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1. ZUSAMMENFASSUNG

Zu den am haufigsten auftretenden Malignomen der westlichen Welt zdhlt das
kolorektale Karzinom (KRK). Trotz verfiigbarer Fritherkennungsmethoden aber
eingeschrinkter Patientenakzeptanz werden die meisten Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose bereits mit einem fortgeschrittenem Krankheitsstadium diagnostiziert.
Daher besitzt die Suche nach neuen Screeningmethoden mit vornehmlich minimal-
invasiver Diagnostik hochste Relevanz.

Das Ziel dieser Arbeit war es, Grundlagen fiir die Entwicklung eines neuen, klinisch
relevanten Testverfahrens zur Darmkrebsfritherkennung zu eruieren. Dafiir wurden
Proteinexpressionsmuster von Thrombozyten gesunder Kontrollpatienten mit denen von
Kolonkarzinompatienten im frithen und spiten Tumorstadium — entsprechend der Union
internationale contre le cancer (UICC)-Einteilung - mittels fluoreszens-basierter 2-
dimensionaler Gelelektrophorese (2-D DIGE) verglichen. Unterschiedlich exprimierte
und  massenspektrometrisch  identifizierte =~ Proteine =~ wurden  nachfolgend
systembiologisch mittels Ingenuity Pathway Analysis (IPA) analysiert. Ausgewihlte
Zielmolekiile wurden anschlieBend mit der Methode des Western Blots validiert.

Mit der Untersuchung des Thrombozytenproteoms konnte gezeigt werden, dass
bestimmte Patienten mit kolorektalem Karzinom im Gegensatz zu gesunden Patienten
unterschiedliche Proteinexpressionsmuster aufwiesen. Anhand einer
massenspektrometrischen Auswertung konnten von 177 differenziell exprimierten
Proteinen 133 identifiziert werden. Mittels anschlieBender IPA wurden die Proteine
untereinander anhand ihrer Signalwegfunktionen verglichen und in den Kontext ihrer
physiologischen Funktionen gestellt. Bei 14 Proteinen, welche vor allem in
Stoffwechselwegen der Zell-Zell-Interaktion und an Funktionen wie Zelltod,
genetischen Funktionsstdrungen und Zellentwicklung involviert sind, prisentierte sich
ein deutlicher Expressionunterschied zwischen der Patientengruppe mit KRK und der
Kontrollgruppe. Aufgrund ihres hohen Expressionunterschieds wurden Caspase 3,
Clusterin und Vinculin abschlieBend mittels Western Blot validiert. Hier konnte die
Identitét der potentiellen Markerproteine bestitigt werden.

Die durchgefiihrte Analyse bildet eine aussichtsreiche Grundlage zur Etabilierung einer
neuen Screeningmethode zur Fritherkennung von Darmkrebs. Um eine genaue und
sichere Fritherkennung zu ermdglichen, bedarf es einer weitergehenden Optimierung

der Methodik und Validierung an groferen Patientenkohorten.



2. EINLEITUNG

2.1 Das kolorektale Karzinom

2.1.1 Anatomie und Funktion des gesunden Kolons

Das Kolon bildet den distalen Abschnitt des Verdauungssystems. Es formiert sich mit
Verlauf an der hinteren Wand der Peritonealhdhle und lésst sich anhand seines Verlaufs
in vier Abschnitte unterteilen: Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens
und Colon sigmoideum (Abb. 1).

Das Colon ascendens liegt sekundir retroperitoneal an der rechten Bauchwand, steigt
kopfwirts hinauf bis zum unteren Rand der Leber und geht hier {iber in die rechte
Colonflexur (Flexura coli dextra). Von dort verlduft das Colon transversum
intraperitoneal quer zur linken Colonflexur (Flexura coli sinistra), die sich am unteren
Pol der Milz befindet. Das Colon transversum ist lediglich iiber das Mesocolon mit der
hinteren Bauchwand verbunden und dadurch sehr beweglich. Ab der linken Colonflexur
steigt das Colon descendes sekundér retroperitoneal an der linken Bauchwand herab und
geht in das S-formige Colon sigmoideum iiber, welches ebenfalls intraperitoneal liegt.

Hieran schlief3t sich das Rektum an, das im After endet (Bruch und Trentz, 2008).
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Abbildung 1 Anatomie des Darms. Das Kolon bildet den distalen Abschnitt des Verdauungssystems. Es
formiert sich mit Verlauf an der hinteren Wand der Peritonealhdhle und wird anhand seines Verlaufes in
vier Abschnitte unterteilt: Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens und Colon
sigmoideum (Sigma). Das Rektum bildet ein Stuhlreservoir und macht den Enddarm aus (Abbildung
modifiziert nach Krebsinformationsdienst, Deutsches Krebsforschungszentrum).

Alle Abschnitte des Kolons weisen einen einheitlichen Wandaufbau auf. Das gesamte
Darmrohr ist in eine fettreiche Bindegewebsschicht (Tunica serosa oder Tuncia
adventitia) eingebettet. Die Muskelschicht (Tunica muscularis mucosae), bestehend aus
Langs- und Ringmuskulatur, umschlieBt das Darmrohr. Die Liangsmuskulatur, nur
diskontinuierlich mit drei Muskelstreifen, den Ténien, ausgepragt, schniirt wie auch die
Ringmuskulatur tiefe Falten in das Darmrohr. Durch Kontraktion dieser beiden
Muskelschichten bilden sich Ausbuchtungen der Darmwand, die Haustren. Diese sind
inkonstant und wandern im Rahmen der Peristaltik von oral nach aboral (Schiinke et al.
2005). An die Muskelschichten schliefit sich die bindegewebsartige Verschiebeschicht
(Tela submucosa) an. Darauffolgend grenzt wiederum eine Lage aus geschichteter
Muskulatur (Tunica muskularis). Diese liegt einer submukdsen Bindegewebsschicht mit
Lymph- und Blutgefden (Tunica submukosa) an und wird von der innersten Schicht
der Darmschleimhaut (Tunica mukosa) gesaumt.

Die Hauptfunktionen des Kolons sind die bakterielle Durchsetzung des Speisebreis,

dem Chymus, die Wasser- und Elektrolytresorption in den proximalen sowie die



Speicherung des eingedickten Darminhaltes in den distalen Abschnitten (Silbernagel
und Despopoulos 2007). Die Langsmuskulatur bildet im Rektum einen homogenen
Muskelschlauch (Schumpelick et al. 2010) und Ring- und Langsmuskulatur bewirken

gemeinsam eine Durchmischung sowie den Transport des Stuhls.

2.1.2 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist in Deutschland die am dritthdufigsten
vorkommende Krebsneuerkrankung bei Frauen und Ménnern (Abb. 2). Weltweit ist es
die am dritthdufigsten vorkommende Krebserkrankung bei beiden Geschlechtern
(Majek et al. 2012). Laut den Zahlen des Bundeskrebsregisters des Robert-Koch-
Institutes erkrankten im Jahr 2016 allein in Deutschland etwa 32.300 Ménner und
25.990 Frauen am KRK. Davon starben jéhrlich knapp 13.411 Méinner (19,8%) und
11.391 Frauen (11,8%) (Robert Koch-Institut 2019).

Frauen Mainner
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Abbildung 2 Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefdllen in
Deutschland 2016. Das Auftreten von Darmkrebs stellt bei Ménnern nach einem Lungen- und
Prostatakarzinom die dritthdufigste Todesursache nach manifester Krebserkrankung mit 10,8% und bei
Frauen die dritthdufigste mit ebenfalls 10,8% nach Brust- und Lungenkarzinom dar (Robert Koch-Institut,
2019).

Etwa 90% aller KRK treten nach Vollendung des 50. Lebensjahres auf. Bereits nach
dem 40. Lebensjahr steigt das Erkrankungsrisiko an, die Inzidenz verdoppelt sich alle

fiinf Jahre bis zum 60. Lebensjahr. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 75 Jahren bei



Frauen bzw. 71 Jahren bei Ménnern. Vor dem 40. Lebensjahr tritt das KRK selten auf.
Die friihzeitige Erkennung von Krebs spielt eine entscheidende Rolle fiir die
Heilungschancen, denn die Lebenserwartung héngt entscheidend vom Stadium der
Erkrankung ab, in der das KRK erstmals diagnostiziert wird. In diesem Zusammenhang
wird bei iiber 50% der Frauen und Méannern ein KRK erst im fortgeschrittenen UICC-

Stadium diagnostiziert (Abb. 3) (Keane und Johnson, 2012; Brenner et al., 2013).

19% 30% 30% 21% B Frauen | n B B
meeeems = Do
20% 28% 30% 22%

Abbildung 3 Verteilung der UICC (Union internationale contre le cancer) -Stadien bei Erstdiagnose nach
Geschlecht in Deutschland 2015-2016 (Robert Koch-Institut, 2019).

2.1.3 Atiologie des kolorektalen Karzinoms

Es existieren unterschiedliche Ursachen fiir die Entstehung des KRKs. Diese werden in
exogene und endogene Faktoren unterteilt. Zu den exogenen Faktoren zdhlt die
Erndhrung, die sich vornehmlich in westlichen Industrielindern durch vermehrte
Aufnahme gesittigter Fettsduren und rotem Fleisch auszeichnet. Dies in Kombination
mit einer verminderten Aufnahme von Ballaststoffen und Vitaminen fiihrt zu einem
erhohten Risiko fiir Krebserkrankungen (Arafa et al. 2011; Riboli 1992). Weitere
exogene Faktoren sind Nikotinabusus, erhohter Alkoholkonsum, Adipositas,
Asbestexposition, niedriger soziodkonomischer Status, korperliche Inaktivitdt und die
Einnahme bestimmter Laxanzien (Bergstrom et al. 2001; Franceschi und La Vecchia
1994; Giovannucci 2001; Kushi und Giovannucci 2002; Midgley und Kerr 1999; Torre
et al. 2015; Willett et al. 1990; Yamaji et al. 2020).

Zu den endogenen Faktoren zdhlen unter anderem das Vorhandensein von Polypen und
kolorektalen Adenomen in Abhdngigkeit von Anzahl, Grof3e und Histopathologie. Das
Vorliegen chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED), wie z.B. Colitis ulcerosa
oder Morbus Crohn, ist ebenfalls als endogener Risikofaktor zu nennen (Miiller 2012).
Des Weiteren haben Verwandte ersten Grades eines Patienten mit Darmkrebs ein
erhohtes Risiko, selbst zu erkranken. Etwa 5-10% aller KRK entstehen im Rahmen
monogener erblicher Tumorsyndrome, wie z.B. das hereditdre nicht-polypdse
Kolonkarzinom (HNPCC- bzw. Lynch-Syndrom), die familidre adenomatdse Polyposis
(FAP), die familidre juvenile Polyposis (FJP), das Preutz-Jeghers-Syndrom (PJS) und



das Cowden-Syndrom (CS) (Abb. 4). Diese zeichnen sich dadurch aus, dass Patienten
schon in jungem Alter an einem KRK erkranken (Engel et al. 2020; Jasperson et al.
2010; Lynch et al. 2009). 75% der Darmkrebserkrankungen haben keine erbliche
Ursache, d.h. sie entstehen ohne genetische Pridisposition. Man spricht daher von

einem sporadisch auftretenden Darmkrebs.

1%

9%

w sporadisches Auftreten

 familidr gehduftes Auftreten

~ bekannte familidre Syndrome (HNPCC, FAP,
juvenile Polyposis, Peutz-Jeghers-Syndrom

i chron. entziindliche Darmerkrankungen
(M. Crohn, Colitis ulcerosa)

Abbildung 4 Pathogeneseformen des kolorektalen Karzinoms. Den geringsten Anteil hierbei machen die
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn, mit ca. 1% aus und
den grofiten Anteil das sporadische Auftreten mit 75%. (Abbildung modifiziert nach Hisamuddin, 2004).

2.1.4 Klassifikation kolorektaler Karzinome

Bereits 1932 wurde durch den Pathologen Cuthbert Dukes das erste Einteilungssystem
des KRKs beschrieben (Wu 2007). Aufgrund der iiber die Zeit hinweg entwickelten,
vielfiltigen Einteilungsmoglichkeiten wurde durch das American Joint Commitee of
cancer (AJCC) und die Union internationale contre le cancer (UICC) sowie im
Einklang anderer Gremien eine klinisch-diagnostische und histopathologische

Tumoreinstufung nach dem TNM-System geschaffen (Rahman und Mungadi, 2009).



2.1.4.1 Die TNM-Klassifikation kolorektaler Karzinome

Die Stadieneinteilung ist wichtig fiir die makroskopische Beurteilung maligner

Tumoren. Sie setzt sich aus folgenden Parametern zusammen (Tab. 1):

- T steht fiir Tumor und bezieht sich auf die Ausdehnung des Priméartumors

- N steht fiir Nodi lymphatici, lat. Bedeutung fiir Lymphknoten, und beschreibt den
lokalen Lymphknotenbefall

- M steht fiir Metastase und spezifiziert das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit

von Fernmetastase(n)

Tabelle 1 TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms. Nach (Akkoca et al. 2014).

TNM Definition

Tx Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primirtumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert die Submukosa

T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert die M. propria in die Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolonisches oder perirektales Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder
perforiert das viszerale Peritoneum

Nx Benachbarte (regionire) Lymphknoten sind nicht beurteilbar

NO Kein Anhalt fiir benachbarte Lymphknotenmetastasen (mindestens 12
Lymphknoten wurden untersucht)

N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten

Mx Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

MO Kein Anhalt fiir Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen treten am héufigsten in Leber, Lunge und Lymphknoten,

seltener im Gehirn und im Skelett auf.




2.1.4.2 Stadieneinteilung kolorektaler Karzinome

Die Kombination der TNM-Klassifikation erlaubt nach Empfehlungen der UICC eine
klinisch relevante Stadieneinteilung, auch Staging genannt (Tab. 2) (Singh-Ranger
2006). Statistische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich zum Beispiel ab einer
bestimmten Tumorinfiltration die Prognose der Erkrankung deutlich verschlechtert
(Tab. 2). Daher erlaubt das TNM-Staging eine Aussage iiber die Prognose des KRK und
bestimmt somit die weiterfiihrende Therapie (siche Abschnitt 2.1.6) (Connell 2004;
Iacobuzio-Donahue und Montgomery 2005).

Tabelle 2 TNM-Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach UICC.

UICC | 5-JUR | T-Stadium N-Stadium | M-Stadium | Einteilung
Stadium | in %*

0 - Tis NO MO Friih-

I 932 |TI1,T2 NO MO Karzinom
ITA 84,7 T3 NO MO

1IB 72,2 T4 NO MO

1A 83,4 T1, T2 N1 MO Spit-

I11B 64,1 T3, T4 N1 MO Karzinom
I1IC 443 Jedes T N2 MO

1\Y 8,1 Jedes T Jedes N M1

UICC - Union internationale contre le cancer; 5-JUR — 5-Jahresiiberlebensrate, * nach (O’Connell et al.
2004); T — Tumorausbreitung; N — Lymphknotenstatus; M — Metastasierung.

2.1.5 Epigenetik des kolorektalen Karzinoms

Kolonkarzinome entwickeln sich meist aus Polypen der Dickdarmschleimhaut. Etwa
76% der Karzinome finden sich im Sigma und im Rektum, etwa 9% im absteigenden
Kolon und im querverlaufenden Kolon, etwa 4% im aufsteigenden Kolon und 11% sind
im gesamten Kolon verteilt (Zois et al. 2011). 70-80% der KRK entwickeln sich aus
Adenomen nach dem Prinzip der Adenom-Karzinom-Sequenz, welches Vogelstein et al.
1988 beschrieben (Arvelo et al. 2015; Nagawa und Muto 1999). Dieses Prinzip basiert
auf der konsekutiven Anhaufung genetischer Verdnderungen in Tumorsuppressorgenen
und Onkogenen mit dem morphologischen Wandel der Kolonschleimhaut. Es werden
dabei drei Grundmechanismen voneinander unterschieden: Der traditionelle, der

alternative und der serratierte Signalweg. Der traditionelle Signalweg wird durch



chromosomale Instabilitit (CIN) hervorgerufen, welche im Rahmen von
Chromosenaberationen auch zu einer Akkumulation von Mutationen von Proonkogenen
und Tumorsuppressorgenen fiihrt. Der alternative Signalweg zeichnet sich groftenteils
durch Mikrosatelliteninstabilitdit (MSI) aus, die wiederrum auf Mutationen des
Mismatch-Reparatur-Systems (MMR) basiert. Bei dem serratierten Signalweg wird die
Genrepressionen durch epigenetische Ereignisse verdndert, wie z. B. die
Hypermethlyierung von Promotorregionen und Histon-Deacetylierung, welche als CpG-

Insel-Methylations-Phéanotyp (CIMP) bezeichnet werden (Momparler 2003).

Etwa 50-70% der sporadischen KRK entstehen iiber den traditionellen Signalweg, 10-
30% tiber den alternativen Signalweg und etwa 10-20% tiiber den serratierten

Signalweg (Pancione et al. 2012).

2.1.5.1 Der traditionelle Signalweg

Die Gene des traditionellen Signalwegs gehoren zu den Tumorsuppressorgenen und
Proonkogenen, welche die Zellteilung kontrollieren. Wenn zwei Kopien dieser Gene
beschidigt sind, kann das entsprechende Genprodukt nicht mehr hergestellt werden und
die Zellen verlieren die Kontrolle iiber ihr Wachstum (Deininger 1999). Friihe
Ereignisse des traditionellen Signalwegs stellen die Mutation und den Verlust des
Tumorsuppressorgens APC (Adenomatosis Polyposis Coli) dar.

Das APC-Gen spielt eine entscheidende Rolle in den zelluldren Prozessen. Indem es
hilft zu kontrollieren, wie hédufig sich eine Zelle teilt, stellt es den Intialschritt in der
Adenom-Karzinom-Sequenz dar. Es reguliert die Aktivitit des B-Catenins durch
Phosphorylierung (Deininger 1999; Fodde et al. 2001). Bei diesem ersten Schritt
entsteht aus gesundem Epithel ein mikroskopisch erkennbarer aberranter Kryptenfokus
(ACF). Im weiteren Verlauf kann es zu einer Mutation von k-ras (v-Ki-ras2 = Kirsten
rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) kommen, gefolgt von weiteren genetischen
Veridnderungen wie einer Inaktivierung der Tumorsuppressorgene DCC (Deleted in
Colorectal Cancer) und C-MYC (Myelocytomatosis Viral Ooncogene Homolog). Dies
begiinstigt in der weiteren Abfolge die Entwicklung des ACF zu tubuldren Adenomen.
Der Ubergang vom spiten Adenom in das manifeste Karzinom wird wahrscheinlich erst
durch eine Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p53 ausgelost (Abb. 5) (Jo und

Chung 2005; Pino und Chung 2010).



aberranter Fokus molekulare Merkmale Invasion und
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Abbildung S Fortschreitende somatische Mutationen bei der Entwicklung von Kolonkarzinomen.
Kumulative Verdnderungen verschiedener Gene liegen der progressiven Verdnderung normaler
Epithelzellen zu Adenomen und voll entwickelten Karzinomen zugrunde. Die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen (hellblau) sowie die Aktivierung von Onkogenen (rosa) sind involviert. Tumor-
Mikro-Umgebung bezeichnet man als das unmittelbare Umfeld eines Tumors.. ACF = Aberranter
Kryptenfokus, BRAF = Rapidly growing fibrosarcoma type B, CIMP = CpG-Insel-Methylations-
Phénotyp, CIN = chromosomale Instabilitdt, C-MYC = Myelocytomatosis Viral Ooncogene Homolog,
DDC = Deleted in Colorectal Cancer , K-RAS = Kirsten rat sarcoma, MLH1= MutL protein homolog 1,
Mismatch Reparaturprotein, MSH2 = MutS protein homolog 2, Mismatch Reparaturprotein, MSI =
Mikrosatelliteninstabilitdt, MSS = Mikrosatellitenstabil, PMS2 = PMS1 homolog 2, Mismatch
Reparaturprotein (Abbildung modifiziert nach Aoki et al. 2007; Pancione et al. 2012; Carethers und Jung
2015).

Eine autosomal-dominant vererbte Keimbahnmutation des APC-Gens kennzeichnet das
familidre adenomatdse Polyposis (FAP)-Syndrom (Groden et al. 1991; Soravia et al.
1998). Klinisch-charakteristisch beim FAP-Syndrom ist eine Polypose mit mehr als 100
Polypen im Darm. Dabei zeigen sich die ersten Polypen bei Patienten durchschnittlich
im Alter von16 Jahren. Die Patienten erkranken meist bis zum 55. Lebensjahr an einem

KRK (Ahmed 2020; Bruch und Trentz 2008).

2.1.5.2 Der alternative Signalweg

Bei dem alternativen Signalweg werden entstandene DNA-Fehler in der Replikation

nicht mehr erkannt. Hier basiert die Entstehung des Krebsleidens auf

Mikrosatelliteninstabilitit (MSI). Als Mikrosatelliten werden repetitiv konservierte
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Mono- bis Tetranukleotidsequenzen bezeichnet, die iiber das ganze Genom verteilt
vorkommen. An diesen Stellen hdufen sich natiirliche Replikationsfehler, die durch das
intakte Mismatch-Reparatursystem (MMR) erkannt und korrigiert werden. Wird dessen
Expression unterbunden, kommt es zu vermehrter MSI, die die kolorektale
Karzinogenese beschleunigt, indem sie die Wahrscheinlichkeit zusdtzlicher Mutationen
erhoht (Cappell 2007) (Abb. 5). Auf der molekularen Basis von Keimbahnmutationen
in den Genen des MMR entwickelt sich das Heriditary Nonpolyposis Colorectal Cancer
(HNPCC) Syndrom (Akiyama et al. 1997; Nicolaides et al. 1994). Bei Patienten mit
HNPCC lidsst sich in den Tumoren MSI nachweisen. Mit ca. 3% der Kolon- und
Rektumkarzinome stellt das HNPCC die héufigste Entitdt der autosomal-dominant
vererbten Dickdarmkrebserkrankungen dar (Nallamilli und Hegde 2017). Mittlerweile
sind fiinf Gene des MMR identifiziert, deren Keimbahnmutation das HNPCC Syndrom
bedingt (hMMLHI1 49%, hMSH2 38%, hPMS2 2%. hMLH3 2% und hPMSI1 0,3%)
(Hisamuddin und Yang 2006; Miiller und Fishel 2002; Piscitello und Edwards 2020).

2.1.5.3 Der serratierte Signalweg

Beim serratierten Karzinogeneseweg entwickelt sich ein KRK iiber serratierte Polypen.
Auf dem molekularen Level beginnt dieser Karzinogeneseweg im BRAF (Rapidly
growing fibrosarcoma type B)-Gen mit Storung der Apoptose der Kryptenepithelien,
gefolgt von einer Zellalterung mit epigenetischen Promotor(CpG)-Methylierungen und
konsekutiven Genausféllen (z.B. MLHI und p16) sowie der Entwicklung einer meist
hohen MSI (Patai 2013, Baretton 2010). Schritte des serratierten Signalwegs (CIMP)
konnen an den anderen beiden Signalwegen mitwirken, z. B. an der MSI durch

Hypermethylierung des MHL1 (Abb. 5) (Ahmed 2020; Carethers und Jung 2015).

2.1.6 Prognose und Diagnose des Kolonkarzinoms

Zu den Symptomen des KRKs gehdren neben Anderungen der Stuhlgewohnheiten
sowie ein hdufiger Wechsel zwischen fliissigen und festen Stiihlen auch
Blutbeimengungen im Stuhl. Die wichtigsten Screeningmethoden bei Verdacht auf
Darmkrebs sind die digital-rektale Untersuchung, der fiakale okkulte Bluttest (FOBT)
und die Darmspiegelung (Koloskopie). Der FOBT beruht auf der Feststellung, dass
KRK héufiger bluten als die normale Darmmukosa oder andere Darmerkrankungen. Der

gebrauchlichste Test ist der Haimoccult-Test, der auf der Pseudoperoxidaseaktivitit von
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Héamoglobin beruht, die in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid eine Blaufarbung von
Guaiac-Harz hervorruft. Mit einer Spezifitit von 78-97% und einer Sensitivitdt von 65-
80% konnte sich dieser Test in der Vorsorge fiir Karzinome etablieren (van
Ballegooijen et al. 2003; Elsafi et al. 2015; Kaur und Adamski 2020; Khakimov et al.
2015). Weitere positive Merkmale des FOBT sind die leichte, nicht invasive
Durchfiihrbarkeit und die geringen Kosten. Der Test zeigt allerdings eine hohe
Storanfilligkeit verursacht durch die Durchfiihrung, Einnahme von Medikamenten und
die Aufnahme bestimmter Nahrungsmittel, die zu falsch positiven und falsch negativen
Ergebnissen fithren konnen. Auch wird durch diesen Test die Ursache des
gastrointestinalen Blutverlustes nicht aufgedeckt, weshalb er fiir eine alleinige
Vorsorgeuntersuchung nicht ausreichend ist (Pignone et al. 2001; Young et al. 1996).
Die Koloskopie ist daher die priferierte Folgeuntersuchung nach eine positivem FOBT.
Dabei konnen die Schleimhdute des unteren Verdauungstrakts vom Rektum bis in das
terminale Ileum beurteilt werden. Aus verddchtigen Bereichen konnen hierbei
Gewebeproben entnommen und nachfolgend histopathologisch beurteilt werden.

KRKs werden aufgrund von unspezifischen Symptomen meist erst in spédten Stadien
entdeckt. Trotz der zur Verfligung stehenden Screening-Methoden zur Friiherkennung
haben rund 70% der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits ein fortgeschrittenes
Krankheitsstadium erreicht (Jemal et al. 2010). Die Erkennung von Darmkrebs im
Frithstadium ist wichtig, um die Heilungs- und Uberlebenschancen zu verbessern
(Midgley und Kerr 1999; Zois et al. 2011). Durch regelméfige Vorsorgeuntersuchungen
kann das Risiko signifikant gesenkt werden, an Darmkrebs zu versterben (Quintero et
al. 2012; Saftoiu et al. 2020; Zauber et al. 2012; Zois et al. 2011). Derzeit ermoglichen
die gesetzlichen Krankenkassen im Rahmen des Krebsfriiherkennungsprogramms ab
dem 45. Lebensjahr eine jéhrliche Untersuchung des Stuhls auf okkultes Blut mittels
Hamoccult-Test sowie eine digitale rektale Untersuchung. Da ab einem Alter von 50
Jahren die Inzidenz fiir das Auftreten eines KRK deutlich ansteigt, wird in Deutschland
bei allen Menschen {iber 50 Jahren eine Darmspiegelung empfohlen (Allescher und
Weingart 2019; Birkner 2003).

Bestitigt sich das Vorliegen von Darmkrebs, sind weitere Analysen notwendig, um die
Ausbreitung des Tumors zu bestimmen. Dazu gehdren die Ultraschalluntersuchung,
eine Computertomographie (CT) des Bauchraumes sowie Rontgenaufnahmen der

Lunge.
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Die Therapie des Darmkrebses erfolgt abhéngig von der Lokalisation, der Eindringtiefe
in andere Strukturen und der Metastasierung durch Operationen, Bestrahlungen,
Chemotherapie oder palliative MaBnahmen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir KRK im
UICC-Stadium I betrdagt 80-95%, im Stadium II 65-75%, im Stadium III 25-60% und
im Stadium IV lediglich weniger als 7% (Tab. 2) (O’Connell et al. 2004; Sobin et al.
2009).

2.1.7 Tumormarker des kolorektalen Karzinoms

Tumormarker sind Substanzen unterschiedlicher Stoffklassen (DNA, RNA, Proteine,
insbesondere Enzyme und Hormone), welche bei malignen Erkrankungen in erhéhten
oder erniedrigten Konzentrationen in Korperfliissigkeiten, wie z.B. Blut, nachgewiesen
werden konnen. Es gibt verschiedene Klassen von Tumormarkern. Tumor-assoziierte
Antigene (TAA) sind Tumormarker, die auf dem Nachweis mittels monoklonaler
Antikdrper beruhen, die sowohl von Tumor- als auch vom Normalgewebe exprimiert
werden (Ahnen et al. 1982). Diese potentiell als Tumormarker verwendeten Antigene
entstehen entweder in der Tumorzelle selbst (Tumor-Derived-Product) oder in anderen

Geweben (Tumor-Associated-Product).

Tumormarker sollten idealerweise folgende Merkmale besitzen:

e Erfassung maligner Tumoren im Friihstadium

e Unterscheidung zwischen Gesunden und Tumor-Patienten sowie Patienten mit
benignen und malignen Erkrankungen

e Tumor- und Organspezifitit

e Korrelation von Konzentration und Tumormasse

e Fihigkeit zur prognostischen Aussage

e Hilfe bei Therapieentscheidung

e Hinweise auf Metastasen und Rezidive

Da Blutproben zur Analyse von Tumormarkern jederzeit als nicht-invasive
Untersuchungsmethode von Patienten abgenommen werden konnen, bieten sie ein
grofles Potential fiir eine verbesserte Patientenakzeptanz in der Durchfiihrung einer
Darmkrebsvorsorge. Ebenso wire die Untersuchung des Blutes auf Tumormarker im

Gegensatz zum FOBT unanfillig gegeniiber Storungsfaktoren, wie z.B. der Erndhrung,
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der Einnahme von Medikamenten oder gastrointestinalen Infektionen (vergleiche

Abschnitt 2.1.6).

2.1.7.1 Carcinoembryonales Antigen

Das Carcinoembryonale Antigen (CEA) ist ein bereits etablierter Tumormarker beim
KRK und besteht aus einem Protein-Polysaccharid-Komplex, dessen Bildung postnatal
unterdriickt wird. Deshalb kann es beim gesunden Erwachsenen kaum nachgewiesen
werden.

Die Wahrscheinlichkeit, Darmkrebs im Friihstadium richtig anzuzeigen (Sensitivitét),
ist gering, steigt aber mit voranschreitendem Stadium der Erkrankung. Ausgehend von
einem gemessenen CEA-Spiegel >2,5 ng/mL wird eine Sensitivitdt von 36% bei einer
Spezifitit von 87% fiir Patienten mit KRK im Stadium I und II beschrieben. Bei
Patienten mit Stadium III und IV der Erkrankung wird eine Sensitivitit von 74% und
83% erreicht (Fletcher 1986). Die geringe Verldsslichkeit fiir diesen Marker bei KRK
im Frithstadium macht ihn leider ungeeignet fiir die Darmkrebsfritherkennung. Da eine
Korrelation zwischen fortgeschrittenen TNM-Stadien des KRK und einem positiven
CEA-Wert bestitigt ist, bleibt das CEA der am haufigsten verwendete Prognosemarker
fiir das KRK (Odeny et al. 2019; Sisik et al. 2013). In der Nachsorge kann der CEA-
Spiegel im Blut zudem wichtige Hinweise auf ein Lokalrezidiv oder Metastasen liefern

(Lamerz und Stieber 2004; Amri et al. 2013).

2.1.7.2 Carbohydrat-Antigen 19-9

Das Carbohydrat-Antigen 19-9 (CA 19-9) ist ein mit monoklonalen Antikérpern
versehenes Kohlehydratepitop gegen humane Kolonkarzinomzellen (Koprowski et al.
1981). Es stellt den Zweitmarker nach CEA fiir die Diagnostik, Verlaufskontrolle und
die Nachsorge bei KRK dar. CA 19-9 besitzt eine hohe intraindividuelle Variabilitét
und lédsst aus diesem Grund auch falsch-positive Aussagen zu (Galli et al. 2013; Scara et
al. 2015). Es reagiert positiv mit den meisten Tumorzellen des gastrointestinalen
Traktes, einschlieBlich den Adenokarzinomen des Magens, des Darms und des
Pankreas. Die Sensitivitdt fiir Darmkrebs liegt jedoch nur bei 47,8%, die Spezifitit bei
90,1% (Filella et al. 1994; Zhang et al. 2015). Prognostisch ist das CA 19-9 als
eigenstdndiger Marker zu betrachten. Mehrere Studien belegten, dass die CA 19-9-
Freisetzung zum Zeitpunkt der Primirdiagnostik des KRK einen unabhdngigen

prognostischen Faktor darstellt, der mit einer signifikant hoheren Rezidivrate und einer
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signifikant reduzierten 5-Jahres-Uberlebensrate einhergeht (Kotzev 2019; Reiter et al.
2000).

2.1.7.3 Methyliertes Septin-9

Es ist bekannt, dass Tumore die DNA-Methylierung verdndern und damit die
Expression von Genen beeinflussen konnen. Septin-9 (SEPT-9) ist ein solches Gen, das
beim Darmkrebs verstirkt methyliert vorliegt (mSEPT-9). Die Studie von Church et al.
zeigt fiir den durchschnittlichen Risikopatienten fiir Darmkrebs nur eine Detektionsrate
von 48% mittels SEPT-9 an (Church et al. 2014). Auch andere Analysen mit
unterschiedlichen Priifungsverfahren wurden in dieser Studie untersucht und
suggerieren eine Sensitivitdt von 67% und eine Spezifitit von 88%. Patienten mit KRK
zeigen eine Sensitivitdt von nur 35% im Stadium I, 63% im Stadium II, 46% im

Stadium III und 77% im Stadium IV (Church et al. 2014).

2.1.7.4 Weitere Tumormarker

Tumormarker wie TPA, CA 50, CA 242, hCG und S100 gehoren in die Kategorie der
Tumormarker der dritten Wahl. Thre Aussagefdhigkeit ist nicht sehr spezifisch und sie
weisen eine geringere Sensitivitdt auf. In Einzelfédllen konnen sie zur weiteren Kontrolle

eines Tumorleidens eingesetzt werden (Levy et al. 2008).

2.1.7.5. Liquid Biopsy

Aufgrund der Tatsache, dass Tumorzellen ihre Erbinformation ins Blut oder andere
Korperfliissigkeiten abgeben, entstanden blutbasierte Nukleinsdureanalysen, welche
zum Nachweis von Tumorzellen bzw. Tumor-DNA im Blut dienen (Bettegowda et al.
2014; Mandel und Metais 1948). Hierfiir wurde der Begriff der Fliissigbiopsie, englisch
liquid biopsy etabliert. Anwendung von Fliissigbiopsien finden sich im Screening zur
Friherkennung von  Tumorerkrankungen,  Einschitzung der  molekularen
Tumorheterogenitit, Uberwachung von Tumordynamik, Abschitzung des
Metastasierungsrisikos sowie Erkennung einer Resistenzbildung bei laufender
Tumortherapie (Diaz und Bardelli 2014). Allerdings ist die zellfreie Tumor-DNA nicht
bei allen Tumorerkrankungen im Blut nachzuweisen. Es bestehen Unterschiede
zwischen Tumortypen und deren jeweiligen Krebsstadien (Dahl et al. 2015). Die liquid

biopsy wird zukiinftig zusehends die Routinediagnostik dominieren und umfasst nicht
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nur verschiedene Kompartimente (zirkulierende Tumorzellen, Immunzellen,
Thrombozyten, Serum, Plasma, Liquor, Urin u.a.) sondern auch auch Analyte hieraus
wie z.B. frei zirkulierende Tumor-DNA, RNA/microRNA, Proteine und Antikorper.
Der grof3e Vorteil der liguid biopsy findet sich in der leichten Zugénglichkeit. Sie ist
risikoarm und wiederholbar durchfiihrbar. Thrombozyten stellen einen Grofiteil der
festen Bestandteile des Blutes und sind so in ausreichender Menge bei jeder
Blutentnahme zur Diagnostik vorhanden (Anderson und Anderson 2002; Jacobs et al.
2005). Dariiber hinaus sprechen die Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und
zirkulierenden Tumorzellen fiir eine besondere Bedeutung von Thrombozyten im

Rahmen des Krebserkrankung mit Potential fiir die Fritherkennung.

2.2 Verwendung von Thrombozyten zur Friiherkennung vom kolorektalen

Karzinom

Thrombozyten besitzen die Féhigkeit, Proteine, Nukleinsduren oder andere
extrazelluldre Abschniirungen, die sich im Blut ansammeln kénnen, aufzunehmen oder
abzugeben. Somit spiegeln sie Verdnderungen des Stoffwechsels wider. Es ist davon
auszugehen, dass bestimmte Proteinkonzentrationen bei Vorhandensein von Krebs
entweder verstirkt oder vermindert im Thrombozytenproteom vorkommen. Diese
verdanderten Proteinlevel konnen z.B. untersucht werden, um sie als Biomarker zur
Darmkrebsfritherkennung zu nutzen (Jacobs et al. 2005).

Einen weiteren Vorteil der Analyse von Thrombozyten besteht darin, dass sie die
Intratumorheterogenitit addressieren und reflektieren konnen (Best et al. 2015).
Intratumorheterogenitdt beschreibt die Unterschiede zwischen Krebszellen innerhalb
eines Tumors. Sie entsteht durch genetische und epigenetische Verschiedenheiten
zwischen Krebszellen. Dies fiihrt zur Entstehung von diversen Gruppen von
Krebszellen innerhalb eines Tumors, den sogenannten Subpopulationen oder Zellklonen
(Baccelli et al. 2013). Die Komplexitit eines Tumors kann die Therapiewahl und
Therapieeffektivitit erschweren. Thrombozyten und deren Proteinprofil bzw.
Proteinspiegel als Tumormarker zu verwenden, konnte somit nicht fiir die

Fritherkennung sondern auch fiir die Therapielenkung von grof8er Bedeutung sein.
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2.2.1 Eigenschaften und Funktion von Thrombozyten

Thrombozyten, auch Blutplittchen genannt, sind kleine Zellbestandteile im Blut, die
eine wichtige Rolle in der Blutgerinnung nach Verletzung des GefiaB3systems
einnehmen. Thrombozyten werden im Knochenmark im Rahmen der Hidmatopoese
produziert und gehen dabei als kleine Abschniirungen aus Megakaryozyten hervor. Ein
gesunder Mensch besitzt ca. 150.000 bis 300.000 Thrombozyten pro Mikroliter Blut
(Ross et al. 1988).

Blutpléttchen sind mit 2-4 pm Durchmesser und einer Dicke von 0,5-0,75 pm die
kleinsten korpuskuldren Blutbestandteile. Sie besitzen keinen Zellkern und somit keine
Proteinexpression (Gremmel et al. 2016). Die durchschnittliche Zirkulationszeit im Blut
betrdgt 5-7 Tage (Sierko und Wojtukiewicz 2007). Durch verschiedene Rezeptoren und
Glykoproteinkomplexe, die in der Pliattchenmembran eingebaut sind, nimmt der
Thrombozyt an Adhdsions- und Aggregationsvorgingen teil (Peerschke 1992;
Rosenblum 1997; White 1994, 1979). Thrombozyten enthalten verschiedene
Organellen, unter anderem unterschiedliche Granula, welche als Speicherorte fiir

Proteine fungieren (Abb. 6).
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Abbildung 6 Schematische Darstellung der Ultrastruktur eines ruhenden Thrombozyten (oben) und eines
aktivierten Thrombozyten (unten) (Abbildung modifiziert nach Gawaz 1999). Adhdrente und aktivierte
Thrombozyten schiitten mittels Exozytose eine Vielzahl verschiedener Granula aus (Abbildung
modifiziert nach Jurk und Kehrel, 2010).

Mit 80% bilden die a-Granula den Hauptteil der zytoplasmatischen Granula. Diese
enthalten  hauptsidchlich  Gerinnungsfaktoren, Fibrinogen, Wachstumsfaktoren,
Plasminogen und Plasminogenaktivatorinhibitoren. Elektronendichte Granula (dense
bodies oder Delta-Granula), die ATP, ADP, Histamin und Serotonin enthalten, und
lysosomenhaltige Granula (Lambda-Granula), die Lysosomen und verschiedene
Hydrolasen speichern, machen jeweils etwa 10% aus. Die Inhaltsstoffe der a- und o-
Granula sind vor allem in der initialen Blutgerinnungsphase fiir die
Plattchenaggregation, Blutkoagulation und Vasokonstriktion verantwortlich. Die Inhalte
der Lambda-Granula dienen hauptsidchlich der Resorption des Blutgerinnsels in der
spateren Phase der Wundheilung (Gremmel et al. 2016; Reed et al. 2000; Rendu und
Brohard-Bohn 2001).

Im Blut zirkulierende Thrombozyten miissen Scherkrédften widerstehen. Fiir den Erhalt

der diskuiden Form sind das Mikrotubulussystem und vernetzte Aktinfilamente, die
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unter anderem mit Spektrin interagieren, von wichtiger Bedeutung. Durch
unterschiedliche Substanzen und Reize konnen die Plittchen aktiviert werden. Das
duBert sich durch die Verdnderung in der Struktur mit der Bildung von verzweigten
Fortsdtzen (Abb. 6). Die Thrombozyten verkleben nun mit den freigelegten
subendothelialen Strukturen, wie z.B. nach einem Gewebedefekt. Haften weitere
Thrombozyten aneinander, bildet sich ein Thrombozytenaggregat, das die GefdBlasion

verschlieBt (Gawaz 1999; Savage et al. 1998).

2.2.2 Thrombozyten als Mediatoren der himatogenen Tumormetastasierung

Die Interaktion zwischen Tumorzellen und Thrombozyten stellt einen Schliisselprozess
bei hdmatogenen Metastasierungsprozessen dar. Thrombozyten vermitteln die
endotheliale und leukozytire Adhidsion zirkulierender Tumorzellen in der
Mikrozirkulation von Wirtsgeweben und nachfolgende Migration in deren Parenchym.
Zudem sezernieren aktivierte Thrombozyten tumorzell-mitogene Substanzen, die die
Neoangiogenese induzieren und somit zum Tumorwachstum beitragen (Bambace und
Holmes 2011; Goubran et al. 2014; Schlesinger 2018; Sierko und Wojtukiewicz 2004).
In der Blutbahn von Patienten mit hdmatogenen Tumoren sind vermehrt Assoziate
zwischen Tumorzellen und Thrombozyten auffindbar (Jurk und Kehrel, 2010). Daher
wird vermutet, dass Thrombozyten wihrend der Ausbreitung der Krebszellen iiber die
Blutbahn eine wichtige Rolle spielen, indem sie Tumorzellen vor dem Angriff von
natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) schiitzen und somit zum Uberleben zirkulierender
Tumorzellen und zur Metastasierung beitragen. Die Thrombozyten formen protektive
Aggregate mit Tumorzellen, die ausgeschiittete Zytokine der NK-Zellen behindern
(Cluxton et al. 2019; Gay und Felding-Habermann 2011; Labelle et al. 2011). Die
genauen zugrundeliegenden Mechanismen, wie aktivierte Thrombozyten mit
Tumorzellen interagieren und somit deren Funktion beeinflussen, sind bisher nur
unzureichend bekannt. Den Thrombozyten konnten bereits Rollen und Mechanismen in
der Tumorangiogenese und des Tumorwachstums zugeschrieben werden, wie z.B. die
Aufnahme und Abgabe von Regulatoren der Angiogenese sowie die Interaktion mit der
Tumorzelle und deren Eskorte (Goubran et al. 2014; Italiano et al. 2008; Sabrkhany et
al. 2011) (Abb. 7).
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Abbildung 7 Thrombozyten sorgen fiir den Erhalt des Endothels und beeinflussen die Angiogenese. Die
Thrombozyten rekrutieren Progenitorzellen fiir die Reendothelialisierung in ischdmische Gewebe, fiir die
GefaBneubildung zur Kollateralenbildung und bei Tumorwachstum (Abbildung modifiziert nach Jurk und
Kehrel, 2010).

Eine Uberlebensstrategie der Tumorzellen besteht darin, Zell-Zell-Interaktionen
einzugehen, z.B. von Tumorzellen untereinander oder mit Thrombozyten. Palumbo et
al. beschéftigten sich mit der Hypothese, dass Thrombozyten die Tumorzellen vor dem
Angriff von NK-Zellen schiitzen, und zeigten dieses anhand von Fibrinogen-knock-out-
Mausen, die bei Verlust der Pléttchenaktivitit eine Abnahme der Metastasierung zeigten
(Palumbo et al. 2005). Ob und wie die Thrombozyten diesen Schutz vor NK-Zellen

bieten, wurde jedoch noch nicht im Detail aufgeklért.

Nachdem Tumorzellen die Blutbahn verlassen haben, sorgen Mediatoren aus aktivierten
Thrombozyten dafiir, dass diese Tumorzellen erneut einen Kontakt zur Blutversorgung
sicherstellen konnen, indem sie die Tumorangiogenese und damit das Wachstum der
unproliferierten Tochterzellen fordern (Asghar et al. 2019; Jurk und Kehrel 2010;
Sierko und Wojtukiewicz 2004).
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der geringen Akzeptanz zur Durchfiihrung einer Koloskopie und fehlender
sicherer Screeningmarker zur Fritherkennung von Darmkrebs ist es von grofem
Interesse, neue Methoden zur Darmkrebsfritherkennung zu entwickeln, die ohne grof3en
Aufwand durchfiihrbar sind und eine moglichst hohe Sensitivitit und Spezifitit
aufweisen. Die Durchfiihrung einer Blutanalyse zur Untersuchung auf verdnderte
Parameter bei Patienten mit Darmkrebs weist eine einfache Handhabung auf und ist
gering invasiv  durchfiihrbar.  Voruntersuchungen zeigten, dass sich die
Proteinzusammensetzung und -expression von Thrombozyten durch den Kontakt zu
Tumorzellen eines Karzinoms é#ndert. Ob und in wieweit sich die
Proteinzusammensetzung durch Vorhandensein eines KRK modifiziert, ist Inhalt dieser
Arbeit. Daher wurde es in dieser Arbeit zum {ibergeordneten Ziel, Proteine zwischen
der gesunden Kontrollgruppe und Patienten mit KRK im Frithstadium zu detektieren.

Inbesondere standen dabei folgende Fragestellungen im Vordergrund:

1.  Existieren unterschiedliche Proteinlevel bzw. verdndert sich die
Proteinzusammensetzung in Thrombozyten zwischen den einzelnen Gruppen (gesunde
Kontrollgruppe, Patienten mit KRK im Frithstadium und Patienten mit KRK im
Spétstadium), sodass man von einer verdnderten Stoffwechsellage des Thrombozyten
auf das Vorhandensein von Darmkrebs schlieBen kann, um daraus potentielle
Tumormarker abzuleiten? Besonders interessant ist hierbei die
Proteinzusammensetzung in Thrombozyten in friihen Stadien von Darmkrebs.

2. Lasst sich das Thrombozytenproteom mittels 2-DE DIGE analysieren, um es auf neue
Tumormarker zu untersuchen?

3. Lassen sich die unterschiedlich exprimierten Proteine des Thrombozytenproteoms
mittels MALDI-Massenspektrometrie identifizieren?

4. Lassen sich mittels Ingenuity Pathway-Analyse die Ergebnisse der
Massenspektrometrie in Zusammenhang mit bekannten Stoffwechselwegen und
biologischen Wechselbeziehungen bringen? Lassen sich so Riickschliisse auf neue
Tumormarker ziehen?

5. Lassen sich mittels Western Blot die Ergebnisse der vorausgegangenen Methoden
validieren?

6. Besteht die Moglichkeit, Darmkrebsfritherkennung auf eine Blutanalyse zu

reduzieren?

21



3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Chemikalie
Bromphenolblau

Benzamidin

Butyliertes Hydroxytoluol (BHT)

3-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-
ammonio-1-propansulfat (CHAPS)

Dithiothreitol (DTT)
ECL vorausgehendes Blockiermittel
Essigsaure

Ethylendiamintetraessigsiure
(EDTA)
EZQ Protein-Quantifizierungsreagenz

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Iodacetamid (IAA)
IPG-Strip-Puffer
Laemmli-Puffer
Mercaptoethanol
Methanol
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Pharmalyte

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
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Hersteller
Merck, Schwalbach, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana,
USA

BioRad, Miinchen, Deutschland

GE Healthcare, Solingen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana,
USA



Phosphatgepuftferte
(PBS)

Salzsdure (HCI)
Natriumhydroxid (NaOH), 45 %
Thioharnstoff

Trifluoressigsdure (TFA)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

TRIS-gepufferte Kochsalzlosung
(TBS-Puffer)

TRIS-gepufferte Kochsalzlosung
mit Tween20 (TBST)
TRIS/Glycine/SDS-Puffer
Triton X-100

Wasser, dest.

3.1.2 Puffer und Losungen

Kochsalzlésung

Gibco, Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornien, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana,
USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Cell Signaling Technology, Frankfurt
am Main, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana,
USA

Millipore, Schwalbach, Deutschland

3.1.2.1 Puffer und Losungen fiir die Aufbereitung der Blutprobe /

Thrombozytenisolierung

Chemikalie

Dulbecco’s PBS ohne Ca** und Mg*

Hersteller

PAA Laboratories, Colbe, Deutschland

Katalog-Nr.: H31-002

3.1.2.2 Puffer und Losungen fiir die Proteinbestimmung

Chemikalie
Waschpuffer

Stammlosung (10 mg/ml)
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Zusammensetzung
166 ml dest. Wasser
20 ml Methanol

14 ml Essigsdure
200 pl TBS-Puffer

2 mg Ovalbumin



3.1.2.3 Puffer und Losungen fiir die Isoelektrische Fokussierung
(1. Dimension)

Chemikalie Zusammensetzung

Rehydrations-Puffer (25 ml) 10,5 g Harnstoff
3,8 g Thioharnstoff
0,5 g CHAPS

Triton X-100 (10%)

250 pl IPG-Strip-Puffer

1 Spatelspitze Bromphenolblau
13,5 ml dest. Wasser

7 mg DTT/ 2,5 ml Aliquot

unmittelbar vor Gebrauch angesetzt

Proben-Vorbereitungs-Puffer (25 ml) 12 g Harnstoff
1 g CHAPS
500 pl IPG-Puffer
154 mg DTT
16 ml dest. Wasser

3.1.2.4 Puffer und Losungen fiir die SDS-PAGE (2. Dimension)

Chemikalie Zusammensetzung
Lyse-Puffer (SOL-Puffer) (80 ml) 43,2 g Harnstoff
0,8 g DTT
30 mg EDTA

24 ml dest. Wasser

4 ml NP-40 (10%)

12,3 ml CHAPS (10%)
2,8 ml NaOH (1M)

80 ul PMSF (0,1%)

800 ul Benzamidine (1%)
160 unL BHT

24



Probenpuffer (DIGE-Puffer)

Aquilibrierpuffer 1 (DTT-Puffer)
(400 ml)

Aquilibrierpuffer 11 (IAA-Puffer)
(400 ml)

TRIS-Losung (1L)

Anodenpuffer

Kathodenpuffer

25

0,18 g Tris

21,00 g Harnstoff
7,60 g Thioharnstoff
2,00 g CHAPS

13,4 ml 1.5 M TRIS (pH 8.8)

144,14g Harnstoff
138 ml 87% (w/v) Glycerin
8 g SDS

Die Losung wurde auf 400 ml mit dest.
Wasser aufgefiillt. Zugabe von 0,1 g
DTT pro 20 ml Equilibierlosung
erfolgte unmittelbar vor Gebrauch.

13,4 ml 1.5 M TRIS (pH 8.8)

144,14 g Harnstoff

138 ml 87% (w/v) Glycerin
8 g SDS

Bromphenolblau

Die Losung wurde auf 400 ml mit dest.
Wasser aufgefiillt. Zugabe von 0,25 g
Iodacetamid pro 10 ml
Equilibrierlosung erfolgte unmittelbar
vor Gebrauch.

181,7 g TRIS base

Wurde durch HCI auf pH-Wert von 8,8
eingestellt und auf
1 1 mit dest. Wasser aufgefiillt.

SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland
SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland



3.1.2.5 Puffer und Losungen fiir den Western Blot

Chemikalie
Blotpuffer (pH 8,3)

Waschpuffer (TBST)

Blocking-Reagenz (2 %-ig)

Laemmli-Puffer

Laufpuffer

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material

Fluoreszenzfarbstoff Markierung

EDTA-Monovette 9ml, K3E
Eppendorf-Gefalle, Pipettenspitzen
Filterpapierstreifen

Deaktivierungslosung der G-Farbstoff
Markierung (G-Dye-Labeling-Stop-
Solution)

Hybond-LFP Membran
Klebefolie fur 96-Well-Platte

Mikro-Schraubrohre 1,5ml, PP
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Zusammensetzung
1,5 g Tris

7,2 g Glycin

300 ml Methanol

bis 500 ml mit dest. Wasser aufgefiillt,
100 ml davon verworfen und auf 500
ml mit 100 % Methanol aufgefiillt.

900 ml dest. Wasser
100 ml TBST

2 g ECL Advance blocking agent
100 ml Waschpuffer

95 ul Laemmli-Puffer
5 ul Mercaptoethanol

Tris/Glycin/SDS-Puffer in 1:10
Verdiinnung mit dest. Wasser

Hersteller

NH DyeAGNOSTIC, Halle (Saale),
Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

NH DyeAGNOSTIC, Halle (Saale),
Deutschland

GE Healthcare, Solingen, Deutschland

O. Kindler, Freiburg im Breisgau,
Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland



Plastikwanne mit Millipore-Wasser
ReadyPrep 2-D Cleanup Kit

Sicherheitsverschluss  Mikrorohrchen

2ml, PP
96-Well-Platte

96-Well-Reaktionsplatte

3.1.4 Geriite

Gerit

Criterion vertikale Elektrophoresezelle
Ettan Spot Picker

Gefrierschrank

HPE FlatTop Tower

Milli-Q System

Pipetten

PROTEAN IEF Cell
Typhoon FLA 9000-Scanner
Waagen

Software

ImageQuant TL software
Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
software

LabScan

Graph Pad PRISM

Progenesis SameSpots

SPSS Statistics

Trans-Blot Turbo Transfer System
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Einzelhandel
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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3.2 Methoden

3.2.1 Patientencharakteristika

Im Rahmen der experimentellen Arbeit wurden Blutproben von sieben Patienten mit
KRK im Friithstadium (UICC I & II), fiinf Patienten mit KRK im Spétstadium (UICC III
& IV) und von 12 gesunden Kontrollpersonen untersucht. Zur Proteinvalidierung
mittels Western Blot wurde eine unabhingige Kohorte mit Blutproben von jeweils fiinf
Patienten im Frith- und Spitstadium bei KRK und 12 gesunden Kontrollpersonen
verwendet. Angaben {iber Alter, Geschlecht und Krankheitsmerkmale der Patienten der
einzelnen Patientenkollektive fiir 2-D DIGE und Western Blot sind aus den Tabellen 3
und 4 zu entnehmen. Fiir dieses Projekt liegt ein positives Votum der Ethikkommission
der Universitét zu Liibeck mit dem Aktenzeichen 07-124 vor.

Tabelle 3 Biografische Daten des Patientenkollektivs fiir die Proteinanalyse mittels 2-DE
Gelelektrophorese.

Anzahl der Proben 12 7 5
Altersbereich in Jahren 40 - 87 53-82 69 - 81
Altersdurchschnitt in Jahren 62,5 66,3 72,9
Geschlecht
mannlich/weiblich 3/9 3/4 3/2
UICC

I - 2 -

II - 5 -

11 - - 4

v - - 1

Tumor Grading

Gl - - -

G2 - 7 2

G3 - - 3

UICC - Union internationale contre le cancer (deutsch Internationale Vereinigung gegen Krebs)
beschéftigt sich mit der Prdvention, Therapie und Erforschung von Krebserkrankungen. Die UICC

publiziert die TNM-Klassifikation zum Staging von Tumorerkrankungen (Sobin et al. 2009).
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Tabelle 4 Biografische Daten des Patientenkollektivs zur Validierung mittels Western Blot.

Anzahl der Proben 12 5 5
Altersbereich in Jahren 31-79 55-178 48 — 84
Altersdurchschnitt 52,8 68,1 63,7

Geschlecht
mannlich/weiblich 6/6 3/2 2/3
UICC
1 - - -
II - 5 -
111 - - 3
v - - 2

Tumor Grading

Gl - - -
G2 - 3 4
G3 - 2 1

UICC - Union internationale contre le cancer (deutsch Internationale Vereinigung gegen Krebs)
beschéftigt sich mit der Pravention, Therapie und Erforschung von Krebserkrankungen. Die UICC
publiziert die TNM-Klassifikation zum Staging von Tumorerkrankungen (Sobin et al. 2009).

3.2.2 Gewinnung und Herstellung des Probenmaterials/Thrombozytenisolierung

Zur Thrombozytenisolierung wurde vendses in EDTA-Monovetten abgenommenes Blut
bei 200 x g fiir 20 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Ca. 700 pl des Plasmas
wurden abgenommen und in ein 2 ml EppendorfgefaB tiberfiihrt. Das Plasma wurde in
2- bis 3-facher Menge, bis das Eppendorfgefal vollstindig gefiillt war, mit PBS
verdiinnt und bei 800 x g fiir 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Daraus
resultierte ein Pellet, welches anschliefend in 1 ml PBS gelost wurde. Der Riickstand
wurde dann in ein abgewogenes Probenrohrchen iiberfiihrt und bei 800 x g fiir 10 min
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand erneut abgenommen, das Pellet gewogen
und in SOL-Puffer gelost. Die Menge an SOL in Mikroliter entsprach dabei dem 6-
fachen Pelletgewicht in Milligramm. Alle Proben wurden bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C gelagert.
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3.2.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Das Proteom der Thrombozyten wurde mittels 2-D DIGE aufgetrennt. Die 2-D DIGE ist
eine Methode, um intakte Proteine und komplexe Proteingemische aus Zellen, Geweben
oder anderen biologischen Materialien zu analysieren. Hierbei werden in zwei
orthogonal aufeinanderfolgenden Schritten Proteine nach dem isoelektrischen Punkt (1.
Dimension) und der GroBe (2. Dimension) aufgetrennt. Bereits 1975 wurde dieses
Verfahren von O’Farrell zur Trennung komplexer Proteingemische entwickelt, wodurch
es moglich ist, bis zu 5.000 Proteine aufzutrennen (Gorg et al. 2004; O’Farrell 1975).
Weiteren Fortschritt erlangte diese Technik durch die Einfiihrung von immobilisierten
pH-Gradienten von Gorg 1988 (Gorg et al. 1988). Die 2-D DIGE ermdglicht es,
Aussagen zur Probenqualitit zu treffen und posttranslationale Modifikationen zu
detektieren. Als initialer Schritt der 2-D DIGE wurde eine Markierung der Proteine mit
den Fluoreszenzfarbstoffen G-Dyel00, G-Dye200 und G-Dye300 durchgefiihrt.
G-Farbstoffe verfiigen iiber einen aktivierten N-hydroxsuccinimidyl-Ester, der fiir eine
kovalente Bindung an Lysinreste in Proteinen sorgt. Ein besonderer Aspekt an der 2-D
DIGE ist die Moglichkeit, die Farbstoffe unabhiangig voneinander zu detektieren, sodass
der Vergleich dreier probenspezifischer Muster moglich ist (Difference Gel
Elektrophoresis, DIGE). Der Marker G-Dye100 wird hierbei als interner Standard (IS)
eingesetzt. Der IS reprisentiert ein Mischungsverhéltnis gleicher Menge jeder Probe.
Um eine geliibergreifende Auswertung und Vergleichbarkeit der einzelnen Proben zu
ermoglichen, wurden die Proben zusammen mit dem IS auf ein Gel aufgetragen. Dieser
dient als interne Referenz, welche auf die jeweilige Proteinexpression in einem Gel
bezogen werden kann (Diez et al. 2010).

Die Separation in der 1. Dimension erfolgte durch isoelektrische Fokussierung (IEF)
entsprechend dem isoelektrischen Punkt (pI). Am pl eines Proteins, der von der
Zusammensetzung der Aminosduren abhédngig ist, heben sich die positiven und
negativen Ladungen auf. Das Protein besitzt an diesem Punkt keine Nettoladung mehr
und bewegt sich nicht in einem elektrischen Feld und wiirde bei Anfarbung als scharfe
Bande detektiert werden (Abb. 8, Abschnitt a). Zur Fokussierung wurde das
Proteingemisch auf 24 cm lange Gelstreifen mit eingelassenenen, immobilisierten
Molekiilen pipettiert, die den pH-Gradienten von 4-7 erzeugten (Immobilized pH
gradient: IPG). An die 1. Dimension schloss sich die Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) als 2. Dimension an. In diesem Schritt

wurden die Proteine nach der molekularen Masse (Mr) aufgetrennt. Dazu wurden die
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Proteine auf den Gelstreifen vertikal zur ersten Dimension auf einem SDS-
Polyacryamidgel getrennt. Die auf Gelstreifen aufgetrennten Proteine wurden
vorbereitend in SDS-haltigem Puffer dquilibriert, um allen Proteinen eine negative
Ladung proportional zu ihrer GroB3e zu libertragen (Abb. 8, Abschnitt b). Beim Anlegen
elektrischer Spannung wanderten negativ geladene Proteine gemidfBl ihrer GroBe zur
Anode. Die Wanderungs-geschwindigkeit und Wanderungsstrecke sind dabei von der
molekularen Masse abhédngig. Kleinere Proteine wanderten aufgrund geringerer
Wechselwirkungen mit der Matrix schneller in dem Gel als grofere Proteine (Abb. 8§,
Abschnitt ¢). Im nachfolgenden Schritt wurden die Proteine iiber ihre gebundenen
Fluoreszenzstoffe detektiert.

1. Dimension
Isoelektrische Fokussierung im IPG-Streifen

2) —> e T TT I Ty |

pH 4,0 pH 7,0

Probe

Umpufferung des IPG-Streifens

in SDS-Puffer
b) ((II e e e LI L 1T 11 L 14) m
<€ >

|

2. Dimension
SDS-Polyacrylamid-Gradientengelelektrophorese

vertikal
©) pH 4,0 © pH 7,0
horizontal O T T T rm

pH 7,0

Abbildung 8 Prinzip der 2-Dimensionalen Gelelektrophorese. a: Proteine werden zundchst in der 1.
Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt getrennt und fokussiert (Isoelektrische Fokussierung). Dazu
werden IPG-Gelstreifen verwendet, bei denen die Ampholytmolekiile kovalent an die
Polyacrylamidmatrix gebunden sind, um einen stabilen pH-Gradienten zu erzeugen. b: Die Proteine
werden durch SDS einheitlich negativ geladen (Aquilibrierung). c: In der 2. Dimension werden die
fokussierten Proteine der 1. Dimension nach ihrer molekularen Masse getrennt. Je nach ihrem
Molekulargewicht wandern die Proteine bei angelegter Spannung unterschiedlich schnell in Richtung
Anode (Abbildung modifiziert nach Lottspeich/Engels, Bioanalytik, 2. Auflage, 2006 Elsevier GmbH).
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3.2.3.1 Aufreinigung des Probenmaterials

Die Aufreinigung diente der Entsalzung, Aufkonzentrierung und Umpufferung der
isolierten =~ Thrombozyten, sowie  zur  anschlieBenden = Markierung  mit
Fluoreszenzfarbstoffen fiir die nachfolgende 2-D DIGE. Stérende Komponenten wie
Salze, Nukleinsduren, Lipide und ionische Detergenzien wurden durch diese Prozedur
entfernt. Die Aufbereitung erfolgte nach dem Protokoll des ReadyPrep 2-D Cleanup
Kits von Bio-Rad (Miinchen, Deutschland). Nach Abschluss der Aufbereitung wurden

die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.3.2 Proteinbestimmung

Um vergleichbare Proteinmengen fiir die einzelnen Léaufe der 2-D DIGE zu applizieren,
wurde eine Proteinbestimmung mithilfe des EZQ protein quantitation kit (Life
Technologies, Darmstadt) durchgefiihrt.

Die Proteinbestimmung wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
Zunichst wurden die Proben fiir die Standardreihe hergestellt, anhand dessen die zu
untersuchenden Proteinkonzentrationen bestimmt wurden. Dazu wurden aus einer
Stammlosung von 20 mg/ml einzelne Standards mit DIGE-Puffer mit einem
Konzentrationsbereich von 5 mg/ml bis 0,03125 mg/ml generiert. Fiir die 4-fach-
Bestimmung der einzelnen Proben wurde eine 96-well-Mikroplatte mit einem
Filterpapier verwendet und die einzelnen Proben in Form der Mikrotiterplatte auf das
Filterpapier pipettiert. Das getrocknete Papier wurde in einer Plastikschale mit 40 ml
Methanol bedeckt und ausgefillt. Dafiir wurde die Membran fiir 5 min inkubiert, das
Methanol abgegossen und das Filterpapier zum erneuten Trocknen gelegt. AnschlieBend
wurde das Papier mit 40 ml EZQ protein quantitation reagent fiir 30 min lichtgeschiitzt
inkubiert. Dieser Vorgang diente zur Detektion der Proben. Danach wurde das EZQ
Protein-Quantifizierungsreagenz vollstdndig durch Abkippen entfernt und drei Mal in
Folge fiir jeweils zwei Minuten mit Wasch-Buffer gespiilt. Alle Proben wurden nach der
Detektion mithilfe des Typhoon FLA 9000 gescannt und beziiglich ihrer Konzentration

mit Hilfe des Software-Analyseprogramms ImageQuant TL ausgewertet.

3.2.3.3 Labeling

Um einzelne Proteine in der 2-D DIGE sichtbar zu machen, wurden die Proben mittels

Fluoreszensfarbstoffen (G-Dye 100, G-Dye 200 und G-Dye 300; NH DyeAGNOSTIC
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Refraktion-2D labling kit, Halle) markiert. Die Vorteile einer Fluoreszenzmarkierung
liegen in der Normalisierung gegen einen internen Standard pro Gel, der simultanen
Analyse mehrerer Proben pro Gel und in der sehr sensitiven Detektionsgrenze von einer
Proteinmenge von bis zu 0,03 ng. Zudem werden bei einer Bindung (Labeling) an die
Lysinreste nur etwa 3% des Gesamtproteins markiert. Alle Punkte resultieren wiederum
in einer Zeitersparnis und einer besseren Vergleichbarkeit bzw. Quantifizierung der
Proben untereinander.

Fiir die 2-D DIGE wurden jeweils zwei Proben mit je einem unterschiedlichen Farbstoff
(G-Dye 200 und G-Dye 300) markiert und der IS (mit G-Dye 100 markiert) in eine auf
dem Strip vorgestanzte Liicke aufgetragen. Die Herstellung der Arbeitslosung (G-Dye
Working Solution) sowie der Vorgang der Markierung von Proteinproben wurden nach
dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Es wurden 50 pg Protein in ein Reaktionsgefal3
transferiert, mit Probenpuffer auf ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgefiillt und kurz
zentrifugiert. 1 ul der Arbeitslosung wurde hinzugegeben und fiir exakt 30 min auf Eis
inkubiert und durch die Zugabe von 1 pl aktiviertem Fluoreszenzlabel (G-Dye-
Labeling-Stop-Solution) gestoppt. Erneut wurde das Reaktionsgemisch fiir 10 min auf

Eis inkubiert.

3.2.3.4 Erste Dimension-isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung der Thrombozyten wurde mit der PROTEAN IEF Cell
durchgefiihrt. Hierfliir wurden 24 cm lange IPG-Gelstreifen mit einem pH-Bereich von
vier bis sieben verwendet, um eine optimale Auflosung und die groftmogliche
Ladekapazitit zu erreichen. Fiir jede IEF wurden 50 pg Protein pro Probe (pro Lauf
jeweils zwei Thrombozytenproben) und 50 pg des IS mit Rehydration-Puffer auf ein
Gesamtvolumen von 450ul verdiinnt.

Die gesamte Suspension aus Proben und Puffergemisch wurde gleichmaflig in den
Raufen der PROTEAN IEF Cell verteilt, mit IPG-Gelstreifen bedeckt und mit Ol

beschichtet, um diese vor Austrocknung bzw. Auskristallisation zu schiitzen.

Uber Nacht wurden alle IPG-Streifen zur Rehydrierung in der IEF Kammer bei 50 V
vor der eigentlichen Fokussierung inkubiert. Unter die Enden der Gelstreifen wurde
jeweils ein mit 10 pl destilliertem Wasser getranktes Elektrodenfilterpapier gelegt und

stiindlich gewechselt.
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Wihrend der unterschiedlichen Laufe wurden max. 57.747 Voltstunden erreicht. Die
Temperatur innerhalb des Gerétes betrug wihrend des gesamten Vorganges stets 20°C.
Nach Beendigung der isoelektrischen Fokussierung sind die Proteine nach ihrem pH-
Wert aufgetrennt. Die Strips wurden in eine Plastikfolie eingeschweilit und bei -80°C

bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.2.3.5 Zweite Dimension-isoelektrische Fokussierung

Bevor die Gelstrips aus der IEF weiterverwendet werden konnten, mussten sie fiir die
SDS-Page umgepuffert werden. Die Proteine wurden dafiir mit SDS beladen, um die
Eigenladung der Proteine zu iiberdecken, sodass anionische Mizellen mit einer
konstanten Nettoladung pro Masseneinheit entstanden.

Die Strips wurden im ersten Schritt fiir 15 min mit dem Aquilibrierpuffer I inkubiert.
DTT reduzierte dabei die Disulfidbriicken der Cystine innerhalb des &aquilibrierten
Proteins und fiihrte zur Proteinfaltung. Nachdem das DTT entfernt wurde, folgte der
zweite Schritt. In diesem wurden 6 ml des Aquilibrierpuffers II fiir 15 min beigefiigt,
der mittels IAA die SH-Gruppen alkylierte und diese vor erneuter Oxidation schiitzte.
Beide Puffer enthielten SDS, das sich an Proteine anlagerte, um die Proteine

proportional zu ihrer Gro3e negativ zu laden.

Fiir die Auftrennung in der 2. Dimension wurde die Keramikflache des FlatTop-Towers
mit 4 ml Kiihlfliissigkeit benetzt und auf diese die Gelplatten mit der Gelseite nach oben
gelegt. Zuvor wurden die Strips in die vorgesehene Vertiefung der Gelplatten
eingelassen. An den Enden der Anode und Kathode der Gele wurden mit Anoden- bzw.
Kathodenpuffer getrinkte Filterpapiere gelegt. Dabei lag der Anodenstreifen auf der
gegeniiberliegenden Seite des IPG-Streifens, damit die negativ geladenen Proteine ihrer

Ladung folgend iiber die Polyacrylamid-Platte Richtung Kathode wandern konnten.
Nach Anschlielen des Stromes betrug die Gesamtlaufzeit 6 Stunden bei 40 mA und 30

W pro Gel. Nach Beendigung des Laufes befanden sich alle Proteine in der nach ihrer

Molekiilgroe und ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennten Position auf dem Gel.
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3.2.3.6 Digitalisierung und Auswertung der 2-DE Gele

Nachdem die fluoreszenzstoffmarkierte 2-D DIGE durchgefiihrt wurde, konnten die
Gele mit Hilfe des Typhoon FLA 9000 Laser Scanners digitalisiert werden (Abb. 9).
Unter Digitalisierung versteht man das Messen der Absorptionswerte und die
Transformation dieser Analogwerte in eine digitale Form, die der Computer mittels
spezieller Software (LabScan) interpretieren kann. In drei Scanvorgingen mit
unterschiedlichen Filtern wurden die drei Farbstoffe der Fluoreszenzfarbung detektiert.
Um die optimale Graustufe fiir das jeweilige Gel zu finden, wurde die bestmdgliche

Spannung fiir jeden Scan gewahlt.
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Abbildung 9 Exemplarisches Bild des 2-DE-Gel-Scans mit blaumarkierten signifikanten Proteinspots fiir
den Vergleich Kontrollgruppe gegen Kolonkarzinom. Die Proteine wurden nach ihrem isoelektrischen
Punkt (pI) und ihrer molekularen Masse (Mr) in Kilodalton (kDa) aufgetrennt. Blau markierte Spots
wurden mittels eines Spot-Picking-Roboters ausgestanzt.

3.2.4 Auswertung und Statistik der 2-D DIGE Gele

Insgesamt wurden 12 Gele mit 24 Proben eingescannt und mit dem
Bildanalyseprogramm Progenesis SameSpots v. 4.1. ausgewertet. Inhalt der Analyse
war die Proteinspot-Detektion, Background-Subtraktion und relative Quantifizierung.
Progenesis SameSpots ermoglichte es, einen computerbasierten Gelvergleich

durchzufiihren. Die statistische Auswertung mittels integrierter Varianzanalyse konnte
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nach der Spotdetektion aller Gele derselben Gruppe (hier Kontrolle, Friih- und

Spétkarzinom) erfolgen.

Aufgrund der einfachen Umsetzung stellt die Principal Components Analyse (PCA)
eine weit verbreitete Methode zur Dimensionsreduktion und Visualisierung von Daten
dar. Sie bietet eine Moglichkeit, die Datenmenge auf ein gewiinschtes Mal zu
reduzieren. Dies bildet die Grundlage fiir das Anwenden von Klassifikationsverfahren
und erleichtert die anschlieBende Erkennung von Mustern (Jolliffe 2002).

Anhand des statistischen Analysetools der PCA konnten die Beziehungen der
unterschiedlichen Proben grafisch dargestellt werden. Die in den Graphen abgebildeten
Daten lieBen sich in direktem und indirektem Vergleich sowie supervised und
unsupervised darstellen. Dabei entsprach jeder Punkt dem gesamten Expressionsprofil
aller differenziell exprimierten Proteine einer Probe. Je nach Expressionswert nahm
dieser Punkt eine bestimmte Position in dem Graphen ein. Des Weiteren zeigten die
PCA-Graphen an, ob sich Ausreiler in den Daten befanden und ob die zu den
jeweiligen Versuchsbedingungen passenden Daten Cluster bildeten. In dem Abschnitt
,Ergebnisse’ wurden der Dreigruppenvergleich (Kontrolle versus Frithkarzinom versus
Spatkarzinom) und der Zweigruppenvergleich zwischen der Kontrollgruppe und der
Friihkarzinomgruppe als PCA dargestellt. Alle signifikanten Spots wurden nachfolgend
mittels eines Spot-Picking-Roboters (Ettan Spot Picker) ausgestanzt.

3.2.5 MALDI-Massenspektrometrie

MALDI (matrix-assisted laser-desorption ionization) dient der Strukturaufklarung bzw.
Proteinidentifikation. Mit der Entwicklung schonender Ionisationsverfahren (Karas und
Hillenkamp 1988; Karas et al. 2000) wurde es erstmals mdglich, vollstindige Proteine
aus der kondensierten oder fliissigen Phase ins Vakuum eines Massenspektrometers zu
iiberfiihren. Die Technik eroffnete die Analyse von Substanzen in einen Massenbereich
von iiber 100 kDa bei einem minimalen Probenbedarf. Das MALDI-Time-of-Flight
(TOF)-Massenspektrometer besteht aus drei Hauptkomponenten (Abb. 10): 1. Der
Ionenquelle, die mit Hilfe eines Lasers die Molekiile mobilisert und ionisert, 2. einer
Massenanalysatoreinheit zur Massenbestimmung, Selektierung und Fragmentierung der
Ionen sowie 3. der Detektoreinheit, die lonen registriert und diese in einem elektrischen

Signal in Form eines Massenspektrums graphisch darstellt.
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Abbildung 10 Schematische Darstellung der MALDI-TOF. Analyten mit einer groferen molekularen
Masse benétigen eine ldngere Zeit zum Durchqueren der feldfreien Flugstrecke. A: Probentrdger setzt
sich zusammen aus Matrix und Untersuchungsgut. B: Im Schritt der lonisierung 16sen sich die ionisierten
Analytmolekiile aus dem Tréger. C: In der Beschleunigungselektrode werden die Ionen in einem
elektrischen Feld beschleunigt. D: In einer feldfreien Driftstrecke héngt die Geschwindigkeit der Ionen
vom Masse-Ladungs-Verhiltnis ab. E: In dem Time-of-Flight-Detektor wird die Flugzeit der Ionen
aufgezeichnet (Modifiziert nach A Practical Guide to Instrumentation, Methods und Applications, F.
Hillenkamp, J. Peter-Katalinic, 2007).

Bei der MALDI-Priparation wurde der Analyt mit einem Uberschuss einer
niedermolekularen organischen Verbindung, der sogenannten Matrix, auf einem
MALDI-Probenteller kristallisiert. Dieser wurde nach Einbringen in die Ionenquelle des
Massenspektrometers im Hochvakuum mit kurzen Pulsen (3 ns) eines Lasers bestrahlt.
Das Prinzip der MALD-Ionisation basierte auf der Absorption von Laserenergie durch
eine HCCA- (0-Cyano-4-hydroxyzimtsdure) Matrix und einer dadurch ausgeldsten
explosiven Ablation einer diinnen Oberflichenschicht. In deren Verlauf wurden neben
Matrixmolekiilen auch ionisierte Analytmolekiile freigesetzt und in die Gasphase
iiberfiihrt (Abb. 10 Abschnitt A und B).

Die Ionen wurden nach ihrer Freisetzung in einem elektrischen Feld beschleunigt (Abb.
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10 Abschnitt C) und im angeschlossenen TOF-Analysator nach ihrem Masse-
Ladungsverhiltnis aufgetrennt. Das Prinzip der Flugzeitmessung basiert auf der
Bestimmung der Flugzeit von Ionen auf einer feldfreien Flugstrecke. Nach der
Beschleunigung wurden die Ionenpakete widhrend des Fluges in einem evakuierten
Flugrohr in Abhédngigkeit ihres Masse-Ladungsverhéltnisses aufgetrennt (Abb. 10
Abschnitt D). Protein-lonen mit einem geringeren Gewicht erreichten als erste die
Detektionsplatte und schwere folgten spiter. So konnte bei dem Auftreffen der Ionen
auf die Detektionsplatte ein elektrisches Signal in Form eines Massenspektrums erzeugt

werden.

Zur Extraktion der Peptide aus den Gelstiickchen der 2-D DIGE wurde auf die jeweilige
Probe 1% TFA pipettiert und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Direkt nach der
Gewinnung wurden 4 pl der extrahierten Peptide auf das Prespotted AnchorChip
MALDI Target (BRUKER Daltonics, USA) pipettiert. Nach Antrocknen bei
Raumtemperatur kam das MALDI Target zur Vermessung in das UltraflexFlex
TOF/TOF Massenspektrometer (BRUKER Daltonics, USA). Die Proben wurden im
Automatik-Modus mit 25 kV Beschleunigungsspannung im positiven lonenmodus
vermessen. Zur Analyse der generierten Proteinspektren wurde die Datenbank

SwissProt mit der humanen sub-Datenbank herangezogen.

3.2.6 Ingenuity Pathway Analyse (IPA)

Die Ingenuity Pathyway Anlayse (IPA) ist eine hdufig genutzte vergleichende
Datenbank und Software basierend auf der Ingenuity Pathways Knowledge Datenbank
(IPKD). Die IPA bietet die Mdglichkeit, die Beteiligung von signifikant unterschiedlich
exprimierten Genen und/oder Proteinen an bereits bekannten Stoffwechselwegen und
Proteinnetzwerken darzustellen. Mit der Eingabe der Daten der zuvor mittels
Massenspektrometrie identifizierten Proteinen in das IPA-Programm liefen sich
wertvolle Ansdtze zur Funktionsanalyse finden, um die biologischen Zusammenhinge
der experimentellen Daten zu verstehen. Die Proteindaten wurden in das Programm
geladen und mit der IPKD sowie der Kyoto Encyclopddie of Genes and Genomes
(KEGG) auf deren biologische Funktionen und Interaktionen mit anderen Proteinen und
Stoffwechselwegen verglichen.

Die IPA ermittelt somit Gruppen von Proteinen, die zusammen durch direkte oder

indirekte Interaktionen untereinander Netzwerke formen. Diese Netzwerke konnen
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anhand eines Scores eingeordnet und verglichen werden. Dieser Score beschreibt als
numerischer Wert die Zufallswahrscheinlichkeit, mit der Proteine in einem
gemeinsamen Netzwerk auftauchen. Die Bewertung beriicksichtigt die Anzahl der
netzwerkfdhigen Proteine sowie die Gesamtzahl der analysierten netzwerkfahigen
Proteine in der [PA-Datenbank. Die Bewertung ist kein Hinweis auf die Qualitdt oder
biologische = Relevanz ~ des  Netzwerks. Es  berechnet lediglich  die
Zufallswahrscheinlichkeit zwischen dem Netzwerk und seinen netzwerkfdhigen

Molekiilen.

3.2.7 Validierung mittels Western Blot

Zum Nachweis der Enzym-Antigene wurde ein Immunotest angewandt, der auf dem
Einsatz zweier verschiedener Antikorper beruht. Ein an den zweiten Antikorper
gekoppelter Fluoreszenzfarbstoff sorgte fiir die Sichtbarmachung des Antigens, welches
an das entsprechende Protein gebunden hat.

Zunichst wurde die Proteinkonzentration bestimmt, um die gewiinschte Proteinmenge
anschlieend mit dem Probenverdiinnungspuffer (TBS-Puffer) zu verdiinnen. Alle
Proben wurden 1:1 mit Laemmli-Puffer und Mercaptoethanol verdiinnt. Danach wurden
die Proben bei 95 °C 5 min, darauffolgend 5 min lang bei 4°C inkubiert und
anschlieBend 2 min bei 10000 x g zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die
Kammern vorbereitet und mit den Gelen bestiickt. Der Kammereinsatz wurde mit
Laufpuffer befiillt. Die Proben wurden in die Geltaschen pipettiert und fiir 40 min bei
200 V aufgetrennt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fiir 10 min mit
Blotpuffer aquilibriert. Die Hybond-LFP-Membran wurde 20 sec. in 100%igem
Methanol aktiviert. In das Trans-Blot Turbo Blotting System wurde zunéchst in der
ersten Lage ein Filterpapier eingefiigt, auf welches die zuvor dquilibrierte Membran
gelegt wurde. Auf diese Lage wurde das Gel appliziert; abschlieBend wurde darauf
erneut eine Lage Filterpapier gegeben (Abb. 11). Dieser Blot lief mit 25 V fiir 30 min.
Wihrenddessen wurden pro Gel je 2 Falcons mit 10 bzw. 35 ml Blockierungsreagenz
befiillt. Nach dem Lauf wurde die Membran direkt in Blocking-Reagenz gegeben. Die
Inkubation fand fiir 60 min bei Raumtemperatur und abgedunkelt auf einem Schiittler

statt.

39



Deckel des Trans-
Blot Turbo Blotting
Systems

Filterpapier

- LR [ 1

Aguilibrierte Membran

Filterpapier

Boden des Trans-
Blot Turbo Blotting
Systems

Abbildung 11 Schematischer Aufbau des Western Blots im Trans-Turbo Blotting System (Modifiziert
nach Handbuch Trans-Blot Turbo Blotting System von Bio-Rad, Katalognummer 170-4155).

Der Primédrantikdrper wurde in 10 ml Blocking-Reagenz verdiinnt. Danach wurde die
Membran mit dem Primérantikorpergemisch fiir 1,5 h lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur inkubiert. Diese wurde drei Mal mit Waschpuffer gereinigt und im
Anschluss vier Mal fiir 5 min auf dem Schiittler mit Waschpuffer gewaschen.

Der Sekundirantikérper wurde 1:2.500 in 35 ml Blocking-Reagenz verdiinnt, zu der
Membran gegeben und fiir 1 h lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur auf dem Schiittler
inkubiert. Die Gele wurden drei Mal mit Waschpuffer, anschlieBend vier Mal fiir 5 min
mit Waschpuffer auf dem Schiittler belassen und danach noch drei Mal mit TBS-Puffer
gewaschen. Die Membran wurde auf ein Filterpapier gelegt und lichtgeschiitzt bei 37°C
mindestens 1 h getrocknet.

Die Detektion fand im Fluoreszenz-Scanner Typhoon FLA 9000 statt. Mit dem
Software-Analyseprogramm ImageQuant TL wurden die durch die unterschiedlichen
Proteine erzeugten Banden auf den Membranen ausgewertet. Das Programm erstellte
Histogramme, die es erlaubten, das gesamte Volumen der aufgetragenen Probe iiber die
Bandenbreite und die Fliche zu berechnen. AnschlieBend wurde das Volumen der
Bande des jeweiligen Proteins gemessen und gegen das Volumen von GAPDH
normalisiert. Zur Bestdtigung der Ergebnisse des ausgewéhlten Kollektivs der 2-D
DIGE wurde ein neues Patientenkollektiv fiir die Validierung mittels Western Blot

angelegt (Tab. 4). Der Western Blot wurde mit Hintergrundsubtraktion (Rolling Ball)
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durchgefiihrt.  Ein  schematisierter =~ Ablauf der 2-D  DIGE  basierten

Proteinexpressionsstudie findet sich in Abbildung 12.

Protein

Sample
Denaturierung & RRUIIE T )
Protembestlmmung : -~y ="
SDS-PAGE  —~ g‘:_ %
S e
Probenkollektiv: *
12 Kontrollen

Multiplex-Fluoreszenz Zweidimensionale

7 Frithkarzinome Gelelektrophorese
5 Spétkarzinome

Probenidentifikation Automatisiertes Spot-Picking Computerbasierter Gelvergleich
mittels (,matching‘) und Auswertung
Massenspektrometrie 2-DE Ergebnisse der drei Gruppen mit

SameSpot® software ausgewertet, gefolgt von
einer “principal component analysis (PCA)”

Ingenuity Pathway - Validierung mittels
Analyse Western Blot

Abbildung 12 Schematisierter Ablauf der 2-DE basierten Proteinexpressionsstudie. Von den Schritten
der Probenauswahl, iiber die Aufbereitung der Proben, bis zur Multiplex-Fluoreszenz Gelelektrophorese
mit anschlieBendem computerbasierten Gelvergleich. Fiir die Probenidentifikation mittels MALDI-
Massenspektrometrie wurden die einzelnen Spots von einem Spot-Picking-Roboter aus den Gelen
ausgestanzt. Die Validierung der Proteinspots wurde mittels Western Blot durchgefiihrt.
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3.2.8 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden durch Prof. Dr. Timo Gemoll supervidiert. Die
Daten aus der 2-D DIGE Protein-Expression-Analyse wurden mittels der Progenesis
SameSpot Software auf Unterschiede in dem Proteingehalt gepriift, aufgeteilt und lieen

folgende Gruppenvergleiche zu:

1- gesunde Kontrollgruppe vs. Gruppe Frith-Karzinom vs. Gruppe Spit-Karzinom
2- gesunde Kontrollgruppe vs. Gruppe Karzinome (Friih- und Spét-Karzinome)

3- gesunde Kontrollgruppe vs. Gruppe Frith-Karzinom

4- gesunde Kontrollgruppe vs. Gruppe Spit-Karzinom

5- Gruppe Friith-Karzinom vs. Gruppe Spat-Karzinom

Nach der Spotdetektion wurden alle Gele aus derselben Gruppe zusammengefasst. Aus
samtlichen Gruppenvergleichen wurden unterschiedlich exprimierte Spots ermittelt. Zur
Bestimmung der signifikanten Unterschiede unter den Gruppen wurde diese in Zwei-
Gruppenvergleichen mittels Student’s #~Test und in Drei-Gruppenvergleichen iiber eine
l-seitig integrierte Varianzanalyse (one-way ANOVA) analysiert und verglichen.
Proteine ab einem p-Wert von < 0,05 wurden als signifikant beriicksichtigt. Um
Clusterbildung zu kontrollieren, wurden die Daten durch eine principal component

Analyse (PCA) liberpriift.

Die statistischen Daten der Western Blot Analyse wurden mittels IBM SPSS Statistics
v22 und GraphPad PRISM v5.04 Software ausgewertet. Die Daten des Zwei-
Gruppenvergleiches wurden durch einen Mann-Whitney U-Test berechnet. Auch hier
wurden p-Werte < 0,05 als signifikant erachtet. Die Aufteilung in gesunde Kontrollen
oder Patienten mit KRK im Friihstadium basierte auf der maximalen Sensitivitit oder

Spezifitit, welche durch die Nutzung einer ROC Kurve errechnet wurde.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Unterschiede im Thrombozytenproteom von Kontroll- und

Kolorektalkarzinom-Patienten in friihen und spéten Stadien

Zur Bestimmung der Proteinunterschiede in Thrombozyten zwischen Patienten mit
KRK im frithen und spiten Stadium und einer gesunden Kontrollgruppe wurde das
gesamte Proteom der Thrombozyten mit Hilfe der 2-D DIGE analysiert. Nach der
digitalen Auswertung der 2-D DIGE Gele wurden insgesamt 177 Spots detektiert, die
im Vergleich mit dem Mittelwert der Kontrollproben entweder eine hoéhere oder

niedrigere Expression reflektierten (Abb. 13).

200 kDa — . = g
= =P . e
e A ]
" '.. 5 @ ’ —_ d — N RP—
Q ? - T .‘ . - >
-JO-
‘ »
Mr ‘ ‘o~ 3 * . o
.
10 kDa
4 pI 7

Abbildung 13 Zweidimensionale, fluoreszenzgefarbte Darstellung eines Thrombozytenproteoms. Aus
dem Vergleich gesunde Kontrollgruppe vs. Gruppe Friih-Karzinom vs. Gruppe Spit-Karzinom zeigt die
Abbildung in den blauen Markierungen die Darstellung von 39 differentiellen Spots auf einem
reprasentativen Gel. Ziel des Vergleichs war es festzustellen, inwiefern sich das Proteinexpressionsmuster
bei unterschiedlichem Krankheitsstatus verdndert. Dazu wurden die 24 Proben in jeweils
unterschiedlicher Aufstellung der Gruppen miteinander verglichen. Die schwarz visualisierten Spots
stellten die einzelnen Proteine bzw. deren Modifikationen oder Proteinfragmente dar. Die nach der
Auswertung von Progenesis Samespot unterschiedlich exprimierten Spots wurden von einem Spot-
Picking-Roboter ausgestanzt.

Die Spots einer Probe wurden der entsprechenden klinischen Gruppe zugeordnet und
anschliefend verglichen. Der Vergleich geschah mittels einer computergestiitzten
Analyse, der principal components analysis (PCA). Diese gab Aufschluss iiber die
Vergleichbarkeit der analysierten Proben. Es wurden die in Abschnitt 3.2.8.
aufgefiihrten fiinf Gruppenvergleiche durchgefiihrt. Die Anzahl signifikant

unterschiedlich exprimierter Proteine je Gruppenvergleich ist in Abbildung 14
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visualisiert: 39 Proteine waren zwischen den Kontrollen und KRK-Patienten im frithen
Stadium und KRK-Patienten im spiten Stadium, 35 Proteine zwischen den Kontrollen
und KRK-Patienten, 23 Proteine zwischen den Kontrollen und KRK-Patienten im
frithen Stadium, 44 Proteine zwischen Kontrollen und KRK-Patienten im spiten
Stadium und 36 Proteine zwischen den KRK-Patienten im frithen Stadium und KRK-

Patienten im spaten Stadium signifikant unterschiedlich exprimiert.

n=23 n=36
Kontrollen Friithkarzinom Spétkarzinom
A \ ) A
1
)
n =35
n=44
< >
n =39

Abbildung 14 Anzahl signifikanter Proteine in den unterschiedlichen Gruppenvergleichen.

4.1.1 Dreigruppenvergleich Kontrolle versus Friih- versus Spéitkarzinom

Insgesamt wurden 1im Dreigruppenvergleich Kontrolle versus Frith- versus
Spétkarzinom aus jeder der 24 Patientenproben 39 Proteinspots mit unterschiedlichem
Expressionsmuster detektiert (Abb. 14). In Abbildung 15 ist die PCA fiir den
Dreigruppenvergleich dargestellt. Diese zeigt 24 Punkte in den Farben rosa, blau und
lila, die jeweils eine Patientenprobe darstellen. Jeder Punkt vereint die Expressionsdaten
aller 39 signifikanten Proteine einer Probe. Die Punkte mit der gleichen Farbe bilden
jeweils eine der Gruppen. Anhand der Daten ldsst sich eine deutliche Separation der

drei Gruppen grafisch darstellen.
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Abbildung 15 Ergebnisse der PCA unterschiedlich exprimierter Proteine (grau) der 24 Patientenproben.
Jeder Punkt vereint die Expressionsdaten aller 39 signifikanten Proteine einer Probe. (rosa:
Kontrollgruppe; lila: Spatkarzinom-Patienten; blau: Frithkarzinom-Patienten).

Die Prozentzahl der einzelnen Komponenten betrégt fiir Principal Component 1 27,0 % und fiir Principal
Component 2 15,5 %. In den zwei Komponenten konnen somit 42,4 % der Informationen, die die 39
Proteine des Vergleiches beinhalten, dargestellt werden.

Bedingt durch die drei Gruppen des Vergleiches und die unterschiedlichen
Expressionslevel der Proteine ergaben sich insgesamt sechs Expressionsmuster (siche

Tabelle 8 im Anhang):

(1) Das hochste Expressionsniveau zeigte die Gruppe der Spitkarzinome, ein geringeres
Expressionsniveau zeigten Proteine der Gruppe Frithkarzinome und das geringste
Expressionsniveau zeigten Proteine der Kontrollgruppe. Dieses Expressionsmuster
zeigten ingesamt acht der 39 Proteine.

(2) Das hochste Expressionsniveau zeigten Proteine der Gruppe Friihkarzinom, gefolgt
von Proteinen der Gruppe Spdtkarzinom und abschlieBend denen der Kontrollgruppe.
Zwei der 39 Proteine folgten diesem Expressionsmuster.

(3) Das hochste Expressionsniveau zeigte ein Protein der Kontrollgruppe, ein geringeres
Expressionsniveau zeigte dieses Protein in der Gruppe Spitkarzinom und die geringste
Expression zeigte es in der Gruppe Friihkarzinom. Nur ein Protein zeigte dieses
Expressionsmuster.

(4) Das hochste Expressionsniveau zeigten Proteine der Gruppe der Spitkarzinome,
gefolgt von Proteinen der Kontrollgruppe und abschlieBend denen der
Friihkarzinomgruppe. Ingesamt 14 Proteine wiesen dieses Expressionsmuster auf.

(5) Das hochste Expressionsniveau zeigten Proteine der Kontrollgruppe, gefolgt von
Proteinen der Frithkarzinomgruppe bis zu denen der Spitkarzinomgruppe. Elf Proteine

zeigten dieses Muster.
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(6) Das hochste Expressionsniveau zeigte die Gruppe der Frithkarzinome, ein geringeres
Expressionsniveau zeigten Proteine der Kontrollgruppe und das geringste
Expressionsniveau zeigten Proteine der Gruppe der Spitkarzinome. Diesem

Expressionssmuster folgten drei Proteine.

Die Verbildlichung eines hoheren Expressionsniveaus in KRK-Patienten im Vergleich
zur Kontrollgruppe ist Abbildung 16 zu entnehmen. Diese zeigt eine niedrigere
Proteinexpression  eines  beispielgebend ~ gewéhlten Spots #1148  im
Dreigruppenvergleich. Die Expression dieses Proteins stieg von der gesunden
Kontrollgruppe tiber die Gruppe Friihkarzinom hin zur Gruppe Spétkarzinom deutlich

an.

6.68e-002(+0.1)

| -8.95e-002(0.16)
-1.19e-001(+0.12)

Kontrollen Kolon {frueh) Kolon (spaet)

Abbildung 16 Reprisentatives Proteinexpressionsprofil von Proteinspot #1148 (a) und (b). Hier ist ein
hdheres Expressionsniveau in den Proben der Gruppe Friihkarzinom und Spitkarzinom festzustellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe (rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spatkarzinom
Patienten). In (b) zeigt sich die Zunahme des normalisierten Volumens von der Kontrollgruppe bis zur
Spatkarzinomgruppe.
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4.1.2 Zweigruppenvergleich Kontrolle versus Kolonkarzinom

Im Zweigruppenvergleich Kontrolle versus Kolonkarzinom (Vergleich 2.) wurden
mittels 2-D DIGE 35 Proteine erkannt, die in einer signifikant unterschiedlichen
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe vorlagen (Abb. 14). Die anhand des
Expressionsmusters dieser Proteine errechnete PCA zeigte zwei trennbare Gruppen
(Abb. 17). Von den 35 Proteinen zeigten 27 in der Gruppe Kolonkarzinom im Vergleich

zur Kontrollgruppe eine geringere und 8 eine hoherr Expression.

Principal Components Analysis
0.8

11.14%

06

04

0.2

0.0

-0.2

Principal Component 2

-0.4
-0.6

-0.5 -04 -03 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 03 04 0.5 06

Principal Component 1
3217%

Abbildung 17 PCA basierend auf den 35 signifikant unterschiedlich exprimierten Proteinen (jeweils grau
dargestellt) der 24 Patientenproben der Gruppe Kontrolle versus Kolonkarzinom (blau: Kolonkarzinom;
rosa: Kontrollgruppe). Die Prozentzahl der einzelnen Komponenten betrégt fiir Principal Component 1
32,2 % und fiir Principal Component 2 11,1 %. In den zwei Komponenten kdnnen somit 43,3 % der
Informationen, die die 35 Proteine des Vergleiches beinhalten, dargestellt werden.

4.1.3 Zweigruppenvergleich Kontrolle versus Friihkarzinom

Anhand der 2-D DIGE wurden fiir den Vergleich Kontrolle versus Friihkarzinom 23
unterschiedlich exprimierte Proteine detektiert (Abb. 14). In der PCA (Abb. 18) des
Vergleichs Kontrolle versus Friihkarzinom ist ebenfalls eine eindeutig grafische
Abgrenzung der beiden Gruppen zu erkennen. Basierend auf den signifikant
unterschiedlich exprimierten Proteinen gibt dies einen eindeutigen Hinweis auf
deutliche Unterschiede im Proteinexpressionsmuster von gesunden Personen und denen
mit einem frithen KRK. Von den 23 Proteinen zeigten 13 in der Gruppe Friihkarzinom
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere und 10 Proteine eine hohere

Expression.
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Abbildung 18 PCA basierend auf 23 signifikanten Spots in dem Zwei-Gruppen-Vergleich Kontrolle
versus Frithkarzinom (blau: Frithkarzinom Patienten; rosa: Kontrollgruppe). Die Prozentzahl der
einzelnen Komponenten betragt fiir Principal Component 1 44,1 % und fiir Principal Component 2 9,2 %.
In den zwei Komponenten kdnnen somit 53,3 % der Informationen, die die 23 Proteine des Vergleiches
beinhalten, dargestellt werden.
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In Abbildung 19 ist das Expressionsvolumen exemplarisch fiir den Spot #818 aus den 12
Proben der Kontrollgruppe im Vergleich zu den sieben Proben der Gruppe
Frithkarzinom dargestellt. Zu erkennen ist, dass die Expression dieses Proteins in der

Kontrollgruppe niedriger exprimiert ist als in der Gruppe der Frithkarzinome.

( a) Kontrollen Kolon (frueh)

(b)

5.75e-002(+7.07e-002)

' -9.38e-003(:4.53e-002)

Kontrollen Kolon (frueh)

Abbildung 19 Reprisentatives Proteinexpressionsprofil von Proteinspot #910. Die unterschiedlichen
Darstellungen verdeutlichen einen hoheren Expressionsstatus des Proteins fiir die Gruppe Frithkarzinom
im Vergleich zu der Kontrollgruppe. (a) zeigt die exemplarische Zunahme der Proteinkonzentration als 3-
D grafische Darstellung. (b) stellt den Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang dar
(rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten).
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4.1.4 Zweigruppenvergleich Kontrolle versus Spitkarzinom

Mittels 2-D DIGE konnte festgestellt werden, dass 44 Proteine des
Thrombozytenproteoms bei KRK-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
unterschiedlich exprimiert waren. Eine deutliche Differenz zwischen den beiden
Gruppen lieB3 sich mittels PCA grafisch darstellen (Abb. 20). Von den 44 Proteinen
zeigten sich 25 in der Gruppe Spitkarzinom im Vergleich zur Kontrollgruppe niedriger

in ihrer Expression. Die restlichen 19 lagen in ihrer Expression erhoht vor.

Principal Components Analysis
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Abbildung 20 PCA basierend auf den 44 signifikanten Spots des Zwei-Gruppen-Vergleichs Kontrolle
versus Spatkarzinom (rosa: Kontrollgruppe; lila: Spétkarzinom-Patienten). Die Prozentzahl der einzelnen
Komponenten betrégt fiir Principal Component 1 38,8 % und fiir Principal Component 2 10,1 %. In den
zwei Komponenten konnen somit 48,9 % der Informationen, die die 44 Proteine des Vergleiches
beinhalten, dargestellt werden.

4.1.5 Zweigruppenvergleich Friih- versus Spiatkarzinom

In dem Vergleich Frith- versus Spétkarzinom konnten 36 Proteine durch die
Auftrennung der 2-D DIGE bestimmt werden, die eine signifikant unterschiedliche
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen (Abb. 14). PCA-basierend
konnte auch hier eine grafische Trennung der beiden Gruppen ausgemacht werden
(Abb. 21). 13 der 36 Proteine stellten sich in der Gruppe Spitkarzinom im Vergleich
mit der Gruppe Frithkarzinom niedriger in ihrer Expression dar. Die iibrigen 23 zeigten
das gegenldufige Expressionsmuster mit hoherer Expression in der Gruppe der

Spétkarzinome.
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Abbildung 21 PCA basierend auf allen 36 signifikanten Spots des Zwei-Gruppen-Vergleichs Friih-
versus Spétkarzinom (lila: Spatkarzinom-Patienten; blau: Friihkarzinom-Patienten). Die Prozentzahl der
einzelnen Komponenten betrigt fiir Principal Component 1 47,8 % und fiir Principal Component 2
11,0 %. In den zwei Komponenten konnen somit 59,8 % der Informationen, die die 36 Proteinen des
Vergleiches beinhalten, dargestellt werden.

4.2 Proteindifferenzierung durch Massenspektrometrie

Auf die semi-quantitative Analyse der 2D-Gele folgte die massenspektrometrische
Identifizierung der zuvor als differentiell eingestuften Proteinspots. Hierzu wurde eine
MALDI-TOF Messung durchgefiihrt, die fiir jedes Protein ein spezifisches
Peptidspektrum erstellte. Hierfiir wurden die Proteinspots an das Institut fiir Klinische
Biochemie und Pathobiochemie des Deutschen Diabetes-Zentrums der Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf geschickt. Zum Abgleich der generierten Proteinspektren wurde

die Datenbank SwissProt mit der humanen sub-Datenbank herangezogen.

Von 177 ausgestanzten Spots aus den 2D-Gelen konnten 133 durch MALDI-TOF
identifiziert werden. Dies entsprach einer Identifizierungsrate von 75,1 % (Tabelle 5).
Im Einzelnen wurden fiir den Gruppenvergleich Kontrolle versus Frith- versus
Spitkarzinom 39 signifikante Proteine detektiert, wovon 31 identifiziert werden
konnten. Von den 31 identifizierten Proteinen folgten sechs Proteine dem
Expressionsschema (1), welches in der Auswertung der 2-D DIGE festgelegt wurde
(siche Abschnitt 4.1.1.). Ein Protein zeigte Expressionsschema (2), ein Protein wies das
Schema (3) auf, elf Proteine folgten Schema (4), zehn stellten das Expressionsschema

(5) dar und zwei Proteine folgten dem Schema (6).
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Unter den 31 Proteinen befanden sich 28 Proteine, die nur einmalig auf einem Gel
vorkamen. Diese werden im weiteren Verlauf als einmalig detektierte Proteine
bezeichnet. Es war moglich, dass Proteine auf den Gelen wiederholt vorkamen. Das
geschah z.B. durch Fragmentierung oder durch Modifikationen eines Proteins.

Der Gruppenvergleich Kontrolle versus Kolonkarzinom zeigte 35 signifikante Proteine,
wovon sich 22 identifizieren lieBen. Von den identifizierten Proteinen zeigten 17 ein
niedrigeres und fiinf eine hoheres Expressionsniveau in der Gruppe der

Kolonkarzinome. Von den 22 identifizierten Proteinen wurden 15 einmalig detektiert.

Der Gruppenvergleich Kontrolle versus Frilhkarzinom wies 23 signifikant
unterschiedlich exprimierte Proteinspots auf. 14 lieBen sich nachfolgend identifizieren
und stellten sich zudem als einmalig detektiert heraus. Davon zeigte jeweils die Hilfte
entweder eine niedrigere oder eine hohere Expression in der Gruppe der
Frithkarzinome.

Im Gruppenvergleich Kontrolle versus Spétkarzinom wurden 44 Proteine als signifikant
unterschiedlich exprimiert ermittelt, wovon nachfolgend 38 identifiziert wurden.
Hiervon zeigten sich 22 niedriger und 16 hdher exprimiert in der Gruppe der
Spatkarzinome. Aus den 38 identifizierten Proteinen wurden 32 einmalig detektiert.

Fir den Gruppenvergleich Frith- versus Spédtkarzinom konnten 36 signifikant
unterschiedlich exprimierte Proteine detektiert werden, wovon 28 identifiziert wurden.
Fiir elf Proteine zeigte sich ein signifikant niedrigeres Expressionsniveau in der Gruppe
der Spédtkarzinome, wihrend die restlichen 17 Proteine in dieser Gruppe eine erhohte
Expression aufwiesen. Unter den 28 identifizierten Proteinen fanden sich 24 einmalig

detektierte Proteine (Tabelle 5).
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Tabelle 5 Identifizierungsrate in den unterschiedlichen Gruppenvergleichen. Angegeben sind Proteine,
die zwischen den unterschiedlichen Gruppen signifikant unterschiedlich exprimiert waren.

Kontrolle vs. Friih- vs.
39 31 79,49 28 8
Spétkarzinom
Kontrolle vs. Friih- und
35 22 62,86 15 13
Spétkarzinom
Kontrolle vs.
23 14 60,87 14 9
Frithkarzinom
Kontrolle vs.
44 38 86,36 32 6
Spétkarzinom
Friithkarzinom vs.
] 36 28 77,78 24 8
Spitkarzinom
Insgesamt 177 133 75,14 133 44

Unter den identifizierten Proteinen befanden sich unter anderem Caspase 3 (CASP3),
Cofilin (CFL), Clusterin (CLU), Gluthation Synthase (GSS), Vinculin (VCL), Talin-1
(TLN1), Farnesyl Diphosphat Synthase (FDPS), Alpha Tubulin (o-Tubulin), Beta
Tubulin (B-Tubulin), Synuclein alpha (SNCA), Tumor susceptibility gene 101 protein
(TSG101), Cytokeratin (CK), Actin und Actin beta (ACTB) (Tabelle 8). Viele dieser
Proteine agieren in Stoffwechselwegen zu Zell-Zell-Kontakten oder bei der
Zellentwicklung bis hin zum Zelltod (Fiandalo und Kyprianou 2012; Lamkanfi et al.
2007; Olsson und Zhivotovsky 2011; Subauste et al. 2004). Um einen Zusammenhang
zwischen den identifizierten Proteinen zueinander und beziiglich ihrer Funktion
innerhalb der Thrombozyten herstellen zu konnen, wurde die Liste der differentiell
exprimierten Proteine nachfolgend mit Hilfe der Ingenuity Pathway Analysis analysiert.
Ausgehend von den 31 identifizierten Proteinspots des Vergleichs Kontrolle versus
Friih- versus Spatkarzinom wurden davon neun ebenfalls in dem Vergleich Kontrolle
versus Kolonkarzinom, sechs im Vergleich Kontrolle versus Friihkarzinom, 22 im
Vergleich Kontrolle versus Spétkarzinom und 16 im Vergleich Friih- versus
Spitkarzinom  beschriecben. Die deutlichste  Uberlappung war mit dem

Zweigruppenvergleich Kontrolle versus Spatkarzinom zu beobachten (Abb 22).
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Kontrolle vs.
Friihkarzinom vs.

Spitkarzinom
39
Friihkarzinom vs. m Kontrolle vs. Friih-
Spitkarzinom < \\()/ > und Spitkarzinom

36 35

Kontrolle vs. Kontrolle vs.
Spitkarzinom Friihkarzinom
44 23

Legende
<€—> Gruppen beinhalten iiberlappende Proteine

Abbildung 22 Darstellung der Uberschneidung signifikant unterschiedlich exprimierter Proteine in den
einzelnen Gruppenvergleichen. Einige Proteine kommen in mehreren Gruppenvergleichen vor, daher
kommt es zu Uberschneidungen unter den Gruppenvergleichen.

Von den 22 Proteinen des Vergleichs Kontrolle versus Kolonkarzinom zeigten sich
jeweils neun in den Vergleichen Kontrolle versus Friih- versus Spatkarzinom, Kontrolle
versus Frilhkarzinom und Kontrolle versus Spitkarzinom mit unterschiedlichem
Expressionsniveau. Fiir den Vergleich Frith- versus Spétkarzinom gab es keine
iiberlappenden Proteine. Von den 14 Proteinen des Vergleiches Kontrolle versus
Friihkarzinom ergaben sich bei dem Gruppenvergleich Kontrolle versus Friih- versus
Spétkarzinom sechs, bei Kontrolle versus Kolonkarzinom neun, bei Kontrolle versus
Spitkarzinom vier Uberschneidungen und bei Frith- versus Spitkarzinom ergab sich
eine Uberschneidung. Aus den 38 Proteinen des Vergleichs Kontrolle versus
Spétkarzinom wurden 22 in dem Gruppenvergleich Kontrolle versus Friih- versus
Spétkarzinom, neun im Vergleich Kontrolle versus Kolonkarzinom, vier im Vergleich
Kontrolle versus Friihkarzinom und 12 im Vergleich Frith- versus Spétkarzinom
beschrieben. Von den 28 identifizierten Proteinen des Vergleichs Friith- versus

Spétkarzinom kamen iiberlappend 16 Proteine im Vergleich Kontrolle versus Friih-
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versus Spatkarzinom, 12 Proteine im Vergleich Kontrolle versus Spétkarzinom und ein
Protein im Vergleich Kontrolle versus Frithkarzinom vor. Fiir den Vergleich Kontrolle

versus Kolonkarzinom ergaben sich keine Uberschneidungen (Abb. 22).
4.3 Ingenuity Pathway Analysis

Die IPA Dberechnete aus den Daten der eingespeisten Ergebnisliste der
Massenspektrometrie Netzwerke anhand einer Datenbank, der ingenuity pathways
knowledge database (IPKD). Diese Datenbank enthilt bereits publizierte Interaktionen
von anderen Proteinen oder Stoffwechselwegen. Die generierten Netzwerke zeigten die
identifizierten Proteine in einer Vielzahl direkter und indirekter Verbindungen im
Kontext aller der Datenbank bekannten Proteine und Stoffwechselwege. In Tabelle 6
wurden die unterschiedlichen Vergleiche aufgelistet, welche die wichtigsten
Interaktionen der signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine mit assoziierten

Stoffwechselwegen oder Erkrankungen aufzeigen.
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Tabelle 6 IPA Vergleiche

Zentrale
. Erkrankung und #der Molekulare und zellulire #der
= = 5 = Netzwerk -
Eeplech etk RS Stoffwechselstorung R Molekiile Funktion R Molekiile P
Kontrolle 05 . N Zell-zu-Zell Signalisierung 04 - )
) Zellschidigung und organische Immunerkrankungen 1,13E-05 - 2,11E-02 8 und Interaktion 6,11E-04 - 4 97E-02 - TLN1}
Friih- und Fonibibmngen, 36 | Entzindungsreaktionen | 1,09E-04 - 4,31E-02 3 SEREE AISO 6,11E-04 - 4,44E-02 5 Yeky
Spi — Atemwegserkrankung, : i (?rganlsatlf)n CLU|
tkarzin Kohlenhydratstoffwechsel Nieren und urologische 335E-04 - 1 43E-02 4 zelluldre Funktion und 6,11E-04 - 1,91E-02 4 GSS1
Erkrankungen Aufrechterhaltung
ische Dysfunkti Krebs 4,03E-05 - 4,24E-02 8 Zelltod 2,27E-04 - 4,71E-02 5 FDPS
Kontrolle genetische Dystunktion, Genetische Dysfunktion | 6,63E-05 - 3,65E-02 9 zellulire Verstindigung | 2,27E-04 - 2,24E-02 4 ‘
vs. neurologische Erkrankungen, 34 Neurologische CASP 3|
Friihkarzin Fehifenktionen des Skelsits und Erkrankun 6,63E-05 - 3,43E-02 5 Zellentwickl 3,18E-04 - 4,38E-02 5 s
ot der Muskeln g ,63E-05 - 3,43E- ellentwicklung J18E-04 - 4,38E- Gsst
zelluldrer Aufbau und
Organisation, zelluldre Funktion " : zelluldrer Aufbau und
-06 - 3,78E- 9 S 4E-05 - -
Kontrolle und Aufrechterhaltung, Krebs 36 Genetische Dysfunktion | 2,11E-06 - 3,78E-02 1 Ocpusiaation 1,34E-05 - 4,21E-02 13 Alpha Tubulin
VS. Beta Tubulin}
B e —
8 . y ' 25 Erkrankung 2,11E-06 - 4,49E-02 12 Zell Morphologie 3,16E-05 - 2,34E-02 11
hdmatologische Erkrankungen
Entwicklung und Funktion des
Verdauungssystems, TSG 101
Kontrolle Gewebeentwicklung, 28 Genetische Dysfunktion 1,68E-06 - 3,38E-02 18 Zellbewegung 6,00E-05 - 4,02E-02 8 c tokeratiI:T
vs. Embryonalentwicklung y Actint
thkv".' zinom zelluldrer Aufbau und ;\ fcrtitt
. Organisation, zelluldre Funktion Neurologische &
Spiitkarzinom und Aufrechterhaltung, 26 Erkrankung 1,68E-06 - 4,02E-02 10 Aellstice Avien rad 1,03E-04 - 4,90E-02 12 CFLIT
. Organisation CLU|
Entwicklungsstrung
Arzneimittelstoffwechsel,
ety 36 iy 2,39E-06 - 4,96E-02 4 Arzneimittelstoffwechsel | 9,34E-04 - 2,40E-02 3
. molekulare Biochemie Erkrankung
Friihkarzinom Criokerstin
VS. zelluldres Wachstum und %SOGC;; ]] lT
Spitkarzinom | Proliferation, zelluldrer Aufbau D tologisch
und Organisation, zellulire 13 ermatologische 4,42E-06 - 4,96E-02 9 Proteinsynthese 9,34E-04 - 2,40E-02 3
. Erkrankung
Funktion und Aufrechterhaltung

| Protein niedriger exprimiert im Vergleich zur Expression im Thrombozytenprofil bei den gesunden Kontrollproben.
tProtein hdher exprimiert im Vergleich zur Expression im Thrombozytenprofil bei den gesunden Kontrollproben.
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Die drei Netzwerke mit dem hochsten Score von 36 umfassten die Proteine aus den
Vergleichen Kontrolle versus Kolonkarzinom, Kontrolle versus Spitkarzinom und
Friih- versus Spdtkarzinom. In dem Netzwerk des Vergleichs Kontrolle versus
Kolonkarzinom waren besonders die Proteine Clusterin (CLU), Vinculin (VCL) und
Gluthation Synthase (GSS) durch ihre Verkniipfung untereinander und das
unterschiedliche Expressionsniveua auffillig. GAPDH nimmt in diesem Netzwerk eine
zentrale Rolle ein und — wenngleich nicht als signifikant unterschiedlich detektiert — ist
in einen Teil der Interaktionen eingebunden (Abb. 23 A). Diese Proteine sind vor allem
mit den Stoffwechselwegen der Zell-Zell-Interaktion und der intrazelluldren
Organisation assoziiert.

Die Proteine aus dem Zweigruppen-Vergleich Kontrolle versus Friithkarzinom bildeten
ein IPA-Netzwerk mit einem Score von 34 (Abb. 23 B). Die drei Proteine Caspase 3
(CASP3), CLU und GSS interagieren in diesem Netzwerk in Stoffwechselwegen fiir
krebsassoziierte Funktionen wie Zelltod, genetische Funktionsstérungen und

Zellentwicklung.
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Abbildung 23 A: IPA Netzwerk im Vergleich Kontrolle versus Kolonkarzinom. Drei hervorzuhebende
unterschiedlich exprimierte Proteine sind in diesen Interaktionen enthalten (CLU, VCL und GSS).
GAPDH wird hier zentral dargestellt. B: IPA Netzwerk im Vergleich Kontrolle versus Frithkarzinom.
Drei hervorzuhebende Proteine mit unterschiedlichem Expressionsniveau sind in diesen Interaktionen
enthalten (CLU, CASP3 und GSS). Rot markierte Proteine haben ein niedrigeres Expressionsniveau in
Thrombozyten bei KRK im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei griin markierte Proteine ein hdherees
Expressionsniveau in den KRK-Proben aufweisen. Weifl dargestellte Gene/Proteine wurden nicht als
differentiell exprimiert detektiert aber von IPA mit einbezogen, um bekannte Konnektivitit zu zeigen.

Die IPA des Zweigruppen-Vergleichs Kontrolle versus Spétkarzinom ergab zwei
getrennt von einander stehende Netzwerke mit einem Score von 36 und 25 (Abb. 24 A
und B). Die Proteine alpha Tubulin, beta Tubulin und SNCA sind zu
Stoffwechselwegen des zelluldren Aufbaus, zur Organisation zelluldrer Funktionen
sowie zu Krebs assoziiert. CLU ist gemdl IPA an Stoffwechselwegen von

Entwicklungsstérungen und genetischen Dysfunktionen beteiligt.

58



1@
4 Uy
A B X .
{RT;
4
LGALSZ X
BotdTubulr ‘ RT8 . .
e { % s 3
E | a0 4
\ ba > Wk
\ X !
K /\ o gFLL y
De@d— g POA3 - - |t X
ay— \_(/ z / & N BN ao
: FOS =il —1 ¥
1 ¢ IS \
S N\ St imcuuaéd ey YNA7 \/1
TUBATMBAR2nct— 1] A% ROA o % ' ‘
| ¢ A f X
7T 4P W <yt WA !
( \allot 4
OPST ) SR oD Hork e = -
\ Shae | \ \
, PHE / g Dk X { A
~ BT v !
¥ ) p | 1 / Y
T Epof ASTRY A I Haaz
| o N
'y X L £G4 w?
j el
\
T PARVE 38
2 C i ';
Riqudn TGAM (in ' _N;;_-_‘..m& v
P LY <
1 \
Eot
v v Ybesibln. vr
B TS
: - .
D Zytokin (> Transknpuonsregulator Interaktion
.
O Enzym O transmembraner Rezeptor kSsieony
—— Inhibierung
[[] Liganden abhingiger nuklearer Rezeptor @ Gruppe oder Komplex ——  Aktivierung & Inhibierung
<> Peptidase O Andere —— Translokation

Abbildung 24 A: IPA Netzwerk im Vergleich Kontrolle versus Spétkarzinom mit dem Score von 36.
Drei hervorzuhebende unterschiedlich exprimierte Proteine sind in diesen Interaktionen enthalten (Alpha
Tubulin, Beta Tubulin und SNCA). B: IPA Netzwerk im Vergleich Kontrolle versus Spatkarzinom mit
dem Score von 25. Hier ist CLU mit unterschiedlichem Expressionsstatus in den Interaktionen enthalten.
Rot markierte Proteine haben ein niedrigeres Expressionsniveau in Thrombozyten bei KRK im Vergleich
zur Kontrollgruppe, wobei griin markierte Proteine ein hoheres Expressionsniveau in den KRK-Proben
haben. Weil3 dargestellte Gene/Proteine wurden nicht als differentiell exprimiert detektiert aber von IPA
mit einbezogen, um die Konnektivitit zu optimieren.

Der Dreigruppenvergleich Kontrolle versus Friih- versus Spitkarzinom bildete zwei
Netzwerke mit einem Score von 28 und 26. Bei dem Netzwerk mit dem Score von 28
lag das Protein CLU in niedriger Expression vor (Abb. 25 A) und bildete einen
zentralen Punkt in dem Netzwerk. Ebenfalls waren Cytokeratin und Tumor
susceptibility gene 101 (TSG 101) abgebildet. Diese Proteine sind in Stoffwechselwege
der Entwicklung und Funktion des Verdauungstraktes sowie der Gewebeentwicklung
involviert. Bei dem Netzwerk mit dem Score von 26 zeigten sich die Proteine Actin,
Beta-actin (ACTB), CFL1 und F Actin in unterschiedlich starker Expression (Abb. 25
B). Sie sind an Stoffwechselwegen des zelluldren Aufbaus und Organisation sowie der

zelluldren Funktion im Sinne der Aufrechterhaltung beteiligt.
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Abbildung 25 A: IPA Netzwerk im Vergleich Kontrolle versus Friih- versus Spédtkarzinom mit dem
Score von 28. Drei deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine nehmen an den Interaktionen teil (CLU,
Cytokeratin und TSG 101). B: IPA Netzwerk im Vergleich Kontrolle versus Friih- versus Spétkarzinom
mit dem Score von 26. Hier sind vier Proteine mit unterschiedlichem Expressionstatus in den
Interaktionen enthalten (Actin, ACTB, CFLI und F-Actin). Rot markierte Proteine haben ein niedrigeres
Expressionsniveau in Thrombozyten bei KRK im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei griin markierte
Proteine ein hoheres Expressionsniveau in den KRK-Proben haben. Weill dargestellte Gene/Proteine
wurden nicht als differentiell exprimiert detektiert aber von IPA mit einbezogen, um die Konnektivitét zu
optimieren.

Im Zweigruppen-Vergleich Friih- versus Spétkarzinom ergaben sich zwei Netzwerke
mit einem Score von 36 und 13. Das Netzwerk mit dem Score von 36 zeigte die
Proteine Cytokeratin und TSG 101 mit deutlich unterschiedlichem Expressionsstatus.
Sie interagieren im Arzneimittelstoffwechsel sowie im molekularen Transport (Abb. 26
A). Im Netzwerk mit dem Score von 13 zeigte das Protein Cytokeratin eine niedrigere
Expression verglichen mit der Gruppe Frithkarzinom. Cytokeratin ist in
Stoffwechselwege von zellulirem Wachstum und Proliferation sowie zelluldrer

Funktion und Aufrechterhaltung involviert (Abb. 26 B).
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Abbildung 26 A: IPA Netzwerk im Vergleich Frith- versus Spitkarzinom mit dem Score von 36. Zwei
deutlich unterschiedlich exprimierte Proteine nehmen an den Interaktionen teil (Cytokeratin und TSG
101). B: IPA Netzwerk im Vergleich Frith- versus Spétkarzinom mit dem Score von 13. Hier ist ein
Protein mit unterschiedlichem Expressionstatus in den Interaktionen enthalten (Cytokeratin). Rot
markierte Proteine haben ein niedrigeres Expressionsniveau in Thrombozyten bei KRK im Vergleich zur
Kontrollgruppe, wobei griin markierte Proteine ein hdoheres Expressionsniveau in den KRK-Proben
haben. Weil3 dargestellte Gene/Proteine wurden nicht als differentiell exprimiert detektiert aber von IPA
mit einbezogen, um die Konnektivitit zu optimieren.

Die Auswertung der IPA zeigte die oben dargestellten zentralen Proteine aus den
Netzwerken mit den hochsten Scores (Tab. 6 und Abb. 23 — 26). Diese Proteine wurde
mit den Ergebnissen der 2-D DIGE verglichen. Die Proteine, die in den einzelnen
Gruppenvergleichen vorkamen und bei denen die Expression in den Auswertungen der
2-D DIGE und den Netzwerkanalysen iibereinstimmten, wurden fiir weitergehende

Analysen ausgewdhlt (Tab. 7).
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Tabelle 7 Proteine identifiziert mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie.

Spétkarzinom

Protein CLU VCL CASP3 CFL GSS
Spot - # 814 189 918 1148 632
Anova (p) 0,0035 0,0724 0,1640 0,3890 0,1955
Expressionsunterschied 1,50 1,24 1,14 1,24 1,11
Hochster Mittelwert Kontrollen | Kontrollen | Kontrollen | Karzinom | Karzinom
Niedrigster Mittelwert Karzinom | Karzinom | Karzinom | Kontrollen | Kontrollen
Protein pI 5,90 5,40 6,10 9,10 5,60
Protein MW 53 124 32 18 52
Chromosomenlokalisation | 8p21-p12 10g22.2 4q34 11q13 20q11.2
Expression im Vergleich ! ! ! 1 1
zur Kontrollgruppe
Expression im Vergleich
Friih- versus l T T T !
Spétkarzinom
Score 74 241 102 86 225

S g |Differenz 24 199 39 e 168
S S [Abdeckung 16 22 8 g 28
Kontrolle versus

X X X
Kolonkarzinom
Kontrolle versus Friih-

X X
versus Spitkarzinom
Kontrolle versus

X X X
Friihkarzinom
Kontrolle versus

X X

Friih- versus

Spétkarzinom

(pI = isoelektrischer Punkt, MW = Molekulargewicht, Chr = Chromosom, | = niedrigere Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe bzw. zur Gruppe Friihkarzinom, T = hohere Expression im Vergleich zur

Kontrollgruppe bzw. zur Gruppe Friihkarzinom)

CLU, VCL und CASP3 wurden als Zielproteine fiir die anschlieBende Western Blot

Validierung ausgewihlt. Die Auswahl von CLU basierte auf dessen Proteinexpression

in der 2-D DIGE und dessen Auftreten in den meisten Gruppenvergleichen: Kontrolle

versus Kolonkarzinom, Kontrolle versus Friih- versus Spétkarzinom, Kontrolle versus

Frithkarzinom und Kontrolle versus Spitkarzinom. Zudem wies CLU mit dem 1,5-

fachen den hochsten Expressionsunterschied von der gesamten Proteinauswahl auf. Die




Proteinexpression von CLU zeigte sich niedriger im Thrombozytenproteom von KRK-
Patienten. VCL wurde aufgrund seiner signifikant niedrigeren Expression in der 2-D
DIGE im Thrombozytenproteom der KRK-Patienten selektiert. Es trat in dem
Gruppenvergleich Kontrolle versus Kolonkarzinom auf. Zusédtzlich hatte VCL mit dem
1,24-fachen einen der hochsten Expressionunterschiede aufzuweisen.

CASP3 wurde ausgewidhlt, da es aus der 2-D DIGE als eines der Proteine mit
signifikanter Expression in dem Vergleich Kontrolle versus Friihkarzinom hervorging.
CASP3 besal} einen Expressionunterschied von 1,14 und lag im Thrombozytenproteom
der Patienten mit KRK in niedrigerer Expression vor. Der Gruppenvergleich Kontrolle
versus Frithkarzinom zeigte in der PCA (Abb. 18) eine klare Separation der beiden
Gruppen. Basierend auf diesen Erkenntnissen lag das Augenmerk dieser Arbeit auf

diesen Polypeptiden, die im spiteren Verlauf mittels Western Blot validiert wurden.

4.4 Validierung der Proteindaten mittels Western Blot-Analyse

Basierend auf den IPA-Analysen und ihren Funktionen wurden CLU, CASP3 und VCL
aus den 2-D DIGE/MALDI-TOF-Experimenten fiir die ersten Validierungsversuche
mittels Western Blot ausgewihlt. Unabhédngig vom ausgewihlten Kollektiv der 2-D
DIGE wurde zur Bestitigungder Ergebnisse ein neues Kollektiv fiir die Validierung
mittels Western Blot erstellt, welches 12 Patienten in der Kontrollgruppe, 5 Patienten in

der Gruppe Friih-Karzinom und 5 Patienten in der Gruppe Spit-Karzinom beeinhaltete

(Tab. 4).

Die Western Blot Daten von CLU und VCL spiegelten die Expressionslevel der aus der
2-D DIGE gewonnenen Daten in den Vergleichen Kontrolle versus Friih- versus
Spétkarzinom, Kontrolle versus Kolonkarzinom, Kontrolle versus Frithkarzinom und
Kontrolle versus Spidtkarzinom wider. Fiir den Gruppenvergleich Frith- versus
Spétkarzinom war der Expressionsstatus von CLU im Western Blot zu den Ergebnissen
der 2-D DIGE gegenlédufig. Fiir VCL stimmten die Expressionslevel in den beiden
Verfahren tiberein. Fiir CASP3 hingegen konnten die 2-D DIGE Ergebnisse im Western
Blot nicht bestitigt werden.

Die Auswertung des Bandenvolumens von CLU beim Western Blot ergab in den

Kontrollproben einen Median von 7,101 kDa. Bei der Patientengruppe mit
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Kolonkarzinom lag der Median fiir das normalisierte Volumen der Bande von CLU bei
5,257 kDa. Die Auswertung der Proben der Patientengruppe mit Friihkarzinom erfasste
einen Median von 5,540 kDa und bei der Patientengruppe mit Spétkarzinom lag der
Median bei 4,974 kDa.

In dem Vergleich Kontrolle versus Spétkarzinom lag der p-Wert bei 0,055 und
reprasentierte damit ein Expressionslevel nur knapp oberhalb der Signifikanzgrenze.
Fiir die weiteren Zweigruppenvergleiche ergab sich ebenfalls kein signifikanter Wert.
Auf alle Untersuchungsgruppen bezogen nahm die Konzentration von CLU von der
gesunden Kontrollgruppe iiber die Patientengruppe mit Frithkarzinom hin zum
Spétkarzinom tendeziell ab (Abb. 27). Fiir den Vergleich Kontrolle versus
Friithkarzinom lag das Expressionsniveau von CLU bei Patienten mit KRK im
Friihstadium leicht niedriger vor. Der Median der Friihkarzinomgruppe befand sich hier
unterhalb der Kontrollgruppe, jedoch weisen die Daten eine hohe Standardabweichung

auf. Daher fand sich fiir diesen Gruppenvergleich kein signifikanter p-Wert.

CLU
g 15
= -+
S 10
5 A
Q
I. \ 4

Kontrolle Friih- und Frithkarzinom Spitkarzinom
Spétkarzinom

Abbildung 27 Punktdiagramm des Bandenvolumens von CLU in den unterschiedlichen
Vergleichsgruppen. Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. Die horizontale Linie zeigt den Median +
Standardabweichung (SD) der jeweiligen Gruppe an. Jeder Kreis, jedes Dreieck oder Quadrant stellt das
Proteinlevel im Thrombozytenproteom fiir das jeweilige Protein in einer Patientenprobe dar. Bereich
Kontrolle: 4,288 - 9,064, Median 7,101; Bereich Friih- und Spétkarzinom: 4,237 - 11,732, Median 5,257,
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Bereich Friihkarzinom: 4,451 - 11,732, Median 5,540; Bereich Spitkarzinom: 4,237 - 7,108, Median
4,974.

Bei der Analyse der Kontrollproben fiir VCL lag der Median fiir das normalisierte
Bandenvolumen bei 41,590 kDa. Fiir die Proben der Gruppe Kolonkarzinom ergab sich
ein Median von 35,370 kDa. Die Auswertung der Proben der Gruppe Friihkarzinom
zeigte den Median bei 36,830 kDa und bei der Gruppe Spitkarzinom lag der Median bei
33,900 kDa.

Fiir die unterschiedlichen Zweigruppenvergleiche fand sich kein signifikanter Wert. In
dem Vergleich Kontrolle versus Kolonkarzinom lag der p-Wert bei 0,116, in dem
Vergleich Kontrolle versus Friihkarzinom bei 0,112 und im Vergleich Kontrolle versus
Spétkarzinom bei 0,294. Auf die Untersuchungsgruppen bezogen zeigte sich die
Konzentration von VCL ausgehend von der gesunden Kontrollgruppe in abnehmender
Tendenz (Abb. 28). Der Median der drei Karzinomgruppen lag jeweils unterhalb der

Kontrollgruppe, jedoch ist auch hier eine grof3e Streuung der Datenpunkte vorhanden.
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Kontrolle Friih- und Friihkarzinom Spitkarzinom
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Abbildung 28 Punktdiagramm des Bandenvolumens von VCL in den unterschiedlichen
Vergleichsgruppen. Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. Die horizontale Linie zeigt den Median +
Standardabweichung (SD) der jeweiligen Gruppe an. Jeder Kreis, jedes Dreieck oder Quadrant stellt das
Proteinlevel im Thrombozytenproteom fiir das jeweilige Protein in einer Patientenprobe dar. Bereich
Kontrolle: 27,845 - 60,136, Median 41,590; Bereich Friih- und Spitkarzinom: 13,019 - 60,464, Median
35,370; Bereich Frithkarzinom: 13,019 - 51,433, Median 36,830; Bereich Spatkarzinom: 15,484 - 60,464,
Median 33,900.
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Das normalisierte Bandenvolumen der Auswertung der Kontrollgruppe fiir CASP3 hatte
einen Median von 8,926 kDa. Die Proben der Gruppe Kolonkarzinom fiir CASP3
zeigten einen Median, der bei 8,043 kDa lag. Bei den Proben der Gruppe Friihkarzinom
lag der Median bei 7,578 kDa und bei der Gruppe Spétkarzinom bei 8,508 kDa. In den
Zweigruppenvergleichen fand sich kein signifikanter p-Wert. Es zeigte sich kein

Unterschied zwischen der Kontroll- und den KRK-Gruppen in allen Vergleichen (Abb.
29).
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Kontrolle Friih- und Frithkarzinom  Spiitkarzinom
Spitkarzinom

Abbildung 29 Punktdiagramm des Bandenvolumens von CASP3 in den unterschiedlichen
Vergleichsgruppen. Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. Die horizontale Linie zeigt den Median +
Standardabweichung (SD) der jeweiligen Gruppe an. Jeder Kreis, jedes Dreieck oder Quadrant stellt das
Proteinlevel im Thrombozytenproteom fiir das jeweilige Protein in einer Patientenprobe dar. Bereich
Kontrolle: 5,384 - 16,482, Median 8,926; Bereich Frith- und Spitkarzinom: 6,304 - 15,383, Median
8,043; Bereich Frithkarzinom: 6,975 - 13,790, Median 7,578; Bereich SPétkarzinom: 6,304 - 15,383,

Median 8,508.
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5. DISKUSSION

Die Bereitschaft zur Darmkrebsvorsorge mittels Koloskopie féllt aufgrund des hohen
Aufwandes zur Vorbereitung und die Unanehmlichkeiten der invasiven Diagnostik
gering aus. Die Suche nach Markern zur Friiherkennung mittels minimal-invasiver Tests
wird daher immer notwendiger (Allescher und Weingart 2019; Pox et al. 2012). Bislang
haben sich eine geringe Anzahl von anerkannten Biomarkern, wie z.B.
Prostataspezifisches Antigen (PSA), Carcinoembryonales Antigen (CEA), Cancer-
Antigen 125 (CA125) und Thyroglobulin als klinisch bedingt hilfreich erwiesen. Die
Vorteile, Blutbestandteile als Biomarker zu verwenden, sind deren leichte Gewinnung
und schnelle Verfiigbarkeit (Anderson und Anderson 2002; Bidart et al. 1999; Jacobs et
al. 2005; Sidransky 2002; Tirumalai et al. 2003). Zudem wiirde eine minimal-invasive
Diagnostik die Akzeptanz zur Vorsorge und damit die Frilherkennung von Malignomen

erhohen.

Die unterschiedlichen Blutkompartimente beinhalten Proteine und Proteinfragmente,
die durch verstirktes oder vermindertes Vorkommen zur friihen Detektion einer
malignen Verdnderung beitragen konnen. Als eine Quelle fiir Proteinbiomarker sind
Thrombozyten leicht aus dem Serum des Blutes zu gewinnen. Sie besitzen grof3es
Potential, neue Biomarker zu enthalten, da sie korpereigene Prozesse widerspiegeln
(Asghar et al. 2019; Burkhart et al. 2014a; Saluk et al. 2014). Es wird angenommen,
dass sie Informationen bei Stoffwechselverdnderung im Sinne einer modifizierten
Proteinkonstellation aufnehmen und transportieren (Burkhart et al. 2014b; Cini et al.

2015).

Ziel dieser Arbeit war es, entsprechende Proteine im Thrombozytenproteom zu
detektieren, die auf ein frithes Stadium von Darmkrebs hinweisen. Im Rahmen der
fluoreszenzbasierten 2-D DIGE wurden 133 Proteinverdnderungen in KRK-Patienten
im frithen und spéten Stadium verglichen mit Kontrollpersonen detektiert. Mittels der
im Anschluss eingesetzten Massenspektrometrie wurden unterschiedlich exprimierte
Proteine nachfolgend identifiziert. Zur Auswahl geeigneter Proteine fiir eine

weitergehende Validierung wurde eine IPA mit Netzwerkanalyse angeschlossen. Die
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Validierung der ausgewihlten Proteine fand durch eine Western Blot Analyse anhand

einer neuen Kohorte statt.

5.1 2-D DIGE ermaoglicht hohe Detektionsrate

Einen elementaren Abschnitt dieser Arbeit stellt die fluoreszenzbasierte 2-D DIGE dar,
die es ermoglicht, komplexe Proteingemische von bis zu 5.000 Proteinen aufzutrennen
(Gorg et al. 2004). Die Separation eines Proteingemisches auf einem
zweidimensionalen Gel ist eine weit verbreitete und gut etablierte Methode. Die
Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen ldsst einen sehr sensitiven, semi-quantitativen
Vergleich zweier unterschiedlicher Proben zu. Die zweidimensionale differentielle
Gelelektrophorese gilt als Goldstandard zur Charakterisierung von Unterschieden in
Proteinexpressionsniveaus (Unlii et al. 1997).

Die 2-D DIGE bietet bei der Untersuchung von Expressionsunterschieden
und -verdnderungen in biologischen Proben viele Vorteile. Sie ermdglicht die
gleichzeitige Separation von zwei Untersuchungsproben im Vergleich zum internen
Standard (IS) auf einem Gel, was zu erhohter Sensitivitidt und besseren Vergleichbarkeit
fiihrt, da ein Vergleich der einzelnen Proben iiber die einzelnen Gele hinweg mdoglich
ist und die Proben nicht paarweise pro Gel verglichen werden miissen (Alban et al.
2003). Weiterhin erleichtert sie die Identifikation der Spots und das Matching, wodurch
die Anzahl der analysierbaren Spots erhoht wird. Biologische Verdnderungen in zu
untersuchenden Proben konnen so sicher identifziert werden (Diez et al. 2010; Karp et
al. 2004). Die 2-D DIGE besitzt weitergehend die Fahigkeit, Proteine auch mit post-
translationen Modifikationen, wie z.B. Phosphylierung oder Methylierung, zu erkennen.
Hierbei entsteht eine Differenz zwischen identifizierten und einmalig detektierten
Proteinen, was in unserer Arbeit gut darzustellen war (siche Tab. 5). Das Erkennen
dieser Modifikationen ist von Vorteil, denn diese spielen hdufig eine Rolle in der
Proteinmodulation bei verdnderten Soffwechselwegen (vergleiche dazu Abb. 23 — 26)

wie z.B. im Rahmen von Karzinogenese zu beobachten ist.

Arbeiten, die das Thrombozytenproteom mittels 2-D DIGE auf Tumormarker zur
Fritherkennung von KRK untersuchten, sind bisher nicht bekannt. Daher wurden
Proteinanalysen in anderen Blutkompartimenten als Vergleich zu unseren Ergebnissen

herangezogen.
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In der Studie von Lim et al. lieBen sich mittels 2-D DIGE mit anschlieBender
Massenspektrometrie Proteine aus Serumproben von Patienten mit KRK im Friih- und
im Spatstadium mit gesunden Kontrollproben vergleichen. Hier konnten 23 Proteine
ermittelt werden, die im Vergleich zu gesunden Kontrollproben einen signifikant
unterschiedlichen Expressionsstatus aufwiesen (Lim et al. 2016). Es bestand jedoch
keine Ubereinstimmung der von Lim et al. detektierten Proteine mit den Ergebnissen

dieser Arbeit.

Anhand der 2D-DIGE konnten in unserer Arbeit allerdings ebenfalls
Expressionsschwankungen von Proteinen gefunden werden, wie in den
Gruppenvergleichen in Abbildung 13 dargestellt. Hier wurden ingesamt 177 Proteine
mit unterschiedlichem Expressionsstatus detektiert (siche Tab. 9). Da in der Literatur
die 2-D DIGE als ein vorteilhaftes Verfahren zur Proteinauftrennung und mit hoher
Reproduzierbarkeit unter Erhaltung der quantitativen Verhéltnisse beschrieben wird, ist
davon auszugehen, dass die detektierten Proteine in beiden Untersuchungen eine
klinische Relevanz besitzen. Folgende Ursachen konnten erkldren, warum keine
iiberlappenden Proteine zwischen beiden Arbeiten detektiert wurden:

- Der groBite Unterschied liegt in der Verwendung von unterschiedlichem
Untersuchungsmaterial. Lim et al. verwendeten Serumproben, wobei wir
hingegen das Thrombozytenproteom untersuchten. Das zu untersuchende
Proteinspektrum beinhaltet daher nur bedingt iibereinstimmende Proteine bzw.
Kongruenz in den Proteinschwankungen (Lim et al. 2016).

- Weiterhin kann die Untersuchungsmethode angefiihrt werden: Da die 2D-DIGE
eine hohe Anzahl an Proteinen detektieren kann, ist es mdglich, dass &hnliche
Proteinexpressionsschwankungen bestimmt wurden. Je nach Bedeutung und
Signifianz der Proteinexpressionen wurde diesen unterschiedliche Beachtung
geschenkt und moglicherweise in den folgenden Schritten (PCA, MALDI, IPA)
nicht weiter untersucht.

- In beiden Studien lésst sich die geringe Probenanzahl anfiihren, die auf eine
groBBere Probandenzahlen erhoht werden muss, um genauere Aussagen zu

treffen.
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- Des Weiteren ist zu benennen, dass bereits kleine Unterschiede in der
Priparation oder Aufbewahrung von Blutproben zu Verdnderungen der

Ergebnisse fiihren konnen (Villanueva et al. 2005).

Mit dem Ziel, neue Biomarker zur Friiherkennung des KRK zu etablieren, wurden
weitere Studien mit der Verwendung der 2-D DIGE durchgefiihrt (Alvarez-Chaver et al.
2014). Durch Chen et al. wurde anhand dieses Verfahrens eine Uberexpression von
Alpha-Enolase in Tumorgewebe von Patienten mit KRK festgestellt (Chen et al. 2011).
Weitere Studien mit selbigem Verfahren zeigten SI00A8, S100A9 und Desmin als
mogliche neue Serummarker (Kim et al. 2009; Ma et al. 2009).

Auch in diesen Studien wurde nicht das Thrombozytenproteom untersucht. Chen et al.
analysierten das Tumorgewebe, Kim et al. und Ma et al. arbeiteten Serumproteine auf.
Trotzdessen, dass unterschiedliche Untersuchungsmaterialen vorlagen, lieBen sich
Proteinexpressionsschwankungen beim Vorhandensein eines KRK mit der gleichen

Methode gut nachweisen.

5.2 Principal Components Analyse bei KRK-Patienten anhand Thrombozyten-

Proteom

Um grofle Datenmengen vergleichen zu konnen, wurde die Hauptkomponentenanalyse
(PCA) herangezogen und verschiedene Gruppenvergleiche durchgefiihrt. Auf der PCA
basierende Clusteranalysen zeigten eine eindeutige Separation zwischen den einzelnen
Gruppen (sieche Abbildungen 16, 17, 18, 20, 21). Diese Separation und die hohe Anzahl
an signifikanten Proteinen ldsst die Schlussfolgerung zu, dass sich das Thrombozyten-
Proteom durch unterschiedliche Stoffwechselprozesse bei Vorhandensein von Krebs
deutlich verdndert. Unsere Fragestellung nach dem Vorhandensein von Verédnderungen
in der Proteinzusammensetzung in Thrombozyten im friihen Stadium von Darmkrebs

konnte anhand der hier erhobenen Daten mittels PCA bestitigt werden.
5.3 Massenspektrometrie basierte Proteinprofile im Serum

Die mittels 2-D DIGE ermittelten Proteinspots wurden zur Identifikation mittels
MALDI-TOF Massenspektrometrie untersucht (siche Tab. 5). Von 177 zur MALDI-
TOF Analyse eingesandten Spots konnten 133 identifziert werden. Somit ergab sich

eine Identifizierungsrate an Proteinen durch die MALDI-TOF von 75%. In der Litertur
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sind bislang Identifzierungsraten mittels MALDI-TOF von Proben aus einer
zweidimensionalen Gelelektrophorese mit Silberfarbung von 54 % bis 80 % bekannt (Li
et al. 2016; Roblick et al. 2008). Somit war die hier generierte Identifizierungsrate im

Literaturvergleich als hoch anzusehen.

Die 133 identifizierten Proteine konnten durch Vergleich mit der SwissProt-Datenbank
sicher benannt werden. Alle in diesem Experiment identifizierten Proteine waren in
dieser Datenbank vorhanden. Proteine, die eine zentrale Rolle in der Zellproliferation
spielen, waren fiir diese Arbeit interessant und wurden weitergehend untersucht
(vergleiche Tab. 7). Die SwissProt-Datenbank liefert gemi3 Bairoch und Apweiler
bestimmte Vorteile, die sie von anderen Datenbanken unterscheidet (Bairoch und
Apweiler 2000). Dazu zédhlt die Mdoglichkeit der Anfertigung von Anmerkungen fiir
Proteine, entsprechend den Beschreibungen des Proteins durch Funktion,
posttranslationale Modifikationen, &hnlichen Proteinen und Vorkommen bei
Krankheiten. Dariiberhinaus zeigen die aufgelisteten Proteine in der SwissProt-
Datenbank eine mininale Redundanz und eine Integration mit anderen Datenbanken ist
moglich.

In der Arbeit von Zhang et al. wurde die Proteinidentifikation mittels MALDI-TOF mit
anschlieBender Datenanalyse mittels SwissProt zur Identifikation von Tumorzellen
eines KRK verwendet (Zhang et al. 2005a). Es wurde demonstriert, dass Tumorzellen
anhand der Verwendung von zweidimensionaler Gelelektrophorese mit Silberfarbung
per anschlieender Proteinbestimmung mittels MALDI-TOF sicher identifiziert werden
konnten. Der Datenabgleich mit der SwissProt Datenbank zeigte, dass die bestimmten

Proteine in wichtigen Stoffwechselwegen und Interaktionen der Karzinogene stehen.

Villanueva et. al. setzten sich in ihrer Arbeit das Ziel, neue Biomarker zur Erkennung
von Malignomen aus Blutserum mittels PCA und MALDI-TOF zu erschlieen. Sie
untersuchten Serumproteine von Patienten mit fortgeschrittenem Prostata-, Blasen- und
Brustkrebs und verglichen diese mittels MALDI-TOF mit Serumproteinen von
gesunden Kontrollpatienten. Sie konnten beschreiben, dass eine Form der Proteinprofile
bei Patienten mit o.g. Tumoren vorlag. Uberraschenderweise stellten sich die Proteine,
die als tumorspezifische Marker identifiziert schienen, als Produkte des enzymatischen
Abbaus heraus, der nach der Entnahme von Patientenserum entstand. Ob die

Proteinprofile durch das Tumorleiden hervorgerufen wurde oder durch praanalytische
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Modifikation nach Blutentnahme entstand, konnte nicht eindeutig festgestellt werden
(Villanueva et al. 2006). Die Autoren machten darauf aufmerksam, dass Fehler durch
Verdnderungen des Blutes nach Probenentnahme entstehen konnen, da
Proteinmodifikationen auch noch nach Blutentnahme ablaufen konnen. Sie wiesen
darauf hin, dass der Gebrauch von Proteaseinhibitoren und die geringste Abweichung
vom Studienprotokoll, eingeschlossen der Sammlung von Plasmaproben vermieden
werden sollte, wiirde man die von IThnen beschriebenen Proteine als klinische Biomarker

einsetzen wollen (Villanueva et al. 2005).

Weitere Studien haben gezeigt, dass sich massenspektrometrische Analysen des
Proteoms aus Blutproben fiir die Identifizierung von unterschiedlichen Proteomprofilen
eignen. Adam et al. haben Proteommuster aus Serumproben mittels oberflichen-
verstdrkter Laserdesorptions Ionisation (Surface-enhanced laser-desorption ionization =
SELDI-TOF) erstellt. Hier wurden anvisierte Proteine in den Proben an eine Oberflache
anstatt an eine Matrix wie bei MALDI-TOF gebunden, bevor sie durch den Laser
betrahlt wurden. Sie erstellten Proteommuster von 167 Patienten mit Prostatakarzinom,
77 von Patienten mit benigner Prostatahyperplasie und 82 von einer gesunden
Kontrollgruppe. Diese Daten wurde in eine Lernsoftware gespeist. Diese sollte anhand
der erlernten Muster bei einem neuen Kollektiv von 30 Patienten mit Prostatakarzinom,
15 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie und 15 gesunden Kontrollpatienten
zwischen dem Vorhandensein von Prostatakarzinom und gesundem Patientenserum
unterscheiden. Mit einer Sensitivitdt von 83%, einer Spezifitit von 97% und einem
positivem priadiktivem Wert von 96% konnte anhand dieses Verfahrens von
Patientenseren bei Vorhandensein eines Prostatakarzinom und Testseren von gesunden
Kontrollpatienten unterschieden werden (Adam et al. 2002). Auch Villanueva et al.
nutzen die Erstellung von Proteommustern aus Patientenseren mittels MALDI-TOF zur
Suche nach Biomarkern fiir unterschiedliche Tumorentititen. Sie untersuchten 106
Serumproben von Patienten mit Prostata-, Blasen- oder Brustkrebs und verglichen diese
mit gesunden Kontrollproben. Hieraus resultierten Proteinmuster, die es zulieen,
zwischen Kontrollseren und Patientenseren der unterschiedlichen Tumorentititen zu

unterscheiden (Villanueva et al. 2006).

Auch Padoan et al. untersuchten, ob Proteomanalysen mittels MALDI-TOF zur Suche

nach speziellen Biomarkern zur Fritherkennung eines Prostatakarzinoms eine geeignete
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Methode darstellen (Padoan et al. 2018). Sie wihlten diese Methode aufgrund geringer
Anforderungen an die Probenaufbereitung und dessen geringen Zeitaufwandes. In 148
Serum- und Urinproben von Patienten mit Harnwegssymptomen konnten 482
Besonderheiten im Proteom der Urinproben und 186 in Serumproben festgestellt
werden. Anhand des Vergleichs dieser Proteomunterschiede bewerteten sie die
Reliabilitit von MALDI-TOF und kamen zu dem Schluss, dass Proteomanalysen
erfolgreich ausgewertet werden konnen und reproduzierbar sind, wenn das gesamte

Spektrum der Proteomunterschiede bewertet wird.

In ihrem Review beschrieben Indovina et al. Studien, die Proteomanalysen basierend
auf Massenspektrometrie nutzten, um Proteine zu bestimmen, die als diagnotische oder
pradiktive Marker fiir ein Lungenkarzinom dienten. Indovina et al. propagierten die
massenspektrometrische Analyse als aussagekriftiges Mittel in der Proteomforschung

(Padoan et al. 2018).

5.4 Ingenuity Pathway Analyse fiir Proteinnetzwerkanalyse beim KRK

Mittels IPA wurde die Auswahl der detektierten Proteine spezifiziert, indem die
Interaktion der Proteine mit unterschiedlichen Expressionsleveln mittels iiberlappender
Netzwerke dargestellt wurde (sieche Abbildungen 23-26). Die 133 indentifzierten
Proteine konnten anhand ihrer Funktionalitit zu verschiedenen Netzwerken zugeordnet
werden. Nicht jedes Protein, das zu einem bedeutenden Netzwerk gehort, ist an
Stoffwechselwegen bzw. Erkrankungsmechanismen von Malignomen beteiligt (Tabelle
6). Daher konnte die Suche nach geeigneten Proteinen als Tumormarker weiter
eingegrenzt werden. Wir konzentrierten uns daraufthin auf die fiinf Proteine Clusterin
(CLU), Caspase 3 (CASP3), Vinculin (VCL), Cofilin (CFL) und Gluthation Synthase
(GSS). In der Literatur wird IPA hidufig herangezogen, um Biomarker fiir
unterschiedlichste Tumorentititen zu ermitteln. Entsprechende regulatorische
Stoffwechselwege konnten auch hier ausgemacht und in Verbindung mit potentiellen
Biomarker gebracht werden (Hershkovitz-Rokah et al. 2018; Liu et al. 2018a, 2018bj;
Zhang et al. 2005b).
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5.5 Western Blot

Um die Aussagekraft der Ergebnisse von 2-D DIGE und MALDI-TOF durch eine
weitere Methode zu bestdtigen, fiihrten wir eine Western Blot-Analyse durch (siehe

Abbildungen 27-29).

Die durch 2-D DIGE und MALDI-TOF bestimmten Expressionslevel fir CLU (Abb.
27), VCL (Abb. 28) und CASP3 (Abb. 29) konnten mittels Western Blot nicht
signifikant bestitigt werden, was an einer hohen Streuung der Mef3daten liegen konnte.
Lediglich eine Tendenz der Expression fiir alle drei Proteine lief3 sich iibereinstimmend
mit den Daten der 2-D DIGE verzeichnen.

Die in unserem Versuchsansatz verwendete niedrige Probenzahl konnte ein weiterer
Grund dafiir sein, dass die Western Blot-Analysen keine Signifikanz erreichte.
Strohkamp et al. konnten nachfolgend mit einer modifizierten Western Blot Methodik
die in dieser Arbeit identifizierten Proteine erfolgreich validieren (Strohkamp et al.
2017). Dort wurde anstatt des Western Blots mit Trans-Turbo Blotting System eine
multiplexe fluoreszenzbasierte Western Blot Analyse verwendet. Dabei konnte gezeigt
werden, dass CLU und CFL im Thrombotyzen-Proteom in unterschiedlicher

Konzentration bei Gesunden und KRK Patienten vorkommen.

5.6 Thrombozyten eignen sich als Marker zur KRK-Friiherkennung

Thrombozyten verdndern sich stindig und spiegeln korpereigene Prozesse wider, was
sie als Marker einzigartig und vielversprechend fiir Darmkrebsfritherkennung macht
(Burkhart et al. 2014b; Normanno et al. 2018; Saluk et al. 2014). 1965 wurde durch den
franzosischen Arzt Armand Trousseau beschrieben, dass Thrombozyten mit
Tumorzellen interagieren und entscheidend fiir den Weg der Metastasen-Bildung sein
konnen (Carrier et al. 2008; Tkushima et al. 2016). In weiteren Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass Thrombozyten an verschiedenen Wegen der Krebsentstehung
mitwirken, u.a. bei der Angiogenese, der Invasion oder beim Uberleben der
krebstragenden Zellen im Blutstrom (Gupta und Massagué¢ 2004; Jurasz et al. 2004;
Sierko und Wojtukiewicz 2004; Bambace und Holmes 2011; Goubran et al. 2014;
Mammadova-Bach et al. 2016). Da Thrombozyten bei der Metastasierung bestimmte

Proteomverdnderungen zeigen, ist es wahrscheinlich, dass sie schon in frithen Stadien
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der Krebserkrankungen wichtige Hinweise auf den Erkrankungsverlauf geben kénnen
(Beger 2013; Fiehn 2002). Daher wurde das Thrombozytenproteom in dieser Arbeit als
Suchansatz fiir potentielle Biomarker verwendet.

Das Thrombozytenproteom besitzt die Moglichkeit, potenzielle Zielproteine zu liefern,
welche mit Entstehung und Progress von malignen gastrointestinalen Erkrankungen
assoziiert sind. In  diesem  Zusammenhang  bieten = Biomarker  aus
Thrombozytenproteinen die Moglichkeit, die Darmkrebsfriiherkennung zu verbessern
(Feldman et al. 2004; Petricoin et al. 2004). Da Thrombozyten einfach zu gewinnen
sind, wiirden potenzielle Biomarker einen hohen FEinfluss auf die
Darmkrebfriiherkennung, Therapierichtlinien, Kontrolle und das Monitoring besitzen.
Derzeitige Screeningmethoden im klinischen Alltag (z. B. FOBT) besitzen eine
Spezifitdt von 78-97% und eine Sensitivitit von 65-80% (van Ballegooijen et al. 2003;
Elsafi et al. 2015; Khakimov et al. 2015). Allerdings sind diese Tests ungeniigend zur
Darmkrebsfritherkennung, da sie erst Hinweise auf einen malignen Prozess liefern
konnen, wenn der Darmkrebs bereits vorhanden ist. Daher gilt weiterhin die hohe
Ileokoloskopie als Goldstandard in der Darmkrebsfriiherkennung, obwohl diese auch
nicht vollstindig alle Krebsvorstufen erkennt und nicht regelmédfig von allen
vorsorgeberechtigten Patienten genutzt wird (Brenner et al. 2015b, 2015a; Samadder et

al. 2014).

Bislang gibt es nur sehr wenige Priventionsmoglichkeiten gegen KRK. Die These, dass
Thrombozyten eine Rolle in der Metastasierung spielen, wird auch als Ansatzpunkt fiir
die Priavention der Tumorentstehung und der Metastasierung genutzt. Zum Beispiel
bewirkt Acetylsalicylsdure (Aspirin) liber die Hemmung des Enzymes Cyclooxigenase-
2 die Vermittelung der Inhibierung der Thrombozytenaggregation. Damit ddmpft
Aspirin auch die Freisetzung von Thrombozytenproteinen, welche sich in der
Zusammensetzung bei Anwesenheit von Tumorzellen verdndern (Coppinger et al.
2007). Hier kniipfen therapeutische Ansédtze zur Chemoprevention unter anderem beim
KRK an. Bei Patienten mit kolorektalen Adenomen stellt Aspirin eine
Praventionsmethode vor maligner Entartung der Adenome dar und die regelméfige
Einnahme von ASS bei gesunden Patienten reduziert das Risiko, an einem KRK zu
erkranken (Baron 2003; Cole et al. 2009).

Eine Assoziation zwischen dem KRK im Friihstadium, den Thrombozyten und

verschiedenen Zielproteinen in den Thrombozyten kann durch die hier generierten
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Daten angenommen werden. Die Unterschiede in den Proteinleveln der unten
diskutierten Proteine bei der gesunden Kontrollpersonen und den Patienten mit KRK im
Friihstadium zeigen eine hohe Dynamik in den pathophysiologischen Prozessen. Damit
konnten diese als potentielle Biomarker zur Frithdiagnotik von KRK dienen und sollten

weitergehend untersucht werden.

5.7 Proteine

Clusterin (CLU) ist ein Glykoprotein, kommt vor allem in Epithelzellen vor und findet
sich universel. Da es in Stresssituationen auch Zell-protektiv agieren kann, ist es auch
an Stoffwechselprozessen wie der Apoptose, dem Progress von Tumorzellen und
neurodegenerativen Funktionsstérungen beteiligt (Jones und Jomary 2002; Rodriguez-
Pifieiro et al. 2012; Koltai 2014). Jones und Jomary stellten fest, dass eine hohe
Proteinexpression von Clusterin mit Tumorprogress einhergeht und eine direkte
Korrelation zwischen der Hohe des Expressionslevels und dem Fortschritt bzw. der
Aktivitdt der Tumorerkrankung besteht. Tumorzellen selbst, aber auch Thrombozyten,
konnen Clusterin freisetzen. In den Thrombozyten wird CLU in alpha-Granula
gespeichert und durch Aktivierung anhand von direktem oder indirektem Kontakt mit
der Tumorzelle und dem Blutpléttchen entlassen (Jones und Jomary 2002; Pucci et al.

2004, 2009).

In der vorliegenden Arbeit stellte sich CLU als ein Protein heraus, welches in
Thrombozyten bei Patienten mit KRK in geringerer Konzentration als in der gesunden
Kontrollgruppe vorlag. Dieses steht im Gegensatz zu den Berichten von Jones und
Jomary (Jones und Jomary 2002). Eine mdgliche Ursache hierfiir konnte eine
Modulation der Thrombozytenproteine zum Beispiel durch vermehrte Sekretion von
Clusterin aus Thrombozyten durch Aktivierung von Fibrinogenrezeptoren gewesen sein.
Diese Freisetzung konnte bereits schon in Friihstadien der Tumorentwicklung erkannt
werden.

In den Auswertungen der 2-D DIGE und der MALDI-TOF mit anschlieBender IPA
konnte CLU in der Gruppe Kolonkarzinom im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
signifikant niedriger Expression nachgewiesen werden (sieche Tab. 7). In der
Auswertung der IPA nahm CLU vor allem an Stoffwechselwegen der Zell-Zell-

Interaktion, der intrazelluldren Organisation und Entziindungsreaktionen teil (vergleiche

76



Tab. 6). Es stellte hdufig ein zentrales Netzwerkprotein mit niedriger Expression in den
Thrombozyten von KRK-Patienten dar (siche Abb. 23 A und B, 24 B, 25 A). Im
Vergleichskollektiv bei der Validierung anhand des Western-Blots zeigte das Protein
eine Tendenz niedrigerer Expression in der Gruppe der KRK-Patienten im Gegensatz zu

der Kontrollgruppe (siche Abb. 27); erreichte aber nicht das Signifikanzniveau.

In den Gruppenvergleichen Kontrolle gegen Kolonkarzinom und Kontrolle gegen
Spétkarzinom lag CLU in der Gruppe der KRK-Patienten in signifikant niedriger
Expression vor(siehe Tab. 7). In der Valdierung der Ergebnisse vom Gruppenvergleich
Kontrolle gegen Kolonkarzinom anhand des Western Blots zeigte sich CLU in den
Vergleichen in leicht niedrigerer Expression ohne das Signifikanzniveau zu erreichen.
Fiir den Vergleich Kontrolle gegen Spatkarzinom zeigte sich im Western Blot fiir CLU
der Trend zu niedrigerer Expression knapp nicht signifikant (p=0.055).

Es wurde in dieser Arbeit besonders der Expressionsstatus von CLU im Vergleich
Kontrolle gegen Friihkarzinom untersucht, um dessen Potential als potentiellen
Biomarker zur Fritherkennung zu untersuchen. CLU lag im Vergleich Friihkarzinom zur
Kontrollgruppe in den Ergebnissen der 2-D DIGE und MALDI-TOF in signifikant
niedriger Expression vor (siche Tab. 7). Das IPA-Netzwerk fiir diesen
Gruppenvergleich erreichte einen Score von 24 (siche Abb. 23B) mit CLU als zentralem
Netzwerkprotein. Diese Daten lieBen den Schluss zu, dass CLU ein potentielles
Markerprotein sein konnte, das zur Darmkrebsfriiherkennung dienen kann. Diese
Interpretation lief sich anhand der Validierung mittels Western Blot als eine Tendenz,

allerdings ohne die gewiinschte Signifikanz, darstellen.

Auch Alcaide et al. beschricben, dass CLU einen hohen Wert fiir die
Darmkrebsfriiherkennung aufweist (Alcaide et al. 2016). Es wurden Tumorzellen auf
die CLU-Proteinexpression hin untersucht, die sich entweder positiv oder negativ fiir
CLU anfiarben lieBen. In gesunden epithelialen Zellen konnte keine CLU
Proteinexpression detekiert werden, wihrend sich 16% der aller Adenome positiv fiir
CLU anférben lieBen. Bei den Karzinomzellen waren 30% der Proben positiv fiir CLU.
Hierbei wurde jeweils nur zwischen dem Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von

CLU-Proteinexpression in den Zellen der Mukosa unterscheiden. Die Hoéhe des

77



Expressionslevels schien nach Alcaide et al. keinen Zusammenhang mit dem

Tumorstadium oder dem TMN-Stadium zu haben.

Auch hier wurde kontrdr zu unseren Daten festgestellt, dass eine erhohte CLU-
Expression mit steigender Wahrscheinlichkeit eines tumordsen Geschehens assoziiert
ist. Allerdings lassen sich die Gewebeanalysen aufgrund des unterschiedlichen

Untersuchungsmaterials nur bedingt mit den Thrombozytenergebnissen vergleichen.

Zusammenfassend suggerieren diese Daten jedoch eine wichtige Rolle von CLU als
einen im Blut zirkulierenden Biomarker des KRK, der fiir weitere Studien von groBer
Bedeutung sein kann. Radziwon-Balicka et al. demonstrierten in ihrem Experiment,
dass CLU von Thrombozyten und Zellen des KRK freigesetzt werden kann. Sie
beschrieben, dass Thrombozyten die Penetranz des KRK durch Erh6hung bestimmter
Proteasenaktivitit stimulieren konnen. Dieser Effekt wurde unter anderem auch durch
CLU vermittelt. Radziwon-Balicka et al. identifizierten CLU als ein wichtiges Protein,
das von Thrombozyten wihrend der Interaktion mit Tumorzellen sezerniert wird.
Allerdings bezieht sich die Studie auf das Vorliegenen eines bereits metastasierten KRK
und die Releveanz der Thrombozyten in dem Metastasierungsprozess (Radziwon-
Balicka et al. 2014). Ubereinstimmende Berichte mit unserer Arbeit im Sinne eines
Expressionunterschiedes im Thrombozytenproteom finden sich nicht, da bislang keine
derartigen Analysen beschrieben wurden. Allerdings bestdtigen die bisherigen
Publikationen iibereinstimmend, dass CLU einen wichtigen Stellenwert in der
Tumorgenese einnimmt und geben weiterfiihrende Hinweise darauf, dass CLU als ein
Biomarker fiir KRK-Erkrankungen und fiir weitergehende Studien geeignet scheint.

Andersen et al., Pucci et al. und Redondo et al. beschrieben, dass eine {ibermaBige
Expression an CLU in Biopsien aus Mukosazellen, Adenomen und Karzinomen einen
ungiinstigen Prognosefaktor fiir Patienten mit KRK darstellt, da es mit einem
verringerten krankheitsfreien Uberleben assoziiert ist (Andersen et al. 2007; Pucci et al.
2004; Redondo et al. 2010). Dies konnte unter anderem durch ein
immunhistochemisches Scoring ermittelt werden (Kevans et al. 2009). Unsere Daten
zeigten jedoch einen niedrigen Expressionsstatus von CLU in den unterschiedlichen
Gruppenvergleichen. Unser Schwerpunkt lag jedoch in der frithen Erkennung méglicher
Veranderungen im Thrombozytenproteom. Daher wére es moglich, dass zunichst eine

niedrigere Expression von CLU im Thrombozytenproteom vorliegt, die dann im
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Krankheitsverlauf ansteigt. Weitergehende Untersuchungen in einem groBeren
Studienrahmen mit einem grofBeren Probenkollektiv wéren hierfiir wiinschenswert.
Zusammenfassend weisen die publizierten Daten darauf hin, dass CLU eine wichtige

Rolle in der Tumorgenese spielt und einen prognostischen Wert besitzt.

Vinculin (VCL) zeigte sich in der 2-D DIGE sowie der MALDI-TOF und IPA in
niedriger Expression in den Proben von KRK-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Im Vergleich Frithkarzinom gegen Spédtkarzinom war VCL in der
Gruppe der Spitkarzinome hoher exprimiert. Die Tendenz fiir die Vergleiche Kontrolle
gegen Kolonkarzinom, Kontrolle gegen Friihkarzinom und Kontrolle gegen
Spétkarznom liel3 sich in den Western Blot Analysen abbilden, jedoch nicht signifikant
validieren (siche Tab. 6 und 7, Abb. 23A und 26). In dem Vergleich Friihkarzinom
gegen Spéatkarzinom zeigte der Western Blot einen verminderten Trend im Vergleich zu
den Ergebnissen der 2-D DIGE und MALDI-TOF. Die Ergebnisse der IPA zeigten, dass
VCL ein Protein ist, welches ebenfalls wie CLU an Zell-Zell-Interaktionen und
Entziindungsreaktionen teilnimmt und dariiber hinaus eine Funktion fiir die
Zellbeweglichkeit besitzt (siche Tab. 6). Zudem spielt es auch eine Rolle in der
Kontrolle der Zellproliferation (Carisey und Ballestrem 2011).

VCL wurde bislang noch nicht eindeutig als Biomarker beim KRK beschrieben.
Allerdings wurde in der Studie von Sun und Liu festgestellt, dass VCL ein Potential als
Biomarker fiir das Kolonkarzinom besitzt. Hier stellte sich der mRNA-Level von VCL
in Metastasezellen des Kolonkarzinoms deutlich hoher dar als in urspriinglichen
Kolonkarzinomzellen (Sun und Liu 2013). Subauste et al beschrieben im Jahre 2004,
dass VCL an Schritten der Karzinogene mitwirkt; Krebszellen, die wenig VCL
aufwiesen, haben ein deutlich erh6htes Metastasierungprotential (Subauste et al. 2004).

Ob eine signifikant niedrigere Expression von VCL in Thrombozyten bei Patienten in
Friihstadien von Darmkrebs zu detektieren ist, muss ebenfalls wie CLU in groBeren

Studienprotokollen weiter evaluiert werden.
Caspase 3 (CASP3) ist ein Protein der Familie der Cystein-Asparaginsdure Proteasen

(Caspasen). Die Aktivitdit von Caspasen spielt eine zentrale Rolle in der Phase des

programmierten Zelltods. Fiir die fehlerfreie Zellentwicklung in Lebewesen sind
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Caspasen unabdingbar und geben Auskunft iiber die Schwere einer Zellschiddigung
(Lamkanfi et al. 2007). Defekte in Caspasen werden der Tumorentstehung
zugeschrieben. Wihrend der Tumorgenese kann ein erhohter Verlust der Caspase-
Funktion zu einer beeintrachtigenden Apoptose-Induktion fiihren, welches eine
Dysbalance im Zellwachstum zur Folge hat und zu vermehrtem Wachstum von
Tumorzellen fithren kann. Untersuchungen von Apoptose-Wegen mittels Caspase-
Induktion oder Reaktivierung haben neue Entwicklungsansidtze der Therapie gegen
solide Tumoren bereitgestellt. Hier wird versucht, bestehende therapeutische
Resistenzen durch Wiederherstellen vorhandener Apoptosewege zu umgehen. Bei
apoptoseinduzierenden Agenzien sieht man die Moglichkeit, unabhdngig vom
Tumormilieu den Zelltod von Tumorzellen herbeizufiihren (Olsson und Zhivotovsky
2011; Fiandalo und Kyprianou 2012). Ableitend dazu wirkt sich eine erhdhte

Expression von CASP3 negativ auf die Tumorzellentwicklung aus.

In dieser Arbeit konnte mittels 2-D DIGE und MALDI-TOF ein niedriger
Expressionsstatus von CASP3 in den Vergleichen aller Tumorgruppen gegen die
Kontrollgruppe beschrieben werden. In dem Vergleich Friihkarzinom gegen
Spatkarzinom wurde ein hoher Expressionsstatus in der Gruppe der Patienten mit

Spdkarzinom festgestellt (siche Tab. 7).

CASP3 stellte in dem IPA-Netzwerk fiir den Vergleich Kontrolle gegen Frithkarzinom
ein zentrales Netzwerkprotein dar (vergleiche Abb. 23B). Die IPA zeigte fiir diesen
Vergleich ein Netzwerk mit einem Score von 34. Proteine, die in diesem Netzwerk
beinhaltet sind, nehmen an Stoffwechselwegen der genetischen Dysfunktion und
Krebserkrankungen teil. Der Expressionslevel konnte in der nachfolgenden Validierung
anhand des Western Blots allerdings nicht validiert werden.

Da CASP3 in signifikant niedrigerer Expression in den 2-D DIGE Auswertungen
detektiert wurde und es fiir den Vergleich Kontrolle gegen Friithkarzinom ein zentrales
Netzwerkprotein darstellt, besteht die Moglichkeit, dass CASP3 turmorbedingt
supprimiert vorliegt. Obwohl es in dem Vergleichskollektiv des Western-Blots keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gab, ist es nicht sicher auszuschlieBen,

dass CASP3 eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung spielt.
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5.8 Limitationen und Ausblick

Die hier verwendeten Analysemethoden bilden einen vielversprechenden Ansatz, um
eine Fritherkennung des KRK mittels Analysen von Thrombozytenproteinen moglich zu
machen. In dieser Arbeit konnte dargestellt werden, dass CASP3, CLU und VCL beim
KRK in unterschiedlichen Expressionsleveln vorliegen. Auf diese Proteine sollte ein
starker Fokus in weiteren Untersuchungen gesetzt werden, um diese als mogliche
Marker zur KRK-Fritherkennung in der Diagnosik weiter zu evaluieren und ggfls. zu
etablieren.

Die Methodik zur Darstellung bzw. zur Verwendung der Serumproben ist anhand der
vorgestellten Daten als vielversprechend zu werten. Dennoch konnten die Ergebisse von
2 D-DIGE und MALDI-TOF nicht mittels Western Blot validiert werden, was unter
anderem an der geringen Fallzahl und der Nutzung von GAPDH als Kontrolle
(Housekeeper) liegen kann, welches selbst teilweise zentral reguliert und

unterschiedlich exprimiert werden kann (sieche Abb. 23A und 23 B).

Daher sollte fiir eine differenzierte Aussage an einer Weiterentwicklung der
Validierungsmethode bzw. an einem verbesserten Versuchssetting durch beispielsweise
Verwendung eines groBBeren Patientenkollektivs gearbeitet werden.

In weiteren Validierungsstudien mittels Western Blot sollte der Vergleich gegen das
Gesamtprotein anstatt nur gegen GAPDH stattfinden. Zu dieser Problematik wurde in
der Studie von Thacker et al. nach einer Alternative gesucht, da die Ladekontrolle
GAPDH von Probe zu Probe variieren kann. Hier wurde als optimale Firbung
,Ponceau’ beschrieben und als gute Alternative zu besonders stark vertretenen
Proteinen, wie GAPDH, ausgewdhlt (Thacker et al. 2016). Da GAPDH eine hohe
biologische Variabilitdt besitzt und auch an mehreren Stoffwechselprozess selbst aktiv
teilnimmt sowie bei Darmkrebs erhoht exprimiert werden kann, ist es als Ladekontrolle
eher als nachteilig anzusehen (Baumgartner et al. 2013; Tang et al. 2012). Entsprechend
konnten Strohkamp et al. den Versuchsaufbau weiterentwickeln, indem zu der hier
behandelten Problematik der Validierung mittels Western Blot auf die Normalisierung
des Gesamtproteins gewechselt wurde (Strohkamp et al. 2017).

Um mogliche probeninherente Einflufaktoren zu minimieren, wurde ein unabhéngiges
Patientenkollektiv fiir die Western Blot-Validierung erstellt. Die Ergbnisse stellten
deutlich heraus, dass bei dem Vorhandensein von Darmkrebs

Stoffwechselverdnderungen in Thrombozyten zu verzeichnen sind. Wenngleich sich die
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Ergebnisse mittels Western Blot in dieser Studie nicht signifikant validieren lieen, so
konnte dieses jedoch in nachgeordneten Analysen mittels eines sensitiveren Western
Blot-Verfahrens mit Normalisierung gegen das Gesamtprotein bestitigt werden
(Strohkamp et al 2017).

Ob die Moglichkeit besteht, Darmkrebsfriiherkennung auf eine Blutanalyse zu
reduzieren, ist fiir die nahe Zukunft noch nicht absehbar. Jedoch ist durch den
Fortschritt der Forschung deutlich zu sehen, dass eine KRK-Fritherkennung mittels
Blutanalyse durchaus mdglich sein konnte. Diesbeziiglich ist zu erwédhnen, dass die
gesuchten Markerproteine dieser Arbeit ein Potential zur Krebsfritherkennung
aufweisen. Einerseits ist es moglich, durch verbesserte Methodik ein einzelnes Protein
als Biomarker zu definieren, welches exakt die Stoffwechselverdnderungen bei
Darmkrebs widerspiegelt. Andererseits scheint es durchaus sinnvoll, die Gesamtheit der
Proteinverdnderungen in Thrombozyten bei KRK-Patienten zu bewerten, anhand dessen

sich eine klare Aussage zum Darmkrebsrisiko machen ldsst.
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Kontrollen Kolon

Abbildung 30 Caspase 3 (CASP3): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir CASP 3. Vergleich Kontrolle vs.
Karziom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang dargestellt (rosa:
Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spitkarzinom Patienten).
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{52e-002(+7.15e-002)

! 1 7.17e-002(:7.87¢-002)

Kontrollen Kolon (frueh) Kolon (spaet)

Abbildung 31 Caspase 3 (CASP3): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir CASP 3. Vergleich Kontrolle vs.
Frithkarzinom vs. Spéatkarzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang
dargestellt (rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spétkarzinom Patienten).
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Kontrollen Kolon

Abbildung 32 Cofilin (CFL): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir CFL. Vergleich Kontrolle vs.
Karzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang dargestellt (rosa:
Kontrollgruppe; blau: Friihkarzinom Patienten; lila: Spatkarzinom Patienten).
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Kontrollen Kolon (frueh) Kolon (spaet)

Abbildung 33 Cofilin (CFL): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir CFL. Vergleich Kontrolle vs.

Frithkarzinom vs. Spédtkarzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang

dargestellt (rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spétkarzinom Patienten).
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Kontrollen Kolon

Abbildung 34 Clusterin (CLU): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir CLU. Vergleich Kontrolle vs.
Karzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang dargestellt (rosa:
Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spitkarzinom Patienten).
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Abbildung 35 Clusterin (CLU): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir CLU. Vergleich Kontrolle vs.

Frithkarzinom vs. Spitkarzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang

dargestellt (rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spatkarzinom Patienten).
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Kontrollen Kolon

Abbildung 36 Gluthation Synthase (GSS): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir GSS. Vergleich
Kontrolle vs. Karzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang
dargestellt (rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spatkarzinom Patienten).
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Abbildung 37 Gluthation Synthase (GSS): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir GSS. Vergleich
Kontrolle vs. Frithkarzinom vs. Spétkarzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem
Zusammenhang dargestellt (rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spétkarzinom
Patienten).
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Kontrollen Kolon

Abbildung 38 Vinculin (VCL): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir VCL. Vergleich Kontrolle vs.
Karzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang dargestellt (rosa:
Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spitkarzinom Patienten).
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Abbildung 39 Vinculin (VCL): Expressionsprofil der 2-D DIGE fiir VCL. Vergleich Kontrolle vs.
Frithkarzinom vs. Spéatkarzinom. Es wird der Expressionsunterschied in logarithmischem Zusammenhang
dargestellt (rosa: Kontrollgruppe; blau: Frithkarzinom Patienten; lila: Spétkarzinom Patienten).

99



Tabelle 8 Identifizierte Proteine der signifikanten Proteinspots aus allen fiinf der 2-D DIGE Gruppenverlgeiche.

MS-M ode M S/M S-M ode -
S c C o 5 &% o 19 =|l=m 2
: ) © 5 53 -3 _ =] <= |% N | g [ PIEILIS| 0|9
3 B 8 | 5| g2 £33 s s | & |3 5 o | 5§ (3| e| 82|07 7].
& £ e | & | 2E BE 515 2 5 | § 5 | §|.|%|x|x| 8
< = = & & S £ | 8 - AR c
Q< Q<
108 ITGA6 0,0552 | 1,17 | Kontrollen | Kolon | 530 | 128 | 6,40 | 127 2q31.1 150 | 112 | 19 | 253 | 208 | 21 | x X
114 ITGA6 0,0941 | 1,16 | Kontrollen | Kolon | 536 | 128 | 6,40 | 127 2q31.1 146 | 108 | 17 | 256 | 195 | 19 | x
117 TLNI 0,0841 | 1,21 | Kolon | Pankreas | 561 | 128 | 5,70 | 271 9p13 12| 76 | 12 | 223|175 | 12
119 TLN1 0,0597 | 1,27 | Kolon | Pankreas | 5,67 | 127
189 VCL 0,0724 | 1,24 | Kontrollen | Kolon | 587 | 123 | 540 | 124 10q22.2 130 | 89 | 22 | 241|199 | 22 | x
195 HSPA4 0,3777 | 1,07 | Kolon | Pankreas | 531 | 122 | 5,00 | 95 5q31.1 135 | 80 | 29 | 186 | 123 | 31
206 UBAI 0,4360 | 1,08 | Kontrollen | Kolon | 5,65 | 121 | 540 | 118 Xpl1.23 80 | 15 | 25 [ 178 | 107 | 29 X
209 TLN1 0,1436 | 1,21 | Kontrollen | Kolon | 6,30 | 121 | 5,70 | 271 9p13 53| 8 | 8 | 164|114 | 11 | x X
214 TLNI 0,0715 | 1,32 | Kontrollen | Kolon | 6,03 | 121 9p13 20 3|8 [29] 5 |16] x
217 ITGB3 0,2577 | 1,20 | Kolon | Pankreas | 431 | 121 | 5,00 | 90 1721.32 104 | 67 | 20 | 143 | 101 | 20
220 TLN1 0,1077 | 1,28 | Kontrollen | Kolon | 6,21 | 121 9pl3 56 | 24 |13 ] 21| 3 |26 x
236 TLNI 0,2441 | 131 | Kontrollen | Kolon | 587 | 118 | 5,70 | 271 9pl3 66 | 32 | 6 [ 208|170 | 6
269 HSP90B1 0,2422 | 1,06 | Kolon | Kontrollen | 4,89 | 116 | 4,60 | 92 12q24.2-q24.3 191 | 157 | 30 | 199 | 163 | 32 X
274 HECTD3 0,5735 | 1,12 | Kontrollen | Kolon | 5,85 | 116 | 5,30 | 98 1p34.1 51|16 | 13[93 | 6 |16
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309 GSN 0,2216 | 1,11 | Kontrollen | Pankreas | 5,66 | 110 933 X
327 GSN 0,1602 | 1,09 | Kontrollen | Kolon | 6,03 | 109 | 5,90 | 86 933 138 | 93 | 27 | 289 | 243 | 27 x x | x
329 GSN 0,1659 | 1,09 | Kontrollen | Kolon | 6,13 | 109 | 5,90 | 86 933 o1 | 47 | 21 | 157 | 110 | 25 x
331 ACTB 0,6204 | 1,05 | Kontrollen | Pankreas | 5,47 | 108 | 5,20 | 42 7p22 265 | 0 | 18
343 HSP90ABI 0,0451 | 1,18 | Pankreas | Kontrollen | 5,26 | 107 | 4,80 | 83 6p12 65| 7 | 8
347 VPS35 0,1155 | 125 | Kolon Pankreas | 5,66 | 107 | 5,20 | 92 16q12 67 | 5 |16 |155| 90 | 18
349 ACTB 0,1246 | 1,28 | Kolon Pankreas | 5,78 | 106 | 5,20 | 42 7p22 85 | 0 |26 149 0 | 26 X
353 F13Al 0,0949 | 1,22 | Kontrollen | Pankreas | 6,30 | 106 | 5,70 | 83 6p25.3-p24.3 s§ | 23 | 21 | 182 | 110 | 26
356 F13Al 0,2150 | 1,32 | Pankreas | Kontrollen | 4,87 | 105 | 5,70 | 83 6p25.3-p24.3 76 | 27 | 15 | 205 | 152 | 15 x
428 | HSPAS (Tas 605) | 0,0568 | 1,12 | Kolon Pankreas | 5,70 | 95 | 5,20 | 71 11q24.1 98 | 60 | 19 | 334 | 281 | 21
455 ACTB 0,0632 | 1,10 | Kolon | Kontrollen | 547 | 93 | 5,20 | 42 7p22 04| 0 |31 |173| o | 31 x
466 LCPI 0,1950 | 1,27 | Kolon | Kontrollen | 543 | 92 | 520 | 70 13q14.3 47 | 11 | 18] 64 | 15 | 11 x
522 CCT3 0,0224 | 1,12 | Pankreas Kolon | 6,51 | 82 | 6,10 | 61 1923 112 | 68 | 29 | 188 | 131 | 29
534 FGB 0,0839 | 1,25 | Kontrollen | Kolon | 6,42 | 79 | 9,30 | 56 4q28 154 | 103 | 35 | 197 | 150 | 35
542 ACTB 03138 | 1,07 | Kontrollen | Kolon | 547 | 78 | 5,20 | 42 7022 82| o |35|219] o |35 x | x
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543 GDS1 0,4149 | 1,07 | Pankreas Kolon 537 | 78 | 5,10 | 67 4q23-q25 29 2 19 | 80 | 57 9 X X X

544 FGB 0,2019 | 1,13 | Pankreas Kolon 6,38 | 78 | 9,30 | 56 4928 51 17 | 15 | 136 | 82 | 24

545 FGB 0,0006 | 1,29 | Kontrollen Kolon 6,62 | 78 | 9,30 | 56 4928 100 | 70 | 16 | 147 | 108 | 16 | x X X X

548 FGB 0,4181 | 1,10 | Pankreas Kolon 6,67 | 78 | 9,30 | 56 4928 49 16 | 13 | 103 | 61 | 17 X

551 FGB 0,0265 | 1,26 | Kontrollen Kolon 6,71 | 77 | 9,30 | 56 4928 95 | 55 | 21 [ 123 | 69 | 21 | x X

554 FGB 0,0590 | 1,15 | Kontrollen Kolon 6,83 | 77 | 9,30 | 56 4928 229 | 197 | 47 | 326 | 281 | 50 | x

556 PDIA3 0,1813 | 1,10 | Pankreas Kolon 6,17 | 77 | 590 | 57 15q15 82 | 38 | 18 | 161 | 115 | 20

558 TRI58 0,0558 | 1,16 | Pankreas Kolon 6,25 | 77 | 5,80 | 55 75 31 16 | 88 45 16

570 PDIA3 0,1867 | 1,07 | Kontrollen Kolon 585 | 76 | 590 | 57 15q15 70 | 32 | 18 X

579 TUBA4A 0,1169 | 1,61 Kolon Pankreas | 5,59 | 74 | 4,80 | 50 2q35 110 | 54 | 24

580 SCOT1 0,2884 | 1,07 | Kontrollen Kolon 6,71 | 73 | 7,80 | 56 87 15 | 22 X X

589 CORO1A 0,4885 | 1,06 | Kontrollen Kolon 6,88 | 71 | 6,30 | 51 16p11.2 159 | 119 | 24 | 183 | 138 | 24 X

597 KRT9 0,9836 | 1,02 Kolon Pankreas | 6,17 | 71 | 5,00 | 62 17921.1-g21.2 58 9 4 X X

607 ATPB 0,0430 | 1,24 Kolon Pankreas | 4,77 | 69 | 5,10 | 56 168 | 133 | 24

608 TUBBI1 0,1256 | 1,18 | Kontrollen | Pankreas | 4,87 | 69 | 4,90 | 50 20q13.32 228 | 179 | 50 | 272 | 199 | 50

611 TUBA4A 0,4917 | 1,03 | Pankreas Kolon 527 | 69 | 480 | 50 2q35 180 | 18 | 60 | 302 | 80 | 64 X
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620 FGB 0,1789 | 1,26 | Pankreas | Kontrollen | 6,44 | 67 | 9,30 | 56 4q28 116 | 69 | 26 | 136 | 83 | 26
626 FGB 0,1348 | 1,34 | Pankreas | Kontrollen | 6,69 | 66 | 9,30 | 56 4928 53 21 15 | 104 | 49 | 19
632 GSS 0,1955 | 1,11 Kolon Kontrollen | 5,92 | 65 | 5,60 | 52 20q11.2 63 21 | 28 | 225 | 168 | 28 | x X
644 BLMH 0,0424 | 1,17 | Pankreas Kolon 6,52 | 63 | 580 | 53 17q11.2 100 | 50 | 26 | 205 | 127 | 26
649 TSG 0,7931 | 1,04 | Kontrollen | Pankreas | 6,48 | 62 | 6,00 | 44 80 5 18 X X X
652 FAM49A 0,0946 | 1,10 Kolon Pankreas | 6,07 | 62 X X
654 PDIA6 0,1946 | 1,08 Kolon Kontrollen | 527 | 62 | 4,80 | 48 2p25.1 119 | 77 15 X X X
660 TBB1 0,3258 | 1,05 | Kontrollen | Pankreas | 5,47 | 61 | 4,90 | 50 74 42 11 X X
664 TBBI1 0,0711 | 1,20 | Kontrollen | Pankreas | 5,55 | 60 | 4,90 | 50 97 68 | 27 | 295 | 244 | 38
668 RNHI1 0,3402 | 1,15 | Pankreas | Kontrollen | 4,70 | 59 | 4,60 | 51 11pl5.5 166 | 130 | 11
678 ERP44 0,0801 | 1,17 | Kontrollen | Pankreas | 5,08 | 56 | 5,00 | 47 9q31.1 127 | 87 | 30 | 157 | 107 | 30
687 ERP44 0,6138 | 1,09 | Kontrollen | Pankreas | 5,15 | 55 | 5,00 | 47 9931.1 127 | 76 | 25 | 287 | 230 | 26
702 AHCY 0,0540 | 1,76 | Pankreas Kolon 6,36 | 53 | 5,90 | 48 20cen-q13.1 62 25 17 X
731 ACTB 0,0571 | 1,44 | Kontrollen | Pankreas | 5,72 | 49 | 520 | 42 Tp22 93 0 35 | 402 0 50
733 ACTB 0,0894 | 1,24 | Kontrollen | Pankreas | 5,64 | 49 | 5,20 | 42 Tp22 159 0 36 | 282 0 44
739 ACTRIA 0,4794 | 1,08 | Kontrollen Kolon 6,90 | 49 | 6,20 | 42 10q24.32 104 | 63 | 34 | 170 | 126 | 34 X X X
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742 ACTB 0,0471 | 1,26 | Kontrollen | Pankreas | 5,59 | 49 | 520 | 42 Tp22 209 0 55 | 257 0 63
777 ACTR2 0,1879 | 1,13 Kolon Pankreas | 6,82 | 48 | 6,30 | 45 2pl4 63 22 | 14 | 65 23 | 14 X
788 K22E 0,4964 | 1,58 | Pankreas | Kontrollen | 4,53 | 47 | 8,90 | 65 50 6 15 | 485 | 401 | 27 X X X
804 MARE2 0,2819 | 1,14 | Pankreas | Kontrollen | 5,61 | 47 | 5,30 | 37 63 20 | 14 | 86 40 | 14
811 CLINT 0,8311 | 1,04 Kolon Kontrollen | 5,76 | 47 | 6,30 | 41 5933.3 96 76 | 20 X X X
812 CLU 0,5156 | 1,13 | Kontrollen | Pankreas | 4,74 | 47 | 590 | 53 8p21-pl12 53 1 39 | 94 44 11
814 CLU 0,0035 | 1,50 | Kontrollen Kolon 488 | 46 | 590 | 53 8p21-pl2 81 40 | 16 | 74 24 | 16 | x X X X
818 FPPS 0,0240 | 1,23 | Kontrollen Kolon 5,10 | 46 | 5,80 | 48 46 2 12 [ 131 73 | 12 | x X X X
821 PP1A 0,0452 | 1,38 | Kontrollen | Pankreas | 6,17 | 46 | 590 | 38 92 4 31 | 138 | 45 | 31
824 NIF3L1 0,9584 | 1,04 | Pankreas Kolon 6,48 | 46 | 6,20 | 42 2933 61 15 | 22| 78 24 | 22 X X
851 IFA2 0,9759 | 1,02 | Pankreas | Kontrollen | 5,33 | 45 | 490 | 36 68 22 | 21 62 15 | 21 X X
853 COPS6 0,6730 | 1,08 Kolon Kontrollen | 5,65 | 45 | 5,40 | 36 7q22.1 41 4 12 | 70 24 | 12 X
854 LDHS 0,0094 | 1,42 Kolon Pankreas | 5,89 | 45 | 5,70 | 36 50 7 16
888 LDHB 0,1283 | 1,12 | Kontrollen | Pankreas | 6,26 | 43 | 5,70 | 36 12p12.2-p12.1 87 39 17 | 77 29 17
897 EHD3 0,1330 | 1,28 | Pankreas Kolon 6,47 | 43 | 6,10 | 60 2p21 76 31 10 | 72 30 | 10
904 LASP1 0,6900 | 1,07 | Pankreas | Kontrollen | 6,59 | 42 | 6,70 | 30 17q11-q21.3 56 16 | 14
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918 CASP3 0,1640 | 1,14 | Kontrollen | Kolon | 6,55 | 42 | 6,10 | 32 434 63 | 15 | 14 | 102 | 39 | 18 x
927 CLTA 0,7771 | 1,05 | Kolon | Kontrollen | 431 | 41 | 430 | 27 9pl3 9% | 46 | 9
939 MARE1 0,5225 | 1,05 | Kolon | Kontrollen | 5,20 | 41 | 4,90 | 30 65 | 30 | 24 | 218 | 170 | 24
943 TBCB 03840 | 1,13 | Kolon | Kontrollen | 5,09 | 40 | 490 | 27 19q13.11-q13.12 106 | 68 | 39 | 176 | 123 | 39 % B
944 HDHD2 0,0082 | 1,25 | Kontrollen | Kolon | 632 | 40 | 5,80 | 28 18q21.1 119 | 80 |32 155107 32| x | x | x | x
957 PHB 04888 | 1,10 | Kolon | Kontrollen | 5,79 | 40 | 5,50 | 29 17¢21 235 | 198 | 53 | 300 | 246 | 53 x x | x
959 GSHO 0,5199 | 1,05 | Kolon | Kontrollen | 6,18 | 40 | 5,60 | 31 123 | 60 | 35 | 253 | 195 | 35 x x | x
974 GSTO1 0,0176 | 1,76 | Kontrollen | Kolon | 6,15 | 39 | 6,30 | 27 10g25.1 102 55 |30 242 ] 168 |38 x | x x
976 GSTO1 0,0309 | 1,89 | Kontrollen | Kolon | 587 | 39 | 6,30 | 27 10g25.1 77 | 23 [30 | 143 | 81 |30 | x | x x
979 GSTO1 0,0275 | 1,61 | Kolon | Kontrollen | 6,52 | 39 | 6,30 | 27 10g25.1 226 | 189 | 45 | 324 | 286 | 45 | x | x
993 YWHAG 0,0686 | 1,19 | Kontrollen | Pankreas | 4,88 | 38 | 4,70 | 28 7q11.23 174 | 114 | 42
1002 ARHGDIB 03066 | 1,13 | Kolon | Pankreas | 522 | 37 | 4,90 | 23 12p12.3 50 | 132057 ] 11|23 X
1003 ACTB 0,2935 | 1,36 | Pankreas | Kontrollen | 5,49 | 37 | 520 | 42 7p22 720 0 [30]160] 0 |33 x
1004 | 14337 Human | 0,0773 | 1,15 | Kolon | Pankreas | 4,87 | 37 | 5,50 | 39 61 | 17 | 13
1025 PRDX4 0,0889 | 1,11 | Pankreas | Kontrollen | 5,99 | 37 | 5,80 | 30 Xp22.11 98 | 65 | 29 | 259 | 221 | 36
103g | translation initiation | o co1 01 04 | Kolon | Pankreas | 4.53 | 36 | 440 | 27 92 | 58 | 17

factor 6
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1073 YWHAB 0,0489 | 1,28 | Kontrollen | Pankreas | 6,31 | 34 | 4,60 | 28 20q13.1 63| 9 |31 77| 2 |25
1077 Clorfl23 0,9655 | 1,06 | Kontrollen | Pankreas | 5,21 | 34 | 4,80 | 18 1p32.3 62 | 21 | 27 x
1078 ACTB 0,5752 | 1,38 Kolon Kontrollen | 5,71 | 34 | 5,20 | 42 Tp22 88 0 11 X X
1079 GSTP1 0,2268 | 1,09 | Kontrollen | Pankreas | 5,87 | 34 | 530 | 23 11q13 84 | 36 | 31 | 274 | 230 | 31 X
1091 GGCT 0,5294 | 1,10 | Kontrollen | Pankreas | 5,14 | 33 | 4,90 | 21 Tpl5-pl4 40 | 8 | 15] 66 | 28 | 15
1098 RAPIB 0,0729 | 1,26 | Kontrollen | Pankreas | 5,77 | 32 | 5,50 | 21 12q14 5701 0 |22]107| 0 |22
1110 DCTN3 0,5366 | 1,12 | Kontrollen | Pankreas | 5,52 | 32 | 520 | 21 9pl3 51 14 19
1148 CFLI1 0,3890 | 1,24 | Kolon | Kontrollen | 6,19 | 29 | 9,10 | 18 11q13 86 | 43 | 8 X X
1157 KRTS 0,6953 | 1,29 | Kolon Pankreas | 5,80 | 29 | 8,60 | 62 12q13.13 70 | 13 | 20 X
1161 AP3S1 0,6186 | 1,13 | Kolon Pankreas | 5,62 | 28 | 5,10 | 21 5q22 82 | 43 [ 32] 79 | 30 | 32 x x | x
1189 RHEB 0,1850 | 1,15 | Kontrollen | Pankreas | 6,77 | 27 | 5,60 | 20 7q36 94 53 | 27 | 126 | 84 | 27
1207 SNCA 0,0648 | 1,14 | Pankreas | Kontrollen | 4,76 | 25 | 4,50 | 14 4q21 134 | 102 | 54 | 203 | 162 | 54 X X
1244 KRTS 0,7894 | 1,09 | Kontrollen | Pankreas | 6,37 | 22 | 8,60 | 62 12q13.13 61 | 24 | 8 x | x X
1245 | RABG6A Human | 0,7593 | 1,14 | Kolon Pankreas | 6,44 | 22 | 530 | 23 11q13.3 520110 23] 49| 6 |23 x
1246 KRT78 0,7176 | 1,12 | Kolon | Kontrollen | 6,35 | 22 | 5,70 | 57 12q13.13 86 | 32 | 11 X X
1259 ACTNI1 0,1912 | 2,36 | Pankreas | Kontrollen | 6,04 | 21 | 5,10 | 10 14q24i11-§22;. 52 i 424 | 65 | 29| 7| 60 | 24| 7
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1261 FXN 0,2737 | 1,25 | Kolon Pankreas | 4,92 | 20 | 9,40 | 23 9q21.11 46 | 10 | 18| 49 | 8 | 18 X X
1286 B2M 0,1147 | 1,22 | Kontrollen | S .2 = | 684 | 18 | 6,10 | 13 15q21-q22.2 159 | 108 | 37 | x
1327 SPB9 0,1862 | 1,26 | Pankreas | Kontrollen | 4,42 | 15 | 5,50 | 43 54 14 14 | 51 5 14
1328 DIS3L 0,1331 | 2,04 | Kolon Pankreas | 4,80 | 14 | 6,10 | 122 15q22.31 50 |19 | 5 X
1347 TUBAIC 0,0607 | 1,18 | Kontrollen | Pankreas | 5,38 | 67 | 4,80 | 50 12q13.12 100 0 |31(333| 0 |34
1348 TBB1_ Human 0,0191 | 1,35 | Kontrollen | Pankreas | 540 | 66 | 4,90 | 50 109 | 68 18 [ 201 | 120 | 18
1349 HINT2 0,4176 | 2,02 | Pankreas | Kontrollen | 6,85 | 23 | 9,80 | 17 9p13.3 56 26 9
1350 | ACTNI (Fragment) | 0,9276 | 1,07 | Pankreas Kolon | 6,87 | 22 | 510 | 103 14‘1245"(‘112224_2; j4q24; 1o | 29 | 22 X X
1351 ACTN1 0.1854 | 111 | Kontrollen | Kolon | 549 | 115 | 5,10 | 103 | '44241-924.214q24; 1\ 5, 1 o | 15 1907 | 38 | 22 x | x
14¢22-q24
1353 HSPAS 0,0615 | 1,19 | Kolon Pankreas | 5,04 | 98 | 4,90 | 72 9933.3 11| 73 | 18| 106 | 55 | 18
1362 TWF2 0,4380 | 1,07 | Kolon Pankreas | 6,93 | 48 | 6,40 | 39 3p21.1 122 | 47 | 42 | 270 | 190 | 42
1364 HSP90AA1 0,9381 | 1,01 | Pankreas | Kontrollen | 5,10 | 110 | 4,80 | 85 14¢32.33 81 | 45 | 20 | 279 | 60 | 35
1369 Co3 0,0776 | 1,38 | Pankreas Kolon | 5,98 | 125 | 6,00 | 188 118 | 80 | 10 | 273 | 224 | 11

(pI = isoelektrischer Punkt,

MW = Molekulargewicht, Chr = Chromosom, | = vermindert exprimiert im Vergleich zur Kontrollgruppe, T = verstirkt exprimiert im Vergleich zur

Kontrollgruppe, K = Kontrollgruppe, C = Patientengruppe mit Kolonkarzinom, C(f) = Patientengruppe mit Kolonfriihkarzinom, C(s) = Patientengruppe mit Kolonspitkarzinom
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