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1 Zusammenfassung

Proteomanalysen drangen derzeit in den Vordergrund,Strukturen, Funktionen und
Interaktionen von Proteinen und ihre Rolle in Kragiten aufzukléaren. Die Entdeckung
neuer hoch sensibler und spezifischer Biomarker diiie friihzeitige Erkennung von
Krankheiten, sowie die Entwicklung von personaligie Therapieansatzen sind die
zukinftigen Schlisselfaktoren in der Behandlung komplexen Krankeiten wie Krebs.
Klinisches Archivmaterial stellt eine umfangreiaed wertvolle Quelle an Gewebeproben
dar, zur Identifizierung von krankheitsassozierteroteinmarkern. Aufgrund friherer
Studien wurde angenommen, dass aus diesen Gewelam Rroteine isoliert werden
konnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Methode letabwerden, mit der nicht degradierte
Proteine aus Formalin fixiertem Probenmaterialzedfit extrahiert werden kdnnen. Die
Proteindetektion erfolgte durch etablierte molekuil@logische Verfahren wie Western
und Dot Blots. Die Extraktionsmethode konnte zudenadaptiert werden, dass der Einatz
auf Reverse Phase Protein Microarrays maglich Reotein Microarrays gehoren zu einer
aufstrebenden Klasse der Proteomanalyseverfahiedemen es moglich ist eine Vielzahl
an Proben gleichzeitig zu detektieren und quaitéahnalysen anzustellen. Die Vorteile
neben der parallelen Prozessierung sind die hohesitb#at und die geringen
Probenmengen, die bendtigt werden. Die Methodeailser sehr gut zur Untersuchung von
Patientenbiopsien in der Kklinischen Routine gedigres konnten Proteine aller
Zellkompartimente o-Tubulin, p-Actin, GAPDH, E-Cadherin, E-Cadherin Exon 9
Deletionsmutante, Histon H1) sowie posttranslatiomadifizierte Proteine (phospho-
AMPKa) nachgewiesen werden. Die Spezifitat der Antikbnparde vor dem Einsatz in
Reverse Phase Protein Microarrays mittels Westtats Bberpruift.

Mit der dargestellten Methode kénnen zuverlassifptndegradierte Proteine aus Formalin
fixierten und Paraffin eingebetteten klinischem wnaterial extrahiert werden und mit
routinemanigen, molekularbiologischen Methoden geawliesen werden. Fixierte und
nicht fixierte Lysate verhalten sich in den Ausweden weitestgehend vergleichbar. Der
Proteomforschung  eroffnen  sich damit groBe und rmé&ionsvernetzte
Probenbibliotheken aus klinischem Archivmateriakit®rhin konnte die Methode auf die
Hochdurchsatzanwendung mit Reverse Phase Protairodriays ausgelegt werden. Sie
eignet sich daher auch fur den Einsatz in der ddimen Diagnostik und zur exakten
Quantifizierung von Biomarkern aus entnommenen Gewmben. Die Methode stellt
damit einen wichtigen Schritt in Richtung persosialiter Medzin dar und erganzt sinnvoll
die histopathologische Bewertung von Gewebescimitte
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2 Einleitung

2.1  Fixierung und Antigendemaskierung von klinischem

Archivmaterial

2.1.1 Erhebung und Einsatz von klinischem Achivmaterial

Nach der operativen Entfernung eines Organs oder Elgnahme eines kleinen
Gewebsstlickes (Biopsie) bzw. von Zellproben (Zygdostik) durch einen Arzt, wird das
entsprechende Gewebe pathologisch untersucht. Dirommenen Gewebebiopsien
werden direkt zu histologischen Schnittpraparateitesverarbeitet. Die Untersuchungs-
ergebnisse geben Auskunft Uber die Art der Erkragkwnd deren Schweregrad.
Insbesondere im Fall von Krebserkrankungen ist,@uatartigkeit oder Bosartigkeit” eine
wichtige Fragestellung. Durch Anwendung verschiedesiagnotischer Methoden wird
der Typ, die Grol3e, die Ausdehnung und die Bodaetigeines Krebses begutachtet und
hilft letztendlich zur adaquaten Behandlung des ieR&n. Die pathologische
Routinediagnostik beruht in erster Linie auf deruBeilung der makroskopischen
(pathologische Anatomie) und lichtmikroskopischenefuidung (Histopathologie,
Zytologie) von Geweben. Dies zunehmend unter Eielbeng biochemischer und
molekularbiologischer Methoden, wie beispielsweisiem Nachweis veranderter
Enzymaktivitaten oder veranderter Proteinexpressigrer Immunfluoreszenz oder
Immunhistochemie. Die Immunhistochemie (IHC) (austmunhistologie oder Immun-
bzw. Antikorperfarbung genannt) ist eine der zdatraMethoden der modernen
histopathologischen Diagnostik und Forschung. Durdimunhistologische Techniken
wird es moglich, Proteine, Polysaccharide u.a.Katinen, gegen die Antikoérper gebildet
werden koénnen, hochspezifisch nachzuweisen. Dadutahn die konventionelle
histologische Analyse von Differenzierungsmustenm die Ermittlung von Expressions-
mustern erganzt werden. Die derzeit angewandtefahien kdnnen dabei sehr gut die
genaue Lokalisation und die allgemeine GewebsvVenigivon Biomarkern wiedergeben,
ermdoglichen jedoch nicht eine objektive Quantifiaigy dieser. Seit etwa einem Jahrzehnt
dienen semiquantitativ ermittelte immunhistocheiméscBefunde auch als direkte
Grundlage fur therapeutische Entscheidungen (lspeise Antihormontherapie
und/oder Chemotherapie nach Ermittlung des Stespéptorgehaltes, Chemotherapie
und/oder Therapie mit Antikdrpern nach Ermittlurey tHer2neu-Onkoprotein-Expression
beim Mammakarzinom). Fir diese personalisiertenrdpieansatze ist ein quantitatives
Nachweisverfahren unabdingbar.
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2.1.2 Formalin Fixierung

Unmittelbar nach der Entnahme setzt in GewebsproeAutolyse bzw. Heterolyse ein.
Das Gewebe mul3 daher sofort frisch bearbeitet @lslchnitte) oder aber fixiert werden.
Durch die Fixation wird die Zersetzung aufgehalt&as am weitesten verbreitete
Fixierungsmittel ist das Formalin (neutral gepuler Formaldehydlosung). Die
Formalinfixierung hat jedoch auch Nachteile. Dieisten Proteine verlieren durch die
Fixierung einen Teil Ihrer morphologischen Strukiire Funktion und einen grof3en Tell
ihrer antigenen Eigenschaften. Viele enzymhistodkeime und immunhistologische
Untersuchungen kdnnen daher zum derzeitigen StandTdchnik nicht an Formalin-
fixiertem Material durchgeftihrt werden. Formaldelajd Gewebe Fixierungsagens wurde
ursprunglich 1893 von Ferdinand Blum entdeckt ust bis dato die am meisten
verwendete Fixierungsmethode in Kliniken rund uma \ielt. Es wird routinemalfig als 10
%ige neutral gepufferte Formalinlosung (3,7%-4% nkadehyd) eingesetzt. Die
Fixierungsreaktion bendétigt generell 24 bis 48 8am bis zur vollstdndigen
Komplettierung (Rhodes et al., 2000; Lee et alQZ&ompuram et al., 2004). Das heutige
Verstandnis der Effekte von Formaldehyd auf Pretejeht zurtick auf die Arbeiten von
Fraenkel-Conrat und Kollegen aus den 50iger Jafireaenkel-Conrat et al., 1847, 1948a
und 1948b). Formaldehyd kann demnach eine Reihe€lemischen Reaktionen eingehen,
die zur Quervernetzung (,cross-linking“) von Makrolekilen wie Proteine, DNA und
RNA fuhren. Bis heute ist der genaue Mechanismuser abicht aufgeklart.
Zusammenfassungen sind bei Shi et al., 1997, 26602001 zu finden. In L6sung kann
Formaldehyd folgende Aminoséauren binden: Lysin (Kyginin (R), Thyrosin (Y),
Asparagin (N), Histidin (H), Glutamin (Q) und Sel(8). Die Fixierungsreaktion wird in
zwei Stufen eingeteilt. Die Primére Reaktion isteeAdditionsreaktion zwischen einem
Amin und einem Aldehyd (z.B. Formalin) oder einereté¢q (z.B. Aceton), wobei ein
reaktives Iminium-lon Intermediat entsteht. Der #@e Reaktionsschritt ist eine
Kondensationsreaktion, die viel langsamer ablanft bis zu einer Woche dauern kann.
Die dabei ausgebildeten Methylen-Briicken (-CH2-)rdee als hauptsachliches
Strukturelement der Quervernetzung angesehen (Aadkerét al., 1977). Die Primarstruktur
der Proteine wird dabei nicht zerstért. In einenaren Publikation von Sompuram et al.,
2004 konnten Peptidbindemotive in drei Gruppen etieitf werden. In Gruppe drei war
die Antikorperreaktion unbeeinflusst durch die Falim Fixierung, in Gruppe eins konnte
die Immunreaktivitdt durch Antigen-Epitop Demaskiey wieder hergestellt werden.
Gruppe zwei zeigte einen Reaktionsverlust nach BRlnnfixierung nur, wenn andere
irrelevante Proteine hinzugegeben wurden. Diesd&gddung wurde durch eine Mannich
Reaktion (Reaktion des reaktiven Iminium-lons niitee benachbarten Phenolgruppe von
Thyrosin) erklart und diese als wichtige Reakti@zlnylich der Antikbrperzuganglichkeit
postuliert.
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Nach bewusstwerden, dass Formalin elementare ctieenis Reaktionen in
Makromolekilen verursacht, wurden verschiedene wuérs unternommen die
Fixierungsmethode zu modifizieren und alternativeative, wie Alkohole, Ketone und
modifizierte Formaldehyde zu verwenden (Ahram et 2003; Vincek et al., 2003;
Gillespie et al., 2002; Hannah et al., 1998; Tagoal., 1994; Dapson, 1993; Colvin et al.,
1988; Sato et al., 1986; Hopwood, 1985). Keine\erationen konnte sich als universelle
Fixierungsmethode hervortun. Die Formalin Fixierdrag insbesondere Vorteile, was die
Uberragende Bewahrung von morphologischen Detaglsiff. Durch den historisch
bedingten langen Einsatz von Formalin als Gewelsiing sind alle relevanten
Diagnoseverfahren etabliert. Es liegen umfangreketiahrungswerte damit vor und es ist
als Referenzsystem fur determinierte pathologideiagnosekriterien zu betrachten. Dies
sind die Grinde weswegen keine der alternativereftirgmethoden, von denen manche
durchaus besser zur Analytik geeignet scheinen, Fdiemalin Fixierung annahernd
verdrangen konnte.

2.1.3 Antigendemaskierung

Da es bei Antigen-Antikdrper Reaktionen oft auf dlesidimensionale Struktur der
Proteine ankommt, liegt es nahe den Mechanismu\digen Demaskierung auf Basis
einer Remodifikation der durch Formalin verdndertrmteinstruktur zu sehen. Aber
ebenso wenig wie die Formalin Fixierung selbstaisth der Mechanismus beim , Antigen
Retrieval® (AR) verstanden. Eine groRe Herausfardgr stellte anfangs die
Wiederherstellung der Antigen Zuganglichkeit damtZ technischer Fortschritte, die die
Reaktivitéat deutlich verbesserten, wie die Hybrigdortechnologie zur Herstellung
monoklonaler Antikérper (Kohler und Milstein, 197%ler enzymatische Vorverdau
(Huang, 1975) oder weiterer diverser Vorbehandlorejeoden (Kitamoto et al., 1987,
Hausen und Dreyer, 1982), blieb der Einsatz destmeiAntikdrper limitierend (Leong et
al., 1988). Einen Durchbruch in der Sensitivitatres 1991 mit der Einfihrung der
hitzeinduzierten AR-Methode nach Shi et.al. erziBlAdurch wird die bendtigte Energie
zur Verfigung gestellt, die nétig ist, um die Remfigdtion der durch die Formalin
Fixierung veranderten Proteinstruktur unter eineresvon Konformationsanderungen zu
ermoglichen, inklusive eines moglichen Aufbruchsydkblyse) der Quervernetzungs-
reaktion. In Folge wurden verschiedene Hitzequedlietestet, um die benétigte Energie zu
induzieren, wie Autoklavierung (Shin et al. 199Dyuckkochtopf (Norton et al., 1994),
Wasserbad (Kawai et al., 1994), Mikrowellen (Pértgcet al., 1994) und Dampfkochen
(Taylor et al., 1995). Kiritisch ist dabei die edlgie Temperatur. Generell l&sst sich sagen,
dass je geringer die Temperatur ist, desto langerbeéndtigte Zeit ist, um gleiche
Demaskierungsergebnisse zu erzielen (Shi et a5d,9Taylor et al.,, 1995). Weitere
Faktoren haben sich als wichtige Einflussgré3eausagestellt. Darunter der pH Wert der
Inkubationslosung (Shi et al.,, 1995b), die chenesckKomposition der L&sung,
insbesondere der Zusatz von Metall-lonen (Jonea.etl981), sowie das Puffersystem
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selbst (Shi et al., 1995 a und b). Die Effektiviistt zudem abhéngig vom untersuchten
Proteintyp und dem verwendeten Ausgangsmaterialexistieren mehrere Hypothesen
beziglich des tatsachlichen Wirkmechanismus. Daruimiden sich das Aufbrechen der
Crosslink-Reaktion durch Hydrolyse (Catoretti et, dl993, Gown et al., 1993), die
Extraktion von blockierenden Proteinkomplexen, Riétion von Proteinen und
Rehydrierung des Gewebeschnittes zur besseren chiksit und Penetration des
Antikorpers (Suurmeijer et al., 1993), Entfernummgn \Kalziumkomplexen, die durch Kéafig
ahnliche Strukturen Epitope verdecken (Morgan gt1#194), sowie die Entfernung von
inhibitorischen Spuren an Paraffin und SDS (Gowralet1993, Yamashita and Okada,
2005). Die Variabilitat ist demnach sehr hoch. Gkeme universelle AR-Methode geben
wird ist fraglich.

Die Antigendemaskierung ist immer noch in der mdibchen Entwicklung. Um den
exakten molekularen Mechanismus vollstandig zu teben, milssen weitere
Untersuchungen zur Proteinstruktur unter Normalguaiagen (frisch bzw. cryo-
konserviert), nach Formalin Fixierung und nach getidemaskierung durchgefuhrt
werden. Auf Basis dieser Studien kdnnen effektivaré mal3geschneiderte Methoden zur
Antigen/Epitop Regeneration entwickelt werden, ume gréfReres Anwendungs- und
Probenfeld zu erschlie3en.

2.2  Protein Microarrays

Nach der weitgehenden Entschlisselung des humaeaong ist jetzt das Proteom ins
Blickfeld der Biologie und Medizin geraten. ProteMicroarrays stellen eine neue
Technologie zur Proteomanalyse dar, die in einaggr Weise das parallele Screening
von verschiedenen Zielproteinen in mehreren Gewejteinhzeitig ermoglicht (Paweletz

et al.,, 2001). Da Lysatmengen im Nanoliterbereidspgttet werden, kdénnen auch
minimale Probenmengen damit analysiert werden. Iergkich zu Genexpressions-
analysen liefern Untersuchungen auf Proteom-Ebesétzliche Informationen, da auch
posttranslationelle Modifikationen und so ein g®etzwerk interagierender Proteine
erfasst werden. Ziel der Proteomik ist im enger@mé daher nicht die Beschreibung
einzelner Proteine, sondern die Charakterisierunigazellularer Informationsflisse, die
uber Proteinnetzwerke vermittelt werden. Diese werdicht nur durch das Genom einer
Zelle, sondern auch durch deren Wechselwirkungeénhrer Umgebung bestimmt. Wie
zudem bekannt ist mussen Transkriptom und Protemer &elle nicht zwangslaufig

korrelieren (Wei et al., 2005, Kumble, 2003). Dies@satz hat sich in jungster Zeit bei
der Identifikation diagnostischer und prognostisclsomarker als vielversprechend
erwiesen. Er wird auch bei der Suche nach neuenrifggunkten molekularer

Therapeutika und beim Einsatz dieser so genanrtagefed therapies” bei molekular
definierten Patientengruppen hilfreich sein (Espig@05; Liotta und Petricoin, 2000).
Rechnet man posttranslationale Modifikationen, Wigosphorylierung, Glycosylierung,
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Acetylierung mit ein, existieren in humanen Zellemdestens eine Million verschiedener
Proteinvarianten, die alle im pathologischen Falawdert sein kdnnen. Im Vergleich dazu
gibt es nur ungefdhr 22000 humane Gene, wie dievAdangen des Human Genom
Projekts (www.hugo-international.org) zeigen. Somsit die Entwicklung von Protein
Microarrays sehr viel komplexer, als die Entwiclgwon DNA Arrays (Mitchell, 2002).

Im einfachsten Fall bestehen Protein Microarrays $pots von Proteinen, die auf einem
Trager immobilisiert werden, wobei Microarray-Sgoteine Anordnung der Proben in
hoher Dichte erlauben (siehe Abbildung 2-1). Dieot&éine konnen in lhrer
Zusammensetzung homogen oder heterogen sein, disigpise Antikbrper oder
Proteinlysate. Ausschlaggebend fir die Bindung Plateine ist die Beschaffenheit der
Oberflache. Mit Aldehyd behandelten Glasoberflacigetang der erste grof3e Proteom
Microarray (Zhu et al., 2001). Die Gruppe um Mad&urpide untersuchte Aldehyd-,
Amin- und Nitrocellulose-beschichtete OberflacheBemal? dieser Studie war die
Nachweisempfindlichkeit bei den Nitrocellulose UWashteten FAST™ Slides am
hdchsten (Madoz-Gurpide et al., 2001). Die Arbeih Kukar bietet eine Erklarung fir die
hohere Nachweisempfindlichkeit, die auf den FAST™ide&S beobachtet wurde.
Objekttrager mit 2-dimensionaler Aldehyd- oder Algd-&hnlicher Beschichtung verloren
95 % der aufgedruckten Proteine nach der Inkubatem Waschen und dem Nachweis,
wahrend auf den Nitrozellulose beschichteten Slidekr als 95 % der Proteine gebunden
blieben. Im Vergleich zu allen 2-dimensionalen @liehen-Beschichtungen bietet die 3-
dimensionale, schwammartige, mikroporose Nitrotedle eine viel groRere Oberflache
und hohere Beladungskapazitat (Kukar et al., 2002).

Abbildung 2-1: Erstellung von Reverse Phase Protein Microarrays Nitrozellulose beschichteten
Glasobjekttrager mit einem Ring-and-Pin Array R@poEntnommen aus Gulmann et al., 2006

Aktuelle Nachweissysteme konnen unterteilt werdemarkierungsfreie Methoden, wie
Massenspektroskopie (MS) und Oberflachen PlasmaorRez (SRP), sowie in
Detektionsmethoden mit markierten Proben, wie Hspenz, Chemilumineszenz,
Colorometrie und Radioaktivitat, wobei zwischenediten, indirekten und ,Sandwich®
Verfahren unterschieden wird. Die Signalintensigtles Spots ist proportional zur
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Konzentration des Zielmolekils in diesem Proteinggspina et al., 2004; Templin et al.,
2002; Paweletz et al., 2001; Liotta and Petrica@Q0; Johnsson et al., 1991).

2.2.1 Klassen von Protein Microarrays

Protein Microarrays konnen in zwei Klassen unt#rteverden. Arrays zum
Proteinprofiling und Arrays fur funktionelle Studi€Liotta et al., 2003; Poetz et al., 2005)
Die Arrays zur Analyse der Proteinexpression werdeiter in zwei Gruppen unterteilt
(Abbildung 2-2): ,Forward Phase® (FPA, A) und ,Rese Phase“ (RPA, B) Protein
Microarrays. Im Falle der ,Forward Phase" Arraysdsverschiedene Fangermolekile auf
dem Array immobilisiert (z.B. Antikérper oder Aptame). Innerhalb eines Experiments
kdnnen somit in einer Probe viele verschiedenepéiétine gleichzeitig detektiert und
analysiert werden. Dieses Format eignet sich imsimeye zur Analyse von Protein-
Netzwerken und Interaktionsstudien. Im Falle derey&se Phase” Arrays werden
unterschiedliche Proteinlysate auf dem Array imrhisiert. Durch Zugabe eine geeigneten
Liganden, bzw. Antikdrper kann ein spezielles Zietpin in allen Proben gleichzeitig
analysiert werden.

A B

Forward Phase Protein Microarray Reverse Phase Protein Microarray
analytes Y E Anl|—i
@ @ ll:\i_\.C& xﬂti-A
Anti-A Anti-B
I Capture ) I Signal Generation

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung véA) ,Forward Phase" (Antikdrper Array) und) ,Reverse
Phase" Protein Microarrays. Entnommen aus Liott.eP003

Die Anwendung eignet sich insbesondere zur Detektimn Biomarkern oder des Status
von posttranslationalen Proteinmodifikationen, Wspielsweise Phosphorylierung. Es
erlaubt damit eine Aussage uber eine krankheitzasde veranderte und dissregulierte
Proteinexpression/-modifikation (Sreekumar et 2001; Espina et al., 2003; Speer et al.,
2005).

2.2.2 Analytische Herausforderungen an Protein Microarrays

2.2.2.1 Eigenschaften des Proteoms

Protein Microarrays sind durch die komplexe Strukton Proteinen in der Handhabung
weitaus komplizierter als DNA-basierte Microarray®roteine bestehen aus 20
Aminosauren, die in der Lage sind komplexe Terigéksuren auszubilden. Die
chemischen Eigenschaften variieren in einem groBereich und posttranslationale
Modifikationen erweitern die Variabilitatt nochmalerheblich. Proteine liegen, im
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Gegensatz zu DNA oder RNA, in sehr unterschiedhich®nzentrationen vor, Sie

unterscheiden sich bis zu einem Faktor votf.18inzu kommt, dass klinisches Material,
wie Biopsien und Korperflussigkeiten, Gberwiegemahuir sehr kleinen Mengen vorhanden
ist. Ein Kubikzentimeter Gewebe enthalt geschatffeZellen. Bei einer Biopsie stehen
somit etwa nur 100000 Zellen fur eine Analyse zerfiigung. Die Lysate liegen meistens
sehr heterogen vor, d.h. die Proteine, die anatysierden sollen, liegen immer in einem
komplexen Gemisch mit anderen Proteinen vor. Nimmah an, dass ein Antikorper eine
Spezifitat von 99 % besitzt, ein kreuzreagierenBestein aber in einer tausendfach
hoheren Konzentration im Proteingemisch vorliege dbhs zu detektierende Protein,
werden flr jedes richtig gemessene Protein zehritakunierende Proteine detektiert.
Damit wird der Hintergrund des Arrays so hoch, ddeser falsch positive Resultate
liefert. Diese molekulare Variabilitat, gekoppelitrdem weiten Konzentrationsbereich
und der heterogen Proteinzusammensetzung stelten ggblRe Herausforderung an die
Protein Immobilisierung und an die angewendetereRginssysteme. Extrem sensitive
und spezifische Methoden mussen dafur entwickettlare (Espina et al., 2004; Liotta et
al., 2003; Zhu and Snyder, 2003; Lal et al. 2002).

2.2.2.2 Sensitivitat von Protein Microarrays

Im Gegensatz zu Nukleinsauren existieren fur Pmetdieine Amplifikationsverfahren,

weshalb fur Protein Microarrays indirekte und sedgnsitive Nachweismethoden
notwendig sind. Die Anforderungen an das Deteksgstem sind dabei sehr hoch.
Proteinkonzentrationen bis in den femtomolaren Barenissen nachweisbar sein, ohne
dass dabei der unspezifische Hintergrund zu selsteigh Weiterhin muissen die

Markierungs- und Signalamplifikationsverfahren Ulenen madglichst grof3en Bereich
Linearitdt und Reproduzierbarkeit gewahrleisten, eime Quantifizierung der Proben zu
ermoglichen. Das System muss zudem tolerant gegendém grof3en dynamischen
Konzentrationsbereich und der Komplexizitdt der Idgeschen Proben sein.

Naturlicherweise kommen in Gewebeproben Substanzé@e, Biotin, Peroxidasen,

Phosphatasen oder fluoreszierende Proteine vodielidachweisreaktion nicht signifikant

beeinflussen durfen (Espina et al., 2003; Liottalet2003; Schweitzer et al., 2002). Die
Anzahl an Zellen, die fur einen Protein Microartsndtigt werden, ist abhangig von der
Zahl der Zielmolekile, die in der Zelle vorhandemds der Sensitivitdt des Systems und
der Gesamtzahl der Molekile pro Mol. Mathematis@nrk dies nach Formel 2-1

dargestellt werden.

A*s

X
T=Detektionsgrenze in Zellen pro Volumen, A=Avogamithl (6,023*18 Molekiile pro Mol), S=Sensitivitéat des Detektiorstgyns
(mol pro Volumen), X=Anzahl der zu analysierendeolékdile pro Zelle

T= Formel 2-1
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Erreicht das Detektionssystem dabei nicht die aal@gquSensitivitat, Ubersteigt die

erforderliche Menge an Probenmaterial die zur \prfig stehenden Mengen aus der
klinischen Probenentnahme. Erst durch die Miniaterung der Arrayformate konnten

diese Sensitivitatskriterien erreicht werden. Ekinsl Kollegen zeigten, dass ein System,
das auf einer kleinen Zahl von Detektionsmolekilemd einer kleinen Zahl von

Zielmolekilen basiert, sensitiver sein kann, ats ®ystem, das hundertmal mehr Material
bendtigt. Die Miniaturisierung ist der SchlisselnzuErfolg und ihre Erkenntnisse

ermoglichten erst den Einsatz von Protein-Arrayden derzeitigen Form und Bandbreite
(Ekins, 1989; Ekins et al., 1990; Ekins und Chu92)9 Die grundlegenden Arbeiten dazu
leistete Feinberg in seinen Untersuchungen zu Mpob Tests fir Antigene und

Antikorper (Feinberg, 1961).

Signal density
Constant Decrease

!
|I l,."ll

sity)

Signal

Signal density
log (Total inten

leg (Signal/area)

QOOTM 001K DK K 104 1000 10007k

Total amount of antibody

Abbildung 2-3: Signal und Signaldichte in Mikrospots. K= Affinigkibnstante. Modifiziert nach Ekins und
Chu, 1992.

In Abbildung 2-3 ist die Signaldichte (Anzahl deigigale pro Flache) von detektierten
Zielmolekilen in einem Proteinspot gezeigt. Dasa@dsignal (Anzahl aller Signale eines
Spots) steigt mit einer steigenden Anzahl von Dieiekmolekillen bei ebenfalls
steigender Spotgrofie. Im Gegensatz dazu steigbidiealdichte mit abnehmender Zahl
von Detektionsmolekilen und Spotgréf3e. Damit istemem genugend kleinen Spot die
Signaldichte héher und die Sensitivitdt des Systernéht sich. Nach dieser Theorie der
.ambient analyte condition® werden Zielmolekile,edin niedrigen Konzentrationen
vorliegen, mit einer hohen Affinitdt gebunden unetektiert. Das System ist hierbei
unabhangig vom eingesetzten Volumen und kombitelhte Sensitivitdt mit geringstem
Probenverbrauch (Ekins und Chu, 1992; Templin et 2002). Die Sensitivitdt von
miniaturisierten Protein Microarrays kann je nacletdktionssystem bis unter den
femtomolaren Bereich gehen (Espina et al., 2003mpli@ et al., 2002). Die
Forschungsgruppe um Paweletz bestimmte beispiedswédie Nachweisgrenze von
rekombinantem PSA (Prostata spezifisches AntigeghfFAST® Slides unter quantitativen
Bedingungen mit linearen und quantifizierbaren Sign im Bereich von 1,25 bis 20 fg.
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Die Nachweisempfindlichkeit lag damit umgerechnegas im zeptomolaren (18 Mol)
Bereich (Paweletz et al., 2001).

2.2.2.3 Antikorper

Eine weitere grol3e Limitierung stellt die Verflgkeit von geeigneten Antikérpern dar,
um die Spezifitat der Protein Microarrays zu gewgikten. Zur routinierten Anwendung
der Protein Microarrays sind qualitativ hochwertigpezifische und hochaffine Antikorper
von essentieller Bedeutung. Da Antikorper nicht loekannter oder erwlnschter Spezifitat
und Affinitat produziert werden kénnen, bedarf @se individuellen Validierung, bevor
diese auf den Arrays eingesetzt werden konnen.eBeiderien kbnnen unter Einsatz von
vergleichbarem Probenmaterial durch Western Blastimmt werden. Eine singulare
Bande auf Hohe des spezifischen Molekulargewiditgier der Indikator fir Sensitivitat
und Spezifitat. Aktuell sind nur fir einen geringBnozentsatz der bekannten Proteine
hoch spezifische Antikdrper erhaltlich und getesteh dieser Einschrankung Abhilfe zu
schaffen, hat sich die ,Human Proteom Organisati¢pfidPO, www.hupo.org) zum Ziel
gesetzt, Antikorperbibliotheken zu erstellen, die flie wissenschaftliche Gemeinschaft
frei zuganglich sein sollen (Hanash, 2003). Auck 8ibliothek fir kombinatorische
humane Antikérper HUCAL® (human combinatorial andlg library; MorphoSys,
Minchen, Deutschland) stellt eine wichtige Techgmbasis dar, zur Generierung
massgeschneiderter und hoch affiner AntikérpernHiotein Microarrays (Poetz et al.,
2005). Hilfreich  sind zudem neue Datenportale, wibsp. Proteinatlas
(www.proteinatlas.ory die eine vernetzte und ganzheitliche Darstellumtgr
Informationen  bewerkstelligen. Die  Affinitatskonstan  (Assoziations-  und
Dissoziationsrate) der Antikdrper bestimmen zudem khearen Bereich des Arrays. Ein
linearer Nachweisbereich kann nur erreicht werdemn die Konzentration des Analyten
und des Antikorper/Liganden zur Affinitdt passenedist insbesondere in multiplex
Arrayformaten, sowie bei Sandwichverfahren schgiet erreichen. Meist befindet sich
hier nur ein kleiner Teil der Proben im linearensiertebereich, da die verschiedenen
Affinitdtskonstanen Uber einen weiten Bereich strekdnnen. Ein weiterer Punkt, dem
Beachtung zu schenken gilt, ist der Status von tdeegem versus nativem Protein-
zustand. Die meisten Antikdrper werden in der Hgitgtg gegen Peptide gerichtet. Sie
erkennen oft keine nativen Proteinstrukturen, da dgpitop linearisiert vorliegt.
Insbesondere Protein-Protein Interaktionsstudierd sdiadurch limitiert (Liotta et al.,
2003).

2.2.3 Detektionssystem

Das Detektionssystem stellt eine wichtige Kompoaenmt Nachweisprozess dar. Wichtig
fur die Anwendung sind korrelierbare Signalintefiigih in einem mdoglichst grof3en
Detektionsbereich und niedrige Nachweisgrenzen.geeerelle Signalkurvenverlauf eines
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Detektionssystems ist in Abbildung 2-4 gezeigt. @dnalb einer Grenzkonzentration
(LOD) wird kein bzw. ein nur sehr schwaches, anndthegleich bleibendes Signal
detektiert, welches nicht mit den Mengenverhalemssorreliert. Je geringer dieser
Schwellenwert, desto sensitiver ist das Detektigstesn. Die Kurve geht dann in den
dynamischen Verlauf Gber, in dem die Signalstérkle st der Auftragsmenge verandert.
Das Ende des dynamischen Bereichs markiert derg@agiswert. Hier flacht sich die
Kurve zunachst ab und bleibt in Folge auf gleiciitensitat, da keine Signalsteigerung
maoglich ist. Innerhalb des dynamischen Bereichgt laer lineare Bereich, bei dem die
Signalstarke direkt mit der Auftragsmenge korrelier

Auftragsschema Auswertung und grafische Darstellung
Verdinnungsstufen
Intensitat . Dynamic range
100,000 ’ i
[ P
. Saturation
.
10,000
.
\
|
I —— 1,000+ L —— T — 20

107 10 10 410% 10 102 Verdinnung

Abbildung 2-4: Theoretischer Signalverlauf eines Detektionssystd_iegt die Probenverdiinnung unterhalb
der Nachweisgrenze (LOD) wird kein Signal, bzw. nein schwaches aber weitgehend von der
Auftragsmenge unabhéngiges Signal erhalten. Amrandende der Skala tritt das System bei Ubersehreit
eines Schwellenwertes in die Sattigung ein. Der adyische Bereich beschreibt den prinzipiellen
Ansprechbereich des Detektionssystems, in dem hiedene Auftragsmengen durch unterschiedliche
Signalstarken widergespiegelt werden. Innerhallsediedynamischen Bereiches liegt der lineare Verlauf
wobei hier die Auftragsmenge und das Signal dikektelieren, also keine Schwelleneffekte auftrefénr

im linearen Bereich sind ein Probenvergleich untk eiussagekraftige Quantifizierung moglich (modafiz
nach Chan et al., 2004).

Wichtig fur die Proteinquantifizierung, sowie fuem Probenvergleich ist, dass sich das
Signal in diesem linearen Bereich befindet. Ansemstwird die Messung durch
Sattigungseffekte bzw. durch das UnterschreitenDisktionslimits verfalscht. Daher ist
ein grol3er linearer Bereich ein winschenswerteteKuim des Detektionssystems.

2.2.3.1 Detektionssubstrate flr Reverse Phase Protein Micaorays

Fluoreszenz

Fluoreszenz Molekiile absorbieren Photonen von @rernen Lichtquelle. Das fihrt zu

einer Verschiebung der Elektronen innerhalb deseklds und zur Emission von Licht

einer anderen Wellenlange. Fluorophore, wie Flumi®s Rhodamine (Texas Red),
Phycobilliprotein, Nitrobenzoxadiazole (NBD) und &yne werden routinemallig fur das
markieren von Proteinen und Antikorpern verwen@eir Nachweis des Gesamtproteins
auf Reverse Phase Protein Microarrays mit Sypro®RMolecular Probes/Invitrogen)

basiert ebenfalls auf dieser Technologie (Berggtead., 1999).
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Die Methode ist allerdings nicht fur alle Proteimed Gewebe uneingeschrankt geeignet.
Flavine und Flavoproteine aus Leber und Niere &uoészieren und emmitieren Licht

derselben Wellenlange, wie beispielsweise Fluoraeggtawley, 1995). Ebenso kann das
Tragermaterial einen hoheren Hintergrund hervonmuf@orteilhaft ist, dass mehrere

verschiedene Proteine auf demselben Spot nachgawiegerden koénnen, indem

Antikdrpern eingesetzt werden, die mit verschiedef&orophoren markiert sind und

somit Licht unterschiedlicher Wellenlange emittrer@Espina et al., 2004; Kukar et al.,

2002).

Chemilumineszenz

Diese Detektionsmethode basiert auf Western BlotoRollen zur Detektion von Antigen

gebundenen Primarantikdrpern Gber Sekundarantikbdie mit Meerrettich Peroxidase
(HRP) oder der alkalischen Phosphatase (AP) koajugind. Die enzymatische Oxidation
eines Substrats, wie Luminol fuhrt zu einer animalésn Emission von Licht, das auf einem
Rontgenfilm, einem Phosphoimager oder einer CCD é&anaufgenommen werden kann.
Nicht spezifische Proteinbindestellen werden dugdeignete Blockierungsldsungen
abgedeckt. Der Vorteil des Systems ist die grodestatvielfalt, die hohe Sensitivitat und
die Geschwindigkeit, mit der die Signale detekteetden konnen (Espina et al., 2004).

Radioaktivitat

Die Nachweismethode mit radioaktiven Isotopen windegen ihres hohen
Sicherheitsrisikos und der langen Detektionszeitsetr selten eingesetzt. Das Signal wird
dabei auf einen Rontgenfilm oder im Phosphoimagégemommen. Die Méglichkeit 32P
sowohl in Proteinen, DNA und RNA zu inkorporierenmdglicht aber die Darstellung von
Luniversellen“ Arrays, um Protein-Protein, Prot&MNA und Protein-RNA Interaktionen
zu untersuchen (Ge, 2000; Espina et al., 2004).

Chromogene

Chromogene sind farblose Molekiile, die durch eimeymatische Reaktion in ein farbiges
Produkt umgesetzt werden. Das Produkt liefert einmanentes Signal und kann leicht
visualisiert und analysiert werden. Im einfachskatl ist der Antikérper direkt mit dem
Enzym konjugiert. Die am héaufigsten verwendetenyre sind auch hier die alkalische
Phosphatase (AP) und die Meerrettich PeroxidasePjHBie Signalintensitat variiert
dabei mit dem Substrat. In Kombination mit HRP whdufig 3,3’-Diaminobenzidine
(DAB) als Substrat verwendet. Damit kénnen Proteirdentrationen bis in den
femtomolaren Bereich mit Protein Microarrays nactigesen werden (Paweletz et al.,
2001). Um die Spezifitdt zu gewahrleisten ist ddbeckierung fuir endogene Peroxidase,
Biotin und Avidin notig. Fur eine Ubersicht Uberedgebrauchlichsten Substrate siehe
Espina et al., 2004. Fur eine Signalamplifikatiarf der Basis einer durch Peroxidase
katalysierten  Abscheidung einer Fluorescein matdaer oder biotinylierten
Phenolverbindung sind Kits wie das CSA (Catalyzieph&® Amplification) System (CSAIl
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Biotin-free Tyramide Signal Amplification System, akbCytomation, Glostrup,
Danemark) erhaltlich. Dieses hochempfindliche Féebahren wurde fir die
Immunhistochemie entwickelt, um die Nachweisgrenzen erniedrigen. Es ist eine
vereinfachte Version des CSA-Systems, das Biogttyd zur Signalamplifikation
verwendet. Es basiert auf einer integrierten Smynalifikation durch die Peroxidase
katalysierte Abscheidung einer fluoresceinmarkierihenolverbindung, die dann im
nachsten Schritt mit Peroxidase konjugiertem amiiefféscein detektiert werden kann
(nach Wasielewski et al.,, 1997). Zuerst wird minesn sekundaren, Peroxidase
konjugierten Antikdrper ein primérer Antikérper hagewiesen. Das im nachsten Schritt
zugegebene Amplifikationsreagenz enthalt ein Floem konjugiertes Phenol
(Fluorescein-Tyramid), dessen Oxidation durch dioRidase des sekundaren Antikorpers
katalysiert wird und dann auf der Probe ausfalis @ebundene Fluorescein wird durch
ein Peroxidase konjugiertes anti-Fluorescein detgktind mit dem Chromogensubstrat
Diaminobenzidin/Wasserstoffperoxid sichtbar gemacht

2.2.4 Quantifizierung der Proteinexpression

Immunhistochemie ist bislang die einzige in der fr@® angewandte Untersuchungs-
methode auf Proteinebene, an Formalin fixiertem und Paraffin eingebettetem
Probenmaterial. Die Vorteile dieser Methode sinde dinformationen Uber
Histomorphologie und die zellulare Lokalisation deachzuweisenden Proteins. Die
Auswertung ist allerdings sehr subjektiv und esnkanr schlecht quantifiziert werden. Die
Quantifizierung durch Reverse Phase Protein Micayar hebt diese Limitierung auf.
Wichtig ist die Genauigkeit und die Verlasslichkdigr dadurch erhaltenen Daten, da
bereits geringe Veranderungen in Signalwegen diaomet biologische Effekte bewirken
kobnnen. Die Lysate werden in Wiederholungen auf demay aufgetragen, um
Schwankungen in der Aufbringung und im Detektiostsy zu kompensieren. Diese
Technik hat sich mit ,coefficient of variation* (QWVerten unter 10% als sehr robust und
zuverlassig erwiesen. Ein weiteres wichtiges Attribist, dass die Proben in
Verdunnungsreihen aufgetragen werden. Im Prinzigl wiadurch fur jede Probe eine
Kalibrierungskurve erstellt. Dies stellt sichersdadie Konzentrationen des Antikdrpers
und des Analyten zueinander getroffen werden, s @gane Linearitdt weitestgehend
sicher gestellt ist (Liotta et al., 2003; Gulmartrak, 2006). Zur Quantifizierung wird die
Expression des Zielproteins normalisiert auf di@ifession eines Haushaltsgenes oder auf
die Gesamtproteinmenge (Formel 2-2).

, . Z
relative Expression Z :u Formel 2-2
RP|
Z=Zielprotein,RP=Referenzprotein (Haushaltgen oder Gesamtprotein)

In Geweben korreliert die Proteinkonzentrationrdilegs nicht mit der Anzahl an Zellen,
da auch die extrazellulare Matrix eine VielzahlRmoteinen enthélt. Die Proteinexpression
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sollte deshalb auf ,Housekeeping“ Proteine, wi€ubulin, GAPDH odeB-Actin, die nur
intrazellular vorkommen, normalisiert werden. Bdathwerden sollte in diesem
Zusammenhang allerdings, dass auch die oben abuftefii Haushaltsgene, je nach
Gewebetyp, unterschiedliche Expressionsmuster asewewie dies bei Ferguson et al.,
2005 gezeigt wurde. Inwieweit eine Normalisierungf adas Gesamtprotein die
Quantifizierung in diesen Geweben verfalscht gilza bestimmen.
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2.3 Die Rolle von E-Cadherin in der Entstehung von Tumpen

2.3.1 E-Cadherin Struktur und Funktion

Cadherine sind kalziumregulierte Zelladhasionsmidkek die homophile Zellkontakte

vermitteln (Takeichi, 1991). Die meisten Adhasioon$gkile gehdren zu einer der vier
Hauptfamilien: Selectine, Integrine, Immunglobu(ig)-Superfamile und Cadherine (fur
eine Zusammenfassung siehe Pignatelli et al., 1ZAyer Cadherin Superfamilie zahlen
die klassischen Cadherine, desmosomale Cadheilimdlrdtocadherin Familie, die FAT
Tumorsuppressoren und die ,Seven-pass® Transmentadherine. Insgesamt sind in
einer einzigen Spezies Uber 100 Vertreter diesenilleabekannt (Yagi und Takeichi,

2000). Allen Cadherinen gemeinsam ist das Vorhaselanvon sich wiederholenden
Cadherin-Doméanen (EC). Die Anzahl der Domanen ist 6lie unterschiedlichen

Unterklassen der Cadherine charakteristisch urgd Aesischen zwei bis zu 34 Domanen.
Klassische Cadherine sind Transmembranglykoproteitheiner relativen Molekilmasse
von 120-140 kD. Prominente Vertreter dieser Molklddse sind das N-Cadherin
(neuronales Cadherin, CDH2), das VE-Cadherin (Mas@ndotheliales Cadherin, CDH5)
und das E-Cadherin (epitheliales Cadherin, CDH1).

extracellular part intracellular part
precursor processing HAV-motif conserved Ser<cluster

Cysteines

E-cadherin

functional cell adhesion Ca?"-binding, dimerization catenin
domains binding specificity binding

Abbildung 2-5: Schematische Darstellung von E-Cadherin und seiffienktionellen Doménen
(unprozessiert). EC1 bis EC5: Extrazellulare Domén8: Signalsequenz, Pro: Vorlauferpeptid, TM:
Transmembrandomane, CD: Cytoplasmatische Domaser@iter et al., 1999).

Die Cadherine zeigen eine charakteristische Gewvestelung. E-cadherin  wird
hauptséachlich in nicht neuronalen Epithelzellenisoméhrend der Embryonalentwicklung
exprimiert. In Epithelzellen ist E-Cadherin gewdbhlim so genannten Adhasionsgurtel
konzentriert und vermittelt dort die €aabhangige Zell-Zell-Adh&sion. Wahrend der
Embryonalentwicklung wird es in allen Zellen von BEmwyonen vor der Einnistung
exprimiert und induziert dadurch deren Kompaktiviegtweber et al., 1987; Larue et al.,
1996). Das 728 Aminosauren umfassende Protein agtiesich in die N-terminale,
extrazellulare Domane (EC1-5), einer Transmembnandoche (TM) und der C-terminalen,
cytoplasmatischen Domane (CD). Die homophile unidilkaabhéngige Adhasion wird
Uber die extrazellulare Region vermittelt. Diesestbbt aus funf sich wiederholenden
Cadherindoménen mit spezifischen kalziumbindendemnasaure-Motiven (Abbildung
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2-5). Jeweils zwei benachbarte Einheiten sind ank@déziumbindung beteiligt (Nagar et
al., 1996). Der Entzug von Kalzium hebt die hom&pNiechselwirkung von Cadherinen
gegeniberliegender Zellen auf und fuhrt zu einektmierung der Adhasionsfunktion
(Ozawa et al., 1990; Noe et al., 1999)?@anen sind essenziell fiir die Stabilisierung der
Struktur des E-Cadherins, da der Kalziumentzug imerekonformationsanderung fuhrt
(Pokutta et al., 1994). Fehlt dieses, werden didh€ane aufgrund von Anderungen in
ihrer Sekundarstruktur dem Abbau durch Proteasey@rmlich gemacht (Hyafil et al.,
1981). Zusatzlich zur Ausbildung homophiler Bindanglagern sich jeweils die
extrazellularen Doménen zweier Cadherin-Molekile Adhasionsdimere zusammen.
Durch diese Formation der Cadherine auf der Zeiftdmhe und durch die homophile
Bindung der extrazellularen Cadherin-Doméanen armmeder Zellen werden
»Reilverschluss-Strukturen® (Zipper) aus Cadhetrateeren ausgebildet, die die stabile
Zell-Zell-Adhasion bewirken (Shapiro et al., 1995).

- B-catenin or
plakoglobin

Zipper of
E-cadherin
dimers
-

benachbarte Zelle

o-actinin

‘ o
| PM

/ Extrazellula Cytoplasm F-actin

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung des E-Cadherin/Cateninskglett Komplexes an der
Plasmamembran zweier benachbarter Zellen. Aushildder E-Cadherin vermittelten homophilen,
reissverschlussahnlichen Zelladhasion. P: Phosplirgg von Serin oder Tyrosin Resten. Modifizieaich
Berx et al., 1998.

Der zytoplasmatische Teil von E-cadherin ist GheCatenin undp-Cateninj-Catenin
(=Plakoglobin) an das Aktin-Cytoskelett gekoppdbljildung 2-6). 3-Catenin vermittelt
dabei eine signalweiterleitende Wirkung zu dem Wimgless Signal-Transduktionsweg
(Nelson und Nusse, 2004). Zusatzlich zu den beslobnen Cateninen sind weitere
Proteine direkt oder indirekt mit Cadherinen assoizi So beispielsweise das src-Kinase
Substrat p120ctn (=p120cas), das direkt an diepygmatische Doméne des E-Cadherins
bindet. Der Cadherin/Catenin Komplex ist somit hiohr an der Zelladh&sion, sondern
auch an signaltransduktions und genregulatorisétrezessen beteiligt (Reynolds et al.,
1989; Pfeifer, 1995; Laux et al., 2004).
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2.3.2 E-Cadherin in malignen Magentumoren

Magenkrebs ist die funfthaufigste Krebserkrankueg Mannern und Frauen. Insgesamt
sinkt die Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschlami@g auch in anderen Industrie-
nationen schon seit mehreren Jahrzehnten deubighErkrankungsraten sind nur noch
halb so hoch wie vor 30 Jahren. Dies wird vor allaui veranderte Erndhrungs- und
Lebensgewohnheiten zuriickgefuhrt. Trotzdem rechdienExperten der Internationalen
Krebsforschungsagentur (IARC) Magenkrebs in Eurgsaneinsam mit Brustkrebs,
Dickdarmkrebs und Lungenkrebs zu den ,vier groRReleird” unter den Krebstodes-
ursachen. Magenkrebs ist weltweit die zweithAuéigkrebstodesursache (nach WHO,
Stand 2007). Epitheliale Adenokarzinome stellen @&t Prozent die haufigste maligne
Neoplasie des Magens dar. Seltener treten dagegapHome, Sarkome und Karzinoide
auf (Coit und Brennan, 1990). Nach der Laurénkiassiung werden zwei Typen des
Tumorwachstums unterschieden. Das diffuse Magema@rz und der intestinale Typ
(Laurén, 1965). Im diffusen Magenkarzinom infiltea einzelne Zellen das Gewebe und
bilden nicht kohasive Zellansammlungen. Zeigen Tienorzellen mehr als 50 Prozent
intrazellulare Mucineinlagerungen, liegt ein Sieggjzellkarzinom (engl.: signet ring cell
carcinoma) vor. Tumorgewebe und Normalgewebe kam biffusen Magenkarzinom oft
schlecht abgegrenzt werden (Werner et al., 2002)GEgensatz hierzu bilden intestinale
Karzinome zusammenhéngende Verbande, die drUséctdédnltubulare Strukturen
ausbilden. Die homophile Zell-zu-Zell-Adh&sion ist diffus wachsenden Tumoren im
Gegensatz zu intestinalen Tumoren oft stark hessige

Ein intakter E-Cadherin/Catenin-Komplex wird fiiredErhaltung der interzellularen
Adhasion bendtigt. Aufgrund seiner Funktion in Aefrechterhaltung der Zelladhasion ist
es in der Tumorgenese von fundamentaler Bedeuting. Vielzahl von Tumoren sind
bislang untersucht worden (Birchmeier und Behrd®94). Verringerte Expression des
Adhasionsmolekiils E-Cadherin ist ein Charakteustik vieler invasiver, epithelialer
Tumore und korreliert mit Tumorprogression, Ded#fezierung, Invasion und Erhéhung
des metastatischen Potentials (Sommers et al.,; I9@dldi et al., 1994; Lipponen et al.,
1994; Vet et al., 1994; Valizadeh et al., 1997; Cheal., 1997; Bailey et al., 1998). Eine
Studie von Mayer et al., 1993 zeigte, dass alle 2Zdeuntersuchten diffus wachsenden
Magenkarzinome einen Verlust der E-Cadherin Immaktreitat aufwiesen. Becker und
Kollegen analysierten die E-Cadherin Sequenz vordiffisen Magenkarzinomen und
konnten in 13 Fallen eine somatische Mutationerhwacsen, die in nicht tumorésem
Gewebe desselben Patienten nicht vorhanden wane@ebensatz dazu konnten in Proben
des intestinalen Typs keine Mutation beschrieberdere Eine Gruppe von Mischtypen
(diffuse und intestinale Anteile) zeigten ebenfadlae Mutationshaufung (Becker et al.,
1993, Becker et al., 1994, Berx et al., 1998). WiAbbildung 2-7 gezeigt, deutet sich im
Bereich zwischen Exon 7 und Exon 10 ein Mutatiomésdot an. Insgesamt zeigten elf
Patienten einen Verlust von Exon 9 (E-Cadhex®) oder Exon 8 (E-Cadherin8)
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aufgrund von Mutationen in Splice-Site BereichemeEVeranderung der E-Cadherin
Expression durch Mutationen in Exon 8 oder Exorstdin hohen Anteilen der diffusen
Magenkarzinome ein charakteristisches Merkmal wnidoeim intestinalen Typ nicht auf
(Rosivatz et al., 2002; Becker et al., 1999).

# Mutationen

& 2 nues o o;m

Exon# 4| 2

Sig Vor ™ ZP

Mutationscluster in diffusen
Magenkarzinomen
missense mutation
Mutation mit Lessrahmenverschiebung oder Proteinabbruch
= Mutation mit partigllen oder vollstandigen Exonverlusts
Keimbahnmutation

unon

0
]
L]

"o

Abbildung 2-7: Mutationsverteilung und —typen im humanen E-Cadh&enlokus. Sig: Signalpetid, Vor:
Vorlauferpeptid, EC1 bis 5: extrazellulare E-Cadinddoméanen, TM: Transmembranbereich, ZP:
Zytoplasmatischer Teil. Modifiziert nach Berx et, 41998.

Die Inaktivierung der E-Cadherin vermittelten Zdiésion in invasiven Krebs-
erkrankungen kann unter anderem durch MutationerypeHnethylierungen im
Promotorbereich, posttranslationale Modifikationemnd Transkriptionsrepressoren
erfolgen (Campbell und Pignatelli, 2002; Hirohashd Kanai, 2003; Hirohashi, 1998) und
ist mit einem ,loss of heterozygosity” (LOH) verkpiti

Die Epithel-Mesenchym-Transition (EMT) ist ein wiigjer, hoch konservierter Prozess
wahrend der embryonalen Entwicklung, an dem eiredzdhl von Signalwegen involviert
sind. Letztendlich fuhren die an EMT beteiligtengi&lwege zur Aktivierung von
Transkriptionfaktoren von E-Cadherin, wodurch dipEession von E-Cadherin reduziert
wird und die Zelle ihren epithelialen Phanotyp \etl Dies ermdglicht ein 16sen aus dem
Zellverband mit der Moglichkeit an einen anderem i@rOrganismus zu gelangen. Dieser
wahrend der Embronalentwicklung wichtige Prozessdvauch von Tumorzellen im
Prozess der Metastasierung gezeigt. Epithelien everdurch die Basalmembran von
extrazellularen Bereichen und umgebende Geweberegadngt. Durch eine lokale
Proliferation der Epithelzellen entsteht ein Adenolommen zu dieser lokalen
Dissregulation genetische Veranderungen oder wams&rende Ereignisse hinzu, kann
ein Karzinom entstehen, wobei die Basalmembran chstédintakt und die Wucherung
lokal begrenzt bleibt. Weitere genetische Veranadgen der Epithelzellen fihren dazu,
dass sie wahrend der Tumorprogression ihren eg@téel Phanotyp verlieren und einen
mesenchymalen Phanotyp annehmen, die Basalmembrdrdwch Proteasen aufgelost
und ein invasives Karzinom entsteht (Thiery et aD02, siehe Abbildung 2-8). Die
Transkription des E-Cadherins steht wunter der igat Kontrolle des
Transkriptionsfaktors Snail. Das Zink-Finger Protésnail bindet an die E-Box des
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Promotorbereiches von E-Cadherin und blockiert tlaimei Transkription von E-Cadherin.

Durch Untersuchungen an frihen Mausembryonen, olieneEpithelial-Mesenchymal

Ubergang durchlaufen, konnte eine inverse Kormatiler Expressionsstarke von E-
Cadherin und Snail gezeigt werden (Batlle et &Q® Cano et al., 2000).

Normales Epithel m

Makrometastase

Intravasation Extravasation
Lymph- oder Blutgefds

= — @ ; @7
e =H=
@

2.s @

Endothelzelle

Abbildung 2-8: Tumorprogression. Schematische Darstellung der itBehder Epithel-Mesenchym-
Transition (EMT) und der Mesencham-Epithel-Traositi (MET) wahrend der Tumorentwicklung.
Modifiziert nach Thiery et al., 2002

Aul3er Snail wurde noch SIP1 und Twist als Repressater endogenen E-Cadherin
Expression identifiziert (Comijn et al., 2001). R@sz et al. analysierten 28 diffuse und 20
intestinale Magenkarzinome aus FFPE Proben u.a.Sadl, SIP1 und E-Cadherin
Expression. In 39 Prozent der diffusen Magenkarmmokonnte eine verringerte E-
Cadherin Expression festgestellt werden, wobei satibser Proben eine erhdhte Snail
Expression zeigten. SIP1 scheint dagegen eine atgidche Rolle bei intestinalen
Tumoren zu spielen (Rosivatz et al., 2002). Deerse Prozess der EMT, die Mesenchym-
Epithel-Transition (MET) ist ebenfalls in der embmalen Entwicklung, bei der
Ausbildung von neuen Organen, notwendig. Diesezéd® wird auch in Tumorzellen bei
der Wiedereinnistung als Metastase in anderen Gemwiebobachtet (Thiery et al., 2002).

2.4  Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es eine Methode zu entwickalm nicht degradierte Proteine aus
Formalin fixierten und Paraffin eingebetteten Gegmbben stabil und reproduzierbar zu
extrahieren. Diese sollten mit etablierten molekitdogischen Methoden nachzuweisen
sein, um anschlielend die Proteinexpression zu tifjasren. Die Untersuchungen
wurden an Zelllinien und Geweben durchgefiihrt. BHtes untersucht werden, ob die
Extraktionsmethode eine vergleichbare Effizienz omfixiertem und fixiertem Material
erreicht und die erhaltenen Ergebnisse dabei eeramdéquat sind. Zielprotein der
Quantifizierung war das Zelladh&sionsprotein E-@anth Zur Normalisierung wurden
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verschiedene Haushaltgene herangezogen, zusatuwligile der Abgleich auf die

extrahierte Gesamtproteinmenge durchgefiuhrt un@&djebnisse miteinander verglichen.

Das Extraktionsprotokoll sollte im nachsten Schaitf die Hochdurchsatzanwendung mit
Reverse Phase Protein Microarrays adaptiert werd®e. Ergebnisse wurden mit

entsprechenden Western Blot Auswertungen verglichen die Verwendbarkeit der

Protein Arrays zu bestatigen.

Abschlief3end sollte die E-Cadherin Expression imis¢hem Archivmaterial von humanen
diffusen Magenkarzinomen (E-Cadherin9 positive Siegelringzellkarzinome) und
entsprechenden nicht veranderten Patientenprobantifiziert werden. Die Ergebnisse
wurden der histopathologischen Befundung gegenésazlit.
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3 Material

3.1 Kommerzielle L6sungen/Kits

BIO-RAD Protein Assay Farbstoffkonzentrat
Bromphenolblue Xylenecyanole Dye Solution
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil
Coomassie Brilliant Blue G-250

CSAlII Biotin-free Tyramide Signal Amplification
System (mouse primary antibodies)

ECLO Western Blotting Detection Reagents
ECLO Plus Western Blotting Detection Reagents
EZQ®Protein Quantitation Kit

PAGEprep] Protein Clean-Up and Enrichment Kit
Ponceau S Solution

Precision Plus Dual Color Protein Standard
Sigma FASTI 3,3’-Diaminobenzidine Tablet Sets
(DAB Peroxidase Substrat)

Super Signal West Femto Substrat

SYPRC Ruby Protein Blot Stain

T-PER’Tissue Protein Extraction Reagent
VectastaiffABC Kit Mouse 1gG

3.2 Enzyme

Fibrinogen
Thrombin

3.3

Bio-R&tlinchen
Sigmaritld, Steinheim
Roche @hastics, Mannheim
Bio-Rad, Miinchen
DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Amersham, Buckinghamshire, England
Amersham, Buckinghamshire, England
Molecular Probes/Imgijen, Paisley, England
Pierce, Rockford, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Radnchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Pierce, Rockfo&#h
Molecular Probes/InvitrogPaisley, England
Pierce, Rockfo®iA
Vector Laboratories, Inc., Budiame, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Chemikalien, L6ésungsmittel und Medien

Standardchemikalien sind nicht im Einzelnen aufgafiSoweit nicht anders angegeben erfolgte deu@ez

von Sigma Aldrich, Steinheim.

Acrylamide/Bis-Solution 37,5:1
Ammoniumpersulfat (APS)
BSA

Casein

Citraconic anhydride

Citric Acid Monohydrat

EDTA

Eosin, 0,3 %ig in wassriger Lésung
Formaldehyd

Gelatine

Hamatoxylin

HEPES

Milchpulver
Natriumdeoxycholat

NP-40

Perhydrof30 5 HO,

Pertex

SDS

SDS Lésung, 20 %ig

TEMED
Tissue-TeRO.C.TTMCompound

Bio-Rad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck KGaA, Dafrawlt

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Medite Medizintechnik, Burgdorf
USB, Cleveland, USA

Applichem, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen

Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niadde
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Trichloressigsaure (TCA)
TrisBase

Tris-HCI

Triton X-100

Tween20
B-Mercaptoethanol

34 Puffer

3.4.1 Proteinextraktionspuffer

Puffer FFPE EB, pH7,3
Details siehe QProteom FFPE Tissue Kit
Puffer P1: Citratpuffer, pH6

Citric Acid Monohydrate
Natriumcitrat
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Puffer P2: Ripa-Puffer, pH7,6

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
(NaH2P04H20)
Di-Natriumhydrogenphosphat (BdPOy)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholate

Fluorid

Phenylmethylsulfonylfluorid

Leupeptin

Aprotinin

Natriumazide

Triton X-100

SDS

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Puffer P3: CHIP Lysepuffer

HEPES, pH7.,5

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholate

EDTA

Triton X-100

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Puffer P4: SDS Lysepuffer

TrisHCI, pH7,5

Natriumchlorid (NaCl)

EDTA

SDS

Triton X-100

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktalil

Puffer P5: NP40 Lysepuffer (non denaturating)

Tris/Cl-, pH7,5

Natriumchlorid (NaCl)

EDTA

NP-40

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Merck KGaA, Darmstadt
USB, Cleveland, USA
USB, Cleveland, USA
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Qiagen,eild

10 mM
10 mM
1 Taldett

1M

10 mM
154 mM
12 mM
0,95 mM
2mM
50 mM
50 mg/ml (w/v)
0,2% (w/v)
1% (viv)
2% (VIv)
1 Taldett

50 mM
140 mM
0,1% (v/v)
1 mM
1% (viv)
1 Tabdett

50 mM
150 mM
1 mM
2% (wiv)
2% (vIv)
1 Takdett

20 mM
150 mM
5mM
1% (viv)
1 Tabdett
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Puffer P6: Ultraschall Lysepuffer

Tris/Cl-, pH8,1
Natriumchlorid (NaCl)
EDTA
Natriumdeoxycholate
Triton X-100

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Proteinfallung

Aceton
TCA

20 mM
150 mM
5mM
0,1% (v/v)
1% (viv)
1 Tabdett

90 % (v/v)
10% (viv)

3.4.2 Puffer und Lésungen fur Western Blot

Sammelgel

0,5 M Tris/HCI, pH6,8

40 % Acrylamide/Bis-Solution (37,5:1)
20% SDS-L6sung

10% APS

TEMED

ddH,0

Trenngel

1 M Tris/HCI, pH8,8

40 % Acrylamide/Bis-Solution (37,5:1)
20% SDS-L6sung

10% APS

TEMED

ddH;0

TBS-Puffer

NaCl
Tris/HCI, pH8

TBST-Puffer
TBS-Puffer + 0,1% Tween20
5x Lammlipuffer (Ladepuffer)

60mM Tris/HCI, pH6,8
Glycerin
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

SDS

ddH,0

SDS-Laufpuffer

TrisBase
Glycin
SDS

SDS-Transferpuffer

TrisBase
NaCl
SDS
Methanol

1,25 ml
0,63 ml
25 pl

40 ul
4 ul
ad 5 mi

1,87 mi
Variabel Gach %igkeit)
37,5 ul
45 ul
9 ul
ad 7,5 ml

150 mM
50 mM

2,5 mi
4.5 ml
2,8 mi
4 mg
1g
ad 10 ml

25 mM
192 mM
0,2% (w/v)

48 mM
150 mM
0,2% (w/v)
20% (viv)
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Coomassie Gel-Farbel6sung

Methanol

Eisessig

Coomassie Brillant Blue G-250
ddH,0

Coomassie Gel-Entfarbelosung

Methanol

Eisessig

ddH,0
Aquilibrierungspuffer

TrisHCI, pH7,5

SDS
Stripping-Puffer

TrisBase
SDS
Methanol

3.4.3 Blockierungslosungen

Milchpulver

2-10% Milchpulver
TBS(T)

BSA

3-5% BSA
TBS(T)

Gelatine

1-3% Gelatine
TBS(T)

Gelatine in der Losung gut aufkochen.

NET-Gelatine, 10x

0,5 M TrisHCI, pH7,5
50 mM EDTA

1,5 M NaCl

0,5% Triton X-100
Gelatine

ddH,0

450 ml

100 ml
05¢g

ad 1000ml

450 ml
100 ml
ad 1000ml

50 mM
1% (wiv)

48 mM
2% (wiv)
20% (v/v)

variabel (w/v)

variabel (w/v)

variabel (w/v)

500 ml
100 ml
67,66 ml

5ml
25¢g
ad 1000ml

Gelatine in der L6sung gut aufkochen. Triibung eerkich nach ca. einem Tag.

Casein

TrisBase
NaCl
Casein

10 mM
150 mM
0,5% (w/v)

Titrierung pH7,3 mit 1N HCI. Lésen unter Erhitzuq0°C) und ca. 2h rihren.

3.5 Puffer/Medien fur Zellkultur

Dimetylsulfoxide (DMSO)

Merck KGaA, Darmstadt

Dulbecco’s MEM 4500 mg/L (DMEM, Hochglukose Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

+ Glutamax™-| + Pyruvate)
Fotales Rinderserum (FCS)

PAN-Biotech GmbH, Aidehba
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Geneticin (G-418 Sulfat) Gibco/Invitrogen, Karlseuh
Penicillin-Streptomycin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Phosphate Buffered Saline (PBS mitQand Md")  PAA, Célbe
Phosphate Buffered Saline (PBS ohné'@ad Mg") PAA, Célbe

RPMI 1640 Medium Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Trypanblau Merck KGaA, Darmstadt
Trypsin/EDTA PAA, Colbe

Formalin 10%, neutral gepuffert

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (N&i@y-H,O) 29 mM
Di-Natriumhydrogenphosphat (P Oy) 46 mM
Formalin (= Formaldehyd 37-40%) 10% (v/v)

Formalin 25%, neutral gepuffert
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat (N&i@y-H,O) 29 mM

Di-Natriumhydrogenphosphat (bdP Q) 46 mM
Formalin (=Formaldehyd 37-40%) 25% (vIv)
Einfriermedium
Zellkuturmedium (ohne Antibiotika) 80% (V/v)
FCS 10% (viv)
DMSO 10% (viv)
3.6 Zelllinien
MDA-MB-435S (Mamakarzinomzellen, human) ATCC, Roele, USA; (Frixen et al., 1991)

MDA-MB-435S (E-Cadherin w8, A9 stabil transfiziert) Institut fir Pathologie, TU Munchen
(Handschuh et. al., 1999)

HSC45-M2 (Magenkarzinomzellen, human) Institutddperimentelle Onkologie, TU
Minchen (Yanagihara et al., 1993)

A431 (epitheliale Karzinomzelllinie, human) Nukiaedizinische Klinik, TU Minchen
(Giard, D. J. et al., 1973)

GC2957 (Magenkarzinomzellen, human) IPATIMUP, PoRoSeruca (Machado et al.,
1999)

Ishikawa (+/-) (Endometriumkarzinomzellen, human) radenklinik, LMU Minchen (Holinka et al.,
1986)

3.7  Antikorper

Primérantikbper

anti g-Actin (clone AC-15), mouse Mab Sigma-Aldrich, Sitegim

anti E-cadherin (AEC, clone 36), mouse Mab BD Biesces, San Diego, USA
anti GAPDH, mouse Mab Stressgen, Victoria, Canada
anti HECD-1 (anti E-Cadherin), mouse Mab Takarapevdleiers, Frankreich

anti Snail 9H2 (gereinigter Hybridoma Uberstand),Mab  Institut fir Molekulare Immunologie; GSF,
Dr. Kremmer (Rosivatz et al., 2006)

antio-Tubulin (clone DM 1A), mouse Mab Sigma-Aldrichg8theim

antiA9 (clone 7E6), rat Mab Institut fur Molekulare Immunologie; GSF,
Dr. Kremmer (Becker et al., 1999)

anti phospho-AMPKi(Thr172), rabbit Pab Cell Signaling, Danvers, USA

anti Histon H1 (clone AE-4), mouse Mab Santa Crigt&®hnology, Santa Cruz, USA

Sekundarantikdrper

ECLO anti mouse 1gG Horseradish Peroxidase linked who¥mersham, Buckinghamshire, England
antibody (from sheep)

anti rat IgG Horseradish Peroxidase linked F(ab’)2 Amersham, Buckinghamshire, England
fragment (from goat)
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3.8 Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten (5, 10 und 25 ml)
FAST Slides

Filterpapier

Hybond ECIL Nitrocellulose membrane
Hyperfilmd ECL

Reaktionsgefalie (1,5 ml und 2 ml)
Reaktionsgefalie (15 ml)
Sequi-Blofl PVDF Membran
Spritzen

SuperFrostPlus Objekitrager
Zellkulturflaschen und -schalen
Zentrifugenréhrchen

3.9 Gerate

Blotapparatur Mini-PROTEAN®3
Brutschrank Cytoperm 8080
Cryostat1720

Geldokumentation EAGLE EYE™II
Gelkammer Mini-PROTEAN®3
HPScanjet3770

Lichtmikroskop AXIOPHOT
Lichtmikroskop LABOVERT FS
MicroCaster] Slide Microarrayer
Mikrotom HM335E

Powersupply

Schlauchpumpe EP-1 Econo Pump
SpeedVac

Spektrophotometer DU®530 LS UV/VIS
Sterilwerkbank Hera Safe

Tissue Block TBS88 Dispenser Unit
Ultraschall, Branson

Zentrifuge Eppendorf 5417R
Zentrifuge Megafuge 1.0

Zentrifuge Sigma 4K15

3.10 Software

Microsoft Excel (v2002)
ImageJ v1.32s
Scionlmage v0.4.0.3

Greiner, Frickeuden
Schleicher&Schuell, Dassel
Whatman, Maidstone, England
Amersham, Buckinghamshire, England
Amersham, Buckinghamshire, England

Eppendorf Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht
Bio-Rad, Miinchen
B. Braun, Melsungen

Menzel-Glaser, Braunschweig

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden

Bio-Rad, Miinchen
Heraeus, Hanau
Leitz, Bensheim
Stratagene, La JAUSA
Bio-Rad, Miinchen
Hewlett-Packard, Dornach
Zeiss, Oberkochen
Leitz, Bensheim
Schleicher&Schuell, Dassel
Microtech, Franchville, Frankreich
Biometra, Géttingen
Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Beckman CoultenbH, Miinchen
Heraeus, Hanau
Medite Medizitmeik, Burgdorf
IKA-Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Sartorius AG, Gottingen

Microsoft, Redmond, USA

ScionCorporation, Maryland, USA
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Zellkultivierung

Alle aufgefuhrten Zelllinien wurden standardmafi3gy 87°C in einer Atmosphéare von 5%
CO; in einem geeignetem Medium inkubiert. Mit Ausnahdeg Zelllinie GC2957 wurde
hierfir Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mii0 % fotalem Kalberserum
(FCS) und 5Qug/ml Penicillin/Streptomycin verwendet. Bei GC29bdrde RPMI mit 25
mM HEPES, 20% FCS und 5Qg/ml Penicillin/Streptomycin eingesetzt. Den stabil
transfizierten MDA-MB-435 Zellinien wurden zusattie 12 pul/ml Geneticin (G-418)
zugegeben.

4.1.2 Zellpassagierung

Zur Passagierung wurden die adherenten Zellenitei Eonfluenz von 80-90% zweifach
mit PBS gewaschen und anschlie3end mit Trypsin/EQIMA/10cm Schale) abgelost. Die
Zellen wurden abzentrifugiert, im entsprechendenrgewarmten Medium neu
aufgenommen und anschlieRend in einer 1:5 bis Méf@innung auf vorbereiteten
Schalen neu ausgesat.

4.1.3 Starterkulturen aus Gefrierstock

Die Zellen wurden schnell im Wasserbad aufgetautd wu 5 ml vorgewarmten
Zellkulturmedium gegeben. Nach Zentrifugation b&03g wurden die Zellen in
Zellkulturmedium resuspendiert und auf frische Kdlurschalen verteilt. Nach 8-12 h
wurde das Medium gewechselt.

4.1.4 Anlegen von Gefrierkulturen

Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von 80% gseeen, trypsiniert und in kaltem

Zellkulturmedium (auf Eis) in Zentrifugenrohrchemfgenommen. Nach Zentrifugation fur

5 min bei 300 g wurden die Zellen in 2 ml Freezigdium resuspendiert und auf Cryo-
GefalRe verteilt. Die Einlagerung wurde zunachs@fiirbei -20°C gestartet, dann erfolgte
der Transfer in einen -80°C Gefrierschrank. Fureelmangzeitlagerung wurden die

Kulturen in flussigen Stickstoff Gberfuhrt.

4.1.5 Zellzahlbestimmung

Ein Alliquot an Zellen wurde entnommen, in PBS vemnat und mit Tryphan Blau gefarbt,
wobei nur intakte Zellen angefarbt werden. Die Zail wurde anschlie3end unter dem
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Mikroskop mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestim Pro Lysat zur
Proteinextraktion wurden 1xi@ellen eingesetzt.

4.1.6 Fixierung der Zellpellets

Die Behandlung der Zellen wurde bei einer Konfluemen 80% durchgefuhrt. Zunéchst
wurde das Medium abgesaugt und zweimal mit kalt&@8 Bewaschen. Danach wurden
2ml PBS auf die Platten gegeben und die Zellenamém Zellschaber von der Platte
abgel6st. Die Zellsuspension wurde in ein Zentefughrchen tberfuhrt und bei 300 g fur
5 min gekihlt zentrifugiert. Der Uberstand wurdechiieRend abgesaugt und die Zellen
in der gepufferten 10% Formalinlésung (1ml/15cm tkrdchale) resuspendiert. Unter
standiger Agitation wurden die Zellen bei RT fur &tin. inkubiert. Nach erneuter

Zentrifugation wurde die Formalinlésung abgesaugd nochmals mit PBS gewaschen.
Danach erfolgte direkt die Proteinextraktion oderEinbettung der Zellpellets in Paraffin.

4.1.7 Paraffineinbettung der fixierten Zellpellets

Zur Paraffineinbettung wurde die Zellmenge von 4% Tm Zellkulturschalen

herangezogen. Die Zellpellets wurden vor der Fudgr vereint. Zu den entsprechend
vorbehandelten Zellen (siehe Kapitel 4.4.3) wurdggkuhlt auf Eis in aufgefuhrter

Reihenfolge 150ul Thrombin (10U/ml), 750ul Caseifrig/ml, geldst in 0,04M TisHCI)

und 600ul Fibrinogen (25mg/ml) gegeben. Mit demztet Volumen wurde die

Zellsuspension gemischt und sofort auf zwei 2 mndk®ensgefalle verteilt. Es folgte eine
Uber Nacht Inkubation bei 4°C. Am folgenden Tag deudas verfestigte Pellet in eine
Biopsie-Einbettkassette Uberfihrt. Im nachsten Behagsschritt wurden die Zellen zum
Wasserentzug durch eine aufsteigende Alkoholreibscljeust und anschlieRend mit
flissigem Paraffin Uberschichtet. Nach Aushartungnnen Mikrotom-Schnitte

durchgefuhrt werden. Die Proteinextraktion erfolgetsprechend nach Anleitung zur
Behandlung der Gewebeschnitte (siehe Kapitel 4.4.4)

4.2 Gewebe

4.2.1 Induktion der Tumorbildung in Nacktméusen

Eine Gesamtmenge von 1X18431 Zellen wurden in 200 pl sterilem PBS aufgenmm
und subkutan in die Schulterpartie von weiblicheatldmausen injiziert. Die applizierten
Zellen bilden schnell einen soliden Tumor aus. Ddachstum wurde wdchentlich
kontrolliert. Bei erreichen einer Tumorgrof3e von1B) mm im Durchmesser (ca. vier
Wochen nach der Inokulation), wurden die Tiere ggtéind die Tumoren chirurgisch
entnommen. Das Tumorgewebe wurde in der Mitte lgek&ne Halfte wurde unfixiert in
flissigem Stickstoff gelagert (Cryo-Konvervierund)e andere Halfte wurde zunéchst in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % Ethanol®&thanol, 100 % Isopropanol, Xylol,
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je 2x 10 min.) entwassert, in 10 %igem Formalin 2dr h fixiert und abschliel3end in
Paraffin eingebettet. Die Tierexperimente wurder@n Nuklarmedizinischen Klinik des
Klinikums rechts der Isar, Technischen Universidinchen (Dr. Roswitha Beck) nach
geltenden rechtlichen Richtlinien durchgefthrt.

4.2.2 Paraffinschnitte

Fur die Immunhistochemie und HE-Farbung wurden 3dicke Schnitte angefertigt, auf
Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht bei 55°CGogetet. Zur Proteinextraktion
wurden 10 pm dicke Schnitte der fixierten und ebegeeten Gewebeproben hergestellt
und auf Objekttrager aufgebracht. Die epithelialesmorbereiche wurden nach HE-
Farbung und anschlie3ender Begutachtung durch @rfahrenen Pathologen auf einem
Referenzschnitt markiert.

4.2.3 Gefrierschnitte

Das in flussigem Stickstoff gelagerte, unfixierteyakonservierte Gewebe wurde mit
Tissue-Tek®O.C.TTMCompound im Cryostat aufgefroramd geschnitten. Zur
Proteinextraktion wurden 20 um dicke Schnitte kaettph ein gekihltes Reaktionsgefafl}
gegeben, eine Mikrodissektion war mit diesen Stdmiin der praktischen Durchfiihrung
nicht moglich. Zur HE-Farbung wurden 10 um Schratté Objekttrager aufgezogen und
getrocknet.

4.2.4 Hamatoxilin/Eosin Farbung

Die Formalin fixierten und in Paraffin eingebettetéchnitte wurden in einer absteigenden
Alkoholreihe (2x 10 min Xylol, 2x 2 min 100 % Isagranol, 2x 2 min 96 % Ethanol, 2x 2
min 70 % Ethanol) entparaffiniert. Die Gefriersdtmwurden fiir 1 min in Isopropanol mit
5 % Eisessig fixiert. AnschlielRend wurden sowolel eintparaffinierten FFPE Schnitte, als
auch die Gefrierschnitte kurz in destilliertem Wasgewaschen, 10 min. in Hamatoxylin
gefarbt, 10 min. unter Leitungswasser geblaut urstldiel3end fir 10 min. mit 0,3 %iger,
wassriger Eosinlosung gefarbt. Danach wurden dianiBe in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70 % Ethanol, 96 % Ethanol, 100 %pispanol, Xylol, je 2x 10 min.)
entwassert und zur Fixierung mit Pertex Uberschtalmd eingedeckt.

4.3 Immunhistochemie

Immunhistochemie fiir E-Cadherin an FFPE Gewebe

Die Gewebeschnitte wurden zunachst durch eine igbstge Alkoholreihe entparaffiniert
und in PBS gelagert. Zur Antigendemaskierung wurslerfir 4 min im Schnellkochtopf
in Citratpuffer gekocht und anschlielend wiedePBS abgekihlt. Durch eine 15 min
Inkubation mit 1 % Wasserstoffperoxid wurden endmgyéeroxidasen geblockt. Nach
dreimaligem waschen in PBS wurden die Schnittejenit00 ul anti E-Cadherin (AEC)
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Antikérper 1:1500 in 1 % BSA/PBS bzw. anti E-CadhefA9) 1:2000, 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundener Antikdrgurde durch 3x 2 min waschen
in PBS entfernt und die Schnitte fur 30 min bei R&mperatur mit anti-Maus
Sekundarantikorper (aus Vectastain®ABC-Kit), 1:2001 % BSA in PBS, inkubiert.
Parallel wurde der Avidin-Biotin-Peroxidasekomplargesetzt (aus Vectastain®ABC-
Kit), die Gewebeschnitte mit je 200 pl Uberschithtend weitere 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem waschdPBS wurden die Schnitte 10 min
bei Raumtemperatur in DAB (je Sigma FASTDAB und Sigma FAS™ Urea HO,
Tablette in 5 ml destilliertem Wasser) inkubiertisghlieRend wurden die Schnitte erneut
in PBS gewaschen, fir 10 sec mit Hamatoxylin gefadrz in warmem Wasser geblaut,
durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassettPmitex Uberschichtet und eingedeckt.

4.4 Proteinextraktion

4.4.1 Ultraschallbehandlung

Die Ultraschallbehandlung der fixierten und gewasgn Zellen, bzw. der préaparierten
Gewebeproben wurde direkt in den Reaktionsgefa3eiia durchgefuhrt. Hierzu wurde
die Dispenserspitze des Ultraschallgerats in detraktxonpuffer im Reaktionsgefaf}
eingetaucht. Es wurden 10 Pulse mit einer Amplituole 25% angewandt. Die Pulslange
betrug 20 sec. mit jeweils 30 sec. Pause zwisckarethzelnen Pulsen. Danach wurde wie
in Kapitel 4.4.3 weiterverfahren.

4.4.2 Proteinextraktion aus nicht fixierten Zellen mit T-PER®Tissue Protein
Extraction Reagent

Die unfixierten Zellen wurden mit kaltem PBS gewsst, abgeschabt und nochmals in
PBS gewaschen. Die Zellen aus zwei 15 cm Schaledemuausgezahlt, 1xi@ellen in
200 ul T-PER®Tissue Protein Extraction Reagent@udgnmen, 15 min auf Eis inkubiert
und anschlieBend 15 min bei 4 °C und 20800 g Zegtert. Der Uberstand wurde
abgenommen und bei -20°C gelagert.

4.4.3 Proteinextraktion aus fixierten und nicht fixierten Zellen mit FFPE
Extraktionspuffer

Zur Proteinextraktion mit Extraktionspuffer wurdé¢eweils fixierte und nicht fixierte

Zellen aus dem gleichen Kulturansatz nach idengisciiProtokoll préapariert. Die Zellen
von zwei 15 cm Kulturschalen wurden vereint unceeiRixierung unterzogen, die Zellen
zwei weiterer Schalen wurden unfixiert belassernciNdem letztem Waschschritt in PBS
wurden die Zellen ausgezahlt. Pro Extraktion wurthehd’ Zellen verwendet und in 200p!
Extraktionspuffer aufgenommen (2ml Reaktionsgefafdg Schraubverschlul3). Die
Inkubation erfolgte unter gelegentlichem VortexanX5 Minuten auf Eis. Optional wurde
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hier erganzend der mechanische Aufschlu? mit Tpittile oder Glasperlen, bzw. die
Ultraschallbehandlung durchgefuhrt. Die Proben warddanach 20 Minuten im
Wasserbad bei 100 °C gekocht, anschlieRend 2 StuinddHeizblock bei 80°C mit 750
rom geschuttelt und abschlieBend bei 4°C und 2a8d0ar 15 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und bei —20°C gelagert.

4.4.4 Proteinextraktion aus FFPE- und Cryogewebe mit FFPEEXtraktionspuffer

Fiur die Extraktion der FFPE Gewebe wurden die 1Gpohnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe (je 3x 10 min Xylol, 2x 10 min 100 %dpropanol, 2x 10 min 96 % Ethanol
und 2x 70 % Ethanol) entparaffiniert und anschinel3en destilliertem Wasser gelagert.
Vor der Extraktion wurden die Tumorbereiche anhatet HE-Farbung von einem

erfahrenen Pathologen markiert. Der auf der Refegetkennzeichnete Bereich wurde von
den Glastragern mit einer Kanule abgekratzt (milgsektiert) und in Extraktionspuffer

suspendiert. Die Gefrierschnitte wurden direkt ieaRionsgefaRe mit vorgelegtem,
gekuhltem Extraktionspuffer gegeben. Beide wurdemndir 15 min unter gelegentlichem
vortexen auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden Eieben analog wie in Kapitel 4.4.3
beschrieben, fir 20 min im Wasserbad bei 100°C g¢#kd® h bei 80°C und 750rpm

inkubiert und zum Schluss 15 min bei 4°C und 20§08bzentrifugiert. Der Uberstand

wurde bei —20 °C gelagert.

4.5 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

4.5.1 Gesamtproteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der unfixierten Zelllysate in &Rvurde nach der Bradford-Methode
ermittelt (Bradford, 1976). Dazu wurden 1{(Dder Probe mit 90Qu BIO-RAD Protein
Assay Farbstoffkonzentrat vermischt und die Extorkbei 595 nm gegen eine Leerprobe
ermittelt. Parallel wurde eine BSA Standard Koneaidansreihe zwischen dg/ml und 50
ug/ml vermessen und eine Eichkurve erstellt, wordiesProteinkonzentration errechnet
wurde.

4.5.2 Gesamtproteinbestimmung nach Coomassie-Farbung

Die Blotfarbemethode kam zu Anfang der Arbeit zumsBtz. Hierbei wird das SDS-
PAGE Gel zunéachst in einer Coomassie Brillant BRE50-Farbeldsung fir 4 h unter
Bewegung inkubiert. Nach anschlieendem EntfarbenEntfarbelésung wurde die
Gelfarbung digital dokumentiert (siehe auch Kapi#l6.2). Zur Ermittlung der
aufgetragenen Proteinmenge wurde das Gel eingdscamd die gesamte
Auftrennungsstrecke pro aufgetragenen Lysat densiiasch vermessen. Bei
zusatzlichem Auftrag von entsprechenden Standaaids klie Lademenge und somit die
Lysatkonzentration quantitativ bestimmt werden. INait dabei ist, dass die Vermessung
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als nicht besonders exakt einzustufen ist. Zudemn disses Verfahren zeit- und
probenaufwendig.

45.3 Gesamtproteinbestimmung nach EZ@ Protein Quantitation Kit

Die im EB-Puffer (und den meisten anderen Extralgpuffern) enthaltenen Komponenten
verhindern eine Konzentrationsbestimmung der eidrsn Proteine mit dem Bradford
Assay. Um diese Lysate fur eine absolute Quargifizig ebenfalls vermessen zu kénnen,
wurde der fluoreszenzbasierte EZQ® Protein QudittitaKit verwendet. Die Methode
kann bei Anwesenheit von Farbstoffen, Detergenzitarnstoff und Reduktionsmitteln
angewandt werden. Sie ist zudem schnell und saroht &ir die Hochdurchsatzanwendung
geeignet. Als Standard wurde ein nicht fixierteglli®at von Ishikawa+ Zellen in T-
PER®Tissue Protein Extraction Reagent (plus Coragiéini Protease Inhibitor Cocktail
Tablette/10 ml Puffer) eingesetzt, dessen Konzeatrger Bradford Assay bestimmt und
in EB-Puffer auf Konzentrationen zwischen 0,06 jigipd 4 pg/ul eingestellt wurde.
Jeweils 1 pl der Proteinlysate und des Standarddemuauf das im Kit enthaltene ,Assay
Paper” aufgespottet. Nachdem die Lysatspots inPdgser eingezogen waren, wurden die
Proteine 5 Minuten mit Methanol fixiert und die téil anschlieRend im Trockenschrank
getrocknet. Das Filterpapier wurde dann fur 30 mihEZQ Protein Quantitation Reagent
unter leichtem Schutteln und vor Licht geschutZtulmert. AbschlieBend wurde die
Membran 3x je 2 Minuten mit EZQ Waschpuffer gewaschDie floureszenzmarkierten
Proteine wurden im Eagle Eye Transilluminator b@d 3im angeregt und detektiert. Die
Proteinspots wurden mit Scionlmage quantifiziertl uhe Konzentrationen anhand des
parallel aufgetragenen Standards berechnet.

454 Gesamtproteinbestimmung nach Sypr8Ruby Protein Blot Stain

Die direkte Quantifizierung der Proteinspots auh ddicroArray Protein Slides wurde
mithilfe des Sypro® Ruby Protein Blot Stain (Molé&au Probes/Invitrogen) nach
Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Die Methdmesiert auf einer fluoreszierenden
Ruthenium-Komplexverbindung. Sie kann in Anwesenkien Farbstoffen, Reinigungs-
stoffen, Harnstoff und Reduktionsmitteln angewamdtden. Der grof3e Vorteil liegt darin,
dass die Methode sehr sensitiv ist, einen grol¥salen Bereich zur Quantifizierung
aufweist und die folgenden Prozessschritte nicheiriileissen soll. Die Gesamt-
proteinbestimmung kann somit direkt auf dem Probicroarrays erfolgen, ohne weitere
Reinigungsschritte. Der Nachteil liegt in der @Keit der Sypro®Ruby-Losung. Alle
Inkubationsschritte wurden unter leichter Bewegduogchgefiihrt. Die gespotteten Slides
wurden zunachst mit einer Aquilibrierungslosung ausEssigsaure/10% Methanol fur 15
min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurdendtxdeionisiertem Wasser fur 5 min
gespult. Die Slides wurden dann fur 15 min in dgpr&® Ruby Farbereagenz gelegt.
Nach mehrmaligem spilen mit Wasser, um Uberschés&gagenz zu entfernen, wurden
die Spots im Eagle Eye Transilluminator bei 300 amgeregt und detektiert. Die
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Farbeintensitat wurde mit Scionimage ausgewerted goantifiziert. Mithilfe eines
zusatzlich aufgespotteten Standards kann eine wbsQuantifizierung direkt auf den
Slides durchgefuhrt werden. Nach der digitalen 8gufzeichnung wurden die Slides in
150 mM Tris (pH 8.8)/20% Methanol fur 10 min inkaldi Nach mehrfachem spulen mit
Wasser und anschlieBender Trocknung konnten dielesSliunmittelbar in der
Immundetektion eingesetzt werden.

4.6 Western Blot

4.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Herstellung der Gele wurde das Mini PROTESNSystem von Bio-Rad
Laboratories verwendet. Das Trenngel (je nach Amweg 7-12%ig) wurde nach
eingieBen in die Kammer mit 0,1 %iger SDS-Losungr Zbberflachenglattung
uberschichtet. Nach Auspolymerisierung wurde diesSiberschichtung mit destilliertem
Wasser ausgespilt, das Sammelgel auf das Trenmgelssen und der Probenkamm
eingesetzt. Nach erneuten 30 min war dieses elepfalymerisiert und die Proteinproben
konnten in die Probentaschen eingeflllt werden. 8fem Auftragen wurden die Proben
mit Lammlipuffer versetzt und 10 min bei 95°C ezhitDie Auftrennung im Gel erfolgte
bei 100-150 Volt in SDS-Laufpuffer.

4.6.2 Coomassie Brillant Blau R250 Farbung von Acrylamidglen

Das Sammelgel wurde zunachst mechanisch vom Treemgfernt. Das zugeschnittene
Polyacrylamidgel wurde dann Uber Nacht bei Raumazatpr in eine Coomassie Brillant
Blau R250 Farbelésung gelegt und am nachsten Tlagg® entfarbt, bis die Banden gut
sichtbar und der Hintergrund mdglichst vollstandigfarbt war. Das Gel wurde in Folie
eingelegt und eingescannt. Die Protein-Laufbanderden einer qualitativen Beurteilung
unterzogen und Uber die Farbeintensitdt wurde arihinaus eine relative
Gesamtproteinbestimmung auf dem Gel durchgefihré Yermessung erfolgte mit
Scionlmage. Vor dem Blotten wurden die Gele kurz MBS gewaschen und zur
vollstandigen Entfarbung und pH-Kalibrierung fir 30in. in Aquilibrierungspuffer
inkubiert. Nach erneutem waschen in Transferpuffamnten die Gele unmittelbar zum
blotten eingesetzt werden.

4.6.3 Proteintransfer (Western Blot)

Zum Zwecke der Immundetektion wurden die Proteinen\Polyacrylamidgel in einer
Nassblot-Apparatur (Protean lll, Biorad, Minchemcim Anleitung des Herstellers auf
PVDF- bzw. Nylonmembranen transferiert. Der Trangfdolgte fur 1 Stunde bei einer
festen Spannung von 100 V in gekihltem Transfegpuff



Methoden 34

4.6.4 |Immundetektion von Proteinen

Die Immundetektion wurde mit dem Enhanced Chemihgscence (ECLPIus)-System
nach Angaben des Herstellers (Amersham) durchgefibie Membranen wurden
zunachst eine Stunde in Blockierungspuffer bei Rauwperatur blockiert, mit TBS
gewaschen und unter standiger Bewegung fur 16 h4B€& mit den angegebenen
Endkonzentrationen der primaren Antikorper in Bloger inkubiert. Je nach
verwendetem Antikdrper wurden dazu verschiedeneckoungslosungen verwendet
(siehe Tabelle 4.1). Die Membranen wurden danach03xin mit TBST gewaschen und 2
h bei 4°C mit dem entsprechenden sekundaren Ap@din geeigneter Konzentration
inkubiert (siehe Tabelle 4.1). Anschlie3end wurgert TBST fur 10 min gewaschen und
nach Abtropfen der Membran fir eine Minute mit démminol Substrat ECLPIlus
inkubiert. Die Visualisierung der Signale erfolgherch Exposition eines Rontgenfilms.

Primérantikérper* Spezies Verdinnung Blockierungslésung Inkubation
B-Actin mouse  1:10000 0,5 % Casein/TBST 2 h bei 4°C
E-cadherin (AEC) mouse  1:10000 NET-Gelatine/0,58&/TBST 2 h bei 4°C
E-cadherin (HECD) mouse  1:2500 0,5 % Casein/TBST h bgi 4°C
E-cadherin £9) rat 1:1000 0,5 % Casein/TBST UN bei 4°C
GAPDH mouse  1:5000 0,5 % Casein/TBST 2 h bei 4°C
Snail rat 1:20 5% Milchpulver/3% BSA (japan) UN @éC
a-Tubulin mouse  1:5000 0,5 % Casein/TBST 2 hbei4°C
pPAMPKa mouse  1:1000 5% Milchpulver 2 h bei 4°C
Sekundarantikorper*

anti mouse 1gG - HRP  sheep 1:10000 wie primareikérper 2 h bei RT
anti rat IgG - HRP goat 1:10000 wie primarer Antib&r 2 h bei RT

Tabelle 4.1 Verwendete Antikdrper und Blockierungslosungefiirrdie exakte Bezeichnung und Herkunft
siehe Kapitel 3.7

4.7  Reverse Phase Protein Microarrays

4.7.1 Dot Blots

Anfanglich wurden die Lysate manuell im Dot Blot &hren auf PVDF- oder
Nitrozellulosemembranen lbertragen. Jeweils 1pRdeteinlysate wurden dabei mit einer
Pipette auf die Membran aufgebracht. Nach Trocknuagle die Membran kurz in TBS
gewaschen. Die Membran war anschlieRend direktirmamunodetektion einsetzbar. Bei
Verwendung einer PVDF Membran wurde diese zuvorsfimin in Methanol eingelegt
und wahrend des Spotauftrags auf Transferpuffegktem Filterpapier feucht gehalten.
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4.7.2 ,Reverse Phase" Protein Microarrays

Grundlegend entspricht der Arrayansatz methodigsadne Dot Blot. Verwendet wurde ein
kommerzielles System von Schleicher & Schuell. Harstellung der standardisierten
,Reverse Phase“ Protein Microarrays wurden der Idpatler MicroCasté! Slide
Microarrayer (Schleicher & Schuell Bioscience), sowdie vom gleichen Hersteller
erhaltlichen FAST™ Slides eingesetzt (siehe Ablityld-1).

MicroCaster™

Auftragsschema
Fast Slide
Up to 384 spots per slide 77
- 16 different lysates D
& [T

Repeats

- ( 7———\
. _ 1
11 12 1.4 18 116 EB 11‘ FASTTM Slide
primary and secondary antibody
e
v

Proteinlysate

Dilutions ’v_y

L. e

nitrozellulose coated glasslide

Abbildung 4-1: Instrumentelle Komponenten zur Herstellung unteseatische Darstellung der Praparation
der ,Reverse Phase" Phase Protein Microrrays. Dabéhvorbereitung erfolgte im 96 well Platten Farma
Die Proben werden von dort mithilfe des MicroCaskgindspotters (Schleicher & Schuell) auf die
vorbereiteten Fast™ Slides gespottet. Der Auftrafplgte in vier Wiederholungen mit jeweils 5
verschiedenen Verdinnungen (1:1 bis 1:16). Als Nelgantrolle wurde der Extraktionspuffer EB in der
sechsten Spalte aufgetragen. Die Slides werderldokBrungslosung gegeben und anschlieRend mit dem
priméren und sekundéaren Antikdrper inkubiert (reegPhase).

Es handelt sich bei Letzteren um Glastrager, di¢ @mer Nitrozellulosemembran

beschichtet sind. Die Proteinlysate wurden hienz@@ well Platten Gberflihrt und mit dem
Microarrayer auf die FAST™ Slides nach Herstellgabven transferiert. Die dabei

aufgebrachte Lysatmenge liegt bei etwa 40 nl, lm&ine Spotdurchmesser von ca. 500um,
wobei die aufgebrachte Menge primar von dem venretamd Puffersystem und dessen
Adhasionseigenschaften abhangig ist. Nach TrockieenSpots, wurden die Slides fir 5
min in TBS gewaschen und waren danach bereit #imaiiteren Behandlungen, oder zur
vorubergehenden Lagerung. Theoretisch sind mitedieSystem bis zu 768 Spots pro
Slide mdglich. Bei den hier dargestellten Analysearden allerdings nur 384 Lysate

gespottet, um zu verhindern, dass die einzelnerisSpeinander Gbergehen. Die Lysate
wurden in einer Verdinnungsreihe von unverdinnizbiginer 1:16 Verdinnung und der
Puffer Negativkontrolle aufgetragen. Der Auftraéplgt in vier Wiederholungen, um eine

statistische Absicherung zu erhalten und um die défteolbarkeit der Ergebnisse zu
zeigen (vergl. Auftragsschema in Abbildung 4-1). sAdiesen Werten wurden das
arithmetische Mittel, die Standardabweichung und Yarianzkoeffizient der Proben

errechnet.
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4.7.3 Detektion mit dem CSAIl Biotin-free Tyramide Signal Amplification System

Das System hat den Vorteil, dass durch den unligtic Farbniederschlag eine
Signalamplifikation erreicht werden kann. Die Betliamg wurde mit Kkleinen
Modifikationen nach Anleitung des Herstellers dwetiihrt. Die FAST™ Slides wurden
zunachst 60 min mit Peroxidase-Block inkubierfTBST gewaschen und anschliel3end fur
60 min in 0,5 % Casein in TBST geblockt. Andere dierungslosungen zeigten hier
einen unspezifischen Signalhintergrund. Die Inkidmatmit dem primaren Antikdrper
wurde Uber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schuttiirchgefiihrt. Die Antikdrper wurden
zunachst in den gleichen Verdinnungen eingeseiztb@r den Western Blots aufgefihrt.
In spateren Versuchen wurden die Antikorper Verdingen angepasst, so dass eine
gemeinsame Auswertung bei gegebenen Lysatkonzentatmoglich war. Nach 10 min
waschen in TBST wurden die Arrays fir 30 min mittidvlaus Immunoglobulin-HRP
inkubiert, erneut gewaschen und fir 15 min lichehéiszt mit dem Amplifikationsreagenz
inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurB8eniin mit anti-Fluorescein-HRP
inkubiert, nochmals gewaschen und zum Schluss dlésliche Niederschlag mit Liquid
DAB Substratchromogen sichtbar gemacht. Nach fimfitiger Inkubation mit dem
Substrat wurden die Slides mit destilliertem Wasgespilt und getrocknet. Die Slides
wurden eingescannt. Die densitometrische Auswergufgdgte mit Scionimage.

4.7.4 Detektion mit ECLPIlus

Der Nachweis wurde homolog der Western Blot Immuekieon durchgefuhrt (siehe
Kapitel 4.6.4).

4.8 Densitometrische Vermessung von Protein Microarraysind

Western Blots

Zur Densitometrischen Auswertung wurden die WesBiats und Protein Microarrays in
Graustufen mit einer Auflosung von 600 dpi eingestaund als nicht komprimierte
Grafikdatei im Tiff Format abgespeichert. Die Gkdfateien wurden in Scionlmage
geladen. Zur Hintergrundkorrektur wurde zunachstAdgorithmus des 2D ,Rolling Ball*
(r=100 fur Microarray Spots und r=200 fur WesterlotBBanden) angewendet. Danach
wurde eine geeignete Vermessungsflache definiert,dass alle Spots/Banden eines
Arrays/Blots in dieses Areal gelegt und vermessenden konnten. Die vom Programm
ausgegebenen densitometrischen Zahlenwerte wurdin Microsoft Excel weiter
bearbeitet und ausgewertet. Von den einzelnen Sgddvholungen wurde jeweils das
arithmetische Mittel berechnet. Die relativen, géeften Endintensitaten der einzelnen
Messpunkte wurden nach Abzug des zugehorigen attbomen Mittels der
Negativkontrolle (=Puffer) erhalten. Die Ausschiyienze (LOD) von Messwerten wurde
dabei nach Definition auf 2x SD(X) des zugehoridEgativwertes festgelegt.
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I=X-p Formel 4-1

| = SpotintensitatX = arithmetisches Mittel Messwer(_J = arithmetisches Mittel Negativkontrolle (Puffer)

Zur statistischen Auswertung wurden die Standaréadiwvaing (SD) und der
Variationskoeffizient (%CV) berechnet. Die Stangdrgeichung (SD) ist ein Mal} fur die
Streuung eines Wertes um seinen Mittelwert. Im ketga Fall gibt sie an, wie konsistent
die Intensitat der in Wiederholung aufgetrageneatSpusfallt. Da die Varianz und damit
die Wurzel daraus, die Standardabweichung, nichiniest sind, kann im Allgemeinen
nicht beurteilt werden, ob die Standardabweichumg/erhaltnis grof3 oder klein ist.

SD (X) = W/Z:(XT-X) Formel 4-2

n = Gesamtzahl der Messwerte, x = MesswXrt= arithmetisches Mittel

Der Variationskoeffizient (%CV) driickt die Standabgveichung einer Verteilung in

Einheiten des ihr zugrundeliegenden arithmetischitiels aus, d.h. man setzt die
Streuung zum Mittelwert in Relation und drickt diesler Regel als Prozentwert aus. Der
Variationskoeffizient stellt als dimensionsloseseS8tngsmald eine Art Normierung der
Varianz dar. Ein Wert von x Prozent bedeutet, alssStreuung x % des arithmetischen
Mittels ausmacht. Der Variantskoeffizient ist eiehs geeignetes Mal3, wenn man
verschiedene Verteilungen hinsichtlich ihrer Stregsyverhaltnisse miteinander
vergleichen will. Je kleiner dieser Prozentwertstdehomogener ist die Streuung der
Verteilung. Bei Werten <10% kann man von einer $eimogenen Verteilung sprechen.

SD(X)
X

%CV = *100 Formel 4-3

X = arithmetisches Mittel




Ergebnisse 38

5 Ergebnisse

5.1  Etablierung des Protokolls zur FFPE Proteinextraktion

5.1.1 Uberprifung der in der Literatur beschriebenen Proteinextraktionmethode
aus FFPE Material

Die Madglichkeit zur Extraktion von Proteinen ausriralin fixiertem und Paraffin
eingebetteten Geweben wurde 1998 in einer Puldikaton Ikeda et al. beschrieben. Zum
Einstieg in die dargestellte Arbeit wurde zunacrestsucht die dort beschrieben Methode
nachzubilden. Die Analyen wurden an Endometrium-&mem durchgefihrt. Als Puffer
wurde der von lkeda verwendete RIPA Puffer (inweiteren Arbeit Puffer P2), sowie ein
kommerziell erhdltliches Extraktionssystem fiir Gegaotein aus Geweben (T-Per,
Pierce) getestet. Darlber hinaus kam ein selbstiekdlter Extraktionspuffer, folgend EB
genannt zum Einsatz. Die Proteinextraktion wurdehn@nleitung der von Ikeda
beschriebenen Methode bei zwei unterschiedlichknblationstemperaturen durchgefihrt.
Die Proteinlysate wurden auf ein SDS-Page Gel a#gen, auf PVDF-Membran
transferiert und die Immunreaktivitat mit den Ardtigern gegen Snaik-Tubulin und
AEC getestet. In Abbildung 54ind die Ergebnisse der Immunoblots dargestellt.

M Zellen gereinigtes RIPA RIPA T-PER T-PER EB EB Puffer
kDa] Sntransf Protein  60°C  80°C 60°C 80°C 60°C 80°C

20 — Abbildung 5-1: Extraktionsmethode nach Ikeda
I Western Blot Detektin der Lysat aus Plazenta FF
5 Geweben, die nach Extraktionsmethede lkeda et.a
” 1998. Pro Lysat wurden 4x10pm Gewebeschnit

50ul Extraktionspuffer suspendiert.eDiProben wurde

20 min bei 100°C sowie 2 h bei 60°C bzw. 8
inkubiert. Es wurden jgeils 8 ul auf das G
aufgetragen. Als Kontrollen sind Lysate
unbehandelte GC2976 SnHis Zellkultur (24ug), s
ein aufgereinigtes Snail Protein (2Qraufgetragen. D
Detektion erfolgte mit ECT"S (A) Antikérperreaktiol
gegen Snail (1:50). 12,5%iges SDS-Page GBI (
Antikbrperreaktion  gegen o-Tubulin  (1:5000
12,5%iges SDS-Page GelC)( Antikérperreaktiol
gegen E-Cadherin (AEC 1:2500), 10%iges &y
Gel.
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Mit dem Antikorper gegen Snail konnten nur mit dgeneinigten Protein ein klares Signal
erhalten werden (Abbildung 5-1 A). Ansonsten warsthwache Signale bei den
transfizierten Zelkulturlysaten und den Lysaten BEB-Puffer erkennbar (Pfeil). Fia-

Tubulin (B) und AEC (C) wurden &hnliche Ergebnissdnalten. Die unbehandelten
Zellkulturlysate und die mit EB-Puffer behandelt@awebe zeigten deutliche Signale bei
der erwarteten Bandengréf3e. Die erhohte Inkubagamseratur von 80°C lieferte in allen
Fallen ein besseres Ergebnis. Die Ergebnisse vedalkonnten in diesem Versuch nicht
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reproduziert werden, zumindest nicht mit den deddhriebenen Bedingungen. Allerdings
erwies sich erfeulicherweise der von uns getesteselifizierte Extraktionspuffer mit allen
Antikorpern als effektiv. Dieses Puffersystem wundelen weiteren Untersuchungen zur
Extraktion verwendet und weiter entwickelt. Fur ed&hInformationen zum Puffersystem
siehe QProteom FFPE Tissue Kit, Qiagen GmbH, Hildemw.qgiagen.com).

5.1.2 Grundlegende Betrachtungen zum Extraktionsverfahren

Variiert wurden im néchsten Schritt die Inkubatiogiten bei der Préaparation. Es wurde
jeweils eine kurzere Vorbehandlung bei 100°C duedhigrt (I(nkubation)-1), was zu

einem ,Aufbrechen” der bei der Fixierung in Formattattfindenden Proteinvernetzung
fuhren soll. Anschlieend wurde bei 80°C fur einkmgeren Zeitraum inkubiert

(I(nkubation)-2), um die Extraktionsreaktion zu waistandigen. Im Experiment wurden
dabei entweder die Zeiten der 100°C Inkubationiedr{Abbildung 5-2, links), oder die

der Hauptinkubation bei 80°C (Abbildung 5-2, reghts

M (-1)20° 30" 40| 100°C20min  Cryo (I-1) ; . : : o
[kDa] (-2 80°C2h sh ah ooh 4 (I_Zf\bblldung 5-2: Inkubationsbedingungen. Variation

A B cl b E = G der  Lysat-Inkubationszeiten ~ der  thermischen
Behandlung. Standard sind 100°C fur 20 min (I-

Z=on 1)/80°C fur 2 h (-2). Links wurden die I-1
160 — Inkubationszeiten variiert, rechts die 1-2 Zeiten.
Western Blot gegeno-Tubulin (1:2500), 7 %iges
b SDS-Page Gel. FFPE Darmgewebe. Pro Lysat wurden
35 - 4x 10um Schnitte in 100ul Puffer eingesetzt.
Gelauftrag 10 pul. Positvkontrolle  Plazenta

Pr—— p— - Cryogewebe in T-Per (16pg). Die Detektion erfolgte
“ W — i
- a-Tubulin|  mit ECL™

Die Lysate wurden bei diesem Ansatz aus Darmgewedygariert, um gewebespezifische
Restriktionen auszuschlie3en. Als Antikdrper wummdubulin verwendet. Das beste
Ergebnis in der Prainkubation (I-1) wurde bei 30nneirrreicht (Lysat B). Verlangerte
Hauptinkubationszeiten (I-2) fihren eher zu einerminderten Reaktivitat. Bei der 20h
Inkubation (Lysat G) ging die Immunreaktivitat sodeomplett verloren. Je langer die
Proben somit den erhdhten Temperaturen ausgesetanwdesto schlechter war die
Immunreaktivitéat. Um Proteinverluste oder Degradigen zu vermeiden, wurden daher
maoglichst kurze Inkubationszeiten zur Extraktionvghlt. Dartber hinaus stellt dies auch
einen 6konomischen Faktor in Hinblick auf den Hagletisatz-Einsatz in der klinischen
Routine dar. Die Parameter flr Inkubationszeiten utemperaturen wurden auf 20
Minuten bei 100°C und einer folgenden Inkubation YoStunden bei 80°C festgelegt. Die
Verlangerung der 1-1 Einwirkzeit stellt ggf. eine dgliche Modifikation des
Standardprotokolls dar, um bei schwierigen Probeder bei sehr geringer
Materialverfuigbarkeit die Proteinausbeute zu erh6he

Bislang konnte gezeigt werden, dass eine Extraktion nicht degradierten Proteinen

maoglich ist, nicht aber, dass diese auch in Ldsundiegen und so folgend eine
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quantitative Aussage moglich bzw. sinnvoll ist. éslichkeitsverhalten sollte durch eine
Verdinnungsreihe der Proben tberprift werden. Biektierten Signalstarken sollten sich
dabei analog der Auftragsmenge verhalten.

FFPE Lvsat aus Darmaewet EB Crw

MIkDal _unv. 1:2 1:4 1.8 1:16 - +

- - AEC A | Abbildung 5-3: Loslichkeitsverhalten.
25C1 Verdinnungsreihe des FFPE Darmgewebes (Lysat B)
L6017 o — aus Abbildung 5-2. Western Blots gegéf) E-
105 &5 Cadherin (AEC 1:2500) ungB) a-Tubulin (1:2500).
s Gelauftrag je 10 pl der Verdunnungstufen 1:1, 1:2,
105 — 1:4, 1:8, 1:16. Die Verdiunnung der Proben erfolgte
751 o-Tubulin B| mit EB-Puffer. Positivkontrolle Plazenta Cryogewebe
50 _l._— - in T-Per (169). Die Detektion erfolgte mit EGE

Getestet wurden Antikdrper gegen E-Cadherin (AEQ) a-Tubulin. Wie in Abbildung
5-3 gezeigt, nimmt die Signalstarke bei beiden Imreaktionen entsprechend der
Verdinnung ab. Die Banden zeigen die spezifischi3&iflr die untersuchten Proteine.
Die extrahierten Proteine sollten daher weitestgdhe Loésung vorliegen, die gemessenen
Signalintensitaten verhalten sich entsprechendadfgetragenen Mengen, wobei auf eine
exakte Vermessung verzichtet wurde.

Bei fast allen bisher durchgefiihrten Western Blegsen neben der spezifischen Bande
weitere konkrete Banden zu erkennen. In spéatereterklrchungen mit E-Cadherin
negativen Zellinien konnte gezeigt werden, dassediignale spezifisch fur das detektierte
Protein waren, es sich also um nicht vollstandiggelorochene bzw. degradierte
Proteinkomplexe handelt und nicht um unspezifiskheuzreaktionen (siehe Abbildung
5-11, Antikorperspezifitat). Darlber hinaus treten h@uduch unspezifische und diffuse
Reaktionssignale auf, Uberwiegend im hochmolekaoldereich. Eine Aufreinigung der
Proteinlysate konnte folglich eine Moglichkeit seiie Signalspezifitat zu verbessern. Die
extrahierten Proteinlysate der FFPE DarmgewebeAdnmldung 5-2 (Lysate A und B)
wurden, zur Entfernung der hochmolekularen Bestlegt auf kommerzielle PALL
Nanosep-Saulen gegeben (siehe Abbildung 5-4 A).Adieschlussgrenzen lagen bei 100
kDa (links) bzw. 300 kDa (rechts). Die Proben A udinterscheiden sich in der Dauer
der ersten Inkubationsperiode bei 100°C mit 20 (Rimbe A) bzw. 30 min (Probe B). Es
wurden jeweils der Saulendurchfluss (D) und dasfadt(R) aufgetragen. Die Ergebnisse
zeigten, dass durch die verlangerte Inkubationdzgn 30 min (Proben B Abbildung
5-4) die Signalstarke zwar grofRer war, ebenso abeh der Anteil an unspezifischen
Produkten. Der Leitsatz einer moglichst kurzen Abfgsszeit konnte auch hier bestatigt
werden. Der Molekulargewichtsfilter bei 300 kDa @Nblung 5-4 rechts) hatte einen
geringen funktionellen Effekt. Durchfluss und Retemunterscheiden sich kaum. Ein
spezifischer Filtereffekt tritt dabei nicht auf. &&d lediglich ein Anteil der Probe an der
Membran zurtickgehalten. Anders sieht es mit denkI® Saulen (Abbildung 5-4 links)
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aus. Hier wird eindeutig ein Reinigungseffekt dtzi®ie unspezifischen Signale im
unteren Molekulargewichtsbereich verschwinden nagém Séulendurchlauf fast
vollstandig. Allerdings wird auch der Uberwiegendeil des spezifischen Signals im
Molekularsieb zuriickgehalten. Bei den insgesamivachen Signalen mit FFPE Material,
ist eine Reduktion des Ursprungsignals auf etwa fénftel nicht als praktikabel zu
bezeichnen. Eine selektive Aufreinigung unterhallmere bestimmten Molekular-
gewichtsgrenze ist ebenfalls nicht zu erkennen, abibwdie Reduktion der
hochmolekularen Anteile mit den 100 kDA Saulen pbapotional héher ist.

100 kDa Ausschlussgrenze 300 kDa Ausschlussgrenze
M Lysat A Lysat Lysat A Lysat B Cryo
[kDa] D R D R D R D R +
4 -
- - .
4o — A
o ——
35 - . - — - AEC
50 -
3S—~ A

Abbildung 5-4: Nanosep-Séaulenaufreinigungder FFPE Darmgewebe (Lysat A und B) aus Abbildby
Links wurde eine Ausschlussgrenze von 100 kDa giwRbchts wurden Saulen mit einer Ausschlussgréle
von 300 kDa benutzt. Western Blot gegen E-Cadhi@&#C 1:1500), Gelauftrag je 10 pl von Durchflusg (D
und Retenat (R). Positivkontrolle Plazenta Cryodemia T-Per (16p1g). Die Detektion erfolgte mit E®L

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass es praikipioglich war intakte Proteine aus
FFPE Geweben zu extrahieren und nachzuweisen.sblte nun systematisch untersucht
und weiterentwickelt werden.

5.2  Etablierung der FFPE-Proteinextraktionsmethode anhad

Zellkulturlysaten

5.2.1 Formalin fixierte und Paraffin eingebettete (FFPE)Zellen

Die Methodik der Proteinisolation aus FFPE Matesiallte im nachsten Schritt zunachst
an FFPE Zellkulturansatzen genauer untersucht tadoliert werden. Die Bedingungen
entsprechen systembedingt nicht vollstdindig denem ¥ixierten Geweben, eine
Vergleichbarkeit sollte aber anzunehmen sein. Dertél liegt darin, dass Lysate aus
Zellkulturen in unbegrenzter Menge zur Verfugunghsn, so dass der Umfang der Tests
erhoht werden kann. In den kultivierten Zellen édegdartiber hinaus meist definierte und
auch bekannte Verhaltnisse vor, so dass die Mdthmdfach auf ihre Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit getestet werden kann. Zudem ddnrdie Ergebnisse mit
entsprechenden, nicht fixierten Kulturen verglichearden, wobei mdglichst @hnliche
Resultate zu erzielen sind. Die Préaparation daf\uérhaltnisse nicht verandern. Zunachst
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wurde mit der Magenkrebs-Zellinie GC2957 gearbeidie freundlicherweise vom
IPATIMUP in Porto zur Verfigung gestellt wurde und der bereits Untersuchungen im
Institut durchgefuhrt wurden. Neben der WildtypieifGC2957 wt) existiert eine Snail
Uberexprimierende Zelllinie (GC2957 SnHis), diebdtait einem Expressionsvektor fur
Snall transfiziert wurde. Es wurden parallel jewdfroteinlysate von unbehandelten und
von FFPE Kulturen hergestellt. Es wurden Antikorgggen (-Actin,a-Tubulin, E-
Cadherin (AEC) und Snail getestet. Fur die Linie28&7 SnHis wird dabei eine stérkere
Snail-Expression erwartet. Eine zusatzliche Behargll zun&chst nur bei den unfixierten
Zellkulturen, mit LIiCl (40mM), einem GSK [BInhibitor (Klein & Melton, 1996,
Stambolic et al., 1996) sollte diesen Effekt noclsmerstarken. GSKB agiert als Snail
Repressor auf Transkriptionsebene (Bachelder ¢2@05). Durch dessen Inhibition ist
eine hohere Snail-Expression und somit ein erhdhteteinlevel zu erwarten, was sich bei
der Analyse der Zellkulturlysate wiederspiegelrtsol

Da eine Aufreinigung der Lysate uUber Molekulargduwstilter keine zufriedenstellende
Lésung darstellte, um die Signalqualitat zu verbegswurden als weitere Moglichkeiten
Protein Prazipitationsverfahren getestet. Die FHBBate wurden nachfolgend einer
Fallung mit Aceton (Resuspendierung in T-Per und BBd einer Behandlung mit dem
PAGEprep™-Kit unterzogen (Resuspendierung in EBg. Ergebnisse der nicht fixierten
Lysate und der FFPE Lysate sind in Abbildung 5-Bekdi miteinander verglichen.
Exemplarisch sind die Ergebnisse fidactin (A) und AEC (B) gezeigt.

unfixiert FFPE fixiert GC2957
M[kDa] wt SnHis wt SnHis wt SnHis wBnHis wt SnHis wt SnHis +
50 T +LiCl vor Fallung +Ac T-Pel +AcEB  PAGEprep™
37 7] —— - B-Actin
25 H A

—
250
150 -
100 E AEC
75
- B
50

Abbildung 5-5: FFPE Zellkultur , GC 2957 Zelllinie. Die FFPE Lyate wurden zusé@tzleiner Aceton (Ac)
Proteinfallung und der Prézipitation mit dem PAGEPM-Kit unterzogen. Dargestellt sind Western Blots
gegen(A) E-Cadherin (AEC 1:10000) un@) B-Actin (1:10000). Gelauftrag der unfixierten Lysd&ipg.
Positivkontrolle Plazenta Cryogewebe in T-Per ()6 F-PE-Lysate je 15 pl unvermessen aus gleicher
Zellzahl (in 400p| Puffer, gefallte Lysate 100pffer). Die Detektion erfolgte mit EC1YS

Von grofRem Interesse war zunachst die Immunreakie=FPE Zellkulturlysate. M-
Actin konnten nur ein Nachweis der nicht fixierteroben und der Cryo Positivkontrolle
(+) erfolgen. Die FFPE Lysate zeigten keine Signgla ahnliches Bild ergab sich far
Tubulin und Snail. Die Signale fur Snail waren geflesehr schwach, auch bei den
unbehandelten Lysaten und es konnte auch kein &bitied zwischen den beiden GC2957
Zelllinie festgestellt werden, ebenso nicht nackILBehandlung (Daten nicht gezeigt).
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Einzig AEC lieferte schwache Signale mit den FFREdten wie in Abbildung 5-5 B
ersichtlich ist. Die GC 2957 SnHis Zelllinie zeigabei immer ein leicht schwacheres
Signal, als die wt Linie. Dies ist durch eine hd@rmerSnail Expression erklarbar und
entsprache den Erwartungen, da E-Cadherin translrel negativ von Snail beeinflusst
wird. Ohne die Abgleichmdglichkeit mit einem Haukbégen ist diese Beobachtung aber
wenig aussagekraftig. Die Aufreinigungen der Lysadegten eher schlechte Ergebnisse.
Keine der praparierten Proben zeigte ein bessdggml8erhalten. Extrem diffus erwies
sich das Signal nach der PAGEprep™ BehandlungliBd&eoben in gleichen Mengen auf
das Gel geladen wurden, das Volumen des Resuspspsiters nach Fallung aber nur ein
Viertel der Ausgangsmenge betrug, ergibt sich zué@@mmassiver Probenverlust durch
die Féallungen. Problematisch stellte sich auchrdssspendieren der prazipitierten Proben
heraus. Teilweise musste zeitlich sehr lange g&léstlen und es gelang auch nicht immer
das Pellet komplett wieder in Losung zu bringeresDerschwert die Probenbehandlung
und konnte zudem die Vergleichbarkeit der Ergelenseeinflussen. Ein Einsatz ist daher
auch hier nicht empfehlenswert.

Modifiziert wurden in der Folge verschiedene Immibiod Parameter, um die Ergebnisse
zu verbessern, respektive generell Signale mit meisten Antikorpern fur die FFPE
Lysate zu erhalten. Verandert wurden dabei die k@npierkonzentrationen, die
Inkubationszeiten, das Detektionssubstrat, die Mantgpen, die Blockierung und es
wurde versucht eine direkte in Gel Detektion (Destial., 2001) durchzuflhren, um
Transferprobleme auf die Membran auszuschlieRemv8lle Signale mit dem FFPE
Zellmaterial konnten aber mit keiner der durchgei Modifikationen erhalten werden.
Nur durch eine Erhéhung der Auftragsmenge um das @0-fache, was der gesamten
Lysatmenge aus hochgerechnet 2xZellen entspricht, konnten auswertbare Signale
erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Snail waarauch hier nicht nachzuweisen. Der
Antikorper ist wohl aufgrund seiner niedrigeren lommogenitat als zunéchst nicht
anwendbar fur die grundlegenden Untersuchungeixmaktionsmethode einzustufen.

Von den FFPE Zellkulturlysaten war, im GegensatZ~EHPE Geweben, keine effiziente
Proteinextraktion moglich. Die FFPE Zellkulturfixteng wurde daher zugunsten einer
alternativen Behandlungsroutine aufgegeben.
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5.2.2 Formalin fixierte (FF) Zellen ohne Paraffineinbettung

Da die Proteinisolation aus FFPE Geweben nach da#areErgebnissen zuverlassig und
stabil funktionierte, war anzunehmen, dass Behanydischritte bei der FFPE Zellfixierung
die Immunreaktion storten. Die wesentlichen Unteiestie bei der Behandlung der
Zellkulturen, waren die Fixierungslésung und didd®erung der Zellen zur Einbettung in
Paraffin. Zur Fixierung wurde eine wassrige 10%-g@maldehydldésung verwendet. In
der Routinefixierung von Geweben kommt eine neutrgépufferte 10%-ige
Formalinlésung zum Einsatz, was einer 4%-igen Fadeteydlosung entspricht. Aber auch
nach Umstellung der Fixierungslésung auf eine mégepufferte 10%-ige Formalinlésung
verbesserte sich die Immunreaktivitdt nicht (Datécht gezeigt). Die Pelletierung der
Zellen erfolgte nach Kapitel 4.1.7, was eine etabdi Methode zur Zelleinbettung fir die
Immunhistochemie ist und dort die Immunreaktionhhimerklich beeintrachtigt. Dieser
Schritt scheint fur die hier angewande Protein &ttonsmethodik allerdings kritisch zu
sein. Wurde auf die Pelletierung und die folgendeafineinbettung der Zellen verzichtet,
konnte eine effiziente Proteinisolation und Immuakteon festgestellt werden. Es wurde
daher beschlossen auf die Paraffinbehandlung zichéen und die Zellen fir die weiteren
Untersuchungen nur einer Formalinfixierung zu un&ren. Dies sollte die Bedingungen
von fixiertem Archivgewebe immer noch adaquat wsgergeln, da nach bisherigen
Erkenntnissen die Formalinfixierung der vermutliafitische und irreversible chemische
Schritt darstellt.

Als Zelllinie wurde auf die im Institut etablierddDA-MB 435 S Kultur zurickgegriffen.
Hierbei handelt es sich um eine Brustkrebslinie, megativ fir E-Cadherin ist (folgend
MDA- bezeichnet). Die Umstellung auf die MDA Zetiie erfolgte, da sich Snail, bedingt
durch den vorliegenden Antikorper, als ungeeignétashweisprotein herausgestellt hat.
Der zusatzliche experimentelle Vorteil liegt in detistenz von davon abgeleiteten, stabil
transfizierte Zelllinien, die E-Cadherin als WilgtyMDA wt), Exon 9 Deletions Mutation
(MDA d9) und Exon 8 Deletions Mutation (MDA d8) expieren. Durch die
mutationsspezifischen MDA Zelllinien, sowie etale®m mutationsspezifischen
Antikérpern wird dadurch auch das Nachweisspektemveitert. Die fur E-Cadherin
negative Ausgangskultur (MDA-) kann zudem als Negantrolle der E-Cadherin
Immundetektion gesehen werden.

Zur Bewertung der Effektivitdt der durchgefiuhrtergfparationsvariationen, wurden drei
Parameter herangezogen. Zunachst wurden die SDEPB&8e mit Coomassie Blue
gefarbt. Anhand der Gelfarbung wurde die Proteibaute (Lysatquantitdt) und die
Extraktionseffizienz (Lysatqualitat) beurteilt. & wurden die Farbeintensitat und das
distinkte Bandenmuster beurteilt. Danach wurdenRfieteine vom Gel auf eine PVDF
Membran transferiert und die Immunreaktivitdt mintkorpern gegen die beiden
Haushaltsgene B-Actin  und a-Tubulin  bestimmt. In Abbildung 5-6 ist eine
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Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeysattypen nach Coomassie-Farbung
aufgefuhrt. Der prinzipielle Farbeverlauf und dastidkte Bandenmuster sind auf den

entsprechenden Lysattyp generell tGibertragbar.

BGM 1 2 3 4 5 6 7T | 1 2 3 4 5 6 M Proteinmarker
' = ~ 1~ | =1 - ¢ | 7|| BGHintergrund
s ull el SIEE 1 Zellen nicht fixiert, T-Per Puffer
1 1 2l 3 PRk { 2 Zellen nicht fixiert, EB-Puffer
we 0 B | ! t{ 3 RN = { 3 Zellen Formalin fixiert, EB-Puffer (FF)
\‘! g y = = é } o 2 4 Zellen Formalin fixiert und Paraffin
i-r 3 u \:; SNt A2 2k eingebettet, EB-Puffer (FFPE)

— B L Ea = |2l | 7 7 || 5 GewebeMaustumor Formalin fixiert und
=5 ; P ; ! Paraffin eingebettet (1 Woche alt), EB-Puffer
ey kIR LR 6 Gewebe Maustumor cryokonserviert, EB-
ol Il Y| Puffer (Cryo)

z el e 7 Gewebe Magenkarzinom Formalin fixiert und

S| : / Paraffin eingebettet (4-6 Jahre alt), EB-Puffe
A W= T S ‘O | Negativkontrolle EB-Extraktionspuffer

=2 1L ¢y s e

Abbildung 5-6: Gesamtibersicht Uber die in der Arbeit verwenddigeattypen. Dargestellt ist die
Coomassie Gelfarbung zur Bewertung der verschigdéysatpraparationefd) Quantitative Bewertung.
Die Farbeintensitdt der Bahnen wurde densitométrisecermessen, was der aufgetragenen
Gesamtproteinmenge entsprict®) Qualitative Bewertung. Das Bandenmuster Uber digfd¢trecke wurde
grafisch aufgetragen, wobei die Peakhdhe die Hatdresitat wiedergibt.

Vergleicht man das Bandenmuster der aufgetragemebeR nach Coomassie-Farbung,
fallen deutliche Abweichungen auf. Die meisten Bamaind zwar bei allen Lysaten zu
erkennen. Eine distinkte Bande unterscheidet dieindangs deutlich mit dem T-Per und
dem EB-Puffer (vergl. Abbildung 5-Bahnen 1, 2 und 3 Pfeil). Die verschiedenen Puffer
vermodgen somit unterschiedliche Proteine starker eadhwacher in Losung zu bringen.
Die Proteinextraktionen mit dem EB-Puffer aus desw€&ben (FFPE und Cryo) zeigen
wiederum eine Differenz zu den EB-Zellkulturen @lerBahnen 2 und 3 mit 5 und 6
Pfeile). Die markante Bande der Zellkulturlysatecta hier nicht auf, dafir zwei weitere
Banden bei einem hoéheren Molekulargewicht. FFPE @Qngb-Gewebe zeigen aber eine
gute Ubereinstimmung. Die FFPE-Lysate zeigen irmgégine deutliche Reduzierung der
erkennbaren distinken Banden im Vergleich zu derLygaten, bzw. dem Cryo-Gewebe
(Bahnen 4, 5 und 7). Auch das Alter der Probe spiénsichtlich eine Rolle (Bahnen 5
und 7). Im Vergleich zum ,frischen* FFPE Gewebe dtfaustumore, weisen die Lysate
der FFPE Magenkarzinome, die bereits 4-6 Jahrewaten, fast gar keine konkrete
Proteinbande mehr auf (&hnlich den FFPE-Zellkyjsalen in Bahn 4). Die
immunologische Reaktionsfahigkeit war allerdingschii vergleichbar beeintrachtigt
(Daten nicht gezeigt).

5.2.2.1 Variation der Extraktionspuffer und der Reaktionsbedingungen

Zur Proteinextraktion wurden bislang nur drei Pisfsteme getestet. Der von Ikeda et al.
beschriebene RIPA-Puffer, der kommerzielle T-PdfdPwnd der selbst entwickelte EB-
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Puffer. Zudem wurde bislang nur eine Behandlungsatkk angewandt. Um einen
besseren Einblick in den Mechanismus und die Anwaricit der FFPE Proteinextraktion
zu bekommen, wurden weitere Puffersysteme und B#bhagsmethoden zur
Proteinisolation getestet. Neben der bisherigenhbtig, des mechanischen Aufschlusses
der Zellpellets per Teflonpistille, wurden Verfahranit Glasperlen und Ultraschall
getestet. Weiterhin wurden die Bedingungen derntismhen Inkubation variiert. Zur
Kontrolle der Effizienz der modifizierten Lysatpeiptionen, wurden auf jedem Gel ein
Lysat aus nicht fixierten Zellkulturen (5pg), soween Lysat, das nach dem bisherigen
Standardverfahren prépariert wurde, aufgetragene Derschiedenen Puffer und
Behandlungsmethoden zeigten deutliche Unterschieswyohl was die extrahierte
Proteinmenge und die Lysatqualitat, als auch wadrdmunreaktivitat der Lysate betraf,
wie Abbildung 5-7 zeigt. Bis auf die Lysate 1 un&ahnten bei allen Proben Proteine auf
dem Coomassie Gel nachgewiesen werden (Abbildundp-Die Lysate 6 und 8 zeigen
zwar hohere Mengen bei der densitometrischen Vesumgs die Werte sind aber bei
genauerer Betrachtung des Coomassiegels eher wvoemeihéheren Hintergrund
beeinflusst. Die héchsten Proteinmengen wurdehysat 3, 7 und 10 erzielt. Hier zeigten
sich auch die eindeutigsten Bandenmuster. Im direktergleich ist das Lysat der nicht
fixierten Zellkultur (Lysat 12) zu sehen, was nolemaeise die hdchste Lysatqualitat
aufweist. Interessanterweise tauchen bei allenteysawei prominente Banden im Gel auf
(Pfeile rechts). Nur mit EB-Puffer laufen diese gldicher Hohe, wie beim nicht fixierten
Lysat. Mit Puffer P4 (Lysat 7) sind diese BandanhHenach oben verschoben. Das gleiche
ist mit dem Puffer P6 (Lysat 9 und 10) zu beobathie entsprechende obere Bande ist
hier zwar auch vorhanden, allerdings um einigesvacher ausgepréagt. Bei diesem Puffer
taucht eine zweite prominente Bande auf, die eth@ser liegt, als bei den anderen
Puffern. Diese Verschiebung lasst sich auch beiWestern Blots erkennen (Abbildung
5-7 B). Das deutet darauf hin, dass die Puffer melmen unterschiedlichen
Proteinextraktionsfahigkeiten auch noch untersditieels Laufverhalten zeigen. Fur die
weiteren Untersuchungen ist es daher sinnvoll ngbéctin zumindest ein weiteres
Haushaltsgen, wia-Tubulin, parallel zu detektieren, um eventuellé\Bankungen besser
aufdecken zu koénnen. Die hochsten Signalintensithg den Immunoblots wurden mit
den Lysaten 2, 3, 10 und 12 erreicht (Abbildung B)7 Sie lagen alle ann&hernd auf
gleichem Niveau und korrelieren bis auf Lysat 2 deih Auftragsmengen nach Coomassie.
Das Lysat 7 wies ebenfalls eine hohe Proteinmenge die Immunogenitat fallt im
Vergleich der anderen Proben allerdings geringes. dbie Proben die auf dem
Coomassiegel kaum Proteine aufwiesen, lieferteraguangsgemaln auch kein Signal mit
B-Actin.
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Lysat
1 2 3 4 5 6 7 8 B 11 12
Coomassie
M e
B [kDa]
50T
B-Actin 37
150
E 100
Densitometrie 50
relative Intensitéat [%]
O coomasse 7.2 | 6021 | 100,00 | 22,48 | 68,24 | 46,16
. b-Actin
v
E Mechanischer Aufschluss Thermischer Aufschluss
Puffer Pistille Ultraschall* Glasperlen Inkubation 1 Inkubation 2
Lysat Zeit Temperatur Zeit Temperatur
1 EB X
2 EB X 4h 65 °C
3 EB X 20 min 100 °C 2h 80 °C
4 P1 X 20 min 100 °C 2h 80 °C
5 P2 X 20 min 100 °C 2h 80 °C
6 P3 X 20 min 100 °C 2h 80 °C
7 P4 X 20 min 100 °C 2h 80 °C
8 P5 X 20 min 100 °C 2h 80 °C
9 P6 X 20 min 100 °C 2h 80 °C
10 P6 X 4h 65 °C
11 P3 30 min, 4°C 4h 65 °C
12 + T-Per Lysat aus nicht fixierten Zellen, 5ug

* Ultraschallaufschluss mit 10 Pulse bei einer meden Amplitude von 25%, 20 sec Pulsdauer, 30 aesé Durchfiihrung auf Eis.
** Aufschlisselung der Puffer siehe Kapitel 3.4.1

[ Standard Praparationsmethode

Abbildung 5-7: Variation der verwendetenLysepuffer und der Aufschlussbedingungen Zur
Lysatpraparation wurde die Zellinie MDA MB 435 BIDA-) verwendet. Pro Lysat wurden 1*1@ellen
eingesetzt und in 200ul Extraktionspuffer aufgen@mnDie Lysatpaparation erfolgte nach Kapitel 4.4.3
und den hier aufgefiihrten Modifikationg&) SDS-PAGE Proteingel, 10%ig nach Farbung mit Cosieas
Brillant Blue. Vom gesamten Lysat wurden 20 ul dat Gel aufgetrageriB) Western Blot mif3-actin
(1:20000) nach Transfer auf PVDF Membran. Sekuri&ranti mouse HRP (1:10000). Zur Detektion
wurde ECIP™ verwendet.(C) Von den detektierten Signalen wurde eine densitosche Vermessung
durchgefihrt und grafisch aufgetragen. Das Reféysarz der Standardpréparationsmethode wurde jeweils
auf 100% gesetz(D) Ubersicht iiber die Puffer und Behandlungsmethaggraufgetragenen Lysate.

Ausnahme hierzu ist Lysat 1. Unerwartet verhal $igsat 5. Trotz hohen Proteinmengen
wurden keinerlei Signale im Western Blot detekti®te Immunogenitat des Puffers P2
war quasi nicht vorhanden. Es zeigten sich allggliauch kaum distinkte Banden in der
Gelfarbung. Zusammenfassend betrachtet zeigterewar der verwendeten Puffer eine
vernunftige Immunreaktivitat bei der Behandlungim&tandardverfahren. Dies waren die
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Ansatze mit EB-Puffer (Lysate 1-3) und mit Puffe4 FLysat 7). Beides sind stark
Detergenz haltige Puffersysteme. Dartber hinaussitdt der Ultraschallaufschluss als
sehr effektiv erwiesen (Lysat 10). Der gleiche Buf?6 in Kombination mit der Standard
Behandlungsmethode war nahezu ohne Signal (LysaEif)besseres Verhalten zeigte
auch der Glasperlenaufschluss. Die Ergebnisse mageth Aufschlussverfahren waren
deutlich besser, als die bei mechanischer Behagdhib der Pistille (Lysat 6 und 11),
wobei das Signal im gesamten Vergleich aber ehmvach war und daher nicht weiter
verfolgt wurde. Die letzten Ergebnisse legen allegd nahe, dass der mechanische
Aufschluss per Pistille nur einen geringen Einflas$ die Effektivitat der Methode hat. Da
dies ein sehr aufwendiger Schritt bei der Lysatprétion darstellt, wird im Folgenden
darauf verzichtet. Die thermische Behandlung heh sis wichtig erwiesen. Lysat 1 ohne
diese Behandlung zeigte signifikant geringere Rmatesbeuten, allerdings mit im
Verhaltnis dazu recht hoher Immunoreaktivitat. Atcimlverhalt sich Lysat 2, nur mit
insgesamt hoheren Signalen. Hier wurde auf diedatan | verzichtet und die Inkubation
I wurde bei 65°C verlangert durchgefuhrt. Die Rmausbeute verringerte sich aber im
Vergleich zu Lysat 3, dem Standardverfahren, diemimreaktivitdt stieg aber
verhaltnismassig an. Offenbar fuhrt die geringeempperatur zu einer schonenderen
Proteinextraktion.

Generell kann man sagen, dass bei ausreichendealS#yke und distinkten Banden in
der Gelfarbung, auch die Immunreaktivitat nfitActin gut mit der aufgetragenen
Lysatmenge korrelierte. AuBnahme hiervon ist LysaDie Lysate 1 und 2 weichen von
der Feststellung insofern ab, dass beide Lysatalen Gelfarbung verhaltnismassig
schwach sind und doch ein starkes Signal im Wedéhzeigen. Dies ist wohl auf das
generell hohe Immunpotential des verwendeten EBeRPatzurickzuflhren.

Da sich der Ultraschallaufschluss als sehr effelk@xausgestellt hat, wurde dieser mit den
anderen Bedingungen kombiniert. Der Aufschluss Wiitaschall funktionierte in allen
getesteten Kombinationen von Puffern und thermisclBzhandlung zuverlassig
(Abbildung 5-8). Die erhofften synergistischen Kkfis zeigten sich aber nicht. Der EB
Puffer und der Puffer P4 lieferten durchgehend etigagleichen Signale. Die Lysate mit
den Puffern T-Per und P6 wiesen eine geringereefProenge im Coomassie-Gel auf. Die
Aussagen uber die Bandenmuster konnten auch hegtewibestatigt werden. Es waren
zwei prominente Banden sichtbar, wobei bei P4 uGceifre Verschiebung zu erkennen
war, sowohl im Gel, als auch in den Western Blbtst direkte Vergleich EB Puffer mit
Ultraschalbehandlung (Lysat 3) und der rein theches Behandlung (Lysat 8 Standard),
zeigte so gut wie keine Unterschiede. Es waren &@em Unterschiede in der
Proteinausbeute bei der Variation der thermischeimaBdlung zu erkennen (Lysate 1, 2, 3
und 8). Die Ultraschallbehandlung kompensiert iesdm Fall anscheinend das weniger
effektive Extraktionsverhalten.
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Lysat M 1 2 3 4 5 6 78 9
ES
|
Coomassie i“ _
]
IF-
M|/
E [kDa] =
_ 7sH
a-Tubulin B ——
37H
_ 50 H
B-Actin G — —— — - e
25

200

E 150

Densitometrie 1
50
relative Intensitat [%]

1 2 3 4 5 6 7 8 9
O coomasse 9334 | 10621 | 1061 | 5182 | 47,62 | 8801 | 3904 | 120000 | 7105
O avubuin 9451 | 8314 | 7898 | 6245 | 2536 | 10030 | 1781 | 10000 | 8916
B acin 8547 | 10181 | 14,00 | 114,25 | 133,78 | 172,00 | 15209 | 10000 | 90,43
Mechanischer Aufschluss Thermischer Aufschluss
E Puffer** Ultraschall* Inkubation 1 Inkubation 2
Lysat Zeit Temperatur Zeit Temperatur
1 EB X 2h 65 °C
2 EB X UN 65 °C
3 EB X 20 min 100 °C 2h 80 °C
4 T-Per X 2h 65 °C
5 P6 X 2h 65 °C
6 P4 X 2h 65 °C
7 P6 X
8 EB 20 min 100 °C 2h 80 °C
9 T-Per Lysat aus nicht fixierten Zellen, 5ug

* 10 Ultraschall Pulse bei einer maximalen Amplieucbn 25%, 20 sec Pulsdauer, 30 sec Pause, Durahfjiauf Eis.
** Aufschliisselung der Puffer siehe Kapitel 3.4.1
O standard Préaparationsmethode

Abbildung 5-8: Ultraschallaufschluss mit ausgewahlten Extraktionspuffern und Aufschhgsingungen.
Zur Lysatpraparation wurde die Zellinie MDA MB 435 (MDA-) verwendet. Pro Lysat wurden 110
Zellen eingesetzt und in 200ul Extraktionspuffefggnommen. Die Lysatpéparation erfolgte nach Képite
4.4.3 und den hier aufgefiihrten ModifikationdA) SDS-PAGE Proteingel, 10%ig nach Farbung mit
Coomassie Brillant Blue. Vom gesamten Lysat wurg@nul auf das Gel aufgetragdi) Western Blot mit
a-Tubulin (1:5000) ung-actin (1:10000) nach Transfer auf PVDF Membrarkugdar AK anti mouse HRP
(1:10000). Zur Detektion wurde EEYS verwendet.(C) Von den detektierten Signalen wurde eine
densitometrische Vermessung durchgefihrt und g@fafisaufgetragen. Das Referenzlysat der
Standardpraparationsmethode wurde jeweils auf 1Qf¥$etzt. (D) Ubersicht (iber die Puffer und
Behandlungsmethoden der aufgetragenen Lysate.

Dies ist auch im Vergleich der Lysate 5 und 7 dtsich, auch wenn die Signale hier
insgesamt gering sind. Der komplette Verzicht aaftdermische Behandlung bei Lysat 5
fuhrte in diesem Fall nicht zu einem drastischeokgéang der Proteinmenge wie bei Lysat
1 in Abbildung 5-7. Es bleib auf gleichem Niveatwewit der thermischen Behandlung bei
Lysat 7. Die zugehorigen Western Blots liefertem éeicht inhomogeneres Bild
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(Abbildung 5-8 B). Das absolut starkste Signal kerfiiir beide Haushaltsgene mit Puffer
P4 (Lysat 6) erhalten werden. Wahrend die Ergebmssa-Tubulin nahezu identisch mit
denen der Coomassie Farbung waren, wich die Imralgtio;en mit[3-Actin in den Fallen
der nicht EB-Puffer Lysate (Lysate 4-7) erheblidnwen aufgetragenen Proteinmengen
ab. Die Signale waren hier deutlich héher.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der EB Pufédr lmer wieder mit die besten
Resultate zeigte. Sowohl was extrahierte Proteig@enls auch Immunreaktivitat und
insbesondere die Korrelation der Signale betrifte anderen Puffer zeigten nfitActin
hohere Intensitaten im Western Blot. Die héchstesrté/wurden mit Puffer P4 erreicht.
Der Ultraschallaufschluss stellt eine Alternatiueé dem eingesetzten Standardverfahren
mit EB-Puffer dar. Er liefert ahnlich gute Ergels@sauch mit anderen Puffern oder bei
milderen Inkubationsbedingungen. In Kombinationlgrgich aber kein besserer Effekt.

5.2.2.2 Dauer der Formalinfixierung

Eine weitere denkbare Einflussgrol3e auf die Exérdfairkeit von Proben stellt die
Einwirkzeit der Fixierungslésung dar. In der Prakidnnen die Inkubationszeiten der
Gewebeproben in der Formalinlésung sehr stark erani. Nach der Probenentnahme
werden diese in der Regel in die Formalinlosungebeg, bis mit der Archivierung
fortgefahren wird. Es sind allerdings keine fesfaiten vorgegeben, wann die Gewebe-
probe wieder entnommen wird. Hier sind Zeitrduma wtehreren Stunden anzunehmen.
Getestet wurden Fixierungszeiten von 30 min, 4 ¢h 20 h (UN). Als Puffer wurden EB
und P4 verwendet, wobei die Lysatpraparation jesvagdich der Standardmethode erfolgte.
Zusatzlich wurde ein MDA MB 435 S FFPE Lysat aufggen, das, wie das
entsprechende FF-Lysat, fur 30min mit 10% neutegugfertem Formalin fixiert und
anschlie3end in Parafin eingebettet wurde. Waschstéauffiel war, dass der Aufschluss
mit P4 in allen Fallen nicht funktioniert hat. Eaggen der bisherigen Annahme, ist somit
auch mit diesem Puffer ein mechanischer Aufschlussrlasslich. In Kombination mit
Pistille (Abbildung 5-7 Lysat 7) und Ultraschalll§Bildung 5-8 Lysat 6) konnten sehr gute
Ergebnisse erzielt werden. Die mechanische Behagdhatte somit einen gréf3eren
Einfluss als angenommen. Der einzige Puffer, det amer einfachen thermischen
Behandlung exzellente Resultate liefert, war der-Htifer. Alle anderen Puffer-
kombinationen waren auf eine mechanische Zusatnodineg angewiesen. Der Einfluss
der Inkubationszeit in der Formalinlosung selbdt nsir geringfligig. Das distinkte
Bandenmuster wird zwar immer undeutlicher und dieadierte Proteinmenge nimmt von
30 min zu 20 h sukzessive ab, wie in Abbildung A9 zu erkennen ist. Die
Immunreaktivitat bleibt aber bei den beiden Antp&m geger-Tubulin und-Actin
nahezu unverandert (Abbildung 5-9 B, Lysat 1, 3 &)idAuch die Ergebnisse mit-
Tubulin und B-Actin waren weitestgehend konsistent zueinandexs Dysat der FFPE
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behandelten Zellkultur (Lysat 7 FFPE) zeigte imdleich zu den friheren Versuchen eine
deutlich bessere Reaktion. Die Coomassie-Farbustitigt, dass fast eine mit der FF-
Kultur (Lysat 1 Standard) vergleichbare Menge arotétn extrahiert wird. Das
Bandenmuster ist aber sehr viel undeutlicher uédkest ,verwaschen®. Signale sind im
Western Blot mit den Ublichen Einsatzmengen nunrzveahanden, aber immer noch
verhaltnismafig schwach.

Lysat M 1 2 3 4 5 6FFPE 8
f T - —
-8 : |
. ~——— B
Coomassie = = -
E M
[kDa] — P— p—
100
. 75 -
o-Tubulin —
B-Actin 50" I - - -
150
Densitometrie
relative Intensitat [%] ] —em
2 3 4 5 6 7 8
O coomasse 100,00 2,04 89,45 0,00 70,16 3,01 74,49 48,81
O  atubuin 100,00 5,09 106,20 3,73 84,22 3,28 2,06 58,83
B bActn 100,00 115 105,10 5,97 10159 0,00 24,55 87,78
Thermischer Aufschluss
E Puffer Fixierungszeit Inkubation 1 Inkubation 2
Lysat Zeit Temperatur Zeit Temperatur
1 EB 30 min 20 min 100 °C 2h 80 °C
2 P4 30 min 20 min 100 °C 2h 80 °C
3 EB 4 h 20 min 100 °C 2h 80 °C
4 P4 4h 20 min 100 °C 2h 80 °C
5 EB 20h 20 min 100 °C 2h 80 °C
6 P4 20 h 20 min 100 °C 2h 80 °C
7 FFPE EB 30 min,FFPE MDA-* 20 min 100 °C 2h 80 °C
8 T-Per Lysat aus nicht fixierten Zellen, MDA 435 Spg

* Lysat aus Formalin fixierten und Paraffin edbgttete MDA- Zellkultur, Fixierung in 10% gepufiem Formalin, 1*16 Zellen pro Ansatz.
[ Standard Praparationsmethode

Abbildung 5-9: Variation der Inkubationszeiten der Formalinfixieru ng. Zur Lysatpraparation wurde die
Zellinie MDA MB 435 S (MDA-) verwendet. Pro Lysawurden 1*10 Zellen eingesetzt, wobei die
Fixierungszeiten von 30 min bis 20 h variiert wurddie Zellen wurden in 200ul Extraktionspuffer
aufgenommen. Die Lysatpaparation erfolgte nach t€hgi.4.3 und den hier aufgefiihrten Modifikationen.
(A) SDS-PAGE Proteingel, 10%ig nach Farbung mit CoaimaBrillant Blue. Vom gesamten Lysat wurden
20 pl auf das Gel aufgetragéB) Western Blot miti-Tubulin (1:5000) ung-actin (1:10000) nach Transfer
auf PVDF Membran. Sekundar AK anti mouse HRP (16D)0Zur Detektion wurde EC!“ verwendet(C)
Von allen detektierten Signalen wurde eine dengitosthe Vermessung durchgefiihrt und grafisch
aufgetragen. Das Referenzlysat der Standardpripasatethode wurde jeweils auf 100% gese(EX)
Ubersicht tber die Puffer und Behandlungsmethoa@eradfgetragenen Lysate.

Basierend auf den Lysatvarianten 3 und 7 wurde auuh Extraktion von einer MDA wt
Zellinie durchgefiihrt. Uberraschenderweise zeigenbeiden Wildtyp Lysate signifikant
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schlechtere Signale bei den langeren InkubatioteszeDie Proteinausbeute ist nach der
Coomassiefarbung sehr gering. Entsprechend wurdem ur sehr schwache Signale bei
der Antikorperreaktion detektiert. Auch eine zubélte Ultraschallbehandlung zeigte hier
keinen positiven Effekt. Der Effekt tritt nur beenl verlangerten Inkubationszeiten auf,
nicht bei der Ublichen Fixierungszeit von 30 mina{én nicht gezeigt). Wodurch dieser
deutliche negative Effekt letztendlich hervorgeruvard ist unklar.

5.2.3 Anwendbarkeit der FF Zellkulturergebnisse bei FFPEGeweben

Die Ergebnisse, die bislang an Formalin fixiertegllidilturen etabliert waren, wurden
abschlieRend auf das eigentliche Untersuchungsialatden FFPE Geweben, angewand
und gegebenenfalls adaptiert. Zur Untersuchung eveid nicht tumordses Darmgewebe
aus dem Jahre 2003 eingesetzt. Die Referenz déditi auch hier die Extraktion mit EB-
Puffer nach dem Standardverfahren dar. Zuséatzlishden etablierten Puffer und
Behandlungsmethoden - die Detailergebnisse konndgrumd von Geheimhaltungs-
vereinbarungen hier nicht naher dargestellt werdemrden weitere Puffervarianten mit
Zusatz von Citraconic Anhydride (CCA) verwendet.nMdamimatsu et al., 2005 wurde
eine wissenschaftliche Arbeit veroffentlicht, dimes universelle und effektive Methode
zum Antigen Retrieval fir immunhistochemische Andmgen beschrieb. Hierbei wurde
Citraconic Anhydride (CCA) als Inkubationsagenz wemdet, um die Effekte der
Formalinfixierung rtckgangig zu machen und die [Rrobder Antikoérperreaktion
zuganglich zu machen. Diese Technik schien auchufiser Anwendungsgebiet sehr
vielversprechend, um die Effizienz des Extraktignssms weiter zu steigern. Das CCA
Agenz wurde hierzu dem EB-Puffer in verschiedenesnaftrationen zugesetzt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 5-10 dargestellt. Bx¢érahierten Proteinmengen der FFPE
Gewebslysate unterschieden sich in den einzelnbenFdur wenig, wobei die Werte von
EZQ und der Coomassie-Farbung sehr gut Gbereingim@ und B). Nur Lysat 3 und 7
zeigten mit EZQ hodhere Werte und auch eine untexdlibhe Tendenz. Verglichen mit
den Western Blot Ergebnissen erscheinen aber wisdedie Coomassie Daten
verlasslicher. Die Immunreaktivitditen unterschiederch deutlicher, wobei der
Referenzansatz sowohl betTubulin, als auch beB-Actin, die besten Resultate lieferte
(C). Die Signale miti-Tubulin waren allerdings verhaltnissmafig schwanihden FFPE-
Gewebelysaten, was sich auch mit den beobachtégeal®tensitaten aus den vorherigen
Kapiteln deckt. Hier scheinen selektive Unterscaiedifzutreten. Im Gegensatz zu den
Ergenissen aus der Zellkultur schnitt der Puffev EBLysat 3) sehr schlecht bei den FFPE
Geweben ab. Nahezu gleich schwache Resultatetéafdie CCA-Puffervarianten in den
Immunoblots, wobei die extrahierten Proteinmengeahezu auf dem Niveau des
Referenzsystems (Lysat 1) lagen. Einzig Lysat 4 deiin geringeren CCA Anteil von
0,05% zeigte vergleichsweise gute Ergebnisse. Pgate 5, 6 und 7, bei denen dem EB
Puffer 0,1% CCA bei verschiedenem pH zugesetzt aurdrzielten erkennbar schlechtere
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Signale in den Western Blots als die 0,05%ige VfeeiaBei Lysat 6 wurde zusatzlich eine
Ultraschallbehandlung durchgefiihrt, die allerdirgsch keinen positiven Einfluss auf
Proteinmenge oder Immunreaktivitat hatte (vergkatys und 6).

Coomassie

B EezQ o
E [k’\_DAﬁ] -

. 75
o-Tubulin s —
B-Actin Y Tie— oy —
37
150
E 100
Densitometriesg
relative Intensitat [%] [ml
1 2 3 4 5 6 7 8

@ Coomassie 100,00/ 92,76 78,66 94,96 102,71

4 859
BEZQ 100,00| 85,41| 118,43 99,33 9841 824

8

0

85,58 13,11
111,19
21,35 579,50

52,80 49,12

@ a-Tubulin 100,00 55,61 17,32 51,52 12,8 24,3
@ b-Actin 100,00 75,12 13,99 92,92 45,4 35,4

o o[~

Lysat Puffer Zusatz Ultraschall* Inkubation 1 Inkubation 2
1 EB 20 min 100 °C 2h 80 °C
2 EBvV5 20 min 100 °C 2h 80 °C
3 EBvl 20 min 100 °C 2h 80 °C
4 EB 0,05 % CCApH 9 20 min 100 °C 2h 80 °C
5 EB 0,1% CCApH 75 20 min 100 °C 2h 80 °C
6 EB 0,1% CCApH 7,5 X 20 min 100 °C 2h 80 °C
7 EB 0,1% CCApH9 20 min 100 °C 2h 80 °C
8 T-Per Lysat aus nicht fixierten Zellen, MDA -, 5ug

* 10 Ultraschall Pulse bei einer maximalen Amplieucbn 25%, 20 sec Pulsdauer, 30 sec Pause, Durahfjiauf Eis.
[ Standard Préparationsmethode

Abbildung 5-10: Ubertragung der FF Zellkulturergebnisse alfFPE Gewebe wobei die
vielversprechendsten Extraktionvariationen angewawdrden. Als Gewebe wurden nicht tumordse
Darmschnitte ausgewahlt. Je 2x 10um Schnitte wuride@00ul Extraktionspuffer aufgenommen. Die
Lysatpaparation erfolgte nach Kapitel 4.418d den hier aufgefiihrten Modifikationefd) SDS-PAGE
Proteingel, 10%ig nach Farbung mit Coomassie BiilBlue. Vom gesamten Lysat wurden 40 ul auf das
Gel aufgetragen(B) Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration mit defQ Protein Quantitation Kit
nach Angaben der Herstelle(€) Western Blot miti-Tubulin (1:5000) ung-actin (1:10000) nach Transfer
auf PVDF Membran. Sekundar AK anti mouse HRP (16D)0Zur Detektion wurde EC“ verwendet(D)
Von allen detektierten Signalen wurde eine dengitosthe Vermessung durchgefiihrt und grafisch
aufgetragen. Das Referenzlysat der Standardprépasatethode wurde jeweils auf 100% gesefE)
Ubersicht iiber die Puffer und Behandlungsmetho@eradfgetragenen Lysate.

Ebensowenig zeigten die pH-Differenzen bei Lysauridl 7 Signalunterschiede. Als
verhaltnismaRig effektiv haben sich die Bedingundgesi den Lysaten 2 und 4
herausgestellt, die jedoch nicht an das NiveauRkfsrenzlysats herankamen. Aufgrund
der Ergebnisse und der Toxizitat von CCA ist einséiz nicht zu empfehlen.
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5.3 Antikorper

5.3.1 Antikorperspezifitat

Eine essentielle Voraussetzung zum Einsatz dersewhase Arrays ist die Spezifitat der
Antikorper. Alle in dieser Arbeit verwendeten Ariiper, wurden daher vor der
Verwendung im Western Blot an Formalin fixierterdwmfixierten Zellkulturen getestet.
Die monoklonalen Antikérper fup-Actin, o-Tubulin und GAPDH wurden auf einer
Membran gleichzeitig inkubiert. Fir AEC und desdéutationsvariante E-Cadheri9
wurde jeweils ein neues Gel verwendet, um Uberhlegdn zu vermeiden. Wie in
Abbildung 5-11 A zu sehen, treten bei fixierten uodfixierten Kulturen nur die
spezifischen Banden auf.
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Abbildung 5-11: Signalspezifitaten der in der Arbeit verwendeténtikbrper. Verwendet wurden FF
Zellkulturlysate von MDA, HSC45, GC2957 und Ishike&elllinien. Die Detektion erfolgte mit ECLS

(A) Antikdrper a-Tubulin (Cytosol), B-Actin (Cytosol), GAPDH (Cytosol), AEC (Membran) dimA9
(Membran).(B) E-Cadherin Antikbrper HECD (Membrar()C) Antikérper Snail und Histon H1 (Nukleus).
(D) Antikérper phospho-AMPK (Thrl72 phosphorylierungsspezifisclile) Schematische Darstellung des
wild-typ E-Cadherins sowie der d9 Deletionsmuta@ezeigt sind die Exonstruktur, die Bindungsstetlen
kommerziellen Antikérper AEC und HECD, sowie die nBungsregionen des mutationspezifischen
AntikorpersA9 (Klon 7E6). TM: Transmembranbereich
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Bei AEC (A mitte) zeigen sich, wie in vorherigen pizln bereits angesprochen, zwar
meist noch weitere Banden, die allerdings E-Cadhepezifisch sind und keine
Crossreaktion mit anderen Proteinen darstellendwieh die Ergebnisse mit MDA- belegt
ist. Der A9 Antikérper (A unten) zeigt ebenfalls eine spexzifien Bande bei 120 kDa,
sowie die erwartete Zellspezifitdt. Das gleiche ghinzipiell fir HECD in Abbildung 5-11
B, wobei hier nur ein sehr schwaches Signal mit filderten Gewebelysaten detektiert
wurde. Ein Nachweis mit FF-Zellkulturlysaten wurdeht durchgefihrt. In (E) ist die
Lage der erkannten Epitope der verschiedenen E-&CiadAntikdrper aufgefihrt. Alle hier
dargestellten Antikorper, bis auf Histon H1, sindhand der erzielten Resultate in
Kombination mit den reverse Phase Protein Micrgareansetzbar.

5.3.2 Kompartimentierung und Phosphorylierung

Es wurden auf Basis der Zellkulturlysate noch weit@ntikGrper getestet, um zu zeigen,
dass sich die Methodik prinzipiell fur den Nachwev®n Proteinen aus allen
Zellkompartimenten und auch von posttranslationadifizierten Proteinen eignet. Mit
den bisher aufgefiihrten Antikdrpern konnten Memprateine (E-Cadherin mit AEC
(intrazellulare Domane), HECD (extrazellular Domamed A9 (mutationsspezifisch)),
sowie cytoplasmatische Proteine (GAPO#HActin unda-Tubulin) nachgewiesen werden.
Zum Nachweis von nukledren Proteinen wurden eréatgr die AntikGrper gegen Snail
und Histon H1 eingesetzt (Abbildung 5-11 C). DeraibrAntikdrper detektiert dabei
sowohl cytoplasmatische (phosphoryliert) sowie wgakeé (nicht phosphoryliert)
Proteinvarianten (Dominguez et al., 2003). DertdtisH1 Nachweis sollte exklusiv auf
das nukledre Kompartiment begrenzt sein. Allerdinggite sich mit diesem Antikorper
neben der spezifischen 32 kDa Bande eine weitevenipente Bande bei ca. 14 kDa
(Pfeil). Die Spezifitat musste hier weiter Uberpriferden, um eine unspezifische
Kreuzreaktion auszuschlieRen. Darlberhinaus wurden spezifischen Nachweis einer
posttranslational modifizierten Proteinvariantee detektion von pAMPK erfolgreich
durchgefuhrt (Phosphorylierung).

Wie diese Ergebnisse zeigen, konnten erfolgreidieire aus allen Zellkompartimenten
nachgewiesen werden. Zudem zeigen die Ergebnisse piiMPKa, dass auch
phosphorylierte Proteine mit der Methodik dargdisteiverden kodnnen. Die
Einsatzmoglichkeiten scheinen daher nicht eingésdtty der Methodik steht somit ein
breites Untersuchungsgebiet offen.
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54 Dot-Blots

Vorbereitend auf die Anwendung von ,Reverse Phdetein Microarrays wurde die
Anwendbarkeit von Dot Blots getestet, auf dessenziRx die Protein Arrays basieren. In
ersten Dot Blot Experimenten mit FFPE GewebepobBanrmigewebe aus Abbildung 5-3)
hat sich gezeigt, dass insbesondere die Blockishedingungen und die
Antikdrperkonzentrationen kritische Gréf3en darstelund nicht direkt von den Western
Blot Verhéaltnissen tlbernommen werden kdnnen (shddi@ldung 5-12).

unv. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1.64 EB +

® 0 e o o . Abbildung 5-12: Dot Blot Verdiinnungsreihen der FFPE
TEE Darmgewebe aus Kapitel 5.1.1. Es wurden jeweild 1 u
(<] . .
der Lysate auf eine Nitrozellulose Membran gespotte
@0 o0 o ®A| Blockiert wurde in 10% Milchpulver/TBST. (A)

Immunreaktion mit AEC (1:5000)B) Immunreaktion
mit B-Actin (1:10000). Positivkontrolle (+) Plazenta
¢ Cryo Gewebe in T-Per (2ug). Zur Detektion wurde
ECL™Seingesetzt.

Wiederholunge

Jeweils 1ul der Proteinlysate wurde in dreifacheed&rholung auf eine Nitrozellulose-
Membran gespottet. Getestet wurden Antikorper gdgé€adherin (AEC) ung-Actin.
Der Dot Blot fur E-Cadherin zeigte die erwartetergdbnisse. Zum einen nimmt die
Signalstarke mit der Verdinnung ab. Zum anderenerseldie Ergebnisse der
Wiederholungen annahernd homogen aus. Leichte Adnegen sind allerdings zu
erkennen, was die Mittelung der Werte zur Ergelanis&ertung sinnvoll macht. Der Dot
Blot mit (-Actin lieferte dagegen keine Signale bei den FFBEweben. Da die
Positivkontrolle (+) ein Signal zeigte, war anzumeim, dass die Immunreaktion prinzipiell
funktioniert hat. Proteine waren ebenfalls gespotteas eine nachfolgende positive
Inkubation mit AEC zeigte (Daten nicht gezeigt).itksch haben sich dabei die
Blockierungsbedingungen erwiesen. Fur die in diesdreit verwendeten Antikérper
wurden daher zunéchst verschiedene Blockierungstizsuim Dot Blot getestet und die
zum Antikoérper verlasslichste Methodik ausgewahh. Abbildung 5-13 sind die
Ergebnisse fur eine Auswahl von Ublichen Blockigglisungen am Beispiel v@hActin
und AEC gezeigt. Als Lysate wurden jeweils 1ul Bl#a-Gewebe, als Cryo- (rechts) bzw.
FFPE-Praparationen (links) verwendet. Der EB-Exiomispuffer (mitte) ist als
Negativkontrolle aufgetragen. Die Inkubation mit @EA) zeigte sich dabei als weniger
kritisch. In allen Fallen konnten Signale erziektrden, ohne aufkommende Puffersignale.
Die Signalstarke schwankte allerdings je nach aegeem Blockierungspuffer. Die
Verhéltnisse FFPE zu Cryo bleiben nahezu gleich abf den Einsatz der NET-Gelatine.
Zu erwahnen ist, dass der EB-Puffer auf den Prd¢einoarrays in Kombination mit dem
CSAIll-Detektionssystem bei AEC mit NET-Gelatine 8feerung Signale lieferte. Auch
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hier bestatigt sich, dass die Western Blot Bedigguannicht direkt auf die Dot Blots oder
Protein Microarrays Ubertragbar waren. Erhebligif3gre Unterschiede zeigten sich Bei
Actin (A). Wahrend mit 2% Milchpulver in TBST deiBEPuffer ein unspezifisches Signal
liefert, wird bei 10% jegliches Signal geblockt.

A B
Blockierung b-Actin AEG Abbildung 5-13: Blockierungsbedingungen fiir Dot Blots.
FFPE EB Cro  FFPE B Oryo Verwendet wurden FFPE Plazentagewebe (links) und
Cryo Plazentagewebe (rechts). In der Mitte wurdeejks

2% Milkpowder ™ ® &
e s Cne der Extraktionspuffer EB als Negativkontrolle
10% Milkpowder ® " aufgetragen. Es wurde je 1pl der Lysate auf eine
— Nitrozellulose Membran gespotteDie Losungen zur
3% BSA . @ . Blockierung wurden dabei entsprechend der Auffugrun
. variiert. (A) Dot Blot mit 3-Actin (1:5000).(B) Dot Blot
T e - o F o | mit AEC (1:10000). Sekundar Antikdrper anti mouse
NET-Gelatine o o HRP (1:10000). Zur Detektion wurde E€eingesetzt.

Die weiteren Blockierungslosungen zeigten ebenfdlsitiche Schwankungen in den
Signalstarken mit FFPE- und Cryo-Material, wobeispelsweise mit 3% BSA das
Cryolysat so gut wie nicht mehr detektiert wurdenérell waren dessen Signale schwach.
Letztendlich wurde 0,5% casein in TBST (rot mafjiels Standardblockierung fiur alle
Anwendungen ausgewahlt, da dieses mit allen géeestntikbrpern die besten Resultate
lieferte. Nur fur AEC wurde NET-Gelatine als Stardlaverwendet, da die Puffer
Negativkontrolle hier am ,saubersten* war. Im Eilfiaé wurden die Bedingungen aber
variiert und an das jeweilige System angepasst.

Um die Anwendbarkeit und Vergleichbarkeit der DototB nochmals konkreter
aufzuzeigen, wurden nicht fixierte und fixierte MD2ellkulturlysate aufgetragen und mit
entsprechenden Western Daten verglichen. In Abbddar14 A und B sind exemplarisch
die Dot Blots der Lysate MDA- und MDA wt bei Detakt von-Actin und AEC gezeigt.
Uber den gesamten Verdiinnungsbereich sind klaneaigzu erkennen. Die in den Dot
Blots aufgetragenen Verdinnungsreihen zeigten gasge ein gutes lineares Verhalten
und auch eine gute Ubereinstimmung mit den entBpreen Auftragen im Western Blot.
Wie erwartet waren mit AEC keine Signale bei denMysaten zu detektieren. Neben
den Dot Blots sind die entsprechenden Western Blotden MDA wt Lysaten dargestellt.
Fur AEC wurden die Western Blot und die Dot Blog&bnisse densitometrisch vermessen
und grafisch aufgetragen (Abbildung 5-14 C). Diedimnungen der fixierten und nicht
fixierten Proben auf den Dot Blots beschreiben éahen sigmoiden Kurvenverlauf, mit
einem nahezu linearen Verhaltnis im mittleren Vardingsbereich. Das unfixierte Lysat
zeigte insgesamt eine leicht starkere Signalintd8néB unten). Bei einem Abgleich Uber
B-Actin sollte sich dieser Unterschied aber relatign, da die Signalstarke des unfixierten
MDA wt Lysats hier ebenfalls leicht héher ist, dig des fixierten Lysats (A unten). Wie
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in der grafischen Auswertung fir AEC in (C) zu emken ist, stimmen die Ergebnisse von
Dot Blots und Western Blots bei den drei erstendidanungsstufen ebenfalls sehr gut
Uberein. Zur besseren Vergleichbarkeit der Kurvedéuée wurden die 1:1 Verdinnungen
jeweils auf 100% gesetzt.

A B-Actin B AEC
Lysat Dot Blot WesterrBlot Dot Blot WesterrBlot
Verdinnung 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 11 12 14 11 1:2 1:4:8 1:16 1:32 1:64 11 124
MDA wt fixiert ® e e — — ® o o
MDA- fixiert .
nicht fixiert ® 0 o
Verdiinnungsreihen Dot Blot / Western Blot, AEC Immunoblots
120 /
X 100
§ 80 —&— Dot Blot MDA wt, unfixiert
2 o —=8— Western Blot MDA wt, unfixiert
% —&— Dot Blot MDA wt, fixiert
; 40 —l— Western Blot MDA wt, fixiert
>
g 2
6 . SRS
o0
1000 0500 0250 0125 0063 0031 0,016
relative Auftragsmenge

Abbildung 5-14: Vergleich von Dot Blot und Western Blot Ergebeidsir FF fixierte und nicht fixierte
Zellkulturlysate. Im Dot Blot wurden je 1ul der \dgmnungen auf eine Nitrozellulose Membran gespottet
Im Western Blot wurden jeweils 10ul der Lysate atifggen. Der Transfer erfolgte auf eine Nitrozeka!
Membran.(A) Dot Blot und Western Blot mi8-Actin (1:5000).(B) Dot Blot und Western Bot mit AEC
(1:10000). Sekundar Antikorper anti mouse HRP (Q6I). Nachweissubstrat EEYS (C) Grafische
Darstellung der AEC Ergebnisse nach densitomegisZlermessung.

Es konnte somit gezeigt werden, dass sich die Adengen beider Praparationsarten,
sowie die Signaldetektion auf Western und Dot Blatgeinander nur unwesentlich
unterschieden. Die Anwendung der Extraktionsmethodeot Blot Analysen und damit
skaliert auf ,Reverse Phase" Protein Microarrays mach den hier erzielten Ergebnissen
maoglich und lieferte vergleichbare Resultate.

5.5 ,Reverse Phase” Protein Arrays

Die Proteindetektion und -nachweis Uber WesternsBlat mehrere Nachteile. Einmal
werden grol3e Mengen an Lysat bendtigt, das meddtt raur Verfigung steht. Zum

anderen ist die reine Anzahl der analysierbarenbdtrostark eingeschrankt. Zur
Routineanalyse von klinischen Proben, aber aucharachungszwecken ist folglich eine
Nachweismethode wiinschenswert, die nur geringetingsggen bendétigt und einen hohen
Probendurchsatz gewahrleistet. Hierzu bietet sielPdoteindetektion tGber einen ,Reverse
Phase" Protein Microarray an.
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5.5.1 CSAIl Biotin-free Tyramide Signal Amplification System

Zur Detektion wurde in der Arbeit hauptséchlich €8All Biotin-free Tyramide Signal
Amplification Systems von Dako verwendet. Das Systard bei immunhistochemischen
Untersuchungen zur Proteindetektion an Gewebesehngtingesetzt. Durch die Bildung
eines unloslichen Préazipitats von Fluorescyl-Ty@eniwird eine Signalverstarkung erzielt.
Durch Variation der Inkubationszeiten der einzelr@ehandlungsschritte, sowie die
Verwendung von alternativen Blockierungsldésungenstelle des im Kit enthaltenen
Proteinblock, konnte das CSAIl System als Detelssystem fur die ,Reverse Phase*
Protein Microarrays adaptiert werden. Bei der Verseng hat sich aber gezeigt, dass das
System fir eine flexible Anwendung gravierende Neitd hat. Die Detektion mit CSAIl
weildt zwar eine hohe Sensitivitat auf, zeigt dabber einen sehr engen linearen
Detektionsbereich. Das Detektionssystem ist selidit adaptierbar in dieser Hinsicht.
Dies bedeutet, dass flr eine gemeinsame Probendusgelie Lysatkonzentrationen sehr
genau eingestellt werden mussen, und/oder dassntiledrperkonzentrationen jeweils an
das aktuelle Lysat und dann inshesondere auch ang#n angepasst sein missen. Beide
Bedingungen konnten bei dem verhaltnismafiig kleiSeh an getesteten Proben und
Antikorpern noch gut gehandhabt werden, was abergvpraktikabel in der Routine-
anwendung ware. Zudem gibt es zu dem CSAII-Systkimed nur Sekundarantikérper
gegen Maus und Kaninchen, was die Nutzung manatm@&aRantikbrper nicht zulésst. Im
speziellen Fall betrifft das die Anwendung des EH@ain-d9 spezifischen Antikorpers
(A9). Bei diesem Rattenantikdrper musste auf Chenilaszenz und Rontgenfilm
ausgewichen werden. Die Problematik des Lineawdbaltens ist in Abbildung 5-15
gezeigt.
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Abbildung 5-15: CSAIll Detektionssystem. Anpassung der aufgetragehysatmengen. Exemplarische
Signaldarstellung des internen Kontrollstandards. waren jeweils die gleichen Lysate in den gleichen
Mengen auf die einzelnen Microarrays aufgetragerA) ist die Detektion von AEC unf@-Actin gezeigt,

mit den Gblicherweise verwendeten Primar-Antikbkpezentrationen. InR) wurden die Lysate vor dem
spotten nochmals 1:8 verdiinnt. Die Antikérperkotzgionen wurden beibehalten. Neben AEC wurde
diesmal GAPDH verwendet, da beide erfahrungsgernéliche Signalstarken auf den Microarrays liefern.

Dargestellt sind die Signale der Verdinnungskurgea auf allen Slides aufgetragenen
internen Standards (HSC45 Zellkultur, nicht fixierAuf die Slides wurden jeweils die
gleichen Lysate gespottet. In (A) sind die Deteksaaten fir AEC un@-Actin gezeigt.
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Wahrend AEC sich bis zur 1:4 Verdinnung in der@¥ftbefindet, zeigB-Actin erst ab
der 1:2 Verdinnung auswertbare Signale. Eine gesagia Auswertung ware somit nicht
maoglich gewesen. Die Lysate wurden bei (B) daraufh8 verdinnt. Damit tritt AEC wie
erwartet sehr gut in den linearen Kurvenverlauf @iActin lieferte hier aber wie ebenfalls
erwartet keine detektierbaren Signale, da dieserbalbb des Detektionslimits liegen. An
dessen Stelle ist die Detektion von GAPDH dargkste¢lches erfahrungsgemald ahnliche
Signalstarken wie AEC aufweist. Die Verdiunnung dgsate stellt zwar eine Mdglichkeit
dar, die einzelnen Antikorper in den linearen Slgeeeich zu befdrdern, allerdings
kénnen damit nur Antikérper-kombinationen miteinangerglichen werden, die &hnliche
Immunreaktionen zeigefi-Actin wirde im aktuellen Beispiel aus den Analyemplett
herausfallen. Um dies zu umgehen ist die Lysatkatnagon auf den schwachsten
Antikoper zu kalibrieren und folgend die Antikérgerdinnungen aufeinander
abzustimmen. Dies wurde in der Arbeit im Zusammaghamit dem CSAIl-
Detektionssystem so praktiziert. Die Ergebnisssatiddaptionen sind in Abbildung 5-16
zusammengefasst. Wie ersichtlich konnten auf disese alle mit dem CSAII-System
verwendeten Antikorper auf vergleichbare Signalause gebracht werden, wodurch eine
Proteinquantifizierung erst ermdglicht wurde. Esdurfte allerdings einer sehr
aufwendigen Austestung der Lysatkonzentration ued \derdinnungen der einzelnen
Antikorper zueinander.
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Abbildung 5-16: CSAIl Detektionssystem. Angepassung der Antikdreelinnungen. Exemplarische
Signaldarstellung des internen Kontrollstandards. waren jeweils die gleichen Lysate in den gleichen
Mengen auf die einzelnen Microarrays aufgetrageie. IDysatkonzentrationen wurden zunéchst auf den
Antikdrper mit dem schwachsten Sign@tActin) eingestellt, die restlichen Antikdrperverdiuingen wurden
experimentell aufeinander abgestimmt, so dasseatlen linearen Kurenverlauf zeigten. Ebenso muzaste
Gesamtproteinbestimmung das Signal mit Sypro® Ruabyinearen Bereich liegen, um eine gemeinsame
Auswertung zu ermdglichetinks: Absolutwerte Rechts Relativwerte, wobei die 1:1 Verdinnungen auf
100% gesetzt wurden.

Dies ist in der Praxis mit unterschiedlichsten Rrdipsaten und Antikdrpern so nicht
handhabbar. Umgehen kann man dieses Problem, iraldnein chemilumineszenz-
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basiertes Detektionssystem zurlickgegriffen wirde [Hignaldetektion ist bei diesem
Verfahren selbst skalierbar durch die Expositioiteredes Rontgenfilms.

Mit der CSAIl-Signaldetektion konnte zudem mit AKEin zufrieden stellendes Ergebnis
bei der Zelllinie MDA- erzielt werden. Hier darfikeSignal auftreten, da diese Zelllinie E-
Cadherin nicht exprimiert, was aber nicht der Ralf. Selbst der Extraktionspuffer lieferte
bei manchen Blockierungsbedingungen unspezifisagrat, was die Handhabung des
CSAIll-Detektionssystems weiter erschwerte. Als kanpgenz wurde fur AEC, wie auch
fur den mutationsspezifischen E-Cadherin Antikorp®r ein chemilumineszenz basiertes
Nachweisverfahren angewandt.

5.5.2 Chemilumineszenz-basierte Signaldetektion

Die Signalermittlung erfolgt bei diesem Ansatz agalder Western Blot Detektion,
basierend auf den ublichen Reaktionsbedingungen Adeikorper und dem ECLYS
Luminol-Substrat, das ein sehr gutes Verhéltnis spezifischem Signal zu Hintergrund,
sowie eine hohe Sensitivitat aufweist. Die Signfeichnung erfolgte mittels
Rontgenfilm. Der Vorteil dieser Methode ist, dags 8ignalintensitat durch verschiedene
Auflegzeiten, bei der Exposition des Rontgenfilmeguliert werden kann und der lineare
Bereich somit Uber einen grof3en Bereich ausgededwrtten kann (siehe Abbildung 5-17).
Mit diesem Verfahren lassen sich somit viel effeétiLysat- und Affinitatsschwankungen
ausgleichen. Die Signale fur AEC bleiben tUber Exmmsszeiten von 1 min bis 5 min
nahezu ideal innerhalb des linearen Kurvenverladieh die Signalspezifitdt war mit den
MDA- Lysaten gegeben. Es wurden keine falsch pamitiSignale detektiert. Nachteilig
ist, dass die Signale nicht so deutlich begrenmt,siwie mit der kolorimetrischen
Signaldetektion und dass das Hintergrundsignal Eiéss oftmals relativ hoch und
weniger homogen ist, so dass die densitometrisgmm¥ssung ungenauer wird.

AEC Film 1 min
AEC Film 5 min

AEC, CSAII - - - .AEC CSAll
: AEC Film 2 min

(X X X ]
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Abbildung 5-17: Angepasste Expositionszeiten mit Chemilumineszefizuminol) basiertem
Detektionssystem. Exemplarisch ist das Signal diesrien Kontrollstandards fiir AEC dargestellt. Esde
jeweils die gleichen Lysate und die gleichen Mengauf die einzelnen Slides aufgetragen. Die
Signalanpassung kann in diesem Fall Uber die Etiposzeiten auf dem Rontgenfilm erfolgen. Deutlich
wurde, dass dies Uber einen viel grol3eren Bereigplioh ist. Im Vergleich dazu sit das entsprechende
Ergebnis mit CSAIl dargestellt (gestrichelte Linie)
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Problematisch ist die Quantifizierung von schwackeaben, die auf dem Array direkt
neben sehr starken Proben liegen, da die Signalg on den starken Proben tberstrahlt
werden.

Dariber hinaus hat das System aber den Vorteils dbs meisten experimentellen
Bedingungen bereits von den klassischen WesternAioendungen bekannt sind direkt
Ubernommen, bzw. leicht adaptiert werden kénnedeAukann auf ein grol3es Arsenal an
Luminol-Substraten zuriickgegriffen werden, die sicinch unterschiedliche Sensitivitats-
und Linearitatsverhalten ergéanzen. Durch den Eineates chemilumineszenz basierten
Detektionssystems kann zwar die grundlegende Bdogkpsproblematik nicht eliminiert
werden, das System zeigt sich aber weitaus stalnldrzuverlassiger in dieser Hinsicht,
inbesondere was den Praxiseinsatz betrifft.
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5.6  Verifizierung der Extraktionsmethode

Bislang konnte gezeigt werden, dass es mdglichaust Formalin fixierten Geweben und
Zellen nicht degradierte Proteine zu isolieren umdthilfe im Labor etablierter,
molekularbiologischer Routinemethode zu analysieidit der entwickelten Methodik
geschient dies mit hoher Effizienz und Reproduzekbit. Ebenfalls konnten die
unterschiedlichen Detektions-systeme etabliert erdur verlasslichen Quantifizierung
und Auswertung der analysierten Proben war es nuchtiy zu zeigen, dass die
Messergebnisse von unfixierten und fixierten Prolkimch das Proteinextraktions-
verfahren nicht verfalscht werden und vergleichlsaren. Dies wurde an Zellkulturlysaten
und fir Gewebe an Cryo- sowie FFPE-Lysaten evdluferdem musste gezeigt werden,
dass die Daten der Western Blots denen der Miagarentsprechen, um diese verlasslich
und verifiziert einsetzten zu kénnen. Durch denhvaals verschiedener Haushaltsgeme (
Tubulin, B-Actin und GAPDH) und der Bestimmung der Gesamgrmhenge Uber
Sypro® Ruby und EZQ sollte zudem die beste Abgleiethode zur Quantifizierung
bestimmt werden.

5.6.1 Vergleich von Formalin fixierten und nicht fixierten Zelllinien

Zunachst wurden die Untersuchungen an Formalirerien Zelllinien durchgefihrt. Der
Vorteil liegt darin, dass auf ein grundlegend idssttes Probenmaterial zurtickgegriffen
werden kann, mit entsprechenden Variationsmdglitbkezur Vorbehandlung bei der
Extraktionsmethode. Tendenziell sollten sich didbealagenerierten Ergebnisse nicht
voneinander unterscheiden. Bei den kultivierten lefel liegen dartber hinaus
weitestgehend definierte Verhdaltnisse vor, so ddss Methodik leicht auf ihre
Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit getestetdeserkann. Folgende Zellkulturlysate
wurden in den Untersuchungen eingesetzt: MDA-, MB&\ MDA d9 und HSC45. Die
verschiedenen MDA-Zelllinien wurden gewahlt, da rhielefinierte E-Cadherin
Bedingungen gewabhrleistet und zu erwarten warenAM$bllte keine Reaktion mit den
E-Cadherin Antikdrpern AEC und9, MDA wt nicht mit A9 liefern. Die MDA d9
Zelllinie sollte ein Signal mit allen verwendetemtkorpern zeigen. HSC45 wurde als
zweite Linie hinzugenommen, um Zelllinien spezifiscEffekte auszuschlieBen. Fir die
HSC45-Lysate waren mit allen Antikdrpern Signaleezwarten. Alle Zelllinien wurden
als unfixierte Lysate prapariert, einmal nach T-Betraktion (Kapitel 4.4.2) und nach EB-
Extraktion (Kapitel 4.4.3), sowie als Formalin &xie Lysate (FF) nach Anleitung der EB-
Extraktion. Alle miteinander verglichenen Lysatearstnten aus dem gleichen
Zellkulturansatz und es wurden jeweils die gleich&gllzahlen zur Lysatpréparation
eingesetzt.
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5.6.1.1 Western Blots

Die Zellkultur-Lysate wurden entsprechend der EZ@+Wessung in Extraktionspuffer

verdinnt und aufeinander eingestellt. Es wurde ijsvdée gleiche Preoteinmenge auf das
Gel aufgetragen, wobei die Lysate jeweils in vierddinnungen von 1:1, 1:2, 1:4 und 1:8,
zusammen mit einer Pufferkontrolle (-) auf die Ralylamid-Gele aufgetragen und
aufgetrennt wurden. Nach blotten auf eine Nitrazeemembrane wurden diese mit
Sypro® Ruby gefarbt, eingescannt und densitométrigermessen (Abbildung 5-18).

Gezeigt sind exemplarisch die Lysate von MDA und HSC45. Die weiteren, nicht

dargestellten Lysate, zeigten vergleichbare Ergseniund auch die erwarteten
Antikorperspezifitditen. Wie in Abbildung 5-18 zu erkennen lieferten alle Lysate
deutliche und mit den Verdinnungsstufen abnehmeéntinsitdten auf den Blots. Es
zeigten sich allerdings nach Auswertung der Gesantgimfarbung mit SYPRO® Ruby

leichte Abweichungen in den Gesamtintensitatensordit in den Auftragsmengen (siehe
auch Tabelle 5-1). Die Einstellung der Proteinmengeh EZQ lieferte, wie auch bereits
aus vorherigen Vermessungen zu beobachten war ldisolut verlasslichen Werte. Fur
eine erste Abschatzung der Lysatkonzentrationen dardit einem mdglichst homogen
Probenauftrag (und folglich linearem Probenverimltest die Gesamtproteinvermessung
nach EZQ aber durchaus geeignet und zu empfehlen.

unfix T-Per unfix EB fix EE unfix T-Per unfix EB fix EE
M 1:1 1:2 1:4 1:8| 1:1 1:2 1:4 1|:8 1:1 1:2 18 M 11 1:2 14 1:8| 1112 1:4 1{:8 1:1 1.2 8 °
¥ Sypro® Ruby | &
s x 3 -
> > = Blotfarbung
MDA d9 HSCA4t

MDA d9 SyproRuby HSC45 Sypro Ruby

lative Intensitat %]
\

Abbildung 5-18: Gesamtproteinbestimmung der FF Zellkulturlysatem SDS-Page Auftrennung und
Transfer auf PVDF Membrane(A) Sypro® Ruby Blotfarbung, Lysate von MDA d9 (linkshd HSC45
(rechts) in den Verdiinnungen von 1:1, 1:2, 1:4 W& M Marker, - Puffer Negativkontrolle. Die Ptil
weisen exemplarisch auf die unterschiedlichen pnemtien Extraktionsbanden der beiden Puffersysteme.
(B) Grafische Auswertung nach densitometrischer Vesomgg der gefarbten Western Blots. Zur besseren
Vergleichbarkeit sind die einzelnen Werte als redatintensitdten [%] dargestellt, indem die 1:1
Verdinnungen jeweils auf 100% gesetzt wurden.

Wie zuvor schon bei der Coomassie-Gelfarbung bedwm, zeigten sich auch nach der
Blotfarbung mit SYPRO® Ruby leichte Unterschiede dan prominent auftretenden



Ergebnisse 65

Banden je nach verwendetem Extraktionspuffer (Eféibbildung 5-18A links). Die
fixierten und nicht fixierten Lysate in EB-Puffegigten untereinander identische Muster.
Die densitometrische Auswertung in (B) zeigt fundee Zelllinien ein nahezu ideales
lineares Verhalten Uber die Verdinnungen hinweg Biesamtproteindarstellung mit
Sypro® Ruby war somit fir alle getesteten Lysateveardbar und die Lysate lagen
durchgéngig im linearen Vermessungsbereich. Die af@gzotein-bestimmung nach
SYPRO® Ruby zeigte in den bisherigen Untersuchungen sehr zuverlassiges und
homogenes Signalverhalten. Es ist als Methode dahlWnsbesondere fir die Protein
Microarrays, zur Probennormalisierung zu betrachten

MDA d9 HSCA4E
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Abbildung 5-19: Western Blots der FF Zellkulturlysate zum Naclsvéer ,Haushaltsgenes-Tubulin, p-
Actin und GAPDH.(A) Detektierte Signale nach EEHS Inkubation, Zellkulturlysate von MDA d9 (links)
und HSC45 (rechts) in den Verdinnungen von 1:1, 12 und 1:8. M Marker, - Puffer Negativkontrolle.
(B) Grafische Auswertung nach densitometrischer Vesonag der Western Blot Banden, exemplarisch fir
B-Actin gezeigt. Zur besseren Vergleichbarkeit sulié einzelnen Werte als relative Intensitaten [%]
dargestellt, indem die 1:1 Verdinnungen jeweils Hd§% gesetzt wurden. [(€) sind die 1:1 Werte nicht
berucksichtigt.

Nach Entfarbung wurden auf den gleichen Membranea knmunodetektionen
durchgefuhrt. Die drei ausgewdahlten Haushaltsgefiaibulin, p-Actin und GAPDH
wurden in einem gemeinsamen Detektionsansatz nawdggn, wie in Abbildung 5-19 A
gezeigt. Bei den Immunoblots zeigten sich groRerew@nkungen in den vermessenen
Werten, als bei der Gesamproteinbestimmung nacho8yRuby zu erwarten gewesen
ware. Die Signalkonsistenz zeigte sich bei Weitenthtn so stabil, was der
Nachweismethode zugeschrieben werden muss.
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Wie aus dem Kurvenverlauf in Abbildung 5-19 B elngiich, befinden sich die meisten
Werte der 1:1 Verdunnungen bereits im Sattigungsber der Messung. Dieser
Wertebereich ist nicht flr eine Auswertung geeigrd&t die Signalsattigung zu einer
Verfalschung der Quantifizierungsergebnisse fuhwginde. Am anderen Ende der Skala
liegen die meisten 1:8 Verdiunnungswerte, insbegender fixierten Proben, nahe der
Nachweisgrenze und sollten ebenfalls als nichtagstich erachtet werden (vergl. auch
Abbildung 2-4). Lasst man in diesen Féllen die Weder 1:1 Verdlinnungen aulier
Betracht, ergeben sich sehr gute lineare VerhakniExemplarisch ist dies in Abbildung
5-19 C furp-Actin gezeigt.

Fur beide Zelllinien wurde anschlielend die E-Caidhévlengen mit den beiden
Antikérpern AEC und\9 bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-20géstellt.

MDA d9 HSC4t
E-Cadherin E-Cadherin
. " AEC
AEC unfix T-Per unfix EB ) fix EB ) unfix T-Per unfix EB | fix EB )
M [kDA] 1:1 1:2 1:4 1:8| 1:1 1:2 1:4 1|:8 1:1 1.2 18 ° M[kDA] 1:1 1:2 1:4 1:8| 1:1 1.2 1:4 1|:8 1:1 1.2 8 °
150 —= 150 —=
100 — - — -
i“ . - - 100 —-N . -! - - -
MDAd9 AEC A HSC45 AEC
—e—unfixT-Per  —=— unfixEB fixEB | ‘ AR o) fixEB ‘
. 120
=100 s 100 _n
é 80 / R e
EX 6 2w P
2w o 4
E o / E
g & 0
0 02 04 06 08 1 12 0 02 04 06 08 1 12
Verdiinnung Verdinnung
E-Cadherin E-Cadherin
A9 unfix T-Per unfix EB | fix EE ) A9 unfix T-Per unfix EB | fix EE )
M [kDA] 1.1 1:2 1:4 1:8| 1:1 1:2 1:4 1|:8 1:1 1.2 18 ° M [kDA] 1.1 1:2 1:4 1:8| 1:1 1:2 1:4 1|:8 11 1.2 18
sl e o cies ge- e
100 100 =
MDAd9 A9 B HSC45 d9
[ unfix T-Per —=— unfix EB fixEB_ | —+— unfix T-Per —=— unfix EB fixEB
120 120
£ 100 8 100
% sod 2 80
S g < —
S 60 EX 60
£ 10 / g 407 — /
2 2 g 2 4,/
- .~ © 0 - : : . .
[ = T T T T T
0 0.2 04 06 08 1 12 ° 0.2 04 ?’6 o8 ! 2
Verdiinnung Verdiinnung

Abbildung 5-20: Immunoblots gegen E-Cadherin. und (unten). Wastlots nach ECI"S Detektion,
Lysate von MDA d9 (links) und HSC45 (rechts) in dégrdinnungen von 1:1, 1:2, 1:4 und 1:8. M Marker,
Puffer Negativkontrolle(A) Nachweis von E-Cadherin mit AEC-Antikorper ugihfische Auswertung nach
densitometrischer Vermessung der Western Blot BandB) Nachweis von E-Cadherin  mit
mutationsspezifischen9 Antikdrper undgrafische Auswertung nach densitometrischer Veromessler
Western Blot Banden. Zur besseren Vergleichbasdiad die einzelnen Werte als relative Intensitgééh
dargestellt, indem die 1:1 Verdunnungen jeweilsl®{% gesetzt wurden.
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Auch hier gilt, dass sich bei allen Ansatzen einged.inearitat ergibt, insofern man die
1:1 Verdinnungswerte aul3er acht lasst. Beide Amé&dzeigen einen vergleichbaren
Kurvenverlauf.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse lasst sichersagdass sich ein lineares
Signalverhalten bei den Immunoblots ebenfalls belotem I&sst, allerdings nur in einem
relativ engen Mengenbereich. Die Signale der figieiZellkultur-Lysate liegen dabei fast
ausnahmslos unterhalb denen der nicht fixiertencibudie Formalinfixierung scheint
daher eine Abnahme der Nachweisgrenze einherzugetas einer Abnahme in der
Immunoreaktivitat gleichzusetzen ist. Im GegengatZroteinextraktionen aus Geweben,
bei denen auch extrazellulare Proteine in gewigsaeilen auftreten konnen, sollte bei
den Zellkulturlysaten davon ausgegangen werden é@nndass die Werte von
Gesamtprotein und den Haushaltsgenen miteinanderelieven. Ein Vergleich der
Absolutwerte der Immunoblots zeigte allerdings Hilgante Unterschiede im Vergleich
zur Gesamtproteinbestimmung nach Sypro® Ruby. Bidie Werte vorp-Actin bei der
MDA d9 Zelllinie spiegeln in etwa die gleichen Véitnisse wieder (siehe Tabelle 5-1).

MDA d9 unfix T-Per unfix EB fix EB HSC45 unfix T-Per unfix EB fix EB
a-Tubulin 87 (46) 33 (15) 25 (15) a-Tubulin 88 (37) 13 (2) 13 (4)
B-Actin 109 (66) 112 (73) 65 (36) B-Actin 100 (51) 122 (63) 117 (81)
GAPDH 108 (71) 75 (56) 21 (25) GAPDH 52 (16) 16 (1) 12 (1)
Syprae Ruby 14 24 12 Sypra Ruby 28 22 16
AEC 110 (61) 79 (34) 16 (5) AEC 71 (32) 84 (67) 87 (42)
A9 83 (34) 65 (38) 16 (5) A9 41 (4) 55 (22) 57 (25)

Tabelle 5-1 Absolutwerte der densitometrischen Vermessungdmerunoblots fura-Tubulin, B-Actin und
GAPDH sowie Gesamtprotein nach Sypro® Ruby firtdielen Zelllinien MDA d9 und HSC45. Dargestellt
sind die Werte der 1:2 Verdinnungen. In KlammemWerte der 1:4 Verdiinnungen.

Deutlich wird dabei, dass im Vergleich zur Gesawitginmenge die Werte fur das
unfixierte Lysat mit T-Per Extraktion meist deutlibdher liegen, als die der beiden EB-
Lysate, die nach dem Protokoll der FFPE-Extrakbehandelt wurden, wobei das fixierte
Lysat nochmals eine geringere Immunreaktion ze\gtr fur B-Actin bei der Zelllinie
HSC45 war dies nicht der Fall. Hier waren alle hsigiten auf einem anndhernd gleichen
Niveau, die EB-Lysate sogar mit leicht starkeregn8l.

Auswertung der relativen E-Cadherin Mengen

E-Cadherin wurde anschlieRend anhand des Abglaichgie Haushaltsgene und auf die
Gesamtproteinmenge nach Sypro® Ruby normalisiettquantifiziert. Im Idealfall sollten
mit allen Kombinationen zur E-Cadherin Normalisiggudie gleichen Ergebnisse erzielt
werden. Es wird angenommen, dass die Haushaltsggeder Zelle in gleichen Mengen
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vorhanden sind und keine merklichen Mengenanderuagebeobachten sind. Da es sich
um Zellkulturlysate handelt, sollte auch die Gegaoteinbestimmung nach Sypro® Ruby
mit der Zellzahl korrelieren und somit ebenfallseélt vergleichbar sein.

Eine zusatzliche Beurteilung der Korrelation derri@eueinander stellt Abbildungr21
dar. Hier sind die Expressionswerte von E-Cadhditekt den Expressionswerten der
Haushaltagene, bzw. der Sypro® Ruby Farbung gegergéstellt. Das Bestimmtheitsmalf3
R? der Trendlinie gibt an, wie gut die Verdiinnungseei miteinander korrelieren. Werte
bis 0,8 sind akzeptabel. Darunter sind Auswertunggtisch zu betrachten, da die
Schwankungen in den einzelnen Werten sehr hochwsidddie Verdinnungsreihen sich
zueinander nicht linear verhalten.

unfix T-Pe unfix EB fix EB
AEC/Sypro(R) Ruby Korrelation AEC/Sypro(R) Ruby Korrelation AEC/Sypro(R) Ruby Korrelation
300 50,0 350 A
20 ¥=0,1376x -4 00 y=0,384x . 30,0 y=04575x
T 2004 R? =0,9501 7 R?=0,8977 7 250 s 00572
< < 300 < 200 =
g 1507 g 200 2 150 AEC/
S 1001 e & 100
501 - 100 50 Sypro® Ruby
0,0 * 00 00

00 500 1000 1500 2000 00 200 400 600 800 1000 1200 0,0 200 40,0 60,0 80,0
AEC [Abs] AEC [Abs] AEC [Abs]

AEC/b-Actin Korrelation AEC/b-Actin Korrelation AEC/b-Actin Korrelation

160,0 140,0 1400
140,0 1200 1200
1200 100,0
1000

80,0

B

80,0
y = 1,3289x 60,0

y =1,8972x
=
R’ =0,8829 400

R?=0,7746 AEC/ﬁ-ACtIn
200 200
0:0 0,0 # -

00 500 1000 1500 2000 00 200 400 600 800 1000 1200 00 200 400 600 80,0
AEC [Abs] AEC [Abs] AEC [Abs]

b-Actin [Abs]

y =0,8762x

0o R’ =0,9629

40,0
20,0
00

b-Actin [Abs]
b-Actin [Abs]

Abbildung 5-21: Korrelation der Immunoblots. Gegeneinander auéggsn sind die Absolutwerte
der jeweiligen Verdiinnungsstufe. Exemplarisch ggizz den MDA d9 Lysaten fi{{A) AEC /
Sypro® Ruby undB) AEC /B-Actin.

Uber die Steigung der eingezeichneten Trendlinienkaudem eine Aussage getroffen
werden, wie sich die einzelnen Lysate/Proben inatel zueinander verhalten. Ist die
Trendlinie bei dieser Auftragung steiler (grol3ereigung), fallt die detektierte E-
Cadherinmenge im Vergleich niedriger aus. Weiterkamn fUr die Auswertung nach
einem bestimmten Datenpunkt, respektive VerdlinndiggAussage getroffen werden, ob
dieser tendenziell eher zu hoheren oder niedrigktemgen bei der Quantifizierung fuhrt.
Liegt der Messpunkt oberhalb der Trendlinie, ist deantifizierte Wert moglicherweise
als zu niedrig einzustufen und vice versa. Hierfiezu beachten, dass die Trendlinie eine
Mittelung der einzelnen Messpunkte (Verdinnungeanstellt. Sattigungseffekte, oder
Werte nahe der Detektionsgrenzen spiegeln sichemTdendlinie wieder, wobei sich
dieses negativ im Bestimmtheitsmald niederschlagdite.s Auswertungen nach einem
festgelegten Verdunnungswert koénnen daher von dégenaeinen Aussagen hier
signifikant abweichen. In (A) sind die Lysatkortsd@en nach AEC/Sypro® Ruby
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dargestellt. Alle Bestimmtheitsmal3e liegen mit \WWertiber 0,9 in akzeptablen Bereichen.
Es wird erwartet, dass die errechneten E-Cadheenddn folgende Tendenzen aufweisen:
unfix T-Per > unfix EB > fix EB, was sich auch k@r Quantifizierung bestatigte (siehe
Abbildung 5-22links). Das gleiche gilt fur den Abgleich mActin (B), wobei die
Korrelation fur fix EB (B rechts) mit einem Bestintimeitsmald von 0,77 kritischer zu
betrachten ist.

Bei den Ergebnissen der Quantifizierung fallt zinsicauf, dass die beiden E-Cadherin
Nachweise mit AEC und\9 sehr ahnliche Werte liefern. In Abbildung 5-22dsidie
Auswertungen fir MDA d9 (A) und HSC45 (B) dargelsteleweils links in den Grafiken
sind die Auswertungen zu AEC normalisiert mit démzelnen Haushaltsgenen und dem
Gesamtproteinabgleich nach Sypro® Ruby zu sehehtgelie entsprechenden Ergebnisse
mit demA9 Antikorper. Die dargestellten Werte geben diatreé Menge zum unfixierten
Lysat nach T-Per Extraktion an, welches fir allest8yme auf 100% gesetzt wurde. Ein
Wert groBer 1 bedeutet eine x-fach hohere Cadh&tenge im Vergleich zum
Referenzlysat, entsprechend ein Wert kleiner Xxeach geringere Menge.

MDA d9 \ mmm unfix T-Per  mmm unfix EB fixEB

Anteilsrelation

a-Tubulin  b-Actin GAPDH  SyproRuby a-Tubulin b-Actin GAPDH  SyproRuby
AEC A9

HSC 45 | s unfixT-Per  mem unfix EB fixeB |

Anteilsrelation

a-Tubulin b-Actin GAPDH  SyproRuby a-Tubulin  b-Actin GAPDH  SyproRuby
AEC A9

Abbildung 5-22: Quantifizierung von E-Cadherin durch Normalisiegiauf die aufgefiihrten Haushaltsgene
bzw. auf Gesamtprotein nach Sypro® Ruby. Zur Baerenly wurde der 1:2 Verdlinnungswert herangezogen.
(A) Lysate der Zelllinie MDA d9, links nach AEC, reshhachA9. (B) Lysate der Zelllinie HSCA45,
wiederum links nach AEC, rechts nat8.

In allen Auswertungen fallt die Korrelation mit-Tubulin etwas aus dem Rahmen. Bei
MDA d9 trifft dies auf unfix EB, bei HSC auf beideB-Lysate zu. Vergleicht man dies
mit den Signalwerten der Western Blots, erkennt fmanden genannten Lysaten einen
unverhaltnismagigen Intensitatsabfall bei der 1&ddnnung. Die ist bei der HSC45
Zelllinie auch mit GAPDH der Fall. Bei der QuartiBrung von E-Cadherin spiegelt sich
dies in verhaltnisméaRig hohen Werten wieder, die @icht korrekt anzusehen sind
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(geweisst in Abbildung 5-22). Bei der Zelllinie MDA9 (A) sieht die grundlegende
Tendenz so aus, dass bei Lysat unfix EB im Vergleiem Referenzlysat unfix T-Per eine
leicht geringere Menge an E-Cadherin detektiertdeubDas fixierte Lysat zeigte nochmals
eine geringere Menge an detektiertem E-Cadherinhekla gleich sind dabei die
Auswertungen nacf-Actin und Sypro® Ruby. Lasst man, wie oben bestian, denu-
Tubulin-Wert au3er acht und geht davon aus, dask die GAPDH-Werte fiir die EB-
Lysate leicht zu hoch sind, dann zeigt sich diesad&nz (nahezu wertekonsistent) bei
allen vier Normalisierungen. Die Auswertungen nadbC (A links) undA9 (A rechts)
sind dabei nahezu identisch. Ahnlich konsisterfitsige Analyse mit den HSC45 Lysaten
aus (Abbildung 5-22 B). Auch hier ist eine klarendienz zu erkennen. Im Vergleich zum
Lysat aus den unfixierten Zellen mit T-Per zeigs dafixierte EB-Lysat einen hoheren E-
Cadherin Anteil. Das Lysat aus den fixierten Zellegt nochmals ein wenig héher. Die
EB-Werte mit a-Tubulin und GAPDH sind, wie oben bereits erwéahomgj kritischer
Betrachtung als zu hoch einzuschéatzen. Unter dideeahme findet sich die Tendenz
damit ebenfalls bei allen vier Referenzsystemenjawnasich diesmal die Ergebnisse von
Sypro® Ruby und GAPDH am meisten &hnelten. Auch Weichen die Auswertungen
nach AEC (B links) und9 (B rechts) kaum voneinander ab.

Interessanterweise verhalten sich damit die MDAId@ die HSC45-Lysate exakt kontréar
zueinander (zumindest auf E-Cadherin bezogen) ME2A d9 nimmt die Immunogenitat
tendenziell mit EB-Puffer und Fixierung ab. Bei H&zeigt sich tendenziell eine relative
Steigerung der nachgewiesenen E-Cadherin MengeshdMtesich die beiden Zelllinien in
der prinzipiellen Tendenz so grundlegend untersighreist unklar.
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5.6.1.2 Reverse Phase Protein Microarrays

Auf die Protein Microarrays wurden die gleichen atgsaufgebracht, wie bei den Western
Blots der vorherigen Kapitel eingesetzt (siehe Akhbig 5-23). Die eingestellten
Konzentrationsverhaltnisse entsprechen einandeit ssbenfalls. Zusatzlich wurden auf
den Arrays noch weitere Kultivierungs- bzw. Extraksvariationen der HSC45 Zelllinie
gespottet. Die Lysate der Arrays A10 bis Al2 ergshben denen in den Western Blots
aufgetragenen Proben. Bei A13 wurde dem EB-Puffe#0CCA zugesetzt. Im Idealfall
ware hier mit einer verbesserten Immunreaktivitéat rechnen. Bei Al4 wurde die
Fixierung mit einem hoherem Formalin Gehalt durétilge, was den moglichen Einfluss
von Schwankungen wahrend der Probenkonservierurmym@inkonzentration und
Einwirkzeiten) aufzeigen sollte. Den Zellen in Ad&irden ca. 8h vor Proteinextraktion
das Medium entzogen. Dies induziert einen Stresards was in Reaktion zu
unterschiedlichen Phosphorylierungsmustern bei em&blten Proteinen fihren sollte
(beispielsweise pAMPY). Zusatzlich wurde auf allen Slides in Position6Adin interner
Standard aufgetragen, um gegebenenfalls. eine Atgwge verschiedener Slides
miteinander zu ermdglichen. Bei den hier gezeidteswertungen war solch ein Abgleich
nicht notig, da hier nur Lysate miteinander vetgdo wurden, die jeweils auf dem
gleichen Slide positioniert waren.

Al MDA- unfixiert T-Per Puffer (Z1

Sypro® Ruby / | A2 MDA- unfixiert EE-Puffer (Z3

| A4 MDA wt unfixiert T-Per Puffer (Z€

—| | A6 MDA wt fixiert EB-Puffer (210

A8 MDA d9 unfixiert EE-Puffer (218 |

s000
eoe

A3 MDA- fixiert EB Puffer (Z5

A5 MDA wt unfixiert EB-Puffer (Z8

a0 eajeee

A7 MDA d9 unfixiert T-Per Puffer (Z1€

A9 MDA d9 fixiert EB-Puffer (220 A10 HSC45 unfixiert -Per Puffer (Z21

A11 HSC45 unfixiert EF-Puffer (223

A12 HSC45 fixiert EE-Puffer (225

boooloscsfscoclonneecre

A13 HSC45 fixiert CCA El-Puffer (226 Al4 HSCA45 fixiert 10% E-Puffer (227

NI/

A15 HSC45starved fixiert E-Puffer (228

A16 Interner Standard (HSC45 unfixiert
EB-Puffer (Isolation3, Z24))

Wiederholungen 1 bis 4

Auftragsschema

Verdinnungen  1:11:2 1:4 1:8 1:16 Puffer

Abbildung 5-23: Auftragsschema der reverse Phase Protein MiagsriGezeigt ist ein Slide nach Sypro®
Ruby Gesamtproteinfarbung. (A) sind die einzelnen Block#y(rray) 1-16, mit Auffiihrung der jeweils dort
gespotteten Lysate dargesteglB) Die Lysate wurden jeweils in vier Wiederholungeor( oben nach unten)
in den Verdinnungen 1:1 bis 1:16 (rechts nach )irdsfgetragen. In der letzen Spalte wurde eine
Negativkontrolle (Extraktionspuffer) aufgebrachth KA(rray) 16 wurde zudem ein interner Standard
aufgetragen, um Auswertungen verschiedener Slidesnander zu ermdéglichen.
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Die Detektion erfolgte fur alle Haushaltsgene naddém colorimetrischen CSAII-
Detektionssystem. Der Nachweis von E-Cadherin naER, wie auchA9, wurde mit
Luminol und anschlieRender Exposition eines ROritipes durchgefuhrt. Im CSAII-
Nachweis zeigte die Pufferkontrolle mit AEC und deslichen Blockierung in NET-
Gelatine unspezifische Signale. Zudem liefertenldigate der MDA - Zellllinie, welche
E-Cadherin negativ sein sollten, Signal mit AECe Dinspezifischen Signale des Puffers
konnten zwar durch die Blockierung in 0,5% Casd88T vermieden werden, die
unspezifische Reaktion bei den MDA- Lysaten konnéber durch Kkeine
Blockierungsmethode verhindert werden. Diese Proati tritt bei der Detektion mit
Luminol und Rontgenfilm nicht auf, wie dies auch den Western Blots nicht zu
beobachten war.

In Abbildung 5-24 sind die Auswertungen der reveiRbase Protein Microarrays
exemplarisch fur Sypro® Ruby, GAPDH und AEC gezefgthand des Slides zu Sypro®
Ruby kann man zunachst erkennen, dass nahezuysielin sehr ahnlichen Mengen auf
den Slides gespottet wurden (A links). Nur in A4 M wt unfix T-Per) ist die
aufgetragene Lysatmenge im Vergleich etwas gerimgesonsten war auffallig, dass fast
alle fixierten Lysate, insbesondere der HSC45 ingdl] ein recht geringes Signal mit allen
Haushaltsgenen lieferten. Die einzelnen Signalerlaigh Vergleich deutlich unter denen
des Gesamtproteins nach Sypro® Ruby (exemplariseROB in B links). Insgesamt
lieferten alle Werte aber auswertbare Signalstark#a Kurvenverlaufe sind in weiten
Bereichen linear und die einzelnen Lysattypen edtgm sich dabei vergleichbar. Die
HSC45 Lysate zeigen dabei eine etwas groliere \a@abwas ursachlich durch die
insgesamt schwachen Signale beeinflusst ist. B&?#A mit den Lysaten HSCA45 fix EB
CCA (Al13) und HSC45 fix EB starved lagen die Abswlerte der zur Auswertung
verwendeten 1:4 Verdinnungen unter der Ausschlesggrvon 2. Diese wurden daher
nicht zu Berechnungen herangezogen. Die definfeig@al Ausschlussgrenze von 2 hat
sich bei den bisherigen Auswertungen als kritisehatis kristallisiert. Bei Berechnungen
mit Werten, die unterhalb dieses Grenzwertes lagemyden in vielen Fallen
augenscheinlich unglaubwirdige BerechnungsgroRererget. Die Korrelationen der
Array-Werte und der Western Blot Werte fallen fig cheisten Lysate gut aus und liegen
mit Werte von uber 0,8 beim Bestimmtheitsmass am#m korrelierbaren Niveau (vergl.
Abbildung 5-24 A-C rechts). Werden die 1:1 Messeenicht zur Auswertung
hinzugezogen, bei denen in vielen Fallen Sattigefigkte auftreten, wie zuvor auch bei
den Western Blots in Abbildung 5-19 gezeigt, vesees sich die Kurvenverlauf und die
meisten Korrelationsgeraden nochmals deutlich (Dateht gezeigt).
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Abbildung 5-24: Reverse Phase Protein Microarrays. Der Lysatauérémgte mit dem Schleicher&Schuell
MicroCaster auf kommerzielle Fast™ Slides anhansl Aaftragsschemas aus Abbildung 5-Z8)-(C)
Nachweis und Auswertung von Gesamtprotein nach &pRuby, dem Haushaltsgen GAPDH, sowie E-
Cadherin (AEC), exemplarisch an den beiden ZedhinMDA d9 und HSC45Links Protein Microarrays
nach Sypro® Ruby-Farbung, bzw. nach immunologisé&rikérperreaktion und Detektion mit CSAIl oder
nach Roéntgenfilm Exposition. In dbfitte die grafische Darstellung nach densitometrischemméssung der
aufgetragenen Verdiunnungswerte von 1:1, 1:2, 1&,ubd 1:16. Der 1:1 Verdinnungswert wurde zur
besseren Vergleichbarkeit fur alle Lysate auf 10§8$etzt.Rechts Korrelationsblots der Microarray- und
der Western Blot Auswertungen anhand der 1:4 Vardiigswerte (Pfeile).
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In Abbildung 5-24 C sind die Ergebnisse flir den AR&chweis gezeigt. Im Unterschied
zu den Auswertungen der Haushaltsgene wurde diekbehn nach immunologischer
Antikorperreaktion mittels Luminol und Roéntgenfildurchgefihrt. Im Vergleich zu den
Slides nach CSAIl Detektion sehen die Spots nichtlsutlich begrenzt aus. Insgesamt
ergibt sich ein mehr ,verwaschener” Eindruck (Ckép Die Auswertbarkeit war dadurch
aber nicht beeintrachtigt, auch wenn sich insgeseaictit gréRere Messwertschwankungen
ergaben. Die drei MDA- Lysate in den Feldern Al-A8igten dabei mit dieser
Behandlungsmethode keine Signale bei der ReaktibBC, wie mit dieser Zelllinie zu
erwarten war. Im Vergleich zu den CSAII-Slidestfatkiterhin auf, dass die Lysate genau
die umgekehrte Antikorperaffinitat zeigen. Die HSC4ysate weisen mit AEC ein
deutlich starkeres Signal auf, als die restlichgsate. Diese zeigten umgekehrt bei der
Detektion der Haushaltsgene hdhere Intensitdtemobb nach Gesamtprotein alle in
ahnlichen Mengen auf den Protein Arrays aufgetraggnen.

Quantifizierung von E-Cadherin und Vergleich mit den Western Blot Auswertungen

Zur Quantifizierung von E-Cadherin wurden die 1:ér&inungswerte der jeweiligen

Lysate zur Berechnung herangezogen, da sich diariddie 1:2 Verdinnungen teilweise
im Sattigungs- und somit nicht im korrelierbarerrddeh befanden (siehe Abbildung 5-24
mitte). Die AEC-Mengen wurden dabei auf die entspemden Haushaltgene bzw. Sypro®
Ruby normalisiert. Bei einem idealen Verdinnungsaken sollte der Abgleich aller

Verdunnungsstufen die gleiche Intensitat und dawenge ergeben. Wie zu erkennen
liegen die Werte aber nicht komplett im linearenrédeh, die unverdiinnten Proben
befinden sich oft schon im Sattigungsbereich dersddag, wahrend sich die 1:16
Verdinnungen nahe oder unter der Nachweisgrenzadeef Exemplarisch ist dies in

Abbildung 5-25flr das Lysat MDA d9 unfix T-Per gezeigt.

MDA d9 unfix T-Per, AEC normiert ‘D a-Tubulin @ b-actin @ GAPDH B Sypro Ruby
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Abbildung 5-25: Vergleich der Normierung von E-Cadherin bei démwelnen Verdinnungsstufen 1:1 bis
1:16, exemplarisch am Lysat MDA d9 unfix T-Per. @estellt sind die Auswertungen nach den
HaushaltsgeneaTubulin, B-Actin und GAPDH, sowie Gesamtprotein nach Sypra@®yr(Saulen von links
nach rechts). Zur E-Cadherin Quantifizierung wurftdgend die Werte der 1:4 Verdinnungen verwendet.
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Es zeigen sich die Effekte wie beschrieben und avieh aus den Verdinnungskurven
auszulesen. Im mittleren Verdinnungsbereich 1:21b8swerden annahernd konstante
Quantifizierungswerte erreicht. Besonders homogeigen sich die Abgleiche nach
GAPDH (grun) und nach Sypro® Ruby (orange), welabheh nach den Auswertungen der
Western Blots, als verlasslichste Normierungen s@igen werden kdnnen. MitTubulin
und B-Actin werden auch noch gute Ubereinstimmungenlenhadie Werte zeigen aber
nicht die Konstanz, wie mit GAPDH und Sypro® Rubye Auswertungen nach den 1:1
und den 1:16 Verdinnungen fallen wie erwartet irenhKonsistenz gegeniber den
mittleren Verdlinnungsstufen ab (geweisst rechts limks in Abbildung 5-25). Far
Auswertungen gilt es daher die geeignete Verdunsatnée zu wahlen, bei der sich
madglichst alle Werte im linearen Bereich zueinarukdfinden. Die Auswertung der Protein
Arrays wurde bei allen Lysaten nach den 1:4 Verdiangen durchgefiihrt. Nach Kontrolle
aller Verdiinnungswerte und Begutachtung der bigkarErgebnisse, lagen hier fast alle
Werte in einem sehr gut auswertbaren Signalbereich.

In Abbildung 5-26A und B rechts sind die Ergebnisse der E-Cadheuarfizierung der
Protein Arrays dargestellt. Die gezeigten Werteiddlean sich auf die berechneten E-
Cadherin Mengen des unfixierten Lysats in T-Perfd?ufvelches jeweils auf 1 gesetzt
wurde. Die Normierung erfolgte wie zuvor auch Ulklex Haushaltsgene-Tubulin, B-
Actin, GAPDH und tber Gesamtprotein hach Sypro®\yRub

MDA dg ‘lunﬂx T-Per @ unfix EB ofix EB ‘
9

~N
=]
—

A 15
MDAd9 | 5,
<05
0,0
a-Tubulin ~ b-Actin ~ GAPDH  SyproRuby a-Tubulin  b-Actin ~ GAPDH SyproRuby
Western Blot AEC FAST Slide AEC
HSC 45 |munfx TPermunixEB DfixEB

Anteilsrelation

a-Tubulin ~ b-Actin ~ GAPDH  SyproRuby a-Tubulin ~ b-Actin ~ GAPDH  SyproRuby
Western Blot AEC EAST Slide AEC

Abbildung 5-26: Quantifizierung der E-Cadherin Mengen (nach AELZ)ch Normalisierung auf die
aufgefihrten HaushaltsgemeTubulin, -Actin und GAPDH bzw. auf Gesamtprotein nach SypiiR@by.
Zur Berechnung wurden die 1:4 Verdinnungswertertigrzogen(A) Lysate der Zelllinie MDA d9, links
nach Western Blot Auswertung, rechts nach ProteiordArray Auswertung.(B) Lysate der Zelllinie
HSC45, links nach Western Blot Auswertung, reclashnProtein MicroArray Auswertung. Dargestellt sind
die relativen Intensitaten zum Referenzlysat umfiRer.
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Auf der linken Seite der Grafiken sind den Prot&may Ergebnissen die entsprechenden
Western Blot Ergebnisse aus Kapitel 5.6.1.1 gegemy@stellt. In Abbildung 5-28\ sind
die Quantifizierungen fur die Zelllinie MDA d9 dastellt. Auch wenn sich die
berechneten relativen E-Cadherin Mengen unterseheitst die Tendenz festzustellen,
dass beide EB-Lysate eine geringer E-Cadherin Bgme zeigen im Vergleich zum
unfixierten Lysat in T-Per. Die beiden EB-Lysategén dabei nach den Protein Array
Daten auf gleichem Niveau. Nur der Abgleich nacAdbn mit dem fixierten Lysat fallt
aus dieser Tendenz heraus. Diese Tendenz ist fUA M® unfix EB identisch mit der
Western Blot Beurteilung. Das fixierte Lysat zeigkert aber nochmals eine geringer E-
Cadherin Menge im Vergleich zum nicht fixierten EB. Nach den Ergebnissen der
Protein Arrays liegen die Werte auf vergleichbamdiveau. Auf dem Array zeigen dabei
die Auswertungen nach-Tubulin und Sypro® Ruby die groRte Ubereinstimmuirg
direkten Vergleich mit den Western Blot Daten warddat GAPDH und mit Sypro® Ruby
die besten Relationen bei beiden Analysemethodeickt. In Abbildung 5-2@ sind die
entsprechenden Quantifizierungen fur die ZellliH®C45 dargestellt. Die Tendenzen der
Western Blots bestétigen sich ebenfalls mit dentdfroArrays. Beide EB-Lysate zeigen
deutlich héhere Werte im Vergleich zum Referenalyfsas Lysat der fixierten Zellen
(gelb) weist dabei Uber alle Normalisierungen eineahezu gleichbleibenden
Expressionswert auf. Das unfixierte EB-Lysat zeghe starke Erhohung der E-
Cadherinmenge. Aufgrund der sehr niedrigen Signaémeach CSAIl-Detektion auf den
Fast™ Slides muissen diese Quantifizierungsberegfamurnvermutlich als zu hoch
eingestuft werden. Realistisch sind die Verhdlmissie bei der Sypro® Ruby
Normalisierung zu bewerten. Als konsistenteste Aicgimethoden kdnnen wiederum
GAPDH und Sypro® Ruby genannt werden, letztereettein Gesamtbetrachtung aller
Daten die verlasslichsten Korrelationswerte.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei IBatrgc der berechneten
Intensitatswerte und unter Hinzuziehung der weiteeegebnisse, die beiden EB-Lysate
(fixiert und unfixiert) anndhernd auf einem gleinhintensitatsniveau liegen. Dies ist
prinzipiell das Ergebnis mit den MDA d9 und den H8E& Lysaten, wobei die Protein
Arrays diese Korrelation deutlicher widerspiegel@emittelt Uber alle berechneten
Einzelintensitaten kame man zu einem ahnlichenlifrige Bei der MDA d9 Zelllinie zeigt
sich dabei eine Reduzierung der E-Cadherin Meng¥engleich zur unfixierten Referenz
mit T-Per. Die E-Cadherin Mengen der HSC45 Lysagen dagegen deutlich hohere
Werte als das Referenzlysat. Da beide EB-Lysatdli@irjeweiligen Zelllinien &hnliche
Intensitaten zeigen, kann davon ausgegangen weddss,die stattfindenden chemischen
Reaktionen bei der Fixierung in Formalin durch &iEPE-Extraktionsmethode nahezu
reversibel sind. Die Abweichungen in den E-Cadhbtengen zum unfixierten Lysat in T-
Per sind entsprechend auf das Extraktionsprotakuall das Puffersystem zurtickzuftihren.
Dass durch den EB-Puffer und die Praparationsmethad etwas anderer Anteil an
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Proteinen extrahiert wird ist auch bereits anhaedBhndenmuster bei der Gelfarbungen
mit Coomassie und Sypro® Ruby ersichtlich. Eine werdung von Proben, die nach der
gleichen Methodik behandelt und prépariert wurdgnaber gewahrleistet und konnte in
den Versuchen auch gezeigt werden. Ebenso konmgefidi die FFPE-Extraktion
zuverlassigsten Normierungsmethoden mit GAPDH wpmt&® Ruby bestimmt werden.
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5.7  Quantifizierung der mutationsspezifischen E-Cadhem

Expression von Magenkarzinomen aus klinischem Archimaterial

Im abschlieBenden Versuch wurde mittels der Prex¢aktionmethode klinisches
Archivmaterial ausgewertet, welches in Formalindikund in Paraffin eingebettet vorlag.
Es wurden zwei Félle von diffusen Magenkarzinomaagawéhlt, die bekanntermassen
positiv fur die E-Cadherin9 Mutation waren. In die Begutachtung kamen jew@dhnitte
des Tumorbereichs, sowie des entsprechenden nightorbsen Gewebes. Die
Tumorbereiche wurden nach vorheriger Begutachtwrghdeinen Pathologen markiert
und per Hand mit einer Kanile mikrodissektiert. @adurch gewonnenen Probenlysate
wurden auf ,Reverse Phase” Protein Microarrays etudgien und dia9 Expression nach
Normalisierung auf Gesamtprotein nach Sypro® Ruéstilmmt. In Abbildung 5-28ind

die Ergebnisse der beiden getesteten Falle zusagefamst. In (A) das untersuchte
Gewebe #1 und in (B) der Gewebefall #2. Die angigten Dunnschnittpraparate wurden
nach der immunhistologischen Farbung a® von einem Pathologen begutachtet (siehe
pathologische Klassifizierung in Abbildung 5-27)mudiese den Ergebnissen der
Arrayauswertungen gegeniber zu stellen. Die exrtdn Gewebelysate wurden auf
FAST™ Slides gespottet und es erfolgte ein Nachweis EeBadherinA9 sowie das
Gesamtprotein nach Sypro® Ruby. Der TumorschnixtigT nachA9 Antikdrperreaktion

in beiden untersuchten Fallen deutlich positiv, inghgen das jeweils nicht veranderte
Gewebe (nT) keine positiven Signale mit9 zeigt. Dies ist sowohl in der
immunbhistologischen Farbung (Daten nicht gezeigy, auch auf den ,Reverse Phase
Microarrays zu erkennen (Abbildung 5-2iiks unten). Die Signale zeigten damit die
erwartete Spezifitdt fUA9. Mit Sypro® Ruby konnte auf den Arrays in alleéllen ein
Signal erzielt werden.

Auf der rechten Seite sind die erhaltenen MircaarDaten ausgewertet und grafisch
dargestellt. Fur die ,normalen” Falle (nT) liegtrde& Wert jeweils um Null. Hier ergeben
die Auswertungen entsprechend keine darstellbamapl@n. Einzig die Intensitatswerte
von Fall 1 auf den Microarrays mit Sypro® Ruby waretwas schwach, wiesen aber
immer noch eine verladssliche Intensitdit auf. Rechiben st jeweils das
Linearitatsverhalten der Verdinnungsreihen gezdilie Lysate zeigten dabei ein gutes
lineares Verhalten. Alle Lysate lagen bei den Indl den 1:2 Verdinnungen im linearen
Bereich und waren somit bei diesen Verdinnungerh amiteinander auswertbar. Dies
zeigt jeweils auch der Korrelationsblot von Syprd®&by und A9 rechts unten in
Abbildung 5-27A und B. Die Absolutwerte der entsprechenden Vendiny wurden hier
gegeneinander aufgetragen. Wie ersichtlich weichen Einzelwerte kaum von der
Korrelationsgeraden ab. Der Abgleich nach Sypro®yRspllite somit verlassliche Werte
liefern.
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Abbildung 5-27: Magenkarzinom Fallstudien(A) Fall
Tumorgewebe, (nT) Normalgewebe. Links sind die Hitbingen der Gewebeproben vor Mikrodissektion
dargestellt. Darunter sind die Microarray SignademA9 (1:50) und Sypro® Ruby Inkubation gezeigt. Das

1. (B) Fall 2. Dunnschnittpraparate (T)

Linearitatsverhalten der Verdinnungsreihen auf Bestein Microarrays nach Sypro® Ruby un@ ist

jeweils auf der rechten Seite dargestellt. Obendist Verdiinnungsreihe grafisch aufgetragen, unien d

Korrelation der Absolutwerte von Sypro® Ruby ut@ bei den einzelnen Verdlinnungsstufen.
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Die absoluten Quantifizierungen der Gewebe von Ealind 2 nach der E-Cadherk®
Mutation sind in Abbildung 5-28 gezeigt. Nach Noeming der gemessenen9
Intensitaten auf das Gesamtprotein nach Sypro® Rigdmpachtet man einen deutlichen
A9 E-Cadherin Anteil im analysierten Tumorgewebe (iIght aber in den nicht tumorésen
Geweben (nT). Bei Fall 1 wurde ein absoluter Wert 1,58 errechnet. Bei Fall 2 lag der
Wert bei 1,84, also einem leicht hoheren E-Cadh&dirnteil.

Quantifizierung von E-Cadherin nach ~ A9/SyproRuby
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Abbildung 5-28:. Quantitative Auswertung von E-Cadheri® nach Normierung auf Gesamtprotein nach
Sypro® Ruby. Dargestellt sind die beide untersuchten MagenkarairFalle Fall 1 und Fall 2 aus
Abbildung 5-27 Aufgefiihrt ist jeweils der errechnete E-Cadhexth Anteil in den ,normalen*, nicht
tumordsen Gewebeproben (nT) und in den tumordseveeschnitten (T).

Diese Ergebnisse decken sich ausgesprochen gdenyiathologischen Beurteilung (siehe
Abbildung 5-27 pathologische Bewertung). Fur Fall 1 wurde einedbarischung von
40% festgestellt, fur Fall 2 ein leicht hoherer éihtvon 60%. Diese Verhaltnisse spiegeln
sich somit sehr gut in den errechneten Werten @eolaten Quantifizierung auf den
.Reverse Phase" Protein Microarrays wieder.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die i diatgrsuchung erhobenen Daten von
sehr guter Qualitat waren. Die Ergebnisse der deftingten Quantifizierungen konnten in
mehreren Ansatzen bestatigt werden und zeigen dam# hohe Konsistenz und
Sicherheit. Auch die Ubereinstimmung mit den patg@chen Beurteilungen der
immunbhistologischen Schnitten ist weitestgehendegeg, auch wenn die Ergebnisse sich
nicht zwangslaufig decken mussen. Die MethodiKtstielmit ein robustes Verfahren zur
Proteinisolation aus FFPE Geweben dar und ergdazprdktizierte immunhistologische
Routinbegutachtung mit absoluter Quantifizierbarkeind somit einer objektiven
Bewertungsgrundlage von Markerproteinen.
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6 Diskussion

Hochdurchsatztechniken in der funktionellen Genastdbung gewinnen nach Abschluss
der Sequenzierung des menschlichen Genoms (Veraér 2001; McPherson et al., 2001)
immer mehr an Bedeutung. Dabei riicken Proteomasrlgsrzeit in den Vordergrund, um
Strukturen, Funktionen und Interaktionen von Prari und ihre Rolle in Krankheiten
aufzuklaren (Liotta & Petricoin, 2000). Ein Grunst die begrenzte Aussagekraft Chip
basierter Genexpressionsanalysen, die zum Beikpiae Informationen Uber die durch
Proteinphosporylierung gesteuerte  Signaltransdaktioposttranslationale  Protein-
modifikationen oder Bindungspartner liefern kanne(@t al., 2003; Williams &
Hochstrasser, 1997). Zudem wurde gezeigt, dasskanelation zwischen Gentranskript
und Proteinmenge nicht zwangslaufig gegeben isg(&tyal., 1999).

Formalin fixierte, in Paraffin eingebettete (FFP&pwebeproben aus der klinischen
Routine werden seit Jahrzehnten fur histopathotbgisUntersuchung verwendet und
archiviert. Es steht somit ein grof3es Archiv an éviat zur Verfigung, zu dem dartber
hinaus die Diagnose und weitergehend auch der Keitsverlauf, Uberlebenszeit und
Therapie des Patienten dokumentiert sind. Alleadiesormationen sind sehr wertvoll in
Kombination mit Expressionsstudien insbesondereDaiektion von Protein Biomarkern
und deren Korrelation mit Erkrankungen, was letdlieh zur Identifikation von neuen
Therapieansatzen und diagnostischen Verfahrenrihimel. Momentan fehlt es allerdings
an Methoden zur Quantifizierung der Proteinexpoessn Formalin fixierten Geweben.
Die Immunhistochemie ist derzeit die einzige roemiél3ig angewandte Methode zur
Untersuchung der Proteinexpression und VerteilunGRPE Geweben. Das Verfahren ist
allerdings beschrankt in seiner Sensitivitat, Quiardrbarkeit und Skalierbarkeit.

Ziel der Arbeit war es eine Methode zu entwickalm nicht degradierte Proteine aus
FFPE Archivgeweben extrahieren und mit etabliemsslekularbiologischen Methoden
detektieren zu kénnen. Ein wissenschaftliches ésta an Analysen mit FFPE Materialien
war in jungster Zeit zu beobachten. Aufgrund deggebenden Fehlens einer etablierten
Methode zur Extraktion und Analyse von gelOstentdéinen aus diesen Geweben, gingen
die Entwicklungen in Richtung alternativer Deteksoerfahren, wie dem Peptidnachweis
Uber Massenspektroskopie (Prieto et al., 2005; Hebdl., 2005) und auf alternative
Fixierungsmethoden (Ahram et al.,, 2003; Gillespieak, 2002). Beides wird in der
Routine jedoch nicht angwendet.

Dariber hinaus war das Ziel ein Nachweisverfahreih jReverse Phase“ Protein
Microarrays (RPPM) zu etablieren, das den Einsatz Hochdurchsatz ,Proteom*
Malistaben ermoglicht. ,Reverse Phase” Protein Mitays stellen eine Technologie dar,
die in einzigartiger Weise das parallele Screening verschiedenen Zielproteinen in
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mehreren Geweben gleichzeitig erméglicht. Da Lysstgen im Nanoliterbereich
gespottet werden, kénnen auch kleinste Gewebekiopsiamit analysiert werden.
Technologisch grundlegend dazu waren die Arbeitankeinberg, 1961 Uber ,Microspot”
Tests von Antigenen und Antikdrpern. Seit Entwiciguder ,Reverse Phase” Protein
Microarrays als neue Technologie zur Proteom AmalfRaweletz et al., 2001) wurden
damit diverse Untersuchungen zu Protein Signalwadgr Phosphorylierungsstadien in
verschiedenen Tumorgeweben durchgefuhrt. Bei alebeiten musste auf einen
begrenzten Pool aus frisch praparierten oder Coyesérvierten Geweben zuriickgegriffen
werden (Gulmann et al., 2005, Petricoin et al.,.3200ishizuka et al., 2003, Wulfkuhle et
al., 2003). Die hier beschriebene Methodik hebseiBeschrankungen auf und eréffnet der
RPPM Proteom Analyse ein weites Feld an Probenmahggr. Die Informationen, die aus
der immunhistochemischen Befundung gewonnen werdgd mit der Methode
selbstverstandlich nicht zu ersetzen, die Beschné@gdn in der Quantifizierbarkeit und der
Skalierbarkeit kbnnen dadurch aber aufgehoben werde

Methodisch orientierte sich das Verfahren an lketal., die bereits 1998 ein Verfahren
zur Extraktion von cytosolischen, nuklearen und Mesnproteinen aus Formalin
fixiertem Gewebe und deren Detektion in Westernt8lmeschrieben hat. Basierend auf
dessen Ergebnissen wurde ein Extraktionssystem ickaily bestehend aus einem
speziellen Extraktionspuffer (EB) und einem spéereExtraktionsprotokoll, mit dem sich
nicht degradierte Proteine aus Formalin fixierteratdialien effektiv, robust und in
geloster Form extrahieren lassen. Die Antigendermaaskg (AR) erfolgt durch thermische
Behandlung in Kombination mit dem darauf abgestiemiB Puffer-System. Der Effekt
von Hitze auf das Aufbrechen der durch Formalinumedrten Quervernetzung von
Proteinen wurde 1991 von Chi et al. fur die Immstdchemie beschrieben. Die
Hitzebehandlung stellt heute die popularste AR Meééhdar. Sie hat die Sensitivitat der
Immunhistochemie stark verbessert und wird auchnen entwickelten Protokoll zur
Extraktion von Proteinen aus Formalin fixiertem Btal ausgenutzt. Wobei zu erwahnen
ist, dass bis dato der genaue Mechanismus der Rorfigierung und entsprechend der
Antigendemaskierung nicht bekannt ist (Shi et20Q1; Sompuram et al., 2004). Mit dem
vorliegenden Protokoll wurden die durch Formalirrusachten Quervernetzungen der
Proteine effektiv aufgebrochen und die Proteinenkem in Loésung gebracht werden. Die
extrahierten Proteine werden im Extraktionspuffebdisiert und kdnnen ohne weitere
Aufreinigung oder Behandlung direkt fir molekuladbigische Analysen auf Western
Blots oder Reverse Phase Protein Microarrays herggn werden. In den Kapiteln 5.1
und 5.2 ist die Etablierung der Methode dargestelteressanterweise war der EB Puffer
der einzige Puffer, der ohne eine mechanische Zioshandlung zuverlassig Proteine in
Lésung bringen konnte. Eine zusatzliche Ultrastiedlndlung kann zu einer generellen
Steigerung der Proteinausbeute, insbesondere itisicken Proben beitragen. Um einen
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gro3en Probendurchsatz zu gewahrleisten, ware thidex Einsatz von Hochenergie
Ultraschallbadern zu empfehlen. Der Zusatz des @r diteratur beschriebenen
universellen Agens zur Antigendemaskierung, CitnezdAnhydride (Namimatsu et al.,
2005), brachte bei allen Untersuchungen nicht thefée Effizenzsteigerung.

Eine Ubersicht zu aller in dieser Arbeit prapasarLysattypen findet sich in Abbildung
5-6. Die aufgetragenen Proteinextrakte sind durcbn@assiefarbung des SDS-Page Gels
sichtbar gemacht. Wie bei Ikeda et al. waren dig¢irBanden zwischen 15 und 150 kDa
zu sehen. Abhangig vom verwendeten Puffer und vgqm des Probenmaterials waren
diese Banden mehr oder weniger gut ausgepragt, iveniod das Alter der Proben eine
Rolle spielte. Insbesondere zwischen den beidewerateten Puffern (T-Per und EB),
aber auch zwischen Zellkultur und Gewebe zeigtem dinterschiede im distinkten
Bandenmuster. Dies belegt, dass die Puffer verdeh& Proteine probenspezifisch mit
unterschiedlicher Effizienz extrahieren. Eine nigkastarke Farbung oberhalb von 150 kDa
der fixierten Gewebe, die auch durch Aufreiniguregfahren kaum eliminiert werden
konnten, rihrt wahrscheinlich von quervernetztestédnagglumeraten her, die durch das
Extraktionsprotokoll nicht in Losung gebracht werdennten. Insbesondere am Ubergang
von Sammelgel und Trenngel war bei den FFPE Prolftemals eine starke Farbung mit
Coomassie zu erkennen, die nicht weiter ins Gejedaufen ist. Auf den dargestellten
Coomassie-Gelen ist dieser Bereich nicht zu sett®@rdas Sammelgel vorher abgetrennt
wurde. Dies spricht fir nicht aufgeldste ProteingAgnerate, die einer Analyse nicht
zuganglich sind. Daraus ergibt sich eine weiterel\&sfolgerung, die experimentell auch
beobachtet werden konnte. Die Gesamtproteinvermgssach EZQ zeigte Uberwiegend
hohere Werte, als tatsachlich auf den Gelen vemnessirde. Die EZQ-Werte wurden
daraufhin immer mit einem Faktor nach unten koeigi

Die durchschnittlichen Extraktionsmengen (Wertetn&ZQ) lagen bei den unfixierten
und fixierten Zellkulturen auf ahnlichem Niveau safien 1,6 und 2,2 mg Protein/10
Zellen. Die FFPE Gewebe lagen zwischen 200-900ysgda 10pum Schnitten (abh&ngig
von der dissektierten Materialmenge), Cryo-Geweabischen 400-800 pg aus 2x 20 pm
Schnitten. Dies lag auf vergleichbarem Niveau, wom Ikeda beschrieben. Nach dem
Protokoll von Chu et al., 2005, konnten dagegen 1#25 % aus Formalin fixiertem
Material gewonnen werden, im Vergleich zu unfieéent Material. Die Extraktion von
intakten Membranproteinen erwies sich mit ihrem tékoll als schwierig. Die
Extraktionsmethode nach Chu ist dem in der Arbeigestellten Verfahren methodisch
sehr ahnlich und basiert auf Hitzebehandlung itweser Ergdnzung mit Mikrowellen
oder Ultraschallbehandlung und einem geeigneterfeByktem. Interessant an der
Methode war die Mdglichkeit zur parallelen Extraktivon Proteinen und Nukleinssauren.
Dies wurde hier bislang noch nicht getestet. In le¢zten Jahren wurden weitere Arbeiten
zum Thema Proteinanalytik aus FFPE Material venifight, was die aktuelle Relevanz
verdeutlicht (Nirmalan et. al. 2009; Chung et 2008; Shi et al., 2006).
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Mit Immunoblots konnten fir einen kleinen Satz amtiRdrpern nicht degradierte Proteine
erfolgreich und mit hoher Signalsicherheit nachgmsen werden. Darunter waren
Antikorper gegen Proteine aller Kompartimente (sptsch, nuklear und membran-
standig) sowie ein phosphorylierungsspezifischetikdnper (pAMPKa). In Abbildung
5-11 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Am Béispn PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) konnte lkeda zeigen, dass dieifsg®e Bande im Western Blot mit
Verdunnung des Lysates abnimmt, die Proteine ald@sung vorliegen. Auch das konnte
hier fur alle Probentypen (Zellkultur FF fixiert diunfixiert sowie Gewebeschnitte FFPE
und Cryo) sowie mit allen Nachweissystemen (WesBtab, Dot Blot und Reverse Phase
Protein Microarray) gezeigt werden. Wichtig fur demsatz in Reverse Phase Protein
Microarrays ist insbesondere die AntikorperspetifiNishizuka et al., 2003 zeigten, dass
aus einem Set von >200 Antikorper nur ca. 70% farAhwendung in Arrays geeignet
waren. Die Untersuchungen wurden an nicht fixieréglllinien durchgefihrt, bei
Ubertragung auf FFPE Lysate dirfte eine noch hoAesfallquote zu erwarten sein. Die
Antikorperverfugbarkeit ist somit als kritischer Kar zu betrachten. Technologie-
plattormen wie die HuCal der Morphosys AG in Mumech&nnen hier hilfreich sein
(Poetz et al., 2005). Alle verwendeten Antikorperrden daher vorher auf Ihre Spezifitat
in Western Blots Uberpruft. Einzig bei AEC war dgnsatz zunachst fraglich, da neben
der spezifischen 120 kDa Bande teilweise eine ¥dlaveiterer prominenter Banden
auftraten. Da AEC aber mit Lysaten aus FF MDA- (#ding 5-11A mitte) und FFPE
Ishikawa- (Daten nicht gezeigt) keine Reaktion teigonnte nachgewiesen werden, dass
die vermeintlich unspezifischen Signale E-Cadhkaneliert sind und keine Kreuzreakion
mit anderen Proteinen darstellen. Bei einer gemaueBetrachtung der AEC
Detektionsergebnisse erkennt man in den meistderFal zusatzliche Banden unterhalb
der spezifischen 120 kDa Bande. Die GroRRen lieghé@tzungsweise bei 100, 90 und 80
kDa (beispielsweise Abbildung 54). In der Literatur wurden entsprechend verkliizie
Cadherin Fragmente bereits mehrfach beschrieben.w8&rden posttranslational durch
einen spezifischen proteolytischen ,Angriff* geregtiund sind mit einer fortschreitenden
Metastasierung von Tumoren assoziiert (Wheeloclklet1987; Vallorosi et al., 2000;
Rashid et al., 2001; Kuefer et al., 2003). Es lm@te anzunehmen, dass es sich hierbei um
diese verklrzten E-Cadherin Fragmente handeln komia diese Banden mit AEC sehr
konsistent auftreten. Zwei Tatsachen sprechen diendiags entgegen. Die trunkierten E-
Cadherin Varianten sind auf cytosolischer Seitekineat, sollten also mit AEC nicht
detektiert werden (siehe Epitopbereich in Abbild&agjl E). Zudem zeigen die Antikorper
HECD undA9 diese Degradationsbanden nicht, was dafir sprzss es sich eher um
Préaparationsartefakte der exponierten Doméanen Hamie Signale im hochmolekularen
Bereich sind eher auf Proteinagglumerate zurlckwefii die durch die Fixierung
entstehen und durch die Extraktionsprozedur nicfewddsen sind, wie auch bereits bei
der Coomassiefarbung weiter oben beschrieben.
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Zur Evaluierung der Zuverlassigkeit, der bestenekidnssysteme und der geeignetsten
Proteinabgleichmethoden zur Quantifizierung wurdeonédchst Analysen an FF
Zellkulturlysaten, sowohl im Western Blot als auabf dem ,Reverse Phase” Protein
Microarray durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind im K&l[b.6 aufgefihrt.

Es wurden die HaushaltsgeneTubulin, g-Actin und GAPDH sowie E-Cadherin (AEC
und A9) immunologisch nachgewiesen. Zudem wurde auf\WWestern Blot Membranen
und auf den ,Reverse Phase” Protein Microarraysadigetragene Gesamtproteinmenge
durch eine Sypro® Ruby Farbung bestimmt. Alle afifjegen Proteine konnten detektiert
werden. Die Verdinnungsreihen ergaben gut koreside Kurvenverlaufe, so dass eine
Normierung der detektierten E-Cadherin Mengen dlgf Referenzen erfolgen konnte.
Ausgewertet wurden die Zellkulturlysate MDA d9 uH&C45, jeweils unfixiert in T-Per
Puffer, unfixiert in EB Puffer und fixiert in EB Fer. Es wurde eine relative
Quantifizierung fur E-Cadherin durchgefiihrt, indetas unfixierte Lysat jeweils auf
100% gesetzt wurde. Die Western Blot Auswertunggaleen fur die Zelllinie MDA d9
die Tendenz unfixiert T-Per>unfixiert EB>fixiert EB-ur die Zelllinie HSC45 wurde die
genau gegenteilige Tendenz unfixiert T-Per<unfixieB<fixiert EB festgestellt. Die
Ergebnisse waren nach AEC umt® nahezu identisch. Die Ubereinstimmung der
Quantifizierung nach den einzelnen Haushaltsgermsm Bypro®Ruby zeigte deutliche
Abweichungen, insbesondere was die absoluten Biffean der berechneten Werte betraf,
die beschriebene Tendenz war aber mit fast allefer®&zproteinen nachzuvollziehen
(siehe Abbildung 5-22). Die entsprechenden Ausweggn auf den ,Reverse Phase”
Protein Microarrays zeigten mit ahnlicher Konsigteinlgendes Bild fur MDA d9:
unfixiert T-Per>unfixiert EB=fixiert EB und fir HSS: unfixiert T-Per<unfixiert
EB=fixiert EB. Die Western Blot Tendenz T-Per zu HBiffer wurden durch die
Ergebnisse der Protein Arrays somit bestétigt. Yoeehaltnisse der beiden EB Lysate,
fixiert und unfixiert liegen hier allerdings aufegthem Niveau (Abbildung 5-26). Die
Unterschiede der Western Blot Auswertungen fur d&@ Lysate waren jedoch nicht so
eindeutig. Je nach Interpretation der Ergebnissen kauch auf die Array Ergebnisse
geschlossen werden. Mittelt man beispielsweise @bberWestern Blot Quantifizierungs-
werte kommt man zu dem gleichen Ergebnis wie nmt éeotein Array.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die utdixiend die fixierten Zellkulturlysate
ahnliche Quantifizierungsergebnisse liefern, ingofalie Proteinextraktion mit dem
gleichen Puffer und dem gleichen Protokoll durckibef wird. Dies ist nicht weiter
verwunderlich nach den bisherigen Beobachtungess d&e Puffer-/Extraktionsmethode
Proteine unterschiedlich in Losung zu bringen veymeshalb die EB Puffer Lysate im
Vergleich zur unfixierten MDA d9 Zelllinie in T-Pegine geringere E-Cadherin Menge
und zur unfixierten HSC45 Zelllinie in T-Per einéhere E-Cadherin Menge ergeben,
muss unbeantwortet bleiben. Die Ergebnisse allsw®utungen sind in dieser Hinsicht
aber eindeutig. Weiterhin korrelieren die Westerot BEErgebnisse gut mit den Array
Ergebnissen. Ein gleichwertiger Einsatz der ,RexelPhase” Protein Microarrays als
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Analyseplattform ist damit anzunehmen. Die konsiststen Ergebnisse wurden jeweils
mit GAPDH und Sypro® Ruby erzielt, die folgend ZQuantifizierung benutzt wurden.
Insbesondere fur die Protein Quantifizierung vonw@aen ist es sinnvoll mehrere
Referenzproteine zur Normierung parallel zu testéa, die einzelnen Haushaltsgene
gewebespezifisch variieren kénnen, wie Fergusoralet2005 gezeigt haben. Zudem
kommen in Geweben extrazellulare Proteinanteile, \amdass ein Abgleich auf die
Gesamtproteinmenge immer kritisch zu prufen ist.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass fixierte unbtrixierte Proben in der Zellkultur
vergleichbare Ergebnisse generieren, sollte untbtsnerden, ob dies mit verschiedenen
Geweben/Gewebepraparationen ebenfalls der Fall ist.

In der abschlieRenden Studie in Kapitel 5.7 wurd€afherin in zwei diffusen

Magenkarzinomfallen auf reverse Phase Protein Mrcays quantifiziert und mit der

immunhistologischen Bewertung in Bezug gesetztwbksde jeweils nicht veranderte mit
tumorésen Gewebebereiche verglichen, die epitleeli#direale wurden mikrodissektiert.
Von beiden Fallen war bekannt, dass sie eine ExDelétion von E-Cadherin aufwiesen.
Dies konnte verlasslich mit dem spezifischa@ Antikérper nachgewiesen werden.
Inwieweit die Proteinquantifizierung auf den Pratdicroarrays mit der Quantifizierung

in der IHC tatsachlich Ubereinstimmt, kann anhaneseat kleinen Stichprobe nicht
wirklich bewertet werden. Hierzu bedarf es weitereimmfangreicheren Studien. Die
Methodik stellt eine Erganzung zu der vergleichseeubjektiven Einschéatzung der IHC
dar und soll diese Limitation aufheben. Es sollieeegleiche Tendenz der Resultate
gegeben sein, eine absolute Ubereinstimmung muss rabht zwangslaufig vorhanden
sein.

Die hier generierten Ergebnisse basieren lUberweger der Signaldetektion mit dem

CSAIl Biotin-free Tyramide Signal Amplification Sisn. Fur die Praxisanwendung

empfiehlt es sich ein chemilumineszenz basierteeklienssystem einzusetzen, da es
weitaus flexibler ist, als das CSAII-System (sigkapitel 2.2.3 und Kapitel 5.5). Die

Signale mit dem CSAII-System sind zwar scharfenm, kieeare Detektionsbereich ist

allerdings sehr begrenzt. Es bedurfte eines eitedii Aufwands, die Proben auf den
reverse Phase Arrays so aufeinander abzustimmes, elae gemeinsame Auswertung
maoglich war. Das chemilumineszenz basierte Syssemiurch die Expositionszeit auf dem
Rontgenfilm selbst skalierbar, wodurch Schwankungenden Auftragsmengen in

gewissen Grenzen ausgeglichen werden konnen. Dieeilo Giberwiegen dabei den

Nachteil von weniger scharfen Signalen des Detakigstems.
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7 Ausblick

Proteomanalysen drangen derzeit in den Vordergrund,Strukturen, Funktionen und
Interaktionen von Proteinen und ihre Rolle in Kraeken aufzuklaren. Protein
Microarrays stellen dabei ein neues Verfahren zoted®@manalyse dar und haben grol3es
Potential routinemallig in der klinischen Forschuagd der in vitro Diagnostik
angewendet zu werden. Die personalisierte MediZzid ym Zukunft eine immer grol3ere
Rolle spielen. Dies zeigen auch die aktuellen Asmgjungen der Pharmaindustrie, wie am
Beispiel des gegen den HER2 Rezeptor gerichteterokhonalen Antikorper Trastuzumab
bei Brustkrebs (Petricoin et al., 2002). Die Kon#tion der Expressionsanalyse zu Genom
und Proteom, sowie der Histopathologie kdnnen Zzfikjireu einer ganzheitlichen
Diagnose mit individuell angepassten Behandlundgdenoftihren.

Mit dem neuen Extraktionsverfahren kénnen intaktetdthe aus Formalin fixierten und
Paraffin eingebetteten Geweben extrahiert werded omt ,klassischen® molekular-
biologischen Verfahren analysiert werden. Damit ffagi sich eine umfangreiche
Bibliothek von Kklinischen Archivgeweben. Der groR@rteil ist, dass fur Proteom-
analysen, beispielsweise auf ,Reverse Phase“ Rrotdicroarrays, die gleichen
Gewebepraparationen, wie flur die histopathologidgtagnose verwendet werden kénnen
(Becker et al., 2006). Der Patient und das Klinikpeal werden dadurch nicht zuséatzlich
belastet und die Ergebnisse sind direkt miteinaveegleichbar. Mit der Methode ist es
maoglich auch aus kleinen Gewebemengen, wie Patibiaesien, Proteine zu extrahieren.
In Kombination mit Mikrodissektionstechniken, wiensbesondere der Lasermikro-
dissektion (LCM, Emmert-Buck et al., 1996, Beckerak, 1996), kdnnen nicht Tumor
assoziierte Zellen, extrazellulare Proteine odédhltiierende Lymphozyten von der
Analyse ausgeschlossen werden und gewéhrleistegirsd spezifische und akkurate
Proteinquantifizierung. Wichtig ist die Weiterentkiung statistischer Auswertungs-
verfahren, um die Datensicherheit zu gewahrleistehei auf konsolidierte Erfahrungen
mit DNA-Microarrays zurtickgegriffen werden kann d¢tta et al., 2003; Vitzthum et al.,
2005). Mittlerweile sind mehrere Studien erfolghesuf Basis der entwickelten Methode
durchgefuhrt worden (Becker et al., 2007; Hippletz008 Kroll et al., 2008) und sie wird
in der Zwischenzeit auch kommerziell vertrieben f@pome FFPE Tissue Kit, Qiagen).
Die Methode eroffnet ein neues Probenspektrungusstig in der Anwendung, kann im
Hochdurchsatzverfahren propagiert werden und siendtijg nur sehr wenig
Patientenmaterial. Beste Voraussetzungen fur erfefgreichen Einsatz in der Klinik.
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9 Abkurzungsverzeichnis

Abs
Ad

AR
BSA
ca.
CCA
Cryo
DMEM
DTT
ECL
EDTA
FF
FFPE
fix
HEPES
HRP
HuCAL
IHC
kDa
LB

LiCl
LOD
LOH
mAb
MEM
NaCl
pAb
PAGE
PBS
PVDF
RPPM
RT
SDS
SybR
TBS
TBST
™
Tris
Tween 20
u.a.

UN
unfix
V. V.
viv
vergl.
wiv

wit

A8 E-Cad
A9 E-Cad
APS
GAPDH
SD
MW
%CV

Absolutwert
Auffullen auf

englisch.: Antigene Retrieval (Antigendemaskieyl
Rinderserumalbumin

circa

Citraconic Anhydride

in flussigem Stickstoff konservierte Gewebdymo
Dulbeccos Modified Eagle Medium
Dithiothreitol

Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat

Formalin fixiert

Formalin fixiert und Paraffin eingebettet
fixiert
N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N’-(2-Ethansul&éure)
Meerrettich-Peroxidase

Human Combinatorial Antibody Library
Immunhistochemie

103 Dalton, Molekulargewichtseinheit
Lammlipuffer
Lithiumchlorid

Limit of Detection (=2x SD Uber Hintergrund)
englisch: Loss of Heterozygosity
monoklonaler Antikérper

Minimum Essential Medium
Natriumchlorid

polyklonaler Antikorper
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphat-Buffered-Saline
Polyvinyldifluorid

Reverse Phase Protein Arrays
Raumtemperatur

Sodiumdodecylsulfat

Sypro® Ruby

Tris-Buffered-Saline
Tris-Buffered-Saline/Tween 20
Transmembrandoméane
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat
unter anderem

Uber Nacht

unfixiert

vice versa

Volumen zu Volumen

vergleiche

Gewicht zu Volumen

wildtype = nicht mutierte Variante

Exon 8 deletiertes E-Cadherin

Exon 9 deletiertes E-Cadherin
Ammoniumpersulfat
Glycerinaldehyphosphat Dehydrognase
Standardabweichung

arithmetischer Mittelwert
Varianzkoeefizient in Prozent

Standardeinheiten sind nach dem internationale®yStem benannt
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10 Anhang

Rohdaten

Western Blots Zellkulturlysate |

Ver- Mittelwert Mittelwert Ver- Mittelwert Mittelwert
Lysat dinnung Messwert (Puffer (korrigiert) Lysat dinnung Messwert (Puffer (korrigiert)
[x:100] korrigiert) [%] [x:100] korrigiert) [%]
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 66,63 25,09 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 50,00 55,67 14,13 56,32
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 47,40 5,86 23,33
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 12,50 41,35 0,00 0,00
Puffer 0,00 41,54 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 87,50 45,78 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 65,77 24,05 52,55
MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 49,42 7,70 16,81
MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 43,74 2,02 4,42
Puffer 0,00 41,72 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (220) 100,00 69,35 28,91 100,00
MDA d9 fix EB (220) 50,00 52,48 12,04 41,64
MDA d9 fix EB (Z220) 25,00 43,25 2,80 9,70
MDA d9 fix EB (Z220) 12,50 40,14 0,00 0,00
Puffer 0,00 40,44 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 100,00 89,99 46,11 100,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 50,00 72,02 28,15 61,05
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 25,00 56,66 12,78 27,73
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 12,50 47,86 3,99 8,65
Puffer 0,00 43,87 0,00 0,00
HSC 45 unfix EB (Z223) 100,00 91,72 48,57 100,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 50,00 65,58 22,44 46,19
HSC 45 unfix EB (223) 25,00 52,39 9,24 19,02
HSC 45 unfix EB (223) 12,50 43,26 0,11 0,23
Puffer 0,00 43,15 0,00 0,00
HSC 45 fix EB (Z25) 100,00 77,25 33,78 100,00
HSC 45 fix EB (Z25) 50,00 59,73 16,26 48,14
HSC 45 fix EB (Z25) 25,00 46,20 2,74 8,10
HSC 45 fix EB (225) 12,50 40,91 0,00 0,00
Puffer 0,00 43,46 0,00 0,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 172,12 166,79 100,00 MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 105,70 103,42 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 50,00 115,74 110,42 66,20 MDA d9 unfix T-Per (Z16) 50,00 110,62 108,34 104,76
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 67,22 61,89 37,11 MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 74,27 71,99 69,61
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 12,50 28,34 23,01 13,80 MDA d9 unfix T-Per (Z16) 12,50 62,11 59,83 57,85
Puffer 0,00 5,32 0,00 0,00 Puffer 0,00 2,28 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 104,18 99,05 100,00 MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 83,43 81,28 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 84,19 79,06 79,82 MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 78,10 75,95 93,44
MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 40,03 34,90 35,24 MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 58,72 56,57 69,60
MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 21,54 16,41 16,56 MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 17,36 15,21 18,72
Puffer 0,00 513 0,00 0,00 Puffer 0,00 2,15 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (220) 100,00 70,76 65,53 100,00 MDA d9 fix EB (220) 100,00 64,87 62,69 100,00
MDA d9 fix EB (Z220) 50,00 21,35 16,12 24,60 MDA d9 fix EB (Z20) 50,00 23,94 21,76 34,71
MDA d9 fix EB (Z220) 25,00 10,91 5,68 8,67 MDA d9 fix EB (Z20) 25,00 28,06 25,88 41,28
MDA d9 fix EB (Z220) 12,50 8,95 3,72 5,68 MDA d9 fix EB (Z20) 12,50 3,79 1,62 2,58
Puffer 0,00 5,23 0,00 0,00 Puffer 0,00 2,18 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 100,00 96,86 89,33 100,00 HSC 45 unfix T-Per (Z221) 100,00 90,30 86,78 100,00
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 50,00 78,86 71,33 79,85 HSC 45 unfix T-Per (Z221) 50,00 55,74 52,23 60,18
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 25,00 40,29 32,76 36,67 HSC 45 unfix T-Per (Z21) 25,00 20,44 16,93 19,50
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 12,77 5,24 5,87 HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 5,96 2,45 2,82
Puffer 0,00 7,53 0,00 0,00 Puffer 0,00 3,51 0,00 0,00
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[Western Blots Zellkulturlysate ]

Ver- Mittelwert Mittelwert Ver- Mittelwert Mittelwert
Lysat diinnung Messwert (Puffer (korrigiert) Lysat dinnung Messwert (Puffer (korrigiert)
[x:100] korrigiert) [%] [x:100] korrigiert) (%)

MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 135,52 133,20 100,00 MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 97,86 95,54 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 50,00 111,49 109,17 81,96 MDA d9 unfix T-Per (216) 50,00 89,67 87,34 91,42
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 68,68 66,36 49,82 MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 48,82 46,50 48,68
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 12,50 24,02 21,70 16,29 MDA d9 unfix T-Per (216) 12,50 14,94 12,62 13,20
Puffer 0,00 2,32 0,00 0,00 Puffer 0,00 2,32 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 116,61 114,33 100,00 MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 62,25 59,84 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 115,02 112,74 98,61 MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 35,46 33,05 55,23
MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 76,04 73,76 64,51 MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 18,11 15,71 26,25
MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 33,21 30,92 27,05 MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 5,51 311 5,20
Puffer 0,00 2,28 0,00 0,00 Puffer 0,00 2,40 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (220) 100,00 116,00 113,70 100,00 MDA d9 fix EB (Z20) 100,00 73,72 71,36 100,00
MDA d9 fix EB (220) 50,00 68,00 65,70 57,79 MDA d9 fix EB (Z20) 50,00 28,15 25,79 36,14
MDA d9 fix EB (220) 25,00 39,05 36,75 32,32 MDA d9 fix EB (Z20) 25,00 18,33 15,98 22,39
MDA d9 fix EB (220) 12,50 4,37 2,07 1,82 MDA d9 fix EB (Z20) 12,50 321 0,86 1,20
Puffer 0,00 2,30 0,00 0,00 Puffer 0,00 2,35 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 100,00 14341 141,59 100,00 HSC 45 unfix T-Per (Z21) 100,00 108,38 106,73 100,00
HSC 45 unfix T-Per (221) 50,00 102,71 100,90 71,26 HSC 45 unfix T-Per (Z21) 50,00 90,46 88,81 83,21
HSC 45 unfix T-Per (221) 25,00 53,21 51,39 36,29 HSC 45 unfix T-Per (Z21) 25,00 38,81 37,16 34,82
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 10,88 9,07 6,40 HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 12,06 10,41 9,76
Puffer 0,00 1,82 0,00 0,00 Puffer 0,00 1,65 0,00 0,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 100,00 125,85 124,11 100,00 HSC 45 unfix EB (223) 100,00 36,33 34,57 100,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 50,00 124,15 122,42 98,63 HSC 45 unfix EB (223) 50,00 15,27 13,51 39,09
HSC 45 unfix EB (Z23) 25,00 65,65 63,91 51,49 HSC 45 unfix EB (223) 25,00 4,09 2,33 6,73
HSC 45 unfix EB (Z23) 12,50 26,13 24,40 19,66 HSC 45 unfix EB (223) 12,50 3,60 1,84 531
Puffer 0,00 1,74 0,00 0,00 Puffer 0,00 1,76 0,00 0,00
HSC 45 fix EB (225) 100,00 123,40 121,56 100,00 HSC 45 fix EB (225) 100,00 47,16 45,52 100,00
HSC 45 fix EB (Z25) 50,00 119,09 117,26 96,46 HSC 45 fix EB (225) 50,00 15,58 13,94 30,63
HSC 45 fix EB (Z25) 25,00 83,24 81,41 66,96 HSC 45 fix EB (225) 25,00 5,80 4,16 9,14
HSC 45 fix EB (225) 12,50 5,94 4,10 3,38 HSC 45 fix EB (225) 12,50 2,20 0,56 1,23
Puffer 0,00 1,83 0,00 0,00 Puffer 0,00 1,64 0,00 0,00
Fast™ Slides Zellkulturlysate
Ver- Mittelwert Mittelwert Slaqdard Var.iénz Millglwen
Lysat dinnung Messwertl Messwert2 Messwert3 Messwert4 (Puffer abweichung koeffizient (korrigiert)
[x:100] [Am] Korrigiert) [sol [%cv] %

MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 23,15 23,27 27,90 29,48 25,95 21,59 3,23 14,96 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 50,00 16,15 18,13 17,38 20,06 17,93 13,57 1,64 12,05 62,85
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 10,15 12,67 11,13 12,63 11,65 7,28 1,23 16,85 33,74
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 12,50 7,48 7,56 5,81 6,46 6,83 2,46 0,84 34,26 11,40
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 6,25 4,33 4,65 5,69 4,92 4,90 0,53 0,58 109,12 2,47
Puffer 0,00 3,96 4,10 4,15 5,25 4,37 0,00 0,60 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 52,69 59,08 66,15 59,06 59,25 55,44 5,50 9,92 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 31,35 34,54 35,87 33,33 33,77 29,97 1,92 6,41 54,05
MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 20,17 21,81 22,52 23,40 21,98 18,17 1,37 7,53 32,78
MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 13,27 13,46 10,50 11,04 12,07 8,26 1,52 18,36 14,91
MDA d9 unfix EB (Z18) 6,25 6,94 6,63 7,29 5,42 6,57 2,77 0,81 29,30 4,99
Puffer 0,00 3,63 3,63 4,37 3,58 3,80 0,00 0,38 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (Z220) 100,00 29,08 26,65 32,23 28,65 29,15 25,01 2,31 9,23 100,00
MDA d9 fix EB (Z220) 50,00 16,87 16,62 16,63 19,46 17,39 13,25 1,38 10,44 52,98
MDA d9 fix EB (220) 25,00 11,37 8,71 8,44 9,62 9,53 5,39 1,32 24,50 21,55
MDA d9 fix EB (220) 12,50 5,83 5,92 4,12 4,81 5,17 1,02 0,86 84,42 4,09
MDA d9 fix EB (220) 6,25 4,40 3,96 3,73 3,87 3,99 0,00 0,29 0,00 0,00
Puffer 0,00 4,81 4,46 3,85 3,46 4,14 0,00 0,60 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 100,00 31,87 37,88 29,08 34,46 33,32 29,20 3,75 12,85 100,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 50,00 27,88 31,25 32,87 36,37 32,09 27,97 3,52 12,60 95,78
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 25,00 18,13 16,88 15,69 19,67 17,60 13,47 1,71 12,67 46,14
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 11,06 12,25 7,83 8,17 9,83 5,70 2,17 38,05 19,53
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 6,25 5,87 7,33 6,69 7,63 6,88 2,75 0,78 28,38 9,44
Puffer 0,00 4,10 4,31 4,37 3,73 4,13 0,00 0,29 0,00 0,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 100,00 50,25 60,25 62,96 56,90 57,59 54,25 5,49 10,11 100,00
HSC 45 unfix EB (223) 50,00 28,85 27,21 28,87 34,35 29,82 26,47 3,12 11,78 48,80
HSC 45 unfix EB (Z23) 25,00 16,79 16,15 12,94 17,29 15,79 12,45 1,96 15,72 22,95
HSC 45 unfix EB (Z23) 12,50 10,65 9,50 6,69 9,04 8,97 5,63 1,66 29,59 10,37
HSC 45 unfix EB (Z23) 6,25 4,63 4,71 4,81 3,88 4,51 1,16 0,42 36,33 2,14
Puffer 0,00 3,38 3,50 3,42 3,08 3,35 0,00 0,19 0,00 0,00
HSC 45 fix EB (225) 100,00 35,85 40,87 44,60 44,92 41,56 38,15 4,23 11,09 100,00
HSC 45 fix EB (225) 50,00 27,77 33,02 29,98 37,21 32,00 28,59 4,09 14,31 74,93
HSC 45 fix EB (225) 25,00 19,10 21,00 18,56 20,08 19,68 16,27 1,08 6,64 42,66
HSC 45 fix EB (225) 12,50 13,10 12,81 9,25 9,87 11,25 7,85 1,98 25,23 20,57
HSC 45 fix EB (225) 6,25 8,35 6,90 7,54 7,40 7,55 4,14 0,60 14,45 10,85

Puffer 0,00 4,15 3,63 2,94 2,90 3,41 0,00 0,60 0,00 0,00



Anhang 100

Fast™ Slides Zellkulturlysate

Ver- Mittelwert Mittelwert Starfdard Varvia‘nz Mittglwert
Lysat dunnung Messwert1l ' Messwert2 Messwert3 Messwert4 [AM] (nyfer abweichung koeffizient (korrigiert)
[x:100] korrigiert) [SD] [%CV] [%]
Verdiinnung 118000 Blockierung 0,5%casein Substrat csall
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 100,00 12,28 11,54 11,86 16,46 13,03 11,89 2,31 19,39 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 50,00 15,84 18,98 18,54 26,97 20,08 18,94 4,80 25,32 159,27
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 10,64 12,98 10,33 12,59 11,64 10,49 1,34 12,81 88,24
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 12,50 6,25 5,56 2,73 3,12 4,41 3,27 1,75 53,64 27,50
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 6,25 1,77 1,93 1,92 1,34 1,74 0,59 0,28 46,87 5,00
Puffer 0,00 1,19 1,02 1,21 1,16 1,14 0,00 0,09 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 20,74 23,20 24,86 22,56 22,84 21,80 1,70 7,82 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 15,09 16,56 17,22 16,37 16,31 15,27 0,89 5,85 70,05
MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 11,22 11,51 11,34 12,44 11,63 10,59 0,56 5,26 48,57
MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 8,57 8,14 3,77 5,46 6,48 5,45 2,28 41,83 24,98
MDA d9 unfix EB (Z18) 6,25 3,42 3,38 2,70 2,51 3,00 1,96 0,46 23,60 9,00
Puffer 0,00 1,17 1,06 0,93 1,00 1,04 0,00 0,10 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (Z20) 100,00 17,72 13,31 11,73 8,16 12,73 11,70 3,96 33,87 100,00
MDA d9 fix EB (Z20) 50,00 17,58 16,25 10,89 14,14 14,72 13,69 2,92 21,31 116,98
MDA d9 fix EB (Z20) 25,00 7,64 4,05 3,41 2,67 4,44 3,41 2,20 64,58 29,17
MDA d9 fix EB (Z20) 12,50 2,28 2,38 1,61 1,51 1,94 0,91 0,45 49,41 7,81
MDA d9 fix EB (Z20) 6,25 1,32 1,67 1,46 1,45 1,48 0,45 0,15 32,53 3,82
Puffer 0,00 1,06 0,99 1,04 1,03 1,03 0,00 0,03 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 100,00 21,72 24,57 19,82 22,72 22,21 21,16 1,98 9,38 100,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 50,00 15,86 17,60 19,37 21,30 18,53 17,49 2,33 13,34 82,63
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 25,00 12,19 10,43 10,06 14,04 11,68 10,64 1,83 17,19 50,26
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 6,41 8,38 3,69 4,85 5,83 4,79 2,03 42,39 22,61
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 6,25 2,56 3,72 3,54 4,20 3,50 2,46 0,69 28,02 11,62
Puffer 0,00 1,01 1,02 1,02 1,13 1,05 0,00 0,06 0,00 0,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 100,00 12,38 10,38 10,72 11,57 11,26 10,14 0,90 8,85 100,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 50,00 17,54 18,37 17,19 21,91 18,75 17,63 2,16 12,27 173,94
HSC 45 unfix EB (223) 25,00 13,08 8,66 5,14 11,31 9,55 8,42 3,45 40,98 83,12
HSC 45 unfix EB (Z23) 12,50 12,11 11,54 11,04 10,04 11,18 10,06 0,88 8,71 99,23
HSC 45 unfix EB (Z23) 6,25 5,22 2,86 5,86 3,73 4,42 3,29 1,37 41,58 32,49
Puffer 0,00 1,10 1,34 1,04 1,02 1,12 0,00 0,15 0,00 0,00
HSC 45 fix EB (Z25) 100,00 25,49 30,82 31,77 34,21 30,57 29,25 3,68 12,57 100,00
HSC 45 fix EB (Z25) 50,00 28,83 33,97 32,26 36,30 32,84 31,51 3,14 9,98 107,75
HSC 45 fix EB (Z25) 25,00 33,64 34,56 31,81 33,85 33,47 32,14 1,17 3,65 109,90
HSC 45 fix EB (Z25) 12,50 30,88 28,78 17,80 17,73 23,80 22,47 7,02 31,23 76,83
HSC 45 fix EB (Z25) 6,25 13,50 10,91 10,63 8,51 10,89 9,56 2,04 21,38 32,70
Puffer 0,00 1,27 1,21 1,33 1,50 1,33 0,00 0,13 0,00 0,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 49,36 42,81 51,29 47,19 47,66 45,63 3,64 7,98 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 50,00 16,26 28,20 25,56 24,89 23,73 21,70 5,18 23,87 47,55
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 11,57 12,55 14,72 11,89 12,69 10,65 1,42 13,32 23,35
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 12,50 5,58 6,66 6,56 4,45 5,81 3,78 1,03 27,27 8,28
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 6,25 4,69 4,37 4,13 3,30 4,12 2,09 0,59 28,43 4,58
Puffer 0,00 1,89 1,97 2,10 2,17 2,03 0,00 0,13 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 44,93 33,90 38,44 37,86 38,78 36,57 4,57 12,49 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 11,46 20,30 20,51 19,95 18,05 15,84 4,40 27,80 43,32
MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 12,66 12,77 12,95 13,65 13,01 10,80 0,44 4,11 29,53
MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 9,30 9,28 9,62 7,33 8,88 6,67 1,04 15,65 18,25
MDA d9 unfix EB (Z18) 6,25 7,48 7,18 7,21 6,49 7,09 4,88 0,42 8,66 13,35
Puffer 0,00 2,35 2,13 2,22 2,13 2,21 0,00 0,10 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (Z20) 100,00 28,58 22,35 15,89 21,61 22,11 20,40 5,19 25,44 100,00
MDA d9 fix EB (Z20) 50,00 10,95 9,75 6,87 9,97 9,38 7,67 1,76 22,89 37,61
MDA d9 fix EB (Z20) 25,00 6,65 6,68 6,36 4,73 6,10 4,39 0,93 21,14 21,54
MDA d9 fix EB (Z20) 12,50 4,05 3,83 4,47 4,13 4,12 2,41 0,26 10,89 11,81
MDA d9 fix EB (Z20) 6,25 2,60 3,20 3,28 3,68 3,19 1,48 0,45 30,12 7,25
Puffer 0,00 1,60 1,68 1,87 1,69 1,71 0,00 0,11 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 100,00 26,26 32,10 28,30 45,19 32,96 30,76 8,50 27,64 100,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 50,00 12,04 13,14 7,94 10,64 10,94 8,74 2,24 25,66 28,41
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 25,00 8,37 9,47 7,33 7,07 8,06 5,86 1,09 18,67 19,05
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 8,00 6,41 6,78 7,67 7,22 5,02 0,74 14,81 16,31
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 6,25 5,32 5,97 4,29 5,53 5,28 3,08 0,71 23,03 10,00
Puffer 0,00 2,60 2,36 1,92 1,92 2,20 0,00 0,33 0,00 0,00
HSC 45 unfix EB (223) 100,00 14,67 10,89 8,33 5,24 9,78 7,80 3,99 51,21 100,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 50,00 6,08 5,84 5,27 3,55 5,18 3,20 1,14 35,57 41,05
HSC 45 unfix EB (Z23) 25,00 4,83 4,27 3,89 2,99 4,00 2,01 0,77 38,24 25,82
HSC 45 unfix EB (Z23) 12,50 3,86 3,76 4,12 2,73 3,62 1,63 0,61 37,52 20,96
HSC 45 unfix EB (Z23) 6,25 3,68 3,44 3,51 3,51 3,53 1,55 0,10 6,71 19,92
Puffer 0,00 1,96 2,06 1,83 2,07 1,98 0,00 0,11 0,00 0,00
HSC 45 fix EB (Z25) 100,00 45,48 19,07 16,70 16,88 24,53 22,56 14,01 62,08 100,00
HSC 45 fix EB (Z25) 50,00 10,63 8,66 12,80 11,63 10,93 8,96 1,75 19,56 39,72
HSC 45 fix EB (Z25) 25,00 7,03 8,61 9,40 9,34 8,59 6,62 1,10 16,67 29,36
HSC 45 fix EB (Z25) 12,50 7,64 8,18 7,90 8,35 8,02 6,05 0,31 5,19 26,81
HSC 45 fix EB (Z25) 6,25 5,50 6,36 6,19 5,82 5,97 4,00 0,38 9,59 17,73

Fuffer 0,00 191 1,93 2,05 1,98 1,97 0,00 0,06 0,00 0,00



Anhang 101

Fast™ Slides Zellkulturlysate

Ver- Mittelwert Mittelwert Staqdard Var.iE{nz Mittglwert
Lysat dinnung Messwert1l 'Messwert2 Messwert3 Messwert4 [AM] (nyfer abweichung koeffizient (korrigiert)
[x:100] korrigiert) [sD [%CV] %]

Verdinnung 15000 Blockierung 0,5 %casein Substrat csall

MDA d9 unfix T-Per (Z216) 100,00 58,23 39,97 43,14 45,67 46,75 44,07 8,00 18,15 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 50,00 24,73 22,21 20,36 14,19 20,37 17,69 4,49 25,40 40,14
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 25,00 9,94 9,88 9,34 7,27 9,11 6,43 1,25 19,49 14,58
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 12,50 7,97 6,84 511 3,92 5,96 3,28 1,80 54,71 7,45
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 6,25 3,52 3,60 2,99 2,39 3,12 0,45 0,56 125,47 1,01
Puffer 0,00 2,43 3,81 2,42 2,05 2,68 0,00 0,77 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (218) 100,00 62,14 60,84 61,70 61,23 61,48 58,77 0,56 0,96 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 34,99 34,16 33,35 24,35 31,71 29,00 4,95 17,07 49,35
MDA d9 unfix EB (Z18) 25,00 18,80 19,94 19,44 18,38 19,14 16,43 0,69 4,19 27,96
MDA d9 unfix EB (218) 12,50 16,67 17,01 12,16 8,63 13,62 10,91 3,99 36,61 18,57
MDA d9 unfix EB (Z18) 6,25 9,34 10,65 9,17 7,46 9,15 6,45 1,31 20,28 10,97
Puffer 0,00 2,72 2,92 2,60 2,59 2,71 0,00 0,16 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (220) 100,00 18,48 7,13 5,46 4,80 8,97 6,51 6,41 98,53 100,00
MDA d9 fix EB (Z20) 50,00 8,64 5,29 3,85 4,44 5,56 3,10 2,14 69,09 47,59
MDA d9 fix EB (Z20) 25,00 6,21 4,41 4,03 4,04 4,67 2,22 1,04 47,08 34,03
MDA d9 fix EB (220) 12,50 4,43 4,02 3,45 4,33 4,06 1,60 0,44 27,72 24,58
MDA d9 fix EB (Z20) 6,25 2,79 2,60 2,40 3,19 2,75 0,29 0,34 117,87 4,43
Puffer 0,00 2,00 2,49 2,35 2,99 2,46 0,00 0,41 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 100,00 45,92 42,42 28,25 38,39 38,74 35,04 7,64 21,82 100,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 50,00 16,03 17,44 13,53 15,04 15,51 11,81 1,65 13,97 33,70
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 25,00 14,87 11,23 8,76 9,76 11,15 7,45 2,68 35,92 21,26
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 12,50 10,76 7,83 7,17 7,54 8,33 4,62 1,64 35,55 13,20
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 6,25 6,67 6,09 5,34 7,35 6,36 2,66 0,85 32,03 7,59
Puffer 0,00 2,49 2,63 3,70 5,99 3,70 0,00 1,62 0,00 0,00
HSC 45 unfix EB (Z23) 100,00 33,06 38,43 44,12 13,68* 28,90 26,60 5,53 20,80 100,00
HSC 45 unfix EB (223) 50,00 15,04 12,47 14,29 4,63* 10,45 8,15 1,32 16,25 30,63
HSC 45 unfix EB (Z23) 25,00 6,97 5,62 5,72 5,22 5,88 3,58 0,75 21,08 13,46
HSC 45 unfix EB (Z223) 12,50 5,01 5,07 4,52 3,06 4,42 2,11 0,94 44,44 7,95
HSC 45 unfix EB (223) 6,25 3,75 3,02 3,63 2,38 3,19 0,89 0,63 70,89 3,35
Puffer 0,00 2,04 2,53 2,62 2,02 2,30 0,00 0,32 0,00 0,00
HSC 45 fix EB (Z225) 100,00 43,91* 14,47 15,01 13,86 10,84 8,67 0,57 6,62 100,00
HSC 45 fix EB (Z25) 50,00 19,28 21,35 11,04 8,04 14,93 12,76 6,40 50,14 147,25
HSC 45 fix EB (Z25) 25,00 11,35 8,98 8,92 7,32 9,14 6,97 1,66 23,76 80,46
HSC 45 fix EB (Z225) 12,50 11,10 7,15 5,62 4,60 7,12 4,95 2,86 57,73 57,08
HSC 45 fix EB (Z25) 6,25 5,73 5,31 4,45 4,01 4,88 2,71 0,79 29,05 31,22
Puffer 0,00 2,42 2,50 1,97 1,79 2,17 0,00 0,34 0,00 0,00
Verdinnung 15000 Blockierung 0,5%casein Substrat csAll

MDA d9 unfix T-Per (Z16) 100,00 48,94 41,27 45,08 36,98 43,07 40,08 5,13 12,79 100,00
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 50,00 21,47 16,56 19,18 16,90 18,53 15,54 2,28 14,67 38,77
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 25,00 14,79 12,01 12,58 10,59 12,49 9,51 1,74 18,34 23,72
MDA d9 unfix T-Per (Z216) 12,50 8,49 7,45 8,32 6,86 7,78 4,79 0,76 15,93 11,96
MDA d9 unfix T-Per (Z16) 6,25 5,69 6,79 5,79 571 6,00 3,01 0,53 17,59 7,51
Puffer 0,00 2,50 3,24 3,63 2,59 2,99 0,00 0,54 0,00 0,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 100,00 38,43 32,73 39,30 33,49 35,99 33,17 3,36 10,12 100,00
MDA d9 unfix EB (Z18) 50,00 26,08 18,98 30,00 27,20 25,56 22,75 4,69 20,62 68,58
MDA d9 unfix EB (218) 25,00 19,34 18,36 20,71 19,85 19,57 16,75 0,98 5,86 50,50
MDA d9 unfix EB (Z18) 12,50 14,06 8,98 12,67 9,44 11,29 8,47 2,47 29,16 25,54
MDA d9 unfix EB (Z18) 6,25 9,21 9,77 7,01 9,06 8,76 5,95 1,21 20,33 17,93
Puffer 0,00 3,31 2,80 2,44 2,72 2,82 0,00 0,36 0,00 0,00
MDA d9 fix EB (Z20) 100,00 11,42 14,97 12,17 12,88 12,86 10,37 1,53 14,73 100,00
MDA d9 fix EB (Z20) 50,00 14,45 10,81 10,84 8,39 11,12 8,63 2,49 28,90 83,24
MDA d9 fix EB (220) 25,00 8,99 7,47 7,93 6,73 7,78 5,29 0,95 17,88 51,00
MDA d9 fix EB (Z20) 12,50 5,98 5,61 5,48 5,99 5,76 3,27 0,26 7,93 31,55
MDA d9 fix EB (Z20) 6,25 4,16 4,61 3,85 4,24 4,22 1,72 0,31 18,17 16,61
Puffer 0,00 2,28 2,59 2,49 2,62 2,49 0,00 0,15 0,00 0,00
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 100,00 38,76 49,82 49,94 67,60 51,53 48,78 11,93 24,45 100,00
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 50,00 26,90 23,08 21,88 19,80 22,91 20,17 2,98 14,79 41,34
HSC 45 unfix T-Per (Z221) 25,00 18,40 15,79 15,85 14,51 16,14 13,39 1,63 12,15 27,45
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 12,50 8,64 10,06 10,12 10,56 9,85 7,10 0,83 11,72 14,55
HSC 45 unfix T-Per (Z21) 6,25 5,76 7,24 4,87 5,70 5,89 3,15 0,99 31,40 6,45
Puffer 0,00 2,70 2,60 2,74 2,94 2,75 0,00 0,14 0,00 0,00
HSC 45 unfix EB (223) 100,00 18,47 16,64 12,93 10,19 14,56 12,11 3,71 30,66 100,00
HSC 45 unfix EB (Z223) 50,00 11,10 7,86 8,79 7,12 8,72 6,27 1,73 27,58 51,77
HSC 45 unfix EB (Z23) 25,00 9,40 9,38 8,55 8,26 8,90 6,45 0,58 8,97 53,28
HSC 45 unfix EB (223) 12,50 5,57 6,90 8,55 7,88 7,22 4,78 1,29 27,07 39,46
HSC 45 unfix EB (223) 6,25 4,94 7,02 4,61 5,87 5,61 3,16 1,08 34,11 26,11
Puffer 0,00 2,49 2,50 2,50 2,29 2,44 0,00 0,10 0,00 0,00
HSC 45 fix EB (225) 100,00 35,97 34,42 21,41 29,12 30,23 26,78 6,57 24,54 100,00
HSC 45 fix EB (Z25) 50,00 23,09 17,51 23,47 20,38 21,11 17,67 2,77 15,67 65,96
HSC 45 fix EB (Z25) 25,00 17,16 18,90 17,66 17,03 17,69 14,24 0,86 6,00 53,18
HSC 45 fix EB (225) 12,50 10,66 8,67 11,51 7,13 9,49 6,05 1,97 32,65 22,58
HSC 45 fix EB (Z25) 6,25 7,14 9,13 6,80 7,12 7,55 4,10 1,07 25,97 15,31

Puffer 0,00 3,59 3,63 3,13 3,43 3,45 0,00 0,23 0,00 0,00



Anhang 102

[Magenkarzinom Fall 1

Ver- Mittelwert Mittelwert Staqdard Var.ia.nz Mittglvy ert
Lysat dunnung Messwertl Messwert2 Messwert3 Messwert4 [AM] (ngfer abweichung koeffizient (korrigiert)
[x:100] korrigiert) [SD] [%CV] [%]
IV C3ST(T7) 100,00 37,68 40,71 45,33 45,33 42,26 37,24 3,25 8,73 100,00
IV C3ST(T7) 50,00 21,88 26,66 28,61 28,02 26,29 21,27 2,64 12,43 57,12
IV C3ST(T7) 25,00 11,31 14,53 16,79 16,61 14,81 9,79 2,21 22,57 26,28
IV C3ST(T7) 12,50 8,76 9,51 12,53 10,36 10,29 5,27 1,41 26,84 14,14
IV C3ST(T7) 6,25 6,96 7,36 6,41 5,64 6,59 1,57 0,65 41,20 4,22
Puffer 0,00 4,53 4,98 6,58 3,99 5,02 0,00 0,97 0,00 0,00
V 3S/1 nT (T1) 100,00 7,11 9,19 8,75 6,87 7,98 1,15 1,00 87,15 100,00
V 3S/1 nT (T1) 50,00 5,81 8,46 7,02 6,43 6,93 0,10 0,98 975,80 8,75
V 3S/1 nT (T1) 25,00 2,79 5,01 7,69 6,61 5,52 0,00 1,84 0,00 0,00
V 3S/1 nT (T1) 12,50 2,74 3,98 5,42 6,56 4,68 0,00 1,44 0,00 0,00
V 3S/1 nT (T1) 6,25 6,44 4,00 5,23 4,53 5,05 0,00 0,91 0,00 0,00
Puffer 0,00 8,00 5,37 7,39 6,56 6,83 0,00 0,99 0,00 0,00
IV C3ST(T7) 100,00 26,73 28,87 29,58 30,13 28,83 22,83 1,29 5,66 100,00
IV C3ST(T7) 50,00 18,63 19,75 20,92 20,17 19,87 13,87 0,83 5,97 60,76
IV C3ST(T7) 25,00 12,83 12,02 12,69 13,19 12,68 6,68 0,42 6,35 29,28
IV C3ST(T7) 12,50 7,85 8,81 8,65 9,13 8,61 2,61 0,47 18,17 11,44
IV C3ST(T7) 6,25 7,75 7,42 5,96 6,29 6,86 0,86 0,75 87,50 3,75
Puffer 0,00 6,38 517 5,92 6,52 6,00 0,00 0,53 0,00 0,00
V 3S/1 nT (T1) 100,00 12,81 12,94 12,08 11,46 12,32 7,40 0,60 8,05 100,00
V 3S/1 nT (T1) 50,00 8,98 8,73 7,65 8,46 8,46 3,54 0,50 14,09 47,79
V 3S/1 nT (T1) 25,00 8,35 7,42 6,15 6,69 7,15 2,24 0,82 36,80 30,19
V 3S/1 nT (T1) 12,50 6,21 6,69 5,92 6,08 6,23 1,31 0,29 22,02 17,66
V 3S/1 nT (T1) 6,25 5,50 5,67 5,33 6,12 5,65 0,74 0,29 39,86 9,94
Puffer 0,00 4,85 3,54 5,46 5,83 4,92 0,00 0,87 0,00 0,00
[Magenkarzinom Fall 2
i Ver- Mittelwert Mittelwert Slaqdard Var.ia‘nz Mittglvyen
Lysat diinnung Messwert1l | Messwert2 Messwert3 Messwert4 [AM] (P.uf.fer abweichung koeffizient (korrigiert)
[x:100] korrigiert) [SD] [%CV] [%]
B 3S T (T16) 100,00 44,07 42,00 43,62 42,42 43,03 38,82 0,84 2,18 100,00
B 3S T (T16) 50,00 26,48 28,03 31,06 28,66 28,56 24,36 1,65 6,76 62,73
B 3S T (T16) 25,00 17,21 16,40 16,13 15,65 16,35 12,15 0,56 4,65 31,28
Il B 3S T (T16) 12,50 8,81 10,36 10,59 11,40 10,29 6,08 0,94 15,41 15,67
1B 3S T (T16) 6,25 6,67 6,98 6,29 7,00 6,74 2,53 0,29 11,41 6,53
Puffer 0,00 3,82 4,74 3,69 4,55 4,20 0,00 0,45 0,00 0,00
L 3S nT (T22) 100,00 5,40 3,31 3,19 5,16 4,26 0,00 1,02 0,00 nb
L 3S nT (T22) 50,00 6,53 4,82 4,09 3,69 4,78 0,00 1,09 0,00 nb
L 3S nT (T22) 25,00 4,25 6,21 572 4,32 5,12 0,00 0,86 0,00 nb
L 3S nT (T22) 12,50 4,81 4,54 511 5,04 4,87 0,00 0,22 0,00 nb
L 3S nT (T22) 6,25 6,92 6,68 6,49 4,93 6,25 0,00 0,78 0,00 nb
Puffer 0,00 7,12 8,49 9,02 8,61 8,31 0,00 0,72 0,00 nb
B 3S T (T16) 100,00 28,35 27,00 29,79 29,31 28,61 24,25 1,07 4,39 100,00
1B 3S T (T16) 50,00 14,77 16,04 16,85 16,60 16,06 11,70 0,80 6,86 48,25
1B 3S T (T16) 25,00 11,08 10,10 10,02 9,40 10,15 5,78 0,60 10,36 23,85
1B 3S T (T16) 12,50 8,63 8,10 7,46 6,87 7,76 3,40 0,66 19,56 14,02
B 3S T (T16) 6,25 6,17 4,81 5,44 5,40 5,46 1,09 0,48 44,36 4,50
Puffer 0,00 4,60 3,40 4,90 4,56 4,37 0,00 0,57 0,00 0,00
'L 3S nT (T22) 100,00 18,38 17,27 19,52 19,69 18,72 12,49 0,97 7,81 100,00
L 3S nT (T22) 50,00 11,44 11,79 13,42 13,58 12,56 6,33 0,95 15,04 50,67
L 3S nT (T22) 25,00 8,67 8,79 9,50 10,96 9,48 3,25 0,91 28,05 26,03
'L 3S nT (T22) 12,50 6,44 7,15 8,12 8,10 7,45 1,22 0,70 57,37 9,78
L 3S nT (T22) 6,25 7,06 7,37 6,63 7,62 7,17 0,94 0,37 39,04 7,51
Puffer 0,00 6,15 5,50 6,48 6,79 6,23 0,00 0,48 0,00 0,00

* Werte wurden nicht zur Berechnung herangezogen
" nicht berechenb
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