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1 Einleitung

Ewing-Sarkome sowie Neuroblastome sind Tumore, die aus der Neuralleiste stammen und zur 

Familie  der  kleinen,  runden,  blau-zelligen  Tumore  der  Kindheit  gehören  [1] [2].  Die 

Differentialdiagnostik wurde in den letzten Jahren zwar erleichtert, aber die Entdeckung von 

neuen Biomarkern zur Prognose bzw. Differenzierung wäre in beiden Fällen wertvoll , da sie 

als  zusätzliche  Faktoren zur  Einteilung der  Patienten in die  entsprechenden Risikogruppen 

dienen könnten [3].

Die  Proteomanalyse  bietet  die  Möglichkeit  das  aktuelle  Zellgeschehen  auf  Proteinebene 

abzubilden. Der Vorteil der Proteomanalyse gegenüber genetischen Methoden ist der höhere 

Informationsgehalt, da bei letzteren nur die reine DNA-, bzw. mRNA-Sequenz berücksichtigt 

wird. Bei der Proteomanalyse werden auch die posttranslationalen Modifikationen erfasst, die 

unter  anderem  als  „Ein-/  Ausschalter“  von  Proteinen  wirken  können  [4],  bei  der 

Signaltransduktion eine wichtige Rolle spielen [5] und die strukturelle Integrität der Proteine 

[6] gewährleisten.  Kleinste  Veränderungen  in  der  posttranslationalen  Modifikation  von 

Proteinen können starke Auswirkungen auf die gesamte Zelle haben und spielen, im Falle von 

Glykosylierungen, bei der Krankheitsentstehung eine wichtige Rolle [7], [8], [9], [10], [11].

Allerdings unterliegt die Proteomanalyse mithilfe der 2-dimensionalen Gelektrophorese (2DE) 

auch  Limitierungen:  Proteine,  die  nur  in  geringer  Anzahl  exprimiert  sind  liegen  häufig 

unterhalb  der  Detektionsgrenze  der  Proteinanfärbungsmethoden,  höhere  Proteinbeladungen 

führen aber zu Problemen bei der Auflösung und vermehrter Proteinpräzipitation (siehe 1.3.7). 

Dieses Problem kann durch Proteinvorfraktionierungsverfahren gelöst werden, allerdings gibt 

es bis dato noch keine Möglichkeit Proteine mit basischem isoelektrischen Punkt (pI) mittels 

der von Görg et al. [12] [13] entwickelten Vorfraktionierungsmethode zu trennen.

Eine  weitere  Limitierung  der  2DE  ist  die  schlechte  Trennung  von  hydrophoben  bzw. 

integralen  Membranproteinen.  Membranproteine  spielen  häufig  eine  Schlüsselrolle  in 

verschiedenen Prozessen der Zelle, wie z.B. Zelladhäsion, Signaltransduktion und Ionen-, bzw. 

Metabolitentransport,  so  dass  sie  von  besonderem  Interesse  für  die  Entwicklung  von 
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Medikamenten sind [14]. Eine zusätzliche Erschwerung der Trennung stellt die Tatsache dar, 

das Membranproteine meist einen basischen pI haben und/ oder nur gering exprimiert sind 

[15],[16].
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2 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund des erweiterten Informationsgehalts der differentiellen Proteomanalyse gegenüber 

genetischen Methoden ist ein tieferer Einblick in die Krankheitsbilder der Ewing-Sarkome und 

der Neuroblastome zu erwarten. Es können sowohl differentiell exprimierte Proteine, als auch 

Unterschiede  in  den posttranslationalen  Modifikationen,  die  eine  Veränderung  des  pIs  des 

Proteins bewirken, durch die  Difference Gel Electrophoresis (DIGE) detektiert werden, sowie 

differentielle Glykosylierungen einzelner Proteine durch 2D-Western-Blot Verfahren.

Aufgrund  der  in  Kapitel  1  geschilderten  Limitierungen  der  2D-Gelelektrophorese  ist  die 

Entwicklung  eines  geeigneten  Vorfraktionierungsverfahrens  für  Proteine  mit  basischem  pI 

erforderlich um auch in diesem Bereich gering exprimierte Proteine detektieren zu können. 

Außerdem  ist  die  Entwicklung  einer  geeigneten  Methode  zur  besseren  Trennung  von 

hydrophoben  bzw.  integralen  Membranproteinen  mittels  der  2D-Gelelektrophorese  von 

großem Nutzen, da diese Proteinklasse ca. ein Drittel des Proteoms darstellt [14] und somit ein 

großer Teil an Informationen verloren, bzw. nicht mit in die Analyse eingeht.

Die Methodenentwicklung wurde mit  Corynebacterium glutamicum und  Bacillus subtilis als 

Modellsystem durchgeführt, da es aufgrund ihres wenig komplexen Proteoms schon Arbeiten 

zur Erfassung ihres Gesamtproteoms gibt [17] [18], die im Rahmen dieser Arbeit weitergeführt 

werden.  In Kombination mit ihrer  einfachen und schnellen Anzucht,  und der  damit leicht 

verfügbaren Biomasse, stellen diese beiden Mikroorganismen somit ein ideales Modellsystem 

dar. 

Folgend sind die Ziele dieser Arbeit nochmals stichpunktartig aufgelistet:

• Differentielle  Proteomanalyse von Ewing-Sarkom und Neuroblastomzelllinien durch 

DIGE zur  besseren Differenzierung der Tumorarten,  zur Entdeckung prognostischer 

Marker  und  für  ein  besseres  Verständnis  der  Auswirkungen  der  differentiell 

exprimierten Proteine auf die Stoffwechselvorgänge innerhalb der Zelle.
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• Differentielle Glykoproteinanalyse zum Auffinden von spezifischen Veränderungen der 

Glykosylierung von Proteinen einer Tumorart .

• Weiterentwicklung  der  von  Görg  et  al.  [12],  [13] entwickelten  Methode  zur 

Vorfraktionierung, um diese auch für Proteine mit basischem pI zugänglich zu machen.

• Entwicklung einer Methode zur 2D-Gelelektrophoretischen Trennung von integralen 

Membranproteinen.



3 Stand des Wissens 5

3 Stand des Wissens

3.1 Die Ewing-Familie von Tumoren

Das Ewing-Sarkom wurde erstmals 1866 von  Lücke  [19] und 1890 von Hildebrand  [20] be­

schrieben. In den Jahren 1921 [21], 1924 [22] und 1939 [23] wurden erste Fallstudien von James 

Ewing, nach dem später der Tumor benannt wurde, publiziert. Zur Familie der Ewing Tumo­

ren (EFT) zählen die ossären Ewing-Sarkome, Ewing-Sarkome der Weichteile, der kleinzellige 

Tumor der Thoraxwand (Askin Tumor), maligne periphere neuroektodermale Tumore (MP­

NET) und atypische Ewing-Sarkome [24].

3.1.1 Epidemiologie

Das Ewing-Sarkom ist der zweit häufigste Knochentumor der im Kindesalter auftritt  [25]. Er 

tritt hauptsächlich in der hellhäutigen Bevölkerung auf, nur äußerst selten bei Menschen afri­

kanischen oder asiatischen Ursprungs [26]. Der Grund hierfür könnte in einem interethnischen 

Polymorphismus  der  an der  Entstehung von Ewing-Sarkomen beteiligten Genregion liegen 

[27]. Die alterstandardisierte Inzidenzrate liegt bei 3 pro Million. Die Mehrheit der Patienten 

(60%) ist männlich. Die meisten Patienten (57,1%) erkranken zwischen dem 10. und dem 19. Le­

bensjahr, der Median des Alters bei Krankheitsentdeckung beträgt 15 Jahre. Die häufigste Lo­

kalisation der Primärtumore ist mit 32% der untere Extremitätenbereich, in 16% aller Fälle der 

Oberschenkelknochen. In 26% aller Fälle ist die Tumorlokalisation im Becken. Ewing-Sarkome 

befinden sich zu 70-80% in den  Röhrenknochen der Extremitäten, MPNET zu mehr als einem 

Drittel im Stammskelett und zu 20% im Becken, während atypsiche Ewing-Sarkome ca. 10% al­

ler Befunde darstellen [28].

Die  5-Jahresüberlebensprognose  liegt  bei  alleiniger  Lokaltherapie  bei  10%  [29],  durch  die 

systemische  Polychemotherapie  konnte  sie  auf  50-60%  erhöht  werden  [30].  Als  negative 

prognostische Faktoren gelten Metastasen,  numerische und strukturelle Veränderungen von 

Chromosom  12  (meist  im  Verbund  mit  einem  „komplexen  Karyotyp“,  d.h.  mehreren 

Veränderungen, auch auf anderen Chromosomen) [31]. Beckentumore haben eine ungünstige 

Prognose, da sie in der Regel spät entdeckt werden, sowie Tumore mit einem Volumen von 
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mehr als 100 ml [32]. Bei Auftreten eines Rezidivs innerhalb der ersten zwei Jahre beträgt die 

Überlebensprognose 7%, bei später auftretendem Rezidiv 32%  [32],[33].

3.1.2 Histologie

Die  EFT  zeichnet  sich  aus  durch  einförmige  runde  Zellen  mit  kleinen,  stark  anfärbbaren 

Zellkernen, ohne scharfen Zytoplasmagrenzen. Die Zahl der Mitosen ist nur mäßig hoch. Das 

umgebende Gewebe ist zumeist stark nekrotisiert, mit ausgedehnter Knochendestruktion mit 

infiltrativem Tumorwachstum. Typische Charakteristika der EFT sind in 80% der Fälle PAS-

Positivität aufgrund von Glykogenablagerungen im Zytoplasma sowie Nachweis von Vimentin 

[34]. Die Morphologie der Tumoren kann zwischen lobuär, organähnlich oder diffus variieren. 

Weitere  Varianten  beinhalten  größere  Zellen  und  unterschiedliche  Grade  neuraler 

Differenzierung  [35]. Die Histogenese des Ewing Sarkoms ist unbekannt, da neurale Marker 

exprimiert  werden  können,  allerdings  sich  auch  Charakteristika  von  mesenchymalen  bzw. 

epithelialen Zellen zeigen können [36]. Zur Zeit wird folgende Hypothese in Betracht gezogen: 

Die  Ewing-Tumor-Stammzelle  ist  eine  Zelle  der  embryonalen  Neuralleiste,  die  sich  im 

Stadium der  Differenzierung  zu  einer  mesenchymalen  Zelle  befindet,  allerdings  durch die 

EWS-Fli1 induzierte Exprimierung von EZH2 blockiert ist  [37]. Eine weitere Eigenschaft der 

EFT ist die hohe Expression des MIC2-Gens, das für das Membranprotein CD99 kodiert  [38]. 

Weitere  Studien  konnten  allerdings  zeigen,  dass  diese  MIC2  Expression  keine  spezifische 

Eigenschaft der EFT ist, sondern MIC2 auch von einer Vielzahl anderer Tumoren und teilweise 

von Normalgewebe exprimiert wird [39].

Die EFT wird wie folgt eingeteilt [40],[41]:

Ewing-Sarkom: Gering differenzierter ossärer Tumor mit kleinen, runden, blauen 

Zellen, Expression von maximal einem neuralen Marker

atypisches Ewing-Sarkom: großzellige Morphologie, fehlende Glykogenablagerungen

MPNET: Expression mindestens zweier neuraler Marker und/oder 

Homer-Wright-Rosetten
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Die für die EFT typischen exprimierten neuralen Marker sind NSE (Neuron Specific Enolase), 

NGF (Nerve Growth Factor), HNK-1, Synaptophysin, Chromogranin, Neurofilament (70kDa) 

und NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) [40],[42],[43]. 

3.1.3 Molekularbiologie

Die EFT vereinende molekulargenetische Eigenschaften ist die durch Translokation veränderte 

Region q12 auf Chromosom 22. In der Region q12 liegt die 7 Kilobasen große Region EWSR1 in 

der die Translokationsbruchstellen zwischen Exon 7 und Exon 11 des Gens EWS  liegen [44]. 

In 83% der Fälle liegt eine Translokation der Region q24 von Chromosom 11 auf die Region q12 

des  Chromosoms  22  (t(11;22)(q24;q12))  vor  [45],[46].  Diese  Translokation  resultiert  in  der 

Expression des anormalen Hybridproteins EWS-FLI1, bei der das N-terminale Ende des EWS 

mit der  C-terminalen,  DNA-bindenden Domäne von FLI1 verbunden wird  [47].  Es werden 

mehrere  Typen des EWS-Fli1 Hybridproteins  unterschieden,  wobei  Folgende die häufigsten 

sind: Das Exon 7 des Gens EWS kann entweder mit dem Exon 6 von FLI1 (Typ 1), dem Exon 5 

von  FLI1  (Typ  2)  [48].  FLI1  ist  ein  Transkriptionsfaktor  aus  der  Familie  der  ETS  (E26 

Transformation  Specific)  Proteine.  Das  Hybridprotein  EWS-FLI1  ist  ein  stärkerer 

Transkriptionsaktivator  als  FLI1 und kann bei  Überexpression Zellveränderungen Vorschub 

leisten  [49].   In  ca.  10%  der  Fälle  liegt  eine  t(21;22)(q24;q12)  Translokation  vor,  die  zur 

Expression  des  Hybridproteins  EWS-ERG  führt  [48].  Äußerst  selten  ist  das  Vorkommen 

anderer Translokationen, die in der Expression von EWS-ETV1 (t(7;22)(p22;q12)), EWS-E1AF 

(t(17;22)(q12;q12))  und  EWS-FEV  (t(2;21;22)(q33;q22;q12))  resultieren  [50],[51],[52].  In  allen 

Fällen ist das EWS-Protein mit einem Protein der ETS-Familie fusioniert.
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3.1.4 Therapie

Die zur Zeit durchgeführte Theraphiestudie Euro-E.W.I.N.G 99 sieht folgendes Protokoll vor 

[53]:

Zunächst erfolgt an alle Patienten eine Gabe von 6 Blöcken Vincristin, Ifosfamid, Doxorubicin 

und  Etoposid  (VIDE).  Anschließend  werden  die  Patienten  werden  in  3  Risikogruppen 

eingeteilt:

R1 (Standardrisiko): - Keine Metastasen

- Weniger als 10% vitale Zellen nach Induktionstherapie im 

Tumorresektat (= gutes Ansprechen auf Chemotherapie)

- Tumorvolumen < 200ml

R2 (Hochrisikogruppe):

   R2loc: - Keine Metastasen

- Mehr als 10% vitale Zellen nach Induktionstherapie im 

  Tumorresektat (=schlechtes Ansprechen auf Chemotherapie)

oder: - Tumor mit Volumen > 200ml

R2pulm: - Lungen- oder Pleurametastasen

R3 (Experimentelle Gruppe): - Metastasen in Knochen, Knochenmark oder multifokal.

Falls  möglich  erfolgt  nach  der  Induktionstherapie  eine  Resezierung  des  Tumors  mit 

anschließender  einmaliger  Gabe  von  Vincristin,  Actinomycin  D  und  Ifosfamid  (VAI).  Bei 

schlechtem  Ansprechen  des  Patienten  auf  die  Chemotherapie  und/oder  bei  Tumoren  mit 

schlecht  rezesierbaren  Grenzen  erfolgt  eine  Radiotherapie.  Anschließend  findet  in 
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Abhängigkeit der Gruppenzugehörigkeit eine Konsolidierungstherapie statt. Die Mitglieder der 

Risikogruppen R1, R2loc und R2pulm  werden in 2 Untergruppen zufällig unterteilt.

R1-Gruppe 1: 7 Blöcke Vincristin, Actinomycin D, Cyclophosphamid (VAC)

R1-Gruppe 2: 7 Blöcke Vincristin, Actinomycin D, Ifosfamid (VAI)

R2loc-Gruppe 1: 7 Blöcke VAI

R2loc-Gruppe 2: Busulphan- und Melphalan-Hochdosistherapie

R2pulm-Gruppe1: 7 Blöcke VAI und Radiotherapie

R2pulm-Gruppe2: Busulphan- und Melphalan-Hochdosistherapie

Die experimentelle Gruppe R3

R3: Busulphan- und Melphalan-Hochdosistherapie

Treosulfan- und Melphalan-Hochdosistherapie mit 

PBPC-rescue 

Melphalan-Etoposid-Hochdosistherapie

Alternativen in Phase-II der Studie

3.1.5 Charakterisierung der verwendeten EFT-Zelllinien

3.1.5.1 Ewing-Sarkom Zelllinie A673

Die Zelllinie A673 stammt von einer 15-jährigen weiblichen Patientin und wurde 1973 etabliert 

[54].  Zunächst  wurde  der  Tumor  als  primäres  Rhabdomyosarkom  klassifiziert,  eine 

zytogenetische Analyse im Jahr 2003 berichtigte die Diagnose auf Ewing-Tumor. Der Tumor 

hat einen komplexen Karyotyp mit einer Vielzahl von Umgestaltungen auf den Chromosomen 

3, 5, 8, 9 und 16. Unbalancierte Translokationen der(1)t(1;19), t(5;8), der(16)t(3;16), der(9)t(9;13) 

und der(11)t(11;13) sowie der Verlust von DNA auf den Chromosomen 3 und 4. Das für den 

Ewing-Tumor  typische  Hybridprotein  EWS-FLI1  (Typ  1)  wird  exprimiert,  die 

charakterisierende  t(11;22)-Translokation  liegt  aber  durch  weitere  Derivatisierung  auf 

Chromosom 13 [der(13)t(11;13)(q13;q14)t(11;22)(q24;q12)] [55],[56].
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3.1.5.2 Ewing-Sarkom Zelllinie SBSR-AKS

SBSR-AKS ist eine Zelllinie, die aus einer extraossären Metastase in der Leistengegend einer 

17-jährigen  weiblichen  Patientin  etabliert  wurde.  Die  Tumorzellen  exprimieren  das 

Hybridprotein EWS-FLI1 (Typ 1) [37].

3.1.5.3 Ewing-Sarkom Zelllinie SK-ES1
Diese Zelllinie wurde 1971 etabliert. Die Originalprobe stammt aus dem Knochengewebe eines 

18-jährigen männlichen Patienten europäischer Abstammung. Die Tumorzellen haben die ty­

pische Translokation t(11;22)(q24;q12) und exprimieren das Hybridprotein EWS-FLI1 (Typ 2), 

die Anzahl der Chromosomen schwankt zwischen 44 und 51 mit einem Modalwert von 49 [56], 

[57],[58]. Weitere chromosomale Modifikationen sind der(3)t(3;12)(q21;q13), del(3)(q21), inv(1)

(p36.1q21) und der(16)t(5;16)(q13;p13.3). Es wurden 3 Y-autosomale Marker, aber kein normales 

Y-Chromosom gefunden [58].

3.1.5.4 Ewing-Sarkom Zelllinie SK-N-MC

SK-N-MC stammt von einem 15-jährigen Mädchen, bei dem 3 Jahre zuvor ein Neuroblastom 

in der linken Brustwand entdeckt wurde. 1971 wurde ein zweites Tumor-Wiedererscheinen 

entdeckt. Die Biopsie dieses Gewebes wurde zur Etablierung der Zelllinie SK-N-MC im Jahre 

1973 verwendet [59]. 

Diese Zelllinie besitzt als charakteristische Eigenschaft  double-minutes Chromosome (Chro­

mosome, die repliziert werden, obwohl sie kein Centromer besitzen), die nach 42 Tagen im 

Kulturmedium in 70% der Zellen vorkamen, nach 244 Tagen allerdings nur noch in 14% aller 

Zellen [59].

Zunächst wurde die Zelllinie als Neuroblastom klassifiziert [59], später als Askin Tumor [60], 

der wiederum den Ewing-Sarkomen zugeordnet wurde.  Die Zellen haben einen komplexen 

Karyotyp mit  der  Translokation  t(2;11;22;21)(q32;q24;q12;q11)  und  exprimieren  das 

Hybridprotein EWS-FLI1 (Typ 1)  [60],  [61],[62]. Weitere chromosomale Veränderungen sind 

die Translokation t(1;3)(q22;q27) und t(1;4)(p36;p13) [60].
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3.1.5.5 Ewing-Sarkom Zelllinie MHH-ES1

Die Zelllinie  MHH-ES1 wurde  aus einer  peritonealen Metastase  im Bauchwasser  eines  12-

jährigen  männlichen,  türkischen  Patienten  etabliert.  Der  Primärtumor  war  im  linken 

Beckenbereich  lokalisiert  [63].  Der  Karyotyp ist  hyperdiploid  mit  12% Polyploidität:  49(46-

51)<2n>XXY, +X, +1, +8, +12, -17, dup(1)(q31.1q32.2), del(3)(p11), der(4)t(4;?6)(p14;p11), t(6;7)

(q11;p11),  der(8)t(8;11)(p12;q13)  [64].  Die  Translokation  t(11;22)(q24;q12)  resultiert  in  der 

Expression  des Hybridprotein EWS-FLI1 (Typ 2) [65]. 

3.1.5.6 Ewing-Sarkom Zelllinie TC-71

TC-71 (Tissue Culture 71) wurde 1981 aus dem Ewing-Tumor des Oberarmknochens eines 22-

jährigen  männlichen  Patienten  etabliert.  Die  Zellen  haben  einen  komplexen  Karyotyp  mit 

multiplen numerischen und strukturellen chromosomalen Veränderungen: 76(65-84)<3n>XX, 

-Y,  +1,  +2,  -3,  +6,  +8,  -9,  +11,  -17,  +21,  +2-11  mar,  t(1;7)(q25;p11),  del(2)(q36),  t(2;14)

(q12;q32)3q+, ?5, del(6)(q26),  del(7)(q31),  t(7;11)(q21,q23),  t(8;14)(q11;p11),  add(3)(q29),  add(6)

(q25)x2-3,  del(8)(p22),  add(8)(p22),  del(9(p24),  add(14)(p11).  Diese  Zelllinie  trägt  die 

Translokation t(11;22)(q24;q12) doppelt und exprimiert das Hybridprotein EWS-FLI1 (Typ 1) 

[60], [64].

3.1.6 Kurzübersicht der verwendeten EFT-Zelllinien

Tabelle 1 zeigt die wichtigste Merkmale der verwendeten EFT-Zelllinien nochmals kurz auf.
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Zelllinie Alter m/
w

Lokalisation P/M Translokation Hybridprotein, Typ

A673 15 w Muskel P der(13)t(11;13)(q13q14)t(11;22)
(q24;q12)

EWS-FLI1, Typ 1

SBSR-AKS 17 w Leiste M - EWS-FLI,1 Typ 1

SK-ES1 18 m Knochen P t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1, Typ 2

SK-N-MC 15 w Brustwand M t(2;11;22;21)(q32;q24;q12;q11) EWS-FLI1, Typ 1

MHH-ES1 12 m Bauchfell M t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1, Typ 2

TC-71 22 m - M t(11;22)(q24;q12)x2 EWS-FLI1, Typ 1

Tabelle 1: Kurzübersicht der verwendeten EFT-Zelllinien
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3.2 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein Tumor der embryonalen Neuralleiste [66] und wurde erstmals 1863 

von  Virchow  [67]  beschrieben. Während der fötalen Entwicklung der Nebennieren treten 

dort sogenannte Neuroblastome  in situ bis zu 200-mal häufiger auf, als sich später klinisch 

manifestieren  [68].  Deren  Ursprung  liegt  während  der  Entwicklung  des  embryonalen 

Nervensystems, bei der es häufig zu Rückbildungen kommt, die durch massiven auftretenden 

Zelltod der unreifen Neuroblasten gekennzeichnet sind (Involution)  [69],[70]. Im Verlauf der 

Entwicklung des Nebennierenmarks entstehen Aggregate aus unreifen Zellen (Neuroblastische 

Knötchen)  die  vermutlich  später  entweder  das  Nebennierenmark  bilden  oder  rückgebildet 

werden [71]. Es ist noch unklar ob Neuroblastome in situ Reste der embryonalen Entwicklung, 

Hyperplasien oder Neoplasien sind [72]. Ein Neuroblastom kann auch spontaner Reifung zum 

Ganglioneuroblastom und schließlich zum gutartigen Ganglioneurom unterliegen [73]. Es sind 

auch Fälle bekannt, in denen sich das Neuroblastom spontan zurückgebildet hat [74],[75].

3.2.1 Epidemiologie

Das  Neuroblastom  macht  7-10%  aller  Krebserkrankungen  bei  Kindern  aus  und  ist  der 

meistdiagnotizierte Krebs  im Verlauf der  Kindheit.  Die Inzidenzrate liegt bei  58 Fällen pro 

1.000.000 Kindern und Jahr [76]. Der Median des Alters bei Diagnose liegt bei 18 Monaten, 98% 

aller Fälle werden bis zum 10. Lebensjahr diagnostiziert [77]. Der Primätumor ist in ungefähr 

der Hälfte der Fälle im Nebennierenmark, im Rest der Fälle in den paraspinalen Ganglien der 

Brust und des Abdomens, sowie den Beckenganglien lokalisiert.  Eine Metastasierung findet 

schon früh statt und prägt oft das klinische Bild als Frühsymptom [78]. Patienten mit schon 

pränatal entstandenem Neuroblastom haben zu ca. 66% Lebermetastasen, 10% Hautmetastasen, 

2% Skelettmetastasen und zu 20%  kombinierte Metastasierung der Leber, Haut, Lymphknoten 

und  Knochen.  Bei   Patienten  im  Alter  von  4-12  Monaten  verringert  sich  der  Anteil  der 

Lebermetastasen auf 33% während der Anteil der Knochenmetastasen auf 20% steigt [79]. 

Neuroblastome zeigen eine hohe Variabilität des klinischen Verhaltens. Dies kann zwischen 

spontaner Regression  [74],[75] und tödlichem Tumorfortschritt schwanken. Dieses Verhalten 

zeigt  sich auch bei  Patienten mit metastasierten Tumoren  [80]. Um die Überlebensrate von 
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erkrankten  Neugeborenen  zu  verbessern  wurden  mehrere  Massen-Screenings  [81],[82],[83] 

durchgeführt.  Hierbei wurde festgestellt,  dass die Zahl der diagnostizierten Neuroblastomen 

um 50-100% anstieg, diese in der Mehrzahl aber günstige prognostische Faktoren (siehe Tabelle 

2)  zeigten.  Allerdings  zeigte  sich  im  Vergleich  zur  nicht  gescreenten  Gruppe  keine 

Veränderung in der Anzahl der fortgeschrittenen Neuroblastome bei Kindern älter als einem 

Jahr  und  keine   Verbesserung  der  Überlebensrate  [83],[84].  Aufgrund  des  hochvariablen 

klinischen  Verhaltens  und  der  Ergebnisse  der  Massenscreenings  wird  angenommen,  dass 

Neuroblastome aus mindestens zwei klinisch-biologischen Unterarten (siehe 3.2.3) bestehen. 

3.2.2 Histologie

Makroskopisch lassen Neuroblastome einen lobulierten, weichen Tumor erkennen, und der in 

den meisten Fällen durch  Nekrosen und Verkalkungen gekennzeichnet  ist.  Neuroblastome 

imponieren als kleine, blaue, runde Zellen, mit dichtem Kern und spärlichem Zytoplasma, die 

gelegentlich als Homer-Wright-Rosetten angeordnet sind [85],[86].

Zur  Gruppe  der  neuroblastischen  Tumore  gehören  Neuroblastome,  Ganglioneuroblastome 

sowie  Ganglioneurome  und  werden  laut  der  International  Neuroblastoma  Pathology  

Classification (INPC) [87] in 4 Grundklassen eingeteilt:

International Neuroblastoma Pathology Classification Prognose

Neuroblastom (arm an Schwann´schen Stroma-Zellen)

< 1,5 Jahre Kaum differenzierter oder sich Günstig

differenzierender Tumor mit niedrigem 

oder mittleren Mitose-Karyorrhexis-Index 

(MKI)

1,5-5 Jahre Sich differenzierender Tumor mit Günstig

niedrigem MKI

< 1,5 Jahre Undifferenzierter Tumor Ungünstig

< 1,5 Jahre Hoher MKI Ungünstig
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1,5-5 Jahre Undifferenzierter oder kaum differenzierter Ungünstig

Tumor

1,5-5 Jahre Mittlerer  oder hoher MKI Ungünstig

≥ 5 Jahre Alle Neuroblastome Ungünstig

Ganglioneuroblastom, gemischt
(reich an Schwann´schen Stroma-Zellen) Günstig

Ganglioneurom (Schwann´sche Stroma-Zellen dominieren)

Reifend Günstig
Reif Günstig

Ganglioneuroblastom, nodulär
(Mischform aus Stroma-reich, Stroma- Ungünstig
 dominant und Stroma-arm)

3.2.3 Molekularbiologie

Es  wird  angenommen,  dass  Neuroblastome  aus  mindestens  2  verschiedenen  biologisch-

klinischen  Gruppen  bestehen.  Diese  Gruppen  unterscheiden  sich  durch  die  in  Tabelle  2 

dargestellten chromosomalen Eigenschaften [77]. Laut dem genetischen Modell [77] haben alle 

Neuroblastome eine gemeinsame Vorläuferzelle,  die sich jedoch in unterschiedlicher  Weise 

weiterentwickelt und so die unterschiedlichen Neuroblastomtypen entstehen. Der erste Typ ist 

durch  hyperdiploiden,  fast  triploiden  Karyotyp  gekennzeichnet,  der  durch  eine  mitotische 

Fehlfunktion entsteht. Strukturelle chromosomale Veränderungen kommen nur selten, wenn 

überhaupt,  vor. Aufgrund der ihnen typischen Expression von TrkA, einem Tyronsinkinase 

Rezeptor für NGF (Nerve Growth Factor), differenzieren sie sich bei Anwesenheit von NGF 

aus,  oder  sterben  bei  Fehlen  von NGF ab.  Der  zweite  Typ zeichnet  sich durch einen fast 

diploiden  oder  fast  tetraploiden  Karyotyp  aus,  allerdings  mit  ausgeprägten  strukturellen 

chromosomalen  Veränderungen.  Zwei  Subtypen  werden  innerhalb  des  zweiten  Typs 

unterschieden: Typ 2A zeichnet sich durch eine 11q und/oder 14q Deletion aus, der Typ 2B ist 

durch  einen  Verlust  der  Heterozygotie  auf  Chromosom  1p,  mit  MYCN-Amplifikation, 
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gekennzeichnet. Beiden Subtypen ist eine Multiplikation von 17q gemein [77]. Das Genetische 

Modell der Neuroblastomentwicklung ist nochmals kurz in Abbildung 1 dargestellt. 

22% aller  Neuroblastome  zeigen  eine  Amplifikation  des  Gens  MYCN  [88].  Dieses  Gen ist 

normalerweise auf dem äußeren Teil des kurzen Arms von Chromosom 2p24 als  single-copy 

lokalisiert, aber in Zellen mit MYCN Amplifikation (bis zu 140-facher Verstärkung[89]) zeigt 

sich dieses Gen auch auf  double-minute-Chromosomen und homogen anfärbenden Regionen 

(HSR)  der  DNA  [90].Diese  MYCN  Amplifikation  ist  konsistent  im  Primärtumor  und 

Metastasen eines Patienten [91] und deutet auf eine aggressive Form des Neuroblastoms hin 

[92],[93]. MYCN bildet mit MAX (MYC associated factor X) einen Transkriptionsaktivator, der 

für die Regulierung der Gene ODC, MCM7 und MRP1 zuständig ist [94],[95]. Diese Gene sind 

für Regulierung des Zellzyklus zuständig, eine Überexpression verhindert wahrscheinlich den 

Eintritt der Zellen in die G0-Phase  [96]. Es besteht außerdem eine Korrelation zwischen der 

Amplifikation  von  MYCN  und  dem  Verlust  der  Heterozygotie  des  kurzen  Arms  von 

Abbildung 1: Genetisches Modell der Neuroblastomentwicklung [77]
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Chromosom 1 im Bereich p36.1 und p36.3 [97].Allerdings gibt es in Neuroblastomen mit nur 

einer  MYCN-Kopie  keinen  Zusammenhang  zwischen  einem  hohen  zellulären  MYCN-

Proteingehalt  und einer ungünstigen Prognose  [98]. Weitere Eigenschaften von aggressiven 

Neuroblastomen sind Deletionen auf den Chromosomen 1, 3 und 11 (del1p, del3p und del11q) 

[99],[100].

Eigenschaft Typ 1 Typ 2A Typ 2B

MYCN Normal Normal Verstärkt

DNA-Ploidie Hyperdiploid oder fast 
triploid

Fast diploid oder fast 
tetraploid

Fast diploid oder fast 
tetraploid

Multiples 17q Selten Häufig Häufig

11q, 14q Verlust der 
Heterozygotie

Selten Häufig Selten

1p Verlust der 
Heterozygotie

Selten Selten Häufig

TrkA-Expression Hoch Gering/Fehlt Gering/Fehlt

TrkB-Expression Verkürzt Gering/Fehlt Hoch

TrkC-Expression Hoch Gering/Fehlt Gering/Fehlt

Alter < 1 Jahr > 1 Jahr 1-5 Jahre

INSS-Stadium 1, 2, 4S 3 oder 4 3 oder 4

5-Jahres-
Überlebensrate

95% 40-50% 25%

Tabelle 2: Biologisch-klinische Neuroblastomen-Typen

Eine Studie fand 19 differentiell exprimierte Gene zwischen Neuroblastomen mit ungünstiger 

Prognose und Neuroblastomen mit günstiger Prognose [101]. Eine Hochregulierung von DLK1, 

PRSS3, ARC, SLIT3, MYCN sowie eine Herunterregulierung von CNR1, ROBO2 und  BTBD3 

deuten  auf  einen  ungünstigen  Verlauf  der  Krankheit  hin  [101].  Eine  weitere  Studie  der 

differentiellen  mRNA-Expression  zwischen  Stadium-4-  und  Stadium-4S-  Neuroblastomen 

(siehe Tabelle 3) fand, dass beide Stadien für sich spezifische Genexpressionsmuster aufweisen 

[102]. Als weiterer prognostischer Marker für einen ungünstigen Verlauf wird die Expression 

von Skp2 diskutiert [103].
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3.2.4 Einteilung der Neuroblastome in Risikogruppen

In  aktuellen  Studien  wird  das  International  Neuroblastoma  Staging  System (INSS)  [104] 

(Tabelle  3)  durch molekularbiologische  und histopathologischen  Eigenschaften  der  Tumore 

erweitert und es werden die in Tabelle 4 beschriebenen Risikogruppen eingeteilt [81],[82],[83]:

Stadium Beschreibung

1 Lokalisierter  Tumor  auf  Ursprungsorgan  begrenzt,  Resektion  des  ganzen 
Tumors möglich, kein Lymphknotenbefall

2a Begrenzung des Urpsrungsorgans überschritten, jedoch nicht die Mittellinie, 
Resektion des gesamten Tumors nicht möglich, kein Lymphknotenbefall

2b Lokalisierter  Tumor,  Begrenzung  des  Urpsrungsorgans  überschritten, 
homolateraler Lymphknotenbefall

3 Tumor überschreitet Mittellinie mit homolateralem Lymphknotenbefall,   bei 
Mittellinientumor können Lymphknoten können beidseitig befallen sein oder 
Lymphknotenbefall kontralateral wenn Tumor Mittellinie nicht überschreitet 

4 Fernmetastasen

4S wie 1 oder 2, aber mit Fernmetastasen in Leber, Haut, nur bei Säuglingen

Tabelle 3: Stadieneinteilung von Neuroblastomen nach INSS
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INSS-Stadium Geringes Risiko Mittleres Risiko Hohes Risiko

1 Alle - -

2A, 2B < 1 Jahr
1-21 Jahre, MYCN nicht 
vervielfältigt
1-21 Jahre, MYCN 
vervielfältigt, günstige 
Histologie

- 1-21 Jahre, MYCN 
vervielfältigt, 
ungünstige Histologie

3 - <1 Jahre, MYCN nicht 
vervielfältigt
1-21 Jahre, MYCN nicht 
vervielfältigt, günstige 
Histologie

0-21 Jahre, MYCN 
vervielfältigt
1-21 Jahre, MYCN 
nicht vervielfältigt, 
ungünstige Histologie

4 - < 1 Jahr, MYCN nicht 
vervielfältigt

< 1 Jahr, MYCN 
vervielfältigt
1-21 Jahre

4S MYCN nicht 
vervielfältigt, günstige 
Histologie, DNA Index 
>1

MYCN nicht vervielfältigt, 
ungünstige Histologie, 
DNA Index = 1

MYCN vervielfältigt

Tabelle 4: Risikoeinteilung von Neuroblastomen nach klinisch-biologischen Gesichtspunkten

3.2.5 Das International Neuroblastoma Risk Group Staging System

Eine korrekte Stadieneinteilung mit Hilfe des INSS kann schwierig sein, da es möglich ist, dass 

ein und der selbe Tumor entweder Stadium 1 oder 3, je nach dem Ausmaß der operativen 

Entfernung,  zugeordnet  werden  kann  [105].  Des  weiteren  können  Patienten,  die  unter 

Beobachtung stehen weil eine Tumorregression erwartet wird, nicht korrekt eingeteilt werden 

[106]. Eine weitere Einschränkung ist die Beurteilung der Beteiligung der Lymphknoten zur 

korrekten Einteilung, dies hängt aber von der Gründlichkeit des behandelnden Arztes ab [104],

[105],[107]. Aufgrund dieser Unzulänglichkeiten wurde das International Neuroblastoma Risk 

Group Staging System (INRGSS) entwickelt, um eine bessere Vergleichbarkeit der klinischen 

Neuroblastom-Studien  zu  gewährleisten  [108].  Die  genaue  Einteilung  ist  folgend  kurz 

beschrieben:
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Stadium Beschreibung

L1 Lokalisierter Tumor der keine wichtigen Strukturen laut den  Image-defined  

risk factors (IDRF) [108] befallen hat und auf einen Körperteil begrenzt ist.

L2 Lokoregionaler Tumor mit einem oder mehreren IDRF

M Fernmetastasen

MS < 18 Monate, Metastasen in Leber, Haut und/oder Knochenmark

3.2.6 Therapie

Die zur Zeit durchgeführte Theraphiestudie NB2004 [109] sieht folgende Vorgehensweise vor:

Zunächst erfolgt eine Entnahme von Tumorgewebe um die Diagnose histologisch zu sichern 

und den Tumor molekulargenetisch zur Risikogruppeneinteilung (Abbildung 2) zu beurteilen. 

Patienten, die der niedrigen Risikogruppe angehören werden 6-12 Monate beobachtet, da hier 

eine  hohe  Wahrscheinlichkeit  einer  spontanen Tumorregression besteht.  Falls  es  zu  keiner 

spontanen Regression kommt, erfolgt  eine  Chemotherapie  mit  Doxorubicin,  Vincristin  und 

Cyclophosphamid. 

Die  Gruppe  mit  mittlerem  Risiko  erhält  eine  Chemotherapie  mit  Doxorubicin,  Vincristin, 

Cyclophosphamid, Etoposid, Vindesin, Cisplatin, Ifosfamid und Dacarbazin. Eine zusätzliche 

externe Radiotherapie erfolgt erfolgt bei noch aktivem, inoperablen Resttumor nach mehr als 

der Hälfte der Chemotherapie. Bei Nichtansprechen der Therapie werden die Patienten der 

Hochrisikogruppe  zugeordnet.  Nach  der  Chemotherapie  erhalten  die  Patienten  eine  orale 

Behandlung mit 13-cis-Retinsäure.

Die  Hochrisikogruppe  wird  randomisiert  in  2  Untergruppen  aufgeteilt  in  der  eine  Gruppe 

zusätzlich  zur  Chemotherapie  (siehe  mittlere  Risikogruppe)  Topotecan  erhält.  Bei 

Metajodbenzylguanidin  (MIGB)-speicherndem  Resttumor  (MIGB  reichert  sich  in  90%  der 

Neuroblastomzellen  an  [68])  erfolgt  anschließend  eine  systemische  Radiotherapie  mit  I131-

MIBG. Der nächste Therapieschritt ist eine Hochdosistherapie mit Melphalan, Etoposid und 

Carboplatin mit autologem Stammzellrescue und abschließend eine orale Behandlung mit 13-

cis-Retinsäure. Bei aktiven Resterkrankungen erfolgt zusätzlich eine externe Radiotherapie.
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3.2.7 Charakterisierung der verwendeten Neuroblastomzelllinien

3.2.7.1 Neuroblastomzelllinie SiMa

Diese Zelllinie wurde 1991 aus dem Nierengewebe eines Rezidivs nach Chemotherapie eines 

Stadium 3 (INSS)-Neuroblastoms eines 20 Monate alten männlichen Patienten etabliert.  Der 

Karyotyp ist annähernd tetraploid mit 88/89<4n>XXY/XXYY, -Y, -11, -17, -17, der(1qh++)t(1;17)

(p34-35;q12)x2,  t(6;9)(p21;q33)x2,  ?inv(12)(q21q24)x2,  der(22)t(17;22)(q21;p12)x2.  Die 

prognostischen Marker sind bei dieser Zelllinie widersprüchlich, da sich die Zellen in einem 

Stadium der fortgeschrittenen Differenzierung befinden, was in Gegensatz zum Karyotyp und 

der  5-10  fachen  MYCN-Amplifikation  und  50-100  MYCN-enthaltenden  double-minute 

Chromosomen [64] auf eine günstige Prognose hindeutet [110]. 

Abbildung 2: Risikogruppeneinteilung nach NB2004
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3.2.7.2 Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y

Die Zelllinie SH-SY5Y ist eine klonierte Subzellinie der Neuroblastomzelllinie SK-N-SH [111]. 

SK-N-SH  wurde  aus  dem  Knochenmark  einer  4-jährigen  weiblichen  Patientin  mit 

metastasiertem Neuroblastom im Jahre 1970 etabliert  [59]. Der Karyotyp ist fast diploid mit 

46/47(42-48)<2n>X/XX,  +7,  ins(1)(q32q11q43),  add(9)(q34),  der(22)t(?17;22)(q22;q13)  [112]. 

Double-minute  Chromosome  sind  nicht  vorhanden  [59].  Das  Gen  MYCN  wird  gering 

exprimiert, die Mehrheit der Zellen besitzt drei MYCN-Kopien durch Gen-Amplifikation [113]. 

Die Zelllinie exprimiert stark das Gen MYCC [98]. 

3.2.7.3 Neuroblastomzelllinie MHH-NB-11

MHH-NB11 wurde 1986 aus der Neuroblastommetastase in der Niere eines 4-jährigen 

männlichen Patienten etabliert [114]. der Karyotyp ist bimodal hyperdiploid / tetraploid 54(48-

54)<2n>XY, +1, +1, +2, +6, +7, +8, +13, +20, der(1)t(1;?)(p32;?)x2, der(13)t(13;?2HSR)(q33;?2p23) 

[64]. MYCN ist 20-fach amplifiziert [114].

3.2.8 Kurzübersicht der verwendeten Neuroblastomzelllinien

In Tabelle 5 sind die verwendeten Neuroblastomzelllinien nochmals kurz dargestellt.

Name der Zelllinie m/w Alter Lokalisation P/M MYCN-Amp

SiMa m 1,7 Niere M 5-10-fach

SH-SY5Y w 4 Knochenmark M 3-fach

MHH-NB-11 m 4 Niere M 20-fach

Tabelle 5: Kurzübersicht der verwendeten Neuroblastomzelllinien
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3.3 Proteom-Analyse

Der Begriff  „Proteom“ wurde 1994 von Marc Wilkins geprägt und ist als „Gesamtheit  aller 

exprimierten PROTEine eines GenOMs unter definierten Bedingungen (z.B. Druck, pH-Wert, 

Temperatur,  usw.)  zu  einem  bestimmten  Zeitpunkt“  definiert  [115],  [116].  Der  Begriff 

„Proteomik“ wurde auf einer National Academy of Sciences-Tagung im Jahre 2002 wir folgt 

definiert: „Proteomics represents the effort to establish the identities, quantities, structures, and  

biochemical and cellular functions of all proteins in an organism, organ, or organelle, and how  

these properties vary in space, time, and physiological state. Proteomics is thus a huge, long-

term task, much more involved than sequencing the genome. [117].

3.3.1 Isoelektrische Fokussierung mit Trägerampholyten

Das Prinzip der isoelektrischen Fokussierung mit TA beruht darauf, das diese in Kombination 

mit  einem  elektrischen  Feld  einen  kontinuierlichen  pH-Gradienten  erzeugen.  Proteine  in 

diesem  Feld  wandern  zu  dem  pH-Wert,  der  ihrem  isoelektrischen  Punkt  (pI)  entspricht 

(Abbildung 3)  [118]. Da auch die TA an ihrem jeweiligen pI fokussieren hängt die Stabilität 

des  pH-Gradienten  von  ihrer  Pufferkapazität  an  und in  der  Nähe  ihres  pI  ab.  Außerdem 

müssen die TA an ihrem pI eine akzeptable Leitfähigkeit aufweisen um übermäßige elektrische 

Feldstärken zu vermeiden  [119]. Trägerampholyte sollten, wenn die Theorie betrachet wird, 

einen über die Zeit stabilen pH-Gradienten bilden. In der Praxis ist dies jedoch eingeschränkt, 

da  Instabiliäten  des  pH-Gradienten  aus  der  unterschiedlichen  Leitfähigkeit  und 

Pufferkapazitäten  der  TA und der  Oxidation  bzw.  Reduktion  der  TA an  der  Anode  bzw. 

Kathode  entstehen  [120].  Ein  weiteres  Problem  der  IEF  mit  TA  ist  der  sogenannte 

Kathodendrift  (auch  Plateau-Phänomen  genannt)  [121],  [122]:  Der  pH-Gradient  „zerfällt“ 

hauptsächlich am basischen Ende, der pH-neutrale Bereich dehnt sich immer weiter aus, der 

pH-Gradient verflacht. Dies bedeutet für die Praxis, dass der pH-Gradient am Ende der IEF 

selten über pH 7 hinaus geht [123], [124]. Zur Trennung von basischen Proteinen mittels IEF 

mit TA wurde 1977 von O´Farrell die non-equilibrium pH-Gradient electrophoresis (NEPHGE) 

entwickelt  [123].  Allerdings  ist  NEPGHE  keine  Endpunkt-Methode,  daher  ist  die 

Reproduzierbarkeit eingeschränkt.
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Die Abbildung zeigt die Wanderung und Ladungsverhältnisse zweier Proteine mit unteschiedlichen isoelektrischen 

Punkten im pH-Gradienten.

3.3.2 IEF mit immobilisierten pH-Gradienten

Die pH-Gradient Instabilitäten und die daraus folgende Nichtreproduzierbarkeit der IEF mit 

TA  wurden  1982  durch  die  Einführung  von  immobilisierten  pH-Gradienten  (IPGs) 

überwunden  [125].  Im Unterschied zur IEF mit TA wird beim IPG der pH-Gradient durch 

„Immobiline“  gebildet,  die  mit  einer  Polyacryamidmatrix  kopolymerisiert  werden.  Die 

Immobiline gehören zu einer  Reihe von 10 Acrylamidderivaten,  die jeweils  eine Carboxyl- 

oder  tertiäre  Aminogruppe tragen und verschiedene pK-Werte zwischen 1 und 13 puffern. 

Durch die Immobilisierung des pH-Gradienten wird eine gegenüber der IEF mit TA erhöhte 

Reproduzierbarkeit [126], [127] erreicht. Weitere Vorteile sind die Erzeugung „maßgefertigter“ 

IPGs, die eine Auflösung von ΔpI=0,001 bieten  [128],  [129],  [130] reproduzierbare Trennung 

von basischen Proteinen [131], [132], sowie eine erhöhte Ladungskapazität [133].

Abbildung 3: Prinzip der IEF
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3.3.3 2D-Gelelektrophorese

Die hochauflösende 2D-Gelelektrophorese geht auf das Jahr 1975 zurück,  als O´Farrell  eine 

trägerampholytbasierte IEF unter Zugabe von Harnstoff, Detergenzien und β-Mercaptoethanol 

zur  Solubilisierung  der  Proteine,  mit  der  SDS-PAGE  kombinierte  [134].  Aufgrund  der 

Nachteile  der  IEF mit TA ist  diese  Methode auf  Proteine  mit einem pI  zwischen  4 und 7 

beschränkt.  Zusätzlich  leidet  die  Reproduzierbarkeit.  Die  Probleme  der  mangelnden 

Reproduzierbarkeit und der schlechten Auftrennung von Proteinen mit einem pI > 7 wurden 

1988 durch Görg  et al. mit der Einführung der 2D-Gelelektrophorese mit IPGs überwunden 

[129] und wird seither fortlaufend optimiert  [14],  [132] [135],  [136],  [137],  [138],,[139]. Das 

Prinzip der 2D-Gelelektrophorese ist in Abbildung 4 dargestellt.

 Die Trennung der Proteine erfolgt nach zwei unterschiedlichen Parametern: Trennung nach pI 

(1.Dimension) (IEF) und die Trennung nach Molekulargewicht (2. Dimension) (SDS-PAGE).

Abbildung 4: Prinzip der 2D-Gelelektrophorese
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3.3.4 Difference Gel Electrophoresis (DIGE)

Bei  der  differentiellen  Proteomanalyse  werden  von  mindestens  2  Proteinproben,  die  von 

unterschiedlichem Ausgangsmaterial (z.B. Vergleich von Wildtyp- und Mutationsstamm einer 

Mikroorganismenart,  Normalgewebe  und  krankhaftes  Gewebe...)  stammen,  die 

unterschiedlichen  Proteinexpressionsmuster  auf  den  2D-Gelen  miteinander  verglichen.  Der 

klassische Ansatz ist hierbei die Proben auf verschiedenen Gelen aufzutrennen und nach der 

Anfärbung der Proteine miteinander zu vergleichen. Dies birgt jedoch einige Nachteile, da 2D-

Gele niemals identisch sind, sondern sich aufgrund von Inhomogenitäten der SDS-Gele, pH-

Bereiche  und  elektrischen  Felder  immer  Ungenauigkeiten  ergeben  [140].  Diese 

Ungenauigkeiten  können  bei  der  anschließenden  Analyse  durch  die  Auswertungssoftware 

zwar  behoben  werden,   aber  dies  erhöht  den  Arbeitsaufwand  beträchtlich.  Ein  weiteres 

Problem sind die Unterschiede in der Konzentration der einzelnen Proteine in der Probe, die 

ca.  4  Zehnerpotenzen  umfasst  [140].  Somit  muss  eine  Proteindetektionsmethode,  die  alle 

quantitaiven  Proteinexpressionsunterschiede  erfassen  will,  einen  linearen  Bereich  von 

mindestens  105 aufweisen.  Deshalb  wurde  zur  Vereinfachung  der  differntiellen 

Proteomanalyse die Difference Gel Electrophorese (DIGE) entwickelt (Abbildung 5) [140]. Bei 

dieser  Methode  werden  die  Proben  vor  der  2D-Gelelektrophorese  mit  verschiedenen 

sogenannten CyDyes gelabelt, und zusammen auf einem 2D-Gel getrennt. CyDyes sind cyanid-

basierte  Fluoreszenzfarbstoffe,  die durch eine  labeling-Reaktion an der ε-Aminogruppe von 

Lysin binden. Beim sogenannten minimal-labeling wird 1 Lysinrest pro Protein und 1-2% aller 

Proteine mit dem CyDye derivatisiert. Um die elektrophoretische Mobilität der derivatisierten 

Proteine während der 2D-Gelelektrophorese nicht zu beeinträchtigen tragen die  CyDyes eine 

positve Ladung und haben alle ungefähr das gleiche Molekulargewicht  [140]. Die Detektion 

der  Proteine  erfolgt  bei  für  den  jeweiligen  CyDye  spezifischen  Wellenlängen.  Das 

experimentelle Design der DIGE-Versuche wurde 2003 von Alban  et al.  durch Einbeziehung 

eines  Internal  Pooled  Standards (IPS)  erweitert  [141].  Der  IPS  umfasst  alle  im  gesamten 

Experiment  verwendeten  Proben  zu  gleichen  Proteinmengen  und  wird  mit  einem  dritten 

CyDye gelabelt. Die einzelnen DIGE-Gele umfassen somit 3 verschieden gelabelte Proben. Bei 

der anschließenden Auswertung der DIGE-Gele durch Software erfolgt die Normalisierung die 

Signalintensität der CyDyes zum IPS. Um die standardisierte Signalintensität eines Proteins zu 
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ermitteln wird die Signalintensität des Proteins aus dem IPS in Verhältnis zur Signalintensität 

des  co-detektierten  Proteins  der  Probe  gesetzt.  Da  somit  nur  die  normalisierten 

Signalintensitäten  der  einzelnen  Proteine  auf  allen  DIGE-Gelen  miteinander  verglichen 

werden, muss keine weitere Normalisierung erfolgen. Durch die Einbeziehung eines IPS wird 

die Verlässlichkeit der Quantifizierung von Proteinmengen deutlich erhöht [141].  

3.3.5 Western-Blotting nach 2D-Gelektrophorese

Beim Western-Blot werden die Proteine aus einem Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch auf 

eine  Membran  transferiert.  Dadurch  werden  sie  für  die  anschließende  Detektion  der 

Glykoproteine durch Lektine frei verfügbar  [142]. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete 

System des Semi-Dry-Blotting wurde 1984 von Kyhse-Anderson eingeführt [143], bei dem die 

Abbildung 5: Eigenschaften der CyDyes und Vorbereitung für gemeinsame 2D-Gelektrophorese
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Proteine durch Isotachyophorese auf die Membran überführt werden. Die Vorteile eines Semi-

Dry  Western-Blots  sind die  rasche  und einfache  Versuchsdurchführung  und die  optionale 

Verwendbarkeit  eines  diskontinuierlichen  Transferpuffersystems  zur  verbesserten 

Proteintransferierung. Der Aufbau eines Semi-Dry Western-Blots besteht aus mehreren Lagen 

Filterpapier, die in Transferpuffer getränkt sind, darauf liegt die Blotting-Membran und das 

Polyacrylamid-Gel,  abschließend  liegen  mehrere  Lagen  in  Transferpuffer  getränktem 

Filterpapier auf dem Gel. Bis zu 6 dieser Transfer-Units können zwischen der Anode und der 

Kathode liegen (Abbildung 6) [143].

3.3.6 MALDI-ToF-Massenspektrometrie

Ein Massenspektrometer lässt sich in 3 Grundkomponenten zerlegen: Die Ionenquelle, in der 

die Ionen erzeugt werden, den Massenanalysator, in dem die Ionen nach ihrem Verhältnis von 

Masse zu Ladung getrennt bzw. unterscheidbar gemacht werden und den Detektor. Bei der 

Matrix-Assisted-Laser-Desorption-Ionization Massenspektrometrie (MALDI-MS), die 1988 von 

Karas und Hillenkamp [144] entwickelt wurde, ist die Ionenquelle eine kristalline Matrix, die 

die  Ionisierungsenergie  eines  gepulsten  Lasers  an  die  ko-kristallisierten  Analytmoleküle 

weitergibt.  Zusammen mit der  1989 von Fenn et  al.  entwickelten  Electro-Spray-Ionization- 

Massenspektrometrie (ESI-MS)  [145] stellt die MALDI Massenspektrometrie den wichtigsten 

Vertreter dar, um schwerflüchtige organischen Moleküle für die Massenanalyse zugänglich zu 

machen. 

Abbildung 6: Aufbau eines diskontinuierlichen Semi-Dry Western-
Blots [143]
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Die  Trennung  der  Ionen  erfolgt  im  Massenanalysator.  Bei  MALDI-Time-of-Flight-

Massenspektrometern (MALDI-ToF)  werden die Moleküle  nach ihrer  Ionisierung durch ein 

elektrisches  Feld  beschleunigt.  Dabei  werden massearme Moleküle  stärker  beschleunigt  als 

massereiche.  Durch  den  daraus  folgenden  Unterschied  in  der  Endgeschwindigkeit  der 

Moleküle mit unterschiedlicher Masse und deren Flug durch eine feldfreie Driftröhre werden 

die unterschiedlichen Molekülmassen voneinander getrennt. Aufgrund von Unschärfeeffekten 

(Abschirmung)  wird  die  Laserenergie  nicht  auf  alle  Moleküle  einer  Masse  gleich  verteilt. 

Desweiteren ist durch Kollisionen während der Desorption die Anfangsgeschwindigkeit der 

Ionen einer Masse nicht uniform. Außerdem ist der Startpunkt aller Ionen nicht gleich. Diese 

Unschärfen  werden  durch  ein  zum  Laserpuls  zeitversetztes  Einschalten  des  elektrischen 

Beschleunigungsfeldes  [146] und durch einen Ionenspiegel (Reflektor) teilweise ausgeglichen. 

Der Reflektor bietet zwei Vorteile: Zum einen wird der Flugweg der Ionen verlängert was eine 

schärfere  Fokussierung  ermöglicht,  zum  anderen  dringen  Ionen  mit  einer  höhren 

Geschwindigkeit tiefer in das gegenpolige elektrische Feld des Reflektors ein. Dies führt zu 

einer schärferen Fokussierung der Ionen einer Masse, da die energetisch höheren Ionen durch 

die  tiefere  Penetration des  Reflektorfeldes  einen längeren Weg zurücklegen,  aber  aufgrund 

ihrer höheren Geschwindigkeit zeitgleich mit den Ionen einer niedrigeren Energie am Detektor 

auftreffen  [146],  [147]. Der schematische Aufbau eines MALDI-ToF Massenspektrometers ist 

in Abbildung 7 nochmals kurz aufgezeigt.
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3.3.6.1 Peptide Mass Fingerprint

Die  Identifikation  von  Proteinen  mittels  der  Massenspektrometrie  erfolgt  entweder  durch 

Peptide  Mass  Fingerprinting (PMF)  oder  durch  Aminosäuresequenzanalyse  durch 

Fragmentierung des Analyten, oder einer Kombination beider Techniken.

Beim PMF nach 2D-Gelelektrophorese werden die einzelnen Proteine enzymatisch gespalten 

und die Peptidfragmente einer Massenanalyse unterzogen (Abbildung 8). Durch Einsatz einer 

spezifischen Protease (z.B. Trypsin) erhält man eine für ein Protein typische Längenverteilung, 

und  somit  Massenverteilung,  von  Peptiden.  Dieses  Gemisch  wird  durch  den 

Massenspektrometer analysiert und die einzelnen Massen der Peptide werden in einer Liste 

ausgegeben.  Die  Identifikation  des  Proteins  erfolgt  durch  Abgleich  mit  der  theoretischen 

Massenverteilung nach  in silico-Verdau aller  Proteine eines  Organismus.  Die Nachteile des 

PMF  sind  die  Identifikationsprobleme  bei  mangelnder  Auflösung  des  2D-Gels  und  daraus 

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines MALDI-ToF Massenspektrometers
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resultierenden  Vermischungen  von  unterschiedlichen  Proteinen,  keine  Anwendbarkeit  bei 

nicht-sequenzierten  Organismen,  da  hier  die  Aminosäuresequenz  der  einzelnen  Proteine 

unbekannt  ist  und  Nichtanalysierbakeit  von  Posttranslationalen  Modifkationen  (PTM)  der 

Proteine da nur die Aminosäuresequenz in die Masse der theoretische Peptide mit eingeht.

3.3.6.2 Tandem-MS

Bei  der  Proteinidentifikation  durch  Aminosäuresequenzanalyse  durch  Fragmentierung  des 

Analyten,  wird  üblicherweise  zunächst  wie  beim  PMF  vorgegangen.  Aus  dem erhaltenen 

Massenspektrum wird dann das intensivste Signal als sogenanntes Parent-Ion ausgewählt und 

durch  erhöhte  Energiezufuhr  fragmentiert.  Die  übliche  Art  der  Fragmentierung  ist  die 

Collision-induced  Dissociation (CID)  [148].  Nach  der  Ionisierung  und  Beschleunigung  der 

Analyten werden sämtliche Analyten bis  auf das  Parent-Ion aussortiert,  dieses  wird durch 

kinetische Energie  in der  Kollisionkammer in Fragmente zerlegt.  Anschließend werden die 

Fragmente  in  einem  zweiten  Massenanlysator  (=  Tandem-MS bzw.  MS-MS)  getrennt  und 

detektiert. Zur Aminosäuresequenzanalyse wird die Kollisionsenergie so gewählt, dass nur die 

Abbildung 8: Prinzip des Peptide Mass Fingeprintings, die Proteinidentifikation erfolgt durch den Abgleich des 
erhaltenen und des theoretischen Massenspektrums.
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Peptidbindungen  brechen.  Aus  der  Massendifferenz  der  unterschiedlich  langen  Fragmente 

lässt sich so die Aminosäuresequenz berechnen [148], [149] (Abbildung 9).

 

3.3.7 Proteinvorfraktionierung in IEF-Gelen aus granuliertem Sephadex

Aufgrund  von  Begrenzungen  in  der  Proteinladekapazität  von  IPG-Gradienten 

(Verschlechterung  der  Auflösung  aufgrund  von  Überladung)  können  nicht  alle  gering 

exprimierten Proteine auf einem 2D-Gel mit weitem IPG-Gradienten dargestellt werden [13]. 

Durch  ultraenge  (<  1pH-Einheit)  IPG-Streifen  wird  die  Auflösung  beträchtlich  erhöht, 

allerdings zeigt sich eine erhöhte Proteinpräzipitierung an den Elektroden  [12],  [130],  [151], 

[152] . Durch die Präzipitierung von Proteinen mit einem pI außerhalb des Intervalls des pH-

Gradienten werden auch Proteine mit einem pI, der innerhalb des pH-Gradienten liegt, ko-

präzipitiert  [13].  Dies  zeigt  sich  in  dem  paradoxen  Phänomen,  dass  eine  erhöhte 

Proteinbeladung nicht unbedingt die Anzahl der  detektierbaren Proteine auf einem 2D-Gel 

erhöht [13]. 

Abbildung 9: Prinzip der Tandem-MS Analyse durch CID am Beispiel eines MALDI-ToF-ToF Massenspektrometer 
[150]
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Zur  Lösung dieser  Probleme wurden  verschiedene  Vorfraktionierungsmethoden  entwickelt. 

Die meisten haben allerdings teils gravierende Nachteile [12]:

• Komplizierte Apparatur

• Verdünnung der Probe nach oder während der Trennung

• Verlust von Proteinen aufgrund von Präzipitierungen

• Kreuzkontamination der verschiedenen Fraktionen

Die IEF in granulierten Flachbett-Gelen zur Vorfraktionierung wurde ursprünglich von Radola 

[153],  [154] zur nativen Trennung von Proteinen entwickelt. Diese Methode wurde 2002 von 

Görg  et  al.  [12] für  denaturierende  Umgebungen  weiterentwickelt.  Die  Vorteile  dieser 

Methode sind [12]:

• Hocheffizienter  elektrophoretischer  Proteintransfer  der  vorfraktionierten  Probe  aus 

dem Sephadex-GEl auf den IPG-Streifen, ohne Verdünnung.

• Völlig Kompatibilität zur IPG-IEF: Keine weitere Vorbereitung der Probe durch Elution 

oder Entsalzung. Trägerampholytgehalt wirkt sich nicht störend auf die IEF mit IPG 

aus.

Durch diese Methode der Vorfraktionierung konnten Proben im Milligramm-Bereich auf ultra-

engen IPGs aufgetragen werden, so dass sich eine stark erhöhte Zahl von Proteinen zeigte, 

ohne  Präzipitierungen  an  den  Elektroden  [155].  Eine  weitere  Verbessserung  der  Methode 

konnte durch den Einsatz von farbigen pI-Markern  [156] erzielt werden, da nun Verlauf des 

pH-Gradienten direkt einsehbar ist und die einzelnen Fraktionen ohne eine Oberflächen-pH-

Elektrode bestimmt werden können.
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4 Material und Methoden

4.1 Anzucht der EFT- und Neuroblastomzelllinien

4.1.1 Verwendete Zelllinien

EFT-Zelllinien:

• A673 (A)

• SBSR-AKS (B)

• SK-ES1 (D)

• SK-N-MC (E2)

• MHH-ES1 (F)

• TC-71 (H)

Neuroblastomzelllinien:

• SiMa (C)

• SH-SY5Y (E1)

• MHH-NB-11 (G)

4.1.2 Anzuchtsmedium

Zur Anzucht wurde RMPI-Medium  (GIBCO/BRL,  Eggenstein,  Deutschland) verwendet.  Die 

Inhaltsstoffe sind folgend aufgelistet:

• 10% Fötales Kälberserum

• 2 mM Glutamin

• 100 u/ml Penicillin

• 100 mg/ml Streptomycin
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4.1.3 Anzuchtsbedingungen

Die Anzucht der Zelllinien wurde von der Arbeitsgruppe „Funktionelle Genomik pädiatrischer 

Krebskrankheiten“ der Kinderklinik der Technischen Universität München durchgeführt. Die 

jeweiligen Zelllinien wurden in RPMI-Medium in Kulturflaschen bei 37 °C und unter einer be­

feuchteten 5%igen CO2 Atmosphäre angezogen.

4.1.4 Zellernte

Die Zellernte erfolgte sobald die jeweilige Zelllinie eine Zellzahl von 1,2 x 108 Zellen erreicht 
hatte.

4.1.5 Proteinextraktion

Reagenzlösung:

• Lysis-Puffer (7M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 4% CHAPS; 30mM Tris; pH 8,5):

  Zu 21 g Harnstoff und 7,62 g Thioharnstoff 23,08 ml Aqua bidest , 2,57 ml Proteaseinhi-

bitor und 2,85 ml PSC-Protectorreagenz zugeben und lösen. Zugabe von 500 mg Misch-

bettionenaustauscher Serolit MB-1 und 45 Minuten rühren lassen. Durch Faltenfilter  

filtrieren, 40 ml in frisches Becherglas überführen. Zugabe von 1,6 g CHAPS und 0,15 g 

Tris unter rühren lösen. Mit HCl auf pH 8,5 titrieren. Anschließend aliquotieren und 

bei -80 °C lagern.

Das Zellpellet  wurde in Lysis-Puffer aufgenommen. Pro 130mg Zellen wurden 500µl Lysis-

Puffer hinzugegeben. Je 250µl der Zellsuspension wurde anschließend in 1,5 ml Eppendorf-

Reaktionsgefäße überführt. Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall für 30 Sekunden mit 

einer Pulszeit von 0,5 s bei 60 Watt. Nach Kühlung der Probe für 1 Minute auf Eis wurde die 

Ultraschallbehandlung wiederholt. Anschließend wurde die Probe bei 4 °C und 20.000 g für 30 

Minuten abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und bei -80 °C eingefroren.
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4.2 Anzucht von Bacillus subtilis

4.2.1 Verwendete Zelllinie

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendete Zelllinie war Bacillus subtilis 168 trpC2 [157].

4.2.2 Anzuchtsmedium

4.2.2.1 Belitsky-Minimalmedium

Die Anzucht von Bacillus subtilis 168 trpC2 erfolgte in Belitsky-Minimalmedium (BMM) (mo­

difiziert nach Stülke et al.) [158]:

Grundmedium:

• 0,015 M (NH4)2SO4

• 0,008 M MgSO4 x 7 H2O

• 0,027 M KCl

• 0,007 M Na3-Citrat

• 0,050 M Tris-HCl

Das Grundmedium wurde pro 100 ml wie folgt supplementiert:

• 0,2 M KH2PO4 : 0,5 ml

• 1,0 M CaCl2 x H2O : 0,2 ml

• 5 mM FeSO4 x 7 H2O : 0,2 ml

• 25 mM MnSO4 x H2O : 0,04 ml

• 0,05 M L-Glutamat, pH 7,5 : 0,9ml

• 39 mM L-Tryptophan : 0,2 ml

• 20% (w7v) Glukose : 0,5 ml

Anschließend wurde dass Medium sterilfiltiert.
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4.2.2.2 Lysogeny broth Medium

Das  lysogeny  broth  Medium  (LB-Medium)  [159] setzt  sich  aus  folgenden  Inhaltstoffen 

zusammen:

• 5 g/l Hefeextrakt

• 10 g/l Trypton

• 0,5 g/l NaCl

Anschließend wurde der pH-Wert auf 7 eingestellt. Für Plattenkulturen wurden zusätzlich 15 

g/l Agar hinzugegeben.

Das Medium wurde 20 min bei 121 °C autoklaviert.

4.2.3 Zellkultivierung

4.2.3.1 Glycerinkultur

Für die Stammhaltung wurden 20 ml steriles LB Medium in einem 100 ml Kolben mit einer 

Einzelkolonie von einer LB-Agarplatte angeimpft. Nach Inkubation bei 37°C, 180 U/min und 

Erreichen einer OD500 von 0,5 wurden 5 ml steriles Glycerol zugegeben, die Kultur in 750 μl 

Aliquots in sterile Stammhaltungsröhrchen abgefüllt und sofort bei –70°C eingefroren..

4.2.3.2 Übernachtkultur

Für eine Übernachtkultur (ÜN-Kultur) als Vorkultur wurden fünfmal 20 ml BMM in 100 ml 

Kolben  vorbereitet.  Nach  Animpfen  des  ersten  Kolbens  mit  250  μl  frisch  aufgetauter 

Glycerinkultur  wurde  in  einer  Verdünnungsreihe  jeweils  1  ml  Kultur  weitergegeben.  Die 

Kolben wurden über Nacht bei 37°C, 180 U/min inkubiert. Am nächsten Tag wurde jene ÜN-

Kultur mit einer OD500 von 0,5-1,0 (exponentielle Wachstumsphase) zum Animpfen der

Hauptkultur ausgewählt.
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4.2.3.3 Hauptkultur

1 l BMM wurde in einem 5 l Kolben mit einer ÜN-Kultur angeimpft und bei 37°C und 180 

U/min im Schüttelschrank bis zu einer OD500 von 0,5 angezogen. Die Proben wurden direkt 

nach der Probennahme bei 8000 U/min und 4°C 10 min. zentrifugiert, wonach der Überstand 

verworfen wurde. Das Zellpellet wurde zweimal mit 50 ml kaltem TE-Puffer gewaschen und 

wiederum durch zentrifugieren (siehe 4.2.3.2) pelletiert und zur kurzfristigen Lagerung bei 

–20°C eingefroren.

4.2.4 Proteinextraktion

Das Zellpellet wurde in 2 ml kaltem TE-Puffer resuspendiert und in eine

vorgekühlte Mini-Cell eingefüllt. Der Aufschluss erfolgte unter einem Arbeitsdruck von 900 

psi  an einer  French® Pressure Cell,  wobei  dieser  Vorgang zweimal  wiederholt  wurde.  Um 

Zellwandtrümmer und DNA zu pelletieren, wurden zunächst die Zellextrakte bei 8000 U/min 

4°C 20 min zentrifugiert. Der erhaltene Überstand wurde in ein 2-ml Reaktionsgefäß überführt 

und  bei  14000  U/min  und  4°C  30  min  wiederum  zentrifugiert.  Zur  Lagerung  wurde  der 

Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt und bei –20°C eingefroren.

4.2.5 Abtrennung der Ribosomen

Die Abtrennung der Ribosmon erfolgte nach Matsuo et al. [160]. 

Reagenzlösungen:

• Puffer A:

◦ 10 mM Trsi-HCl pH 7,6

◦ 10 mM Mg(CH3COO)2 

◦ 100 mM  CH3COONH4
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◦ 6 mM β-Mercaptoethanol

◦ 2mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Das Zellpellet wurde in 3 ml Puffer A resuspendiert. Dann erfolgte der Zellaufschluss mit der 

French Press. Anschließend wurden die Zelltrümmer für 30 min. bei 4°C mit 14.000 U/min 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und für 100 min. bei 4°C mit 240.000 x g 

zentrifugiert. Der Überstand, der die cytosolische Fraktion enthielt, wurde abgenommen und 

bei -70 °C eingefroren.

4.2.6 Extraktion der integralen Membranproteine

Die Extraktion der integralen Membranproteine wurde nach dem Protokoll von Eymann et al. 

[161] durchgeführt.

Reagenzlösungen:

• LB-Medium: Siehe Kapitel 4.2.2.2

• TE Puffer A (10mM Tris/HCl; 1mM EDTA; pH 7,5)

Für 1 Liter Lösung werden 1,21 g Tris/HCl und 0,29 g EDTA  mit einem Liter  Aqua 

bidest gemischt und mit HCl auf pH 7,5 titriert.

• TE Puffer B (10mM Tris/HCl; 1mM EDTA; 1mM Pefabloc; pH 7,5)

Für 1 Liter Lösung werden 1,21 g Tris/HCl; 0,29 g EDTA  und 0,2 g Pefabloc mit einem 

Liter Aqua bidest gemischt und mit HCl auf pH 7,5 titriert.

• Saccharose  Puffer(0,5  M  Saccharose;  20mM  Maleinsäure/KOH;  20mM  MgCl2;  0,4% 

(w/v) Lysozym; 0,01% (w/v) DNase I; 1mM Pefabloc; pH6,5)

Zur  Herstellung  von  einem Liter  Lösung  werden  in  500  ml  Aqua  bidest. 171,15  g 

Saccharose mit 2,32 g Maleinsäure mit 1,9 g MgCl2 gelöst. Mit Aqua bidest. auf 900 ml 
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auffüllen und mit KOH auf  pH 6,5 titrieren.  Anschließend mit 4 g Lysozym; 0,1  g 

DNase I und 0,2 g Pefabloc mischen und mit Aqua bidest. auf 1 Liter auffüllen.

• Inkubationswasser (1mM Pefabloc)

Für 1 Liter Lösung werden 1 Liter Aqua bidest mit 0,2 g Pefabloc gemischt.

• Salzpuffer (20mM Tris/HCl; 10mM EDTA; 1M NaCl; 1mM Pefabloc; pH 7,5)

Für 1 Liter Lösung werden 2,42 g Tris; 2,9 g EDTA; 58,4 g NaCl und 0,2 g Pefabloc in 

900ml  Aqua bidest.  gelöst.  Anschließend mit HCl auf pH 7,5 titriert  und mit  Aqua 

bidest. auf 1 Liter aufgefüllt.

• Homogenisierungspuffer (100mM Na2CO3/HCl; 10mM EDTA; 100mM NaCl; pH 11)

Für einen Liter Lösung werden 10,6 g  Na2CO3; 2,9 g EDTA und 5,84 g NaCl in 900 ml 

Aqua bidest. gelöst. Anschließend mit HCl auf pH 11 titirieren und mit  Aqua bidest. 

auf 1 Liter auffüllen.

• DDM-Puffer (15mM n-dodecyl-β-D-Maltosid)

Für 1 Liter Lösung werden 7,65 g n-dodecyl-β-D-Maltosid in 1 Liter Aqua bidest gelöst.

Durchführung:

Die Anzucht von Bacillus subtilis erfolgte in 2 x 1 Liter LB-Medium bis zu einer OD540 von 1,0 

(exponentielle  Wachstumsphase).  Anschließend  wurden  die  Zellen  zweimal  in  auf  4  °C 

gekühltem TE Puffer A gewaschen. Zur Gewinnung der Protoplasten wurden die Zellen für 2 

Stunden in Saccharose Puffer inkubiert und bei 3.000 g und 4°C für 10 Minuten abzentrifugiert. 

Das Pellet wurde in 6 ml Inkubationswasser  resuspendiert und für 30 Minuten bei  4°C auf 

einem Rotationsschüttler  (500  rpm)  inkubiert  um die  Zellen  durch osmotischen  Schock zu 

lysieren. Zelltrümmer und intakte Zellen wurden durch Zentrifugation bei 6.000 g bei 4°C (10 

Minuten) entfernt. Der Überstand wurde abgenommen, in ein Reaktionsgefäß überführt und 

auf Eis gelagert. Das Pellet wurde in 2 ml TE Puffer B resuspendiert und der Zellaufschluss 

durch Ultraschall abgeschlossen (30W; 4 x 30s). Nach anschließender Zentrifugation (6.000g; 10 
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Minuten; 4°C) wurde der Überstand abgenommen und mit dem auf Eis gelagerten Überstand 

vereint.  Der  restliche  Rohextrakt  wurde  für  60  Minuten  bei  4°  C  und  100.000g 

ultrazentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  als  cytosolische  Fraktion  in  ein  Reaktionsgefäß 

überführt und bei -80 °C gelagert. Das Pellet wurde in 8 ml Salzpuffer homogenisiert, für 30 

Minuten bei 4°C auf einem Rotationsschüttler inkubiert und anschließend nochmals, wie oben 

beschrieben, ultrazentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen, das Pellet 

in 2 ml Homogenisierungspuffer resuspendiert und nochmals ultrazentrifugiert (siehe oben). 

Es  folgte  ein  abschließender  Waschschritt  mit  8  ml  TE  Puffer  mit  nochmaliger 

Ultrazentrifugation  (siehe  oben).  Das  Pellet  wurde  in  200  µl  Te  Puffer  resuspendiert, 

anschließend mit DDM-Puffer auf 1 ml aufgefüllt. Diese Lösung wurde für 10 Minuten bei 4°C 

und  20.000g  abzentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  als  Membranprotein-Fraktion  in  ein 

Reaktionsgefäß überführt und bei -80 °C gelagert.

4.3 Anzucht von Corynebacterium glutamicum

4.3.1 Verwendete Zelllinie

Es wurde die Zelllinie Corynebacterium glutamicum ATCC13032 verwendet.

4.3.2 Anzuchtsmedium

• Brain-Heart-Infusion-Medium

37 g BHI in 1 Liter Aqua bidest. lösen. Für 15 Minuten bei 121 °C autoklavieren.

Zur Anzucht von Corynebacterium glutamicum wurde Brain-Heart-Infusion (BHI) Medium 

verwendet. Das Medium wurde laut Vorschrift angesetzt.
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4.3.3 Wachstumsbedingungen

Die  Anzucht  von  C.  Glutamicum  erfolgte  in  Schikane-Kolben  bei  30°C  auf  einem 

Rotationsschüttler  mit 120  rpm.  Zunächst wurde eine Vorkultur  angesetzt  und bis  zu einer 

optischen Dichte bei 600 nm (OD600) von 7 herangezogen. Von dieser Vorkultur wurde dann 

1 ml auf 150 ml BHI-Medium gegeben.

4.3.4 Wachstumskurve

Als Zeitpunkt der Zellernte wurde die Mitte der logarithmischen Wachstumsphase gewählt, da 

hier die meisten exprimierten Proteine zu erwarten sind. Um die Mitte der logarithmischen 

Wachstumsphase  zu  bestimmen  wurde  die  Wachstumskurve  von  drei  C.  glutamicum 

Anzuchten bestimmt.

Aufgrund der  Wachstumskurve  wurde  die  Mitte  der  logarithmischen Wachstumsphase  bei 

einer OD600 von 7 festgelegt.

Abbildung 10: Wachstumskurve von Corynebacterium glutamicum ATCC13032
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4.3.5 Proteinextraktion

4.3.5.1 Proteinextraktion für anschließende Sephadex-Vorfraktionierung

Reagenzlösungen:

• Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) (0,8% NaCl; 0,02% KCl; 0,144% Na2HPO4; 0,024% 

KH2PO4; pH 8,0)

Zur Herstellung von 1 Liter Lösung werden 0,8  g NaCl; 0,2 g KCl; 0,144 g Na2HPO4; 

0,24 g KH2PO4 in 800 ml Aqua bidest. gelöst. Anschließend wird der pH-Wert mit HCl 

auf 8,0 eingestellt. Mit Aqua bidest. auf 1 Liter auffüllen. Für 15 Minuten bei 121 °C 

autoklavieren.

• Harnstoff-/ Thioharnstoff Lysepuffer (7M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 4% CHAPS; 2% 

DTT; 2% Pharmalyte 3-10)

Zu 21 g Harnstoff und 7,62 g Thioharnstoff werden in 28,5 ml Aqua bidest. gelöst. 

Zugabe von 500 mg Mischbettionenaustauscher Serolit MB-1 und 45 Minuten bei 

Raumtemperatur rühren lassen. Lösung über Faltenfilter filtrieren. Zu 40 ml Lösung 

werden 1,6 g CHAPS; 0,8 g DTT und 800 µl Pharmalyte 3-10 zugegeben. Aliquotieren 

und bei -80 °C lagern.

100 ml eines Schikane-Kolbens wurden in 10 x 10 ml Zentrifugenröhrchen aufgeteilt und die 

Zellen  bei  4°C und 8000 g für  10 Minuten abzentrifugiert.  Das  Zellpellet  wurde  in 2,5  ml 

eiskaltem PBS Puffer resuspendiert und nochmals abzentrifugiert.  Anschließend wurden die 

Zellpellets von vier Zentrifugenröhrchen vereint und in 7,5 ml PBS Puffer aufgenommen. Nach 

nochmaligem Abzentrifugieren wurde das Zellpellet in 2,5 ml Harnstoff/Thioharnstoff-Lysis-

Puffer  aufgenommen.  Je  250  μl  der  Zellsuspension  wurden  in  ein  1,5  ml  Eppendorf-

Reaktionsgefäß  überführt.  Der  Zellaufschluss  wurde  durch  Ultraschallbehandlung 

beschleunigt. Es erfolgten 30 Pulse (jeweils 0.5 Sekunden) bei 60 Watt. Nach der Beschallung 

wurden  die  Proben  eine  Minute  auf  Eis  gekühlt  und ein  zweites  Mal  behandelt,  um eine 

vollständige Zelllyse zu erhalten. Anschließend wurden die Proben 30 Minuten bei 4°C und 

5000 g abzentrifugiert,  der Überstand abgenommen und bei -80°C eingefroren.
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4.3.5.2 Extraktion der integralen Membranproteine

Die Extraktion der Membranproteine erfolgte nach dem Protokoll von Schluesener et al. [162]:

Reagenzlösungen:

• Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) (0,8% NaCl; 0,02% KCl; 0,144% Na2HPO4; 0,024% 

KH2PO4; pH 8,0)

Zur Herstellung von 1 Liter Lösung werden 0,8  g NaCl; 0,2 g KCl; 0,144 g Na2HPO4; 

0,24 g KH2PO4 in 800 ml Aqua bidest. gelöst. Anschließend wird der pH-Wert mit HCl 

auf 8,0 eingestellt. Mit Aqua bidest. auf 1 Liter auffüllen. Für 15 Minuten bei 121 °C 

autoklavieren.

• Desintegrationspuffer (0,8% NaCl; 0,02% KCl; 0,144% Na2HPO4; 0,024% KH2PO4; 0,4 % 

MgCl; pH 7,3)

Zur Herstellung von 1 Liter Lösung werden 0,8  g NaCl; 0,2 g KCl; 0,144 g Na2HPO4; 

0,24 g KH2PO4 und 4,06 g MgCl in 800 ml Aqua bidest. gelöst. Anschließend wird der 

pH-Wert mit HCl auf 7,3 eingestellt. Mit Aqua bidest. auf 1 Liter auffüllen. Für 15 

Minuten bei 121 °C autoklavieren.

Zunächst wurden 8 ml Zellkultur bei 8000 U/ min und 4 °C für 10 Minuten in einem 

Zentrifugenröhrchen abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und verworfen. Das 

Zellpellet wurde in 2 ml PBS resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Dies wurde 4 mal 

wiederholt. Anschließend wurde das Zellpellet in 2 ml Desintegrationspuffer resuspendiert 

und in 1,5 ml Reaktionsgefäße zu je 250µl aliquotiert. Der Zellaufschluss wurde durch 

Ultraschall beschleunigt. Es erfolgten 30 Pulse zu je 0,5 Sekunden bei 60 Watt. Anschließend 

wurde das Reaktionsgefäß für 1 Minute gekühlt und der Zellaufschluss wiederholt. Die 

Zelltrümmer wurden anschließend bei 15000 U/min und 4 °C für 10 Minuten abzentrifugiert. 

Der Überstand wurde abgenommen und in Ultrazentrifugenröhrchen überführt. Es erfolgte 

eine Zentrifugation bei 120.000 g bei 4°C für 60 Minuten. Der Überstand wurde abgenommen 

und verworfen, das Pellet in 1 ml 2,5 M NaBr resuspendiert und erneut ultrazentrifugiert. 

Dieser Vorgang wurde 3 mal wiederholt. Danach erfolgte ein letzter Waschschritt mit Aqua 
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bidest. und erneuter Ultrazenrifugation. Das Pellet wurde anschließend in entweder in 

Lysepuffer Y oder Lysepuffer XY  aufgenommen. Lysepuffer Y und Lysepuffer XY sind als Teil 

der Methodenentwicklung zur Trennung von integralen Membranproteinen in Kapitel 5.8 

beschrieben.

4.3.6 Bestimmung des Proteingehalts der Extrakte

Der Proteingehalt der verwendeten Extrakte wurde mit dem 2D-Quant-Kit von GE Healthcare 

bestimmt. 

Zunächst wird 4 µl der Probe in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben und mit 500 µl 

Precipitant  gemischt.  Nach  2  Minuten  Standzeit  bei  Raumtemperatur  wird  500µl  Co-

Precipitant  hinzugegeben.  Das  Reaktionsgefäß  wird  10  Minuten  bei  20  °C  und  20.000  g 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Eventuelle Flüssigkeitsreste im Reaktionsgefäß 

werden für 1 Minute bei 20.000g abzentrifugiert und mit einer 10µl-Pipette entfernt. Das sich 

im Reaktionsgefäß befindende Proteinpellet wird in 400 µl  Aqua bidest. und 100 µl  Copper 

Solution aufgenommen. Nachdem sich das Proteinpellet vollständig gelöst hatte wird 1000 µl 

Working-Solution in das Reaktionsgefäß gegeben  und für 15 Minuten bei  Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wird die Absorption bei 480 nm in einem Spektroskop gemessen. Die 

Proteinkonzentration  wird  durch  Abgleich  mit  der  Absoprtion  bekannter  Proteinmengen 

errechnet.
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4.4 2D-Gelelektrophorese

4.4.1 Isoelektrische Fokussierung mit IPGs

4.4.1.1 Herstellung von IPG-Gelen

Reagenzlösungen:

• Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (30% T,3% C):

29,1 g Acrylamid und 0,9 g Bisacrylamid in 80 ml  Aqua bidest. lösen und auf 100 

ml auffüllen,1 g Mischbettionenaustauscher Serolit MB-1 zugeben, 10 Minuten 

rühren und filtrieren

• Ammonium-Persulfat-Lösung (40%-ige Lösung):

0,4 g Ammoniumpersulfat in 1 ml Aqua bidest. lösen

• Immobiline-Lösungen:

Immobiline pK 1,0; pK 3,6; pK 4,6; pK 6,2; pK 7,0; pK 8,5; pK 9,3; pK 10,3; pK 13 

als Fertiglösungen (GE Healthcare LifeSciences bzw. Sigma-Aldrich/Fluka)

• TEMED (100%)

Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden  5  verschiedene  IPGs  verwendet.  Die  jeweiligen 

Komponenten werden nach den in Tabellen 6-10 aufgelisteten Volumina gemischt und mit 

HCl bzw. NaOH auf pH 7 titriert. Für ein 25 x 20 x 0.5 mm3  großes IPG Gel werden jeweils ca. 

15  ml  der  sauren  bzw.  basischen  Lösung  benötigt.  Die  Katalysatoren  (TEMED  und 

Ammoniumpersulfat) werden erst unmittelbar vor dem Gießen des IPG-Gels hinzugegeben.
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IPG 3-12

Saure Lösung Immobiline [pK] Basische Lösung 

1287 µl 1 -

306 µl 3,6 -

413 µl 4,6 -

557 µl 6,2 335 µl

496 µl 7 168 µl

112 µl 8,5 698 µl

84 9,3 157 µl

25 µl 10,3 342 µl

1 µl 13 258 µl

6,45 ml H2O 10,8 ml

3,75 g Glycerol -

2,25 ml AA (29,1/0,9) 2,25 ml

9 µl TEMED 9 µl

15 µl APS 15 µl

       Tabelle 6: Zusammensetzung der sauren und basischen Lösung IPG 3-12, je 15 ml
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IPG 6-12

Saure Lösung Immobiline [pK] Basische Lösung 

- 1 -

1367 µl 3,6 -

- 4,6 -

188 µl 6,2 251 µl

326 µl 7 125 µl

365 µl 8,5 84 µl

497 µl 9,3 32 µl

50 µl 10,3 485 µl

- 13 345 µl

6,98 ml H2O 11,4 ml

3,75 g Glycerol -

2,25 ml AA (29,1/0,9) 2,25 ml

9 µl TEMED 9 µl

15 µl APS 15 µl

Tabelle 7: Zusammensetzung der sauren und basischen Lösung IPG 6-12, je 15ml
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IPG 4-9

Saure Lösung Immobiline 
[pK]

Basische 
Lösung 

- 1 -

830 µl 3,6 147 µl

236 µl 4,6 425 µl

233 µl 6,2 360 µl

23 µl 7 296 µl

251 µl 8,5 71 µl

221 µl 9,3 663 µl

- 10,3 -

- 13 -

8,25 ml H2O 11,1 ml

3,75 g Glycerol -

2 ml AA (29,1/0,9) 2 ml

9 µl TEMED 9 µl

15 µl APS 15 µl

         Tabelle 8: Zusammensetzung der sauren und basischen Lösung IPG 4-9, je 15 ml
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IPG 4-7

Saure Lösung Immobiline [pK] Basische Lösung 

- 1 -

578 µl 3,6 302 µl

110 µl 4,6 738 µl

450 µl 6,2 152 µl

- 7 269 µl

- 8,5 876 µl

- 9,3 -

- 10,3 -

- 13 -

8,9 ml H2O 10,7 ml

3,75 Glycerol -

2 ml AA (29,1/0,9) 2 ml

9 µl TEMED 9 µl

15 µl APS 15 µl

        Tabelle 9: Zusammensetzung der sauren und basischen Lösung IPG 4-7, je 15 ml
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IPG 3,4-5,4

Saure Lösung Immobiline 
[pK]

Basische Lösung 

87 µl 1 -

523 µl 3,6 75 µl

200 µl 4,6 746 µl

- 6,2 -

282 µl 7 750 µl

- 8,5 -

- 9,3 -

- 10,3 -

- 13 -

 9,9 ml H2O 11,4 ml

3,75 g Glycerol -

2 ml AA (29,1/0,9) 2 ml

9 µl TEMED 9 µl

15 µl APS 15 µl

          Tabelle 10: Zusammensetzung der sauren und basischen Lösung IPG 3,4-5,4; je 15 ml

Durchführung:

Die Gießkassette, bestehend aus zwei 200 x 260 mm großen Glasplatten,  einer Gelträgerfolie 

(GelBond PAGFilm) und einer 0,5 mm starken Silikongummi-Dichtung.

Zuerst  muss  die  obere  Glasplatte  (d.h.  Glasplatte  mit  Gummidichtung)  mit  einem 

hydrophobisierenden  Reagenz  (Repel  Silane)  vorbehandelt  werden,  damit  sich  später  das 

polymerisierte  Gel  von  der  Glasplatte  ablösen  lässt.  Anschließend  pipettiert  man  einige 

Tropfen Wasser auf die Glasplatte ohne Dichtung, und walzt mit Hilfe einer Hartgummiwalze 

die Gel-Trägerfolie (GelBond PAGFilm) mit der hydrophoben Seite nach unten luftblasenfrei 

auf. Danach wird die Deckglasplatte mit der Dichtung (Dicke: 0.5 mm) nach unten auf die 

Gel-Trägerfolie aufgelegt. Die Kassette wird zusammengeklammert und ca. eine halbe Stunde 

in  den  Kühlschrank  bei  4°C  gestellt,  um  zu  verhindern,  dass  die  Gellösung  nach  dem 

Einfüllen vorzeitig bzw. zu schnell polymerisiert. 
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Zur Herstellung der Polymerisationslösung benötigt man sowohl eine basische und eine saure 

Immobilinelösung,  wobei  letztere  zum  Aufbau  eines  Dichtegradienten  (und  damit  zur 

Stabilisierung des pH-Gradienten) zusätzlich 25% Glycerol enthält. Die Menge an Acrylamid 

und Bisacrylamid ist in beiden Lösungen identisch. Der pH-Wert entspricht den in Tabellen 

6-10  angegebenen  Anfangs-  und  Endpunkten  des  pH-Gradienten.  Vor  dem  eigentlichen 

Gießvorgang müssen beide Lösungen mit 1N Salzsäure bzw. 1N Natronlauge auf einen pH 

von  7,0  titriert  werden,  damit  eine  optimale  Polymerisationskinetik  erzielt  wird.  Den 

Radikalstarter  TEMED  und  das  Ammoniumpersulfat  gibt  man  erst  unmittelbar  vor  dem 

Gießvorgang hinzu. 

Das Gießen des Gels erfolgt mit der Gradientengießtechnik für ultradünne Gele nach Görg et  

al.  [163].  Hierzu  wird  ein  Gradientenmischer  auf  einen  Magnetrührer  gestellt  und  der 

Auslaufschlauch in den oberen Spalt der Gießkassette eingeführt, wobei das Auslassventil des 

Gradientenmischers noch geschlossen sein muss. Die saure Lösung wird in die Mischkammer 

mit  einem Magnetrührer  gegeben.  Bevor  die  basische  Lösung in  die  andere Kammer  mit 

einem  sich  darin  befindenden  Nivellierstab  hineinpipettiert  wird,  ist  es  notwendig,  den 

Verbindungstunnel zwischen den beiden Kammern kurz zu entlüften. Zum Gießen des Gels 

öffnet man das Durchlassventil und das Auslassventil zur gleichen Zeit, um die vorgekühlte 

Glasplatte bis knapp unterhalb der Oberkante zu befüllen. Während des gesamten Vorgangs 

ist es wichtig darauf zu achten, dass der Flüssigkeitspegel in beiden Zylindern des Mischers 

gleichmäßig schnell fällt. Weitere Details siehe [139].

Nach dem Gießvorgang lässt man die Kassette 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen, um 

eine Nivellierung des Dichtegradienten zu erhalten, bevor das Gel eine Stunde lang in einem 

Trockenschrank bei 50 °C auspolymerisiert wird. Nach Beendigung der Polymerisation wird 

die Kassette geöffnet und das auf der Trägerfolie gebundene Gel vorsichtig von der Glasplatte 

abgelöst.  Im  Folgenden  wäscht  man  das  Gel  6  x  10  Minuten  in  Aqua  bidest.,  um  nicht 

einpolymerisierte Monomere zu entfernen, und daraufhin noch weitere 30 Minuten in einer 

2%-igen Glycerollösung. Im Anschluss wird das Gel über Nacht in einem staubfreien Schrank 

mit Hilfe eines Ventilators bei Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wird die Oberfläche 

des Gels mit einer Schutzfolie abgedeckt und kann dann mehrere Monate bei –20°C gelagert 
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werden.  Vor  Gebrauch  werden  die  getrockneten  IPG  Gele  mit  Hilfe  einer 

Papierschneidemaschine  in  3  mm  breite  Einzelstreifen  geschnitten  und  die  Schutzfolie 

abgezogen.

4.4.1.2 Rehydratisierung der IPG-Streifen

Prinzip: Vor Verwendung der IPG-Streifen müssen diese rehydratisiert werden, damit in ihnen 

Bedingungen für völliges Entfalten, in-Lösung-Gehen der Proteine, Reduktion der Disulfid-

Brücken und Verhinderung von Carbamylierungen herrschen. Dies geschieht durch Quellen 

der IPG-Streifen in der Rehydratisierungslösung.

Reagenzlösungen:

• Quellpuffer  (6M  Harnstoff;  2M  Thioharnstoff;  1%  CHAPS,  200  mM  HED;  0,5% 

Pharmalyte 3-10):

18,02 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 30,8 ml Aqua bidest. lösen.

Mit  einer  Spatelspitze  (500  mg)  Mischbettionenaustauscher  versetzen,  45  Minuten  

rühren. Danach filtrieren und 0,4 g CHAPS, 960 µl HED und 200 μl Pharmalyte 3-10 

zu 40 ml des Filtrats zugeben. Der Quellpuffer wird in Eppendorf Reaktionsgefäßen  

aliquotiert  und bei  -80°C gelagert.Aufgetauter  Quellpuffer  sollte nicht wieder einge-

froren werden!

Die Rehydratisierung der IPG-Streifen erfolgt entweder in einer Quellkassette oder in einem 

Reswelling Tray. Für einen 18 cm langen IPG-Streifen pipettiert man 350 μl (bzw. 450 μl im 

Falle eines 24 cm langen IPG-Streifens) der Quelllösung in eine Vertiefung des Trays und legt 

den IPG-Streifen mit der Gelseite nach unten luftblasenfrei hinein. Der IPG-Streifen muss über 

die gesamte Länge mit Flüssigkeit benetzt und frei beweglich sein. Im Anschluss wird er mit 2 

ml Silikonöl überschichtet und der Tray geschlossen. Die Rehydratisierung erfolgt über Nacht 

bei Raumtemperatur (20°C). 
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4.4.1.3 IEF mit der IPGPhor

Durchführung

Die  über  Nacht  rehydratisierten  IPG-Streifen  werden  aus  dem  Reswelling  Tray 

herausgenommen  und  kurz  in  Aqua  bidest. getaucht,  um  überschüssigen  Quellpuffer  zu 

entfernen  und  somit  ein  Auskristallisieren  von  Harnstoff  bei  der  darauffolgenden  IEF  zu 

unterbinden. Anschließend legt man die IPG-Streifen mit der Gelseite nach oben auf ein mit 

Aqua bidest. angefeuchtetes Filterpapier und entfernt durch vorsichtiges Andrücken mit einem 

weiteren  mit  Aqua  bidest. benetzten  Filterpapier  das  auf  der  Geloberfläche  haftende, 

überschüssige Wasser.

Bei  der  IPGPhor  verwendet  man  sogenannte  Strip-Holder  die  je  einen  IPG-Gelstreifen 

aufnehmen können (Abb. 11), und der durch Auflegen auf die Kühlplatte gleichzeitig mit dem 

Elektrodenkontaktbereich  verbunden  ist.  Anstelle  individueller  Strip-Holder  kann auch ein 

multipler Strip-Holder (Manifold) (Abb. 11) verwendet werden. Die gequollenen IPG-Streifen 

werden in den  Strip-Holdern  so positioniert, dass das saure Ende zur Anode zeigt (Abb. 12). 

Auf  das  anodale  und kathodale  Ende  des  Gelstreifens  wird  jeweils  ein  1  mm starkes  mit 

destilliertem  Wasser  angefeuchtetes  Filterpapier  (Größe:  3x5  mm²)  aufgelegt  und  leicht 

angedrückt.  Die  einzelnen,  beweglichen  Elektroden  werden  darauf  platziert.  Anschließend 

bringt man den ebenfalls beweglichen Probenauftragsbehälter (Sample cup) angrenzend an die 

Elektrode an der Anode an, so dass er dicht mit dem Gelstreifen abschließt. Auf den gesamten 

Streifen werden ca. 4 ml Dry Strip Cover Fluid pipettiert. Anschließend wird die in Lysispuffer 

gelöste Probe in den Probenauftragsbehälter gegeben und mit einigen Tropfen Dry Strip Cover  

Fluid überschichtet. Die Temperatur während der IEF beträgt 20°C.

Die Parameter der IEF hängen von den verwendeten IPG-Streifen ab und sind in Tabelle 11 

aufgelistet.



4 Material und Methoden 55

pH-Gradient µA / IPG-
Streifen

150 V 300 V 600 V Linearer Gradient auf 
8000V

8000V Voltstunden 

3-12 50 1 h 1 h 2 h 1 h 2,5 h 20.000

6-12 70 1 h 1 h 2 h 1 h 4 h 32.000

4-7 50 1 h 1 h 2,5 h 1 h 5,5 h 44.000

4-9 50 1 h 1 h 2 h 1 h 5 h 40.000

3,4-5,4 50 1 h 1 h 2,5  h 1 h 7 h 56.000

Tabelle 11: Parameter der IEF auf IPGPhor für 18 cm IPG-Streifen

Nach Beendigung der IEF werden die IPG-Streifen in eine Klarsichthülle gelegt und bis zur 

weiteren Verwendung für die SDS-PAGE bei -70°C gelagert.

Abbildung 11: Probenauftrag in individuellen cup-loading 
strip holdern (oben) und multiplem cup-loading strip  
holder („Manifold“) (unten) [165]

Abbildung 12: Positionierung des Probenhalters auf dem IPG-Streifen [131]
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4.4.2 SDS-PAGE

Nach der IEF werden die Proteine in der zweiten Dimension mit Hilfe einer SDS-PAGE nach 

ihrer Masse (genauer:  Molekülgröße bzw. hydrodynamischem Radius) getrennt.  Man kann 

durch  verschiedene  Acrylamidkonzentrationen  das  Trennverhalten  der  zweiten  Dimension 

verändern.  Durch  eine  höhere  Konzentration  von  Acrylamid  (AA)  werden  die 

niedermolekularen  Proteine  besser  getrennt,  während  bei  geringeren  Konzentrationen  die 

hochmolekularen Proteine besser getrennt werden.

4.4.2.1 Herstellung von SDS-Gelen

Reagenzlösungen:

• Acrylamidlösung (30,8% T; 2,6% C)

Um 1 Liter der Lösung herzustellen, löst man 300 g AA und 8,0 g Bis-AA in etwa 500 
ml Aqua bidest. und füllt dann auf 1000 ml auf. Anschließend wird die Lösung mit   
10 g Mischbettionenaustauscher Serolit MB-1 versetzt, eine Stunde gerührt und fil-
triert.

• Gelpuffer (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8, 0,4% SDS)
18,2 g Trizma-Base und 0,4 g SDS in etwa 80 ml Aqua bidest. lösen. Mit 4 N HCl auf 
pH 8,8 titrieren und mit Aqua bidest. auf 100 ml auffüllen.

• Ammoniumpersulfatlösung (10%)
1,0 g Ammoniumpersulfatlösung (APS) in 10 ml Aqua bidest. lösen (frisch anset 
zen).

• Glycerollösung (50% Glycerol; 0,01% Bromphenolblau)
250 ml Glycerol (100%) in 250 ml Aqua bidest. lösen, mit 50 mg Bromphenolblau 
versetzen und für einige Minuten rühren.

• Überschichtungspuffer (Gelpuffer-gesättigtes 2-Butanol)
Zu 20 ml Gelpuffer werden 30 ml 2-Butanol gegeben und die Lösung einige Minuten 
gerührt. Vor der Verwendung müssen sich beide Phasen wieder getrennt haben. Zum 
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Überschichten der Gellösung wird nur die obere, leichtere 2-Butanolphase verwendet.

• TEMED (100%)

Gellösung T=12% T=15%

Acrylamidlösung 350,6 ml 438,3 ml

Glycerol 45 g 45 g

Gelpuffer 225 ml 225 ml

Aqua bidest. 283,4 ml 195,8 ml

APS (10%) 6 ml 6 ml

TEMED 100 µl 100 µl

Gesamtvolumen 900 ml 900 ml

Tabelle 12: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele

Durchführung

Aufbau der Gießkammer

Zwei durch ein Scharnier verbundene Glasplatten stellen zusammen mit einem 1 mm starken 

Abstandshalter (Spacer) eine Gießkassette (204 mm x 255 mm x 1mm) dar. Da am oberen Ende 

2 cm zum Fixieren des IPG-Gelstreifens mit Agaroselösung frei bleiben müssen, ergibt sich 

eine  effektive  Trenndistanz  von  18  cm.  Zwischen  die  einzelnen  Gießkassetten  werden 

alternierend Klarsichtfolien eingeordnet und zur gleichmäßigen Druckverteilung an beide

Enden noch Schaumgummimatten eingesetzt.  Zum Schließen der Gießkammer justiert man 

die Deckplatte und schraubt sie über Kreuz fest.

Gießen der SDS-Gele

Am  Anfang  wird  das  an  der  Kammer  angebrachte  Gießreservoir  mit  einem  Trichter 

verschlossen,  in  den  man  im  Anschluss  die  kurz  zuvor  mit  TEMED  und  APS  versetzte 

Gellösung gießt. Anschließend gibt man Glycerollösung dazu, die durch ihre höhere Dichte die 

Gellösung im Einflussbereich verdrängt und die Gellösung unterschichtet.

Die SDS-Gele werden nach dem Gießen an der Oberkante mit je 1 ml Gelpuffer-gesättigtem 2-

Butanol  überschichtet,  damit  eine  glatte  und  horizontale  Gelkante  entsteht.  Der 

Polymerisationsvorgang  dauert  bei  Raumtemperatur  mindestens  drei  Stunden,  wird  aber 
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zwecks besserer Reproduzierbarkeit meistens über Nacht durchgeführt. 

Nach abgeschlossener Polymerisation entnimmt man die Glasplatten und wäscht sie außen 

sorgfältig  mit  destilliertem  Wasser  ab,  auch  das  Butanol  wird  von  der  Geloberfläche 

abdekantiert. Damit vom Spülvorgang noch vorhandenes Wasser ablaufen kann, stellt man die 

Gießkassetten mit der Oberkante  nach unten auf ein Drahtgestell. Die beiden randständigen 

Gele in der Gießkammer werden i.A. verworfen,  da bei diesen keine gleichmäßige Dicke 

gewährleistet ist.

4.4.2.2 Äquilibrierung der IPG-Streifen

Die  Äquilibrierung  der  IEF-Gele  vor  der  SDS-Elektrophorese  dient  vor  allem  dazu,  die 

fokussierten  Proteine  optimal  mit  SDS  zu  beladen.  Ohne  diesen  Schritt  wäre  ein 

unzureichender Proteintransfer aus der ersten in die zweite Dimension gegeben, verbunden 

mit  einer  vertikalen  Streifenbildung,  die  auf  die  in  diesem Fall  nur  sukzessive  in  Lösung 

gehenden  Proteine  zurückzuführen  ist  [164].  Der  Zusatz  von  Harnstoff  und  Glycerol 

verbessert den Transfer, während Iodacetamid im zweiten Äquilibrierschritt zur Alkylierung 

der  Sulfhydrylgruppen  dient  und  somit  eine  sukzessive  Reoxidation  (Spot-Streaking)  der 

Proteine während der SDS-PAGE verhindert.

Reagenzlösungen:

• Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8, 0,4% SDS)

18,2 g Trizma-Base und 0,4 g SDS in etwa 80 ml Aqua bidest. lösen. Mit 4 N HCl auf 

pH 8,8 titrieren und mit Aqua bidest. auf 100 ml auffüllen.

• Äquilibrierungspuffer  (6  M  Harnstoff,  30  %  Glycerol,  2  %  SDS  in  0,05  M 

Trenngelpuffer, pH 8,8)

180 g Harnstoff, 150 g Glycerol, 10 g SDS und 16,5 ml Trenngelpuffer in Aqua bidest. 

lösen und auf 500 ml mit Aqua bidest. auffüllen.
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Durchführung

Zur Äquilibrierung werden die IPG-Gelstreifen mit der Gelseite nach oben in einen leeren 

IPG-Strip-Tray gelegt. Nun gießt man 100 ml Äquilibrierungspuffer, in dem zuvor 1 g DTT 

gelöst  wurden,  in  den  Tray  und  bewegt  die  Flüssigkeit  15  Minuten  auf  einem 

Horizontalschüttler. Nach Abgießen des ersten Versorgungspufferung werden die IPG-Streifen 

für  weitere  15  Minuten  in  100  ml  Äquilibrierungspuffer,  in  dem 4,8  g  Iodacetamid gelöst 

wurde,  geschüttelt.  Im  Anschluss  daran  werden  die  IPG Gelstreifen  sofort  für  die  zweite 

Dimension eingesetzt.

4.4.2.3 Befüllen des Elektrophoresetanks

Reagenzlösungen:

• Tankpufferkonzentrat (4-fach konzentriert)

19,9 g SDS, 58 g Trizma Base und 299,6 g Glycin in 5,0 Liter Aqua bidest. lösen.

• Bromphenolblau-Lösung : (0,25 % Bromphenolblau in Trenngelpuffer)

25 mg Bromphenolblau in 10 ml Trenngelpuffer lösen.

• Agaroselösung

Man  gibt  zu  100  ml  Tankpuffer  (2-fach  konzentriert)  500  mg Agarose  und  100  μl 

Bromphenolblaulösung,  kocht  die  Lösung  auf,  bis  sie  klar  ist  und  temperiert  sie 

anschließend im Wasserbad auf 80°C.

Man befüllt die Tankkammer mit 5,625 Liter Aqua bidest., gibt im Anschluss

1,875 Liter des Tankpuffer-Konzentrats hinzu und schaltet die Umwälzpumpe ein. Einbringen

der äquilibrierten IPG-Streifen in die Gelkassetten. 

Zunächst  werden die  äquilibrierten IPG-Streifen kurz in den Tankpuffer getaucht,  um das 

darauffolgende Einschieben in die Gießkassette zu erleichtern.  Hierzu fasst  man den IPG-

Gelstreifen mit  einer Pinzette an einem Ende und führt den Streifen mit  der Gelseite zum 

Bearbeitenden zeigend und der Kathode nach rechts in die Kassette ein (Abb. 13 (1)).
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   Einbringung (1 und 2) eines IPG-Streifens in ein vertikales SDS-Gel

   und Fixierung mit Agarose (3) [165]

Mit einem kleinen Spatel kann der IPG-Streifen nun nach unten geschoben werden, bis er auf 

dem  SDS-Gel  aufliegt.  Rechts  neben  den  Gelstreifen  wird  nun  ein  mit  zuvor  7  μl 

Molekulargewichtsmarkerlösung getränktes  und anschließend getrocknetes  Filterpapierstück 

(5 x 2mm2) eingebracht.  (Abb.  13 (2)).  Anschließend fixiert  man den IPG-Streifen und das 

Filterpapierstückchen  mit  ca.  5  ml  ca.  70-80°C  heißer  Agaroselösung,  die  nach  wenigen 

Minuten bei Raumtemperatur erstarrt (Abb. 13 (3)). Der aufgezeigte Arbeitsvorgang wird für 

alle  IPG-Streifen  durchgeführt.  Daraufhin  werden  die  Gießkassetten  in  die  Tankkammer 

eingebracht, dass sich der IPG-Gelstreifen am oberen Ende befindet. Zum Schluss wird der 

Tank noch mit 2 Liter 2-fach konzentriertem Tankpuffer bis zur Markierung aufgefüllt

4.4.2.4 Laufparameter

Der Proteintransfer vom IPG-Streifen auf das SDS-Gel erfolgt für 1 h bei 50 mA, danach 1 h 

bei  80mA. Anschließend wird die Stromstärke auf 160 mA (alle Angaben für 10 SDS-Gele) 

erhöht. Die Spannung wird auf 200 V begrenzt. Die Trennzeit beträgt bei diesen Parametern 

etwa 18 h (bei 20°C).

Abbildung 13: Aufbringen des IPG Streifens auf das SDS Gel.
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4.4.2.5 Beendigung der SDS-PAGE

Die Trennung wird gestoppt, wenn die Bromphenolblaufront der Agaroselösung das SDS-Gel 

vollständig durchwandert hat. Daraufhin werden die Kassetten aus dem Tank entnommen und 

mit einem Spatel vorsichtig geöffnet. Der IPG-Streifen und die Agaroseüberschichtung werden 

entfernt, und das Gel in eine Glaswanne mit Fixierlösung überführt.

4.5 Proteinvisualisierung 

Nach  Beendigung  der  SDS-PAGE  müssen  die  elektrophoretisch  aufgetrennten  Proteine 

sichtbar  gemacht  werden.  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  geschah  dies  durch  Silberfärbung, 

Coomassie Blau und Fluoreszenzdetektion. 

4.5.1 Silberfärbung nach Blum et al. (modifiziert)

Reagenzlösungen:

• Fixierlösung (40% Ethanol; 10% Essigsäure):

1 Liter Lösung werden mit 400ml Ethanol, 100ml Essigsäure und 500ml  Aqua bidest. 

gemischt

• Sensitivierlösung (0,02% Natriumthiosulfat):

200mg Natriumthiosulfat-Pentahydrat werden in 1 Liter Aqua bidest. gelöst.

• Silbernitratlösung (0,2% Silbernitrat; 0,02% Formaldehyd)

2 g Silbernitrat in 1 Liter Aqua bidest. lösen und kurz vor Gebrauch 200 µl Formalde- 

hyd (37%-ig) zugeben.

• Entwicklerlösung (3% Natriumcarbonat; 0,05% Formaldehyd; 0,005% Natriumthiosulfat)

30 g Natriumcarbonat und 5 mg Natriumthiosulfat-Pentahydrat in 1 Liter Aqua bidest. 

lösen und unmittelbar vor Gebrauch 0,5 ml Formaldehyd (37%-ige Lsg.) hinzufügen.
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• Stopplösung (0,5% Glycin)

5 g Glycin in 1 Liter Aqua bidest. lösen.

Pro 2DE-Gel werden 500 ml der jeweiligen Lösungen benötigt.

Durchführung

Die Durchführung der Färbung erfolgt entsprechend dem in Tabelle 13 aufgeführten Protokoll.

Arbeitsschritt Reagenz Zeit

Fixieren Fixierlösung > 3h

Waschen 30% Ethanol 20 Minuten

Waschen 15% Ethanol 20 Minuten

Waschen Aqua bidest. 20 Minuten

Sensitivieren Sensitivierlösung 1 Minute

Waschen Aqua bidest. 3 x 20 s

Imprägnieren mit Silbernitratlösung Silbernitratlösung Mind. 20 Minuten

Waschen Aqua bidest. 3 x 20 s

Entwickeln Entwicklerlösung 2-5 Minuten

Waschen Aqua bidest. 20 s

Stoppen Stopplösung Mind. 5 Minuten

Lagern Aqua bidest. -

Tabelle 13: Durchführungsprotokoll der Silberfärbung nach Blum et al. (modifiziert) [166]

4.5.2 Coomassie Brillant-Blau Färbung

Die verwendeten Färbemethoden sind kolloidale CBB-Färbungen, basierend auf der Methode 

von Neuhoff et. al. [167], [168].

Nach einer mindestens dreistündigen Fixierung in 40% Ethanol und 10% Essigsäure wird das 

Gel in 500 ml der Färbelösung gelegt, und die Proteine mindestens 3 Stunden angefärbt. Die 

Entfärbung  findet  in  mehreren  Schritten  durch  25%  Ethanol  und  8%  Essigsäure  statt.  Als 
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Färbelösung wurde zunächst RotiBlue G-250 (Fa. Roth) verwendet. Dazu wurden 100 ml des 5-

fach Konzentrats in 300 ml Aqua bidest. und 100 ml Methanol verdünnt.

Alternativ wurde die Coomassie Färbemethode Blue Silver verwendet [169]:

• 200ml Aqua bidest. mit 100ml H2PO4 (85%-ig) und 100 g (NH4)2SO4 mischen und lösen.

• 1,2 g Coomassie G-250 zugeben und lösen

• 600 ml Aqua bidest. hinzugeben

• Unter Rühren 200 ml Methanol hinzugeben.

Die Färbung erfolgte  wie  oben unter  „RotiBlue“  beschrieben.  Die  Coomassie-Blau-Färbung 

wurde gewählt, wenn die Proteine anschließend mit MALDI-MS identifiziert wurden.

4.5.3 Flamingo Färbung

Flamingo ist  eine Fluorezenzfärbung,  die  von der Firma Biorad als  Fertiglösung angeboten 

wird. Das Färbeprotokoll ist in Tabelle 14 wiedergegeben.

Arbeitschritt Reagenzlösung Dauer

Fixieren Fixierlösung > 3h

Färbung Flamingo-Färbelösung 3 h

Entfärbung (optional) 0,1% Tween-20 10 Minuten

Tabelle 14: Durchführungsprotokoll der Flamingo Färbung.

4.5.4 Emerald ProQ-Färbung

Die  Emerald  ProQ-Färbung  ist  eine  für  Glykoproteine  spezifische  Fluoresznezfärbung  und 

wird von der Firma Invitrogen vertrieben. Die Färbung wurde wie vom Hersteller empfohlen 

durchgeführt.

Reagenzlösungen:
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• Fixierlösung (40% Ethanol; 5% Eisessig)

Zur  Herstellung  von  1  Liter  Fixierlösung  werden  500  ml  Aqua  bidest. mit  400  ml 

Ethanol und 50 ml Eisessig gemischt. Anschließend wird die Lösung auf 1 Liter mit 

Aqua bidest. aufgefüllt.

• Waschlösung (3% Eisessig)

Zur Herstellung von 1 Liter  Lösung werden 900 ml  Aqua bidest mit 30 ml Eisessig 

gemischt und anschließend auf 1 Liter mit Aqua bidest. aufgefüllt.

• Oxidierer (mitgelieferte Stammlösung)

Inhalt  einer  mitgelieferten  Flache  „Oxidierer“  in 250  ml  Waschlösung auflösen und 

danach mit Waschlösung auf 500 ml auffüllen.

• Färbelösung 

10  Reagenzröhrchen  Emerald  ProQ-Reagenz  (mitgeliefert)  auf  Raumtemperatur 

erwärmen und in jedes Reagenzröhrchen 0,5 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) geben und 

gut mischen. Inhalt von 10 Reagenzröhrchen in 250 ml staining buffer (mitgeliefert) 

verdünnen. Innerhalb von 2-3 Stunden verbrauchen

Das Färbeprotokoll ist in Tabelle 15 angegeben. Volumenangaben pro 2D-Gel. Durchführung 

auf Horizontalschüttler.
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Arbeitsschritt Reagenzlösung Dauer

Fixieren 1 Liter Fixierlösung 1 h

2. Fixieren 1 Liter Fixierlösung über Nacht

Waschen 1 Liter Waschlösung 15-20 Minuten

2. Waschen 1 Liter Waschlösung 15-20 Minuten

Oxidieren 0,5 Liter Oxidierer 1 h im Dunkeln

Waschen (5 mal Wiederholen) 1 Liter Waschlösung 15-20 Minuten im Dunkeln

Färben 0,25 Liter Färbelösung 2,5 h im Dunkeln 

Waschen 1 Liter Waschlösung 15-30 Minuten im Dunkeln

Waschen(1 mal Wiederholen) 1 Liter Waschlösung 30-45 Minuten im Dunkeln

Tabelle 15: Durchführungsprotokoll der Emerald ProQ-Färbung.

Anschließend  wurde  das  Gel  auf  dem  Typhoon  9600  (GE  Healthcare)  eingescannt.  Die 

Anregungswellenlänge beträgt 470-500 nm, die Emissionswellenlänge 520 nm.

Anschließend wurde eine SyproRuby-Färbung (siehe Kapitel 4.5.6) durchgeführt.

4.5.5 Diamond ProQ-Färbung

Die Diamond ProQ-Färbung ist  eine für  Phosphoproteine spezifische Färbung,  die  von der 

Firma Invitrogen vetrieben wird.

Reagenzlösungen:

• Fixierlösung (40% Ethanol; 10% Eisessig)

Zur  Herstellung  von  1  Liter  Fixierlösung  werden  500  ml  Aqua  bidest. mit  400  ml 

Ethanol und 100 ml Eisessig gemischt. Anschließend wird die Lösung auf 1 Liter mit 

Aqua bidest. aufgefüllt.

• Entfärbelösung (20% Acetonitril; 50 mM Natriumacetat; pH 4,0)
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Für 5 Liter Entfärbelösung 1074 ml Aqua bidest. mit 65,2 ml Eisessig gemischt. Dazu 

werden  34,02  g  in  250  ml  Aqua  bidest.  gelöstes  Natriumacetat  hinzugegeben  und 

gemischt. Danach werden 1 Liter Acetonitril und 2611 ml Aqua bidest zugegeben und 

gemischt.

Das Färbeprotokoll ist in Tabelle 16 angegeben. Die Volumenangaben sind für jeweils ein 2D-

Gel, alle Schritte erfolgen auf einem Horizontalschüttler.

Arbeitsschritt Reagenzlösung Dauer

Fixieren 0,5 Liter Fixierer 1 h

2. Fixieren 0,5 Liter Fixierer über Nacht

Waschen (2 mal wiederholen) 0,5 Liter Aqua bidest. 20 Minuten

Färben 0,5 Liter Färbelösung 2 h im Dunkeln

Entfärben (2 mal wiederholen) 0,5 Liter Entfärbelösung 30 Minuten im Dunkeln

Waschen (1 mal wiederholen) 0,5 Liter Aqua bidest. 5 Minuten im Dunkeln

Tabelle 16: Durchführungsprotokoll der Diamond ProQ-Färbung.

Anschließend  wurde  das  Gel  auf  dem  Typhoon  9600  (GE  Healthcare)  eingescannt.  Die 

Anregungswellenlänge beträgt 532 nm mit 560 nm longpass, die Emissionswellenlänge 514 nm 

mit 570 nm bandpass.

Anschließend wurde eine SyproRuby-Färbung (siehe Kapitel 4.5.6) durchgeführt.

4.5.6 SyproRuby-Färbung

SyproRuby  ist  eine  Fluoreszenzfärbung  der  Firma  Invitrogen  und  wird  als  Fertiglösung 

vertrieben. Das Durchführungsprotokoll ist in Tabelle 17 angegeben, alle Angaben beziehen 

sich auf ein 2D-Gel, Durchführung auf Horizontalschüttler. Ein vorheriger Fixierschritt ist hier 

nicht notwendig, da es sich um einen zweiten Färbeschritt nach Diamond– oder Emerald ProQ 

handelt.

Reagenzlösungen:
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• Waschlösung (10% Methanol; 7% Eisessig)

Zu Herstellung von 1 Liter Lösung werden 100 ml Methanol mit Aqua bidest auf 500 

ml aufgefüllt und 70 ml Eisessig hinzugegeben. Die Lösung wird mit Aqua bidest. auf 1 

Liter aufgefüllt und gemischt.

• Färbelösung (mitgelieferte Fertiglösung)

Arbeitsschritt Reagenzlösung Dauer

Färben 0,5 Liter Färbelösung über Nacht

Waschen 0,5 Liter Waschlösung 30 Minuten

Tabelle 17: Durchführungsprotokoll der SyproRuby-Färbung.

4.6 Geltrocknung

2D-Gele  müssen,  um eine Zerstörung zu verhindern,  vor der  Lagerung speziell  getrocknet 

werden.

Reagenzlösung:

• Schrumpflösung (30% Ethanol; 10% Glycerol)

100g Glycerol und 300 ml Ethanol mit Aqua bidest. auf 1 Liter auffüllen.

Durchführung

Nach dem Einscannen wird ein Gel ca. 8 - 10 Minuten in 500 ml Schrumpflösung geschüttelt. 

Zusätzlich werden pro Gel zwei Cellophanfolien in einer weiteren Glaswanne ebenfalls in die 

Schrumpflösung eingelegt. Im Anschluss daran spannt man ein Gel feucht zwischen die beiden 

Cellophanfolien auf einen Rahmen. Dabei ist es wichtig, die eingeschlossene Flüssigkeit mit 

einem Glasstab herauszudrücken, um spätere Risse im Gel zu vermeiden. Die Gele werden 

über  Nacht  bei  Raumtemperatur  getrocknet  (vorteilhafterweise  mit  einem  Ventilator)  und 

danach zur Aufbewahrung in eine Klarsichtfolie eingeschweißt.
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4.7 Difference Gel Elektrophoresis (DIGE)

Bei  der  DIGE werden  die  Proteine  vor  der  2DE  mit  CyDye Farbstoffen  gelabelt.  Bei  der 

Methode des minimal labeling wird nur ein Lysinrest eines Proteins, und nur ca. 3% sämtlicher 

Proteine im Extrakt  gelabelt. Durch dieses  labeling  ändert sich der isoelektrische Punkt des 

Proteins  nicht signifikant,  und seine  Masse  erhöht  sich nur um ca.  450 Da.  Dadurch wird 

sichergestellt, dass sich das Proteinmuster im Vergleich zu den mit Coomassie

Blau gefärbten Gelen nicht signifikant verändert, was die Zuordnung der Spots erleichtert.

4.7.1 Fluoreszenzlabeling der Proteine für DIGE

Die CyDye Farbstoffe wurden vor ihrem ersten Gebrauch in DMF aufgenommen. Das DMF 

sollte  möglichst  frisch  sein  (nicht  älter  als  drei  Monate),  da  es  nach  einiger  Zeit  in 

Aminkomponenten zerfällt,  die die  labeling  Reaktion stören.  Die gelösten CyDyes sind bei 

-20°C für maximal 6 Monate haltbar. Direkt vor dem labeling wurden die Farbstoffe mit DMF 

auf eine Konzentration von 400 pM verdünnt.50 μg der Proteinprobe wurden unter Kühlung 

der Probe auf Eis mit 400 pmol des CyDyes gemischt. Die labeling Reaktion fand anschließend 

im Dunkeln für 30 Minuten statt. Durch Zugabe von 10 mM Lysin pro 400 pmol CyDye wurde 

die  Reaktion  gestoppt.  Nach weiteren  10  Minuten  auf  Eis  wurde  1  μl  50% DTT und 1  μl 

Pharmalyte (pH 3-10) pro 50 μl der Probenlösung zugegeben. 

Die zu vergleichenden Extrakte wurden mit Cy3 oder Cy5 gelabelt, anschließend gemischt und 

der Cy2 gelabelte interne vereinte Standard (IPS) zugegeben. Der IPS bestand aus der vereinten 

Mischung aller im DIGE Versuch eingesetzten Extrakte. Die jeweils eingesetzte Proteinmenge 

der Extrakte im IPS war identisch. Das genaue Durchführugsprotokoll für die DIGE-Versuche 

mit 3 EFT- und 2 NB-Zelllinien ist auf den Seiten 69-71 dargestellt, das Protokoll der Versuche 

mit 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien auf den Seiten 72-76.
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Name Cy3 Cy5 Cy2

Gel 1 A-1 B-1 IPS
Gel 2 A-1 B-1 IPS
Gel 3 A-1 B-1 IPS
Gel 4 B-2 C-1 IPS
Gel 5 B-2 C-1 IPS
Gel 6 B-2 C-1 IPS
Gel 7 C-2 D-1 IPS
Gel 8 C-2 D-1 IPS
Gel 9 C-2 D-1 IPS
Gel 10 D-2 E1-1 IPS
Gel 11 D-2 E1-1 IPS
Gel 12 D-2 E1-1 IPS
Gel 13 E1-2 E2-1 IPS
Gel 14 E1-2 E2-1 IPS
Gel 15 E1-2 E2-1 IPS
Gel 16 E2-2 F-1 IPS
Gel 17 E2-2 F-1 IPS
Gel 18 E2-2 F-1 IPS
Gel 19 F-2 G-1 IPS
Gel 20 F-2 G-1 IPS
Gel 21 F-2 G-1 IPS
Gel 22 G-3 H-1 IPS
Gel 23 G-3 H-1 IPS
Gel 24 G-3 H-1 IPS
Gel 25 H-2 A-2 IPS
Gel 26 H-2 A-2 IPS
Gel 27 H-2 A-2 IPS

Reaktionsgefäß Inhalt µg c [µg/µl] µl Label

1 A-1 150 5,14 29,18 Cy3
2 A-2 150 6,58 22,80 Cy5
3 B-1 150 7,42 20,22 Cy5
4 B-2 150 8,21 18,27 Cy3
5 C-1 150 7,17 20,92 Cy5
6 C-2 150 7,53 19,92 Cy3
7 D-1 150 10,32 14,53 Cy5
8 D-2 150 11,70 12,82 Cy3
9 E1-1 150 3,63 41,32 Cy5
10 E1-2 150 2,83 53,00 Cy3
11 E2-1 150 11,57 12,96 Cy5
12 E2-2 150 10,68 14,04 Cy3
13 F-1 150 7,82 19,18 Cy5
14 F-2 150 7,57 19,82 Cy3
15 G-1 150 4,10 36,59 Cy5
16 G-3 150 2,99 50,17 Cy3
17 H-1 150 14,65 10,24 Cy5
18 H-2 150 11,12 13,49 Cy3
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19 IPS 1350 6,29 214,74 Cy2

A-1 75 5,14 14,59 Cy2
A-2 75 6,58 11,40 Cy2
B-1 75 7,42 10,11 Cy2
B-2 75 8,21 9,14 Cy2
C-1 75 7,17 10,46 Cy2
C-2 75 7,53 9,96 Cy2
D-1 75 10,32 7,27 Cy2
D-2 75 11,70 6,41 Cy2

E1-1 75 3,63 20,66 Cy2
E1-2 75 2,83 26,50 Cy2
E2-1 75 11,57 6,48 Cy2
E2-2 75 10,68 7,02 Cy2

F-1 75 7,82 9,59 Cy2
F-2 75 7,57 9,91 Cy2
G-1 75 4,10 18,29 Cy2
G-3 75 2,99 25,08 Cy2
H-1 75 14,65 5,12 Cy2
H-2 75 11,12 6,74 Cy2

Zum Ausgleich von Pipettenungenauigkeiten werden 10% größere Volumina angesetzt.

Korrigierte Volumina:

Reaktionsgefäß Inhalt µg c [µg/µl] µl Label µl Label µl Lysin

1 A-1 165,0 5,14 32,10 Cy3 3,3 3,3
2 A-2 165,0 6,58 25,08 Cy5 3,3 3,3
3 B-1 165,0 7,42 22,24 Cy5 3,3 3,3
4 B-2 165,0 8,21 20,10 Cy3 3,3 3,3
5 C-1 165,0 7,17 23,01 Cy5 3,3 3,3
6 C-2 165,0 7,53 21,91 Cy3 3,3 3,3
7 D-1 165,0 10,32 15,99 Cy5 3,3 3,3
8 D-2 165,0 11,70 14,10 Cy3 3,3 3,3
9 E1-1 165,0 3,63 45,45 Cy5 3,3 3,3

10 E1-2 165,0 2,83 58,30 Cy3 3,3 3,3
11 E2-1 165,0 11,57 14,26 Cy5 3,3 3,3
12 E2-2 165,0 10,68 15,45 Cy3 3,3 3,3
13 F-1 165,0 7,82 21,10 Cy5 3,3 3,3
14 F-2 165,0 7,57 21,80 Cy3 3,3 3,3
15 G-1 165,0 4,10 40,24 Cy5 3,3 3,3
16 G-3 165,0 2,99 55,18 Cy3 3,3 3,3
17 H-1 165,0 14,65 11,26 Cy5 3,3 3,3
18 H-2 165,0 11,12 14,84 Cy3 3,3 3,3

19 IPS 1485,0 6,29 236,21 Cy2 29,7 29,7

A-1 82,5 5,14 16,05 Cy2 1,65 1,65
A-2 82,5 6,58 12,54 Cy2 1,65 1,65



4 Material und Methoden 75

B-1 82,5 7,42 11,12 Cy2 1,65 1,65
B-2 82,5 8,21 10,05 Cy2 1,65 1,65
C-1 82,5 7,17 11,51 Cy2 1,65 1,65
C-2 82,5 7,53 10,96 Cy2 1,65 1,65
D-1 82,5 10,32 7,99 Cy2 1,65 1,65
D-2 82,5 11,70 7,05 Cy2 1,65 1,65
E1-1 82,5 3,63 22,73 Cy2 1,65 1,65
E1-2 82,5 2,83 29,15 Cy2 1,65 1,65
E2-1 82,5 11,57 7,13 Cy2 1,65 1,65
E2-2 82,5 10,68 7,72 Cy2 1,65 1,65
F-1 82,5 7,82 10,55 Cy2 1,65 1,65
F-2 82,5 7,57 10,90 Cy2 1,65 1,65
G-1 82,5 4,10 20,12 Cy2 1,65 1,65
G-3 82,5 2,99 27,59 Cy2 1,65 1,65
H-1 82,5 14,65 5,63 Cy2 1,65 1,65
H-2 82,5 11,12 7,42 Cy2 1,65 1,65

Entsprechend dem Labelvolumen wird eine 10 mM Lysinlösung zum Stoppen der Reaktion hinzugegeben,
dementsprechend Änderung des Gesamtvolumens um Labelvolumen + Lysinvolumen

Reaktionsgefäß Inhalt µg c [µg/µl] Volumen [µl]

1 A-1 165 5,14 32,10
2 A-2 165 5,21 31,68
3 B-1 165 5,72 28,84
4 B-2 165 6,18 26,70
5 C-1 165 5,57 29,61
6 C-2 165 5,79 28,51
7 D-1 165 7,30 22,59
8 D-2 165 7,97 20,70
9 E1-1 165 3,17 52,05

10 E1-2 165 2,54 64,90
11 E2-1 165 7,91 20,86
12 E2-2 165 7,48 22,05
13 F-1 165 5,96 27,70
14 F-2 165 5,81 28,40
15 G-1 165 3,52 46,84
16 G-3 165 2,67 61,78
17 H-1 165 9,24 17,86
18 H-2 165 7,70 21,44

19 IPS 1485,0 5,02 295,61

A-1 82,5 4,26 19,35
A-2 82,5 5,21 15,84
B-1 82,5 5,72 14,42

Labeling-Reaktion: 30 Minuten im Dunkeln auf Eis
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D-1 82,5 7,30 11,29
D-2 82,5 7,97 10,35

E1-1 82,5 3,17 26,03
E1-2 82,5 2,54 32,45
E2-1 82,5 7,91 10,43
E2-2 82,5 7,48 11,02

F-1 82,5 5,96 13,85
F-2 82,5 5,81 14,20
G-1 82,5 3,52 23,42
G-3 82,5 2,67 30,89
H-1 82,5 9,24 8,93
H-2 82,5 7,70 10,72

1h im Dunkeln auf Eis inkubieren 

Reaktionsgefäß Inhalt µg Volumen [µl] µl DTT µl Pharmalyte V (neu) [µl] c neu [µg/µl]

1 A-1 165 32,10 0,67 0,67 33,44 4,93
2 A-2 165 31,68 0,66 0,66 32,99 5,00
3 B-1 165 28,84 0,60 0,60 30,04 5,49
4 B-2 165 26,70 0,56 0,56 27,81 5,93
5 C-1 165 29,61 0,62 0,62 30,85 5,35
6 C-2 165 28,51 0,59 0,59 29,70 5,56
7 D-1 165 22,59 0,47 0,47 23,53 7,01
8 D-2 165 20,70 0,43 0,43 21,56 7,65
9 E1-1 165 52,05 1,08 1,08 54,22 3,04

10 E1-2 165 64,90 1,35 1,35 67,61 2,44
11 E2-1 165 20,86 0,43 0,43 21,73 7,59
12 E2-2 165 22,05 0,46 0,46 22,97 7,18
13 F-1 165 27,70 0,58 0,58 28,85 5,72
14 F-2 165 28,40 0,59 0,59 29,58 5,58
15 G-1 165 46,84 0,98 0,98 48,79 3,38
16 G-3 165 61,78 1,29 1,29 64,36 2,56
17 H-1 165 17,86 0,37 0,37 18,61 8,87
18 H-2 165 21,44 0,45 0,45 22,33 7,39

19 IPS 1485,0 295,61 6,15 6,15 307,92 4,82

A-1 82,5 19,35 0,40 0,40
A-2 82,5 15,84 0,33 0,33
B-1 82,5 14,42 0,30 0,30
B-2 82,5 13,35 0,28 0,28
C-1 82,5 14,81 0,31 0,31

Zugabe von DTT (100 mg / 60 µl Aqua bidest.) und Pharmalyte 3-10 auf jeweils 2% des Gesamtvolumens, 
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Die einzelnen Proben wurden anschließend gemäß dem Versuchsaufbau gemischt und die 2DE 

gestartet.

E2-2 82,5 11,02 0,23 0,23
F-1 82,5 13,85 0,29 0,29
F-2 82,5 14,20 0,30 0,30
G-1 82,5 23,42 0,49 0,49
G-3 82,5 30,89 0,64 0,64
H-1 82,5 8,93 0,19 0,19
H-2 82,5 10,72 0,22 0,22

Volumen, das 50 µg Proteinmasse entspricht:

Name µl µg Reaktionsgefäß

A-1 10,13 50 1
A-2 10,00 50 2
B-1 9,10 50 3
B-2 8,43 50 4
C-1 9,35 50 5
C-2 9,00 50 6
D-1 7,13 50 7
D-2 6,53 50 8

E1-1 16,43 50 9
E1-2 20,49 50 10
E2-1 6,58 50 11
E2-2 6,96 50 12

F-1 8,74 50 13
F-2 8,96 50 14
G-1 14,79 50 15
G-3 19,50 50 16
H-1 5,64 50 17
H-2 6,77 50 18

IPS 10,37 50 19
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4.7.2 2D-Gelelektrophorese der DIGE-Proben

IEF,  Äquilibrierung  und  SDS-PAGE  wurden  im  Wesentlichen  unter  den  in  Kapitel  2.2 

angegebenen Bedingungen durchgeführt.  Die hauptsächlichen Unterschiede bestehen in der 

Verwendung von low-fluorescent Glasplatten, da die SDS-Gele in den Glaskassetten gescannt 

wurden und die Eigenfluoreszenz der normalen Glasplatten Signale überlagern können. Der 

zweite Unterschied ist der Ausschluss von Licht während der IEF und der zweiten Dimension 

zur Vermeidung von irreversiblen Reaktionen der CyDyes mit Licht (photo-bleaching).

4.8 Computergestützte Auswertung der 2DE-DIGE Gele

Die  Auswertung der  DIGE-Gele  erfolgte  auf  einem Computersystem bestehend aus  einem 

Core2 Quad-PC, Ettan DIGE-Imager und der Auswertungssoftware Progenesis.

4.8.1 Digitalisierung der Gele

Die Digitalisierung der Gele erfolgte durch den Ettan DIGE-Imager. Der Imager wurde mit der 

mitgelieferten Kalibrierungsfolie  kalibriert.  Zum Einscannen der Gelkassetten wurden diese 

abgetrocknet,  von  Flusen  befreit  und  anschließend  durch  den  Imager  digitalisiert.  Die 

Belichtungsintensität  wurde  so gewählt,  dass  die  stärksten  Signale  der  gelabelten Proteine 

ungefähr 35.000 Einheiten betrugen. Die einzelnen Fluoreszenzkanäle wurden von der Imager 

Steuerungssoftware als  Tagged image-Datei abgespeichert. Die Parameter des Scan-Vorgangs 

sind in Tabelle 18 dargestellt.

Belichtungsintensität Cy3-Kanal 0,9

Belichtungsintensität Cy5-Kanal 1,0

Belichtungsintensität Cy2-Kanal 2,0

Auflösung 100 µm

Matrix Typ Gel

Färbemethode Pre-labeling

Tabelle 18: Ettan DIGE-Imager Parameter
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4.8.2 Auswertung der DIGE-Gele

4.8.2.1  Progenesis

Zur  Analyse  der  DIGE-Gele  wurde  auch  die  Auswertungssoftware  Progenesis  (Nonlinear 

Dynamics)  verwendet.  Zunächst  wurden  alle  Tiff-Dateien  der  eingescannten  Gele  in  das 

Programm geladen. Als erster  Arbeitsschritt  stand die Zuteilung der Dateien der einzelnen 

Cy3, Cy5 und Cy2 Kanäle zu den jeweiligen DIGE-Gelen an. Anschließend wurde ein Cy2-Gel 

als Standardgel ausgewählt um alle anderen Gele durch warping mit diesem deckungsgleich 

zu machen. Dieser Arbeitsschritt muss mit besonderer Sorgfalt durchgeführt werden, da von 

der  Genauigkeit  des  Abgleichs  der  Gele  die  Qualität  der  anschließenden  statistischen 

Auswertung abhängt. Die nachfolgende Spotdetektion erfolgte automatisch, es konnten hierbei 

keine Parameter (wie in anderen Auswertungsprogrammen üblich) ausgewählt werden. Der 

nächste Arbeitsschritt war die Einteilung der Gele in Gruppen. Es wurden zunächst alle Cy3 

und  Cy5  Kanäle,  die  zu  einer  Zelllinie  gehören,  in  einer  Gruppe  zusammengefasst.  Alle 

Zelllinien  wurden  danach  einzeln  miteinander  verglichen,  und detektierte  Spots  mit  einer 

ANOVA > 0,05 und einer Power < 0,80 wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Der 

Parameter  Power  gibt  die  Teststärke,  d.h.  die  Aussagekraft  eines  statistischen Tests  in der 

Form 1-β (β = Wahrscheinlichkeit einen Fehler 2. Art zu begehen = Nullhypothese beibehalten 

obwohl Alternativhypothese gilt) an. Der Wert β sollte bei einem Signifikanzniveau von α = 

0,05 (Wahrscheinlichkeit  einen Fehler  1.  Art zu begehen = Nullhypothese  zurückzuweisen, 

obwohl sie wahr ist) das vierfache von α betragen [170], also 0,2. Dementsprechend wurde die 

untere Grenze für die Power auf 0,8 festgelegt. Als letzter Schritt der Analyse wurde überprüft 

ob  sich  die  detektierten  Proteine  der  EFT-Zelllinien  gegenüber  denen  der 

Neuroblastomzelllinien konsistent verhielten, d.h. das die Standardabweichung der einzelnen 

Mittelwerte der Zelllinien der jeweiligen Tumorarten sich nicht überlappten.  Proteinspots, die 

nicht in allen EFT-Zelllinien gegenüber den Neuroblastomzelllinien stärkere bzw. schwächere 

Signalintensitäten aufwiesen,  wurden aus dem Endergebnis entfernt. 
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4.9 Western-Blot Analyse der EFT- und Neuroblastomzelllinien

4.9.1 Western-Blotting

Reagenzlösungen:

• Transferpuffer 10-fach (3% Tris; 14,4% Glycin; 1% SDS)

Für einen Liter Lösung 30 g Tris, 144 g Glycin und 10g SDS in 1 Liter  Aqua bidest. 

lösen.

• Transferpuffer 1-fach (0,3% Tris; 1,44% Glycin; 0,1% SDS; 15% Methanol)

Für einen Liter Lösung werden 100 ml Transferpuffer 10-fach mit 750 ml Aqua bidest.  

und 150 ml Methanol gemischt. Die Lösung danach für 30 Minuten unter Rühren durch 

ein Wasserstrahlpumpenvakuum entgasen. Sofort verwenden.

• Tris gepufferte Salzlösung (TBS) (0,61% Tris; 0,88% Natriumchlorid; pH 7,5)

Für 5 Liter Lösung mischt man 30,30 g Tris und 43,85 g NaCl mit 5 Liter Aqua bidest. 

Anschließend titriert man mit 25 ml HCl (25%-ig) auf pH 7,5.

• NaCl-Lösung (0,9% NaCl)

Für einen Liter Lösung werden 9 g NaCl in einem Liter Aqua bidest. gelöst.

• Methanol (≥99,9%)

Durchführung:

Zunächst  werden  die  Graphitelektroden  der  Western-Blot  Apparatur  für  2-3  Stunden  mit 

Aqua bidest vollständig benetzt. Währenddessen werden die PVDF-Membranen (Immobilon P; 

0,45 µm Porengröße; Millipore GmbH) auf 16 x 20 cm², sowie die Blotting-Filterpapiere (GE 
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Healthcare)  auf  18  x  20  cm²  zugeschnitten.  500  ml  Transferpuffer  1-fach  werden  in  eine 

Glaswanne gegeben und ein Blotting-Filterpapier luftblasenfrei hineingelegt. Danach erfolgt 

die  Vorbereitung  der  PVDF-Membranen:  In  eine  Glaswanne  wird  eine  dünne  Schicht 

Methanol  vorgelegt  und  die  PVDF-Membran  darin  vollständig  benetzt.  Das  überschüssige 

Methanol wird abgekippt und die Membran in 500 ml Aqua bidest für 3 Minuten auf einem 

Schüttler  gewaschen.  Eventuelle  Luftblasen  müssen  durch  Wenden  der  Membran 

schnellstmöglich  entfernt  werden,  da  sonst  ein  Austrocknen  der  Membran  droht  und  das 

Vorbereiten wiederholt werden muss. Danach wird die Membran luftblasenfrei auf das in der 

Glaswanne  mit  dem  Transferpuffer  1-fach  eingelegten  Blotting-Filterpapier  gelegt.  Ein 

weiteres  Blotting-Filterpapier  wird  luftblasenfrei  auf  die  PVDF-Membran gelegt  so dass  es 

vollständig mit Transferpuffer 1-fach überdeckt ist. Weitere Blotting-Filterpapiere und PVDF-

Membranen können in der selben Glaswanne gelagert werden. Nun wird die obere Seite der 

Glaskassette  des  2D-Gels  abgenommen und das  Gel  mit  einem Skalpell   auf  15  x 18  cm² 

zugeschnitten.  Idealerweise  sollte  man  für  die  IEF  18  cm  IPGs  verwenden  und  die 

Trenndistanz der SDS-PAGE des 2D-Gels auf 15 cm begrenzen.

Nun wird die Western-Blot Apparatur zusammengebaut: Die Graphitelektroden werden mit 

einem Fusselfreien Tuch von überschüssigem Wasser  befreit  und mit Transferpuffer  1-fach 

befeuchtet. Auf die Anode wird ein vorbereitetes Blotting-Filterpapier luftblasenfrei aufgelegt. 

Mit  einem  Reagenzglas  werden  sowohl  überschüssiger  Transferpuffer  als  auch  Luftblasen 

herausgerollt.  Anschließend  wird  die  PVDF-Membran  luftblasenfrei  auf  das  Blotting-

Filterpapier  aufgelegt  und mit Transferpuffer  1-fach benetzt.  Auf die PVDF-Membran wird 

nun das 2D-Gel luftblasenfrei aufgelegt. Das später die hochmolekularen, kathodalen Proteine 

tragende Ende der Membran wird durch Abschneiden einer kleinen Ecke markiert. Das zweite, 

vorbereitete Blotting-Filterpapier wird luftblasenfrei auf das 2D-Gel aufgelegt. Zusätzlich wird 

auf  das  obere  Blotting-Filterpapier  etwas  Transferpuffer  1-fach  gegeben  und  eventuelle 

Luftblasen  und  überschüssiger  Transferpuffer  mit  einem  Reaganzglas  herausgerollt.  Die 

Kathode  wird  luftblasenfrei  aufgelegt  und  der  Western-Blot  gemäß  den  in  Tabelle  19 

aufgeführten Parametern durchgeführt.
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Spannung 20 V

Stromstärke 0,8 mA/ cm² Blotting-Filterpapier-Oberfläche

Dauer des Western-Blot 2 Stunden

Tabelle 19: Parameter zur Durchführung des Western-Blots

Nach dem Western-Blot werden die PVDF-Membranen für 2 x 5 Minuten NaCl-Lösung und 1 

x 3 Minuten in Aqua bidest. gewaschen. Falls eine Detektion von Glykoproteinen am nächsten 

Tag stattfand wurde wie unter  2.8.1 beschrieben fortgefahren,  ansonsten wurde die PVDF-

Membran zwischen zwei trockenen Blotting-Filterapapieren über Nacht getrocknet.

4.9.2 Glykoproteindetektion mit dem DIG Glycan Differentiation Kit

Reagenzlösungen:

• Tris gepufferte Salzlösung (TBS) (0,61% Tris; 0,88% Natriumchlorid; pH 7,5)

Für 5 Liter Lösung mischt man 30,30 g Tris und 43,85 g NaCl mit 5 Liter Aqua bidest. 

Anschließend titriert man mit 25 ml HCl (25%-ig) auf pH 7,5.

• Ponceau S Färbelösung (0,2% Ponceau S; 3% Essigäsure)

Für 500ml Färbelösung 1 g Ponceau S in 485 ml  Aqua bidest und 14 ml Essigsäure  

lösen.

• Maleinsäure-Puffer (1,161% cis-Butendisäure; 0,877% NaCl)

Zur Herstellung von 500 ml Lösung werden 5,8 g cis-Butendisäure und 4,38 g NaCl in 

500 ml Aqua bidest. gelöst. Anschließend wird mit pulverförmiger NaOH der pH-Wert 

auf 7,5 titriert.
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• Blocking-Reagenz  10-fach  (10%  Blocking-Reagent;  1,161%  cis-Butendisäure;  0,877% 

NaCl)

Für 500 ml Blocking-Reaganz werden 50 g Blocking Reagent (Roche Applied Science) 

mit 500 ml Maleinsäure-Puffer unter rühren und erwärmen gelöst.  Die Lösung wird 

anschließend autoklaviert. Lagerung bei -20 °C.

• Blocking-Reagenz 1-fach (1% Blocking Reagent; 0,161% cis-Butendisäure; 0,968% NaCl, 

0,549% Tris; pH 7,5)

Zur Herstellung von 1 Liter Lösung werden 100 ml Blocking-Reagenz 10-fach mit 900 

ml TBS gemischt. Sofort verwenden.

• Puffer  1  (0,02%  MgCl2-Hexahydrat;  0,016% MnCl2-Dihydrat;  0,015% CaCl2-Dihydrat, 

0,61% Tris; 0,88% NaCl; pH 7,5)

Für einen Liter Lösung werden 0,20 g MgCl2-Hexahydrat; 0,16 g MnCl2-Dihydrat und 

0,15 g CaCl2-Dihydrat in einem Liter TBS gelöst.

• Lektin GNA, Digoxigenin-labeled (1mg/ ml GNA; 50mM Tris-HCl, 0,05% Natriumazid; 

pH 7,0)

Mitgelieferte Fertiglösung

• Lektin SNA, Digoxigenin-labeled (1mg/ ml SNA; 50mM Tris-HCl, 0,05% Natriumazid; 

pH 7,0)

Mitgelieferte Fertiglösung

• Lektin MAA, Digoxigenin-labeled (1mg/ ml MAA; 50mM Tris-HCl, 0,05% Natriumazid; 

pH 7,0)

Mitgelieferte Fertiglösung

• Lektin PNA, Digoxigenin-labeled (1mg/ ml PNA; 50mM Tris-HCl, 0,05% Natriumazid; 

pH 7,0)

Mitgelieferte Fertiglösung
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• Lektin DSA, Digoxigenin-labeled (1mg/ ml DSA; 50mM Tris-HCl, 0,05% Natriumazid; 

pH 7,0)

Mitgelieferte Fertiglösung

• Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente, mit alkalischer Phosphatase gekoppelt.

Mitgelieferte Fertiglösung

• NBT/ BCIP

Mitgelieferte Fertiglösung

• Puffer 2 (1,211% Tris; 0,584% NaCl; 1,017% MgCl2-Hexahydrat; pH 9,5)

Zur  Herstellung von 1 Liter  Lösung werden 12,11 g Tris;  5,84 g NaCl und 10,17 g 

MgCl2-Hexahydrat in einem Liter Aqua bidest. gelöst und mit 200 µl HCl (25%-ig) auf 

pH 9,5 titiriert.

• Methanol (≥ 99,5%)

Durchführung:

Falls die PVDF-Membran nach dem Western-Blot getrocknet und über Nacht gelagert wurde 

wird sie wie unter 2.8 beschrieben mit Methanol befeuchtet und anschließend mit Aqua bidest  

gewaschen.  Nach  dem  Waschschritt  mit  Aqua  bidest erfolgt  eine  Überprüfung  des 

Proteintransfers auf die PVDF-Membran mit Ponceau S. Dazu wird die PVDF-Membran für 5 

Minuten  in  500  ml  Ponceau  S-Lösung  in  einer  Glaswanne  auf  einem Schüttler  inkubiert. 

Danach wird die Membran für 3 x 5 Minuten auf einem Schüttler in einer Glaswanne in Aqua 

bidest. inkubiert um den Membranhintergrund zu entfärben. Bei positivem Ergebnis wird die 

PVDF-Membran in eine Melamin-Schale, die 200 ml Blocking-Reagenz 1-fach enthält, gelegt, 

abgedeckt  und  über  Nacht  auf  einem  Schüttler  inkubiert  um  die  Membran  abzusättigen. 

Zusätzlich wird durch die  Blocking-Reagenz die PVDF-Membran entfärbt. Am näcshten Tag 

wird die Blocking-Reaganz abgeschüttet und die PVDF-Membran wird 2 x 10 Minuten in TBS 

und danach 1 x 10 Minuten in Puffer 1 auf einem Schüttler inkubiert. Zur Lektininkubierung 

wird die PVDF-Membran in 90 ml Puffer 1 plus dem jeweiligem Lektin für 4 Stunden auf 
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einem Schüttler inkubiert (Tabelle 20 zeigt die jeweiligen Volumina). Anschließend erfolgen 

drei  Waschritte  mit  TBS  von  jeweils  10  Minuten.  Nun  folgt  die  Inkubierung  der  PVDF-

Membran mit den Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmenten (ADFF). Dazu wird die PVDF-Membran 

in  90  ml  TBS  und  20  µl  ADFF  für  4  Stunden  abgedeckt  auf  einem  Schüttler  inkubiert. 

Anschließend erfolgen drei Waschritte mit TBS von jeweils 10 Minuten. Nach den Waschritten 

wird die Anfärbung der Lektine durchgeführt. Die PVDF-Membran wird für 20 Minuten ohne 

schütteln in 90 ml Puffer 2 und 400 µl NBT/ BCIP inkubiert. Die Färbereaktion wird durch 

Waschen der PVDF-Membran für 3 x 1 Minute in Aqua bidest gestoppt. Anschließend werden 

die PVDF-Membranen zwischen zwei Blotting-Filterpapieren über Nacht getrocknet und am 

nächsten Tag eingescannt. Die einzelnen Schritte der Glykoproteindetektion mithilfe des DIG 

Glycan Differentiation Kits sind nochmals kurz in Tabelle 21 dargestellt.

Lektin Volumen

GNA 20 µl

SNA 20 µl

DSA 20 µl

MAA 100 µl

PNA 200 µl

Tabelle 20: Zugabevolumen der jeweiligen Lektine

Reagenz Dauer

TBS 2 x 10 Minuten

Puffer 1 1 x 10 Minuten

Lektininkubation 4 h

TBS 3 x 10 Minuten

ADFF-Inkubation 4 h

TBS 3 x 10 Minuten

Färbung 20 Minuten

Stoppen 3 x 1 Minute

Tabelle 21: Protokoll zur Durchführung der Glykoproteindetektion mit dem DIG Glycan Differentiation Kit
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4.9.3 Digitalisierung  und Auswertung der Western-Blots

Die  Western-Blots  wurden  mithilfe  eines  Epson  Expression  1680  Pro  Scanners  als  tagged 

image file eingescannt. Die Auflösung betrug 200 dpi bei einer Farbtiefe von 16-bit Graustufen. 

Anschließend wurden  die  Dateien  in  das  Programm Progenesis  geladen  um die  einzelnen 

Western-Blots  einer  Lektinart  mittels  warping deckungsgleich  zu  machen.  Die  gewarpten 

Bilddateien werden standardmäßig von Progenesis in einem separatem Ordner gespeichert aus 

dem sie  in  das  Programm Photofiltre  geladen  wurden  um die  einzelnen  deckungsgleichen 

Westernblots einer Lektin- und Tumorart zu einem Master-Blot verschmolzen wurden. Diese 

Master-Blots  einer  Lektin-  und Tumorart  wurden  miteinander  verglichen  um differentielle 

Glykosylierungen zwischen den beiden Tumorraten zu detektieren. Da bei der Anfertigung der 

Western-Blots  kein  interner  Standard zugegeben  wurde,  erfolgte  keine  Quantifizierung der 

unterschiedlichen  Farbintensität  um  Proteine  mit  differentiellen  Glykosylierungen  zu 

detektieren,  sondern  es  wurden  nur  vorhandene  oder  nicht  vorhandene  Farbreaktionen 

gewertet. 

4.9.4 Positionsbestimmung der Glykoproteine auf 2D-Gelen

Das  Muster  der  angefärbten  Glykoproteine  auf  den  PVDF-Membranen  unterscheidet  sich 

erheblich vom Muster der auf einem 2D-Gel unspezifisch angefärbten Proteine, da sich die 

Zahl der sichtbaren Proteine stark von einander unterscheidet.  Durch die Verwendung von 

Lektinen, die nur auf bestimmte Glykosylierungsarten ansprechen, verringert sich die Zahl der 

angefärbten Glykoproteine nochmals. Dies macht eine korrekte Positionsbestimmung dieser 

Glykoproteine auf den 2D-Gelen, zur späteren Probenahme und Identifikation mittels MALDI-

MS, schwierig. 

Um diese Positionsbestimmung zu vereinfachen wird ein weiterer Western-Blot angefertigt, 

bei  dem  die  auf  die  PVDF-Membran  transferierten  Proteine  zuvor  mit  dem 

Fluoreszenzfarbstoff Cy2 gelabelt werden (siehe 2.5.1). Nach der Durchführung des Western-

Blots und der Durchführung der Glykoproteindetektion (siehe 2.8 und 2.8.1, allerdings unter 

Ausschluss  von  Licht)  wird  die  PVDF-Membran  mit  dem Ettan-DIGE Imager  eingescannt 
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(Parameter siehe Tabelle 22). Die angefärbten Glykoproteine werden weiß, die Cy2 gelabelten 

Proteine schwarz dargestellt. Somit lässt sich die Position der Glykoproteine auf einem 2D-Gel 

genau bestimmen.

Parameter Wert

Belichtungsintensität Cy2-Kanal 1,5

Matrix Typ Membran

Auflösung 100 µm

Färbemethode Pre-labeling

Tabelle 22: Parameter des Ettan-DIGE Imagers zur Detektion von Cy2-gelabelten Proteinen auf PVDF-Membranen

4.10 Proteinidentifizierung durch MALDI-MS

4.10.1 Probenvorbereitung

Reagenzlösungen:

• Entfärbelösung (50% Acetonitril; 25mM NH4HCO3)

Für 100 ml Entfärbelösung werden 50 ml Acetonitril mit 50 ml Aqua bidest. und 0,2 g 

NH4HCO3 gemischt.

• Trypsinlösung (12,5ng /µl Trypsin; 1mM HCl; 23,3 mM  NH4HCO3;; pH 8,1)

20µg Trypsin werden mit 1500 µl 25mM  NH4HCO3-Lösung gemischt und mit 100 µl 

1mM HCl auf pH 8,1 titriert.

• Elutionslösung (50% Acetonitril; 0,5% Trifluoressigsäure)

Für 100ml Elutionslösung werden 50 ml Acetonitril mit 49,5 ml Aqua bidest und 0,5 ml 

Trifluoressigsäure gemischt. Maximal 2 Wochen verwenden.

• MALDI-Matrix  (2,5mg/ml  CHCA;  2,5  mg/ml  DHB;  1%  Trifluoressigsäure;  10  mM 
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NH4H2PO3) [171]

Zur Herstellung von 1 ml Matrix werden 9,2 mg NH4H2PO3 in 2 ml H2O gelöst. Mit 500 

µl dieser Lösung werden 2,5 mg CHCA, 2,5 mg DHB, 10 µl  Trifluoressigsäure und 490 

µl  Aqua  bidest. gemischt.  Die  Matrix  ist  vor  Licht  zu  schützen  und maximal  eine 

Woche haltbar.

• Waschlösung (2mg/ml Diammoniumcitrat) [171]

Für  1  ml  Waschlösung  werden  2  mg  Diammoniumcitrat  mit  1  ml  Aqua  bidest. 

gemischt.

Durchführung:

Nach  Anfärbung  der  Proteine  mit  Coomassie-Blau  wurden  die  zu  identifizierenden 

Proteinspots  von  Hand  gepickt.  Dazu  wurden  Pipettenspitzen  mit  einem  Skalpell  auf  den 

jeweilige Spotdurchmesser zugeschnitten und der Spot ausgestanzt. Anschließend wurde das 

Gelstück in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt.

Die  aus  den  2D-Gelen  ausgestanzten  Gelstücke  wurden  zunächst  mit  jeweils  100  μl 

Entfärbelösung  dreimal für 20 Minuten bei 37°C und 300 rpm im Thermomixer (Eppendorf) 

gewaschen. Nach dem Entfernen der letzten Entfärbelösung wurden die Proben 30 Minuten 

lang  in  der  SpeedVac  vollständig  getrocknet.  Danach  wurden  die  Proben  mit  10  μl 

Trypsinlösung   versetzt  und  16  Stunden  bei  37°C  inkubiert.  Der  Überstand  wurde 

abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß gegeben. Die Elution der restlichen Peptide aus 

dem Gelstück erfolgte mittels 30 μl Elutionslösung. Diese Lösung wurde in das Gefäß mit dem 

Gelstück gegeben und 20 Minuten im Ultraschallbad inkubiert. Dieser Überstand wurde mit 

dem Überstand des tryptischen Verdaus vereint und 90 Minuten in der SpeedVac vollständig 

getrocknet. Nicht zur sofortigen Messung benötigte Proben wurden bei -20°C eingefroren. Vor 

der  Messung  wurde  die  Probe  in  5  μl  Elutionslösung  aufgenommen  und  5  Minuten  im 

Ultraschallbad  gelöst.  Zur  Kristallisation  der  Matrix  wurde  die  Dried  Droplet  Methode 

verwendet. Es wurden 1 μl der Probe mit 1 μl der Matrix gemischt, von dieser Mischung 1µl 

auf  den  MALDI-Probenträger  pipettiert  und  unter  dem  Abzug  getrocknet.  Anschließend 
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wurden die auskristallisierte Matrix-Peptidmischung für 5 Sekunden mit 1,5 μl Waschpuffer 

gewaschen und danach die Flüssigkeit wieder abgezogen.

4.10.2 MALDI-MS Parameter

Die externe Kalibrierung des Ettan MALDI-ToF-Pro Massenspektrometers erfolgte durch ein 

Gemisch aus Bradykinin Fragment 1-7, Angiotensin II (human), P14R und ATCH Fragment 

18-39  (human)  und  wurde  alle  zwei  Wochen  durchgeführt.  Die  interne  Kalibrierung  der 

Proben erfolgte durch die Eigenverdauprodukte von Trypsin: Trypsin II und Trypsin IV. Die 

weiteren Einstellungen sind in Tabelle 23 wiedergegeben.

Modus Reflektor
Low-mass rejection 500 m/z
Beschleunigungsspannung 20.000 V
Pulsed extraction / Fokussierungsmasse Ein / 2000 m/z
Target region / auto-adjust 30% / Ein
Aufsummierte Spektren 300
Selektive Aufsummierung Parameter

Minimal Maximal
m/z 800 4000

Signalintensität 8 Einheiten 100 Einheiten

         Tabelle 23: Parameter für das Ettan MALDI-ToF Pro

4.10.3 Proteinidentifizierung

Die Proteinidentifizierung fand durch Vergleich mit der IPI Human-Datenbank Version 3.46 

statt.  Ein  Protein  wurde  als  identifiziert  angesehen,  wenn  die  expectation  (d.h. 

Wahrscheinlichkeit  eines  falsch  positiven  Ergebnisses)  ≤ 0,01  war  bzw.  der  Score-C.I.  % 

(Wahrscheinlichkeit einer korrekten Identifizierung des Proteins) ≥ 99% war.
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4.11 Trägerampholyt-Vorfraktionierung von Proteinen in Sephadex-IEF 

Gelen

Ein Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit der Weiterentwicklung dieser Methode um diese 

auch für Proteine mit einem pI > 7 verfügbar zu machen. Die genaue Vorgehensweise wird in 

Kapitel 5.10 beschrieben.

4.12 Optimierung der IEF mit IPG für integrale Membranproteine
Das Kapitel 5.11 beschäftigt sich mit der Optimierung der 2D-elektrophoretischen Trennung 

von integralen Membranproteinen. Die genaue Vorgehensweise ist dort bechrieben.
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5 Ergebnisse

5.1 Erfassung des Gesamtproteoms von EFT- und Neuroblastomzelllinien

Die Zelllinien wurden vom Lehrstuhl für funktionelle Genomik und Transplantationsbiologie 

der Technischen Universität München (Prof. Burdach) zur Verfügung gestellt. Diese Zelllinien 

wurden deshalb für diese Dissertation ausgewählt, da sie auch am Lehrstuhl von Prof. Burdach 

für  die  mRNA-Analyse  verwendet  werden.  Dadurch  sind  die  in  dieser  Dissertation 

gewonnenen Daten  der  2DE direkt  mit  den  Daten  der  mRNA-Analyse  vergleichbar,  bzw. 

ergänzen  sich  gegenseitig.  Die  wichtigsten  Merkmale  der  verwendeten  Zelllinien  sind 

nochmals kurz in Tabelle 24 und Tabelle 25 dargestellt.

Zelllinie Alter m/w Lokalisation P/M Translokation Hybridprotein, Typ

A673 15 w Muskel P der(13)t(11;13)(q13q14)t(11;22)
(q24;q12)

EWS-FLI1, Typ 1

SBSR-AKS 17 w Leiste M - EWS-FLI,1 Typ 1

SK-ES1 18 m Knochen P t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1, Typ 2

SK-N-MC 15 w Brustwand M t(2;11;22;21)(q32;q24;q12;q11) EWS-FLI1, Typ 1

MHH-ES1 12 m Bauchfell M t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1, Typ 2

TC-71 22 m - M t(11;22)(q24;q12)x2 EWS-FLI1, Typ 1

Tabelle  24:  Kurzübersicht der verwendeten EFT-Zelllinien, die Spalte m/w bezeichnet das Geschlecht, die Spalte 

P/M bezeichnet ob die Zelllinie aus einem die Primärtumor oder einer Metastase gewonnen wurde. Die Spalte 

bezeichnet die Translokation die zur Expression von EWS/FLI-1 führt.

Name der Zelllinie m/w Alter Lokalisation P/M MYCN-Amp

SiMa m 1,7 Niere M 5-10-fach

SH-SY5Y w 4 Knochenmark M 3-fach

MHH-NB-11 m 4 Niere M 20-fach

Tabelle 25: Kurzübersicht der verwendeten Neuroblastomzelllinien, die Spalte m/w bezeichnet das Geschlecht des  

Patienten,  die  Spalte  Alter  gibt  das  Patientenalter  in  Jahren  an,  die  Spalte  P/M ob  die  Zelllinie  aus  einem 

Primärtumor oder einer Metastase gewonnen wurde. Die Spalte MYCN-Amp gibt die Amplifizierung von MYCN 

an.
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5.1.1 Erfassung des Proteoms mit IPG 3-12 

Um das Auflösevermögen dieses „Übersichtsgradienten“ zu testen wurde ein 2D-Gel mit  einer 

Gesamtproteinbeladungsmenge von 500µg hergestellt. Die Probe setzte sich aus jeweils 55,6 µg 

Proteinmenge aus den in dieser  Arbeit verwendeten Zelllinien zusammen (siehe Tabelle 24 

und 25). Dies sollte eine möglichst hohe Anzahl an Proteinspots gewährleisten, da alle in dieser 

Dissertation verwendeten Zelllinien zu gleichen Teilen in der Probe vorkamen. Die IEF wurde 

wie in Kapitel 4.4 angegeben durchgeführt. Die zweite Dimension erfolgte in einem SDS-Gel 

mit  T=12%.  Anschließend  wurden  die  Proteine  mit  Coomassie  Brilliant  Blau  angefärbt 

(Abbildung  14),  ausgestanzt  und  für  die  Massenspektrometrie  vorbereitet  (siehe  4.10).  Die 

Identifikation erfolgte durch MALDI-MS mit Peptide Mass Fingerprinting.

Es wurden insgesamt 878 Proteine detektiert  und für die  MALDI-MS Analyse ausgestanzt. 

Davon konnten 465 Proteine identifiziert werden. Die Proteine wurden mithilfe die Datenbank 

Proteinatlas  [172] in  Klassen  eingeteilt.  Proteine,  die  in  mehreren  Klassen  vertreten  sind, 

wurden in allen jeweiligen Klassen gelistet. Es wurde auch der experimentell ermittelte pI und 

Molekulargewicht der Proteine mit angegeben, so dass Isoformen der Proteine unterschieden 

und näher charakterisiert werden können. Durch diese Kartierung ist es zudem möglich, die in 

der Literatur als differentiell reguliert angesehenen Proteine auf dem DIGE-Gelen Mastergel 

zuzuordnen  und  die  Resultate  zu  vergleichen.  Die  Liste  der  identifizierten  Proteine  ist  in 

Anhang I aufgeführt. Aus dieser Liste ist ersichtlich, dass die meisten identifizierten Proteine 

der  Klasse  der  Enzyme  zuzuordnen  sind,  eine  weitere  große  Anzahl  an  identifizierten 

Proteinen umfassende Gruppe ist die der potentiellen Krebsmarker. Allerdings ließen sich auch 

mithilfe der Proteinatlas-Datenbank nicht alle Proteine in Klassen einteilen, so das eine große 

Zahl Protein nicht eingeteilt werden konnte, diese sind am Ende der Tabelle gelistet.

Die Trennung der Proteine der EFT- und Neuroblastomzelllinien mit IPG 3-12 zeigt eine im 

basischen Bereich gute Auflösung, allerdings leidet die Auflösung im pH-Bereich 4-7 aufgrund 

der in diesem Bereich zahlreich vorkommenden und vieler stark exprimierter  Proteine.  Die 

Verteilung des Proteinmusters  aufgrund der Acrylamidkonzentration (T-Wert)  von 12% auf 

dem  2D-Gel  ist  auch  äußerst  zufriedenstellend,  da  die  Proteine  mit  geringem 
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Molekulargewicht  sehr  gut  getrennt  sind,  die  Proteine  mit  mittlerem  und  großem 

Molekulargewicht fast ebenso.

Um die geringere Auflösung im sauren Bereich zu verbessern, und damit die Datenbasis in den 

anstehenden Experimenten, wurde zusätzlich ein IPG 4-7 eingesetzt, der diesen Bereich besser 

auflöst.
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pH 3 pH 12
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Abbildung 14: Mastergel IPG 3-12. Durch Massenspektrometrie identifizierte, mit IPG 3-12 getrennte Proteine sind 
durch Zahlen gekennzeichnet und in Anhang I gelistet. Die Proteinbeladungsmenge von 500 µg setzt sich 
gleichmäßig aus allen in Tabelle 24 und 25 aufgelisteten Zelllinien.zusammen, Coomassie Brilliant Blau Färbung. 

pH 3 pH 12

M
r



5 Ergebnisse 95

5.1.2 Kartierung der Proteine mit IPG 4-7

Die  Vorgehensweise  der  Identifizierung  der  Proteine  ist  die  selbe  wie  in  Kapitel  5.1.1 

beschrieben, mit dem Unterschied, dass statt eines IPG 3-12 ein IPG 4-7 verwendet wurde um 

diesen pH-Bereich besser aufzulösen. (Abbildung 15). Es wurden 574 Proteine detektiert (zum 

Vergleich:  IPG 3-12: 878 detektierte Proteine)  und für die MALDI-MS Analyse ausgestanzt, 

davon 237 Proteine identifiziert.  Von diesen 237 identifizierten Proteinen sind 118 nicht mit 

IPG  3-12  identifiziert  worden.  Dies  zeigt  auch  den  Nutzen  zusätzlich  einen  engeren  pH-

Gradienten zu wählen, da durch die verbesserte Auflösung die Anzahl der neu identifizierten 

Proteine, gemessen an der Zahl aller identifizierten Proteine in diesem pH-Bereich, ungefähr 

die  Hälfte  beträgt.  Das  2D-Gel  mit  IPG 4-7  zeigt  eine  deutlich  verbesserte  Auflösung der 

Proteine,  die  mit  IPG  3-12  noch  stark  gedrängt  waren.  Auch  hier  zeigt  sich,  dass  der 

verwendete  T-Wert der  SDS-Gele  von 12% optimal für  die  Verwendung mit menschlichen 

Zelllinien ist, da auch hier die fast die komplette Höhe des 2D-Gels von Proteinen belegt ist. 

Somit ist  für  die  Proteine im  pH Bereich  4-7 eine optimale  Auflösung in der  ersten und 

zweiten Dimension erreicht worden. Die Auflösung könnte durch die Verwendung von engen, 

überlappenden pH-Gradienten noch weiter gesteigert werden [130], allerdings würde dies den 

Arbeitsaufwand  beträchtlich  steigern.  Als  Kompromiss  zwischen  Auflösung  und 

bewältigbarem Arbeitsaufwand wurde deshalb die anstehende differentielle Proteomanalyse 

der  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien  mit  einer  Kombination  von  IPG  3-12  und  IPG  4-7 

durchgeführt. 

Die  identifizierten  Proteine  wurden  wie  in  Kapitel  5.1.1  beschrieben  in  Klassen  eingeteilt, 

wobei  auch  hier  wie  bei  IPG  3-12  die  größte  Klasse  die  der  Enzyme  ist.  Die  Liste  der 

identifizierten Proteine ist in Anhang II ersichtlich,  Proteine die ausschließlich mit IPG 4-7 

(nicht mit IPG 3-12) identifiziert wurden, sind in Anhang II fett gekennzeichnet.
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pH 4 pH 7

Abbildung 15: Mastergel IPG 4-7. Durch Massenspektrometrie identifizierte, mit IPG 4-7 getrennte Proteine sind 
durch Zahlen gekennzeichent und in Anhang II gelistet. Die Proteinbeladungsmenge von 500 µg setzt sich zu 
gleichen Teilen aus den in Tabelle 24 und 25 aufgelisteten Zelllinien zusammen. Coomassie Brillant Blau Färbung.
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5.2 Differentielle Proteomanalyse der EFT- und Neuroblastomzelllinien

Nach Optimierung der 2D-Elektrophorese für die Auftrennung von EFT- und Neuroblastom­

zelllinien und der  Kartierung der  mit  Massenspektrometrie  identifizierten Proteine,  musste 

eine geeigente Methode für die differentielle Proteomanalyse von EFT- und Neuroblastomzell­

linien gefunden werden. In die nähere Auswahl kam die Anfärbung der Proteine mit Silber 

nach Blum und die Difference Gel Electrophoresis (DIGE). 

Zur Entscheidungsfindung, welche der beiden Methoden besser geeignet ist, wurden zwei mal 

drei Silbergele und drei DIGE-Gel angefertigt. Zum Vergleich wurden die Zelllinien SH-SY5Y 

(E1) und SK-N-MC (E2) herangezogen. Die Silbergele wurden mit IPG 4-9 und T=12% SDS-

Gelen  erstellt  (Parameter  siehe  Kapitel  4.4).  Jedes  mit  Silber  angefärbte  2D-Gel  hat  eine 

Proteinbeladungsmenge von 150 µg der jeweiligen Zelllinie. Für ein DIGE-Gel wurden 50µg 

Proteinmenge der Zelllinie SH-SY5Y (E1) mit Cy3, 50µg Proteinmenge der Zelllinie SK-N-MC 

(E2)  mit  Cy5  gelabelt.  Zusätzlich  wurde  zur  besseren  Quantifizierbarkeit  der 

Fluoreszenzsignale der gelabelten Protein ein Internal Pooled Standard (IPS), der aus gleichen 

Proteinmengen (je  25µg)  der  Zelllinien SH-SY5Y und SK-N-MC bestand,  mit  Cy2 gelabelt. 

Anschließend wurden die gelabelten Proben und der IPS vereint und auf mit IPG 4-9 und 

T=12%  SDS-Gelen  unter  Lichtausschluss  getrennt,  und  mit  dem  Ettan-DIGE-Imager 

eingescannt. 

Wie auf Abbildung 16 ersichtlich, ist die Silberfärbung eine sehr sensitive Anfärbemethode, die 

bei  den zwei  repräsentativen Gelen,  die für  diese Abbildung ausgewählt  wurden,  auch die 

Regulierung der jeweiligen Proteinspots gut darstellen kann. Der Vergleich mit dem DIGE-Gel 

zeigt, dass die differentiell regulierten Proteine zwischen der Silberfärbung und DIGE-Gelen 

weitestgehend übereinstimmen. 

Das DIGE-Gel zeigt eine ähnlich hohe Sensitivität wie die Silberfärbung, hat allerdings den 

Vorteil, dass durch den internen Standard eine Quantifizierung der Proteinspots verlässlicher 

ist als bei einer Silberfärbung [141], außerdem ist durch den Auftrag von 2 Proben pro Gel die 

Gel-zu-Gel Variabilität verringert, was einen verlässlicheren Vergleich der Proben ermöglicht.
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Abbildung 16: Vergleich der mit Silber gefärbten Proteine  der Zelllinie 
E1-1 (Neuroblastom) (A) und Zelllinie E2-1 (EFT) (B). DIGE-Gel (Image-
Overlay) der mit Cy3 (E1-1) und Cy5 (E2-1) gelabelten Proteine beider 
Zellllinien (C). Rote Kästchen kennzeichnen differentiell exprimierte 
Proteine. IPG 4-9, T=12% SDS-Gele.
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5.3 Proteinfärbetechniken zur Visualisierung von posttranslationalen 
Modifiaktionen

Posttranslationale  Modifikationen  (PTM)  von  Proteinen  spielen  bei  der  Enstehung  von 

Krankheiten, inbesondere Tumoren eine große Rolle [7], [8], [9], [10], [11]. Die 2DE bietet die 

Möglichkeit  aposttranlationale  Modifikationen  aufzuzeigen.  Dadurch  ist  ein  schneller 

Vergleich der  Unterschiede in den PTMs der Proteine,  inklusive deren Isoformen, möglich. 

Diese Färbetechniken stellen somit eine Ergänzung zur DIGE-Technologie dar, da somit nicht 

nur  die  differentielle  Regulierung  von  Proteinen  durch  DIGE  erfasst  wird,  sondern  auch 

eventuell  nicht differentiell  regulierte Proteine,  die allerdings sich zwischen Tumorarten in 

ihren PTMs unterscheiden. 

Auf  Abbildung  17  sind  eine  spezifische  Glykoproteinanfärbung  (ProQ-Emerald),  eine 

spezifische  Phosphoproteinanfärbung  (ProQ-Diamond)  und  eine  universelle  Fluoreszenz-

Proteinfärbung  mit  SyproRuby  gegenübergestellt.  Die  SyproRuby-Färbung  ist  eine 

unspezifische Proteinfärbemethode, die nach der Färbung mit dern für eine PTM spezifische 

Färbung  durchgeführt  wird,  um  die  Proteine,  die  eine  PTM  tragen  auf  den  DIGE-Gelen 

lokalisierbar zu machen.

Um die Spezifität der jeweiligen Färbetechnik zu überprüfen wurden von den Zelllinien A673 

(EFT),  SH-SY5Y  (NB)  und  SK-N-MC (EFT)  jeweils  ein  Gel  für  die  Anfärbung  mit  ProQ-

Emerald  und  ProQ-Diamond  angefertigt.  Dazu  wurden  von  jeder  Zelllinie  je  200µg 

Proteinmenge  mit  IPG  4-9  und  T=12%  SDS-Gelen  getrennt  (Parameter  siehe  Kapitel  4.4). 

Anschließend  wurden  die  Proteine  mit  ProQ-Emerald  oder  ProQ-Diamond  angefärbt. 

Anschließend wurden die Gele mit dem Scanner Typhoon 9600 eingescannt.

Wie auf Abbildung 17 ersichtlich unterscheiden sich die Proteinanfärbemuster zwischen den 

verschiedenen Techniken, mit wenigen Überlappungen, stark. Es lässt sich auch erkennen, das 

die  Proteinmuster  der  ProQ-Emerald und ProQ-Diamond Gele  eine Subpopulation des  mit 

SyproRuby  erhaltenen  Proteinmusters  sind.  Durch  die  wenigen  Übereinstimmungen  der 

Proteinmuster zwischen ProQ-Emerald und ProQ-Diamond lässt sich auf eine hohe Spezifität 
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der Färbetechniken schließen. Der Nachweis von Glykoproteinen wurde in Kapitel 5.8 mit 2D-

Western blotting mit anschließendem Lectin-Assay durchgeführt, da durch den verwendeten 

Lectin-Assay  auch  verschiedene  Glykosylierungsarten  unterschieden  werden  können.  Der 

Nachweis differentieller Phosphorylierungen ist auch durch die DIGE-Technologie möglich, da 

eine differentielle Phosphorylirung auch eine Veränderung des pI des Proteins bewirkt.
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Abbildung 17: Vergleich von ProQ-Diamond (Phosphoproteinfärbung) (B) und ProQ-Emerald 
(Glykoproteinfärbung) (C) und der Gesamtproteinanfärbung SyproRuby (A). Blaue (ProQ-Diamond) und rote 
Kreise (ProQ-Emerald) auf dem SyproRuby-Gel  kennzeichnen die auf den jeweiligen Gelen detektierten PTM. I+II  
kennzeichnen die gemeinsam auf B+C gefundenen PTM.
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5.4 DIGE von 3 EFT- und 2 Neuroblastomzelllinien

Nach  den  zuvor  aufgeführten  Vorversuchen  zum  differetiellen  Vergleich  von  EFT-  und 

Neuroblastomzelllinien, wurde wegen ihrer hohen Empfindlichkeit und der Möglichkeit der 

Quantifizierung der unterschiedlich regulierten Proteine,  die  DIGE-Technologie  ausgewählt 

und verwendet.  Insgesamt wurden drei  EFT- und zwei  Neuroblastomzelllinien miteinander 

verglichen, wobei von jeder Zelllinie zwei biologische Replikate und davon wiederum jeweils 

drei technische Replikate zur statistischen Absicherung de Ergebnisse, durchgeführt wurden. 

Ein Überblick über das DIGE-Experiment, in dem alle angefertigten Gele aufgelistet sind, ist in 

Tabelle  27  aufgeführt.  Anschließend  wurden  die  Gele  mithilfe  des  Ettan-DIGE  Imagers 

eingescannt  und  die  Bilddateien  (siehe  Abbildungen  18-21)  in  die  Software  „Progenesis“ 

geladen.

Zelllinie Kürzel Tumorart

A673 A EFT

SBSR-AKS B EFT

SiMa C NB

SH-SY5Y E1 NB

SK-N-MC E2 EFT

Tabelle 26: Die in diesem Vorversuch verwendeten Zelllinien und ihre jeweiligen Kürzel.
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Gel Nummer Cy3 gelabelte Probe Cy5 gelabelte Probe Cy2 gelabelte Probe

1 A-1 (EFT) A-2 (EFT) IPS

2 A-2 (EFT) B-1 (EFT) IPS

3 B-1 (EFT) B-2 (EFT) IPS

4 B-2 (EFT) C-1 (NB) IPS

5 C-1 (NB) C-2 (NB) IPS

6 C-2 (NB) E1-1 (NB) IPS

7 E1-1 (NB) E1-2 (NB) IPS

8 E1-2 (NB) E2-1 (EFT) IPS

9 E2-1 (EFT) E2-2 (EFT) IPS

10 E2-2 (EFT) A-1 (EFT) IPS

11 A-1(EFT) B-1 (EFT) IPS

12 A-2 (EFT) B-2 (EFT) IPS

13 B-1 (EFT) C-1 (NB) IPS

14 B-2 (EFT) C-2 (NB) IPS

15 C-1 (NB) E1-1 (NB) IPS

16 C-2 (NB) E1-2 (NB) IPS

17 E1-1 (NB) E2-1 (EFT) IPS

18 E1-2 (NB) E2-2 (EFT) IPS

19 E2-1 (EFT) A-1 (EFT) IPS

20 E2-2 (EFT) A-2 (EFT) IPS

Tabelle  27: Probenauftragsschema der einzelnen 2D-DIGE Gele. Die Kürzel A,B,C,E1,E2 stehen für die jeweilige  

Zelllinie, (siehe Tabelle 26), die Ziffern für das verwendete biologische Replikat. IPS = Internal pooled standard 

aller Zelllinien.



5 Ergebnisse 104

Abbildung 18: DIGE-Gele IPG 3-12 (Image-overlay) der jeweiligen gemeinsam aufgetragen Proben und des 
internen Standards (IPS). Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte mit Cy5 
(roter Kanal), IPS mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteinspots sind gelb dargestellt.

Gel01: A-1 (EFT) vs. A-2 (EFT) Gel02: A-2 (EFT) vs. B-1 (EFT)

Gel03: B-1 (EFT) vs. B-2 (EFT) Gel04: B-2 (EFT) vs. C-1 (NB)

Gel05: C-1 (NB) vs. C-2 (NB) Gel06: C-2 (NB) vs. E1-1 (NB)
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Abbildung 19: DIGE-Gele IPG 3-12 (Image-overlay) der jeweiligen gemeinsam aufgetragen Proben und des 
internen Standards (IPS). Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte mit Cy5 
(roter Kanal), IPS mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteinspots sind gelb dargestellt.

Gel07: E1-1 (NB) vs. E1-2 (NB) Gel08: E1-2 (NB) vs. E2-1 (EFT)

Gel09: E2-1 (EFT) vs. E2-2 (EFT) Gel10: E2-2 (EFT) vs. A-1 (EFT)

Gel11: A-1 (EFT) vs. B-1 (EFT) Gel12: A-2 (EFT) vs. B-2 (EFT)
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Abbildung 20: DIGE-Gele IPG 3-12 (Image-overlay) der jeweiligen gemeinsam aufgetragen Proben und des 
internen Standards (IPS). Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte mit Cy5 
(roter Kanal), IPS mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteinspots sind gelb dargestellt.

Gel13: B-1 (EFT) vs. C-1 (NB) Gel14: B-2 (EFT) vs. C-2 (NB)

Gel15: C-1 (NB) vs. E1-1 (NB) Gel16: C-2 (NB) vs. E1-2 (NB)

Gel17: E1-1 (NB) vs. E2-1 (EFT) Gel18: E1-2 (NB) vs. E2-2 (EFT)
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Abbildung 21: DIGE-Gele IPG 3-12 (Image-overlay) der jeweiligen gemeinsam aufgetragen Proben und des 
internen Standards (IPS). Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte mit Cy5 
(roter Kanal), IPS mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteinspots sind gelb dargestellt.

Gel19: E2-1 (EFT) vs. A-1 (EFT) Gel20: E2-2 (EFT) vs. A-2 (EFT)



5 Ergebnisse 108

5.4.1 Reproduzierbarkeit der biologischen Replikate

Um die Reproduzierbarkeit der Anzucht der jeweiligen Zelllinie zu überprüfen wurde die Gele 

mithilfe  der  Software  „Progenesis“  überprüft.  Der  softwareeigene  Algorithmus  konnte  474 

Spots  detektieren,  diese  wurden  einer  Varianzanalyse  (ANOVA)  unterzogen.  Als 

Nullhypothese  wurde  H0: μ1  ≠ μ2   (Mittelwerte  der  beiden  Gruppen  unterscheiden  sich) 

angenommen. Das Signifikanzniveau wurde auf 5% festgelegt, d.h. Spots mit einem Wert der 

ANOVA ≥ 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit) und einer Power (Teststärke) von < 0,80 wurden 

als nicht differentiell reguliert verworfen. Durchschnittlich wurden bei 5,1% aller detektierten 

Spots eine differentielle Regulierung  gefunden, dies entspricht einer Reproduzierbarkeit  der 

Anzucht  der  jeweiligen  Zelllinien  von  knapp  95%.  Die  detaillierten  Angaben  zur 

Reproduzierbarkeit der biologischen Replikate sind in Tabelle 28 aufgelistet.

Verglichene Zelllinien Anzahl differentiell regulierter Spots 

A-1 vs. A-2 28 (5,9%)

B-1 vs. B-2 18 (3,8%)

C-1 vs. C-2 33 (7,0%)

E1-1 vs. E1-2 23 (4,9%)

E2-1 vs. E2-2 18 (3,8%)

Durchschnittlich: 24 (5,1%)

Tabelle 28: Auflistung der im Rahmen der Prüfung der Reproduzierbarkeit der biologischen Replikate der 
einzelnen Zelllinien detektierten, differentiell regulierten Spots.

5.4.2 Reproduzierbarkeit der technischen Replikate

Um  die  Reproduzierbarkeit  der  technischen  Replikate  zu  überprüfen  wurden  die 

entsprechenden Bilddateien in Gruppen mit jeweils zwei Mitgliedern eingeteilt. Anschließend 

wurde eine statistische Auswertung durchgeführt, Proteinspots mit einer ANOVA ≥ 0,05 und 

einer Power < 0,80 wurden als nicht differentiell reguliert verworfen. Wie aus Tabelle 29 zu 

erkennen, liegt die mittlere technische Reproduzierbarkeit bei 97,9%, d.h. das durchschnittlich 

2,1%  der  detektierten  Proteinspots  der  technischen  Replikate  als  differentiell  reguliert 

eingestuft werden.
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Zelllinie Anzahl der differentiell regulierten Spots Gele der Gruppe 1 Gele der Gruppe 2

A-1 3 (0,6%)  Gel01 (Cy3) 
Gel19 (Cy5)

Gel11 (Cy3) 
Gel10 (Cy5)

A-2 8 (1,7%) Gel02 (Cy3)
Gel01 (Cy5)

Gel12 (Cy3)
Gel20(Cy5)

B-1 7 (1,5%) Gel03 (Cy3)
Gel02 (Cy5)

Gel13 (Cy3)
Gel11 (Cy5)

B-2 10 (2,1%) Gel04 (Cy3)
Gel03 (Cy5)

Gel14( Cy3)
Gel12 (Cy5)

C-1 16 (3,4%) Gel05 (Cy3)
Gel04 (Cy5)

Gel15 (Cy3)
Gel13 (Cy5)

C-2 9 (1,9%) Gel06 (Cy3)
Gel05 (Cy5)

Gel16 (Cy3)
Gel14 (Cy5)

E1-1 18 (3,8%) Gel07 (Cy3)
Gel06 (Cy5)

Gel17 (Cy3)
Gel15 (Cy5)

E1-2 11 (2,3%) Gel08 (Cy3)
Gel07 (Cy5)

Gel18 (Cy3)
Gel16 (Cy5)

E2-1 11 (2,3%) Gel09 (Cy3)
Gel08 (Cy5)

Gel19 (Cy3)
Gel17 (Cy5)

E2-2 6 (1,3%) Gel10 (Cy3)
Gel09 (Cy5)

Gel20 (Cy3)
Gel18 (Cy5)

Durchschnittlich: 10 (2,1%)
Technische Reproduzierbarkeit: 97,9%

Tabelle 29: Prüfung der Reproduizierbarkeit der jeweiligen technischen Replikate einer Zelllinie.

5.4.3 Differentielle Proteomanalyse mit IPG 3-12

Die  in  Kapitel  5.4  erstellten  DIGE-Gele  wurden  anschließend  auf  differentiell  exprimierte 

Proteine zwischen EFT- und Neuroblastomzelllinien hin überprüft. Ein Proteinspot wurde als 

differentiell exprimiert betrachtet, wenn er zwischen allen EFT- und Neuroblastomzelllinien 

(nicht innerhalb der EFT- bzw. Neuroblastomzelllinien) eine ANOVA < 0,05, eine Power ≥ 0,80 

hatte. Eine weitere Voraussetzung war die konsistente Expression des Proteinspots zwischen 

den EFT- und Neuroblastomzelllinien. Das Konsistenz-Kriterium sollte die Anzahl der falsch-

positiv für eine Tumorart typischen detektierten Proteine reduzieren, die ein großes Problem 

bei der Suche nach Biomarkern darstellen (von den tausenden potentiellen Biomarkern, die die 
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Proteomik bisher lieferte konnten nur wenige validiert werden  [173]. Ein für eine Tumorart 

typisches Protein sollte über alle Zelllinien einer Tumorart ein Expressionsniveau haben, das 

sich auch eindeutig von der anderen Tumorart unterscheidet.

Mithilfe  der  Software  „Progenesis“  konnten  32  differentiell  regulierte  Proteine  detektiert 

werden (Abbildung 22), die den zuvor beschriebenen Anforderungen entsprechen. Von diesen 

Proteinen konnten mithilfe  der  MALDI-Massenspektrometrie  14 identifiziert  werden.  Diese 

Proteine sind laut Proteinatlas [172] den Klassen der Enzyme, Plasmaproteine, Transporter und 

den  potentiellen  Krebsbiomarkern  zuzuordnen.  Die  graphische  Darstellung  der 

Expressionsprofile (die biologischen und technischen Replikate einer Zelllinie wurden in einer 

Gruppe  zusammengefasst)  und  die  dreidimensionale  Darstellung  der  Spots  zeigen  die 

Abbildungen 23-38. Zu beachten ist, dass die 3-dimensionale Darstellung nicht normalisiert ist 

und  deshalb  quantitative  Unterschiede  nicht  unbedingt  korrekt  darstellt.  So  können  z.B. 

kleinere Regulierungen „größer“ aussehen als stärkere. Diese Darstellung dient lediglich zur 

Verifikation  ob  der  detektierte  Spot  tatsächlich  ein  Protein  ist  (ähnlich  einer  „3D-

Glockenkurve“) oder ein Artefakt  (Stachelform).  Zur besseren Übersicht sind sämtliche,  als 

differentiell  reguliert  detektierten Spots nochmals in Abbildung 39 als  Heatmap dargestellt, 

erweiterte Inforamtionen über die Proteine sind in Tabelle 30 angegeben.
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Abbildung 22: Repräsentatives DIGE-Gel der differentiell regulierten Spots im pH-Bereich 3-12 zwischen den EFT-
Zelllinien A673 (A), SBSR-AKS (B), SK-N-MC (E2) und den NB-Zelllinien SiMa (C) und SH-SY5Y (E1). Die Ziffern 
korrespondieren zu den in Tabelle 30 und Abbildung 39 aufgelisteten Proteinnummern.
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Abbildung 23: I: Repräsentatives DIGE Gel IPG 3-12, mit eingezeichneten, differentiell regulierten Spots. II und 
III: 3D-Darstellung der jeweiligen Proteinspots. IV+V: Expressionsprofil des jeweiligen Proteinspots, d.h. sein 
Expressionsniveau in den jeweiligen Zelllinien (biologische Replikate wurden in dieselbe Gruppe aufgenommen),  
NB-Zelllinien sind in roter Schrift dargestellt. Regulierungsfaktor des Proteins rechts neben dem Expressionsprofil.  
Die Abkürzungen der Zelllinien sind in Tabelle 26 aufgeführt. 

II: Spot Nr.1: Nicht identifiziertes Protein. 

III: Spot Nr.2: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.1)

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.2)
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Abbildung 24: II: Spot Nr.3: Sec1 family domain-containing protein 1

III: Spot Nr.4: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  von Sec1 family domain-containing protein 1 (Spot Nr.3)  

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.4)
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Abbildung 25:  II: Spot Nr.5: Nicht identifiziertes Protein

III: Spot Nr.6: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.5)  

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.6)

A
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Abbildung 26:  II: Spot Nr.7: Nicht identifiziertes Protein

III: Spot Nr.8: 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.7)  

V: Expressionsprofil von 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase (Spot Nr.8)
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Abbildung 27: II: Spot Nr.9: Tryptophanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic

III: Spot Nr.10: D-3-phosphoglycerate dehydrogenase

IV: Expressionsprofil  von Tryptophanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic (Spot Nr.9)    

V: Expressionsprofil von D-3-phosphoglycerate dehydrogenase (Spot Nr.10)
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Abbildung 28: II: Spot Nr.11: RuvB-like-1

III: Spot Nr.12: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil von RuvB-like-1 (Spot Nr.11)

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.12)
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Abbildung 29:   II: Spot Nr.13: Nicht identifiziertes Protein

III: Spot Nr.14: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.13)    

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.14)
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Abbildung 30:    II: Spot Nr.15: Annexin A1

III: Spot Nr.16: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  von Annexin A1 (Spot Nr.15)    

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.16)
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Abbildung 31: II: Spot Nr.17: Nicht identifiziertes Protein

III: Spot Nr.18: Elongation factor 1-alpha 1

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.17)    

V: Expressionsprofil von Elongation factor 1-alpha 1 (Spot Nr.18)



5 Ergebnisse 121

Abbildung 32:    II: Spot Nr.19: Nicht identifiziertes Protein

III: Spot Nr.20: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.19)      

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.20)
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Abbildung 33:      II: Spot Nr.20: Annexin A2

III: Spot Nr.21: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  von Annexin A2 (Spot Nr.20)      

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.21)
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Abbildung 34:      II: Spot Nr.23: Nicht identifiziertes Protein

III: Spot Nr.24: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.23)        

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.24)
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Abbildung 35: II: Spot Nr.25: Complement component 1 Q subcomponent-binding protein

III: Spot Nr.26: 14-3-3 protein epsilon    

IV: Expressionsprofil Complement component 1 Q subcomponent-binding protein (Spot Nr.25) 

V: Expressionsprofil vonm 14-3-3 protein epsilon (Spot Nr.26)
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Abbildung 36:    II: Spot Nr.27: Chloride intracellular channel protein 1

III: Spot Nr.28: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  von Chloride intracellular channel protein 1 (Spot Nr.27)          

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.28)
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Abbildung 37: II: Spot Nr.29: Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme  L1     

III: Spot Nr.30: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  von Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1, (Spot Nr.29)          

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.30)
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Abbildung 38: II: Spot Nr.31: Peroxiredoxin-2

III: Spot Nr.32: Nucleoside diphosphate kinase A

IV: Expressionsprofil  von Peroxiredoxin-2 (Spot Nr.31)

            V: Expressionsprofil der Nucleoside diphosphate kinase A,(Spot Nr.32)
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Tabelle 30: Zusammenfassung der differentiell exprimierten Proteine zwischen EFT- und 
Neuroblastomzelllinien im pH-Bereich 3-12. Die Spalte Faktor gibt den durchschnittlichen 
Regulierungsfaktor des Proteins an, pI den isoelektrischen Punkt, MW das Molekulargewicht an. Die 
Spalte Power zeigt die Teststärke an, der q-Wert die zu erwartenden falsch-positiv Rate der hier 
aufgelisteten Ergebnisse. Die Abkürzungen exp. und theor. stehen für experimentell ermittelte bzw. 
theoretische Werte. Peptide gibt die Anzahl der durch peptide mass fingerprint zuordenbare Peptide des 
Proteins an, Score C.I.% drückt die Wahrscheinlichkeit einer korrekten Proteinidentifizierung in Prozent 
aus. Die Abkürzungen der Klassen sind in Anhang V ersichtlich.
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Abbildung 39: Heatmap der differentiell regulierten Proteine im pH-Bereich 3-12. Die Expressionsstärke 
des jeweiligen Proteinspots wurde auf das Intervall 0,0-1,0 renormiert, in 4 Klassen eingeteilt und eine 
Farbe zugeordnet.
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Diese  32  differentiell  regulierten  Proteine  bildeten  die  Grundlage  für  das  nächste  DIGE-

Experiment,  bei  dem  die  Anzahl  der  verwendeten  Zelllinien  auf  sechs  EFT  und  drei 

Neuroblastome erhöht  wurde.  Durch den Vergleich der  Ergebnisse  dieses  Experiments  mit 

denen des Kapitels 5.4 ist es möglich, den Anteil von falsch-positiv als differentiell reguliert 

angesehener Proteine bei kleiner Anzahl von verglichenen Zelllinien zu bestimmen. Dadurch 

lässt sich die Größenordnung von falsch-positiven Ergebnissen in anderen Versuchsaufbauten 

zumindest vermuten, bei denen die Anzahl der Zelllinien begrenzt ist. Dies ist somit auch ein 

Schritt  in  die  Festlegung  einer  Mindestanzahl  von  Zelllinien/Proben  für  die  differentielle 

Proteomanalyse von komplexen Systemen um Abseits von statistischen Ausschlussgrößen (q-

Wert),  falsch-positive  Ergebnisse  zu  minimieren,  ohne  den  Versuchsaufbau  übermäßig 

aufzublähen.

5.5  Differentiell exprimierte Proteine von 6 EFT- und 3 NB- Zelllinien im 
pH-Bereich 3-12

In  diesem  DIGE-Experiment  wurde  die  Anzahl  der  verwendeten  EFT-Zelllinien  auf  sechs 

erhöht, die Anzahl der verwendeten NB-Zelllinien auf drei. Sämtliche Zelllinien wurden für 

diesen Versuch neu angezüchtet um genügend Probenmaterial für alle Versuche, einschließlich 

der 2D-Western-blots des Kapitels 5.10 zu haben. Dies geschah in Übereinstimmung mit der 

Arbeitsgruppe  von  Prof.  Burdach,  die  die  gleichen  Zelllinien  einer  differentiellen  mRNA-

Analyse unterzogen. Dies sollte zusätzlich auch die Anzahl der falsch-positiv als differentiell 

reguliert  angesehenen  Proteine  absenken,  sowie  die  restlichen  Ergebnisse  der  Kapitels  5.4 

bestätigen.

Um die differentiell exprimierten Proteine zwischen den EFT- und Neuroblastom-Zelllinien zu 

detektieren  wurden  27  DIGE-Gele  angefertigt,  eingescannt  (Abbildungen  40-44)  und 

ausgewertet (Abbildungen 46-50). Die Zusammenstellung des Labeling-Schemas ergab sich aus 

der  Notwendigkeit  nicht  nur  durch  eine  Dreifachbestimmung  technische  Varianzen 

einzudämmen, sondern auch durch die Herannahme von zwei biologischen Replikaten einer 

Zelllinie,  biologische  Varianzen  zu  nivellieren.  Auf  der  technologischen  Seite  mussten  die 

Abweichungen der Cy3 und Cy5 Farbstoffe durch einen sogenannten dye-swap ausgeglichen 
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werden. Beim dye-swap  wird innerhalb einer Testgruppe sowohl Cy3 als auch Cy5 verwendet 

um  die  Signalvarianzen  einzudämmen  [174].  Dadurch  lässt  sich  auch  der  kleinste 

Regulierungsfaktor, der noch als differentielle Regulierung erkannt wird, absenken [174]. Ein 

dye-swap innerhalb eines biologischen Replikats einer Zelllinie hätte jedoch die Anzahl der 

anzufertigenden  2D-Gele  um  ein  Drittel  erhöht,  was  die  Versuchsdurchführung  stark 

verkompliziert hätte. Somit wurde der dye-swap zwischen zwei biologischen Replikaten einer 

Zellline durchgeführt.  Als weiteres wurde noch das Konzept des  internal pooled standards  

(IPS)  verwendet,  in  dem  sämtliche  verwendeten  Zelllinien  inklusive  deren  biologischen 

Replikate  zu  gleichen  Proteinanteilen  enthalten  sind.  Die  ermöglicht  eine  genaue 

Quantifizierung der Signalstärken der mit Cy3 und Cy5 gelabelten Proteine [141]. 

In  Tabelle  32  ist  das  Probenauftragsschema der  angefertigten  2D-Gele  mit  den  jeweiligen 

Zelllinien und deren CyDye-labeling kurz dargestellt.

Die Trennung der Proteine erfolgte durch IPG 3-12 und SDS-Gelen mit T= 12%.  Es wurden 50 

µg der jeweiligen Cy-Dye gelabelten Probe (siehe Kapitel 4.7.1) durch anodales cup-loading auf 

den IPG-Streifen aufgetragen. Die Laufparameter sind in Tabelle 11 (Kapitel 4.4) dargestellt. 

Zur Analyse wurden die 2D-DIGE-Gele mit einem Ettan DIGE Imager eingescannt (Parameter 

siehe  Kapitel  4.8.1)  und  die  Bilddateien  in  die  Software  „Progenesis“  geladen.  Es  wurden 

ausschließlich Proteine als differentiell exprimiert angesehen, die folgende Kriterien erfüllten: 

ANOVA  <0,05;  Power  ≥ 0,80  und  ein  konsistentes  Expressionsniveau  innerhalb  beider 

Tumorarten.

Zur  Identifkation  der  differentiell  exprimierten  Proteinen  wurden  3  2D-Gele  (IPG  3-12, 

anodales  cup-loading,  SDS-Gele  mit  T=12%,  Laufparameter  siehe  Kapitel  4.4)  mit  500  µg 

Proteinbeladung  hergestellt  (Eingesetzte  Zelllinien  und  deren  Anteil  an  der 

Gesamtproteinbeladung siehe Kapitel 5.1.1). Anschließend wurden die Proteine auf den 2D-

Gelen  mit  Coomassie  Brillant  Blau  angefärbt,  die  als  differentiell  exprimiert  detektierten 

Proteine ausgestanzt und mittels Massenspektrometrie identifiziert.
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Die Abbildungen 40-44 zeigen die einzelnen angefertigten, eingescannten DIGE-Gele die für 

die Analyse mit der Software Progenesis verwendet wurden. Wie aus den Abbildungen 46-50 

ersichtlich, konnten zehn zwischen EFT- und Neuroblastomzelllinien differentiell exprimierte 

Proteine  im  pH-Bereich  3-12  detektiert  werden,  deren  Expressionsniveau  in  beiden 

Tumorarten  konsistent  ist.  Von  diesen  zehn  Proteinen  konnten  8  durch  MALDI-

Massenspektrometrie  identifiziert  werden.  Diese  Proteine  sind  den  Klassen  der  Enzyme, 

Plasmaproteine, Transporter und potentiellen Krebsbiomarkern zuzuordnen. 

Somit konnte die Zahl der als differentiell  reguliert detektierten Proteine im Vergleich zum 

Versuch in Kapitel 5.4 um 22 gesenkt werden. Von den zehn hier detektierten Proteinen, sind 

zwei bereits im DIGE-Experiment des Kapitels 5.4 detektiert worden. Auf diesen Sachverhalt 

wird auf Seite 149 näher eingegangen. Auf den Abbildungen 46-50 ist sowohl die Lage des 

Proteins auf den 2D-Gelen, die 3-dimensionale Darstellung des Proteinspots auf dem 2D-Gel, 

als auch das Profil der Signalsstärke des Proteins in den einzelnen Zelllinien ersichtlich. Die 

Kürzel  entsprechen  denen  in  Tabelle  31  angegebenen  Zelllinien.  Der  durchschnittliche 

Regulierungsfaktor dieser Proteine bewegt sich zwischen 1,6 und 3,8.  Zur besseren Übersicht 

wurde eine Heatmap der differentiell regulierten Proteine erstellt (Abbildung 51).

Die nachfolgende Tabelle 33 listet die differentiell exprimierten Proteine zwischen den EFT- 

und Neuroblastomzelllinien auf. Die Proteine mit der Bezeichnung „Spot Nr.1“ und „Spot Nr. 

10“ konnten nicht identifiziert werden.
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Zelllinie Kürzel Tumorart

A673 A EFT

SBSR-AKS B EFT

SiMa C NB

SK-ES1 D EFT

SH-SY5Y E1 NB

SK-N-MC E2 EFT

MHH-ES1 F EFT

MHH-NB11 G NB

TC-71 H EFT

      Tabelle 31: Verwendete Zelllinien und ihre jeweiligen Kürzel.
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Gel Nummer Cy3 gelabelte Probe Cy5 gelabelte Probe Cy2 gelabelte Probe

01 A-1 (EFT) B-1 (EFT) IPS

02 A-1 (EFT) B-1 (EFT) IPS

03 A-1 (EFT) B-1 (EFT) IPS

04 B-2 (EFT) C-1 (NB) IPS

05 B-2 (EFT) C-1 (NB) IPS

06 B-2 (EFT) C-1 (NB) IPS

07 C-2 (NB) D-1 (EFT) IPS

08 C-2 (NB) D-1 (EFT) IPS

09 C-2 (NB) D-1 (EFT) IPS

10 D-2 (EFT) E1-1 (NB) IPS

11 D-2 (EFT) E1-1 (NB) IPS

12 D-2 (EFT) E1-1 (NB) IPS

13 E1-2 (NB) E2-1 (EFT) IPS

14 E1-2 (NB) E2-1 (EFT) IPS

15 E1-2 (NB) E2-1 (EFT) IPS

16 E2-2 (EFT) F-1 (EFT) IPS

17 E2-2 (EFT) F-1 (EFT) IPS

18 E2-2 (EFT) F-1 (EFT) IPS

19 F-2 (EFT) G-1 (NB) IPS

20 F-2 (EFT) G-1 (NB) IPS

21 F-2 (EFT) G-1 (NB) IPS

22 G-3 (NB) H-1 (EFT) IPS

23 G-3 (NB) H-1 (EFT) IPS

24 G-3 (NB) H-1 (EFT) IPS

25 H-2 (EFT) A-2 (EFT) IPS

26 H-2 (EFT) A-2 (EFT) IPS

27 H-2 (EFT) A-2 (EFT) IPS

Tabelle 32: Für die jeweiligen 2D-DIGE-Gele verwendete Proben. Die Kürzel A-H stehen für die einzelnen 
Zelllinien, die Ziffern für das jeweilige biologische Replikat, dahinter die Tumorart. IPS= Internal pooled standard
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Abbildung 40: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 3-12 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel01-Gel03: A-1 (EFT) vs. B-1 (EFT)

Gel04-Gel06: B-2 (EFT) vs. C-1 (NB)
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Abbildung 41: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 3-12 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des .internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel07-Gel09: C-2 (NB) vs. D-1 (EFT)

Gel10-Gel12: D-2 (EFT) vs. E1-1 (NB)
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Abbildung 42: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 3-12 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des .internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel13-Gel15: E1-2 (NB) vs. E2-1 (EFT)

Gel16-Gel18: E2-2 (EFT) vs. F-1 (EFT)
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Abbildung 43: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 3-12 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des .internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel19-Gel21: F-2 (EFT) vs. G-1 (NB)

Gel22-Gel24: G-2 (NB) vs. H-1 (EFT)
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Abbildung 44: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 3-12 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des .internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel25-Gel27: H-2 (EFT) vs. A-2 (EFT)
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Abbildung 45: Übersicht der mit DIGE detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen den EFT- und NB-
Zelllinien mit IPG 3-12. Nummern korrespondieren mit den in Tabelle 33 und Abbildung 51 angegebenen 
Proteinen.
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C

Abbildung 46: I: Repräsentatives DIGE Gel IPG 3-12, mit eingezeichneten, differentiell regulierten Spots. II und 
III: 3D-Darstellung der jeweiligen Proteinspots. IV+V: Expressionsprofil des jeweiligen Proteinspots, d.h. sein 
Expressionsniveau in den jeweiligen Zelllinien (biologische Replikate wurden in dieselbe Gruppe aufgenommen),  
NB-Zelllinien sind in roter Schrift dargestellt. Regulierungsfaktor des Proteins rechts neben dem Expressionsprofil.  
Die Abkürzungen der Zelllinien sind in Tabelle 31 aufgeführt.             

II: Spot Nr.1: Nicht identifiziertes Protein

III: Spot Nr.2: SHMT, Regulierungsfaktor

IV: Expressionsprofil  des nicht identifizierten Proteins, (Spot Nr.1)

            V: Expressionsprofil von SHMT (Spot Nr.2)
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C

Abbildung 47: II: Spot Nr.3: Actin, cytoplasmic 1         

III: Spot Nr.4: Septin-2

IV: Expressionsprofil  von Actin, cytoplasmic 1, (Spot Nr.3)              

V: Expressionsprofil von Septin-2 (Spot Nr.4)
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C

Abbildung 48: II: Spot Nr.5: hnRNP H3

III: Spot Nr.6: Annexin A1

IV: Expressionsprofil  von hnRNP H3, (Spot Nr.5)                

V: Expressionsprofil von Annexin A1 (Spot Nr.6)
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C

Abbildung 49: II: Spot Nr.7: Annexin A2

III: Spot Nr.8: Chloride intracellular channel protein 4

IV: Expressionsprofil  von Annexin A2, (Spot Nr.7)                  

V: Expressionsprofil von Chloride intracellular channel protein 4 (Spot Nr.8)
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Abbildung 50: II: Spot Nr.9: Chloride intracellular channel protein 4

III: Spot Nr.10: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  von Chloride intracellular channel protein 4, (Spot Nr.9)                  

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.10)
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Abbildung 51: Heatmap der differentiell regulierten Proteine zwischen EFT-  
und NB-Zelllinien im pH-Bereich 3-12. Die Expressionsstärke des jeweiligen 
Proteinspots  wurde  auf  das  Intervall  0,0-1,0  renormiert,  in  4  Klassen 
eingeteilt und eine Farbe zugeordnet.
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Tabelle 33: Zusammenfassung der differentiell exprimierten Proteine im pH-Bereich 3-12 zwischen EFT- 
und Neuroblastomzelllinien. Die Spalte Faktor gibt den Regulierungsfaktor des Proteins an, pI den 
isoelektrischen Punkt, die Spalte MW das Molekulargewicht an. Die Spalte „Power“ gibt die Teststärke an.  
Der q-Wert gibt die erwartete falsch-positiv Rate der hier aufgelisteten Proteine an. pI-exp., pI-theor., MW-
exp. Und MW-theor. geben den experimentell gefundenen bzw. den theoretischen isoelektrischen Punkt bzw. 
das Molekulargewicht an. Peptide gibt die Anzahl der im Massenspektrometer detektierten Peptide, Score 
C.I.% drückt die Wahrscheinlichkeit einer korrekten Identifizierung des Proteins (Score) in Prozent aus. Die 
Abkürzungen der Klassen sind in Anhang V ersichtlich.
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Die Ergebnisse dieses DIGE-Versuchs mit 6 EFT- und 3 Neuroblastomzelllinien wurden mit 

den Ergebnissen des vorhergenden DIGE-Versuchs mit 3 EFT- und 2 Neuroblastomzelllinien 

abgeglichen und die Expressionsprofile der zuvor als differentiell detektierten Spots mit ihren 

Expressionsprofilen unter Hinzunahme der weiteren Zelllinien verglichen. Die Darstellung ist 

als Heatmap konzipiert um eine größtmögliche Übersichtlichkeit zu gewährleisten. 
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Abbildung 52: Heatmap der differentiell regulierten Proteine im pH-Bereich 3-12. Die Expressionsstärke des 
jeweiligen Proteinspots wurde auf das Intervall 0,0-1,0 renormiert, in 4 Klassen eingeteilt und 
eine Farbe zugeordnet.

A: Heatmap der im DIGE-Versuch mit 3 EFT- und 2 NB-Zelllinien als differentiell reguliert 
detektierter Proteinspots.

B: Heatmap der entsprechenden Proteinspots im DIGE-Versuch mit 6 EFT- und 3 NB-
Zelllinien.
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Wie aus der vergleichenden  Heatmap  (Abbildung 52) ersichtlich, können von den in Kapitel 

5.4 detektierten 32 Proteinen im nachfolgenden DIGE-Versuch mit 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien 

nur  2  Proteine  (Annexin  A1  und Annexin  A2)  weiter  als  differentiell  reguliert  betrachtet 

werden. Dieser hohe Anteil an falsch-positiven Proteinen im DIGE-Versuch des Kapitels 5.4 

erschien zu hoch, als das er nur durch die geringe Anzahl an verwendeten Zelllinien  zustande 

kommt.  Dementsprechend  wurden  die  im  6  EFT-  vs.  3  NB-Zelllinien-Versuch  zusätzlich 

detektierten Proteine gezielt  auf den DIGE-Gelen des  3 EFT- vs. 2 NB-Zelllinien-Versuchs 

mithilfe der Software „Progenesis“ gesucht. Dies führte zum Ergebnis, dass die in Kapitel 5.4 

zusätzlich gefundenen Proteine durch den der Software zugrundeliegenden Algorithmus nicht 

detektiert wurden und erst durch nachträgliches editieren der Spotmap (Lage aller detektierten 

Spots auf dem 2D-Gel) als differentiell reguliert detektiert wurden. So konnte hnRNP H3, eine 

Isoform von CLIC4 und das nicht identifizierte Protein (Spot Nr.10) zusätzlich als differentiell 

reguliertes  Protein  mit  in  die  Liste  der  Ergebnisse  des  DIGE-Versuchs  3  EFT-  vs.  2  NB-

Zelllinien aufgenommen werden. Somit stieg die Zahl der Übereinstimmungen auf fünf von 

zehn Proteinen an (3vs2 vs. 6Vs3). Interessanterweise ist die CLIC4-Isoform mit dem höheren 

Molekulargewicht im Vergleich der 3 EFT- vs. 2NB-Zelllinien zwischen der Zelllinie A673 und 

SHSY-5Y nicht differentiell  reguliert  (siehe  Abbildung 54).  Die  restlichen Proteine konnten 

auch durch gezieltes Suchen nicht entdeckt werden. Somit kann der Anteil an Spots, die sich 

durch  Hinzunahme  von  weiteren  Zelllinien  zwischen  EFT-  und  NB-Zelllinien  als  nicht 

differentiell reguliert herausstellten, mit 85% beziffert werden. Da dies ohne den Versuch mit 

der  erhöhten  Anzahl  an  Zelllinien  nicht  möglich  gewesen  wäre,  werden  die  zugehörigen 

graphischen Darstellungen (Abbildungen 53 und 54) erst in diesem Kapitel besprochen. 

Als Fazit  lässt  sich festhalten,  dass sich der  Anteil  von scheinbar  zwischen EFT-  und NB-

Zelllinien differentiell  regulierten Proteinen durch die Hinzunahme von drei weiteren EFT- 

und  einer  NB-Zelllinie  dramatisch  absenken  lässt,  ohne  den  Versuchsaufbau 

unverhältnismäßig  aufzublähen.  Aus diesem Grund wurde  ein  weiterer  DIGE-Versuch mit 

IPG 4-7  durchgeführt  um diesen  pH-Bereich  besser  aufzutrennen und weitere  differentiell 

regulierte Proteine ausfindig zu machen.
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Abbildung 53: Expressionsprofile der nach gezielter Suche und Bearbeiten der Spotmap zusätzlich detektierten 
differentiell regulierten Proteine zwischen 3 EFT- und 2 NB-Zellinien

A: Expressionsprofil des Protein hnRNP H3 im DIGE-Versuch zwischen 3 EFT- und 2 NB- 
        Zelllinien (Spot Nr.5 im Vergleich zwischen 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien)

B: Expressionsprofil des Protein CLIC4 im DIGE-Versuch zwischen 3 EFT- und 2 NB- 
    Zelllinien (Spot Nr.9 im Vergleich zwischen 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien)

C: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins im DIGE-Versuch zwischen 3 EFT- und 
    2 NB- Zelllinien (Spot Nr.10 im Vergleich zwischen 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien)
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Wie aus der Abbildungen 53 ersichtlich, sind die Spots mit den Nummern 5, 9 und 10 der 

Fraktion der differentiell exprimierten Proteine zuzurechnen. Spot Nr.8 ist beim DIGE-Versuch 

mit  6  EFT-  vs.  3  NB-Zelllinien  der  Fraktion  der  differentiell  exprimierten  Proteine 

zuzurechnen,  während  er  beim  DIGE-Versuch  mit  3  EFT-  vs.  2NB-Zelllinien  nicht  als 

differentiell exprimiert zu werten ist (keine Konsistenz, siehe Abbildung 54), dies könnte durch 

die  erneute  Anzucht  für  das  DIGE-Experiment  mit  der  erhöhten  Zelllinienzahl  (oder  der 

Vorgängeranzucht) erklärbar sein.

Abbildung 54: Expressionsprofil zwischen 3 EFT- und 2 NB-Zellinien des nach gezielter Suche und Bearbeiten der 
Spotmap zusätzlich detektiertem, im 6 EFT- vs. 3 NB-Zelllinien differentiell reguliertenProtein.

A: Expressionsprofil des Protein CLIC4 im DIGE-Versuch zwischen 3 EFT- und 2 NB- 
        Zelllinien (Spot Nr.8 im Vergleich zwischen 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien), keine differentielle 

    Expression zwischen Zelllinie „A“ und Zelllinie „E1“ (ANOVA > 0,05).
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5.6  Differentiell exprimierte Proteine von 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien im 
pH-Bereich 4-7

Nachdem aufgrund der erhöhten Zelllinienzahl und kritischen Auswertung der differentiell 

exprimierten Proteine nur noch zehn Proteine übrig blieben, wurden zusätzlichen Experimente 

mit IPG 4-7 zur Verbesserung der Auflösung durchgeführt. Dies sollte zu weiteren differentiell 

exprimierten Proteinen führen.  Es wurden 27 DIGE-Gele  angefertigt  (siehe 4.7.1),  gescannt 

(siehe Abbildung 55-59). Aufgrund eines Software-Fehlers des Ettan-DIGE Imagers wurde das 

DIGE  Gel  Nummer  13  nicht  korrekt  eingescannt  und  konnte  nicht  in  die  Analyse  mit 

eingehen.  Ausgewertet  wurden  die  restlichen  26  DIGE-Gele.  Die  Trennung  der  Proteine 

erfolgte durch IPG 4-7 und SDS-Gelen mit T= 12%. Das Probenauftragsschema der einzelnen 

2D-Gele ist das selbe wie in Kapitel 5.5 zuvor beschrieben. Es wurden 50 µg der jeweiligen 

CyDye  gelabelten Probe  und  50  µg  IPS  durch  anodales  cup-loading auf  den  IPG-Streifen 

aufgetragen. Die Laufparameter sind in Kapitel 4.4 dargestellt. Die verwendeten Zelllinien und 

ihre jeweiligen Kürzel sind in Tabelle 34 nochmals kurz aufgezeigt. Nach der Analyse der Gele 

durch die Software Progenesis wurden 3 2D-Gele (IPG 4-7,  anodales cup-loading, SDS-Gele 

mit T=12%, Parameter siehe Kapitel 4.4) hergestellt mit jeweils 500 µg Proteinbeladung (siehe 

Kapitel 5.1.1 für die eingesetzten Zelllinien und deren Anteil an der Gesamtproteinbeladung). 

Anschließend wurden die Proteine auf den 2D-Gelen mit Coomassie Brillant Blau angefärbt 

und  die  als  differentiell  exprimiert  detektierten  Proteine  ausgestanzt  und  mittels 

Massenspektrometrie identifiziert.

Die  Abbildungen  55-59  zeigen  die  für  dieses  DIGE-Experiment  hergestellten  und 

eingescannten  2D-Gele  auf,  die  für  die  anschließende  Analyse  mithilfe  der  Software 

„Progenesis“ verwendet wurden. Als differentiell exprimiert wurde ein Proteinspot angesehen, 

wenn  es  folgende  Kriterien  erfüllte:  Anova  <  0,05;  Power  ≥ 0,80  und  ein  konsistentes 

Expressionsniveau in beiden Tumorarten. Die Abbildung 60 zeigt die differentiell exprimierten 

Proteine  als  Übersichtsgel.  Die  Abbildungen  61-64  zeigen  die  als  differentiell  exprimiert 

detektierten  Proteine  mit  ihrer  jeweiligen  Lage  auf  dem  2D-Gel,  die  dreidimensionale 

Darstellung der Spots und das Profil ihrer Signalstärke in den einzelnen Zelllinien. Es konnten 

mit IPG 4-7 acht differentiell  exprimierte Proteine detektiert werden, davon konnten sieben 

durch Massenspektrometrie identifiziert werden. Diese Proteine lassen sich in die Klassen der 
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Transporter  und  der  potentiellen  Krebsbiomarker  einordnen.   Die  durchschnittlichen 

Regulierungsfaktoren  liegen  hier  zwischen  1,6  und  13.  Die  zwischen  den  EFT-  und 

Neuroblastomzelllinien differentiell exprimierten Proteine sind sind Tabelle 35 aufgelistet, das 

Protein mit der Bezeichnung Spot Nr. 8 konnte nicht durch Massenspektrometrie identifiziert 

werden.  Zur  besseren  Übersichtlichkeit  wurde  zusätzlich  eine  Heatmap der  differntiell 

experimenten Proteine erstellt (Abbildung 65). 

Von  diesen  acht  differentiell  exprimierten  Proteine  sind  bereits  vier  durch  das  DIGE-

Experiment mit IPG 3-12 detektiert worden (hnRNP H3, Annexin A1, 2 Isoformen von CLIC4). 

Das  Hinzukommen  von  neuen  Proteinen,  als  auch  der  Wegfall  von  mit  IPG  3-12  als 

differentiell  reguliert  detektierten  Proteinen,  kann  auch  durch  die  verbesserte  Auflösung 

erklärt werden.

Zelllinie Kürzel Tumorart

A673 A EFT

SBSR-AKS B EFT

SiMa C NB

SK-ES1 D EFT

SH-SY5Y E1 NB

SK-N-MC E2 EFT

MHH-ES1 F EFT

MHH-NB11 G NB

TC-71 H EFT

      Tabelle 34: Verwendete Zelllinien und ihre jeweiligen Kürzel.
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Abbildung 55: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 4-7 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel01-Gel03: A-1 (EFT) vs. B-1 (EFT)

Gel04-Gel06: B-2 (EFT) vs. C-1 (NB)
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Abbildung 56:  DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 4-7 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel07-Gel09: C-2 (NB) vs. D-1 (EFT)

Gel10-Gel12: D-2 (EFT) vs. E1-1 (NB)
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Abbildung 57:   DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 4-7 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt. Gel13 ist aufgrund eines Softwarefehlers während des Scanvorgangs nicht 
verwendbar.

Gel14-Gel15: E1-2 (NB) vs. E2-1 (EFT)

Gel16-Gel18: E2-2 (EFT) vs. F-1 (EFT)
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Abbildung 58: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 4-7 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel19-Gel21: F-2 (EFT) vs. G-1 (NB)

Gel22-Gel24: G-2 (NB) vs. H-1 (EFT)
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Abbildung 59: DIGE-Gele (Image-overlay) IPG 4-7 der gemeinsam aufgetragenen Proben und des internen 
Standards. Erstgenannte Zelllinie mit Cy3 (grüner Kanal), letztgenannte Zelllinie mit Cy5 (roter 
Kanal), internal pooled standard (IPS) mit Cy2 gelabelt. Nicht regulierte Proteine sind gelb 
dargestellt.

Gel25-Gel27: H-2 (EFT) vs. A-2 (EFT)
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Abbildung 60: Übersicht der mit DIGE detektierten, differentiell regulierten Proteinspots zwischen EFT- und NB-
Zelllinien im pH-Bereich 4-7. Die Nummern korrespondieren zu den in Tabelle 35 und Abbildung 65 angegebenen.
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Abbildung 61: I: Repräsentatives DIGE Gel IPG 4-7, mit eingezeichneten, differentiell regulierten Spots. II und 
III: 3D-Darstellung der jeweiligen Proteinspots. IV+V: Expressionsprofil des jeweiligen Proteinspots, d.h. sein 
Expressionsniveau in den jeweiligen Zelllinien (biologische Replikate wurden in dieselbe Gruppe aufgenommen),  
NB-Zelllinien sind in roter Schrift dargestellt. Regulierungsfaktor des Proteins rechts neben dem Expressionsprofil.  
Die Abkürzungen der Zelllinien sind in Tabelle 34 aufgeführt.                   

II: Spot Nr.1: Ezrin

III: Spot Nr.2: V-type proton ATPase subunit B

IV: Expressionsprofil  von Ezrin, (Spot Nr.1)                  

V: Expressionsprofil der V-type proton ATPase subunit B (Spot Nr.2)

C

C
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Abbildung 62: II: Spot Nr.3: Elongation factor 1-gamma

III: Spot Nr.4: hnRNP H3

IV: Expressionsprofil  des Elongation factor 1-gamma, (Spot Nr.3)                  

V: Expressionsprofil von hnRNP H3 (Spot Nr.4)

C
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Abbildung 63: II: Spot Nr.5: Annexin A1

III: Spot Nr.6: Chloride intracellular channel protein 4

IV: Expressionsprofil  von Annexin A1, (Spot Nr.5)                  

V: Expressionsprofil des Chloride intracellular channel protein 4 (Spot Nr.6)

C

C
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Abbildung 64: II: Spot Nr.7: Chloride intracellular channel protein 4

III: Spot Nr.8: Nicht identifiziertes Protein

IV: Expressionsprofil  des Chloride intracellular channel protein 4 (Spot Nr.7)                  

V: Expressionsprofil des nicht identifizierten Proteins (Spot Nr.8)

B

B
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Abbildung 65: Heatmap der differentiell regulierten Proteine zwischen EFT- 
und NB-Zelllinien im pH-Bereich 4-7. Die Expressionsstärke des jeweiligen 
Proteinspots wurde auf das Intervall 0,0-1,0 renormiert, in 4 Klassen eingeteilt  
und eine Farbe zugeordnet.
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Tabelle 35: Zusammenfassung der differentiell exprimierten Proteine im pH-Bereich 4-7 zwischen EFT- und 
Neuroblastomzelllinien. Die Spalte Faktor gibt den Regulierungsfaktor des Proteins an, pI den isoelektrischen 
Punkt, die Spalte MW das Molekulargewicht an. Die Spalte „Power“ gibt die Teststärke an. Der q-Wert gibt die 
erwartete falsch-positiv Rate der hier aufgelisteten Proteine an. pI-exp., pI-theor., MW-exp. Und MW-theor.  
geben den experimentell gefundenen bzw. den theoretischen isoelektrischen Punkt bzw. das Molekulargewicht 
an. Peptide gibt die Anzahl der im Massenspektrometer detektierten Peptide, Score C.I.% drückt die 
Wahrscheinlichkeit einer korrekten Identifizierung des Proteins (Score) in Prozent aus. Die Abkürzungen der  
Klassen sind in Anhang V ersichtlich.
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5.7 Differentielle Proteomanalyse der EWS/FLI1 Typ 1/ Typ 2 EFT-Zelllinien 

Die EFT vereinende Eigenschaft ist die Expression des Fusionsproteins EWS/FLI-1  [38], von 

dem mehrere  Typen  bekannt  Der  Typ  1  und  der  Typ  2  diese  Fusionsprotein  kommt  am 

häufigsten  vor  [34].  Eine  differentielle  Proteomanalyse  dieser  beiden  Untergruppen  wurde 

durchgeführt  um  nicht  nur  potentielle  Biomarker  zur  Unterscheidung  dieser  beiden 

Untergruppen der Ewing Familie von Tumoren zu identifizieren, sondern auch um eventuelle 

Regulierungen in den Stoffwechselwegen zwischen beiden Tumorunterarten aufzuspüren, was 

zu  einem besseren  Verständnis  der  Tumorbiologie  führen  würde.  Der  Einfluss  der  beiden 

EWS/FLI-1  Typen  auf  spiegelt  sich  vor  allem  in  der  größeren  Aggressivität  (schnelleres 

Tumorwachstum, schnellere  Verbreitung von Metastasen,  schnelleres  Metastasenwachstum) 

von  Tumoren  der  Ewing  Familie  wieder,  die  den  Typ2  des  Fusionsproteins  EWS/FLI-1 

exprimieren  [175].  Vor  diesem  Hintergrund  sollten  sich  differentiell  regulierte  Proteine 

zwischen beiden Tumorunterarten detektieren lassen, die für eine Unterart spezifisch sind. 

5.7.1 Differentiell exprimierte Proteine im pH-Bereich 3-12

Um differentiell  exprimierte Proteine zwischen EWS/FLI1 Typ 1 und Typ 2 exprimierender 

Tumore der Ewing Familie zu finden, wurden die in Kapitel 5.5 hergestellten DIGE-Gele IPG 

3-12 unter neuer Gruppeneinteilung erneut ausgewertet. Die einzelnen EFT-Zelllinien (siehe 

Tabelle  36)  wurden  dazu  nach  ihrem  exprimierten  EWS/FLI1-Typ  eingeteilt, 

Neuroblastomzelllinien  wurden  nicht  berücksichtigt.  Es  wurden  dieselben  Kriterien  zur 

Bestimmung von differentiell  exprimierten Proteinen angewandt,  wie zuvor beim Vergleich 

der EFT- und Neuroblastomzelllinien. 

Die  Abbildungen  67-71  zeigen  die  Expressionsprofile  der  detektierten,  differtentiell 

exprimierten Proteine, Abbildung 66 zeigt  als Übersichtsgel  die Lage der  Proteine auf..  Die 

Abbildungen mit 3-dimensionaler Darstellung und zusätzlich der Lage des Spots auf dem 2D-

Gel sind in Anhang III. Die Analyse erfolgte mithilfe der Sotware „Progenesis“, es wurden die 

selben Kriterien wie schon in Kapitel  5.4 beschrieben angewandt. Mit IPG 3-12 konnten 39 

differentiell  exprimierte  Proteine  detektiert  werden,  davon  konnten  20  durch 
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Massenspektrometrie identifiziert werden. Die Proteine lassen sich in die Klassen der Enzyme, 

der Transporter, Plasmaproteine und potentieller Krebsbiomarker einordnen. Von diesen hier 

detektierten Proteine ist eines auch zwischen EFT- und Neuroblastomzelllininen differentiell 

reguliert: Septin-2. Die durchschnittlichen Regulierungsfaktoren liegen zwischen 1,3- und 2,3-

fach.  Die Tabelle  37 listet  die identifizierten Proteine auf.  Zur besseren Übersicht sind alle 

differentiell regulierten Proteine zusätzlich als Heatmap (Abbildung 72) dargestellt.

Zelllinie Kürzel EWS/FLI-1

A673 A Typ 1

SBSR-AKS B Typ 1

SK-ES1 D Typ 2

SK-N-MC E2 Typ 1

MHH-ES1 F Typ 2

TC-71 H Typ 1

Tabelle 36: Für den Vergleich der EWS/FLI-1 Typ 1 und Typ 2 exprimiernder EFT verwendete Zelllinien.
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Abbildung 66: Übersicht der durch DIGE detektierten, differentiell regulierten Proteinspots zwischen EWS/FLI1  
Typ1 und Typ2 exprimierenden EFT-Zelllinien im pH-Bereich 3-12.
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Abbildung 67: Expressionsprofile der mit IPG 3-12 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 66 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang III.
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Abbildung 68: Expressionsprofile der mit IPG 3-12 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 66 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang III.



5 Ergebnisse 172

Abbildung 69: Expressionsprofile der mit IPG 3-12 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 66 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang III.
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Abbildung 70: Expressionsprofile der mit IPG 3-12 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 66 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang III.
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Abbildung 71: Expressionsprofile der mit IPG 3-12 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 66 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang III.
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Abbildung 72: Heatmap der differentiell regulierten Proteine zwischen den EWS/FLI1 Typ 1 und Typ 2 
exprimierenden Zelllinien im pH-Bereich 3-12. Die Expressionsstärke des jeweiligen Proteinspots wurde 
auf das Intervall 0,0-1,0 renormiert, in 4 Klassen eingeteilt und eine Farbe zugeordnet.
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Tabelle 37: Zusammenfassung der differentiell exprimierten Proteine im pH-Bereich 3-12 zwischen EWS/FLI-1 
Typ1 und Typ 2 Zelllinien.. Die Spalte pI gibt den isoelektrischen Punkt, die Spalte MW das Molekulargewicht 
an. Die Spalte „Power“ gibt die Teststärke an. Der q-Wert gibt die erwartete falsch-positiv Rate der hier 
aufgelisteten Proteine an. pI-exp., pI-theor., MW-exp. Und MW-theor. geben den experimentell gefundenen 
bzw. den theoretischen isoelektrischen Punkt bzw. das Molekulargewicht an. Peptide gibt die Anzahl der im 
Massenspektrometer detektierten Peptide, Score C.I.% drückt die Wahrscheinlichkeit einer korrekten 
Identifizierung des Proteins (Score) in Prozent aus. Die Abkürzungen der Klassen sind in Anhang V 
ersichtlich.
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5.7.2 Differentiell exprimierte Protein im pH-Bereich 4-7

Um die Vorteile der besseren Auflösung im sauren pH-Bereich durch IPG 4-7 auch für den 

Vergleich  der  EFT-Zelllinien  mit  EWS/FLI-1  Typ1  und  Typ  2  zu  nutzen,  wurden  die 

Bilddateien der in Kapitel 5.6 angefertigten 2D-Gele in die Software „Progenesis“ geladen und 

analysiert. Die EFT-Zelllinien (siehe Tabelle 38) wurden nach ihrem exprimierten EWS/FLI-1 

Typ  eingeteilt,  Neuroblastomzelllinien  wurden  nicht  berücksichtigt.  Die  Kriterien,  die  die 

detektierten Spots zu erfüllen hatten, sind die selben wie in Kapitel 5.4 dargestellt. 

Die  Abbildungen  74-76  zeigen  die  Expressionsprofile  der  Proteinspots,  die  mithilfe  der 

Software  „Progenesis“  als  differentiell  exprimiert  detektiert  wurden.  Eine  ausführliche 

Darstellung ist in Anhang IV ersichtlich. Es konnten mit IPG 4-7 19 für eine Tumorunterart 

spezifische  differentiell  exprimierte  Proteine  detektiert  und  davon  elf  identifiziert  werden 

(siehe Tabelle 40). Die Protein gehören den Klassen der Enzyme, Plasmaproteine, potentiellen 

Biomarker  für kardiovaskuläre Krankheiten, sowie potentiellen Krebsbiomarkern an. Septin-2 

konnte in diesem DIGE-Experiment als sowohl zwischen EWS/FLI1 Typ 1 und Typ 2 als auch 

zwischen  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien  differentiell  reguliert  detektiert  werden.  Der 

durchschnittliche Regulierungsfaktor der hier detektierten Proteinspots liegt zwischen 1,3- und 

2,5-fach. Zur besseren Übersicht sind sämtliche als differentiell exprimiert detektierten Spots 

in Tabelle 39 zusätzlich als Heatmap aufgelistet.

Zelllinie Kürzel EWS/FLI-1

A673 A Typ 1

SBSR-AKS B Typ 1

SK-ES1 D Typ 2

SK-N-MC E2 Typ 1

MHH-ES1 F Typ 2

TC-71 H Typ 1

Tabelle 38: Für den Vergleich der EWS/FLI-1 Typ 1 und Typ 2 exprimiernder EFT verwendete Zelllinien.
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Abbildung 73: Übersicht der durch DIGE detektierten, differentiell regulierten Proteinspots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 exprimierenden EFT-Zelllinien im pH-Bereich 4-7.
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Abbildung 74: Expressionsprofile der mit IPG 4-7 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 73 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang IV.
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Abbildung 75: Expressionsprofile der mit IPG 4-7 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 73 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang IV.
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Abbildung 76: Expressionsprofile der mit IPG 4-7 detektierten, differentiell regulierten Spots zwischen EWS/FLI1 
Typ1 und Typ2 EFT-Zelllinien. Spotnummer korrespondiert zu den auf Abbildung 73 dargestellten Spotnummern.  
Rechts daneben ist der Regulierungsfaktor abgebildet. Es sind ausschließlich die Profile der identifizierten Proteine 
aufgeführt, ausführliche Darstellung aller Proteinspots in Anhang IV.
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Tabelle 39: Heatmap der differentiell regulierten Proteine zwischen den EWS/FLI1 Typ 1 und Typ 2 exprimierenden 
Zelllinien im pH-Bereich 4-7. Die Expressionsstärke des jeweiligen Proteinspots wurde auf das Intervall 0,0-1,0 
renormiert, in 4 Klassen eingeteilt und eine Farbe zugeordnet.
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Tabelle 40: Zusammenfassung der differentiell exprimierten Proteine im pH-Bereich 3-12 zwischen EWS/FLI-1 Typ1 
und Typ 2 Zelllinien.. Die Spalte pI gibt den isoelektrischen Punkt, die Spalte MW das Molekulargewicht an. Die 
Spalte „Power“ gibt die Teststärke an. Der q-Wert gibt die erwartete falsch-positiv Rate der hier aufgelisteten 
Proteine an. pI-exp., pI-theor., MW-exp. Und MW-theor. geben den experimentell gefundenen bzw. den theoretischen 
isoelektrischen Punkt bzw. das Molekulargewicht an. Peptide gibt die Anzahl der im Massenspektrometer 
detektierten Peptide, Score C.I.% drückt die Wahrscheinlichkeit einer korrekten Identifizierung des Proteins (Score) in 
Prozent aus. Die Abkürzungen der Klassen sind in Anhang V ersichtlich.
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5.8 Differentielle Proteomanalyse mit DIG Glycan Differentiation Kit

Um  differentiell  glykosylierte  Proteine  zwischen  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien  zu 

detektieren wurden von sämtlichen Zelllinien und deren biologischen Replikate  pro Lektin 

jeweils ein 2D-Gele angefertigt (Doppelbestimmung) und die Proteine durch Western-Blotting 

auf  deine  PVDF-Membran  übertragen.  Anschließend  erfolgte  eine  Detektion   der 

Glykoproteine  durch  das  DIG-Glycan  Differentiation  Kit  (Roche).  Die  Durchführung  und 

Auswertung erfolgte wie in Kapitel 4.9 beschrieben. Die Proteinbeladung betrug 200 µg, die 

Auftragung  auf  den  IPG-Streifen  erfolgte  durch  anodales  cup-loading.  Die  Auftrennung 

erfolgte durch IPG 3-12 und SDS-Gelen mit T= 12%. Die Laufparameter für die IEF und SDS-

PAGE  sind  in  Kapitel  4.4  beschrieben.  Es  wurden  5  für  jeweils  eine  bestimmte  Art  der 

Glykosylierung spezifische Lektine verwendet (Tabelle 41). Durch diesen Ansatz ist es möglich 

unterschiedliche  Zuckerreste  an  einer  Proteinart  zu  unterscheiden  und z.B.  bei  Mehrfach-

Glykosylierung  eines  Proteins  die  fehlende  /zusätzliche  oder  durch  einen  anderen  Zucker 

ersetze Glykosylierung zu detektieren.  Die Western-Blots wurden danach mit dem Scanner 

Epson  Pro  9600  eingescannt.  Die  Bilddateien  wurden  anschließend  mithilfe  der  Sotware 

„Progenesis“ auf Deckungsgleichheit gewarpt.. Die anschließende Überlagerung der einzelnen 

gewarpten Bilddateien zu den jeweiligen „Masterblots“ fand durch das Programm „Photofiltre“ 

statt. Die Analyse der Masterblots wurde durch augenscheinlichen Vergleich durchgeführt. Als 

differentiell reguliertes Glykoproteine wurden nur total regulierte Proteine berücksichtigt, die 

in allen Zelllinien einer Tumorart vorhanden bzw. nicht vorhanden waren.   Die Ergebnisse 

sind  in  den  Abbildungen  77-80  dargestellt,  die  identifizierten  Proteine  in  Tabelle  42 

zusammengefasst.
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Lektin Reagiert mit Glykosylierungstyp Kürzel

GNA Endständige Mannose 1,3; 1,6 oder 1,2 mit 

weiterer Mannose verknüpft. Zur 

Erkennung von hoch-mannosehaltigen N-

Glycanketten.

DIG-Label 1

SNA Sialinsäure 2,6 mit Galaktose verknüpft. 

Zur Erkennung von sialysierten N-

Glycanketten.

DIG-Label 2

MAA Sialinsäure 2,3 mit Galaktose verknüpft. 

Zur Erkennung von sialysierten O-

Glycanketten.

DIG-Label 3

PNA Disaccharid Galaktose 1,3 mit N-

acetylgalaktosamin verknüpft. Zur 

Erkennung von O-glykosidisch 

verknüpften Kohlenhydratketten.

DIG-Label 4

DSA Galaktose 1,4 mit N-Acetylglucosamin 

verknüpft in N- und O- Glykanen.

DIG-Label 5

Tabelle 41: Auflistung der verwendeten Lektine, deren Beschreibung und Kürzel.
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Abbildung 77: Western-Blots der mit DIG-Label 1 gefärbten, differentiellen Glykoproteomanalyse von EFT- und 
Neuroblastomzelllinien. Die vereinigten Western-Blots der EFT-  und Neuroblastomzelllinien  sind in (A) bzw. (B) 
dargestellt. (C) zeigt Ausschnitte der Western-Blots der einzelnen EFT-Zelllinien (D) zeigt Ausschnitte der 
Western-Blots der einzelnen Neuroblastomzelllinien. Buchstaben kennzeichnen die jeweilige Zelllinie, Zahlen das 
jeweilige biologische Replikat.  Kennzeichnung des differentiell regulierten Proteins durch Ellipse (A-D) und 
Nummer (A,B).
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Abbildung 78: Western-Blots der mit DIG-Label 1 gefärbten, differentiellen Glykoproteomanalyse von EFT- und 
Neuroblastomzelllinien. Die vereinigten Western-Blots der EFT-  und Neuroblastomzelllinien  sind in (A) bzw. (B) 
dargestellt. (C) zeigt Ausschnitte der Western-Blots der einzelnen EFT-Zelllinien (D) zeigt Ausschnitte der 
Western-Blots der einzelnen Neuroblastomzelllinien. Buchstaben kennzeichnen die jeweilige Zelllinie, Zahlen das 
jeweilige biologische Replikat.  Kennzeichnung des differentiell regulierten Proteins durch Kreis (A-D) und 
Nummer (A,B). Geblottete 2D-Gele wurden mit IPG 3-12 und SDS-Gelen mit T=12% angefertigt.
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C D
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Abbildung 79: Vereinigte Western-Blots der jeweiligen Tumorarten und DIG-Label. (A) EFT-Zelllinien und DIG-
Label 2. (B) Neuroblastomzelllinien und DIG-Label 2. (C) EFT-Zelllininen und DIG-Label 3. (D) 
Neuroblastomzelllinien und DIG-Label 3. (E) EFT-Zelllinien und DIG-Label 4. (F) Neuroblastomzelllinien und DIG-
Label 4. Es konnte keine für eine Tumorart spezifische differentielle Glykosylierung gefunden werden, die  in allen 
Zelllinien der jeweiligen Tumorart vorhanden bzw. nicht vorhanden war. Geblottete 2D-Gele wurden mit IPG 3-12 
und SDS-Gelen mit T=12% angefertigt.
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Abbildung 80: Western-Blots der mit DIG-Label 5 gefärbten, differentiellen Glykoproteomanalyse von EFT- und 
Neuroblastomzelllinien. Die vereinigten Western-Blots der EFT-  und Neuroblastomzelllinien  sind in (A) bzw. (B) 
dargestellt. (C) zeigt Ausschnitte der Western-Blots der einzelnen EFT-Zelllinien (D) zeigt Ausschnitte der 
Western-Blots der einzelnen Neuroblastomzelllinien. Buchstaben kennzeichnen die jeweilige Zelllinie, Zahlen das 
jeweilige biologische Replikat.  Kennzeichnung des differentiell regulierten Proteins durch Kreis (A-D) und 
Nummer (A,B). Geblottete 2D-Gele wurden mit IPG 3-12 und SDS-Gelen mit T=12% angefertigt.
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Spot Nummer Protein DIG Label

Uniprot 

Acc. 

Nummer

1 Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial 1 P40939

2 Lamin B1 1  P20700

3 ATPase family AAA domain-containing protein 3A 5 Q9NVI7

Tabelle 42: Liste der identifizierten Glykoproteine des Vergleichs zwischen EFT- und Neuroblastomzelllinien.

Auf den Abbildungen 77-80 sind die angefertigten Western-Blots  der jeweiligen DIG-Label 

und Tumorart in einem „Masterblot“ vereint. Dieser Masterblot ist eine Überlagerung aller 2D-

Western-Blots einer Tumorart und DIG-Label. Dadurch sind die Intensitäten der angefärbten 

Glykoproteine auf den einzelnen, darunter ausschnittsweise gezeigten, Western-Blots geringer. 

Eine  Überlagerung  des  in  Abbildung  77  gezeigten  Western-Blot  Auschnittes  der 

Neuroblastom-Zelllinie G-1 mit den Auschnitten der Western-Blots der EFT-Zelllinien zeigt, 

dass das als differentiell reguliertes / glykosyliertes detektierte Protein mit der Spot Nr.1 nicht 

auf dem Western-Blot der Zelllinie G-1 vorhanden ist (Abbildung 81).
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Ausschnitt der mit DIG-Label 1 gefärbten Western-Blots der Zelllinien A-1 und G-1. Glykoproteine der Zelllinie A-

1  sind  blau,  Glykoproteine  der  Zelllinie  G-1  rot  dargestellt.  A  zeigt,  dass  die  Lage  des  vermeintlich  in  der  

Neuroblastom-Zelllinie G-1 vorkommende als differentiell reguliert angesehenen Glykoproteins Nr.1 nicht mit dem 

in  den  EFT-Zelllinien  vorkommenden  Protein  Nr.1  übereinstimmt.  B  zeigt  das  als  differentiell  reguliertes  

Glykoprotein identifizierte Protein Nr. 1 an (siehe Abbildung 77)

Bei den Lektinen DIG-Label  2-4 konnten keine  für  eine Tumorart  spezifische  differentielle 

Glykosylierung detektiert werden. Ein Vergleich mit den Daten aus den DIGE-Experimenten 

zeigte,  dass  keines  der  hier  gefundenen differentiell  glykosylierten Proteine in die Analyse 

miteinbezogen  wurde,  da  diese  Glykoproteine  insgesamt  zu  gering  exprimiert  sind  und 

aufgrund des zu schwachen Signals vom Detektionsalgoritmus nicht erkannt wurden. Somit 

lässt sich die Frage ob diese Glykoproteine zwischen den EFT- und NB-Zelllinien differentiell 

exprimiert oder differentiell glykosyliert sind nicht beantworten.

Abbildung 81: 
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5.9 Differentielle Glykoproteomanalyse der EWS/FLI1 Typ 1/ Typ 2 EFT-
Zelllinien

Die in 5.5.2 angefertigten Western-Blots wurden herangezogen, um die EFT-Zelllinien, die den 

Typ 1 bzw. Typ 2 des EWS/FLI1-Fusionsproteins exprimieren, miteinander zu vergleichen. Bei 

keinem  der  verwendeten  DIG-Label  konnte  ein  für  den  jeweiligen  Typ  charakteristisches 

Glykosylierungsmuster festgestellt werden, das sich vom anderen Typ unterschied.
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5.10 Methodenentwicklung zur Vorfraktionierung von Proteinen mit pI > 7 

In diesem Teil der Arbeit wird die Methodenentwicklung zur Vorfraktionierung von Proteinen 

mit pI > 7 mittels Trägerampholyt-IEF-Gelen aus granuliertem Sephadex aufgezeigt.

Durchführungsprotokoll „Klassische Sephadexvorfraktionierung“ (KSV) [12]:

Reagenzien:

• Quellpuffer „S“ (6M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 1% CHAPS, 200 mM HED):

18,02 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 30,8 ml Aqua bidest. lösen.

Mit  einer  Spatelspitze  (500  mg)  Mischbettionenaustauscher  versetzen,  45  Minuten 

rühren.  Danach filtrieren und 0,4  g  CHAPS und 960 µl  HED zu 40 ml des  Filtrats 

zugeben.  Der  Quellpuffer  wird  in  Eppendorf  Reaktionsgefäßen  aliquotiert  und  bei 

-80°C gelagert.

• Lysepuffer „S“ (7M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 4% CHAPS; 2% DTT)

Zu 21 g Harnstoff und 7,62 g Thioharnstoff  werden in 28,5 ml  Aqua bidest.  gelöst. 

Zugabe  von  500  mg  Mischbettionenaustauscher  Serolit  MB-1  und  45  Minuten  bei 

Raumtemperatur rühren lassen. Lösung über Faltenfilter filtrieren. Zu 40 ml Lösung 

werden 1,6 g CHAPS und 0,8 g DTT zugegeben. Aliquotieren und bei -80 °C lagern.

• pI-Marker 4,0; 5,2; 5,3; 6,3; 7,1; 8,5; 8,9; 10,1; 10,2; 10,5

1 mg des pI-Markers  wird in 1 ml Aqua bidest  gelöst.  Lagerung bei  4 °C.   Die pI-

Marker müssen aufgrund ihrer unterschiedlichen Farbintensität vor ihrem Einsatz im 

Sephadexgel getestet werden um die erforderliche Verdünnung festzulegen.

• Sephadex G-200 SF

• Trägerampholyte „Pharmalyte 3-10“ (GE Healthcare)

• Trägerampholyte „Pharmalyte 8-10,5“ (GE Healthcare)
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• Trägerampholyte „Servalyte 2-11“ (Serva)

• Trägerampholyte „Servalyte 9-11“ (Serva)

Durchführung:

Zur  Herstellung  von  3  ml  Quellpuffer  „S-TA“ werden  2880  µl  Quellpuffer  „S“  mit  120  µl 

Trägerampholyten gemischt. Anschließend werden 145mg Sephadex G-200 in einem kleinen 

Rollrandglas mit 3 ml Quellpuffer „S-TA“ vorsichtig durch umrühren gelöst. Luftblasen sind 

dabei  zu  vermeiden.  Die  Mischung  wird  24-36  Stunden  bei  Raumtemperatur  gequollen. 

Danach  erfolgt  die  Zugabe  der  pI-Marker,  der  Probe  und  Lysepuffer  „S“  auf  ein 

Gesamtvolumen von 4,5  ml.  Das  Sephadexgel  wird  so  lange  vermischt,  bis  die  pI-Marker 

homogen verteilt sind. Luftblasen vermeiden. Zur Vorbereitung der Sephadextrennapparatur 

wird  zunächst  auf  eine  Kühlplatte  eine  kleine  Menge  Kerosin  zur  bessern  Wärmeleitung 

vorgelegt.  Anschließend  wird  der  Sephadex-Tray  luftblasenfrei  aufgelegt.  Die  Elektroden, 

unter  denen  sich  zwei  Lagen  in  1-fach  destilliertem  Wasser  getränkte  Elektrodenpapier 

befinden, werden angebracht. Anschließend wird das Sephadexgel in eine Laufbahn pipettiert 

und mit Silikonöl zum Schutz vor Austrocknung überschichtet.

5.10.1 Klassische Sephadexvorfraktionierung

Bei der klassischen Sephadexvorfraktionierung wird die Probe über die gesamte Trenndistanz 

mit dem Sephadexgel gemischt und verteilt.

Zunächst  wurde  versucht  den  „Zusammenbruch“  des  basischen  Teils  des 

Trägerampholytgradienten durch die Konzentrationserhöhung der Trägerampholyte auf 3,67% 

im Sephadexgel zu verzögern. Dieser Versuch führte nicht zum Erfolg, da der basische Bereich 

über pH 10,1 zusammenbrach bevor die pI-Marker und somit die Proteine fokussiert waren. 

Außerdem  wurde  der  gesamte  basische  Bereich  stark  gespreizt,  was  eine  Probenahme 

erschwert,  da  nur  eine  begrenzte  Menge  Sephadex  (etwa  3  Markierungsstriche  auf  dem 
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Sephadex-Tray, siehe Abbildung 82), für die anschließende erste Dimension mittels IPG-IEF, 

auf  die  IPG-Streifen  aufgetragen  werden  kann.  Die  Laufparameter  sind  in  Tabelle  43 

dargestellt.

Abbildung 82: KSV, Start der Fokussierung

Abbildung 83: KSV, 450 Vh: Die pI-Marker beginnen zu fokussieren, pH-Bereich über 10,1 ist nicht mehr 
vorhanden.

pI 7,1 pI 8,5 pI 10,1

Abbildung 84: KSV, 1500 Vh: Basischer Bereich über pH 10,1 ist nicht vorhanden, noch keine abgeschlossene 
Fokussierung der sauren pI-Marker

pI 7,1 pI 8,5 pI 10,1
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Spannung Dauer Stromstärke pro Bahn

150 V 60 Minuten 1,5 mA

300 V 60 Minuten 1,5 mA

1000 V 120 Minuten 1,5 mA

      Tabelle 43: Laufparameter für klassische Sephadexvorfraktionierung

Um den basischen Bereich einzuengen wurde der Anteil der Trägerampholyte mit saurem pI 

erhöht. Die getesteten Mischungsverhältnisse sind in Tabelle 44 dargestellt.

Pharmalyte 3-10  Pharmalyte 8-10,5

11 Teile 1 Teil

10 Teile 2 Teile

9 Teile 3 Teile

    Tabelle 44: Getestete Mischungsverhältnisse von Trägeramphlyten

Dieser  Versuch  führte  nicht  zum  Erfolg,  da  der  Bereich  ab  pH  10,1  des 

Trägerampholytgradienten  wieder  schneller  zusammenbrach als  die  pI-Marker  fokussierten 

und der basische Bereich immer noch stark gespreizt war.

5.10.2 Sephadexvorfraktionierung mit anodalem Probenauftrag

Da eine Stabilisierung des basischen Teils des Trägerampholytgradienten nicht erzielt werden 

konnte wurde eine Sephadexvorfraktionierung mit anodalem Probenauftrag (ASV) getestet. 

Das Prinzip hierbei ist das selbe wie bei der NEPHGE. Durch die farbigen pI-Marker sollte pH-

Gradientenverlauf beobachtet und die Vorfraktionierung rechtzeitig vor dem Auswandern der 

pI-Marker, und somit auch der Proteine, in das kathodale Elektrodenpapier beendet werden. 

Für die Reaganzien siehe Kapitel 5.10
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Durchführung:

Zur  Herstellung  von  3  ml  Quellpuffer  „S-TA“  werden  2880  µl  Quellpuffer  „S“  mit  90  µl 

Trägerampholyten  3-10  und 30  µl  Trägerampholyte  8-10,5  gemischt.  Anschließend  werden 

145mg Sephadex G-200 SF in einem kleinen Rollrandglas (A)  mit 3 ml Quellpuffer  „S-TA“ 

vorsichtig  mit  einem  Spatel  gelöst.  Luftblasen  sind  dabei  zu  vermeiden.  Ein  zweites 

Rollrandglas (B) mit Sephadexgel wird angesetzt. Dazu werden 49 mg Sephadex-G-200 SF mit 

1010  µl  Quellpuffer  „S-TA“  unter  Vermeidung  von  Luftblasen  gemischt.  Beide  Gläser  mit 

Sephadexgel werden 24-36 Stunden bei Raumtemperatur gequollen. Das Rollrandglas (A) wird 

mit 1,5  ml Lysepuffer  „S“ aufgefüllt  und gemischt.  Das  Rollrandglas  (B)  wird  mit den pI-

Markern, der Probe und Lysepuffer „S“ auf   1515 µl aufgefüllt und gemischt bis die pI-Marker 

homogen verteilt sind. In beiden Fällen Luftblasen vermeiden. Zunächst erfolgt die Auftragung 

des  Sephadexgels  aus  Rollrandglas  (B)  an  der  anodalen  Seite  des  Sephadex-Trays.  Das 

Sephadexgel  aus  Rollrandglas  (A)  wird  dahinter  pipettiert  (Abbildung  85).  Luftblasen 

vermeiden. Mit Silikonöl überschichten.

Abbildung 85: ASV, Start der Vorfraktionierung.
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Die Laufparameter sind in Tabelle 45 dargestellt.

Spannung Dauer Max. Stromstärke pro Bahn

150 V 60 Minuten 1,5 mA

300 V 30 Minuten 1,5 mA

Tabelle 45: Laufparameter für Sephadex mit anodalem Probenauftrag.

Der pI-Marker 10,1 musste in den nachfolgenden Versuchen durch den pI-Marker 10,2 ersetzt 

werden,  da der  Marker  10,1,  im Gegensatz  zu  Marker  10,2,  nicht in  einer  scharfen Bande 

fokussiert  (Abbildung  86).  Durch  den  anodalen  Probenauftrag  konnte  erstmals  eine 

Möglichkeit der Vorfraktionierung ohne vorzeitigen Verlust des basischen Bereichs realisiert 

werden.

5.10.3 Optimierungsschritte

5.10.3.1 Optimierung für höhere Spannung bei nachfolgender IEF mit IPG

Die bis zu diesem Zeitpunkt noch bestehenden Probleme mit der zu geringen Spannung bei 

der nachfolgenden IEF mir IPG konnten durch 3 Schritte gelöst werden:

Abbildung 86: ASV, 300 Vh, der pI-Marker 10,1  fokussiert nicht in einer scharfen Bande und wurde in 
nachfolgenden Versuchen durch pI-Marker 10,2 ersetzt.

pI 7,1

pI 6,3

pI 10,1
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• Absenkung der TA-Konzentration im Sephadex-Gel auf 1%

• Keine Zugabe von TA im Quellpuffer der IPG-Streifen

• Erhöhung der maximalen Stromstärke auf 100 µA pro IPG-Streifen im pH-Bereich 6-12

Durch die ersten beiden Schritte konnte die Leitfähigkeit  des IPG-Streifens so weit gesenkt 

werden, dass eine genügend hohe Spannung für die IEF mit IPG erreicht werden konnte. Die 

Erhöhung der maximalen Stromstärke steigert die maximal erreichbare Spannung nochmals. 

Allerdings muss hier  der Wechsel  der Elektrodenpapiere des IPG-Streifens  jede Stunde (bis 

zum Ende der Fokussierung) durchgeführt werden, da ansonsten der IPG-Streifen aufgrund 

der starken Wärmeentwicklung „durchbrennt“.

5.10.3.2 Verwendung anderer Trägerampholyte

Um  einen  pH-Gradienten  zu  erzeugen,  der  möglichst  weit  in  den  basischen  Bereich 

hineinreicht,  wurden  statt  den  Pharmalyten  3-10  und  8-10,5  nun  Servalyte  2-11  und  9-11 

eingesetzt. Dadurch konnte mit der klassischen Sephadex-Vorfraktionierung eine Fokussierung 

des pI-Markers 10,1 weiter der Kathode entfernt erzielt werden, allerdings immer noch unter 

Verlust der Proteine mit pI > 10,1 (nicht gezeigt).

5.10.3.3 Weitere pI-Marker

Durch  die  Verwendung  eines  pI-Markers  mit  dem isoelektrischen  Punkt  10,2  konnte  eine 

bessere Abschätzung des Fokussierungsstands erreicht werden, da dieser pI-Marker in einer 

scharfen Bande, im Gegensatz zum pI-Marker 10,1, fokussiert.

5.10.4 Fazit

Die Verwendung von  Trägerampholyten in 1%-iger Konzentration ermöglicht eine genügende 

hohe Spannung bei der der Vorfraktionierung nachfolgenden IEF mit IPG 3-12 und 6-12.
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Durch  anodalen  Probenauftrag  sind  die  Vorraussetzungen  für  eine  Vorfraktionierung  von 

basischen Proteinen mit einem pI > 10,1 mittels eines Trägerampholyt pH-Gradienten in einem 

Gel aus granuliertem Sephadex geschaffen, da der Verlauf des pH-Gradienten abschätzbar ist 

und  die  Vorfraktionierung  beendet  werden  kann,  bevor  Proteine  in  das  kathodale 

Elektrodenpapier einwandern,.
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5.10.5 Vorfraktionierung von Proteinen mit pI >7  aus Bacillus subtilis

5.10.5.1 Proteinextrakt aus Bacillus subtilis mit ribosomalen Proteinen

Nach der Schaffung von Bedingungen, die die Vorfraktionierung von Proteinen mit einem pI 

>7  ermöglichen  sollten,  wurde  das  System  am  Modell-Mikroorganismus  Bacillus  subtilis 

getestet.  Als  IPG  wurde  der  pH-Bereich  3-12  gewählt  um  die  Trennschärfe  und 

Kreuzkontaminationen mit Proteinen anderer Fraktionen beurteilen zu können.

Abbildung 87: Ende der Fokussierung, 500 Vh. Sephadexgel mit 3mg Proteinextrakt aus Bacillus subtilis.

pI 10,2pI 8,9pI 6,3

Abbildung 88: Probennahme, die römischen Ziffern stehen für die einzelnen Fraktionen

I II III IV V
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Zeit Spannung Max. Stromstärke

1 h 150 V Max. 2,5 mA

10 Minuten 230 V Max. 2,5 mA

10 Minuten 400 V Max. 2,5 mA

10 Minuten 600 V Max. 2,5 mA

20 Minuten 1000 V Max. 2,5 mA

Tabelle 46: Laufparameter für die Vorfraktionierung

Zeit Spannung Max. Stromstärke

2 h 150 V 100 µA

2 h 300 V 100 µA

3 h 600 V 100 µA

2 h Linearer Gradient auf 8000 V 100 µA

3,5 h 8000 V 100 µA

Tabelle 47: Fokussierungsparameter für die IEF mit IPG 3-12

Es  wurde  eine  anodale  Sephadex-Vorfraktionierung  mit  3mg  Proteinbeladungsmenge  aus 

Bacillus  subtilis   durchgeführt,  die  Fokussierungsparameter  der  Vorfraktionierung  sind  in 

Tabelle 46 dargestellt. Die Fokussierung wurde nach 500 Vh beendet (Abbildung 87) und die 

Fraktionen I-V entnommen (Abbildung 88). Anschließend erfolgte eine 2DE mit IPG 3-12 und 

SDS-Gelen mit T=15%, die Proteine wurden danach mit Flamingo angefärbt (Abbildungen 89 

und 90). Die Fokussierungsparameter sind in Tabelle 47 dargestellt, die maximale Stromstärke 

wurde auf 100 µA erhöht, damit eine für in den basischen Bereich hineinreichende Gradienten 

genügend hohe Spannung erzielt werden konnte. Zur Überprüfung ob die vorfraktionierten 

Proteine des 2D-Gels, auf dem die Fraktion II aufgetrennt wurde, auch tatsächlich einen pI > 7 

besitzen, wurden diese durch Massenspektrometrie identifiziert (Abbildung 91, Tabelle 48 und 

Tabelle 49). 
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Abbildung 89: Fraktion I: Die zu Abbildung 88 korrespondierende entnommene Sephadex-Fraktion, 2DE mit   IPG 
3-12 und T=15% SDS-Gel, Flamingofärbung.  Fraktion II: Die zu Abbildung 88 korresponiderende entnommene 
Sephadex-Fraktion, 2DE   mit  IPG 3-12 und T=15% SDS-Gel, Flamingofärbung. Leichte Kreuzkontaminationen mit  
Fraktion I sind zu sehen (Roter Rahmen).
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Abbildung 90: Fraktion III + IV+V: Die zu Abbildung 88 korresponiderende entnommene Sephadex-Fraktion aus 
Bacillus subtilis Proteinextrakt,   2DE mit  IPG 3-12 und T=15% SDS-Gel, Flamingofärbung. Keine Proteine 
nachweisbar.

Abbildung 91: 2DE-Gel des vorfraktionierten Proteinextrakts aus Bacillus subtilis,  
Fraktion II, IPG 3-12, T=15% SDS-Gel, Flamingo-Färbung, Zahlen kennzeichnen 
identifizierte Proteine mit pI ≥ 7. Auflistung der Proteine in Tabelle 48 und 49.
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Tabelle  48 listet  die auf dem 2D-Gel der  Fraktion II identifizierten Proteine auf,  die  zuvor 

schon in  der  Protecs-Datenbank  [176],  [177],  [178],  [179],  [180],  [181],  [182],  [183],  [184], 

[185], [186] aufgeführt waren. Dies sind 38 von 65 insgesamt identifizierten Proteinen, davon 

sind 6 Proteine der Gruppe der low-abundant Proteine (CAI<0,378391 [176]) zuzuordnen. 

Tabelle 49 listet die im Zusammenhang mit der 2DE noch nicht identifizierten Proteine aus 

Bacillus subtilis auf. Von 65 insgesamt identifizierten Proteinen sind 27 bisher nicht in der 

Protecs-Datenbank aufgeführt, davon sind 9 Proteine der Gruppe der  low-abundant  Proteine 

zuzuordnen. Zum Protein YacZ (Spot Nr. 45) konnte kein pI ermittelt werden, da das Protein 

Tabelle 48: Liste der in der mit 2DE getrennten Fraktion II identifizierten Proteine, die bereits zuvor in  der Protecs-
Datenbank aufgelistet wurden.



5 Ergebnisse 206

weder  in  in  der  Uniprot-  noch  in  der  NCBI-Datenbank  aufgelistet  ist.  Die  Angabe  zum 

Molekulargewicht stammt aus der Arbeit von Aravind et al. [187].

5.10.5.2 Fazit 

Durch die anodale Sephadex-Vorfaktionierung können Proteine mit einem pI bis 10,6 mit einer 

zufriedenstellenden  Trennschärfe  fraktioniert  werden.  Schon die  Verwendung  eines  gering 

auflösenden pH-Gradienten (IPG 3-12) bei der nachfolgenden IEF ermöglicht das Auffinden 

bisher  nicht  im Zusammenhang mit  der  2DE beschriebener  Proteine.  So waren 27 von 65 

(41,5%) der identifizierten Proteine mit einem pI  ≥  7 bisher nicht in der Protecs-Datenbank 

aufgeführt, davon 9 (33%) potentiell gering exprimierte Proteine.

Tabelle 49: Liste der im Rahmen dieser Dissertation erstmals identifizierten Bacillus subtilis Proteine mit pI ≥ 7 aus 
Fraktion II der Vorfraktionierung von 3mg Proteinmasse.



5 Ergebnisse 207

5.10.5.3  Ribosomal abgereicherter Proteinextrakt von Bacillus subtilis 

Eine Erhöhung der Proteinbeladungsmenge auf 2D-Gelen führt zu einer Verschlechterung der 

Auflösung  im  basischen  Bereich,  da  die  stark  exprimierten  ribosomalen  Proteine  einen 

Großteil des Platzes auf dem 2D-Gel einnehmen und somit andere Proteine überdeckt werden. 

Dadurch werden gering exprimierte Proteine, die sich an der gleichen Stelle auf dem 2D-Gel 

befinden überdeckt und sind nicht mehr nachweisbar. Um diese niedrig-abundanten Proteine 

dennoch zu detektieren wurde die Proteinextraktion von Bacillus subtilis so verändert, dass die 

Ribosomen und somit die ribosomalen Proteine in einer Ultrazentrifuge abzentrifugiert und 

aus dem verbleibenden Proteinextrakt entfernt werden konnten (Siehe 4.2.6). Mit 2 mg dieses 

verbleibenden  Proteinextrakts  wurde  eine  anodale  Sephadex-Vorfraktionierung  mit 

anschließender IEF mit IPG 3-12 und SDS-PAGE mit T=15% Gelen durchgeführt. Die Proteine 

wurden mit Flamingo angefärbt und durch Massenspektrometrie identifiziert (Abbildung 92 

und Tabelle 50 und 51).

Abbildung 92: 2DE des vorfraktionierten, ribosomal abgereicherten 
Proteinextrakts aus Bacillus subtilis, Fraktion II, Flamingofärbung,  
Zahlen kennzeichnen die identifizierten Proteine mit pI ≥ 7.
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In der Fraktion II des vorfraktionierten, ribosomal abgereicherten Proteinextrakts aus Bacillus  

subtilis konnten insgesamt 25 Proteine  durch Massenspektrometrie  identifiziert  werden.  14 

dieser  Proteine  waren  schon  zuvor  in  der  Protecs-Datenbank  beschrieben,  davon  4  low-

abundant Proteine. Die restlichen 11 Proteine wurden im Rahmen dieser Dissertation erstmals 

im Zusammenhang mit  der  2DE beschrieben,  davon sind 2 Proteine  der  Gruppe  der  low-

abundant Proteine  zuzuordnen.  Von  den  11  erstmals  identifizierten  Proteinen  aus  dem 

ribosomal abgereicherten  Bacillus subtilis Proteinextrakt sind 5 nicht im Normalextrakt aus 

Bacillus subtilis identifiziert worden (Siehe Tabelle 51).

Tabelle 50: Auflistung der in Fraktion II des ribosomal abgereicherten Bacillus subtilis Proteinextrakts 
identifizierten Proteine, die zuvor schon im Zusammenhang mit der 2DE beschrieben wurden.

Tabelle 51: Auflistung der in Fraktion II des ribosomal abgereicherten Bacillus subtilis Proteinextrakts 
identifizierten Proteine, die im Zusammenhang mit der 2DE bisher nicht beschrieben wurden. Spalte „Im 
Normalextrakt“ bedeutet, dass dieses Protein in Fraktion II des vorfraktionierten Normalextrakts (Kapitel 5.10.5.1) 
von Bacillus subtilis bereits identifiziert wurde (siehe Tabelle 48 und 49).
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5.10.5.4 Standardprotokoll zur Vorfraktionierung  basischer Proteine

Das Sephadex-Gel wird wie in Kapitel 5.10.2. beschrieben hergestellt,  nur das Volumen der 

zugegebenen  Trägerampholyte   wird  wie  in  Tabelle  52  gezeigt  angepasst.  Die 

Trägerampholytvolumina  in  der  zugegebenen  Probe  sind  zu  berücksichtigen  und 

gegebenenfalls vom Trägerampholyt-Zugabevolumen zu subtrahieren.

Rollrandglas Trägerampholyte 2-11 Trägerampholyte 9-11 

A 30 µl 15 µl

B 10,1 µl 5 µl

            Tabelle 52: Zugabevolumina der jeweilgen Trägerampholyte in das Sephadex-Gel

Die Fokussierungsparameter für die Vorfraktionierung sind in Tabelle 53 wiedergegeben.

Zeit Spannung Stromstärke Leistung

Bis Stromstärke auf 1,5 
mA gesunken ist

Stufenweise 
bis 1000 V

Max. 2,5 mA Max. 3 W

Bis pI-Marker 10,2 fünf 
Markierungsstriche von 
der Kathode entfernt ist

1000 V Max 2,5 mA Max. 3 W

            Tabelle 53: Laufparameter der Vorfraktionierung

Die Zeiten der jeweiligen Schritte der Vorfraktionierung sind probenabhängig, da die Proteine 

zusätzlich  zu  den  Trägerampholyten  auch  puffernd  wirken  und  der  pI-Marker  10,2  im 

ribosomal abgereicherten Extrakt den Punkt zur Probenahme schneller erreicht, da hier die 

den basischen Bereich des pH-Gradienten unterstützende Wirkung der ribosomalen Proteine 

fehlt bzw. stark vermindert ist. 

Die nachfolgende IEF mit IPG 3-12 wurde wie in Tabelle 54 beschrieben durchgeführt.
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Zeit Spannung Maximale Stromstärke

2 h 150 V 75 µA

2 h 300 V 75 µA

3 h 600 V 75 µA

2 h Linearer Gradient auf 8000 V 75 µA

3,5 h 8000 V 75 µA

Tabelle 54: Durchführungsparameter der IEF mit IPG 3-12 der jeweiligen Fraktionen.

Die SDS-PAGE wurde wie in Kapitel 4.4 beschrieben durchgeführt.

5.10.6 Fazit der Vorfraktionierung von Proteinen mit pI ≥ 7

Wie  aus  Tabelle  55  ersichtlich  sind  von  insgesamt  29  erstmalig  identifizierten  Proteinen 

(detektierten Isoformen sind hier nicht mitgezählt) 9 Proteine der Klasse der niedrig-abundaten 

Proteine zuzuordnen, die einen pI bis  10,6 haben. Somit konnte mit vergleichsweise gering 

auflösenden,  weiten  pH-Gradienten  (IPG  3-12)  schon  ein  beträchtlicher  Anteil  erstmalig 

identifizierter Proteine (29 von 53 identifizierten Proteine (ohne Isoformen) mit einem pI ≥ 7) 

gefunden werden. Zusätzlich konnte ein hoher  Anteil niedrig-abundater  Proteine gefunden 

werden,  der  darauf  schließen  lässt,  das  mit  engeren  pH-Gradienten,  durch  die  höhere 

Auflösung, weitere niedrig-abundante Proteine zu finden sein werden. Dies wurde im Rahmen 

dieser  Arbeit  nicht  durchgeführt,  da  es  hier  primär  um  die  erstmalige  Schaffung  einer 

Möglichkeit  ging,  Proteine  mit  einem  pI  ≥ 7  mithilfe  eines  Trägerampholytgradienten 

vorzufraktionieren.  Die  Abreicherung  der  ribosomalen  Proteine  hat  im  Vergleich  zum 

unbehandelten  Proteinextrakt  nur  wenige  neue  Proteine  identifizierbar  gemacht.  Bei  der 

alleinigen Betrachtung des ribosomal abgereicherten Extrakts sind allerdings von 11 erstmals 

identifizierten Proteinen 5 Proteine nicht im Normalextrakt nachweisbar gewesen.
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Tabelle 55: Im Rahmen dieser Dissertation erstmalig identifizierte Proteine mit pI ≥ 7 aus Bacillus subtilis im 
Zusammenhang mit der 2DE. Die Spalte "aus Normalextrakt" bedeutet, dass dieses Protein in der Fraktion II des 
nicht ribosomal abgereichertem Bacillus subtilis Proteinextrakt identifiziert wurde.
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5.11 Methodenentwicklung zur  Trennung von Membranproteinen durch 
2DE

Dieser  Teil  der  Arbeit  widmet  sich  der  Entwicklung  einer  Methode  um  integrale 

Membranproteine mithilfe der 2DE zu trennen.

5.11.1 2DE von Bacteriorhodopsin

Bisherige Studien zur Auftrennung von integralen Membranproteinen setzten hauptsächlich 

auf veränderte Detergenzien und / oder veränderte Äquillibrierunsbedingungen beim Wechsel 

von  der  IEF  zur  SDS-PAGE  [177].  Trotz  dieser  Anstrengungen  konnten  nur  sehr  wenige 

Membranproteine  aus  dem  IPG-Streifen  auf  das  2D-Gel  transferiert  werden  [177].  Als 

Hauptursache wird die irrversible Präzipitation der Membranproteine an ihrem isoelektrischen 

Punkt angesehen [177].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein anderer Ansatz zum Transfer der Membranproteine aus 

dem IPG-Streifen auf das SDS-Gel getestet: Der Einsatz von Acetonitril in einer Konzentration 

von  50%  (v/v),  um  die  hydrophoben  Wechselwirkungen  der  Transmembrandomänen  der 

Proteine mit dem Polyacrylamidgerüst des IPG-Streifens aufzuheben.

Dieser  Quellpuffer  wurde  mit  dem  Membranprotein  Bacteriorhodopsin  (BR)  aus 

Halobacterium  salinarum  getestet  (Abbildung  93),  das  zuvor   nicht  über  2DE  mit  IPG 

aufgetrennt werden konnte [177], [188].

Reagenzien:

• AcN-Quellpuffer (6M Harnstoff; 2M Thioharnstoff;  200 mM HED; 0,5% Pharmalyte 3-
10, 50% Acetonitril):

18,02 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 15,4 ml Aqua bidest. und 15,4 ml 

Acetonitril  (AcN) lösen. Mit einer  Spatelspitze (500 mg) Mischbettionenaustauscher  

versetzen, 45 Minuten rühren. Danach filtrieren und 960 µl HED und 

200μl Pharmalyte 3-10 zu 40 ml des Filtrats zugeben. Der Quellpuffer wird in 
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Eppendorf Reaktionsgefäßen aliquotiert und bei -80°C gelagert.Aufgetauter 

Quellpuffer sollte nicht wieder eingefroren werden!

• AcN-Lysis-Puffer (7M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 4% DTT; 2% Pharmalyte 3-10, 50% 

Acetonitril):

Zu 21 g Harnstoff und 7,62 g Thioharnstoff 14,25 ml Aqua bidest , 14,25 ml AcN 

zugeben und lösen. Zugabe von 500 mg Mischbettionenaustauscher Serolit MB-1 und 

45 Minuten rühren lassen. Durch Faltenfilter filtrieren, 40 ml in frisches Becherglas 

überführen. Zugabe von 1,6 g DTT und 800 µl Pharmalyte 3-10 und unter rühren lösen. 

Anschließend aliquotieren und bei -80 °C lagern.

• Bacteriorhodopsin-Lösung (ca. 1µg/µl): Das lyophilisierte BR (Sigma-Aldrich) )wurde 

in 1 ml AcN-Lysis-Puffer aufgenommen und durch 2 x 30 Pulsen mit dem 

Ultraschallstab (60 W) unter Kühlung gelöst.

Durchführung: 

Der IPG 3-10 wurde über Nacht in 500 µl AcN-Quellpuffer rehydratisiert, genaue 

Vorgehensweise siehe Kapitel 4.4.1.2

20 µl der in BR-Lösung wurde zusammen mit 30 µl AcN-Lysis-Puffer durch anodales cup-

loading auf einen IPG 3-10 aufgetragen. Die Fokussierungsbedingungen sind in Tabelle 56 

aufgezeigt. Anschließend wurde die zweite Dimension mit T=13% SDS-Gelen durchgeführt. 

Zur Proteindetektion wurde die Silberfärbung nach Blum et al. eingesetzt.

Zeit Spannung Stromstärke

1 h 150 V Max. 50 µA

1 h 300 V Max. 50 µA

1,5 h 600 V Max. 50 µA

1 h Linearer Gradient auf 8000 V Max. 50 µA

2,5 h 8000 V Max. 50 µA

Tabelle 56: Fokussierungsparameter für IEF mit IPG 3-10
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Wie aus Abbildung 93 ersichtlich ermöglichte der Einsatz von 50% (v/v) AcN im Quellpuffer 

des IPG-Streifens eine Transferierung von BR auf das SDS-Gel. Zusätzlich wurde ein zweites 

Gel mit Coomassie-Blau gefärbt und die Identität des angefärbten BR durch MALDI-

Massenspektrometrie bestätigt.

5.11.2 2DE von integralen Membranproteinen aus Modell-Mikroorganismen

Um die Wirksamkeit des AcN-Quellpuffers nicht nur an einem einzelnen Membranprotein zu 

überprüfen,  sondern  auch  unter  den  Bedingungen  einer  komplexen  Probe,  wurden  zwei 

Modell-Mikroorganismen  ausgewählt,  deren  integralen  Membranproteine  extrahiert  und 

Abbildung 93: 2DE von Bacteriorhodopsin mit in AcN-Quellpuffer rehydratisiertem IPG 3-10, T=13%, Silberfärbung 
nach Blum (modifiziert).
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durch 2DE aufgtrennt. Desweiteren wurden zwei Quellpuffer miteinander verglichen um die 

Fähigkeit der Quellpuffer zu testen, die Tranferierung von integralen Membranproteinen in die 

zweite Dimension zu ermöglichen.

Reagenzien:

• Quellpuffer Y (6M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 10% (v/v) Gylcerin; 1% n-Octyl-ß-D-

glucopyranosid; 1% Triton X-100; 1% NP-40; 200 mM HED; 0,5% Pharmalyte 3-10):

18,02 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 27,7 ml Aqua bidest.und 3,9 g Gylcerin 

lösen. Mit einer Spatelspitze (500 mg) Mischbettionenaustauscher versetzen, 

45 Minuten rühren. Danach filtrieren und 0,4 g n-Octyl-ß-D-glucopyranosid; 400 µl  

Triton X-100; 400 µl NP-40 ,  960 µl  HED und 200μl Pharmalyte 3-10 zu 40 ml des  

Filtrats zugeben. Der Quellpuffer wird in Eppendorf Reaktionsgefäßen aliquotiert und 

bei -80°C gelagert. Aufgetauter Quellpuffer sollte nicht wieder eingefroren werden!

• Lysepuffer  Y (7M Harnstoff;  2M Thioharnstoff;  9% (v/v)  Glycerin;  1% n-Octyl-ß-D-

glucopyranosid; 1% Triton X-100; 1% NP-40; 200 mM HED; 0,5% Pharmalyte 3-10):

21 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 25,7 ml  Aqua bidest. und 3,6 g Gylcerin 

lösen. Mit einer Spatelspitze (500 mg) Mischbettionenaustauscher versetzen,

45 Minuten rühren. Danach filtrieren und 0,4 g n-Octyl-ß-D-glucopyranosid;  400 µl 

Triton X-100;  400 µl  NP-40 ,  960 µl  HED und 200μl  Pharmalyte 3-10 zu 40 ml des 

Filtrats zugeben. Der Quellpuffer wird in Eppendorf Reaktionsgefäßen aliquotiert und 

bei -80°C gelagert.Aufgetauter Quellpuffer  sollte  nicht  wieder  eingefroren 

werden!

• Quellpuffer XY (6M Harnstoff; 2M Thioharnstoff; 50% AcN; 10% (v/v) Glycerin; 1% n-

Octyl-ß-D-glucopyranosid; 1% Triton X-100; 1% NP-40; 200 mM HED; 0,5% Pharmalyte 

3-10):

18,02 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 13,9 ml Aqua bidest.; 13,9 ml AcN und 

3,9 g Glycerin lösen. Mit einer Spatelspitze (500 mg) Mischbettionenaustauscher 

versetzen, 45 Minuten rühren. Danach filtrieren und 0,4 g n-Octyl-ß-D-glucopyranosid; 

400 µl Triton X-100; 400 µl NP-40 , 960 µl HED und 200μl Pharmalyte 3-10 zu 40 ml des 
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Filtrats zugeben. Der Quellpuffer wird in Eppendorf Reaktionsgefäßen aliquotiert und 

bei -80°C  gelagert. Aufgetauter Quellpuffer sollte nicht wieder eingefroren werden!

• Lysepuffer XY (7M Harnstoff; 2M Thioharnstoff;  50% AcN; 9% (v/v) Glycerin; 1% n-

Octyl-ß-D-glucopyranosid; 1% Triton X-100; 1% NP-40; 200 mM HED; 0,5% Pharmalyte 

3-10):

21 g Harnstoff und 7,612 g Thioharnstoff in 12,8 ml Aqua bidest.; 12,8 ml AcN und 3,6 g 

Glycerin lösen. Mit einer Spatelspitze (500 mg) Mischbettionenaustauscher versetzen, 

45 Minuten rühren. Danach filtrieren und 0,4 g n-Octyl-ß-D-glucopyranosid;  400 µl 

Triton X-100;  400 µl  NP-40 ,  960 µl  HED und 200μl  Pharmalyte 3-10 zu 40 ml des 

Filtrats zugeben. Der Quellpuffer wird in Eppendorf Reaktionsgefäßen aliquotiert und 

bei -80°C gelagert. Aufgetauter Quellpuffer sollte nicht wieder eingefroren werden!

5.11.2.1 Membranproteinextrakt aus Corynebacterium glutamicum

Die Membranproteine aus C. glutamicum wurden wie in Kapitel 4.3.5.2 beschrieben extrahiert 

und entweder in Lysepuffer Y oder in Lysepuffer XY aufgenommen, die IPG-Streifen wurden 

entsprechend in Quellpuffer Y oder Quellpuffer XY rehydratisiert (Tabelle 57). Es wurde ein 

IPG 3,4-5,4 verwendet, da hier die meisten stark exprimierten Membranproteine zu erwarten 

sind (Abbildung  94).  Als  Proteinmenge  wurden  400  µg  aufgetragen.  Die  Fokussierung  der 

Proteine erfolgte wie in Tabelle 11 beschrieben. Die zweite Dimension erfolgte in SDS-Gelen 

mit T=13%. Die Proteine wurden mit Coomasssie-Blau angefärbt (Abbildung 95) und durch 

MALDI-ToF-MS identifiziert.  Die  Detektion der  Transmembrandomänen der  identifizierten 

Proteine erfolgte durch 5 verschiedene Algorithmen: HMMTOP [189] [190], TMHMM [191], 

[192], DAS  [193],  [194], JvirGel  [195] und TMPRED  [196]. Ein Protein wurde als integrales 

Membranprotein  angesehen,  wenn  mindestens  4  von  5  Algorithmen,  um  falsch  negative 

Ergebnisse zu kompensieren,  Transmembrandomänen erkannten.
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IPG Quellpuffer Probe gelöst in Proteinauftragmenge

3,4-5,4 Y Lysepuffer Y 400 µg

3,4-5,4 XY Lysepuffer XY 400 µg

Tabelle 57: Übersicht der verwendeten IPG-Streifen, deren Rehydratisierungsbedingungen und 
    Probenbeladung

Abbildung 94: Theoretische Verteilung der hoch-abundanten Proteine von C. glutamicum,  Membranproteine sind 
rot markiert, die gestrichelte Linie grenzt den zoom-in Bereich ein. Abundanz der Proteine linear proportional zu 
ihrer Größe auf der Abbildung.
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Abbildung 95: Identifizierte integrale Membranproteine aus C. glutamicum, 400 µg  Proteinbeladung, Quellpuffer  
XY  (mit Detergenzien und 50% AcN). IPG 3,4-5,4; T=13%; Coomassie Brilliant Blau Färbung.
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Abbildung 96: Identifizierte integrale Membranproteine aus C. glutamicum, 400 µg Proteinbeladung, Quellpuffer Y 
(mit Detergenzien , ohne AcN). PG 3,4-5,4; T=13%; Coomassie Brilliant Blau Färbung.
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Der Vergleich der Abbildungen 95 und 96 zeigt, dass man durch die gleichzeitige Verwendung 

des  Quellpuffer  XY und Lysepuffer  XY bedeutend mehr integralen Membranproteinen den 

Übergang in die zweite Dimension ermöglicht als mit Detergenzien allein.  In Tabelle 58 sind 

sämtliche identifizierten integralen Membranproteine aufgelistet.

Die in der Tabelle aufgelisteten Proteine in grüner Schrift wurden bei der Verwendung von 

Quell- und Lysepuffer Y gefunden. Die Proteine in roter Schrift wurden ausschließlich bei der 

Verwendung von Quell- und Lysepuffer XY zusätzlich gefunden, sämtliche Proteine aus dieser 

Gruppe wurden zuvor noch nicht in der Literatur in Zusammenhang mit der Verwendung der 

2DE  mit  IPG  beschrieben.  Die  Arbeitsgruppe,  die  das  Protokoll  dieser  hier  verwendeten 

Membranproteinextraktion zuerst beschrieb [162] und mittels SDS-PAGE und MALDI-ToF MS 

diesen  Membranproteinextrakt  auftrennte  konnte  24  integrale  Membranproteine  im  pH-

Bereich 3,4-5,4 identifizieren  [162]. Dies ist allerdings noch weit von den Möglichkeiten der 

MudPIT  entfernt,  die  mit  diesem  (allerdings  weiter  modifizierten)  Membranproteinextrakt 

über 300 integrale Membranproteine im pH-Bereich 3-12 identifizieren konnte [197].
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Tabelle 58: Liste der identifizierten integralen Membranproteine. Schwarze Schrift: In Disseration von C. Lück 
[18]bereits identifiziert. Grüne Schrift: Zusätzliche identifizierte Membranproteine bei Verwendung von Lyse- bzw. 
Quellpuffer Y. Rote Schrift: Zusätzlich identifizierte intergrale Membranproteine bei Verwendung von Lyse- bzw. 
Quellpuffer XY. 
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5.11.2.2 Membranproteinextrakt aus Bacillus subtilis

Der Membranproteinextrakt wurde wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben hergestellt, 600 µg wurden 

durch anodales cup-loading auf einen IPG 3-12 geladen. Der IPG 3-12 wurde zuvor über Nacht 

und bei Raumtemperatur durch Quellpuffer XY rehydratisiert. Die Fokussierungsbedingungen 

sind in Tabelle 11, Kapitel 4.4 dargestellt. Die zweite Dimension erfolgte in T=13% SDS-Gelen. 

Anschließend wurden die Proteine mit Flamingo angefärbt  und durch MALDI-ToF MS/MS 

identifiziert. Abbildung 97 zeigt die identifizierten Membranproteine.
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Abbildung 97: 2D-Gel mit den identifizierten integralen Membranproteinen. IPG 3-12; T=13%; Flamingofärbung.  
Auflistung der identifizierten Proteine in in Abbildung 98.
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Die Proteine YmdA und AtpF wurde zuvor schon mittels des 2DE mit IPG Ansatz aufgetrennt 

[180], allerdings gab es auch Arbeitsgruppen denen die Auftrennung von AtpF nur durch 16-

BAC gelang [196]. Die 2D-elektrophoretische Auftrennung von FtsH gelang zuvor nur durch 

16-BAC [196]. Die restlichen Proteine der Tabelle 98 wurden zuvor noch nicht im 

Zusammenhang mit der 2DE mit IPG beschrieben. 

5.11.3 Fazit

Durch  die  Verwedung  von  50%  Acetonitril  sowohl  im  Lyse-  als  auch  im  Quellpuffer 

ermöglicht mehr integralen Membranproteinen den Übergang in die zweite Dimension, im 

Gegensatz  zur  reinen  Verwendung  von  Detergenzien  als  Solubilisierungshilfe  von 

Membranproteinen. Allerdings sind in den komplexen Proben fast ausschließlich Proteine mit 

einem  negativen  GRAVY  gefunden  worden,  was  jedoch  auch  bei  der  Trennung  von 

Membranproteinen mittels SDS-PAGE und MALDI-ToF MS [162] beobachtet wurde.  Auch die 

Zahl der Transmebrandomänen liegt hauptsächlich im Bereich von eins bis drei. 

Zusammen  mit  dem  Ergebnis  der  erstmalig  ermöglichten  Transferierung  von 

Bacteriorhodopsin in die zweite Dimension lässt sich sagen, dass im Modellsystem integrale 

Membranproteine mit 6 TMDs und einem GRAVY von 0,72 durch die 2DE getrennt werden 

Abbildung 98: Liste der identifizierten integralen Membranproteine aus Bacillus subtilis mit in Quellpuffer XY 
rehydratisiertem IPG 3-12.
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können, in realen (komplexen) Proben die Trennleistung der  in dieser  Arbeit  entwickelten 

Quell-  und  Lysepuffer  leidet.  Allerdings  ist  zu  beachten,  dass  die  größte  Anzahl  von 

hydrophoben Proteine mit hoher Anzahl an TMDs im pH-Bereich 6-12 liegt, aber hier eine 

Vorfraktionierung des Membranproteinextrakts vonnöten ist, da diese häufig niedrig-abundant 

sind.
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6 Diskussion

Durch die Kartierung der exprimierten Proteine aller in dieser Dissertation verwendeten Zell­

linien (siehe Kapitel 5.1.1 und 5.1.2) konnten vier Proteine identifiziert werden, für die es laut 

der Datenbank Proteinatlas [172] noch keinen Nachweis auf Proteinebene gibt. Ein Vergleich 

mit der Datenbank Uniprot [198] ergab jedoch, dass es für jedes dieser Proteine einen Nach­

weis auf Proteinebene gibt. Da sich die Datenbank Proteinatlas auf die Datenbank Uniprot be­

zieht, ist dies als eine falsch-Klassifizierung der Datenbank Proteinatlas anzusehen. Durch die 

Kartierung konnten somit nur auf Proteinlevel nachgewiesene Proteine identifiziert werden.

6.1 Differentiell exprimierte Proteine zwischen EFT- und Neuroblastom-
Zelllinien

Die Ergebnisse aus Kapitel 5.4 zeigen, dass sich durch ein kleines Zelllinien-Kontingent viele 

differentiell exprimierte Proteine nachweisen lassen. Diese differentiellen Regulierungen ha­

ben jedoch nicht alle für die jeweilige Tumorart eine Bedeutung. Um diese biologische Vari­

anz, und damit die Zahl der falsch-positiv identifizierten Proteine zu senken, wurde im Rah­

men dieser Dissertation das Zelllinien-Kontingent auf sechs EFT- und drei Neuroblastomzellli­

nien erhöht. Zusätzlich musste zu dem Kriterium der statistischen Signifikanz (ANOVA < 0,05 

und  Power  ≥0,80)  das  Kriterium  einer  konsistenten  Expression  erfüllt  sein,  wodurch  aus­

schließlich Proteine, deren Expressionsniveau typisch für eine Tumorart ist,  als differentiell 

exprimiert angesehen werden. Falls dieses zweite Kriterium nicht verwendet werden würde, 

wäre eine Erhöhung des Zelllinien-Kontigents sinnlos, da jede biologische Varianz wieder mit 

in das Endergebnis eingehen würde. Der Nachteil dieses Vorgehens ist jedoch, dass in den hier 

verwendeten EFT-Zelllinien unterschiedliche Subtypen des EWS/FLI1 Fusionsproteins (Typ 1 

und Typ 2) exprimiert werden. Dieses Protein hätte im DIGE Vergleich der EFT-Zelllinien, die 

EWS/FLI1 Typ 1 und Typ 2  exprimieren,  identifiziert werden müssen. Das Fehlen könnte 

durch Ungenauigkeiten im  warping  (Erreichen der Deckungsgleicheit der verglichenen Gele 

durch die  Software  „Progenesis“)  der  DIGE-Gele  erklärt  werden  (was  eventuell  zum Aus­

schluss des detektierten Spots aufgrund der Statistik führen kann). Weitere solcher Proteine, 

die nur von einem EWS/FLI1 Subtyp der EFT-Zelllinien konsistent exprimiert werden, wurden 
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demnach ebenfalls aus dem Endergebnis ausgeschlossen. Dadurch verliert man zwar z.B. für 

die Erklärung der Stoffwechselvorgänge innerhalb des Tumors wichtige differentiell regulierte 

Proteine, hat allerdings den Vorteil, dass ausschließlich differentiell regulierte Proteine in das 

Endergebnis mit einfließen, die unabhängig des exprimierten EWS/FLI1 Subtyps, für die Grup­

pe der EFT signifikant sind, was für potentielle Biomarker für diesen Tumor von Vorteil ist, da 

die klinische Evaluierung dieser Marker einen hohen Zeitaufwand bedeutet.

Die detektierten, differentiell regulierten Proteine sind im nachfolgenden beschrieben:

6.1.1 Serin Hydroxymethyltransferase, mitochondrial (SHMT2)

Das in den 6 EFT-Zelllinien um den Faktor 2,3 hochregulierte Protein SHMT2 (siehe Kapitel 

5.5,  Abbildung  46)  ist  ein  Protein,  das  die  reversible  Umwandlung  von  Serin  und 

Tetrahydrofolat  in  Glycin  und  5,10-Methylentetrahydrofolat  im  Mitochondrion  katalysiert. 

Diese  beiden  Produkte  sind  direkt  und  indirekt  an  der  Purin-  und  Pyrimidin-

Nukleotidsynthese beteiligt  [199]. Somit ist die Stärke der SHMT Expression (und damit die 

enzymatische Aktivität) positiv mit der Geschwindigkeit des Zellwachstum gekoppelt [200]. Es 

wird  vermutete,  dass  das  Gen  für  SHMT2  zwei  Transkripte  kodiert.  Das  Transkript  mit 

fehlendem Exon1 ist hauptsächlich im Cytoplasma und Zellkern lokalisiert [201].

Die  Regulierung  von  SHMT  erfolgt  durch  MYC  (Myelocytomatose-Onkogen)  und  MYCC 

(zelluläres MYC), die jeweils mit MAX (MYC associated factor X) einen Heterodimer formen 

[202],  [203] und die Transkription verschiedener Gene, die die Konsensussequenz CACGTC 

enthalten, aktivieren [204], [205], [206]. Auch das Gen MYCN, das in allen drei untersuchten 

Neuroblastomzelllinien amplifiziert ist, bildet mit MAX ein Heterodimer, dass allerdings bei 

anderen  Genen,  wie  z.B.  MRP1  und  MCM7,  die  Transkription  reguliert  [207],  [208].  Zu 

beachten ist jedoch, dass die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y (Zelllinie E1) stärker das Protein 

MYCC  exprimiert  [113] [98] und  die  MYCN  Expression  im  Vergleich  zu  den  anderen 

verwendeten Neuroblastomzelllinien eher  gering ist.  Dies  spiegelt  sich auch in den DIGE-

Ergebnissen  wieder,  da  hier  das  Protein  SHMT  im  Gegensatz  zu  den  anderen 

Neuroblastomzelllinien stärker exprimiert wird (Abbildung 46). 



6 Diskussion 228

Die geringere Expression von SHMT in Neuroblastom im Vergleich zu EFT-Zelllinien könnte 

dadurch erklärt werden, dass MYC und MYCN um MAX konkurrieren, MYCN aber aufgrund 

seiner größeren Kopienzahl in der Zelle mit höherer Wahrscheinlichkeit an MAX bindet. In 

der  Zelllinie  SH-SY5Y  wird  MYCC  stärker  als  MYCN  exprimiert,  wodurch  eine  stärkere 

Expression von SHMT2 wahrscheinlicher wird.

Fehlende MYCC Expression führt zu langsamen Zellwachstum, allerdings führt die Expression 

von MYCN wieder zu normalem Zellwachstum [209].

Die Hochregulierung von SHMT2 in EFT-Zelllinien um den Faktor 1,5 sollte auf den ersten 

Blick  auf  ein  schnelleres  Zellwachstum  von  EFT-Zellinien  hindeuten,  allerdings  wird  die 

geringe MYCC-Expression (erkennbar durch die im Vergleich zu den EFT-.Zelllinien geringere 

Expression  von  SHMT2)  in  den  Neuroblastomzelllinien  durch  MYCN  kompensiert.  Dies 

könnte eine Erklärung für die nicht stark unterschiedlichen Wachstumsraten der Zelllinien 

[210] sein.

Die  Expression  von  MYCC  ist  gewebeabhängig  und  wird  in  den  Nieren  eher  schwach 

exprimiert  [201]. Dies spiegelt sich auch in den DIGE-Ergebnissen (Abb. 46) wieder, da die 

Zelllinine  SH-SY5Y  aus  einer  Metastase  im  Knochenmark  etabliert,  während  die  beiden 

anderen Neuroblastomzelllinien aus Nierenegewebe etabliert wurden.

Eine  Absenkung  des  MYCC  Levels  in  der  Zelle  ist  mit  einer  Differenzierung  der  Zelle 

verbunden [211]. Der höhere Gehalt in EFT-Zelllinien könnte dadurch erklärt werden, dass die 

Differenzierung der Zellen durch die erhöhte Expression von EZH2 [37] verhindert wird.

6.1.2 Actin, cytoplasmic 1 (ACTB)

ACTB (Abbildung 47,  Kapitel  5.5)  ist  ein  stark  konserviertes  Protein,  dessen  Gen sich auf 

Chromsom 7  von  der  Region  p12-p15  erstreckt  [212].  Actine  sind eine  der  bedeutendsten 
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cytoskelettalen  Proteine  und  spielen  eine  Rolle  bei  der  Muskelkontraktion,  Zellbewegung, 

Endocytose, Zellteilung, Vesikel- und Organellenbewegung, Zell-Zell-Komunikation und der 

Zellform [213],  [214],  [215],  [216],  [217]. Es wird zudem vermutet, dass eine Fehlregulierung 

des Actin-Systems für die Bildung von Metastasen mitverantwortlich ist [217].

Die Hochregulierung des Proteins in den Neuroblastomzelllinien um den Faktor 1,8 könnte 

durch die Anwesenheit eines überzähligen Chromosom 7 in den Zelllinien SH-SY5Y (Zelllinie 

E1) und MHH-NB11 (Zelllinie G), sowie den annähernd tetraploiden Chromosomensatz der 

Zelllinie SiMa (Zelllinie C) erklärt werden.

Die  Zunahme  des  Chromosomensatzes  um  ein  komplettes  Chromsom  7  wird  sowohl  in 

fortgeschrittenen Stadien als auch in frühen Stadien von Neuroblastomen gefunden [211]. 24% 

der in einer Studie von Plantaz et al. [218] untersuchten Stadium 4 Neuroblastome hatten ein 

zusätzliches Chromsom 7. 

Eine weitere Erklärung für die höhere Expression von ACTB in Neuroblastomzellinien könnte 

auch eine beginnende Differenzierung der neuroektodermalen Zellen in neuronales Gewebe 

sein, da Actine auch bei der Exocytose eine Rolle spielen [219] und über Myosin-II mit Septin-

2 (siehe 6.1.3) interagieren [220], das an der Vesikelsekretion beteiligt ist [221] Dies würde die 

Hypothese  unterstützen  wonach  Tumore  der  Ewing  Familie  Zellen  der  embryonalen 

Neuralleiste sind, die in ihrer Differenzierung blockiert sind [37].

6.1.3 Septin-2

Septin-2 (Abbildung 47, Kapitel 5.5) ist Teil einer Gruppe von 14 GTPasen, die verschiedene 

Rollen  bei  der  Zellteilung  und  der  Exozytose  spielen  [221],  [222].  Septin  2  ist  für  die 

Zellteilung essentiell [223] und bildet einen Komplex mit SEPT6, SEPT7 und SEPT9 [220]. Über 

Myosin-II interagiert Septin-2 mit ACTB  [220] außerdem co-immunopräzipieren SEPT5 und 

SEPT2 zusammen mit dem SNARE-Protein Syntaxin [224].

Die Hochregulierung von SEPT2 um den Faktor 1,6 in den Neuroblastomzelllinien könnte auf 

eine höhere Zellteilungsrate hindeuten, dies ist aber durch die Wachstumsgeschwindigkeiten 
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der  Zelllinien  nicht  gedeckt  [210].  Eine  weitere  Erklärung  wäre  die  in  Kapitel  6.1.2 

angesprochene  Möglichkeit  der  weiter  fortgeschrittenen  Differenzierung  der 

Neuroblastomzelllinien  in  neuronales  Gewebe,  da dies  eine  im Gegensatz  zu  den in  ihrer 

Differenzierung  blockierten  EFT-Zellinien,  eine  erhöhte  Vesikelsekretion  mit  sich  bringen 

würde.

6.1.4 Heterogenous Ribonucleoprotein H3 (hnRNP H3)

hnRNP H3 (Abbildung 48, Kapitel 5.5) ist ein Protein, das Teil des Spliceosoms ist  [225] am 

frühen  Splicing-Arrest  bei  Hitzestress  eine  Rolle  spielt  [226],  sowie  bei  der  Antwort  auf 

oxidativem Stress mitwirkt  [227]. Von diesem Protein sind sechs Splicing-Varianten bekannt 

[228]. 

Das  Spliceosom  katalysiert  die  Prozessierung  der  pre-mRNA,  indem  durch  wechselnde 

Splicing-Faktoren die  nicht-kodierenden Introns  aus  der  pre-MRNA ausgeschnitten  werden 

[229].  Während  der  Transkription  binden  verschiedene  heterogene  Ribobucleoproteine 

(hnRNPs) und Serin/ Arginin-reiche Proteine (SRPs) an die pre-mRNA, durch das Spliceosom 

wird die pre-mRNA prozessiert, dabei werden einige der vorher schon gebundenen hnRNPs 

und SRPs entfernt   oder  ausgetauscht.  Somit ist  der  weitere  Weg der  pre-mRNA und der 

mRNA durch das beim Splicing vorhandene Proteinrepertoire abhängig [229].

Das Protein hnRNP H3 ist während der embryonalen Entwicklung sowohl zeitlich als auch in 

verschiedenen Gewebetypen differentiell exprimiert [228], [230]. 

Die  differentielle  Regulierung  von  hnRNP  H3  zwischen  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien 

könnte  auf  die  unterschiedlichen  Gewebetypen,  denen  die  Tumorzelllinien  enstammen, 

zurückgeführt  werden.  Diese  Hypothese  wird  durch  das  DIGE-Ergebnis  unterstützt 

(Abbildung 48),  da hier  die Zelllinie  SiMa und MHH-NB11, die  aus dem gleichen Gewebe 

stammen, eine statistisch nicht unterscheidbares Expressionsniveau haben.
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6.1.5 Annexin A2

Annexin A2 (Abbildung 49, Kapitel 5.5) gehört zur Familie der Annexine, die die gemeinsame 

Eigenschaft  haben,  durch Bindung von Ca2+  an negative geladene Phospholipide zu binden 

[231].  Durch  Chelatierung  von   Ca2+  wird  diese  Bindung  rückgängig  gemacht  [232].  Eine 

weitere  gemeinsame  Eigenschaft  ist  die  sogenannte  Annexin  Domäne,  die  aus  vier 

sogenannter  Annexin-Repeats  aufgebaut  ist,  und  wahrscheinlich  ein  Membranbindemodul 

darstellt  [231]. Eine Besonderheit von Annexin A2 ist seine Eigenschaft, schon bei Kalzium-

Konzentrationen im µM-Bereich Membranvesikel zu aggregieren [231]. 

Eine erhöhte Annexin A2 Gehalt in den EFT-Zelllinien könnte, in Einklang mit Kapitel 6.1.2 

und Kapitel 6.1.3 durch eine erhöhte Exozytose-Rate erklärt werden: Zwei Moleküle Annexin 

A2 binden durch Ca2+ an zwei verschiedene Phopholipiddoppelschichten, ein S100A10-Dimer 

(S100  calcium  binding  protein  A10)  verbindet  danach  beide  Annexin  A2-Moleküle  [233]. 

Aufgrund ihrer Bindung an die Plasmamembran stehen diese Moleküle nicht mehr für die 2DE 

zur  Verfügung,  da  gezeigt  werden  konnte,  dass  sich  Annexin  A2  nicht  durch  EGTA 

(Ethylenglykoltetraacetat, ein Ca2+-Komplexbildner) allein, sondern nur im Verbund mit Triton 

X-100 von der Plasmamembran lösen und solubilisieren lies [234]. Im Lyse-Puffer in dem die 

Proteine gelöst sind, ist weder ein Komplexbildner enthalten, noch Triton X-100 (als Detergenz 

wurde im Rahmen dieser Disseratation CHAPS verwendert).

6.1.6 Chloride intracellular channel protein 4 (CLIC4)

CLIC4 (Abbildung 49, Kapitel 5.5) ist ein Chloridkanal für intrazelluläre Organellen. Das für 

CLIC4 kodierende Gen liegt auf Chromsom 1p36.11. Es gehört zur CLIC Familie der Proteine, 

die sieben Mitglieder umfasst (CLIC1-5, p64, Parchorin) Die Proteine dieser Gruppe existieren 

in  zwei  verschiendenen  Formen:  Zum  einen  in  der  löslichen  Form,  die  im  Cyotplasma 

vorkommt,  die  dann  durch  molekulare  Neuanordnung  mit  Einbau  in  die  Zell-  bzw. 

Organellenmebran in die zweite Form übergeht [235]. Die Aufgabe dieser Proteine besteht in 

der  Regulierung  der  Organellenvolumen,  Regulierung  der  Ionen  in  der  Zellmatrix  und 

Elektroneutralität  [236].  Die  Expression  von  CLIC4  wird  durch  p53,  TNF-α  und  MYCC 
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reguliert  [237] bei  der  durch  MYCC und  p53  induzierten  Apoptose  wird  CLIC4  verstärkt 

exprimiert und in den Zellkern verlagert  [237]. In vielen Tumorarten ist CLIC4 im Vergleich 

zum Normalgewebe herunterreguliert,  allerdings variiert  die Anzahl der CLIC4 Transkripte 

zwischen und auch innerhalb der verschiedenen Tumortypen [237]. 

In Normalgewebe liegt CLIC4 hauptsächlich im Zellkern vor, während bei Tumoren CLIC4 

hauptsächlich  im  Cytoplasma  vorliegt,  allerdings  ein  insgesamt  viel  niedrigeres 

Expressionsniveau hat [237]. Im Stroma von Normalgewebe ist CLIC4 eher gering exprimiert, 

im Stroma von Tumorgewebe allerdings stark [237]. Dies könnte auch die Unmöglichkeit von 

definierten  CLIC4  Expressionsmustern  bei  Gesamt-Tumorlysaten  (und  somit  die 

Schwankungen innerhalb von einer Tumorart) erklären [237]. Außerdem wird angenommen, 

dass  CLIC4  an  der  Zell-Zell-Kommunikation  zwischen  dem  Tumor  und  seinem  ihm 

umgebenden Gewebe beteiligt ist, um eine wachstumsfreundliche Umgebung zu schaffen, da 

CLIC4 auch an der Angiogenese beteiligt ist [238], [239]. 

Mit zunehmender  Malignität  sinkt die  Expression von CLIC4 in Tumorzellen  [240].  Durch 

gezielte  CLIC4 Anreicherung  im Zellkern  konnte  in  Zellen,  die  durch genetische  Deletion 

keine  Apoptosome formen können,  trotzdem die  Apoptose  über  den mitochondrialen  Weg 

induziert  werden.  Dadurch  ist  CLIC4  ein  mögliches  molekulares  Ziel  für  gezielte 

Krebszellabtötung [241].

Die  im  Gegensatz  zu  den  EFT-Zelllinien  geringere  Expression  von  CLIC4  in 

Neuroblastomzelllinien ließe sich durch deren starke MYCN-Expression erklären. Wie schon 

in Kapitel  6.1.1  beschrieben konkurrieren MYCC und MYCN um MAX um mit diesem zu 

dimerisieren und die Transkription von bestimmten Genen zu aktivieren. Da MYCN in den 

Zelllinien  SiMa  und  MHH-NB11  stark  exprimiert  sind,  lässt  dies  eine  Dimerisierung  von 

MYCC  und  MAX  um  die  Transkription  von  CLIC4  einzuleiten  aufgrund  der  Stochastik 

unwahrscheinlich  werden.  Somit  ist  z.B.  auch  der  über  CLIC4  geregelte  Apoptoseweg 

versperrt. Die Zellinie SH-SY5Y exprimiert zwar das Protein MYCC im Gegensatz zu MYCN 

stark, allerdings enthält diese Zelllinie einen DNA-Verlust im Bereich 1p36  [242], allerdings 

wird aus den Ergebnissen in [242] nicht klar, ob es sich um einen kompletten Verlust dieser 

Region handelt, oder nur um einen LOH (Verlust der Heterozygotie)  [243]. Da CLIC4 in SH-
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SY5Y exprimiert wird, wenn auch nur schwach, legt den Schluss nahe, dass es sich um einen 

LOH handelt.

6.1.7 Ezrin

Ezrin  (Abbildung  61,  Kapitel  5.6)  gehört  zur  Familie  der  ERM-Proteine  (Ezrin-Radixin-

Moesin), die eng miteinander verwandt sind, und für die reversible Anbindung von F-Actin an 

die Plasmamembran verantwortlich sind. Diese Funktion ist notwenig für die Erhaltung der 

Zellform, Zellanhaftung, Bewegung und Zellteilung [244], [245], [246], [247], [248].

In der Arbeit von Imoukhuede et al.  [249] konnte gezeigt werden, dass der Neurotransmitter 

Transporter  GAT1 durch F-Actin mithilfe  von Ezrin  fest  in die  Plasmamembran verankert 

wird. Dies sorgt dafür, dass dieser Transporter nicht mehr in der Plasmamembran wandern 

kann und somit eine hohe Dichte dieser  Transporter  an den Axonen und präsyntaptischen 

Spalten erhalten werden kann. Diese Fixierung wurde an Neuroblastomzellen gezeigt. 

Die  Hochregulierung  von  Ezrin  in  EFT-Zelllinien  um den  Faktor  2,3  kann,  in  Bezug  auf 

Iomukhuede et al. [249], dadurch erklärt werden, dass in Neuroblastomzelllinien ein größerer 

Teil des gesamten Ezrin fest an der Plasmamembran verankert ist als in EFT-Zelllinien und 

somit  für  die  2D  nicht  mehr  zur  Verfügung  steht.  Dadurch  erscheint  Ezrin  in  den  EFT-

Zelllinien hochreguliert. 

6.1.8 V-Typ Proton ATPase Subunit B (V-ATPase B)

V-Typ  ATPasen  (Abbildung  61,  Kapitel  5.6)  sind  zusammen  mit  Na+/K+-ATPasen  für  den 

Großteil  der  Energiebereitstellung  im  Neurotransmitter-Zyklus  (Ausschüttung, 

Wiederaufnahme und Anreicherung /Lagerung) in den Vesikeln innerhalb der Zelle zuständig 

[250].

Die  Hochregulierung  in  den  Neuroblastomzelllinien  um den  Faktor  1,8  lässt  sich  dadurch 

erklären, dass diese sich im Stadium der Differenzierung zu neuronalen Zellen befinden und 
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dadurch  der  Exozytose  vermehrt  Vesikel  bereitgestellt  werden  müssen.  Auch  bei  diesem 

Protein  kann  keine  Ein/  Aus  Regulierung  zwischen  den  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien 

festgestellt werden, sondern nur eine geringe Regulierung. Dies spricht dafür, dass sowohl EFT 

und Neuroblastome aus  einer  neuroektodermalen Vorläuferzelle  stammen, sich die  EFT im 

Stadium  der  Differenzierung  zur  mesenchymalen  Zelle  befinden,  aber  blockiert  sind  [37] 

(somit  sowohl  neuronale  als  auch  mesenchymale  Marker  tragen),  während  die 

Neuroblastomzellen sich weiter Richtung neuronalem Gewebe differenzieren.

6.1.9 Elongationsfaktor 1-γ (EF-1γ)

Der Elongationsfaktor 1 (Abbildung 62, Kapitel 5.6) besteht aus vier Untereinheiten (α-δ) und 

ist  am  Transfer  von  Aminoacyl-tRNAs  zu  den  Ribosomen  beteiligt.  [251].  Die  vier 

Untereinheiten  sind  hoch-abundant  und  können  zusammen  bis  zu  5%  des 

Gesamtproteinanteils  der  Zelle  ausmachen  [251].  Es  wird  vermutet,  das  EF-1γ  für  die 

Kontrolle  der  Translation  zuständig  ist  [252],  desweiteren  ist   EF-1γ  in  Darm-  und 

Bauchspeicheldrüsenkarzinomen  [252],  Ösophaguskarzinomen  [253],  sowie  weiteren 

Krebsarten [254]. 

Allerdings ist zu beachten, das Zelllinien eine bis zu 20-fach höhere Expression von EF-1 α, β 

und  γ  im  Vergleich  zum  Gewebe,  dem  sie  entnommen  wurden,  haben  [255].  Auch  eine 

Umwandlung  der  Zelllinien  in  Krebszellen  veränderte  die  Expression  nicht  stark  [255]. 

Deshalb  muss  davon  ausgegangen  werden,  dass  die  Expression  von  EF-1γ  in  allen  hier 

verwendeten  Zelllinien  stark  erhöht  ist  (im  Vergleich  zum  Ursprungsgewebe),  und  die 

differentielle  Expression  von  EF-1γ  zwischen  den  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien  der 

biologischen Variabilität der Anzucht geschuldet sein könnte.

6.1.10 Annexin A1

Annexin A1 (Abbildung 63, Kapitel 5.6) gehört wie Annexin A2 (Kapitel 6.1.5) zur Familie der 

Annexine und bindet abhängig von Ca2+ an die Plasmamembran. Die Kalzium-Ion Anlagerung 

resultiert in einer Konformationsänderung, durch die das Protein S100A11 sich an Annexin A1 
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anlagern kann und ein zweites Annexin A1-S100A11 Dimer binden kann. Es wird vermutet, 

dass  durch  diese  Konformationsänderung  Annexin  A1  auch  direkt  mit  anderen 

Plasmamembranen interagieren kann  [231] Das Protein Annexin A1 ist somit auch für  die 

Regulierung der Exocytose zuständig. Es konnte gezeigt werden, das Annexin A1 ein Inhibitor 

der  Hormon-Exocytose  im  neuroendokrinen  System  ist  [256].  Desweiteren  konnte  eine 

inhibierende  Wrikung  von  Annexin  A1  auf  die  Histaminausschüttung  von  Mastzellen 

festgestellt  werden  [257],  deshalb  wird  eine  allgemein  Rolle  von  Annexin  A1  bei  der 

Verhinderung der Exocytose angenommen [258]. 

Eine Hochregulierung von Annexin A1 um den Faktor 5,0 in EFT-Zelllinien könnte dadurch 

erklärt  werden,  dass  sich  Tumore  der  Ewing-Familie  im Stadium der  Differenzierung von 

neuroektodermalen Zellen zu mesenchymalen Zellen befinden [37] und deshalb die Exozytose 

neuronaler Hormone unterbunden /verringert wird.

6.1.11 Fazit

Durch die im Rahmen dieser Dissertation gefundenen differentiell regulierten Proteine, lässt 

sich  die  Hypothese  stärken,  nachdem  sowohl  Tumore  der  Ewing  Familie  als  auch 

Neuroblastome  eine  neurale  Vorgängerzelle  haben,  sich  Tumore  der  Ewing  Familie  zu 

mesenchymalem Gewebe entwickeln, aber in dieser Differenzierung blockiert sind  [37]. Die 

Ergebnisse  deuten  daraufhin,  dass  Neuroblastome  verstärkt  an  der  Exocytose  beteiligte 

Proteine  exprimieren.  Tumore  der  Ewing  Famile  exprimieren  auch scheinbar  verstärkt  an 

exozytotischen Vorgängen beteiligte Proteine, was sich allerdings dadurch erklären lässt, dass 

wenn diese  Proteine  frei  im Cytoplasma vorhanden sind und nicht  an der  Exocytose  von 

Vesikeln beteiligt sind, diese für die 2D zur Verfügung stehen. Daraus lässt sich schließen, dass 

die an der Exozytose beteilgten Protein bei Neuroblastomen „im Einsatz“ sind. Dies steht im 

Einklang mit der bei Tumoren der Ewing Familie stärkeren Expression von Annexin A1, dass 

für  eine  Inhibierung  der  Exocytose  von  Neurohormonen  [256],  [258],  zu  denen  auch 

Neurotransmitter zählen, beteiligt ist.
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Das  im  Rahmen  dieser  Arbeit  keine  „Totalregulierung“  von  zwischen  EFT-  und 

Neuroblastomzelllinien  differentiell  exprimierten  Proteinen  im  Sinne  einer  Ein/Aus-

Regulierung gefunden wurde stützt zusätzlich die Hypothese der neuralen Vorgängerzelle bei 

Tumoren der Ewing Familie.

6.2 Differentiell regulierte Proteine zwischen EWS/FLI1 Typ1 und Typ2 
Zelllinien

Im  Rahmen  dieser  Dissertation  wurde  erstmals  mit  DIGE  nach  differentiell  exprimierten 

Proteinen  zwischen  EWS/FLI1  Typ  1  und  Typ  2  Zelllinien  geforscht,  die  unterschiedliche 

klinische  Ausprägung  und  Prognosen  haben.  [259],[260].  Wie  schon  in  Kapitel  6.1 

angesprochen ist durch die strikte Auswahl von Proteinen, deren Expressionsniveau konsistent 

sich  über  eine  Tumorart  erstreckt,  mit  Nachteilen  bezüglich  von  nur  einem Subtyp  (hier: 

EWS/FLI1  Typ  1  oder  Typ  2)  von  Tumoren  der  Ewing  Familie  exprimierten  Proteine 

verbunden.  Um  für  einen  EWS/FLI1  Subtyp  spezifisch  exprimierte  Proteine,  und  somit 

potentielle  Biomarker  zur  Unterscheidung  dieser  beiden,  zu  finden,  wurden  die  DIGE-

Ergebnisse mit einer neue Gruppeneinteilung nach den exprimierten EWS/FLI1 Typen (unter 

Weglassung der Neuroblastomzelllinien) erneut untersucht. Wie aus den Abbildungen 66-71 

und  der  Tabelle  37  ersichtlich,  konnten  mit  IPG  3-12  39  differentiell  regulierte  Proteine 

detektiert werden (davon 20 identifiziert) und mit IPG 4-7 19 differentiell regulierte Proteine 

(davon 11 identifiziert)(Abbildungen 73-76, Tabelle  40).  Von diesen 27 Proteinen („unique“) 

sind nachfolgend eine Auswahl von zehn näher beschrieben und diskutiert.

6.2.1  60 kDa heat shock protein, mitochondrial (HSPD1)

HSPD1 (Abbildung 68, Kapitel 5.7) ist ein Protein der mitochondrialen Matrix und äußeren 

Mitochodrienmembran,  dass  durch Hitzestress,  Schäden am Mitochondrion und Abbau der 

mitochondrialen DNA verstärkt exprimiert wird  [261],  [262]. Es wird vermutet, dass HSPD1 

durch  Aktivierung  der  Caspase-Kaskade,  die  Apoptose  auslösen  kann  [263].  Eine 

Überexpression wurde in verschiedenen Krebsarten festgestellt [264] [265], [266], [267], [268], 

[269], [270], [271], allerdings ist die genaue molekulare Funktion von HSPD1  unbekannt [272].
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Dieses  Proteine  ist  in  EWS/FLI1  Typ1  exprimierenden  EFT-Zelllinien  um  den  Faktor  1,5 

hochreguliert.  Aufgrund der unverstandenen molekularen Funktion dieses Proteins ist keine 

Erklärung bezüglich der Regulierung zwischen den beiden EFT-Subtypen möglich.

6.2.2 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 (PKM2)

Die Pyruvat-Kinase PKM2 (Abbildung 68, Kapitel 5.7) katalysiert die Dephoshorylierung von 

Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat und stellt somit ein Schlüsselenzym der ATP Produktion in 

der Glykolyse dar [273]. Die Isoform M2 kann als aktives Tetramer oder als inaktives Dimer 

vorliegen, wodurch die Rate des Glucoseabbaus in der Zelle reguliert wird [273], die Isoform 

M1 ausschließlich als aktives Tetramer  [273]. Die Isoform M2 ist die embryonale Form des 

Proteins,  diese  wird  mit  fortschreitender  Differenzierung  von  Muskel-  und  Gehirngewebe 

durch  die  Isoform  M1  ersetzt.  Die  Isoform  M1  ist  eine  Splicing-Variante,  die  sich  in  23 

Aminosäuren von M2 unterscheidet. In anderen Gewebetypen wird die Isoform M2 durch die 

jewils gewebetypische Form ersetzt [273].

In vielen Tumorarten ist die Isoform M2 überexprimiert [273].

Das Protein PKM2 ist in Tumoren der Ewing Familie, die das Fusionsprotein EWS/FLI1 Typ1 

exprimieren 2,0-fach hochreguliert.  Diese  Hochregulierung könnte dadurch erklärt  werden, 

dass Zellen, die den Typ1 oder Typ2 exprimieren in unterschiedlichen Differenzierungsstadien 

blockiert sind. Es konnte durch die Massenspektrometrie nicht geklärt werden, ob es sich bei 

diesem Protein um die Isoform M1 oder M2 handelt,  eine Erklärungmöglichkeit wäre, dass 

diese  Isoformen  einen  unterschiedlichen  pI  besitzen,  wodurch  eine  Hochregulierung  einer 

Isoform  in  einer  Zelle  mit  einem  Typ  des  Fusionsproteins  automatisch  eine  verstärkte 

Expression  der  anderen  Isoform  in  den  Zellen  des  anderen  Fusionsproteintyps  bedeuten 

würde. Dies liese sich durch unterschiedliche Differenzierungsstadien der jeweiligen Zelllinien 

mit entsprechendem Typ des Fusionsproteins erklären. 
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6.2.3 T-complex Protein 1 subunit alpha, gamma, epsilon

Das T-complex protein 1 (Abbildungen 69 und 75, Kapitel 5.6 und 5.7) ist ein Chaperon, das 

zur  Gruppe  II  der  Chaperonine  gehört  [274],  und  die  Faltung  von  Actin  und  Tubulin 

unterstützt  [275] [276] [277].  Weitere  Interaktionspartner  sind  Luciferase  [278],  G  α-

Transducin [279], Cyclin E [280], Myosin [281], das Tumorsupressorprotein VHL (Von Hippel-

Lindau) [282] und den Septin-Komplex [283]. Das zur Zeit bekannte Interaktom des T-complex 

protein  1  umfasst  136  Proteine  und  Gene  [283].  Dieses  Protein  besteht  aus  7-9 

Hauptkomponenten,  die  zusammen  einen  doppelringförmigen  Heterooligomer  mit  einem 

Molekulargewicht von ca. 900 kDa bilden [275] [276] [277]. 

Die  Expression  dieses  Proteinkomplexes  ist  Zellwachstumsabhängig,  so  ist  das 

Expresssionslevel während der G1/S-Phase des Zellzyklus stark erhöht [284] [285], außerdem 

wurde eine Hochregulierung bei Darmkrebs gefunden [286].

Die  einzelnen Untereinheiten dieses  Proteinkomplexes  sind um den Faktor  1,5  (Alpha);  1,6 

(Gamma) und 1,8  (Epsilon)  in  EWS/FLI1  Typ1 exprimierenden  Zelllinien  (im Vergleich zu 

EWS/FLI1 Typ2-Zelllinien) hochreguliert. Aufgrund der Vielzahl der interaktionspartner dieses 

Proteinkomplexes  ist  es  nicht  möglich  eine  Hypothese  zu  erstellen  warum  dieser 

Proteinkomplex in EWS/FLI1 Typ1 Zelllinien verstärkt exprimiert wird.

6.2.4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (hnRNP L)

HnRNP L (Abbildung 69, Kapitel 5.7) ist ein im Zellkern stark exprimiertes Protein, das für die 

Entfernung von Introns aus der prä-mRNA oder das Überspringen von Exons (Exon skipping) 

zuständig  ist  [287],  [288].  Die  Erkennungssequenz  sind  sowohl  Wiederholungen  eines 

Cytosiin/ Adenin (CA-repeats) Motivs als auch Cytosin /Adenin -reiche (CA-rich) Regionen 

der  prä-mRNA  [289].  Die  Bindung  von  hnRNP  L  an  die  mRNA  kann  sowohl  zu  deren 

Stabilisierung [287] als auch deren Destabilisierung beitragen [290].
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Dieses Protein ist in EFT-Zelllinien, die den Typ1 des Fusionsproteins EWS/FLI1 exprimieren, 

um den Faktor 1,4 hochreguliert. Aufgrund der Vielzahl der Funktionen von hnRNP L kann 

hier  nicht  auf  eine  spezifische  biologische  Bedeutung  dieser  differentiellen  Regulierung 

zurückgeschlossen werden.

6.2.5 Stress-70 protein, mitochondrial (HSPA9)

HSPA9 (Abbildung 74, Kapitel 5.7) ist ein mitochondriales Chaperon, das für den Import von 

Proteinen in das Mitochondrion eine wichtige Rolle spielt  [291]. Es gehört zur Familie der 70 

kDa  Heat  Shock  Proteine  (HSP70)  und  ist  die  einzige  ATPase  im  mitochondrialen 

Importkomplex [292], [293]. Das Protein nimmt Teil an der Faltung und dem Einbau von Fe-S-

Clustern in mitochondriale Proteine  [294]. Eine Überexpression von HSPA9 unterdrückt die 

pro-apoptotische Eigenschaften verschiedener Substanzen [291]. 

Die Hochregulierung dieses Proteins um den Faktor 1,3 in den EFT-Zelllinien, die den Typ1 

des  EWS/FLI1-Fusionproteins  exprimieren,  könnte  mit  der  Hochregulierung  des  Proteins 

Aconitate hydratase, mitochondrial zusammenhängen, da dieses Protein Fe-S-Cluster enthält 

[294].

6.2.6 Gamma-enolase (NSE)

Die  Enolase  (Abbildung  74,  Kapitel  5.7)  ist  ein  Enzym  der  Glykolyse  und  katalysiert 

Umwandlung  von  2-Phosphoglycerat  zu  Phosphoenolpyruvat  [295],  [296].  Die  Enolase 

existiert  in  drei  Isoformen,  wobei  die  γ-Enolase  ausschließlich  in  neuronalem  Gewebe 

gefunden wird [297]. Die γ-Enolase wird verstärkt in Neuroblastomen exprimiert [298].

Die  γ-Enolase  wird  in  EWS/FLI1  Typ2  exprimierenden  Zellen  um  den  Faktor  1,4  stärker 

exprimiert als in Zellen, die EWS/FLI1 Typ1 exprimieren. Die Hochregulierung in Typ2 Zellen 

könnte  dadurch  erklärt  werden,  dass  diese  Zellen  in  ihrer  Differenzierung  näher  am 

neuronalen Zelltyp blockiert sind als Zellen, die den Typ1 exprimieren. 
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6.2.7 ATP synthase subunit beta, mitochondrial (ATP5B)

Die  β-Untereinheit  der ATP-Synthase  ist  der  katalytische  Teil  der  F1-Domäne  der 

mitochondrialen  F1F0-ATP Synthase  [299],  [300].  Durch diesen  Komplex  wird  durch einen 

Protonenfluss ATP synthesiert [300], [301].

Dieses Protein (Abbildung 74, Kapitel 5.7) ist in den EWS/FLI1 Typ1 exprimierenden Tumoren 

der  Ewing  Familie  um  den  Faktor  1,4  hochreguliert.  Dies  könnte  auf  einen  verstärkten 

Glucoseabbau  in  diesen  Zellen,  im  Verbund  mit  der  in  Kapitel  6.2.2  beschriebenen 

Transfomation  der  Isoformen  der  Pyruvatkinase  PKM2  bei  Zelldiffernzierung.  Die 

Hochregulierung  der  ATP-Synthase  könnte  darauf  hindeuten,  dass  in  EWS/FLI1  Typ1 

exprimierenden  Zellen  verstärkt  die  Isoform M1  der  Pyruvatkinase  vorliegt,  da  diese,  im 

Gegensatz zur Isoform M2, keine inaktive Form hat. Die würde bedeuten, dass EWS/FLI1 Typ2 

exprimierende Zellen weiter Richtung neuronaler Vorläuferzelle (=undifferenzierter) in ihrer 

Differenzierung blockiert wären.

6.2.8 Septin-2

Septin-2  (Abbildung 76,  Kapitel  5.7)  ist  bereits  in  Kapitel  6.1.3  ausführlich  dargestellt.  Die 

Hochregulierung  um  den  Faktor  1,5  in  EWS/FLI1  Typ2  exprimierenden  Zelllinien  (im 

Vergleich zu EWS/FLI1 Typ1 exprimierenden Zelllinien) könnte ein Hinweis darauf sein, das 

Zelllinien, die den Typ2 exprimieren, näher am neuronalen Gewebetyp sind.

6.2.9 Heat shock protein beta-1 (HSPB1)

HSPB1 (Abbildung 76, Kapitel 5.7) ist ein hoch konserviertes Chaperon, dass vorübergehend 

bei  zellulärem  Stress  induziert  wird.  Seine  Aufgaben  umfasst  die  Erleichterung  der 

Proteinfaltung, Transport und Konformationsänderungen von Proteinen [302]. Zusätzlich kann 
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HSPB1  apoptotische  Stoffwechselwege  blockieren,  oxidativem  Stress  entgegenwirken  und 

Veränderungen am Zytoskelett bewirken  [303] [304],  [305]. Neuere Untersuchungen deuten 

auf eine Rolle von HSPB1 beim Herauswachsen von Axonen und der Zelldifferenzierung hin 

[306]. 

Die höhere Expression dieses Proteins um den Faktor 2,4 in EWS/FLI1 Typ2 exprimierenden 

Zelllinien ließe sich durch verschiedene Differenzierungsstadien der zwei Subtypen erklären, 

wobei EWS/FLI1 Typ2 näher am neuronalen Zelltyp wäre, als EWS/FLI1 Typ1. 

6.2.10 Fazit

Die  Ergebnisse  der  DIGE-Experimente  legen  nahe,  dass  Zellen,  die  das  Fusionsprotein 

EWS/FLI1 Typ 2 exprimieren mehr dem neuronalen Zelltyp entsprechen und damit früher in 

ihrer Differenzierung blockiert sind als Zellen, die den Typ 1 exprimieren. Eine größere Nähe 

zum neuronalen Zelltyp sollte auch eine verstärkte Exozytose bedingen, was eine Erklärung 

für die stärkere Metastasierungsneigung der Typ2 exprimierenden Zellen wäre [175].
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6.3 Differentielle Glykoproteomanalyse von EFT- und NB-Zelllinien

Wie schon in der Einleitung erwähnt, spielen Glykosylierungen bei der Enstehung von Krank­

heiten eine wichtige Rolle [7][8][9][10][11]. Dies gab den Ausschlag im Rahmen dieser Disser­

tation nach differentiell glykosylierten Proteinen zwischen EFT- und Neuroblastomzelllinien 

zu suchen. Folgend sind die Proteine beschrieben, die als entweder differentiell glykosyliert 

oder  als  differentiell  exprimiert  betrachtet  werden  können,  da diese  Proteine  nicht  in  den 

DIGE-Experimenten auffindbar waren und sich somit keine Aussage betreffend differentielle 

Glykosylierung und/oder differentieller Expression treffen lässt. Die in Kapitel 5.8 identifizier­

ten Proteine (Tabelle 42) werden im folgenden ausführlich diskutiert:

6.3.1 Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial (HADHA)

Das Protein HADHA (Abbildung 77, Kapitel 5.8) ist an der mitochondrialen β-Oxidation von 

Fettsäuren beteiligt und hat drei verschiedene katalytische Aktivitäten: Langkettige Enoyl-CoA 

Hydratase,  langkettige  3-Hydroxyacyl-CoA  Dehydrogenase  und  langkettige  3-Ketothiolase 

[307].  Ein  Defekt  dieses  Proteins  führt  zur  long-chain  3-hydroxyacyl  coenzyme  A 

dehydrogenase  (LCHAD)  deficiency [308]. Es  wird  zusätzlich  vermutet,  dass  eine 

Fehlregulierung von HDAHA ein begünstigender Faktor bei der Entwicklung einer kardialen 

Hypertrophie ist [309]. 

Dieses  Protein  ist  in  den Zelllinien der  Ewing Familie  von Tumoren im Vergleich  zu den 

Neuroblastomzelllinien entweder differentiell reguliert oder neo-glykosyliert. Es könnte auch 

eine Deglykosylierung dieses Proteins in den Neuroblastomzelllinien vorliegen. 

In der  Literatur gibt  es keine Hinweise,  die den Unterschied in der  Regulierung und/ oder 

Glykosylierung zwischen den beiden Tumorarten erklären könnte.
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6.3.2 Lamin-B1 (LMNB1)

Lamin-B1 (Abbildung 78, Kapitel 5.8) ist die Hauptkomponente des Laminas des Zellkerns und 

ist an der Kontrolle der Genexpression beteiligt, sowie an der DNA-Replikation, -Reparatur 

und -Transkription [310], [311], [312]. Durch den Transkriptionsfaktor Oct-1 ist LMNB1 an der 

Kontrolle von oxidativem Stress beteiligt [313]. Durch Phosphorylierung von LMNB1 tritt die 

Zelle,  durch den Fortschritt  des G2/M Zellzyklus,  in den Teilungsphase  ein  [314].  Es wird 

angenommen,  das  eine  Fehlregulierung  dieses  Proteins  einige  Schlüsselprozesse  bei  der 

Krebsentstehung  in  Gang  setzt  [315].  Eine  Überexpression  von  Lamin-B1  führt  zur 

Leukodystrophie, einer degenerativen Erkrankung des zentralen Nervensystems [316].

Die Veränderungen im Glykoproteinmuster  zwischen den EFT- und Neuroblastomzelllinien 

deuten auf eine „fehlende“ Isoform von Lamin B1 hin. Ob das Fehlen auf eine differentielle 

Glykosylierung und/ oder auf eine differentielle Regulierung zurückzuführen ist, kann nicht 

bestimmt  werden,  da  dieses  Protein  in  den  DIGE-Versuchen  nicht  detektiert  wurde.  Eine 

weitere Möglichkeit die ein verändertes Glykoproteinmuster  ergeben würde, wäre z.B. eine 

weitere posttranslationale Modifikation, die den pI des Proteins beeinflussen würde.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden keine Daten bezüglich der Expression der Proteine im 

Vergleich  zu  Normalgewebe  erhoben,  deshalb  lässt  sich  keine  Aussage  ob  des 

Expressionsniveaus  dieses  Proteins  in  EFT-Zelllinien  treffen.  Die  Auswirkungen  einer  im 

Vergleich zu Normalgewebe geringeren Expression dieses Proteins sind in der Literatur nicht 

beschrieben.

6.3.3 ATPase family AAA domain-containing protein 3A (ATAD3A)

Über das Protein ATAD3A (Abbildung 80, Kapitel 5.8) ist nur sehr wenig bekannt. Es trägt 

eine Phophorylierungsstelle  [317] und ist  ein für  Blasten der  akuten myeloische Leukämie 

spezifisches Zelloberflächenantigen [318].
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Ein  Fehlen  dieses  Proteins  auf  den  Western-Blots  könnte  dadurch  erklärt  werden,  wenn 

ATAD3A in Neuroblastomzelllinien ein Zelloberflächenantigen ist.

6.3.4 Fazit

Durch die Analyse des Glykoproteoms konnten Proteine detektiert werden, die Aufgrund ihrer 

differenziellen  Glykosylierung  bzw.  Regulierung,  als  potentielle  Biomarker  zur 

Unterscheidung  der  beiden  verwendeten  Tumorarten  herangezogen  werden  könnten.  Dies 

erfordert jedoch Verifizierung durch die Untersuchung mit weiteren Zelllinien und klinischen 

Tumorproben.  Der  Vorteil  der  Western-Blots  ist  durch  das  Fehlen  eines  internal  pooled 

standards gegeben,  so  können die  im Rahmen dieser  Dissertation  gewonnenen Ergebnisse 

leicht  mit  darauf  aufbauenden  Experimenten  anderer  Arbeitsgruppen  verglichen  werden. 

Einen  Einblick  in  die  Stoffwechselvorgänge  der  beiden  Tumorarten  konnte  durch  diese 

Glykoproteomanalyse nicht gewonnen werden.
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6.4 Differentiell regulierte Proteine zwischen EFT- und NB-Zelllinien in der 
Literatur

Im nachfolgenden wird auf die Arbeit von Zanini et al. [3] aus dem Jahr 2008 eingegangen, bei 

der drei EFT- gegen drei Neuroblastomzelllinien verglichen wurden. Dies ist die einzige Arbeit 

bis dato, die sich mit differentiell exprimierten Proteinen zwischen diesen beiden Tumorarten 

beschäftigt. Die von Zanini et al. detektierten, zwischen EFT- und NB-Zelllinien differentiell 

regulierten  Proteine  (siehe  Tabelle  59)  konnten  in  dieser  Arbeit  nicht  bestätigt  werden. 

Interessanterweise sind drei der fünf von Zanini et al. detektierten Proteine in dieser Arbeit 

zwischen verschiedenen EFT-Subtypen (EWS/FLI1 Typ1 bzw. Typ2) als differentiell exprimiert 

detektiert worden (siehe Tabelle 59).

Proteinname Regulierungsfaktor 
(NB/EFT)

Acc. Nr. Uniprot

Heat shock cognate 71 kDa protein +2,9 P11142

Heat shock 70 kDa protein 1 +4,5 P08107

Stress-70 protein, mitochondrial +2,3 P38646

60 kDa heat shock protein, mitochondrial +2,7 P10809

Heat shock protein beta-1 +32 P04792

Tabelle 59: In der Arbeit von Zanini et al. detektierte, zwischen EFT- und NB-Zelllinien differentiell regulierte 
Proteine. Fett geschriebene Proteine wurden im Rahmen dieser Dissertation zwischen EWS/FLI1 Typ1 und Typ2 
exprimierenden Zelllinien als differentiell reguliert detektiert.

Die  Abweichungen  zwischen  der  Arbeit  von  Zanini  et  al.  und  dieser  Dissertation  liegen 

wahrscheinlich  in  der  hier  höheren  Anzahl  von  Zelllinien  begründet.  Außerdem  ist  zu 

beachten,  dass die in  [3] verwendete  Silberfärbung sich nicht gut zur Quantifizierung von 

Expressionsunterschieden von Proteinen eignet [141].
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6.5 Methodenentwicklung zur Vorfraktionierung von Proteinen mit pI > 7

Wie  aus  Tabelle  55  ersichtlich  sind  von  insgesamt  29  erstmalig  identifizierten  Proteinen 

(detektierten Isoformen sind hier nicht mitgezählt) 9 Proteine der Klasse der niedrig-abundaten 

Proteine zuzuordnen, die einen pI bis  10,6 haben. Somit konnte mit vergleichsweise gering 

auflösenden, weiten pH-Gradienten (IPG 3-12) schon ein beträchtlicher Anteil erstmalig (d.h. 

bisher nicht in der Protecs-Datenbank [176], [177], [178], [179], [180], [181], [182], [183], [184], 

[185],  [186] aufgeführt)  identifizierter  Proteine  (29  von  53  identifizierten  Proteine  (ohne 

Isoformen) mit einem pI  ≥ 7) gefunden werden. Zusätzlich konnte ein hoher Anteil niedrig-

abundater  Proteine  gefunden  werden,  der  darauf  schließen  lässt,  das  mit  engeren  pH-

Gradienten, durch die höhere Auflösung, weitere niedrig-abundante Proteine zu finden sein 

werden. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt, da es hier primär um die 

erstmalige  Schaffung  einer  Möglichkeit  ging,  Proteine  mit  einem  pI  ≥ 7  mithilfe  eines 

Trägerampholytgradienten vorzufraktionieren. Die Abreicherung der ribosomalen Proteine hat 

im  Vergleich  zum  unbehandelten  Proteinextrakt  nur  wenige  neue  Proteine  identifizierbar 

gemacht. Bei der alleinigen Betrachtung des ribosomal abgereicherten Extrakts sind allerdings 

von  11  erstmals  identifizierten  Proteinen  5  Proteine  nicht  im  Normalextrakt  nachweisbar 

gewesen.

6.6 Methodenentwicklung zur 2D-elektrophoretischen Trennung von 
integralen Membranproteinen

Bisherige Verusche zur 2D-elektrophoretischen Trennung von integralen Membranproteinen 

waren eher von bescheidenen Erfolgen gekrönt und stellt die 2D-Elektrophoerese vor große 

Herausforderungen [14]. In dieser Arbeit wurde versucht diese Probleme zu überwinden.

Durch  die  Verwedung  von  50%  Acetonitril  sowohl  im  Lyse-  als  auch  im  Quellpuffer 

ermöglicht mehr integralen Membranproteinen den Übergang in die zweite Dimension, im 

Gegensatz  zur  reinen  Verwendung  von  Detergenzien  als  Solubilisierungshilfe  von 

Membranproteinen. Allerdings sind in den komplexen Proben fast ausschließlich Proteine mit 

einem  negativen  GRAVY  gefunden  worden,  was  jedoch  auch  bei  der  Trennung  von 



6 Diskussion 247

Membranproteinen mittels SDS-PAGE und MALDI-ToF MS [162] beobachtet wurde.  Auch die 

Zahl der Transmebrandomänen liegt hauptsächlich im Bereich von eins bis drei. 

Zusammen  mit  dem  Ergebnis  der  erstmalig  ermöglichten  Transferierung  von 

Bacteriorhodopsin in die zweite Dimension (bisherige Versuche waren erfolglos  [177],  [188]) 

lässt sich sagen, dass im Modellsystem integrale Membranproteine mit 6 TMDs und einem 

GRAVY von 0,72 durch die 2DE getrennt werden können, in realen (komplexen) Proben die 

Trennleistung der  in dieser Arbeit entwickelten Quell- und Lysepuffer leidet. Allerdings ist zu 

beachten, dass die größte Anzahl von hydrophoben Proteine mit hoher Anzahl an TMDs im 

pH-Bereich 6-12 liegt, aber hier eine Vorfraktionierung des Membranproteinextrakts vonnöten 

ist, da diese häufig niedrig-abundant sind [15],[16]..
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7 Zusammenfassung

7.1 Differentielle Proteomanalyse von EFT- und NB-Zelllinien

Im Rahmen dieser  Dissertation wurde eine differentielle Proteomanalyse von Zelllinien der 

Ewing  Familie  von  Tumoren  (EFT)  und  Neuroblastomzelllinien  durchgeführt  um  einen 

Einblick in die unterschiedlichen Stoffwechselvorgänge in beiden Tumorarten zu erhalten und 

potentielle Tumormaker aufzuzeigen.

Durch die Verwendung der Difference Gel Electrophoresis (DIGE)-Technologie konnte nicht 

nur  Einblick  in  die  Stoffwechselvorgänge  der  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien  gewonnen 

werden,  es  ließen  sich  auch  die  differentiell  exprimierten  Proteine  quantitativ  erfassen. 

Zunächst wurden die differentielle Proteomanalyse mit einem Zelllinienkontingent bestehend 

aus 3 EFT- und 2 NB-Zelllinien durchgeführt. Dies ergab 32 differentiell regulierte Proteine im 

pH-Bereich  3-12,  die  hauptsächlich  den Gruppen der  Enzyme,  Transporter,  Plasmaproteine 

und potentiellen Krebsbiomarker angehören. Durch die Aufstockung der Zahl der Zelllinien 

auf 6 EFT- und 3 NB-Zelllinien ließ sich die Zahl der als differentiell exprimiert detektierten 

Proteine auf zehn senken. Dies bedeutet, dass der Anteil an falsch-positiven (die der zunächst 

geringeren Zelllinien-Anzahl geschuldet  ist)  um knapp zwei  Drittel  senken ließ,  indem die 

Anzahl der Zelllinien erhöht wurde. Diese moderate Erhöhung der Anzahl der Zelllinien hat 

den Vorteil, dass der Versuchsaufbau nicht allzu vergrößert wird und somit im Rahmen des 

Machbaren  bleibt,  und  trotzdem  die  Zahl  der  falsch-positiv  als  differentiell  exprimiert 

detektierten Proteine stark absenkt. Von diesen zehn Proteinen gehören Septin-2, Annexin A1 , 

Annexin A2 und Ezrin  zur  Klasse  der  protentiellen  Krebsbiomarker.   und es  lies  sich die 

Hypothese stärken, nachdem sowohl Tumore der Ewing Familie als auch Neuroblastome sich 

aus  einer  neuronalen  Vorläuferzelle  entwickeln,  aber  in  verschiedenen  Stadien  ihrer 

Differenzierung blockiert sind (z.B die differentielle Regulierung von Septin-2 und der V-Typ 

Proton  ATPase  Subunit  B)  .  Die  verstärkte  Expression  von  an  der  Exocytose  beteiligten 

Proteinen (z.B.  V-tpye Proton ATPase Subunit  B,  Septin-2) bei  Neuroblastomen könnte ein 

Hinweis auf das Metastasierungspotential  der Neuroblastomzelllinien sein, hierzu sind aber 

aufgrund fehlender Metastasierungsversuche keine Daten verfügbar. 
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7.2 Differentiell regulierte Proteine zwischen EFT- und NB-Zelllinien in der 
Literatur

Bisherige  Proteomdaten  der  zwischen  EFT-  und  Neuroblastomzelllinien  differentiell 

exprimierten  Proteine  konnten  im  Rahmen  dieser  Arbeit  nicht  bestätigt  werden. 

Interessanterweise  sind  drei  der  fünf  in  der  Arbeit  von  Zanini  et  al.  (2008)  angegebenen 

Proteine  innerhalb  der  EFT-Subtypen  EWS/FLI1  Typ1  bzw.  Typ2  differentiell 

exprimiert( Stress-70 protein, 60 kDa heat shock protein und Heat shock protein beta-1). Die 

unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich wahrscheinlich auf die in dieser Dissertation höhere 

Anzahl der verwendeten Zelllinien und auf die Quantifizierungsprobleme der in der Arbeit 

von Zanini et al. (2008) verwendeten Silberfärbung zurückführen.

7.3 Differentielle Proteomanalyse von EWS/FLI1 Typ1/Typ2 Zelllinien

Um  das  unterschiedliche  klinische  Verhalten  der  verschiedenen  EFT-Subtypen,  die  sich 

hinsichtlich  der  Aggresivität  (Tumorwachstum,  Verbreitung  von  Metastasen, 

Metastasenwachstum) unterscheiden, näher zu beleuchten wurden 3 EWS/FLI1 Typ1 Zelllinien 

mit 2 EWS/FLI1 Typ2 Zelllinien mithilfe der DIGE Technologie miteinander verglichen. Durch 

diesen Vergleich konnten 27 „unique“ (ohne deren Isoformen und doppelten Detektionen in 

den  unterschiedlichen  IPGs)  Proteine  als  differentiell  exprimiert  detektiert  werden,  die 

hauptsächlich den Proteinklassen der Enzyme, potentiellen Krebsbiomarker, Transporter und 

Plasmaproteine zugeordnet werden können.

Durch die zwischen EWS/FLI1 Typ1 und Typ2 Zelllinien differentiell  exprimierten Proteine 

(z.B. 60 kDa heat shock protein, Pyruvate kinase isozymes M1/M2, T-complex protein, hnRNP 

L,  Stress-70  Protein,  gamma-Enolase,  ATP-synthase  subunit  beta,  Septin-2  und heat  shock 

protein  beta-1)   wird  der  Schluss  nahe  gelegt,  dass  die  Tumorarten mit  unterschiedlichen 

Fusionsproteinen  in  verschiedenen  Differenzierungsstadien  blockiert  sind  (z.B.  die 

Hochregulierung von Heat shock protein beta-1, Septin-2 und gamma-Enolase in EWS/FLI1 

Typ2  Zelllinien).  Die  stärkere  Nähe  von  Zelllinien,  die  EWS/FLI1  Typ2  exprimieren,  zum 

neuronalen Zelltyp könnte eine Erklärung für deren höhere Metastasierungsneigung sein.
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7.4 Differentielle Glykoproteomanalyse von EFT- und NB-Zelllinien

Die  differentielle  Gylkoproteomanalyse  brachte  drei  für  eine  Tumorart  spezifische 

Glykosylierungen von Proteinen hervor, diese Proteine (Trifunctional protein subunit alpha, 

Lamin B-1 und ATPase family AAA containing protein 3A) gaben jedoch keinen erweiterten 

Einblick  in  die  Stoffwechselvorgänge  der  einzelnen  Tumorarten.  Die  Glykoproteine  stellen 

dennoch eine interessante Klasse dar, da dieses, für eine Tumorart typische 2D-Muster, schon 

mit  dem  bloßen  Auge  unterschieden  werden  kann.  Allerdings  sind  weitere  Studien  mit 

weiteren  Zelllinien  und  klinischen  Tumorproben  nötig  um  diese  Ergebnisse  abzusichern, 

jedoch  stellen  die  identifizierten  Glykoproteine  jetzt  schon  potentielle  Biomarker  zur 

Differentialdiagnostik dar.

7.5 Methodenentwicklung zur 2D-elektrophoretischen Vorfraktionierung 
von niedrig abundanten Proteinen mit einem pI > 7

Die Vorfraktionierung von Proteinen mit einem pI > 7 in Gelen aus granuliertem Sephadex 

wurde  soweit  entwickelt,  dass  diese  Klasse  von  Proteinen  zufriedenstellend  in  Bezug  auf 

Trennschärfe  und Reproduzierbarkeit  getrennt  werden  konnte.  Die  Ergebnisse  zeigen,  dass 

schon mit vergleichsweise geringer Proteinbeladungsmenge von 3 mg aus Bacillus subtilis und 

einem  in  seinem  Auflösungsvermögen  begrenzten  weiten  pH-Gradienten  (IPG  3-12)  eine 

Vielzahl an bisher nicht durch 2D-Elektrophorese identifizierter Proteine getrennt und sichtbar 

gemacht  werden  konnte,  darunter  auch ein  hoher  Anteil  von sogenannten  low-abundance 

Proteinen.  Die  im  Rahmen  dieser  Dissertation  entwickelte  Methode  stellt  somit  eine 

brauchbares Grundgerüst für weitere Optimierungen der Trennung von Proteinen mit einem 

pI > 7  mithilfe eines Trägerampholytgradienten in Gelen aus granuliertem Sephadex dar.

7.6 Methodenentwicklung zur 2D-elektrophoretischen Trennung von 
integralen Membranproteinen

Die  Methodenentwicklung  zur  2D-elektrophoretischen  Trennung  von  integralen 

Membranproteinen zeigt zumindest im Modellversuch mit Bacteriorhodopsin erste Erfolge, in 
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komplexen Proben aus Zellextrakten von  Bacillus subtilis und  Corynebacterium glutamicum 

ist  ihre  Leistungsfähigkeit  noch  eingeschränkt.  Diese  Methode  stellt  aber  dennoch  einen 

verbesserten Ansatz zur Auftrennung von integralen Membranproteinen mithilfe der 2DE dar, 

da schon die alleinige Zugabe von 50% Acatonitril in den Rehydratisierungspuffer der IPG-

Streifen, die Zahl der auf den 2D-Gelen aufzufindenden integralen Membranproteine mehr als 

verdoppelt wurde,  allerdings nur eine relativ geringe Anzahl gemessen an der Zahl der zu 

erwartenden Membranproteinen.
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8 Abstract

8.1 Differential proteome analysis of Ewing Family of Tumors and 
Neuroblastoma cell lines

In  this  work  a  differential  proteome  analysis  of  Ewing  Family  of  Tumors  (EFT)  and 

Neuroblastoma (NB)  cell  lines  was  performed to  get  a  deepened insight  into the different 

metabolic processes of both tumor types and to identify candidate cancer biomarkers.

By applying the DIGE Technology not only insight into those metabolic processes was gained, 

the differentially expressed proteins could also be quantitated.

First, a differential proteome analysis of 3 EFT- and 2 NB cell lines was performed and a total 

of 32 differntially regulated Proteins was detected. This proteins belong mostly to the classes of 

enzymes, transporter, plasma proteins and candidate cancer biomarkers. This experiment was 

repeated with more cell lines (6 EFT and 3 NB), which significantly reduced the amount of 

differentially regulated proteins to a total of ten. By this approach I was able to reduce the 

amount of false-positve detected proteins by about two third just by increasing the amount of 

cell lines. This moderate increase of cell lines has the advantage not only to reduce the amount 

of false-postives, it also doesn´t expands the experimental setup to too big sizes, so it remains 

inside the bounds of possibility. Those ten portein include Septin-2, Annexin A1, Annexin A2 

and Ezrin as candidate cancer biomarkers. The hypothesis could be strenghtend that tumors of 

the Ewing Family and Neuroblastomas arise both form the same precursor cell but are blocked 

in different states of their differentiation (for exaple: differential regulation of Septin-2 and V-

Type  prtoein  ATPase  subunit  B).  The  increased  expression  of   proteins  of  the  exocytosis 

complex in Neuroblastoma cell lines could be a hint to their metastasis potential, but due to 

missing metastasis experiments no data is avaiable.
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8.2 Differentially expressed proteins in EFT- and NB cell lines in literature

The differentially expressed proteins between EFT- and NB cell lines from literature could not 

been  confirmed.  Interestingly,  three  out  of  this  five  proteins  are  detected  as  differentially 

expressed between EFT Subtypes EWS/FLI1 Type1 and EWS/FLI1 Type2 (Stress-70 protein, 60 

kDa heat shock protein and Heat shock protein beta-1). These diverse results could be due to 

the higher amount of cell lines used in this work or the problems of protein-quantification of 

the silver staining method used in the work of Zanini et al. (2008).

8.3 Differential proteome analysis of EWS/FLI1 Type1/ Type2 cell lines

To get  a better  insight  into the  different  clinicla behaviour  of  the  different  EFT-subtypes, 

whcih differ in their aggressivness  (growth of tumor, spreading of metastases and growth of 

metastases) three EWS/FLI1 Type1 and two EWS/FLI1 Type2 tumor cell lines were compared. 

By this compasrison 27 „unique“ (viz. without also detected isoforms or doubled detections in 

the different IPGs) Proteins could be detected to be differentially expressed.  These proteins 

belong  to  the  classes  of  enzymes,  transporter,  plasma  proteins  and  candidate  cancer 

biomarkers.

By  those  differentially  expressed  proteins  (  60  kDa  heat  shock  protein,  Pyruvate  kinase 

isozymes  M1/M2,  T-complex  protein,  hnRNP  L,  Stress-70  Protein,  gamma-Enolase,  ATP-

synthase subunit beta, Septin-2 und heat shock protein beta-1) the conclusion could be made, 

that EWS/FLI1 Type1/ Type2 tumors are blocked in different states of theier differentiation 

(for example the up-regulation of heat-shock protein beta-1, Septin-2 and gamma-enolase in 

EWS/FLI1 Type2 cell lines). The proximity of EWS/FLI1 Type2 cell lines to the neuronal cell 

type could be an explanation for their increased potential to form metastases.
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8.4 Differential glycoproteome analysis of EFT- and NB cell lines

The differential  glycoproteome analysis  showed three  for  a tumor type specific  pattern of 

glycosylation of proteins, but these three proteins (Trifunctional protein subunit alpha, Lamin 

B-1 and ATPase family AAA containing protein 3A) gave no deeper insight into the metabolic 

processes of the different tumor types. However, these glycoproteins are a interessting class, 

because the 2D glycosylation pattern, which is specific for a tumor type, can be discriminated 

by  the  naked  eye.  More  studies  are  need  to  ensure  these  results,  but  the  identified 

glycoproteins are by now potential biomarker for differential diagnosis.

8.5 Method development for 2D-eletrophoretical separation of low-
abundant proteins with a pI > 7

Prefractionation of proteins with a pI > 7 in gels of granulated Sephadex was developed to a 

point  at  which  this  protein  class  can be  separated  satisfying  pertaining  to  selectivity  and 

reproducibility. The results show that even with a small sample loading of 3 mg from Bacillus  

subtilis and  a  IPG 3-12  (wide  pH-range  and  therefore  a  small  resolution)  a  multitude  of 

proteins,  prior  not available  for  2DE, can be identified.  Also a high rate  of  low abundant 

proteins could have benn identified for the first time. The method developed in this work is 

therefore a useful basic framework for further optimization steps for the separation of proteins 

with a pI > 7 in carrier amphlyte gradients in gels made of granulated Sephadex.

8.6 Method development for separation of integral membrane proteins by 
2DE

The development of a method to separate integral membrane proteins by 2DE is successful in 

modell experiment with Bacteriorhodopsin, but the capability in complex samples made of cell 

extracts from Bacillus subtilis and Corynebacterium glutamicum is still limited. However, this 

method  is  still  an  improved  attempt  for  separating  integral  membrane  proteins  by  2DE, 

because the addition of 50% acetonitrile into the IPG strip rehydration buffer of the IPG strips 

double the amount of integral membrane proteins found on a 2D gel, but still in low numbers.
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In nachfolgenden Anhang sind sämtliche mittels Massenspektrometrie identifizierte Proteine 

im pH-Bereich 3-12 aufgelistet.  Die  Aufzählungsnummern korrespondieren  mit den in der 

Abbildung 14 in Kapitel 5.1.1 angegebenen Nummern.  Die Spalte pI gibt den isoelektrischen 

Punkt, die Spalte MW das Molekulargewicht an. Die Spalte „Power“ gibt die Teststärke an. Der 

q-Wert gibt die erwartete falsch-positiv Rate der hier aufgelisteten Proteine an. pI-exp.,  pI-

theor., MW-exp. Und MW-theor. geben den experimentell gefundenen bzw. den theoretischen 

isoelektrischen  Punkt  bzw.  das  Molekulargewicht  an.  Peptide  gibt  die  Anzahl  der  im 

Massenspektrometer  detektierten  Peptide,  Score  C.I.%  drückt  die  Wahrscheinlichkeit  einer 

korrekten Identifizierung des Proteins (Score) in Prozent aus. Die Abkürzungen der Klassen 

sind in Anhang V ersichtlich.
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Anhang II Identifizierte Proteine mit IPG 4-7 

In nachfolgenden Anhang sind sämtliche mittels Massenspektrometrie identifizierte Proteine 

im  pH-Bereich  4-7  aufgelistet.  Die  Aufzählungsnummern  korrespondieren  mit  den  in  der 

Abbildung 15 in Kapitel 5.1.2 angegebenen Nummern.  Die Spalte pI gibt den isoelektrischen 

Punkt, die Spalte MW das Molekulargewicht an. Die Spalte „Power“ gibt die Teststärke an. Der 

q-Wert gibt die erwartete falsch-positiv Rate der hier aufgelisteten Proteine an. pI-exp.,  pI-

theor., MW-exp. Und MW-theor. geben den experimentell gefundenen bzw. den theoretischen 

isoelektrischen  Punkt  bzw.  das  Molekulargewicht  an.  Peptide  gibt  die  Anzahl  der  im 

Massenspektrometer  detektierten  Peptide,  Score  C.I.%  drückt  die  Wahrscheinlichkeit  einer 

korrekten Identifizierung des Proteins (Score) in Prozent aus. Die Abkürzungen der Klassen 

sind in Anhang V ersichtlich.
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Anhang III Differentiell exprimierte Proteine EWS/FLI1 
Typ1/Typ2 mit IPG 3-12

Nachfolgend sind die ausführlichen grafischen Darstellungen der zwischen EWS/FLI1 Typ1 

und Typ2 differentiell exprimierten Proteine im pH-Bereich 3-12 aufgeführt.
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Anhang IV Differentiell regulierte Proteine EWS/FLI1 Typ1/Typ2 
mit IPG 4-7

Nachfolgend sind die grafischen Darstellungen der zwischen EWS/FLI1 Typ1 und Typ2 diffe­

rentiell exprimierten Proteinen im pH-Bereich 4-7 aufgeführt.
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