglich Auflésung und Reproduzierbarkeit von traditionellen 2D-Verfahren
mit guten Resultaten auch im Hinblick auf unterschiedliche Chargen von Carrier-
Ampholyten sind in der Literatur beschrieben (Lopez und Patton, 1997).

Unabhangig von der Wahl der 2D-Methode spielt die Probenbehandlung eine Schltssel-
rolle, um gute Ergebnisse zu erzielen. Denaturierende Bedingungen bei der
Probenvorbereitung mit Hilfe von hochmolarem Harnstoff (gewdhnlich 9 mol/l) bringen
auch wasserunlosliche Proteine in Losung. Aul3erdem sind hohe Harnstoffkonzentrationen
in der Lage, Sekundar- und Tertiarstrukturen aufzubrechen und Protein-
Proteininteraktionen zu vermeiden.

Die Solubilisierung der Zellpellets erfolgte unter Verwendung von 2M Thioharnstoff zur
weiteren Verbesserung der Losung von hydrophoben Proteinen (Rabilloud, 1998). Das im
Lysepuffer enthaltene zwitterionische Detergenz CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethyalmino] -propansulfate) ist mit der Massenspektrometrie kompatibel und ist fur die
Lésung von hydrophoben Bindungen erforderlich. Aufgrund seines héheren Reinheitsgra-
des ist es nichtionischen Polyolgemischen wie Triton X-100 oder Nonidet NP-40
vorzuziehen. DTT als reduzierende Verbindung verhindert verschiedene Oxidationsschritte

bei den Proteinen und ist an der Spaltung der Quartarstruktur von Proteinen beteiligt.
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4.1.4. Diskussion von Farbemethoden, einschlieBlich der neu entwickelten Silber-

farbung

Als Proteinnachweisverfahren fur anschlieende Bildanalyse wurde eine Silberfarbung

nach Hochstrasser et al. (http://www.expasy.ch/ch2d/protocols/protocols.fm4.html) ver-

wendet. Diese ist unter die ammoniakalischen Farbungen einzuordnen, die als besonders
sensitive Silberfarbungen gelten, aber nicht in Kombination mit massenspektrometrischen
Analysen verwendet werden konnen.

Die Silberfarbung ist eine extrem empfindliche Methode zur Detektion von Proteinspots in
Polyacrylamidgelen. Die Sensitivitat ist 100-fach hoher als die der Coomassiefarbung, G-
bersteigt auch die Sensitivitat von Fluoreszenzmethoden und reicht an die
Autoradiographie heran. Nachteile der Silberfarbung, wie kleine Abweichungen in der Re-
produzierbarkeit durch Schwankungen in der Farbeintensitat von nicht simultan gefarbten
Gelen lassen sich in der Regel mit der Analysesoftware Gberwinden. Ein sensibles Densi-
tometer bietet einen breiten Toleranzbereich flr die Farbeintensitat, und
Hintergrundsubtraktion bei der Erstellung von Gel-Abbildern und entsprechende Normali-
sierungsschritte wahrend der Matchvorgange bringen die Spotintensitaten auf ein
einheitliches, vergleichbares Niveau.

Die Notwendigkeit fur rapide Protein-ldentifizierung nach 2-D-Elektrophorese bringt die
Entwicklung von neuen Farbemethoden und Verbesserung der massenspektrometrischen
Methoden mit sich. Ein Durchbruch fur Proteinidentifizierung mit hohem Durchsatz gelang
Shevchenko et al. mit der Einfuhrung eines Silberfarbeprotokolls, das mit MALDI-TOF A-
nalyse kompatibel ist (Shevchenko et al., 1996). DarUber hinaus sind kurzlich zwei
Techniken vorgestellt worden, die eine akkurate Identifizierung von qualitativen und quan-
titativen Unterschieden der Proteinexpression ermoglichen kdnnen, namlich ,Multiphoton
Detection” von Proteinen, die mit '?°I und "'l markiert werden und ,2-D-Fluorescence Dif-
ference Gel Electrophoresis® (2D-DIGE). In beiden Fallen werden individuelle Proben mit
einem Isotop oder einem fluoreszierenden Cy ™ -Farbstoff (Cy2, Cy3 oder Cy5) markiert,
zusammengemischt und mittels Co-Elektrophorese in einem einzigen Gel aufgetrennt.
Durch Einlesen der Gele werden Proteine mit nur einer Markierung sichtbar gemacht.
Nachteil beider Methoden ist die Notwendigkeit spezieller Hardware und Software zur
Auswertung (Sinha et al., 2001b).

Um auch kleineren Laboren, die mit Proteomics arbeiten, eine schnelle, einfach durch-
fuhrbare und fur kleine Proteinmengen geeignete Farbung zu ermdglichen, die eine
nachfolgende ldentifizierung von Proteinspots erlaubt, wurde im Rahmen dieser Arbeit

eine spezielle Oberflachen-Silberfarbung entwickelt. Damit kann der massive Zeit- und
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Materialaufwand, der sich aus der zweifach notwendigen Elektrophorese-Prozedur bei
einem analytischen und einem praparativen Lauf ergibt, auf die Halfte reduziert werden,
da sowohl Auswertung des Spotmusters und Exzision von Proteinspots aus demselben
Gel erfolgt.

Um den Farbevorgang zu automatisieren, die Reproduzierbarkeit zu steigern und den
Kontakt mit den Gelen auf ein Minimum zu reduzieren, wurde eine elektrisch betriebene
Farbe-Apparatur fur 10 Gele konstruiert. Da die neu entwickelte Farbung wie alle Silber-
farbungen problematischer in Zusammenhang mit der MALDI-Massenspektrometrie ist,
weil bereits geringe Keratin-Verunreinigungen die relevanten Peptid-Peaks Uberdecken
kénnen (und diese wegen der geringen Proteinmenge sehr viel schwacher sind), ist der
Farbeapparat eine sinnvolle Ergénzung. Im Vergleich zu praparativen Coomassie-

Farbungen weist die Silberfarbung entscheidende Vorteile auf:

» weitaus hdhere Sensitivitat, d.h. 10-fach geringere Probenmenge nétig
» besser mit den analytischen Gelen vergleichbares Spotmuster

» Anfarbung von Proteinen, die keinen Coomassie-Farbstoff aufnehmen

Die relativ geringe Sensitivitat der Coomassie-Farbung bei hohen zu applizierenden Prote-
inmengen ist zusammen mit dem von silbergefarbten Gelen abweichenden Proteinmuster
ein Hauptproblem der praparativen 2D-Elektrophorese. Dadurch kann die Menge an In-
formation, die durch den hohen Standard bei analytischer Silberfarbung und
computergesteuerter Bildanalyse gewonnen wird, praktisch nicht genutzt werden, da viele
differentiell exprimierte Proteine aus den genannten Grinden nicht isolierbar und damit
identifizierbar sind. Unsere Silberfarbung tberwindet einen Teil dieser Probleme, und wur-
de fur die Identifizierung einiger Proteine mit Erfolg angewendet.

Beide Farbungen wurden erganzend angewendet, um mit moglichst wenig Aufwand die

groltmogliche Anzahl an Proteinen zu identifizieren.
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4.2. Diskussion der differentiell exprimierten Proteine

4.2.1. Zuordnungq in verschiedene funktionelle Gruppen

Die Untersuchung der globalen Proteinexpression von chemo- und thermoresistenten Kar-
zinomzelllinien erfolgte in erster Linie mit der Absicht herauszufinden, ob Mechanismen,
die Chemoresistenz verursachen, simultan die Entwicklung von Thermoresistenz beein-
flussen und vice versa. Interaktionen dieser Art sind in der Literatur wenig beschrieben.
Die Proteom-Analyse ergab fur beide untersuchten Karzinomtypen eine Fulle von differen-
tiell exprimierten Proteinen. Viele davon lassen sich unter funktionellen Gesichtspunkten
verschiedenen Gruppen zuordnen, die sich z.T. Uberschneiden und von denen einzelne
Mitglieder bereits bei Chemo- und/oder Thermoresistenzphanomenen beschrieben wur-
den. Dies gilt insbesondere fur Mitglieder der Heat Shock Protein-Familie, die zu der
grolien Ubergeordneten Gruppe der molekularen Chaperone gehdéren (Sarto et al., 2000),
in die auch die Ca**-abhangigen Proteine Calnexin und Calreticulin (High et al., 2000), das
Nucleophosmin (Okuwaki et al., 2001) sowie das Prohibitin (Nijtmans et al., 2000) und in-
zwischen auch Annexin | (Rhee et al., 2000) und die 14-3-3-Proteine (Vincenz und Dixit,
1996) einzuordnen sind. Wenn man die Gruppe der Calcium-bindenden Proteine betrach-
tet, waren dort neben Calnexin und Calreticulin das BIP und das Reticulocalbin als
zugehorig zu nennen (Hebert et al., 1995; Ozawa und Muramatsu, 1993).

Andere fur Chemoresistenz als relevant beschriebene funktionelle Proteingruppen betref-
fen den Arzneimittelmetabolismus (Glutathione Transferase M3 (Berhane et al., 1993;
Egyhazi et al., 1997; Hao et al., 1994), Glyoxalase | (Di llio et al., 1995; Sakamoto et al.,
2000), Thioredoxin Peroxidase (Chung et al., 2001)), die Modulation von PKC-Aktivitat
(14-3-3 Familie (Fu et al., 2000), Annexin | (Dubois et al., 1996)) und das Cytoskelett (z.B.
verschiedene Cytokeratine (Bichat et al., 1997), Vimentin (Hendrix et al., 1992) und das
Actin-bindende Protein T-Plastin (Hisano et al., 1996)). Den Proliferationsmarkern zuzu-
rechnen sind die G-Protein-Komponenten G-1 und G-p2, der Rho-GDP dissociation
Inhibitor und der Initiationsfaktor 5A. Eine weitere Gruppe betrifft Proteine, die als Modula-
toren der Genexpression agieren; darunter fallt HSP90, das mit FKBP4, einem
Immunophilin, im Komplex vorliegt und mit Steroidrezeptoren interagiert (Peattie et al.,
1992; Pirkl und Buchner, 2001; Pratt und Toft, 1997).

Einzelne Proteine wie Cancer Oncogene, Aldehyde dehydrogenase 1, Creatinkinase und
das G1 Cyclin D2 sind bisher nicht unter Betrachtung von Assoziation zu Chemo- oder
Thermoresistenz bekannt; die Funktion des mitochondrialen Proteins Mitofilin ist noch

nicht geklart.
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4.2.2. Gruppe der molekularen Chaperone

4.2.2.1. Heat Shock Proteine

Ein grol3er Teil der differentiell exprimierten Proteine gehort der Familie der Hitzeschock-
proteine (Heat Shock Proteine, HSPs) an.

Die Synthese bzw. Steigerung der Expression von Heat Shock Proteinen wird sowohl bei
prokaryoten als auch eukaryoten Zellen durch verschiedene stressinduzierende Faktoren
wie sublethalen Hitzeschock, chemische Substanzen oder physikalische Reize ausgelost
(s.u.), die Zustande induzieren, bei denen die Zahl nicht oder fehlerhaft gefalteter Proteine
in der Zelle zunimmt. Aufgrund ihrer Funktion, die Erreichung des nativen, korrekt gefalte-
ten Zustandes von Proteinen zu beschleunigen und damit zur Aggregation fuhrende
Wechselwirkungen zwischen Proteinen zu verhindern, werden die HSPs als molekulare
Chaperone (engl. Chaperone: Anstandsdame) bezeichnet (Loffler, 1998).

Eine Steigerung der Synthese von Heat shock Proteinen kann z.B. durch Aminosaure-
oder Glucoseanaloga, PKC-Stimulatoren, Schwermetalle, Ischamie, Natriumarsenit, mik-
robiologische Infektionen, Stickoxide, Hormone, Antibiotika, Zytostatika und Malignome

hervorgerufen werden.

Die durch Hitzeschock induzierbare Reaktion involviert einen Signaltransduktionsweg, der
zu der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fuhrt. Der vorrangige Mechanismus besteht
in der Aktivierung von Heat Shock Faktoren (HSFs), die an Heat Shock Elemente (HSEs)
binden, welche stromaufwarts von allen Hitzeschockgenen gelegen sind, um die
Transkription zu initiieren (Fernandes et al., 1994). Von den zwei humanen HSFs wird
HSF1 unter Stressbedingungen, HSF2 dagegen bei der embryonalen Entwicklung und
Zelldifferenzierung aktiviert (Morimoto et al., 1994; Wu et al., 1994).

Molekulare Chaperone haben wichtige Funktionen bei der zellularen Antwort auf Stress
und bei der Aufrechterhaltung des zellularen Homdostasegleichgewichts. Im Einzelnen

handelt es sich um folgende verschiedenen Funktionen und Eigenschaften (Loffler, 1998):

» sie hemmen die Proteinaggregation wahrend der Proteinfaltung und -entfaltung
sie beeinflussen Ausbeute und Kinetik wahrend der Proteinfaltung
sie wirken in nahezu stochiometrischem Verhaltnis zu den Proteinen

sie stabilisieren das Mikrofilamentsystem der Zelle

Y V V V

sie sind beteiligt an der Translokation von zellularen Proteinen zwischen verschie-

denen Kompartimenten
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» sie haben regulatorische Funktion bei der Signaltransduktion

» sie sind mitbeteiligt am Abbau von Proteinen

HSPs lassen sich nach ihren elektrophoretischen Charakteristika in drei Gruppen einteilen,
wobei die erste Gruppe die groRen Proteine HSP60, 70, 90, 110 (alle auch ohne Hitze-
schockbedingungen exprimiert), die zweite Gruppe die Glucose-regulierten Proteine
GRP34, 47, 56, 76, 78, 94, 174 (induziert unter Glucose-Deprivation) und die dritte Gruppe
die kleinen Heat Shock Proteine HSP27, Ubiquitin und a-Crystallin beinhaltet (Sarto et al.,
2000). Eine andere Klassifikation bezieht sich auf verschiedene Chaperon-Familien (die
drei Hauptfamilien): die HSP90-Familie, die HSP70-Familie, die Familie der kleinen Cha-
perone sowie einzelne, keiner grolReren Gruppe zugeordnete Proteine, z.B. HSP60 oder
HSP40.

Die meisten Mitglieder sind universell konservierte Proteine, reprasentiert durch ein Spekt-
rum von funktionellen Homologen in allen zellularen Kompartimenten. Einige HSPs
werden konstitutiv in der Zelle unter Normalbedingungen synthetisiert, andere hauptsach-
lich durch Stressereignisse hochreguliert.

Die Expression von induzierbaren HSPs korreliert mit einer erhdhten Resistenz gegen A-
poptose, ausgeldst durch diverse zytotoxische Substanzen oder hyperthermische
Behandlung, wobei eine Beteiligung an Chemoresistenzmechanismen beschrieben ist
(Creagh und Cotter, 1999; Samali und Cotter, 1996). Stressproteine spielen aullerdem
eine Rolle bei der Karzinogenese und bei der Entwicklung von Thermotoleranz. Fur den
durch HSPs vermittelten Schutz vor Apoptose existieren mehrere Hypothesen, die genau-
en Mechanismen sind aber weiterhin klarungsbedurftig. Erleuchtung solcher Mechanismen

konnte neue Ziele eréffnen, um onkologische Therapiestrategien zu verbessern.

In dieser Arbeit fanden sich Mitglieder aus allen groRen HSP-Gruppen verandert: beim
Magenkarzinom waren dies das HSP90, eine HSX70-Variante, die in die HSP70-Familie
gehort, das BIP, ebenfalls dieser Familie zuzuordnen, und aus der Gruppe der kleinen
Heat Shock Proteine das HSP27 und eine Variante davon. Die Pankreaskarzinomlinien
zeigten veranderte Expression von HSP90, HSP110 samt Variante, einer HSX70-Variante,
den beiden HSP27 Isoformen und einem dem HSP70 verwandten Protein. HSP90, HSP70
und HSP27 als am bisher besten untersuchte Proteine werden im Folgenden bezuglich

ihrer Funktion erdrtert, an Chemo- und Thermoresistenzmechanismen beteiligt zu sein.
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HSP27

Beschrieben ist eine Beteiligung an Stressresistenz, inklusive Chemoresistenz und Ther-
motoleranz, eine Rolle bei Wachstum, Differenzierung und Mikrofilament-Organisation und
eine entscheidende Modulatorfunktion beim Schutz der Zelle vor Apoptose (Ciocca et al.,
1993; Garrido et al., 1999; Guenal et al., 1997; Mehlen et al., 1996).

Eine Schlusseleigenschaft von HSP27 ist seine schnelle Phosphorylierungsfahigkeit, die
wahrend verschiedener zellularer Bedingungen -physiologisch bei Differenzierungsvor-

gangen, pathologisch bei Stressexposition- zum Tragen kommt (Sarto et al., 2000).

HSP27 scheint auf verschiedenen Wegen in die Regulation von Apoptose einzugreifen,
beschrieben ist eine Inhibition des programmierten Zelltods an mehreren rezeptorvermit-
telten Pfaden. Dazu gehort die Induktion Uber den Fas-Rezeptor (CD95, APO-1), Uber den
PKC-Inhibitor Staurosporin, tber Monozyten, H,O, und verschiedene Chemotherapeutika
(Garrido et al., 1997; Jaattela und Wissing, 1993; Mehlen et al., 1996; Richards et al.,
1996; Samali und Cotter, 1996). Dagegen erfolgt keine Apoptosehemmung durch HSP27,
wenn die Einleitung der Apoptose durch p53, UV und Lymphokin-aktivierte Killerzellen
(LAK) vermittelt wird (Guenal et al., 1997; Richards et al., 1996; Trautinger et al., 1997).
Man vermutet, dass diese Regulatorrolle von HSP27 bei Apoptose Uber Aufrechterhaltung
des Redox-Equilibriums der Zelle vonstatten geht unter essentieller Beteiligung des Antio-
xidants Glutathion (Arrigo, 1998). HSP27 soll die GSH-Konzentration intrazellular erhohen;
intrazellularer oxidativer Stress, hervorgerufen entweder durch gesteigerte Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder die Depletion von Antioxidantien (GSH, Catalase,
Superoxiddismutase (SOD)) vermag die apoptotische Kaskade auf verschiedenen Wegen
zu triggern. ROS ist ein Kollektivbegriff, der freie Radikale wie Superoxid-Anionen und
Hydroxylradikale und non-Radikal-Derivate wie H,O- einschlie3t. Eine erhdhte Produktion
von ROS kann z.B. durch ionisierende Strahlung, Schwermetalle, Anoxie, Hyperoxie,
TNFa und verschiedene Pharmaka wie Zytostatika hervorgerufen werden (Becker et al.,
1991; Carney et al., 1991; Floyd, 1991; Troll, 1991). Einige Agenzien, die selbst nicht als
Oxidantien wirken, generieren ROS wahrend ihrer Apoptoseinduktion.

Eine Depletion von GSH, z.B. durch Buthionin Sulfoximin (BSO), verringert das Redukti-
onspotential der Zelle erheblich und verursacht dadurch intrazellularen oxidativen Stress
ohne Steigerung des ROS-Level (Creagh et al., 2000).

Fas-induzierte Apoptose funktioniert unabhangig von einer Erhéhung der ROS, senkt aber
die GSH-Konzentration durch nach auf3en gerichteten Transport als Teil des apoptoti-

schen Mechanismus (van den Dobbelsteen et al., 1996). Daraus hat man gefolgert, dass
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der durch HSP27 gesteigerte GSH-Level verantwortlich sein kann flr den Schutz der Zelle
vor Fas-induzierter Apoptose (Creagh et al., 2000).

Kurzlich wurde noch ein weiteres Einflussgebiet von HSP27 bei der Inhibition von Apopto-
se, in diesen Fall durch Etoposid induziert, demonstriert, namlich die Inhibition der
Caspasen-Kaskade auf der Ebene von Caspase 9 stromabwarts von der Cytochrom c-
Freisetzung (Garrido et al., 1999).

Eine schematische Zusammenfassung der beschriebenen und vermuteten Eingriffsmog-
lichkeiten von HSP27 in die stressinduzierte apoptotische Kaskade zeigt Abbildung 4.1.
(modifiziert nach Arrigo, 1998).
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Abbildung 4.1.: Mogliche Modulatorfunktion des kleinen Heat Shock Proteins HSP27 bei Apoptosevorgan-
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gen, schematische Darstellung (modifiziert nach Arrigo, 1998)

Bei den chemo- und thermoresistenten Magenkarzinomzellinien fand sich ein interessan-
tes Expressionsmuster fur zwei Isoformen von HSP27 (siehe Ergebnisteil 3.2.4.). Die mehr
im basischen Bereich gelegene Form ist nicht phosphoryliert, wahrend die Variante mit
niedrigerem pl nach den Informationen der Keratinozyten-Datenbank eine phosphorylierte
Isoform des Heat shock Proteins darstellt. Beide Formen verhalten sich in den sechs Li-
nien ahnlich hinsichtlich ihrer Expression: bei einem geringen basalen Level der beiden
Proteine in der Parentallinie kommt es zu einer starken Uberexpression in der thermore-
sistenten Linie, wahrend beide Isoformen in der mitoxantronresistenten Linie und ihrer

thermoresistenten Variante bis auf eine sehr geringe Expression bei RNOV-TR nicht
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nachweisbar sind. Die klassische, daunorubicinresistente MDR-Linie zeigt dann wieder
eine deutliche Expression von beiden HSP27-Formen, und dieser Level wird in ihrer ther-
moresistenten Variante noch leicht gesteigert beibehalten.

In den Pankreaskarzinomzellinien weichen die Expressionsmuster von HSP27 insofern ab,
als dass hier in der thermoresistenten daunorubicinresistenten Linie eine deutliche Uber-
expression auftritt, wahrend beiden Isoformen in der Parentallinie und ihrer
thermoresistenten Variante ahnlich exprimiert sind. In den beiden mitoxantronresistenten
Linien ist der Level von HSP27 auch hier im kaum messbaren Bereich.

Die Ergebnisse deuten auf eine mdgliche Beteiligung von HSP27 an der Entwicklung von
dauerhaft thermoresistenten Varianten hin, zumindest bei der parentalen Zellinie der Ma-
genkarzinomlinie und der daunorubicinresistenten Linie beim Pankreaskarzinom.
Andererseits scheint das kleine Hitzeschockprotein bei der Magenkarzinomlinie bei der
Entwicklung von MDR gegenuber Daunorubicin involviert zu sein. Der Zusammenhang
dazu ist durchaus einleuchtend, da Daunorubicin als Topoisomerase lI-Inhibitor in der Zel-
le unter Produktion von ROS wirkt, was wahrscheinlich eine Hauptrolle bei der Induktion
von Apoptose durch diese Pharmaka spielt. Die Pankreaslinie verhalt sich dagegen deut-
lich anders, was sich auch im Gesamtbild der veranderten Proteine zeigt. Bei allen
untersuchten mitoxantronresistenten Zellinie stehen offensichtlich, obwohl es sich auch
hier um ein Topo lI-Zielmedikament handelt, andere Mechanismen fir Chemo- und Ther-

moresistenz im Vordergrund.

HSP70

Auch Mitglieder der HSP70-Familie sind vermutlich an einer gesteigerten Resistenz ge-
genuber durch oxidativen Stress vermittelte Apoptose beteiligt. So gibt es Berichte
dartber, dass HSP70 Apoptose inhibiert, wenn diese durch Ethanol, H,O,, TNF, UV und
verschiedene Chemotherapeutika ausgeldst wird. Weiterhin zeigte sich, dass in Leuka-
miezellen, die unter dem Einfluss der ROS produzierenden zytotoxischen Substanzen
Camptothecin und Actinomycin-D standen, die Behandlung mit Antioxidantien gleicherma-
Ren zur Apoptoseinhibition fiihrte wie eine Uberexpression von HSP70 (Creagh und
Cotter, 1999). Dagegen hat HSP70 keinen inhibitorischen Effekt auf die Fas-vermittelte
Apoptose, die unabhangig von ROS ablauft.

Eine weitere Eigenschaft von induzierbarem HSP70 ist seine Fahigkeit, die Aktivierung
von p38 Mitogen-aktivierter Kinase (MAPK), die Apoptose induziert, zu hemmen (Gabai et
al., 1997). Daruber hinaus kann HSP70 mit p53 und c-Myc interagieren (Hainaut und Mil-
ner, 1992; Koskinen et al., 1991). Durch Bindung an mutiertes p53 stabilisiert das
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Hitzeschockprotein die Konformation des Proteins, und beugt der proapoptotischen Funk-
tion des Wildtyp-p53 vor. Es wurde eine Kolokalisation von HSP70 mit c-Myc in nuklearen
Strukturen nachgewiesen und die Fahigkeit von HSP70 beschrieben, die freien Level von
c-Myc in der Zelle zu reduzieren (Jaattela et al., 1992; Koskinen et al., 1991).

Eine weitere Mdglichkeit von HSP70, in Apoptosewege einzugreifen, liegt auf der Ebene
der Mitochondrien. Die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie hemmen Apoptose
wahrscheinlich durch Blockierung der Freisetzung von Cytochrom C (Zamzami et al.,
1996). Das Bcl-2-bindende Protein BAG-1 assoziiert u.a. mit der induzierbaren und der
konstitutiven Form von HSP70 (Takayama et al., 1997) und verkdrpert somit vielleicht ein
Intermediarprotein in der Assoziation von Bcl-2 und HSP70.

Einige dieser Modulatoreigenschaften von HSP70 sind in der unten stehenden Abbildung

schematisch aufgezeichnet (modifiziert nach Creagh et al., 2000).
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Abbildung 4.2.: Mdgliche Modulatorfunktion von HSP70 bei Apoptosevorgangen, schematische Darstellung
(modifiziert nach Creagh et al., 2000)

Ein Mitglied der grolien HSP70-Familie, eine HSX70-Variante, zeigte sich in der thermore-
sistenten Linie und der thermoresistenten daunorubicinresistenten Variante der Linie
EPG85-257 uberexprimiert, wahrend das ebenfalls in diese Gruppe zuzuordnende Protein
BIP (GRP78) in der thermoresistenten Linie hochreguliert und in der thermoresistenten
mitoxantronresistenten Variante herunterreguliert war, letzteres bezogen auf den Level

von BIP in der atypisch chemoresistenten Linie.
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Auch in den thermoresistenten Pankreaszellen fanden sich Anderungen von HSP70-
assoziierten Proteinen: in den Linien EPP85-181-P-TR und EPP85-181-RNOV-TR waren
dies ein HSP70-verwandtes Protein, das Heat shock related Protein, KDA Protein 4, und
in EPP85-181-RNOV-TR zusatzlich noch ein Valosin containing protein NP009057. Dieses
ist ein ubiquitares Clathrin-bindendes Protein, das zu einer Familie von ATP-bindenden
Proteinen gehort, die in Vesikeltransport und Fusionsvorgange involviert sind und mit
HSC70 und Clathrin komplexbildend sind. In der Linie EPP85-181-RDB-TR wurde die o-

ben erwahnte HSX70-Variante uberexprimiert.

HSP90

HSP9O0 ist eine obligate Komponente von fundamentalen zellularen Prozessen, wie Hor-
mon-Signaltransduktion und Zellzykluskontrolle. Es spielt eine Rolle bei der Organisation
des Zytoplasmas zum Schutz von Filamentstrukturen bei Stress.

Wahrscheinlich bildet HSP90 stabile Komplexe mit Aktinfilamenten, wenn der zellulare
ATP-Level fallt (Scheibel et al., 1997). Zusatzlich schitzt das Protein Mikrotubuli durch
Bindung an Tubulin.

HSP90 und HSP90-Chaperonkomplexe sind auf dynamische Weise involviert in Trans-
portvorgange im Zytoplasma und in der Promotion von Partikelmigration (Pratt, 1992).
Nuklearer Transport von HSP90 wird mdglicherweise durch andere Komponenten des
HSP90-Komplexes, wie Proteinkinasen oder Steroidrezeptoren vermittelt. Auch eine Betei-
ligung an RNA-Synthese und Prozessierung ist fur HSP90 denkbar, wie aus der
Bindungsfahigkeit des Chaperons an sowohl DNA als auch RNA mit relativ geringer Affini-
tat und der Assoziation mit nuklearen Strukturproteinen geschlossen wurde (Sarto et al.,
2000). Mitglieder der HSP90-Familie sind auch involviert in Proteasom-
Wirkungsmechanismen, zusammen mit Actin und Tubulin (Mathew und Morimoto, 1998).
Das Proteasom ist ein Komplex aus verschiedenen Untereinheiten mit mutipler proteolyti-
scher Aktivitat. Die Herstellung von Peptiden aus zytosolischen Proteinen fir den
Transport in das endoplasmatische Retikulum, wo sie mit MHC-Klasse | Molekulen assozi-
ieren, wird als eine Funktion des Proteasom vermutet. HSP90 kann mit Actin und Tubulin
an der strukturellen Organisation dieses multikatalytischen Komplexes partizipieren.

Ein interessanter Befund ist die Hochregulation von proteasomalen Komponenten in den
beiden chemo- und thermoresistenten Pankreaszellinien; in der Linie EPP85-181-RNOV-
TR wurden zwei Uberexprimierte Spots als Proteasome subunit, beta type, 7 und Protea-
some 26S subunit, non-ATPase, 10 identifiziert, wahrend in EPP85-181-RDB-TR ein nicht

naher identifiziertes proteasomales Protein per Datenbankvergleich bestimmt wurde. In
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der erstgenannten Linie ist gleichzeitig auch HSP90 Uberexprimiert, so dass eine Interakti-
on der Proteine denkbar ware. Spataro et al. erforschten mit einem Hefe-Modell neue
Modalitaten fiir Chemoresistenz und entdeckten dabei, dass Uberexpression von pad1
(ein Homologes zu einer Komponente des menschlichen 26 S Proteasom) der Zelle plei-
otrope Zytostatikaresistenz verlieh Uber einen Weg, der einen Uber pap1(+) kodierten AP-
1 Transkriptionsfaktor involviert (Spataro et al., 1997). Andere wiesen nach, dass Protea-
som-Inhibitoren, die eine neue potentielle Antitumortherapie reprasentieren, die
Proliferation in verschiedenen Zellinien hemmten und Apoptose induzierten; diese Hemm-
stoffe waren in der Lage, Signalvorgange Uber Mitogen-aktivierte Proteinkinase zu
inhibieren, Apoptose zu induzieren ungeachtet von p21 und p27 in sowohl Wildtyp-p53-
als auch p53-mutierten multiplen Myelomzellen und schlieRlich Chemoresistenz zu Uber-
winden (Hideshima et al., 2001).

Mehrfach berichtet wurde die Expression von HSP90 auf der Oberflache von ruhenden
und gestressten Zellen. Eine Funktion dieser Oberflachenmolekuile kann in der Prasentati-
on von Antigenen zu den MHC-I-Molekulen liegen, in Zusammenhang mit der Assoziation
zu dem Proteasom (Srivastava et al., 1994).

HSP90 kann auch mit anderen Chaperonen assoziieren, z.B. dem FK506-binding Protein
FKBP52, das auch als HSP56 bezeichnet wird, allerdings nur, wenn dieses nicht durch die
Casein Kinase Il (CK2) phosphoryliert ist (Miyata et al., 1997). Diese Eigenschaften lassen
auf eine Rolle in immunologischen Prozessen schliel3en, die auch fur die HSP70-Familie

beschrieben wurde.

4.2.2.2. Calcium-bindende Chaperone

Calnexin, Calreticulin, BIP und Reticulocalbin gehoren zu einer grol3en Familie von Calci-
um-bindenden Proteinen in der Membran des endoplasmatischen Reticulum. Man kann
diese Proteine in drei verschiedene Klassen einteilen: die erste beinhaltet Proteine mit ho-
her Ca2+-Bindungskapazitét (z.B. BIP, Endoplasmin, PDI, Calreticulin, Calsequestrin), die
zweite Ca®*-bindende Proteine mit hoher Affinitat (Calreticulin, Calmegin, Calnexin) und
die dritte EF-hand-Proteine (Reticulocalbin, ERC-55, Calumenin) (Michalak et al., 1998).
Sie sind in ihrer Funktionsausibung als molekulare Chaperone vermutlich vielfach mitein-
ander assoziiert und wirken bei der Aufrechterhaltung der Calcium-Homdoostase mit. lhre
Interaktionen untereinander werden wahrscheinlich durch Anderungen der Ca*'-

Konzentration im ER-Lumen reguliert.
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Calcium-Signale regulieren unzahlige Zellfunktionen, einschlie3lich Zellmotilitat, Sekretion,
Kontraktion und Erschlaffung, Proliferation, Zelliiberleben, einige Formen von Apoptose
und Genexpression (Corbett und Michalak, 2000). Die Regulation der Aufnahme, Speiche-

rung und Abgabe von Ca* wird (iber ER-Proteine vermittelt.

Calnexin

Calnexin ist ein Membranprotein, das transient mit verschiedenen Proteinen assoziiert, wie
dem T-Zell Rezeptor, MHC-Klasse | und Il Molekdulen, viralen Proteinen und Integrinen
(Chevet et al., 1999; Hebert et al., 1995; High et al., 2000). Mit Hilfe von Glykosylierungs-
Inhibitoren konnte demonstriert werden, dass Glykoproteine selektiv mit Calnexin assoziie-
ren (Ou et al., 1993).

Calreticulin

Calreticulin ist, wie Calnexin, ein Lectin-ahnliches molekulares Chaperon, und teilt mit die-
sem signifikante Aminosauren-Sequenzidentitat. Es ist involviert in die Biosynthese von
einer breiten Vielfalt von Molekullen, darunter lonenkanale, Zelloberflachenrezeptoren, In-
tegrine und Transporter (Coppolino und Dedhar, 1998; Hebert et al., 1995; Michalak et al.,
1999; Michalak et al., 1998) . Eine wichtige Funktion von Calreticulin ist die Regulation der
intrazellularen Calciumkonzentration. Dies geschieht durch Steigerung der Ca**-
Speicherkapazitat des ER (ein Resultat der Uberexpression von Calreticulin) und Modula-
tion der Funktion der Ca?*-ATPase im ER. AuRerhalb des ER ist Calreticulin
maglicherweise ein Modulator fur Zelladhasion, wie in Calreticulin-defizienten Zellen Gber-
pruft wurde, und beteiligt an Integrin-abhangiger Calcium-Signaltransduktion sowie an

Steroid-vermittelter Genexpression.

BIP

BIP (GRP78) gehort, wie oben erwahnt, zur HSP70-Familie, und ist ein im ER lokalisiertes
Mitglied dieser Familie (Gething, 1999; Haas, 1994). HSP70-Proteine fuhren ihre Chape-
ronfunktion in Kombination mit HSP40-Proteinen aus, die J-Doméanen enthalten. BIP bzw.
sein Homologes bei Saccharomyces cerevisiae, Kar2p, interagiert mit drei HSP40-
Mitgliedern im ER, namlich Sec63p, Scj1p und Jem1p. Es bindet im ER neusynthetisierte
Proteine vorribergehend, wahrend missgefaltete, ungruppierte oder unterglykosylierte
Proteine, deren Transport vom ER blockiert ist, permanent gebunden werden. Kar2p zeig-
te sich essentiell fur die Proteintranslokation neusynthetisierter Sektretionsvorlaufer

entlang der ER-Membran und fur den Rucktransport von aberranten Polypeptiden, be-
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stimmt flr Degradierung durch das Proteasom. Hebert et al konnten nachweisen, dass in
Kar2- Mutanten Faltung und Transport sowie Ausschleusung von bestimmten Proteinen
wie Carboxypeptidase Y inhibiert wurde, wogegen Abgang von H*-ATPase auf dem nor-

malen Sekretionsweg nicht betroffen war (Hebert et al., 1995).

Reticulocalbin

Das vierte Protein in dieser Gruppe, Reticulocalbin, enthalt eine Sequenz HDEL aus vier
Aminosauren, und scheint als ER-Wiederherstellungssignal zu arbeiten. Reticulocalbin ist
ein Mitglied einer Familie von Calcium-bindenden Proteinen mit geringer Affinitat und mul-
tiplen EF-Handen, die als CREC-Familie bezeichnet wird (Cab45, Reticulocalbin, ERC-45,
Calumenin). Diese Proteine sind wahrscheinlich an Sekretionswegen beteiligt, wobei die
zellulare Lokalisation wechseln kann. So sind Reticulocalbin und sein Ratten-Homologes
ERC-55 strikt an das ER gekoppelt, Cab45 befindet sich im Golgi-Komplex und Calumenin
verteilt sich entlang des Sekretionsweges (Honore und Vorum, 2000; Tachikui et al., 1997;
Weis et al., 1994). Durch ihre Zielproteine wie HPV E6 Oncoproteine, Vitamin D-Rezeptor,
Schlangentoxin und Topoisomerasen besitzt diese Familie weite funktionelle Signifikanz.
Reticulocalbin, das Uberexpression in invasiven Mammakarzinomlinien zeigte, kdnnte in
Kombination mit Calnexin, Calreticulin und BIP in Thermoresistenzphdnomene involviert

sein, mutmallich durch seine Funktion als Chaperon im endoplasmatischen Retikulum.

Calreticulin war bei den thermoresistenten Parentallinien von Magen- und Pankreaskarzi-
nom und bei der mitoxantronresistenten thermoresistenten Magenkarzinomlinie
Uberexprimiert; letztere zeigte zusatzlich Uberexpression von Calnexin. Das Expressions-
verhalten von BIP und Reticulocalbin war dagegen uneinheitlich: BIP war in EPG85-257-
P-TR Uberexprimiert, dagegen in EPG85-257-RNOV-TR unterexprimiert; Reticulocalbin
wurde aus zwei im Molekulargewicht stark abweichenden Spots identifiziert -
moglicherweise handelt es sich bei dem niedermolekularen um ein Fragment; die hochmo-
lekulare Form war bei EPG85-257-P-TR Uberexprimiert, wahrend in der gleichen Linie die
niedermolekulare herunterreguliert war. Eine Uberexpression der niedermolekularen Form
fand sich bei EPP85-181-P-TR. In der gegebenen Situation lasst sich dieses komplexe
Verhalten der Ca®*-abhéangigen Chaperone ohne weitere Charakterisierung der Reticulo-
calbin-Formen und funktionelle Analysen wie Untersuchung eines mdglichen Abbauweges
nicht deuten. Die grofRe Vielfalt an Funktionen dieser Proteine macht aber eine moglicher-
weise direkte Beteiligung zusammen mit den Hitzeschockproteinen an der Entwicklung

von Thermoresistenz, eventuell kombiniert mit Chemoresistenz nicht unwahrscheinlich.
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4.2.2.3. Annexin |

Annexine bilden eine Familie von wasserldslichen, Ca®*-abhdngigen membranbindenden
Proteinen. Ihre multifunktionellen Eigenschaften schlielen eine Beteiligung an Entzin-
dungsreaktionen, Apoptose, Vesikeltransport, Signaltransduktion, Zellproliferation und -
differenzierung und Calcium-Homoostase ein, darliber hinaus wurden Annexine als Inhibi-
toren von Phospholipase A, charakterisiert (Ahluwalia et al., 1995; Buhl, 1992; Croxtall et
al., 1996).

Untersuchungen lassen vermuten, dass metastatische Zellen mit hohem Annexin |
(ANX1)-Level Uberlebensvorteile besitzen (Pencil und Toth, 1998). ANX1 ist Substrat fur
einige wichtige Kinasen, darunter die epidermal growth factor receptor kinase und Se-
rin/Threoninkinasen wie PKC (Dubois et al., 1996).

Kdrzlich erhobene Daten liefern Beweise daflur, dass ANX1 entscheidende Kriterien fur
eine chaperonahnliche Funktion erflllt und deshalb auch als Heat Shock Protein betrach-
tet werden konnte: Induktion von ANX1 geschieht in Antwort auf verschiedene externe
Stress-Stimuli einschlieRlich Hitzeschock, H,O2 und Arsenit (Rhee et al., 2000). ANX1
kann Zellen vor oxidativem Stress schutzen, wie Untersuchungen an H,O»-gestressten
Rattenthymozyten (Sakamoto et al., 1996) und ischamie-ausgesetzten Rattenhirnzellen
(Relton et al., 1991) ergaben. Immunfluoreszenz und Western Blot-Analyse offenbarten,
dass ANX1 wahrend der Stressexposition in der perinuklearen Region lokalisiert wird
(Rhee et al., 2000). Das gleiche gilt fur die Distribution von einigen HSPs (HSP70, HSP40,
sHSP) unter Stress, die anschliel3end in der Erholungsphase schrittweise ins Zytoplasma
zuruckkehren (Neri et al., 1995; Ohtsuka et al., 1993; van Bergen en Henegouwen et al.,
1987; Welch und Feramisco, 1984). Obwohl die funktionelle Signifikanz dieser Beobach-
tungen gegenwartig nicht geklart ist, mégen essentieller Schutz von Kernkomponenten vor
Stressschaden und Erleichterung der Faltung von durch den Stress in einen nicht gefalte-
ten Zustand gebrachten Molekulen eine Rolle spielen. Mogliche Funktionen von
Chaperonen bei der Inhibition von Apoptose sind weiter oben diskutiert. Denkbar ware,
dass auch ANX1 bei diesen Vorgangen eine Modulatorrolle einnimmt. Berichte dartber
sind sparlich, allerdings ist eine Hochregulation von ANX1 bei TNF-induzierter Apoptose
mit konsekutiver Inhibition dieser in humanen Leukamiezellen beschrieben worden (Wu et
al., 2000).

Die ANX1-Expression in den chemo- und thermoresistenten Karzinomlinien zeigte starke
Variationen in Abhangigkeit vom Ursprung des Tumors: die thermoresistente Magen-CA-

Linie liel® eine Herunterregulation von ANX1 erkennen, wahrend die chemoresistenten
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Linien und ihre thermoresistenten Varianten ein etwa gleichermal3en hohes Expressions-
niveau zeigten.

Dagegen kam es zu einer erheblichen Uberexpression des Proteins sowohl in der thermo-
resistenten Pankreas-CA-Parentallinie als auch in ihrer thermoresistenten und
mitoxantronresistenten Variante, was die postulierte Chaperonfunktion des Moleklils un-
terstreicht. Als Erklarung flr dieses Verhalten ware denkbar, dass dieses Stressprotein
andere HSPs ersetzt, die aus nicht erklarbarem Grund in diesen Zellinien nicht induziert
werden, wie z.B. HSP27. Dieser Erklarungsversuch stutzt sich auf die Beobachtung, dass
ANX1 in keiner thermoresistenten Zellinie zusammen mit HSP27 hochreguliert wird; in der
Zellinie EPP85-181-P-TR ist interessanterweise kein groRes HSP im engeren Sinne Ube-
rexprimiert, dagegen zahlreiche andere Chaperone wie Nucleophosmin Reticulocalbin, ein

Heat shock related Protein und das besprochene Annexin 1.

4.2.2.4. Nucleophosmin

Nucleophosmin (Symbol: NPM; Synonym: nuceolar protein B23, Numatrin), iberexprimiert
in EPG85-257-RNOV-TR, EPG85-257-RDB-TR und EPP85-181-P-TR, ist ein
Phosphoprotein, das in Tumorzellen in groRerer Menge exprimiert wird als in normalen
ruhenden Zellen. Wachstumsstimulation von normalen Zellen z.B. durch mitogen-
Aktivierung von B-Lymphozyten wird von einem gesteigerten NPM-Level begleitet. Nucle-
ophosmin dient als ein Shuttle-Protein fur den nukleolaren Transport von ribosomalen
Komponenten und ist womdglich in Zusammenarbeit mit anderen nukleolaren Proteinen
an der Formierung von Ribosomen beteiligt, da es sich in der granularen Region des Nuc-
leolus konzentriert (Borer et al., 1989). Neben diesen Funktionen konnte eine fur NPM
postulierte Chaperon-Aktivitat bestatigt werden: das Protein ist in der Lage, die tempera-
turabhangige und -unabhangige Aggregation des HIV-1 Rev Proteins zu inhibieren.
Darlber hinaus erstreckte sich seine Schutzfunktion auf die Alkohol-Dehydrogenase der
Leber, deren Enzymaktivitat unter denaturierenden Bedingungen aufrechterhalten werden
konnte und auf die Enzyme Carboxypeptidase A und Citratsynthase (Szebeni und Olson,
1999).

4.2.2.5. FK506 binding protein 4
Die FK506-bindenden Proteine sind Immunophiline, treten mit Immunsuppressiva wie
FK506, Cyclosporin A und Rapamycin in Wechselwirkung und besitzen cis/trans-

Isomerase-Aktivitat. Zu den FK506-bindenden Proteinen, die nach ihren Molekulargewich-
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ten bezeichnet werden, gehdéren FKBP12, 13 und 25 sowie die grof3en Mitglieder FKBP51
und FKBP52 (=FKBP4). Letzteres ist in allen untersuchten Geweben prasent und zeigt im
Gegensatz zu den kleinen FKBPs nach Bindung an FK506 keine immunsuppressive Akti-
vitat (Chambraud et al., 1999).

Grolde Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) wie Cyp40, FKBP51 und FKBP52
sind wichtige Bestandteile des HSP90-Chaperonkomplexes, weswegen man flr diese Pro-
teine auch Chaperonaktivitat postulierte. Die trans/cis-Isomerisierung von Prolin-
Peptidbindungen stellt oftmals den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Protein-
faltung dar (Brandts et al., 1975; Kim und Baldwin, 1982; Schmid, 1993). Die
Chaperonkomplexe bestehen aus je zwei PPlase-Monomeren, die an ein HSP90-Dimer
via TPR-Domanen binden (Radanyi et al., 1994; Scheufler et al., 2000). Von den drei PPI-
asen bindet FKBP52 mit der hochsten Affinitat an HSP90 (Pirkl und Buchner, 2001). In
hdheren Eukaryoten sind die Chaperonkomplexe mit inaktiven Steroidhormon-Rezeptoren
assoziiert (Buchner, 1999; Pratt und Toft, 1997), fir deren Aktivierung mehrere HSP90-
Komplexe unterschiedlicher Komposition benétigt zu werden scheinen. Wahrend des
Chaperonzyklus interagiert der Rezeptor auch mit HSP70.

Neben der Co-Chaperon-Funktion weisen die grol3en PPlasen auch eigenstandige Chape-
ronaktivitat auf. Diese wurde in vitro untersucht: FKBP52 des Kaninchens z.B. verhindert
thermale Aggregation des Modellsubstrates Citrat-Synthase (Bose et al., 1996), auRerdem
interagiert FKBP52 direkt mit dem Glukokortikoidrezeptor (Silverstein et al., 1999). Bei
humanen Systemen zeigte sich, dass Cyp40 und FKBP51 potentere Chaperone als
FKBP52 sind (Pirkl und Buchner, 2001).

In den Magenkarzinomzellinien fand sich FKBP52 bei der thermoresistenten mitoxantron-
resistenten und der thermoresistenten daunorubicinresistenten Linie Uberexprimiert und ist
daher moglicherweise an der Entwicklung von Thermoresistenz bei bestehender Anthra-

zyklinresistenz mitbeteiligt.

4.2.2.6. 14-3-3 Familie

Die Mitglieder der 14-3-3 Familie sind weitgehend homologe Proteine, die in eukaryoten
Zellen ubiquitar vorhanden sind. In Saugetierorganismen sind sieben Isoformen bekannt,
die durch griechische Buchstaben gekennzeichnet sind: 14-3-3 beta (B), gamma (y), epsi-
lon (g), zeta (£), eta (n), sigma (o), und tau (t) (Aitken et al., 1995). Die 14-3-3 Proteine
existieren hauptsachlich als Dimere mit einem monomeren Molekulargewicht von ca. 30

kDa und einem isoelektrischen Punkt im sauren Bereich bei 4-5.
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14-3-3 findet sich reichlich in Hirnsubstanz (Boston et al., 1982), ist aber auch in fast allen
anderen Geweben prasent; auf subzellularem Level findet es sich groftenteils im Zytop-
lasma, daneben in der Plasmamembran, im Nucleus und im Golgi-Apparat (Celis et al.,
1990; Fanger et al., 1998; Freed et al., 1994; Garcia-Guzman et al., 1999; Leffers et al.,
1993; Tang et al., 1998).

Eine Eigenschaft der 14-3-3 Proteine ist ihre Fahigkeit, funktionell unterschiedliche Signal-
proteine zu binden, wie Kinasen, Phosphatasen und Transmembranrezeptoren. Dadurch
greifen sie in eine Vielzahl von zellularen Prozessen ein wie mitogene Signaltransduktion,
Apoptose, neuronale Entwicklung und Zellzykluskontrolle.

Neben vielen anderen Funktionen wirken 14-3-3 Proteine als sterische Regulatoren, wel-
che die Interaktion ihrer Liganden mit anderen Zellkomponenten verhindern und somit zu
einer veranderten intrazellularen Lokalisation oder komplexer Formation fuhren. Als Bei-
spiel ware die Unterbrechung der Bad/Bcl-X_-Interaktion zu nennen (mdéglicherweise ein
Mechanismus flr die Entwicklung von Resistenzeigenschaften): Unphosphoryliertes Bad
bindet Bcl-X./Bcl-2 im Mitochondrium und wirkt dadurch proapoptotisch. Uberlebende Sig-
nale stimulieren Kinasen wie Akt/Proteinkinase B (PKB), die Bad phosphorylieren.
Phosphoryliertes Bad wird im Cytosol an 14-3-3 gebunden und ist dadurch nicht in der
Lage, programmierten Zelltod zu induzieren. Mit Hilfe von Phosphatasen wie Calcineurin
kann dieser Prozess umgekehrt werden.

Daruber hinaus wurde schon seit einiger Zeit eine Chaperonfunktion fur 14-3-3 Proteine
postuliert. Kurzlich konnte dann erstmals experimentell bewiesen werden, dass 14-3-3 n
molekulare Chaperonaktivitat ausiiben kann, indem es den Ubergang des Zink-Finger-
Proteins A20, einem Inhibitor von TNF-induzierter Apoptose, von unldslichen punktuellen
zytoplasmatischen Strukturen in das I6sliche zytoplasmatische Kompartiment férdert
(Vincenz und Dixit, 1996).

In den thermoresistenten Magen- und Pankreaskarzinomlinien wurden verschiedene 14-3-
3 Formen -14-3-3 &, 14-3-3 {, 14-3-3 n und 14-3-3-verwandte Isoformen- differentiell
exprimiert. Bei den Magen-CA-Linien wurde nur Stratifin Uberexprimiert in der thermoresis-
tenten Parentallinie, wahrend in der gleichen Linie 14-3-3 n herunterreguliert wird.
Ebenfalls herunterreguliert wird eine 14-3-3-verwandte Isoform, und zwar besonders stark
in der thermoresistenten mitoxantronresistenten Linie (nachdem dieses Protein in der al-
lein mitoxantronresistenten Ausgangslinie stark hochreguliert wurde) und etwas weniger
deutlich in der thermoresistenten daunorubicinresistenten Variante.

Beim Pankreas-CA wird genau umgekehrt Stratifin herunterreguliert (thermoresistente Va-

riante der Parentallinie) und 14-3-3 n in zwei thermoresistenten Linien (EPP85-181-P-TR
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und RNOV-TR) hochreguliert. Zusatzlich fand sich in der thermoresistenten mitoxantron-
resistenten Linie 14-3-3 { Uberexprimiert. Bei dieser stark variierende Expression der 14-3-
3 Proteine in den verschiedenen Zellinien stellt sich die Frage, ob das Phanomen tatsach-
lich resistenzvermittelt auftritt oder ein unspezifisches Begleitphanomen ist, das durch
unbekannte Variablen wie z.B. Zellkulturbedingungen hervorgerufen wird. Durch die in der
Literatur beschriebenen Schutzfunktionen ware eine Beteiligung an den Resistenzphano-
menen zwar nicht ausgeschlossen, dies muss aber mit Hilfe weiterer Experimente

untersucht werden.

4.2.2.7. Prohibitin

In beiden chemoresistenten Varianten der Magenkarzinomlinie EPG85-257 fand sich ein
Protein deutlich héher exprimiert als in ihren thermoresistenten Sublinien. Es wurde in der
Maldi-Massenspektrometrie als Prohibitin identifiziert. Auch in der mitoxantronresistenten
thermoresistenten Pankreaskarzinomlinie EPP85-181-RNOV-TR fand sich dieses Protein
herunterreguliert.

Prohibitin ist ein ubiquitar reichlich vorkommendes, evolutionar konserviertes Protein, das
in wichtige intrazellulare Prozesse eingreift wie normale Zellzyklusregulation, replikative
Seneszenz, zellulare Immortalisation und Entwicklung von sporadischen Mammakarzino-
men (McClung et al., 1995). Es besitzt antiproliferative Aktivitat und bildet zusammen mit
Bap37 einen grolen Komplex in der inneren mitochondrialen Membran (Nijtmans et al.,
2000). Das Hefe-Homologe von diesem Komplex, der Phb1/2 Komplex, kann neu synthe-
tisierte mitochondriale Translationsprodukte stabilisieren, wahrscheinlich durch eine
direkte Interaktion mit dem Komplex. Die Tatsache, dass Phb1/2 ein mutimerischer Kom-
plex ist, der native Polypeptide vor Proteolyse schutzt, legt eine funktionelle Homologie zu
den Chaperonen nahe, unter Berucksichtigung ihrer Fahigkeit, einer falschen Faltung neu
synthetisierter Proteine vorzubeugen (Nijtmans et al., 2000).

Denkbar ware, dass Prohibitin eine Chaperonfunktion in anthrazyklinresistenten Tumorzel-
linien ausubt, mit Schutzfunktionen gegenuber mitochondrialen Proteinen. Unter
Thermoresistenz treten dann andere Chaperone in den Vordergrund, so dass die Expres-

sion von Prohibitin zurtickgeht.

4.2.3. Arzneimittelmetabolismus

Innerhalb der Zelle sorgen Antioxidantien fur die Aufrechterhaltung des Redox-
Gleichgewichts. Das Glutathion-System, das Glutaredoxin und das Thioredoxin-System

stellen die Hauptvertreter der reduzierenden Agenzien intrazellular. Durch ihre Funktion in
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der Wechselwirkung mit xenobiotischen Komponenten wie z.B. Chemotherapeutika und
der Neutralisierung solcher potentiell flr die Zelle schadlichen Substanzen stellen diese
zellularen Schutzvorrichtungen ein wirksames Ziel fur die Resistenz gegenuber Xenobioti-
ka dar. Der Glutathion-vermittelte Detoxifikationsweg ist ein vielfach zitierter Mechanismus
bei der Entwicklung von MDR (Harris und Hochhauser, 1992; Tannock und Goldenberg,
1998). Auch Veranderungen im Thioredoxin-System sind mit Chemoresistenzmechanis-
men in Verbindung gebracht worden, und die Beteiligung dieser beiden Stoffwechselwege
an zellularen Resistenzmechanismen gegenuber Zytostatika einerseits und thermischem

Stress andererseits wird im Folgenden diskutiert.

4.2.3.1. Glutathionstoffwechsel

Glutathion (GSH)-vermittelte Detoxifikationswege spielen eine zentrale Rolle bei der Inak-
tivierung und Eliminierung von antineoplastischen Therapeutika und chemischen
Karzinogenen. Viele dieser Stoffe verursachen zellulare Schaden durch Produktion von
reaktiven Intermediarprodukten. Ein Mechanismus, durch den Zellen sich selbst vor sol-
chen Schadigungen schutzen kdnnen, ist die Synthese einer grolen Menge von
Sufhydrylkomponenten, besonders des Thiols Glutathion, das mit Radikalen reagieren
kann, so dass sie in nontoxische Verbindungen ubergehen. Reduziertes Glutathion kann
Peroxide und freie Radikale inaktivieren, die z.B. unter Anthrazyklinwirkung produziert
werden konnen, ebenso kann es an positiv geladene elektrophile Molekule binden, wie die
aktiven Gruppen von Alkylanzien. Diese Reaktionen werden durch Glutathion-Peroxidasen
und Glutathione-S-Transferasen katalysiert. GSH und die assoziierten Enzyme Glutathio-
ne S-Transferasen, Peroxidasen, und Reduktase werden haufig in
Chemoresistenzmechanismen impliziert (Nielsen et al., 1996); (van der Kolk et al., 1999);
(Stavrovskaya, 2000); (Krishna und Mayer, 2000).

Mit GSH konjugierte Pharmaka mussen durch Export-Carrier, bekannt als GSX-Pumpe,
oder den Leukotrien C4-Transporter, aus der Zelle geschleust werden. Teilweise ge-
schieht dieser Export durch das MRP, so dass Chemoresistenz mit gesteigerter MRP-
Expression wahrscheinlich von GSH-vermittelter Konjugation der Zytostatika abhangt (Loe
et al., 1996a).

Durch die Konjugation von GSH zu verschiedenen Pharmaka scheinen Glutathione-S-
Transferasen eine Rolle zu spielen bei der Entwicklung von Chemoresistenz (Waxman et
al., 1992). Funf unterschiedliche GST-Klassen oder Genfamilien sind identifiziert. Die cy-

tosolischen GST's werden nach ihren isoelektrischen Punkten klassifiziert in basisch (-

Form), neutral (u-Form/GST-M3) und sauer (n-Form), die beiden anderen Formen sind die
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mikrosomale Isoform und die 6-Form. Jedes funktionelle GST-Enzym ist ein aus Unterein-
heiten bestehendes Homo- oder Heterodimer.

In den chemo- und thermoresistenten Magenkarzinomzellinien zeigte sich flr das Protein
GST-M3 eine deutliche Uberexpression im Vergleich zu den allein chemoresistenten Aus-
gangslinien, wahrend beim Pankreaskarzinom dieselbe Isoform bei der thermoresistenten
Variante der Parentallinie und besonders bei der mitoxantronresistenten thermoresistenten
Linie GUberexprimiert war.

Moglicherweise steht dieses Phanomen in Zusammenhang mit der Uberexpression von
HSP27 bei der daunorubicinresistenten Variante der Magenzellinie. Wenn man daruber
spekuliert, dass das Enzym ein indirekter Marker fur eine mit den verwendeten Methoden
nicht messbare Erhéhung der Glutathion-Reserven sein kénnte, dann kdnnte GST M3 ei-
nen Resistenzfaktor darstellen. Interessanterweise scheinen diese Ergebnisse aber eher
auf eine Beteiligung dieser GST M3-Isoform an Thermoresistenzphanomenen hinzuwei-
sen als an Chemoresistenz, da eine Hochregulation in den allein chemoresistenten
Varianten fehlt. Da klarende Experimente, die den gesamten Glutathionstoffwechsel ein-
schlielen mussten, den Rahmen dieser Arbeit sprengen wirden, ist dies bis jetzt nicht
weiterverfolgt worden.

In der mitoxantronresistenten thermoresistenten Variante des Pankreaskarzinoms fand
sich neben GST-M3 noch ein weiteres Enzym des GSH-Stoffwechsels, die Glyoxalase |
(GLO1), Uberexprimiert. GLO1 katalysiert die Konversion von Methylglyoxal, einem Ne-
benprodukt der Glykolyse, zu S-D-Lactoylglutathion. Freies Methylglyoxal reagiert mit
biologischen Komponenten der Zelle wie DNA, RNA und Proteinen, wobei es als Konse-
quenz zur Inhibition ihrer Synthese, zum Abbruch des Zellwachstums und zu Apoptose
kommt (Thornalley, 1998). Eine abnorme Expression oder Aktivitat der GLO1 konnte u.a.
in humanen Karzinomen von Kolon, Niere und Mamma demonstriert werden im Zusam-
menhang mit gesteigerter Proliferationsaktiviat der Tumoren (Davidson et al., 1999; Di llio
et al., 1995; Ranganathan und Tew, 1993; Ranganathan et al., 1995; Rulli et al., 2001).
Daher ware auch eine veranderte Proliferation der thermoresistenten Linien eine mdgliche
Erklarung fir die Uberexpression. Darliber hinaus fand sich GLO1 in chemoresistenten
Leukamie-, Magen- und Kolonzellen Uberexprimiert (Sakamoto et al., 2000; Sugimoto et
al., 1990). Sakamoto et al. untersuchten den Effekt von GLO1 auf Zytostatika-induzierte
Apoptose in Leukamiezellen und postulierten, dass GLO1 einen Signaltransduktionsweg
an einem Punkt oberhalb der Caspase-Aktivierung blockiert und somit einen apoptosere-
sistenten Faktor darstellt (Sakamoto et al., 2000). Daraus lief3e sich die Hypothese

ableiten, dass unter Einbeziehung dieses Enzyms auch Apoptosevorgange, die durch
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thermischen Stress in Kombination mit Zytostatikaexposition eingeleitet werden, inhibiert
werden kdnnen und in einem resistenten Phanotyp solcher GLO1-Uberexprimierender Zel-

len resultieren.

4.2.3.2. Thioredoxinstoffwechsel

Das in den Stoffwechsel des Thioredoxins involvierte Enzym Thioredoxin Peroxidase fand
sich in zwei thermoresistenten Linien Uberexprimiert, ndmlich in der daunorubicinresisten-
ten Magenkarzinomlinie EPG85-257-RDB-TR und in der Pankreaskarzinomlinie EPP85-
181-P-TR. Demgegenuber zeigte sich Peroxiredoxin 3 in EPP85-181-RDB-TR differentiell
unterexprimiert. Nicht nur gegenuber seiner thermoresistenten Variante, sondern auch im
Vergleich zu der parentalen Pankreaskarzinomlinie war das Protein in der daunorubicinre-
sistenten Sublinie Uberexprimiert, so dass man unter dieser Betrachtungsweise eher von
einer Uberexpression in chemoresistenten Zellen sprechen kénnte ohne Beteiligung an
Thermoresistenz.

Thioredoxin Peroxidase (Symbol: Tpx; Synonym: Peroxiredoxin) ist zusammen mit Thiore-
doxin (Symbol: Trx;) und Thioredoxin Reduktase (Symbol: TR) in einer zytoplasmatischen
Redoxkette verbunden, die Peroxid-Reduktion zu NADPH-Oxidation paart. Eine Form der
Thioredoxin Peroxidase, das Peroxiredoxin 2 (Prx Il), reduziert Peroxide mit Hilfe von Re-
duktionsaquivalenten, die durch das Thioredoxin-System bereitgestellt werden. Sie spielt
wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Elimination von Peroxiden, die bei Stoffwechsel-
vorgangen generiert werden. Man vermutet, dass dieses Enzym in den Signal-Kaskaden
von Wachstumsfaktoren und TNF-a partizipiert, indem es die intrazellulare Konzentration
von H,O; reguliert. Eine Steigerung der Expression von Prx Il inhibierte Cisplatin- und
H,O2-induzierte Apoptose; diese Resultate demonstrierten, dass Resistenz gegentber
diesen Agenzien auf eine Inhibition der apoptotischen Maschinerie zurlickzufuhren ist
(Chung et al., 2001).

Die Beteiligung von Mitgliedern des Thioredoxin-Systems an Thermoresistenz-
Phanomenen ist bisher in der Literatur nicht beschrieben und bedarf weiterer Klarung. Die
Ergebnisse bei den untersuchten thermoresistenten Linien sind bei Magen- und Pankre-

askarzinom uneinheitlich und lassen daher in diesem Kontext keine Hypothese zu.

4.2.4. Komponenten des Cytoskeletts

4.2.4.1. Cytokeratine und Vimentin
Das Cytokeratinnetzwerk der Zelle ist ein weitraumiges System, dessen Funktion zu gro-

Ren Teilen nicht genau bekannt ist. Cytokeratine (CK) reprasentieren eine komplexe
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Unterklasse der Intermediarfilamente, die auf der Basis von Ladung in zwei Subfamilien
unterteilt werden kann: saure oder Typ | Keratine (CK9-20) und basische oder Typ Il Kera-
tine (CK1-8). Im Regelfall werden Keratine parchenweise koordiniert synthetisiert, so dass
mindestens ein Mitglied einer Subfamilie in jeder Epithelzelle exprimiert ist. Eine bei-
spielsweise typische Kombination stellt die Koexpression von CK8 und CK18 dar
(Southgate et al., 1999). Die auffalligste Ausnahme der Expression in Paaren zeigte sich
bei dem kleinsten bekannten Cytokeratin, CK19 (Bader et al., 1986). Expression von CK19
in humanen Keratinocyten, die den retinoic acid receptor (RAR) beta aufweisen, steigert
sich unter Vitamin-A-Behandlung (Schon und Rheinwald, 1996).

Diverse Modifikationen des Cytoskeletts sind mit maligner Zelltransformation assoziiert. So
wird das Cytokeratinpaar CK8 und CK18 vielfach und persistent in Karzinomzellen expri-
miert, was zu der breiten Verwendung von monoklonalen Keratinantikbrpern als
diagnostische Marker fur derartige Tumoren flhrte. DarUber hinaus lassen neuere Daten
vermuten, dass Cytokeratine in MDR-Phanomene involviert sind. Bauman et al. konnten
nachweisen, dass Transfektion von Maus L Fibroblasten mit CK 8 und CK18 in Anwesen-
heit von Chemotherapeutika wie Mitoxantron, Doxorubicin und Vincristin in einem
Vielfachresistenz-Phanotyp resultiert (Bauman et al., 1994). Da die intrazellulare Sub-
stanzakkumulation nicht betroffen war, beeinflussen Cytokeratine mdglicherweise die
intrazellulare Verteilung von Zytostatika, so dass nukleare Ziele geschont werden. Kerati-
nabhangige Chemoresistenz kann in verschiedenen Zellinien, aber nicht fur alle DNA-
schadigenden Substanzen beobachtet werden (Anderson et al., 1996).

Die Expression der Cytokeratine 19, 7 und 8 variierte stark in Abhangigkeit vom Karzinom-
typ bei den chemo- und thermoresistenten Zellen. Bei den Magen-CA-Linien fand sich in
allen drei thermoresistenten Linien eine deutliche Uberexpression von CK19 plus seiner
Variante, und zusatzlich eine Hochregulation von CK7 und CK8 in der thermoresistenten
nicht chemoresistenten Parentallinie. Genau umgekehrt war eine signifikante Unterex-
pression all dieser Keratine in der thermoresistenten und mitoxantronresistenten
thermoresistenten Variante bei den Pankreaszellen zu verzeichnen. Wie diese gegensatz-
liche Regulation zustande kommt, lasst sich aus den Ergebnissen und den existierenden
Veroffentlichungen Uber Cytokeratinfunktionen und -regulation nicht ableiten. Mdglicher-

weise handelt es sich hier um eine unspezifische Begleitreaktion.

Auch Vimentin ist eine Komponente der Intermediarfilamente, die zusammen mit den ak-
tinhaltigen Mikrofilamenten und den Mikrotubuli die Elemente des Cytoskeletts bilden. Es

findet sich wie einige Cytokeratine ebenfalls in chemoresistenten Karzinomzellen veran-
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dert exprimiert; in der vielfachresistenten Sublinie MCF7R der humanen Mammakarzinom-
linie MCF7S wurde es deutlich hochreguliert (Bichat et al., 1997). In der humanen
Melanomzellinie A375P wurde mit Hilfe von Co-Transfektion die Hypothese bestatigt, dass
eine Coexpression von Vimentin and Keratinen (CK8 und 18) in gesteigerten cytoskeleta-
len Interaktionen mit extrazellularer Matrix, einschlieBlich Integrin-Signalvorgangen,
resultiert, was auf ein verstarktes Migrationsverhalten und damit invasiven Phanotyp
schlieen lasst (Chu et al., 1996).

Vimentin war sich in der thermoresistenten Magen-CA-Linie EPG85-257-P-TR auf kaum
nachweisbare Level herunterreguliert. In der jetzigen deskriptiven Situation kann diese
Beobachtung nicht ausreichend gedeutet werden; eine Beteiligung von Cytoskelett-
Komponenten an der Entwicklung von Thermoresistenz scheint zwar nicht ausgeschlos-
sen, aber bei der gegensatzlichen Regulation der Cytokeratine eher unwahrscheinlich zu

sein.

4.2.4.2. T-Plastin und Actin-lsoformen

In der Pankreaslinie EPP85-181-RNOV-TR fanden sich zwei Isoformen des T-Plastins
gegenuber der allein mitoxantronresistenten Ausgangslinie Gberexprimiert. Plastine bilden
eine Familie von Actin-bindenden Proteinen, die in normalen und malignen Zellen differen-
tiell exprimiert werden (Lin et al., 1988). T-Plastin-Uberexpression ist auch im
Zusammenhang mit Cisplatin-Resistenz bei verschiedenen Karzinomen beschrieben, wo-
bei eine funktionelle Beziehung zwischen AusmaR von Uberexpression und Resistenz
besteht. Der zugrundeliegende Mechanismus ist nicht geklart; Vermutungen reichen von
Interaktionen des Plastin-assoziierten Actin mit der intrazellularen Verteilung von Cisplatin
bis zur Beeinflussung des fur den Cisplatin-Efflux verantwortlichen Transporter (Hisano et
al., 1996).

Neben den genannten Actin-bindenden Proteinen zeigten sich Proteinspots in den thermo-
resistenten Pankreaslinien EPP85-181-P-TR und EPP85-181-RNOV-TR Uberexprimiert,
die sich massenspektrometrisch als Formen des y-Actins herausstellten, obwohl der isoe-
lektrische Punkt dieser Spots deutlich basischer ist als der des an bekannter Stelle
fokussierenden Actins. Die Bedeutung dieser Isoformen ist weiterhin klarungsbedurftig;
madglicherweise handelt es sich auch um gemischte Spots aus Actin und einem wegen
geringen Mengen nicht zu identifizierenden Actin-bindenden Protein oder um durch Stoff-

wechselvorgange verandertes Actin.
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4.2.5. Weitere differentiell exprimierte Proteine

Die ubrigen Proteine, die in den chemo- und thermoresistenten Magen- und Pankreas-
Karzinomlinien differentielle Expression aufwiesen, sind bisher nicht im Zusammenhang
mit Resistenzmechanismen von Tumorzellen beschrieben worden.

Einige der Proteine reprasentieren bekannte Enzyme regularer Stoffwechselwege der Zel-
le, wie Phosphoglyceromutase (hochreguliert in EPP85-181-P-TR), Aldehyd-
Dehydrogenase 1 (Unterexpression in EPG85-257-P und Uberexpression in EPP85-181-
P-TR), Kreatinkinase (B chain hochreguliert in EPP85-181-P-TR und EPP85-181-RNOV-
TR) und Enoyl CoA Hydratase (Uberexpression in EPP85-181-P-TR).

Transgelin (hochreguliert in der atypisch chemoresistenten Linie EPG85-257-RNOV und
herunterreguliert in ihrer thermoresistenten Variante) ist ein Actin-assoziiertes Polypeptid
(Shapland et al., 1993), das in glatten Muskelzellen und anderen mesenchymalen Zellen
vorkommt; Daten bezlglich seiner Funktion sind sparlich. Mitofilin ist ein erst kirzlich cha-
rakterisiertes, ursprunglich auch als heart muscle protein bezeichnetes Protein; es ist ein
transmembranares Protein der inneren mitochondrialen Membran, dessen Funktion bisher
nicht bekannt ist (Gieffers et al., 1997). Es wird vermutet, dass es als ATP-gesteuertes

Motor-Protein mit Zytoskelett-Komponenten interagiert (Icho et al., 1994).

Das Protein ,Cancer Oncogene® (identifiziert per Datenbankanalyse), das in beiden che-
mo-thermoresistenten Magenkarzinomlinien und der thermoresistenten chemosensiblen
Pankreaskarzinomlinie Uberexprimiert war, liel3 sich aufgrund seiner vagen Bezeichnung
nicht weiter spezifizieren und damit keinem speziellen Onkogen zuordnen, was eine Hin-
terfragung seiner Rolle bei der Thermoresistenz praktisch unmaoglich macht, obwohl es
zumindest in den Magen-CA-Linien durch sein Expressionsmuster ein Kandidatenprotein
fur die Untersuchung von Interaktionen zwischen Chemo- und Thermoresistenz ware.
Eine vergleichbare Proteinexpression in den untersuchten Magenkarzinomlinien wie Can-
cer Oncogene zeigte das G1 Cyclin D2. Dieses ist neben anderen Cyclinen vielfach als
Uberexprimiert in Tumorzellen beschrieben. Daruber hinaus wurden Hypothesen aufge-
stellt, dass es in die Pathogenese von chronischen B-Zell-Leukamien eingreift, eventuell
indem es die Zellen vor programmiertem Zelltod schitzt, wahrend die Cyclin D2-
Uberexpression mit keinerlei Modifikationen des Zellzyklus in diesen Zellen einherging.
Aus den mittels Proteom-Analyse gewonnenen Daten |asst sich keine Aussage daruber
machen, ob die Uberexpression von Cyclin D2 durch Zellzyklus-Veranderungen der ther-
moresistenten Zellinien hervorgerufen wird, oder an der Entwicklung der Resistenz direkt

beteiligt ist.
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Zwei Formen von G-Proteinen (G-beta 1 und G-beta 2) sowie eine Form des Rho GDP
Dissociation Inhibitor (Rho-GDI) waren in der atypisch chemoresistenten Magen-CA-Linie
EPG85-257-RNOV erhoht exprimiert und in ihrer thermoresistenten Variante wieder her-
unterreguliert. Ein weiterer Proliferationsmarker, der Initiation Factor 5A und seine
Variante, wurden in der thermoresistenten Parentallinie EPG85-257-P-TR herunterregu-
liert. Die differentielle Expression dieser Proteine scheint ein Begleitphanomen

variierender Zellkulturbedingungen zu sein.

4.2.6. Uberblick der besprochenen Ergebnisse und Ausblick

Zusammenfassend kénnen folgende Punkte festgestellt werden:

An der Entwicklung von Chemo- und Thermoresistenz sind offenbar verschiedenste Cha-
perone aus mehreren subzellularen Kompartimenten (u.a. Cytoplasma, Nucleolus, ER)
beteiligt. Davon am besten untersucht sind die Heat Shock Proteine im eigentlichen Sinne.
Einige davon, z.B. HSP70 und HSP27, sind, wie vielfach in unterschiedlichen Zellinien
beschrieben, an der Entwicklung von Thermotoleranz beteiligt. Um dieses Phanomen zu
untersuchen, hat man verschiedene permanent hitzeresistente Linien etabliert, abgeleitet
von tierischen und menschlichen Organen. Aus diesen Studien ergaben sich mehrere
Konzepte und Schlussfolgerungen, die von Laszlo und Venetianer 1998 zusammengefasst
wurden: wenn die Expression eines der gro3en Hitzeschockproteine HSP90, 70, 60 oder
27 gesteigert wurde unter normalen Wachstumsbedingungen, entwickelten die Zellen Re-
sistenz gegenuber hitzeinduzierter Zytotoxizitat (Laszlo und Venetianer, 1998). Daneben
kann eine derartige Hitzeresistenz auch in Abwesenheit der Expression von Hitzeschock-
proteinen entstehen.

Bei der Proteinanalyse der Magenkarzinomlinie EPG85-257, der Pankreaskarzinomlinie
EPP85-181 sowie deren resistenten Varianten konnten diese Resultate bestatigt werden.
Es zeigte sich, dass in jeder der sechs thermoresistenten Linien mindestens ein Mitglied
einer grof3en Familie der Heat Shock Proteine Uberexprimiert wird. Diese Ergebnisse las-
sen sich mit den umfangreichen Erkenntnissen, die es inzwischen Uber die Stressproteine
gibt, in Einklang bringen. Daruber hinaus fand sich neben den Hitzeschockproteinen im
engeren Sinne differentielle Expression von anderen Proteinen mit Chaperonaktivitat, dar-
unter Annexin 1, FKBP4 und Chaperone des ER (Calnexin, Calreticulin) und Nucleus
(Nucleophosmin).

Die Mechanismen der Resistenzphanomene liegen wahrscheinlich auf mehreren Ebenen.

Einerseits wirkt die Chaperonfunktion direkt durch Verhinderung oder Reparatur von Pro-
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teindenaturierung dem thermischen oder medikamentésen Stress entgegen und bewahrt
die Zelle vor dem Untergang. Andererseits greifen Chaperone an verschiedenen Stellen in
die apoptotische Kaskade ein und bewirken ihre Inhibition, teilweise auch ihre Promotion.
Die Funktionen und Interaktionen sind vielfaltig und komplex, und mussen fur jeden Zelltyp
gesondert betrachtet werden, wie die z.T. gegenteiligen Daten flr das gleiche Phanomen
bei verschiedenen Zellarten zeigen.

Zusatzlich zu den Chaperonen ergaben sich bei einigen thermoresistenten Karzinomzelli-
nien signifikante Veranderungen von Proteinen, die in den Arzneimittelstoffwechsel
eingreifen, darunter Thioredoxin-Peroxidase, Glyoxalase | und GST M3. Proteine dieser
Art spielen bekanntermalen eine Rolle bei der Entwicklung von Chemoresistenz, ihre
Funktion bei Thermoresistenz ist noch nicht geklart. Auch die Rolle der Cytokeratine und
des Vimentin bei hitzeinduzierter Resistenz bleibt zu untersuchen, deren Expression stark
zelltypabhangig zu sein scheint, wie die z.T. umgekehrten Auspragungslevel von CK19,
CK7 und CK8 vermuten lassen.

Einige andere Proteine lassen sich hinsichtlich ihrer Funktion auf der aktuellen Basis der
Erkenntnisse nicht so recht in Resistenzphanomene einordnen, darunter die metaboli-
schen Enzyme (Aldehyde Dehydrogenase 1, Phosphoglyceromutase).

Um diese durch die Proteinanalyse gewonnenen komplexen Informationen zu betatigen
und zu erweitern, sind Untersuchungen auf anderen Ebenen (DNA, mRNA) sinnvoll. Mit
Hilfe von Transfektionsexperimenten lasst sich die Beteiligung bestimmter Proteine und
Proteingruppen an Chemo- und Thermoresistenzphanomenen nachweisen oder aus-
schlief3en, und die Anwendung von Proteinaktivitatstest konnte die Beteiligung weiterer
Proteine an diesen Phanomenen erkennen lassen, da die Untersuchung der Proteinex-
pression mittels 2D-Elektrophorese durch alleinige Darstellung von Spotintensitaten ihre
Grenzen hat, und die mdglicherweise erhdhte Aktivitat bei gleichbleibender Expression
von Proteinen aul3er acht lasst. Unter Umstanden waren auch funktionelle Untersuchun-
gen mit Hemmsubstanzen in Zellkulturen angebracht, z.B. mit dem Stoff Quercetin, der die
HSP-Synthese inhibiert. Dadurch kann man die Auswirkungen einer solchen Behandlung
auf die Zellen und ihre Kompensations- und Ersatzmoglichkeiten bei der Entwicklung von
Resistenzen gegen zellschadigende Agenzien wie Zytostatika und Hyperthermie austes-

ten.
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5. Zusammenfassung

Die moderne Onkologie bedient sich eines multimodalen Therapiekonzeptes, das neben
den Hauptbehandlungsmodalitaten operatives Vorgehen, Chemotherapie und Radiatio
auch neuere Methoden wie Hyperthermie integriert.

Hyperthermie kann einerseits auf verschiedene Weise die Effektivitat einer Chemotherapie
verstarken, z.B. durch Steigerung der Perfusion im Tumorgewebe und konsekutiver Ver-
besserung der Zytostatikaanflutung und scheint z.T. sogar in der Lage zu sein, multidrug
resistance (MDR), die ein Hauptproblem von Chemotherapie darstellt, zu Uberwinden. An-
dererseits ermoglichen Schutzmechanismen der thermisch gestressten Zellen, wie z.B.
eine verstarkte Expression von Hitzeschockproteinen, neben der Entwicklung einer hitze-
resistenten Subpopulation auch ein Uberleben der Zellen gegenlber zytotoxischer
Schadigung durch Zytostatika.

Um derartige Wechselwirkungen zu untersuchen, eignen sich Experimente an Zellkultu-
ren, die verschiedene resistente Phanotypen aufweisen.

In dieser Arbeit wurde die globale Proteinexpression von chemo- und thermoresistenten
Varianten zweier Karzinomzellinien mit Hilfe der Proteom-Analyse (Kombination aus zwei-
dimensionaler Elektrophorese und Massenspektrometrie) untersucht. In diesem
Zusammenhang wurde eine mit Maldi-TOF kompatible Spezialsilberfarbung neu entwi-
ckelt. Als Ausgangspunkt der Proteom-Analyse lagen sechs Zellinien der
Magenkarzinomlinie EPG85-257 und sechs aquivalente Linien der Pankreaskarzinomlinie
EPP85-181 vor: jeweils eine parentale Linie, eine Linie mit atypischer MDR gegenuber
Mitoxantron und eine weitere Linie mit typischer MDR gegenuber Daunorubicin sowie fur
jede dieser Linien eine thermoresistente Variante.

Es zeigte sich eine Uberexpression einer Vielzahl von Proteinen in den thermoresistenten
Zellen, die sich unterschiedlichen funktionellen Gruppen zuordnen lassen. Besonders auf-
fallig war die Hochregulation von Proteinen mit Chaperonaktivitat aus nahezu allen
subzellularen Kompartimenten, darunter verschiedene HSPs (u.a. HSP90, HSX70 und
HSP27), Ca®*-bindende Chaperone (Calnexin, Calreticulin, Reticulocalbin, BIP), Mitglieder
der 14-3-3-Familie, Annexin | und Nucleophosmin. Daneben liel3 sich in thermoresistenten
daunorubicin- und mitoxantronresistenten Linien eine Uberexpression von Enzymen des
Glutathion-Detoxifikationsweges und des Thioredoxinstoffwechsels beobachten. Daruber
hinaus trat beim Magenkarzinom nur in diesen Zellen ein gesteigerter Level eines Immu-
nophilins, des FK506 binding protein 4 (FKBP52), auf.

Die Mechanismen der Resistenzphanomene kdnnen auf mehreren Ebenen begrindet sein

und scheinen fur jeden Karzinomtyp gesondert untersucht werden zu massen, wie z.T.
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gegensatzliche Expressionsmuster (z.B. im Fall der Cytokeratine CK7, 8 und 19) vermuten
lassen. Die Rolle der Chaperone ist bisher am besten charakterisiert und wirkt einerseits
durch Verhinderung oder Reparatur von Proteindenaturierung dem thermischen oder me-
dikamentdsen Stress entgegen und bewahrt die Zelle vor dem Untergang, andererseits
greifen Chaperone an verschiedenen Stellen in die apoptotische Kaskade ein und bewir-
ken ihre Inhibition, teilweise auch ihre Promotion. Die in den Arzneimittelstoffwechsel
involvierten Proteine sind bekanntermallen an chemoresistenzassoziierten Veranderun-
gen beteiligt, eine Funktion bei der Thermoresistenz ist aber weiterhin klarungsbedurftig.
Andere Proteine sind hinsichtlich ihrer Beteiligung an Resistenzphanomenen im Vorfeld
noch gar nicht charakterisiert worden (Aldehyd-Dehydrogenase 1, Transgelin,
Phosphoglyceromutase).

Die Fulle an multifunktionellen Proteinen, die sich in den untersuchten Zellinien signifikant
verandert zeigten sowie ihre komplexen Interaktionen lassen ein weites Feld flr Zusatzun-
tersuchungen offen, die zur Klarung der mit Thermoresistenz und Wechselwirkungen zur
Chemoresistenz assoziierten Mechanismen beitragen konnen bzw. unspezifische Begleit-
reaktionen erkennen lassen. Die Charakterisierung derartiger Mechanismen stellt den
ersten Schritt fiir eine Uberwindung von Chemo- und/oder Thermoresistenzphdnomenen

im klinischen Alltag dar.
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l. Histogramme zur Veranschaulichung der differentiell exprimierten Proteine

beim Magenkarzinom

1. Parentallinie EPG85-257-P versus thermoresistente Variante EPG85-257-P-TR
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2. Mitoxantronresistente Linie EPG85-257-RNOV versus thermoresistente Variante
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3. Daunorubicinresistente Linie EPG85-257-RDB versus thermoresistente Variante
EPG85-257-RDB-TR
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Il. Histogramme zur Veranschaulichung der differentiell exprimierten Proteine
beim Pankreaskarzinom
1. Parentallinie EPP85-181-P versus thermoresistente Variante EPP85-181-P-TR

1a. Differentiell Gberexprimierte Proteine:

EPP85-181/14-3-3 eta EPP85-181/ Actin like protein EPP85-181/ Aldehyd-Dehydrogenase 1

O.D. in relativen Einheiten

0.D. in relativen Einheiten
O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/ Annexin 1 EPP85-181 / Annexin 1 Variante

O.D. in relativen Einheiten

0.D. in relativen Einheiten
O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/ Cancer Oncogene EPP85-181/ Creatinkinase, B-Kette EPP85-181/ Enoyl-CoA Hydratase

O.D. in relativen Einheiten

0.D. in relativen Einheiten
O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181 / Gamma-Actin isoform EPP85-181/ Glutathion-Transferase M3 EPP85-181/HSP70 related protein

O.D. in relativen Einheiten

0.D. in relativen Einheiten
O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/hnRNP K EPP85-181/Nucleophosmin EPP85-181/ Phosphoglyceromutase

O.D. in relativen Einheiten
0O.D. in relativen Einheiten
O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181 / Reti in (i ) EPP85-181/ Thioredoxin Peroxidase

O.D. in relativen Einheiten
0O.D. in relativen Einheiten
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1b. Differentiell unterexprimierte Proteine:

EPP85-181/ Stratifin EPP85-181 / Cytokeratin 7 EPP85-181/ Cytokeratin 8

O.D. in relativen Einheiten

o
T
E
0.D. in relativen Einheiten
8 3 8 8
O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/ Cytokeratin 19 EPP85-181/ Cytokeratin 19 Variante

O.D. in relativen Einheiten
o wo 3 & 8 8
o
T
3
0.D. in relativen Einheiten
o o

2. Mitoxantronresistente Linie EPP85-181-RNOV versus thermoresistente Variante
EPP85-181-RNOV-TR

2a. Differentiell Uberexprimierte Proteine:

EPP85-181/14-3-3 zeta EPP85-181/14-3-3 eta EPP85-181/ Annexin 1

O.D. in relativen Einheiten
0.D. in relativen Einheiten
canwhOO N®
O.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR

EPP85-181 / Annexin 1 Variante EPP85-181/ Creatinkinase, B Kette EPP85-181 / Gamma-Actin Isoform

O.D. in relativen Einheiten
0.D. in relativen Einheiten
38858338
O.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR

EPP85-181/ Glutathion-Transferase M3 EPP85-181/ Glyoxalase | EPP85-181/ HSP70 related Protein

O.D. in relativen Einheiten

0.D. in relativen Einheiten
8 3 88 8

O.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR

EPP85-181/HSP90 EPP85-181/HSP110 EPP85-181/HSP110 Variante

O.D. in relativen Einheiten
0O.D. in relativen Einheiten
o

O.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR

EPP85-181 / Mitofilin EPP85-181/ Plastin 3, T isoform (1) EPP85-181/ Plastin 3, T isoform (2)

O.D. in relativen Einheiten
0O.D. in relativen Einheiten
O.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR RNOV RNOV-TR
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EPP85-181 / Proteasome subunit, beta type, 7

O.D. in relativen Einheiten

0.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR

EPP85-181 / Proteasome 26S subunit, non-
ATPase, 10

RNOV RNOV-TR

O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/ Ibi )

RNOV

RNOV-TR

EPP85-181 / Valosin containing protein
NP009057

O.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR

2b. Differentiell unterexprimierte Proteine:

EPP85-181/ Cytokeratin 7

O.D. in relativen Einheiten

RNOV RNOV-TR

EPP85-181/ Cytokeratin 8

0O.D. in relativen Einheiten

RNOV-TR

O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/ Cytokeratin 19

RNOV RNOV-TR

EPP85-181 / Cytokeratin 19 Variante

O.D. in relativen Einheiten

RNOV-TR

EPP85-181/HSP27

0.D. in relativen Einheiten

RNOV-TR

RNOV

O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/ Prohibitin

RNOV

RNOV-TR

3.
EPP85-181-RDB-TR

3a. Differentiell Gberexprimierte Proteine:

Daunorubicinresistente Linie EPP85-181-RDB versus

thermoresistente Variante

EPP85-181 /HSP27

O.D. in relativen Einheiten

RDB-TR

EPP85-181 / HSP27 Variante

0.D. in relativen Einheiten

RDB

RDB-TR

O.D. in relativen Einheiten

EPP85-181/ HSX70 Variante

RDB-TR

EPP85-181/ Proteasomales Protein

O.D. in relativen Einheiten

RDB RDB-TR

3b.

Differentiell unterexprimierte Proteine:

EPP85-181 / Peroxiredoxin 3

O.D. in relativen Einheiten

RDB-TR

EPP85-181/?

O.D. in relativen Einheiten
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Abkurzungen
2D- PAGE 2D-Polyacrylamid-

ABC
AlF

ANX1
APS
BAG-1
BCL
BCRP
BIP

Bis

BSO

Can oncogene
CDK

CHAPS

CIF

CK
CREC

DTT
EDTA

EPG85-257
EPP85-181

FKBP
G-beta / G-
GSH

GST M3
GST

H.0,
hnRNP

HSE
HSF
Hsp/HSP

Gelelektrophorese
ATP-binding cassette

Anodische isoelektrische Fokus-
sierung

Annexin |

Ammoniumpersulfat
Bcl-2-bindende Protein

B cell lymphoma/leukemia 2
Breast cancer resistance protein

Immunoglobulin heavy chain-
binding protein

n,n’-methylene-bis-acrylamid
Buthionin-Sulfoxamin
Cancer Oncogene
Cyclin-dependent Kinase

3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethyalmino] —propansulfate

Cathodische isoelektrische Fo-
kussierung

Cytokeratin

Cab45, Reticulocalbin, ERC-45,
Calumenin

Dithiothreitol
Ethylen-diammin-
Tetraessigsaure

Eigenname der untersuchten
Magenkarzinomlinie

Eigenname der untersuchten
Pankreaskarzinomlinie

FK506-binding protein
B-subunit of G-proteins
Glutathion

Glutathione transferase M3
Glutathion-S-Transferasen
Wasserstoffperoxid

Heterogenous nuclear ribonu-
cleoprotein

Heat shock element
Heat shock factor
Heat shock protein

IEF

IPG

JNK

LAK

LRP
Maldi-TOF

MAPK
MDR
MHC
MRP
NPM
0.D.
P
PARP

PDA

pl
PKC
RAR
RDB
RNOV
ROS
SAPK

SDS
SOD
TCA
Temed

TNF
Topo
Tpx
TR
TR
Tris

Trx

Isoelektrische Fokussierung
Immobilisierter pH-Gradient
c-Jun N-terminal kinase
Lymphokin-aktivierte Killerzellen
Lung-resistance protein

Matrix assisted laser desorp-
tion/ionisation time-of-flight

p38 Mitogen-aktivierter Kinase
multidrug resistance

Major histocompatibility complex
Multidrug resistance protein
Nucleophosmin

optische Dichte

Parentallinie

Poly(Adenosin diphosphate
(ADP)-Ribose)-Polymerase

Piperazine diacrylamide
P-170-Glykoprotein
Isoelektrische Punkt
Proteinkinase C

Retinoic acid Rezeptor
Daunorubicin

Mitoxantron

reaktive Sauerstoffspezies

p54-stressaktivierte Proteinkina-
se

Natrium Dodecyl Sulfat
Superoxiddismutase
Trichloressigsaure

N,N,N*,N"-Tetra-Methyl-
Ethylendiamin

Tumornekrosefaktor
Topoisomerase
Thioredoxin peroxidase
Thermoresistent
Thioredoxin Reductase

Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

Thioredoxin
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