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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Tumorentstehung und das Tumormikromilieu

Die Entstehung bzw. Entwicklung von Tumoren, auch Karzinogenese genannt, ist ein
mehrstufiger Prozess, in dem sich normale gesunde Zellen des Kérpers zu unkon-
trolliert wachsenden Tumorzellen entwickeln. Grund dafur sind Veréanderungen in
den Zellen, wie Genmutationen, die durch aul3ere Einflisse, aber auch spontan ent-
stehen kdnnen. Durch sie wird die Regulation des Zellwachstums und des Zellzyklus
gestort, sodass die Zellen sich unkontrolliert teilen, dem programmierten Zelltod ent-
gehen und in andere Gewebe einwandern kénnen.*?

Umgeben werden Tumoren von einem komplexen, sich stetig d&ndernden Umfeld,
das als Tumormikromilieu bezeichnet wird. Dazu gehdren neben gesunden, nicht
entarteten Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten und mesenchymalen Stromazel-
len auch Zellen des spezifischen (T- und B- Zellen) und unspezifischen (Makropha-
gen, dentritische Zellen, neutrophile Granulozyten, NK-Zellen) Immunsystems. Au-
Rerdem beinhaltet es I6sliche, von den Zellen sekretierte Faktoren. Zwischen den
verschiedenen Komponenten bestehen komplexe Beziehungen, die Einfluss auf das
Wachstum und die Metastasierung der Tumoren haben. Zum einen kénnen die Zel-
len des umgebenden Gewebes und des Immunsystems das Tumorwachstum ein-
schréanken. Zum anderen kénnen Botenstoffe, die vom Tumor in Form von Proteinen
ausgeschittet werden, die Funktion des Immunsystems behindern, die Zellen des
umgebenden Gewebes beeinflussen und das Tumormikromilieu formen. Dabei wer-
den die Zellen so beeinflusst, dass sie das Tumorwachstum und die -entwicklung
begilnstigen. Auch im Hinblick auf die Effektivitat von Antitumortherapien spielt das
Tumormikromilieu eine entscheidende Rolle. Die von den Tumorzellen sekretierten
Faktoren kénnten hierbei mégliche therapeutische Angriffspunkte bieten®* und deren
Detektion in Korperflussigkeiten, wie Blut, Urin und Liquor zu einer maoglichst friihen

Diagnose und einem damit verbundenem héheren Behandlungserfolg beitragen.®
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1.2 ,Omics” basierte Analyse des Tumormikromilieus

Als Omics werden in der Biologie alle Analysemethoden zusammengefasst, deren
Bezeichnung auf —omik bzw. im englischen auf —omics endet. Dazu gehdren die
Transkriptomik, die Proteomik, die Sekretomik, die Metabolomik, die Genomik und

viele weitere. ©

Die Bezeichnung Omics stellt dabei einen informellen Begriff dar.

1.2.1 Transkriptom

Das Transkriptom umfasst alle, in einer Zelle vorkommenden RNA-Molekile die An-
hand der DNA transkribiert worden sind. Dabei stellt es nur etwa 5% des gesamten
genetischen Codes dar. Insgesamt enthalt das humane Genom etwa 20.000 - 25.000

Gene, die fiir Proteine kodieren.’

Die Analyse des menschlichen Genoms wird durch DNA-Sequenzierungsverfahren
erreicht. In dieser Arbeit wurde die Methode des Next Generation Sequencing (NGS)
zur Analyse genutzt. Bei dieser Methode werden Millionen von DNA-Fragmenten
mehrfach parallel analysiert und durch bioinformatische Methoden wieder zusam-

mengesetzt. Als Abgleich dient ein menschliches Referenzgenom.®

Das Funktionsprinzip des NGS basiert darauf, dass zunachst die gesamte RNA der
Zellen isoliert und anschlieRend die mRNA von der Gesamt-RNA separiert wird. An-
schlieBend wird die mRNA fragmentiert und in DNA (bersetzt, um eine DNA-
Bibliothek zu erstellen. Fir die Sequenzierung werden die DNA-Fragmente dann an
ein Medium gebunden, z.B. einen Chip. Die Daten der Sequenzierung werden durch
bioinformatische Verfahren analysiert und kénnen fir Auswertungen genutzt wer-

den.’

1.2.2 Proteom

Das Proteom bezeichnet die Gesamtheit aller Proteine einer Zelle, eines Gewebes
oder eines Organismus die Anhand eines bestimmten Genoms exprimiert werden.
Es wird vermutet, dass der menschliche Organismus etwa 19.670 Gene besitzt, die
fur Proteine kodieren (proteinatlas.org). Aufgrund der vielen posttranslationalen Mo-
difikationen kdnnen aus einem einzelnen Gen unterschiedlich modifizierte Proteine

mit verschiedenen Funktionen resultieren, sodass das Proteom um ein vielfaches
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Komplexer ist als das zugehorige Genom.*®! Da die Synthese und der Abbau der
synthetisierten Proteine ein stetiger Prozess sind, variiert das Proteom abhangig von
der Zeit. Zudem wird es von duReren Faktoren beeinflusst.'*

Die Bestimmung des Proteoms kann mit Hilfe der Massenspektrometrie durchgefihrt

werden.

1.2.3 Sekretom

Das Sekretom bezeichnet die Gesamtheit der von einer Zelle oder eines Organismus
sekretierten Proteine.’? Die Sekretion der Proteine ist ein bedeutsamer physiologi-
scher Prozess, der sowohl bei Eukaryoten als auch bei Prokaryoten zu finden ist.
Neben weiteren Prozessen spielt er insbesondere bei der interzellularen Kommuni-
kation sowie dem Wachstum der Zellen, der Zellhomoostase und der Abgabe von
Hormonen und Transmittern eine wichtige Rolle. Dabei werden I6sliche Proteine so-

wie Zellabfalle von den Zellen in den Extrazellularraum abgegeben.

Die Proteinsekretion findet Uber verschiedene Wege statt. Welche Proteine fir die
Sekretion bestimmt sind, Gber welchen Weg sie sekretiert werden und was ihr Zielort
ist, wird durch ein Signalpeptid (engl.: signal peptide, SP) gekennzeichnet. Dieses
befindet sich am N-terminalen Ende des Proteins und dirigiert es in Richtung des
sekretorischen Wegs.™® Insgesamt werden fiir menschliche Zellen, basierend auf ih-
rem Signalpeptid, etwa 2600 Proteine als potentiell sekretorisch vorhergesagt.** Je-
doch wird nicht jedes Protein, das ein Signalpeptid enthalt schlussendlich in den Ext-
razellularraum sekretiert.*

Der konventionelle Sekretionsweg (engl.: conventional protein secretion, CPS) fuhrt
nach der Proteinsynthese an den Ribosomen zum Endoplasmatischen Retikulum
(ER), wo die Proteine modifiziert und gefaltet werden.'® Fiir weitere Modifikationen
werden sie anschliel3end zum Golgi-Apparat weitergeleitet. Von dort aus gelangen
sie zum Transgolgi-Netzwerk, wo sie in Vesikel und Granula verpackt werden, bevor
sie zu anderen Organellen oder fir die Sekretion zur Plasmamembran gelangen. An
der Plasmamembran fusionieren die sekretorischen Vesikel mit dieser und geben die
enthaltenen Proteine in den Extrazellularraum frei.*?

Neben dem konventionellen Sekretionsweg gibt es weitere unkonventionelle Sekreti-
onswege (engl.: unconventional protein secretion, UPS), bei denen die Proteine zur
Plasmamembran gelangen und sekretiert werden obwohl sie kein Signalpeptid ent-

halten und nicht tiber das Golgi-Netzwerk geleitet werden.’
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Ein anderer Prozess, der zur Entstehung des Sekretoms beitragt ist das sogenannte
Ectodomain Shedding. Dabei werden extrazellulare Domanen von Membranprotei-
nen durch proteolytische Spaltung posttranslational modifiziert und die 16sliche extra-
zellulare Domane als Spaltprodukte abgegeben. Dazu gehéren Rezeptoren, Zellad-
hasionsmolekiile, membrangebundene Wachstumsfaktoren und Cytokine. Die betei-
ligten Proteasen werden Sheddasen oder, im Falle der Sekretion des Spaltprodukts
auch Sekretasen genannt.'®

1.3 Analyse des Sekretoms

1.3.1 Separation neu synthetisierter Proteine

Bei der Analyse des Sekretoms spielt die Umgebung, in der die Zellen wachsen eine
grofRe Rolle. Sie hat Einfluss auf das Wachstum und die Vermehrung der Zellen und
in ihr finden sich die sekretierten Proteine wieder. Abhéngig von der Zelllinie wach-
sen die Zellen in verschiedenen Medien, die zum grof3ten Teil mit Fotalem Kalberse-
rum (FCS) versetzt sind, um optimale Wachstumsbedingungen zu bieten. Fir die
Analyse des Sekretoms mittels Massenspektrometrie stellt dies eine Herausforde-
rung dar, da im Serum eine hohe Anzahl Proteine enthalten ist (im Bereich von
mg/ml). Diese behindern bei der Messung die Detektion der von den Zellen sekretier-
ten Proteine, die zu einem deutlich geringeren Anteil im Gesamtmedium zu finden
sind (im Bereich von ng/ml) d.h. 1x10° fach weniger als die Proteine die dem FCS

entstammen.
Zur Analyse des Sekretoms haben sich verschiedene Methoden etabliert.

Ein haufig genutzter Ansatz um eine Detektion der sekretierten Proteine im Medium
ohne Beeintrachtigung durch Serumproteine zu ermoglichen ist, die Zellen fur einige
Zeit in serumfreiem Medium zu kultivieren. Allerdings kénnte die Abwesenheit von
Serum zu Stresssituationen fur die Zellen fihren und deren Wachstum, Verhalten
und somit auch das Sekretom verédndern. Zudem fuhren intrazellulare Proteine, die

durch Zellsterben freigesetzt werden, zu Verunreinigungen des Sekretoms.®

Einen anderen Ansatz der Sekretomanalyse stellt eine 2012 von Katrin Eichelbaum
und Jeroen Krijgsveld etablierte Methode dar, bei der die Zellen in serumsupplemen-
tiertem Medium kultiviert werden kdnnen. Hierbei werden die von den Zellen sekre-
tierten Proteine wahrend ihrer Synthese markiert, um sie spater von den im Serum

enthaltenen Proteinen unterscheiden und separieren zu kénnen. Dazu wird das Me-
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thioninanalog L-Azidohomoalanin (AHA) eingesetzt, welches wahrend der Protein-

biosynthese von den Zellen an Stelle des Methionins eingebaut wird.*

L-Methionin L-Azidohomoalanin (AHA)
o) o)

S
" OH OH

NH= NH:

Abbildung 1: Struktur von L-Methionin und L-Azidohomoalanin®

Das L-Azidohomoalanin (AHA) ahnelt in seiner Struktur dem L-Methionin und kann in der Synthese von Proteinen
anstelle des Methionins eingebaut werden. Es enthalt eine Azidogruppe.

Die im AHA enthaltene Azidogruppe ermdglicht es im Weiteren, die sekretierten Pro-
teine Uber eine kupferkatalysierte Azid- Alkin- Zykloaddition (engl.: copper (I)-
catalyzed azide-alkyne cycloaddition= CuAAC) unter Bildung eines Triazolrings an

die Alkin-Gruppe von Agarose-Beads zu binden und so aus dem Medium zu separie-

ren.22,23,24
N
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Abbildung 2: Copper (I) — catalyzed azide- alkyne- cycloaddition25
Bei der kupferkatalysierten Azid- Alkin- Zykloaddition wird ein organisches , hier das L-Azidohomalananin an

ein Alkin gebunden. Die Reaktion wird durch Cu(l) katalysiert und fuhrt zur Bildung eines Triazolrings. Haufig

wird als Katalysator Cu(ll) in Kombination mit einem Reduktionsmittel eingesetzt.
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1.3.2 Massenspektrometrische Analyse des Sekretoms und Prote-

oms

Die Massenspektrometrie spielt eine wichtige Rolle bei der Analyse des Sekretoms
und des Proteoms, da sie die Proteinanalyse komplexer Proben ermdglicht. Dabei
kénnen in einem bottom up Experiment, anders als bspw. mittels ELISA, bei dem
spezifische Antikérper bendtigt werden, der Groliteil der in der Probe enthaltenen
Proteine detektiert werden. Das dabei genutzte Massenspektrometer besteht aus
einer lonenquelle, einem Massenanalysator und einem Detektor. Fiur die Analyse
werden die Proteine in der Probe zunachst mit Trypsin verdaut, welches die Pep-
tidbindungen selektiv nach den Aminosauren Arginin und Lysin spaltet. Fur die Mes-
sung werden die tryptischen Peptide eingesetzt. Nach chromatografischer Auftren-
nung werden die Proben an der lonenquelle ionisiert und in die Gasphase Uberfihrt.
Anschlielend koénnen sie am Massenanalysator entsprechend ihres Masse-zu-
Ladung-Verhéltnisses (m/z) separiert werden. Der Detektor dient der Erfassung der
lonenanzahl zu jedem, vom Massenanalysator gemessenen Masse- zu-Ladung-
Verhéltnis. Fir die beschriebenen Ablaufe stehen mehrere Methoden zur Verfligung,
die in unterschiedlicher Kombination fiir verschiedene Analysen eingesetzt werden.?
In dieser Arbeit wurde mit einer Orbitrap Exploris 480 von ThermoFisher gearbeitet.

Fir die lonisation der Molekule nutzt diese die Elektrosprayionisation (ESI), welche
eine besonders sanfte Methode darstellt. Dazu wird die Probe, wie in Abbildung 3
dargestellt, durch eine Metallkapillare geleitet, an deren Spitze eine elektrische
Spannung angelegt ist. Zwischen der Kapillare und einer Gegenelektrode entsteht
ein elektrisches Feld. Trifft das Analyt auf dieses Feld, bewegen sich die lonen zur
Gegenelektrode und an der Kapillarspitze entsteht ein Uberschuss an gleichgelade-
nen lonen. Dabei entsteht durch Abstol3ung der gleichgeladenen lonen der soge-
nannte Taylorkegel?” und die lonen treten als feines Aerosol aus der Kapillare aus.
Welche Ladung die entstehenden lonen haben, hangt dabei von der Polaritat der an
der Kapillare angelegten Spannung ab. Um die Vernebelung der lonen zu unterstit-

zen, wird oft ein Gas, z.B. Stickstoff, eingesetzt.

Die GroRRe der entstandenen Tropfen verkleinert sich dann durch Verdampfung des
Lésungsmittels.?® Dadurch nimmt die Dichte des elektrischen Feldes auf der Trop-
fenoberflache zu. Sobald der Radius der Tropfen kleiner als das sogenannte Ra-
yleigh-Limit ist, kommt es zur Coulomb-Explosion, bei der die Tropfchen durch Ab-

stoRung gleicher Ladungen in wiederum kleinere zerfallen.?
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Abbildung 3: Darstellung des Verfahrens der Elektrospray lonisation®®

Die Elektrosprayionisation dient der Erzeugung von lonen mittels eines elektrischen Feldes. Das Feld wird zwi-
schen einer unter Spannung stehenden Metallkapillare und einer Gegenelektrode erzeugt. Trifft die Analytldsung
auf das elektrische Feld, bildet sich der sogenannte Taylor-Cone und die lonen treten als feine Tropfchen aus.
Durch Verdampfung des Lésungsmittels werden die Trépfchen kleiner, die Dichte der Ladung auf deren Oberfla-
che nimmt zu und es kommt, sobald der Radius kleiner als das Rayleigh-Limit ist zur Coulomb-Explosion. Das
entstandene feine Spray trifft dann auf das Massenspektrometer.

Anschliel3end gelangen sie als feines Spray in das Massenspektrometer und gelan-
gen Uber die lonentransfereinheit (High Capacity Transfer Tube und den Electrody-
namic lonfunnel) auf eine Art Filter. Dieser verhindert, dass neutrale lonen auf den

Massenanalysator treffen und erhdéht somit die Sensitivitéat der Messung.

Die eingesetzte Orbitrap Exploris 480 arbeitet nach dem Prinzip der Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS). Das heil3t, dass zwei Analysen miteinander verbun-
den werden. Der erste Masseanalysator, in den die lonen geleitet werden, ist ein
Quadrupol. Die lonen werden Uber ein elektrisches Feld beschleunigt und fliegen
dann durch den aus vier parallelen Stabelektroden bestehenden Quadrupol. Hier fin-
det eine Selektion (mass filtering) der lonen nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
statt und stellt somit die erste massenspektrometrische Analyse dar (MS1/ Full-
scan).*® Im Anschluss werden die lonen durch eine sogenannte C-trap geleitet, wo
sie gebundelt werden bevor sie zur Kollisionszelle (lon-Routing Multipole, IRM) des
Gerates geleitet werden. Dort werden die Vorlauferionen weiter fragmentiert, um an-
schliel3end erneut analysiert zu werden. Das zur Fragmentierung eingesetzte Verfah-
ren nennt sich Higher energy collisional dissociation (HCD) und ist ein Verfahren,
welches speziell in Orbitrap-Geréaten genutzt wird. Es dhnelt sehr dem Verfahren der
kollisionsinduzierten Dissoziation (engl.: Collision-induced dissociation, CID), bei dem
die lonen durch Kollision mit neutralen Stickstoffatomen fragmentiert werden. Bei
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jeder Kollision mit einem Stickstoffmolekil nehmen die lonen einen Teil der Kollisi-
onsenergie auf, beschleunigen wieder und treffen erneut auf ein Gasmolekuil. Dabei
steigt die innere Energie der lonen und fiuhrt letztendlich zur Fragmentierung. Die
Besonderheit des HCD- Verfahrens ist, dass diese Kollisionen au3erhalb der C-Trap

stattfinden.?®

Die entstandenen Fragmentionen kommen anschliel3end zurtick zur Speichereinheit,
bevor sie fur die zweite Analyse (MS2) in die lonenfalle des Gerates, die Orbitrap,

geleitet werden.®!

Diese namensgebende Einheit des eingesetzten Massenspektrometers vereint den
Analysator und den Detektor des Gerates. Sie besteht aus einer zentralen und zwei
aul3eren Elektroden. Die eingeleiteten lonen verhalten sich bei der Analyse so, wie in
Abbildung 4 in Rot dargestellt. Sie bewegen sich zum einen in einem Orbit um die
zentrale Elektrode (r-Richtung) und schwingen, da sie leicht dezentral eingeleitet
werden, zusatzlich kreisformig auf ihrer Bahn horizontal zwischen den beiden ande-
ren Elektroden (z-Richtung).*? Die lonen werden in Abhéangigkeit ihres Masse-zu-
Ladung-Verhaltnisses unterschiedlich beschleunigt und beweben sich in unterschied-
licher Distanz um die Orbitrap. Die &ufReren Elektroden messen die Frequenz der
radialen und axillaren Oszillationen und dienen somit als Masseanalysator. Die so

gesammelten Informationen werden anschlieBend in Massespektren iibersetzt. 333

Abbildung 4: Orbitrap®
Die Orbitrap ist eine lonenfalle, die aus einer zentralen und zwei &uBeren Elektroden besteht. Die zu analysieren-
den lonen bewegen sich kreisformig um die Zentralelektrode (r-Achse) und oszillieren horizontal (z-Achse) ent-

lang der Achse der Zentralelektrode.
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Zur Analyse komplexer Proben wird in der Massenspektrometrie haufig ein anderes
Verfahren, die Flussigkeitschromatographie (engl.: Liquid Chromatography, LC) vor-
geschaltet, bei der die Proben vor der massenspektrometischen Messung chromato-
graphisch aufgetrennt werden. Dazu wird diese mit der Elektrosprayionisationseinheit
des Massenspektrometers gekoppelt.®® In dieser Arbeit wurde fiir die Flissigkeits-

chromatographie die Dionex UltiMate 3000 eingesetzt.

Fur die Akquisition der Daten kénnen verschiedene Verfahren genutzt werden: die
traditionelle datenabhangige Akquisition (engl.: data dependent acquisition, DDA),
die datenunabhangige (engl.: data independent acquisition, DIA) oder die Fullscan
Akquisition.*® Bei der hier angewandten datenabhangigen Akquisition werden die
Peptidionen, die in der ersten massenspektrometrischen Messung (MS1/Fullscan)
die hochste Intensitat haben, fir die Fragmentierung und erneute Messung (MS2)
ausgewahlt und dieser zugefiihrt.3* Die datenunabhangige Akquisition (DIA) hinge-
gen nutzt fur die Analyse alle lonen, die sich in einem bestimmten definierten Masse-
zu-Ladung-Bereich befinden. Das heil3t, hierbei findet keine vorherige Analyse der

Vorlauferionen statt.*’

Zur ldentifikation der mittels Massenspektrometrie ermittelten Massenspektren und
deren anschlieRender Ubersetzung in Peptide werden Datenbanken verwendet, in
denen bekannte Proteinsequenzen gespeichert sind.*® Mit den dort gespeicherten
Proteinsequenzen konnen die detektierten Peptide verglichen werden, sodass es
madglich ist, von den gefundenen Peptiden Rickschlisse auf die in der Probe enthal-
tenen Proteine zu ziehen. Eine bekannte Datenbank, die in dieser Arbeit Anwendung
gefunden hat, ist UniProt.*



Zielsetzung
2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, ein besseres Verstandnis der Beziehungen und der Kom-
munikation zwischen Tumorzellen und nicht entarteten Zellen des Korpers zu gewin-
nen. Hierbei sollten die Mechanismen identifiziert werden, die einen Einfluss auf Zel-

len des spezifischen und unspezifischen Immunsystems haben.

Dazu wurde das Sekretom verschiedener ausgewahlter Tumorzelllinien in vitro er-
stellt und erstmals mit Transkriptom- und Proteomdaten der gleichen Zelllinien er-
ganzt, um die Untersuchungen zu vervolistandigen und die Methode zu validieren.
Dabei fand die von Katrin Eichelbaum und Jeroen Krijgsveld etablierte Methode der
Sekretomanalyse mittels Labeling der neu synthetisierten Proteine durch ein Methio-
nin-Analog, deren Separation aus dem Medium durch Click-Chemistry und Messung
mittels Massenspektrometrie Anwendung. Insgesamt sollten mindestens 10 ver-
schiedene humane sowie einige Mauszelllinien untersucht werden. Des Weiteren
sollte versucht werden, die Methode der Sekretomanalytik auf Tumorzellen, die direkt
aus Tumorgewebe gewonnen wurden, anzuwenden. Die in vitro und ex vivo gewon-
nenen Transkriptom-, Proteom- und Sekretomdaten sollten zusammengefihrt wer-
den. Ziel war die Identifikation von therapeutischen Angriffspunkten, um das Wachs-
tum und die Metastasierung der Tumorzellen zu inhibieren und die Funktion von Im-
munzellen im Tumor zu erhalten oder wiederherzustellen. Dabei sollte besonders
nach Gemeinsamkeiten zwischen verschiedenen Tumorzelllinien der gleichen Art

sowie zwischen Maus- und Humanzelllinien gesucht werden.
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3 Material

3.1 Verwendete Zelllinien

Fur die Sekretomanalyse wurden die in der folgenden Tabelle aufgelisteten Zellen
verwendet. Die Zelllinien wurden vom Institut fir Immunologie und von der Cell Bio-
logy Unit zur Verfiigung gestellt. Die priméaren T-Zellen wurden aus transgenen Mau-

sen gewonnen, die von den Charles River Laboratorien gekauft wurden.

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien/ Zellen

Zelllinie Art Spezies
MC38 Kolonkarzinom Maus
Mel-Ho Melanom Human
SK-Mel-37 Melanom Human
D41-Mel Melanom Human
HCT116 Kolonkarzinom Human
SW48 Kolonkarzinom Human
HT-29 Kolonkarzinom Human
CCD841 Normales Kolongewebe Human
A549 Lungenkarzinom Human
NCI-H226 Lungenkarzinom Human
NCI-H1650 Lungenkarzinom Human
Jurkat T-Lymphozyten Human
OT-I-Splenozyten Priméare T-Zellen Maus

11




3.2 Medien flur die Zellkultur

Material

Fur die Zellkultur wurden die fir die entsprechenden Zellen optimalen Medien, auf

37°C erwarmt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C. Bezogen wurden die Medien von den

hinter dem Namen genannten Firmen.

Fir MC38, A549, HCT116, SK-Mel37
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Gibco ThermoFisher

+ FCS

+ Glutamin

+ Natriumpyruvat
+ Penicillin
+Streptomycin

10 %

2 mM

1mM

100 units/ml
100 pg/ml

Fur Mel-Ho, D41-Mel, NCI-H226, NCI-H1650, Jurkat

RPMI (Roswell Park Memorial Institute)

Gibco ThermoFisher

+ FCS 10 %

+ Glutamin 2mM

+ Natriumpyruvat 1 mM

+ Penicillin 100 units/ml
+Streptomycin 100 pg/ml
Fur CCD841

EMEM (Minimum Essential Medium Eagle) Sigma Aldrich
+ FCS 10 %

+ Glutamin 2 mM

+ Natriumpyruvat 1mM

+ Penicillin 100 units/ml
+Streptomycin 100 pg/ml
Far HT-29

McCoy’s Sigma Aldrich
+ FCS 10 %

+ Glutamin 2 mM

+ Natriumpyruvat 1mM

+ Penicillin 100 units/ml
+Streptomycin 100 pg/ml
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Far SW48

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Sigma Aldrich
+ FCS 10 %

+ Glutamin 2 mM

+ Penicillin 100 units/ml
+Streptomycin 100 pg/ml
Fur OT-I-Splenozyten

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Sigma Aldrich
+ FCS 10 %

+ Glutamin 2 mM

+ Penicillin 100 units/ml
+Streptomycin 100 pg/ml

+ B-Mercaptoethanol 50 uM

+ |L-2 (Uberstand von XL-63-Zellen) 1:250
+Ovalbumin-Peptid (SIINFEKL) 1 pg/ml

3.3 Medien flr die Sekretomanalyse

SILAC-Medien

Das SILAC-Medium wurde entsprechend der verwendeten Zelllinie ausgewahlt und

mit den notigen Zusétzen versetzt. (siehe 3.2). SILAC steht als Abkurzung fir stable

isotope labeling with amino acids in cell culture.

Es enthéalt nicht die Aminosauren Leucin, Arginin, Lysin und Methionin.

Sie kbnnen nach Bedarf in folgenden Konzentrationen hinzugefiigt werden:

Leucin 0,8 mM
L-Arginin 0,4 mM
L-Lysin 0,8 mM
L-Methionin 0,2 mM

Statt des Methionins kann zur Markierung neu synthetisierter Proteine das Analog L-

Azidohomoalanin eingesetzt werden. Es wird in der Konzentration 0,1 mM genutzt.



Material
Insgesamt wurden in dieser Arbeit die folgenden SILAC-Medien genutzt:
RPMI SILAC (Athena Enzyme Systems)
DMEM SILAC (Athena Enzyme Systems)
EMEM SILAC (Athena Enzyme Systems)
McCoy’s SILAC (Athena Enzyme Systems)

Depletionsmedium
Fur das Verhungern der Zellen bei der Sekretomanalyse nach Katrin Eichelbaum und
Jeroen Krijgsveld (4.2.1) wurde das fur die Zellen entsprechende SILAC-Medium mit

allen Zuséatzen, bis auf die Aminosauren Arginin, Lysin und Methionin verwendet.

Labeling-Medium

Zum Markieren der neu synthetisierten Proteine bei der Sekretomanalyse nach Kat-
rin Eichelbaum und Jeroen Krijgsveld (4.2.1) wurde das fur die entsprechenden Zel-
len typische SILAC-Medium mit allen Zusatzen, bis auf Methionin, versetzt. Anstelle

des Methionins wurde das L-AHA (0,1 mM) eingesetzt.

X-VIVO 15 Medium (Lonza)

Das X-VIVO 15 Medium wurde in verschiedenen Titrationen eingesetzt. Dazu wurde
es, mit den fur die entsprechenden Zellen typischen Medien entsprechend 3.2, ohne
Zusatz von FCS, verdunnt.

AuRRerdem wurde es laut 4.2.6.2 aufkonzentriert und anstelle von FCS als Zusatz im

SILAC-Medium eingesetzt.

3.4 Puffer und Zusatze

Annexin- Binding- Buffer 10x

+ HEPES 0,1 M pH 7.4
+ NaCl 1,4 M
+ CacCl, 25 mM

Vor der Verwendung wurde der Puffer mit steril filtriertem destilliertem Wasser 1:10

auf 1x verdinnt.
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Fotales Kalberserum (FCS)

Das FCS wurde vor dem Gebrauch 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert und anschlie-
Rend 45 min bei 1100 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand

verwendet. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

FASP Lysepuffer 1x

+ Harnstoff ™M
+ Thioharnstoff 2 M
+ DTT 5mM
+ CHAPS 2%

In LC- MS- Wasser

PBS (Phosphate Buffered Saline) pH 7,2

+ NaCl 140 mM
+ NaH,PO, 10 mM
In VE- Wasser

Penicillin-Streptomycin-L6sung (P/S)

+ Penicillin 100000 U/ml
+ Streptomycin 100 mg/ml
In PBS

Trypanblau-L6sung

+ Trypanblau 0,5%
+ Natriumazid 0,02 %
In PBS

Vor der Verwendung wurde die Losung 1:10 in PBS verdinnt

Trypsinlésung
1 pg/ul in 50 mM Essigsaure als Stocklosung (Aliquots bei -80°C gelagert)

Verdunnt mit 50 mM Ammoniumbicarbonat auf 0,1 pg/pl verwendet.

3.5 Chemikalien/Reagenzien

Die Chemikalien und Reagenzien wurden von den in der Tabelle 2 genannten Fir-
men bezogen.
Fur die Analysen mittels Massenspektrometrie, wurden Chemikalien mit LC-MS-

Qualitat verwendet.

15



Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Material

Chemikalie Hersteller
Accutase Sigma Aldrich
Acetonitril Carl Roth
Alkyne Agarose Jena Bioscience

L-Azido-Homoalanine HCL

Jena Bioscience

Ammoniumbicarbonat

Sigma-Aldrich

Ameisensaure (FA)

Thermo Fisher Scientific

Annexin-V-FITC

BD-Pharmingen

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
BSA (Bovines Serumalbumin) Sigma-Aldrich
CaCl, Sigma-Aldrich
CHAPS Sigma-Aldrich
Click-Chemistry-Capture-Kit Jena Bioscience
DTT (Dithiothreitol) Carl Roth

Ethanol Riedel-de Haen

FCS Gibco by lifetechnologies
Glutamin Carl Roth

Harnstoff (Urea) Carl Roth

HCL Carl Roth

HEPES Carl Roth

IAA (lodacetamid) Sigma-Aldrich

NacCl Sigma-Aldrich

NaH,PO,4 Sigma-Aldrich

Penicillin Serva

Pierce 660nm Protein Assay Reagent

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)

Proteaseinhibitor Cocktail Tabletten

Roche (Mannheim, Deutschland)

RNeasy Plus Micro Kit Qiagen

Streptomycin Serva

TFA (Trifluoressigsaure) Thermo Fisher Scientific
Thioharnstoff Roth

TO-PRO3 Life technologies

TRIS-HCL Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Trypanblau Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
Trypsin Promega

Wasser LC-MS Carl Roth

DMSO Roth

Heavy Arginin Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
Heavy Lysin Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
IL-2 Zur Verfugung gestellt von Dr.Probst

Ovalbumin-Peptid (SIINFEKL)

ProteoGenix
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3.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Alle Verbrauchsmaterialien aus Kunststoff wurden steril bezogen

Tabelle 3: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller
Amicon Ultra-15 Centrifugalfilter 3K Merck Millipore
Bio-Spin Disposable Chromatography Bio-Rad
Columns

Protein LoBind Tubes 2ml Eppendorf
RNase free Pipettenspitzen Greiner

Filtereinheit 30 kDa

Nanosep Omega Pall

Ultrazentrifugen Eppendorftubes 1,5ml

Beckmann Coulter

Amicon Ultra 0,5 Centrifugalfilter 3K

Ultracel Merck Millipore

Protein LoBind Tube 1,5ml & 2ml

Eppendorf

Lo-bind Pipettenspitzen 1000ml

Axygen Scientific

Lo-bind Pipettenspitzen

Axygen Scientific

Cell Culture Flasks T75

Cellstar Greiner bio-one

6 Well Cell Culture Plate

Cellstar Greiner bio-one

Falcon 15ml Greiner
Top 12 abundant protein depletion spin Pierce
columns

CryoPure 1,6ml Sarstedt
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3.7 Laborgeréate

Tabelle 4: Laborgeréate

Gerat

Hersteller

Biorupter Plus

Diagenode (Liege, Belgien)

CO, Inkubator

Sanyo (Minchen, Deutschland)

Heizblock

Thermo Scientific

Massenspektrometer (Orbitrap Exploris
480)

ThermoFisher

Mikroskop Zeiss

Neubauer Zahlkammer Carl Roth

pH-Meter Schott (Mainz, Deutschland)
Pipetboy Integra

Pipetten Gibco

Sterilbank ThermoScientific
Kuhlschrank 4°C Bosch

Tiefkiihlschrank -20°C Liebherr

TiefkUhlschrank -80°C

ThermoScientific

Vortexer

NeoLab (Heidelberg, Deutschland)

Zentrifuge (Heraeus Megafuge R)

Thermo Fischer

Biofuge Fresco

Heraeus

NEBNext Poly(A) Magnetic Isolation
Module

New England Biolabs

Photometer mit 660 nm- Filter

Tecan

Liquid Chromatography (Dionex UltiMate
3000)

ThermoFisher

ImageStream MKII Amnis

Optima L-80 XP Ultrazentrifuge Beckmann Coulter
Thermocycler Peglab
TecanXFluor Tecan
Univapo-100h UniEquip

Oasis HLB plate Waters
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4 Methoden

4.1 Zellkulturmethoden
4.1.1 Lagerung der Zellen

Die Lagerung der Zellen erfolgte bei -80 °C. Dafir wurden die Zellen nach dem Ern-
ten gezahlt und je 4 x10° Zellen pro Kryoréhrchen in Einfriermedium geldst. Das Ein-
friermedium bestand aus 1 ml FCS mit 10% DMSO. Um die Bildung von zellzersto-
renden Eiskristallen beim Einfrieren zu verhindern, wurde dem Medium 10% DMSO
zugefugt. Nach 24 Stunden konnten die Zellen fiir eine langere Lagerdauer in einen

Tank mit flissigem Stickstoff Gberfihrt werden.

4.1.2 Auftauen der Zellen

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. Danach wurde der Inhalt
des Kryordhrchens in 15 ml des fir die entsprechenden Zellen typischen Mediums
geldst (siehe 3.2) und 3 min. bei 1.600 rpm zentrifugiert, um das fir die Zellen toxi-
sche DMSO auszuwaschen. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Zellpelett
im entsprechenden Medium resuspendiert und die Zellen ausgesat.

4.1.3 Anzucht der Zellen

Die Anzucht der Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 °C in wasserdampfgesattigter

Umgebung mit 5% CO,. Die Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen gefihrt.

Bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 80% wurden die Zellen gesplittet. Zum Ablo-
sen adharenter Zellen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und Acctuase auf die
Zellen gegeben, bis sie sich nach einer Inkubationszeit von wenigen Minuten abl6s-
ten. Bei 6-Loch-Platten wurden 300 pl verwendet, bei T75-Flaschen 3 ml und bei
T175-Flaschen 5 ml. Sobald die Zellen sich abgel6st hatten, wurde frisches Medium
hinzugefugt um die Accutase zu verdinnen. Anschlielend wurde das Medium mit
den geldsten Zellen 3 min. bei 1.600 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die

Zellen in neues Medium aufgenommen und die gewlinschte Menge neu ausgesat.
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Nach einer Kultivierung der Zellen tber etwa 1 Woche, wurden dann fir den Versuch
pro Zelllinie je 2 T75-Flaschen und als Backup je eine 6-Loch-Platte mit titrierter Zell-
kultur angesetzt.

4.1.4 Zahlen der Zellen

Die Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Das Zahlgitter der
Neubauer-Zahlkammer besteht aus 3 x 3 Grol3quadraten, die sich jeweils aus 4 x 4
Kleinquadraten zusammensetzen. Im Regelfall wurden zur Bestimmung der Zellzahl
je 16 Kleinquadrate ausgezabhit.

Dafur wurden die zu zahlenden Zellen in der Regel in 1 ml Medium aufgenommen,
suspendiert und 10 pl der Zellsuspension fur die Zahlung eingesetzt. Fur die Unter-
scheidung zwischen lebenden und toten Zellen wurde diesen 90 pl 0,05 %-iges
Trypanblau zugesetzt und gut vermischt. Trypanblau wird von abgestorbenen Zellen
aufgenommen, sodass diese blau gefarbt unter dem Mikroskop erscheinen. Lebende
Zellen erscheinen ungefarbt. Zur Berechnung der Zellzahl wurde folgende Formel
angewendet: N x D x 10* = Zellzahl/ml. N beschreibt die Anzahl der gezahlten Zellen,
D den Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension (hier D= 10) und 10* den Verdiin-

nungsfaktor der Neubauer-Zahlkammer.

4.2 Analysemethoden

4.2.1 Sekretomanalyse mittels SILAC-Labeling und Click-Chemistry

Das Protokoll zur Sekretomanalyse, wie es hier in abgewandelter Form Anwendung
findet, wurde bereits 2014 von Katrin Eichelbaum und Jeroen Krijgsveld etabliert. Die
Durchfuhrung fand, wenn nicht anders benannt, bei Raumtemperatur statt. Dabei

wurde folgendermal3en vorgegangen:

Am ersten Tag wurden zwei T75-Flaschen pro Zelllinie angesetzt und tGiber Nacht auf
60- 70% Konfluenz wachsen gelassen. Dann wurde das Medium abgenommen und
die Zellen mit 10 ml 37 °C warmem PBS gewaschen. Bei kaltem PBS besteht die
Gefahr, dass sich adharente Zellen ablésen. Bei adharenten Zellen kann das Medi-
um einfach abgesaugt werden, bei Suspensionszellen sind Zentrifugationen zwi-
schen den Schritten notwendig. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit 7 ml
Depletionsmedium, fir 30 min. hungern gelassen, um Reste von Arginin, Lysin und

Methionin zu entfernen. Anschlieend fand das Labeling statt. Dazu wurde das
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Depletionsmedium abgenommen und eine der beiden Flaschen mit Labelingmedium
(siehe 3.2), in dem die fehlenden Aminosauren L-Arginin und L-Lysin, sowie L-AHA
enthalten sind, versorgt. Die andere Flasche diente als Kontrolle, sodass hier das
gleiche Medium mit Methionin statt L-AHA eingesetzt wurde. Das Labeling fand 18
Stunden bei 37 °C statt.

Nach Ablauf der 18 Stunden wurde das Medium in ein 15 ml Falcon abgesammelt.
Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Um Zellreste aus dem
Uberstand zu entfernen, wurde 5 min. bei 1000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifuga-
tion wurde der Uberstand in ein neues Falcon Uberfuhrt und auf Eis gelagert. An-
schlieRend wurden dem Uberstand 280 ul Proteaseinhibitor hinzugefiigt. An dieser
Stelle ist es moglich, den Uberstand bei -80 °C einzufrieren, um ihn zu einem spéte-

ren Zeitpunkt weiter zu untersuchen.

Um bei den folgenden Schritten nicht zu viel Proteinmaterial zu verlieren, wurde ab
hier mit LoBind-Reaktionsgefalen und -Pipettenspitzen gearbeitet. Fur die Click-
Reaktion wurde der Uberstand zunachst durch Zentrifugation bei 4.600 rpm in 15 ml
Amicons mit 3 kDa Cutoff auf 250 ul eingeengt. AnschlieRend wurde der Uberstand
in 2 ml Reaktionsgefalle gegeben und nach Zugabe von 250 ul Lysepuffer mit 10 pl
Proteaseinhibitor auf Eis gelagert, bis er weiter genutzt wurde.

FiUr den nachsten Schritt wurden die Alkyne-Agarose-Beads und die Katalyselésung
vorbereitet. Fur die Alkyne-Agarose-Beads wurde eine 200 ul Pipettenspitze abge-
schnitten, die Agarose resuspendiert und pro Probe je ein 2 ml Reaktionsgefal3 mit
100 pl der Agarose-Beads vorbereitet. Um sie zu waschen, wurden den Agarose-
Beads 900 ul Massewasser hinzugefigt, leicht gevortext und 5 min. bei 1000 x g

zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand bis auf 100 pl verworfen.

Die Katalysel6sung wurde folgendermalfien in einem 2 ml Eppendorf-Tube vorberei-

tet, wobei ein Ansatz fir 2 Proben ausreicht:

+ Massewasser 860 pl
+ Additivel (Reducing Agent) 100 pl
+ Kupfersulfat (Cu-2) 20 pl
+ Additive 2 (Cu-Chelating-Agent) 20 ul

Dann wurde die Click-Reaktion gestartet, indem je 500 pyl Medium (250 ul eingeeng-
tes Zellkulturmedium mit 250 ul Lysepuffer und 10 pl Proteaseinhibitor) und 500 pl
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der Katalyselosung zu den 100 upl Alkyne-Agarose-Beads gegeben wurden. An-

schlie3end rotierte die Mischung 16 bis 20 Stunden bei Raumtemperatur bei 10 rpm.

Fir den n&chsten Schritt wurde der SDS-Waschpuffer, der im Click-Chemistry-
Capture-Kit enthalten ist, auf Raumtemperatur aufgewarmt. Dabei war es wichtig,
darauf zu achten, dass der Waschpuffer vor Benutzung komplett homogen und Klar
war. Andernfalls hatte es zu Rickstanden in den Proben kommen konnen, die die

Messung im Massenspektrometer behindert und verfalscht hatten.

Die Reaktionsmischung des Vortages wurde 5 min. bei 1.000 x g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Dann wurde mit 1,5 ml Massewasser gewaschen, erneut
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Dieser Waschschritt war wichtig, da Riick-
stande des Lysepuffers in den folgenden Schritten mit dem SDS-Waschpuffer zur
Bildung von Klumpen hatten fuhren kénnen. Dem Rickstand im Eppendorf-Tube
wurde 1 ml Waschpuffer mit 10 ul einer 1 M Dithiothreitollésung (DTT) hinzugefugt
und alles vorsichtig gevortext. (Zum Erstellen der Lésung wurde in einem Milliliter
Waschpuffer 1,54 mg DTT geldst). Anschlieend wurde die Mischung 15 min. bei
70 °C im Heizblock inkubiert und nach Beenden der Inkubationszeit 15-30 min. auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Danach wurde 5 min. bei 100 x g zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und dem Rickstand 1 ml lodacetamid-Losung (IAA) hinzugeflgt.
(Zum Ansetzen der IAA-LOsung wurden 7,4 mg IAA in 1 ml Waschpuffer gelost). Die
Mischung wurde 30 min. bei 500 rpm im Heizblock ohne Hitze geschittelt. Da das
IAA lichtempfindlich ist, war darauf zu achten, alle Schritte im Dunkeln durchzufiih-

ren.

Danach wurden die Agarose-Beads gewaschen. Dazu wurde der Bodenverschluss
der im Click-Chemistry-Capture-Kit enthaltenen Zentrifugationssaulen entfernt und
diese auf einen Stander gestellt. Um die Agarose-Bead-Mischung auf die Saulen zu
geben, wurde eine 1 ml Pipettenspitze abgeschnitten und die Beads gut resuspen-
diert. Die Reaktionsgefaf3e wurden mit 500 yl Massewasser gespltlt und das Ge-
misch auch auf die Saulen gegeben. Fiur den ersten Waschschritt wurde 5-mal mit 2
ml SDS-Waschpuffer gewaschen, indem der Puffer auf die Saulen gegeben wurde
und per Schwerkraft diese durchlief. Dabei war es besonders wichtig, bei jeder
Waschrunde den Puffer ganz durchlaufen zu lassen, bevor die nachste Waschrunde

durchgefihrt wurde.
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Fur den zweiten Waschschritt wurde 10-mal mit 2 ml 8 M Urea-100 mM Tris-Lésung
gewaschen. Um die Losung anzusetzen, wurden 24 g Urea in 5 ml 1 M Tris-Ldsung
mit pH 8 geldst und mit Massewasser auf 100 ml aufgefullt. Damit sich das Urea

besser |6ste, wurde es auf dem Magnetrthrer gerihrt, bis die Lésung klar war.

Fur den dritten Waschschritt wurden 10-mal 2 ml 20% Acetonitril-Lésung auf die Sau-
le gegeben und durchlaufen gelassen. Im Anschluss wurde der Boden der S&aulen
verschlossen und 500 pyl 50 mM Ammoniumbicarbonat hinzugefiigt. Um das Agaro-
se-Granulat zu resuspendieren wurde eine 200 ul Pipettenspitze abgeschnitten, das
Granulat resuspendiert und in ein neues 2 ml Reaktionsgefald gegeben. Die Saulen
wurden nochmals mit 500 yl Ammoniumbicarbonat gespult und das Gemisch eben-
falls mit in das Reaktionsgefald gegeben. Nun wurde 5 min. bei 1.000 x g zentrifugiert
und der Uberstand bis auf 200 ul verworfen. Dem Riickstand wurden 0,5 pg Trypsin
hinzugeflgt, vorsichtig gevortext und 16 Stunden Uber Nacht bei 37 °C im Heizblock
geschuttelt. AnschlieRend wurde 5 min. bei 1000 x g zentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die Beads wurden mit 200 pl Massewasser
resuspendiert, erneut zentrifugiert und der Uberstand ebenfalls in das frische Reakti-

onsgefald gegeben. Die Beads wurden verworfen.

Anschliel3end wurden die Proben fur die Messung mittels Massenspektrometrie vor-
bereitet. Dazu wurden die Proben mit 5 pl 10% TFA angeséuert und mittels einer
Oasis HLB Platte entsprechend dem Herstellerprotokoll entsalzen. Im Anschluss

wurden die Proben lyophilisiert und in 0,1% FA geldst.

Die weiteren Schritte erfolgten wie unter 4.2.4.

4.2.2 Bestimmung des Transkriptoms

Zur Bestimmung des Transkriptoms wurden nach Abnahme des Mediums fir die
Sekretomanalyse die Zellen fur die mit dem AHA markierte Probe und fur die Nega-
tivkontrolle mit Methionin geerntet, mit PBS gewaschen, gezahlt und Zellpellets von
je 1x10° Zellen lysiert. Fur die Lyse wurden 350 ul Lysepuffer genutzt. Dieser wurde
aus dem RLT Plus Lysepuffer, aus dem RNeasy Plus Micro Kit von Qiagen, durch
Zugabe von 1% Beta-Mercaptoethanol hergestellt. Er diente dazu, die Proben zu
homogenisieren und die RNase sowie andere Proteine, die das Transkriptom veran-
dern, zu inaktivieren. Nach dem Lysieren ist eine Probenlagerung bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C maglich.
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Zur weiteren Bestimmung des Transkriptoms wurde zunachst die RNA der Proben
mit Hilfe des RNeasy Plus Micro Kits nach dem im Kit enthaltenen Protokoll isoliert.
Im ersten Schritt wurde mit Hilfe der im Kit enthaltenen gDNA Eliminator columns
durch 30 sek. Zentrifugation bei 8.000 x g die genomische DNA aus den Proben ent-
fernt. Mit dem Uberstand, der im Collectiontube gesammelt wurde, wurde weiterge-
arbeitet. Durch Zugabe von 350 pl Ethanol wurden optimale Bedingungen fir die
Bindung der RNA an die Membran der RNeasyMinElute spin columns geschaffen.
Die Probe wurde mit den genannten Saulen 15 sek. bei 8.000 x g zentrifugiert. Dabei
wurden Kontaminanten ausgewaschen und RNA-Molekile, die groRer als 200 Nuk-
leotide waren, wurden durch Bindung an die Membran gesammelt. Der Uberstand im
Collectiontube konnte verworfen werden. Im nachsten Schritt wurde die Membran mit
500 pl RPE-Puffer aus dem Kit durch erneute Zentrifugation von 15 sek. bei 8.000 x
g gewaschen. Der Uberstand im Collectiontube wurde wieder verworfen. Dieser
Waschschritt wurde, mit 500 pl 80% Ethanol wiederholt. Um das Ethanol restlos zu
entfernen, wurde anschliel3end 5 min. mit offenem Deckel bei maximaler Geschwin-
digkeit zentrifugiert. Dann wurde die RNA mit RNasefreiem Wasser durch Zentrifuga-
tion von einer Minute bei maximaler Geschwindigkeit eluiert. Die Menge des einge-
setzten Wassers war abhangig von der RNA-Menge. Im Protokoll des Kits werden 14
pl empfohlen. Da die Tumorzellen erfahrungsgemani viel RNA enthalten, wurde mit
100 pl RNasefreiem Wasser eluiert. Das Eluat enthielt RNA-Molekile, die groRer als
200 Nukleotide waren. Die Konzentration der enthaltenen RNA wurde mit dem Qubit

gemessen. Die Proben konnten an dieser Stelle bei -80 °C gelagert werden.
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Die unten stehende Abbildung zeigt die Schritte der RNA-Isolation mit Hilfe des
RNeasy Plus Micro Kits.
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Abbildung 5: Ablauf der Probenvorbereitung fiir die Transkriptomanalyse

Fiar die weiteren Schritte wurde das NEBNext Poly(A) mRNA-Magnetic-Isolation-
Module genutzt und 150 ng RNA eingesetzt. Die Proben wurden dann auf ein Ge-
samtvolumen von 50 yl mit RNasefreiem Wasser in 0,2 ml PCR-R6hrchen aufgefullt.
Um die mRNA aus der Probe zu isolieren, wurden 50 pl Oligo dT Beads, die zuvor
laut Protokoll gewaschen und mit 50 pl RNA-Binding-Buffer gemischt worden sind,
zur Probe hinzugegeben. Wie auch in allen folgenden Schritten, wurde durch hoch
und runter pipettieren resuspendiert und gemischt. AnschlieRend wurden die Proben
fur 5 min. im Thermocyler auf 65 °C erhitzt um die RNA zu denaturieren und eine
Bindung an die Oligo dT Beads zu erméglichen. Nach Abkihlen des Cyclers auf 4 °C
wurden die Proben herausgenommen, resuspendiert und 5 min. bei Raumtemperatur
inkubiert damit die mRNA an die Oligo dT Beads binden konnte. Anschlie3end wur-
den die Proben auf einen magnetischen Stander gestellt und gewartet, bis die Beads
sich an den Magneten gesammelt hatten, sodass der Uberstand abpipettiert werden
konnte. Nach Entfernung vom Magneten wurde zwei Mal mit Waschpuffer gewa-

schen und nach jedem Mal der Uberstand, wahrend sich die Proben auf dem Magne-
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ten befanden, abpipettiert. Dabei wurde darauf geachtet, die Beads nicht zu berihren
um ein Aufmischen zu verhindern. Nach Zugabe von 50 pl Tris-Puffer wurden die
Proben 2 min. bei 80 °C im Thermocycler inkubiert, um die mRNA von den Beads zu
eluieren. Nach Abkuhlung auf 25 °C wurden die Proben enthommen, 50 ul RNA-
Binding-Buffer hinzugefiigt und 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert, damit die
MRNA sich erneut an die Beads binden konnte. AnschlieRend wurden die Proben
wieder auf den Magneten gestellt bis die Losung klar war und der Uberstand verwor-
fen. Zum Waschen der Beads wurden die Proben vom Magneten entfernt, mit 200 ul
Waschpuffer gewaschen und wieder auf den Magneten gestellt um die Beads heraus
zu fischen. Um eine Kontamination auszuschliel3en, wurde in diesem Schritt darauf
geachtet, den Uberstand restlos zu entfernen, damit nur an die Beads gebundene

MRNA in die nachsten Schritte weitergetragen wurde.

Um die mRNA von den Beads zu eluieren und zu fragmentieren, wurden die Proben
vom Magneten genommen, um mit 11,5 ul First Strand Synthesis Reaction Buffer
und Random Primer Mix, die zuvor laut dem Kit beiliegenden Protokoll vorbereitet
wurden, versetzt. Die Mischung wurde im Thermocycler bei 94 °C inkubiert und nach
Ablauf von 15 min. und nach Abkuhlen auf 65 °C direkt fur eine min. auf Eis gestellt.
Danach wurden die Proben erneut auf den Magneten gestellt bis die Losung klar
war. 10 pl des Uberstands wurden in ein neues nukleasefreies 0,2 ml PCR-Rohrchen

Uberfuhrt und direkt auf Eis gelagert.

Die folgende Synthese des ersten Strangs der cDNA wurde auf Eis durchgefihrt.
Dazu wurde den Proben 8 ul nukleasefreies Wasser und NEBNext First Strand Syn-
thesis Enzyme Mix aus dem Kit zugegeben. Fir die Synthese wurden die Proben
dann fur 10 min. bei 25 °C, 15 min. bei 42 °C und 15 min. bei 70 °C im Thermocycler
inkubiert und bei 4 °C gehalten.

Die Synthese des zweiten Strangs der cDNA wurde ebenfalls auf Eis durchgefihrt.
Dafur wurde zu den Proben 8 pl NEBNext Second Strand Synthesis Reaction Buffer,
4 ul NEBNext Second Strand Synthesis Enzyme Mix, beides aus dem Kit, und 48 l
nukleasefreies Wasser gegeben. Die Reaktion wurde 1 Stunde bei 16 °C im Ther-
mocycler durchgefihrt.
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Um die doppelstrangige cDNA aus den Proben zu isolieren, wurden den Proben
144 ul Beads hinzugefigt, an die sich die cDNA wahrend einer 5-minutigen Inkubati-
onszeit band. AnschlieRend wurden die Proben erneut auf den Magneten gestellt
und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden die Beads 2-mal mit 200 pl 80%
Ethanol fir 30 sek. gewaschen, wéhrend sie auf dem Magneten standen. Nach dem
zweiten Waschen wurde das Ethanol restlos entfernt und die Beads fur 3 min. ge-
trocknet. Sobald sie nicht mehr glanzten, wurden die Proben vom Magneten entfernt
und die DNA mit 53 pl TE Puffer aus dem Kit von den Beads eluiert. Um zu verhin-
dern, dass DNA verloren ging, war es wichtig, die Beads nicht zu lange zu trocknen
sodass sie nicht hell und rissig wurden. Um den Uberstand in neue nukleasefreie
0,2 ml PCR-ROhrchen zu dberfihren, wurden die Proben auf den Magneten gestellt
und der Uberstand ab pipettiert, sobald er klar war. An diesem Punkt konnten die

Proben bei -20 °C gelagert werden.

Um die Erstellung der cDNA Library zu beenden, wurden aus dem Kit 7 yl NEBNext
Ultra 2 End Prep Reaction Buffer und 3 ul NEBNext Ultra 2 End Prep Enzyme Mix
hinzugegeben. Die Reaktion lief im Thermocycler fir 30 min. bei 20 °C und fur
30 min. bei 65 °C ab. AnschlieRend wurde die Adapterligation durchgefiihrt. Daftr
wurde zunachst der NEBNext Adaptor aus dem Kit gemafR dem, dem Kit beiliegen-
den Protokoll, abhangig von der anfangs eingesetzten RNA-Menge in eiskaltem
Adaptor Dilution Buffer gelost und auf Eis gelagert. Anschlieend wurden davon 2,5
pl sowie 1 ul NEBNext Ligation Enhancer und 30 ul NEBNext Ultra 2 Ligation Master
Mix zu den Proben gegeben. Die Reaktion erfolgte durch eine 15 minutige Inkubation
bei 20 °C im Thermocycler. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 3 ul User Enzy-

me hinzugefugt und weitere 15 min. bei 37 °C inkubiert.

Zur Aufreinigung wurden die Proben mit 87 yl NEBNext Sample Purification Beads
versetzt, 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end auf den Magneten
gestellt, um den Uberstand zu entfernen. Um die Beads zu reinigen, wurde zwei Mal
mit 200 ul 80% Ethanol gewaschen, wahrend die Beads an die Magneten gebunden
waren. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die Beads fir 3 min. getrocknet, bis
sie nicht mehr glanzten. Danach wurden die Proben vom Magneten genommen und
die DNA mit 17 ul TE Puffer eluiert. Nach 2 min. Inkubationszeit, wurden die Beads
durch den Magneten vom Uberstand getrennt und 15 pl des Uberstandes in neue

nukleasefreie 0,2 ml PCR-R6hrchen Uberfiihrt.

An diesem Punkt konnten die Proben bei -20 °C eingefroren und gelagert werden.
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Als nachstes wurden die Proben fir die PCR vorbereitet. Dazu wurden 25 pl NEB-
Next Ultra 2 Q5 Master Mix aus dem Kit und je 5 pl Index/i7 Primer und Universal
PCR Primer/i5 Primer zu den Proben gegeben. Die Primer wurden so kombiniert,
dass die Kombination fir nur eine Probe spezifisch war, sodass die Proben nach
dem Sequenzieren durch ihre Primerkombination zugeordnet werden konnten. Die
PCR der Proben wurde fur 1 Zyklus von 30 sek. bei 98 °C, 12 Zyklen je 10 sek. bei
98 °C gefolgt von 75 sek. bei 65 °C und 1 Zyklus von 5 min. bei 65 °C durchgefuhrt
und bei 4 °C aufbewahrt. Die Anzahl der Zyklen war von der eingesetzten RNA-

Menge abhéngig.

Anschliel3end wurde das Produkt der PCR mit NEBNext Sample Purification Beads
aufgereinigt. Daftir wurden 45 pl der Beads zur Probe hinzugeftigt, 5 min. bei Raum-
temperatur inkubiert und nach Ablauf der Zeit der Uberstand entfernt. Dafiir wurden
die Proben wieder auf dem Magneten platziert und der Uberstand abpippetiert. Da-
nach wurden die Beads, wahrend sie auf dem Magneten standen, zwei Mal mit
200 yl 80% Ethanol gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt, wurden sie fur
3 min. an der Luft getrocknet, um sicher zu sein, dass das komplette Ethanol von den
Proben entfernt wurde. Sobald die Beads nicht mehr glanzten, wurden die Proben
vom Magneten entfernt und die DNA mit 23 ul TE-Puffer aus dem Kit eluiert. Davon

wurden 20 ul in ein neues Tube Uberfuhrt.

Abschlielend wurde die Qualitat der Proben mittels des Agilent Bioanalyzers be-
stimmt, die Konzentration mit dem Qubit gemessen und fir alle Proben auf 4 nM ein-
gestellt. Danach wurden 3 pl jeder Probe zu einer Gesamtprobe gepoolt und zur
Analyse zu NovoGene (Cambridge, Grof3britannien) geschickt, wo die Sequenzie-
rung mit dem NovaSeq 6000 von lllumina erfolgte. Die erhaltenen raw-sequencing
reads wurden anhand des lllumina Standardprotokolls weiterverarbeitet, mittels
Adaptersequenzen eingeordnet und mit der Software CLC Genomics Workbench
20.0 von Qiagen analysiert. Dazu wurden CLC Standardeinstellungen fur RNA-

Sequenz-Analysen genutzt.

Um die Gene zu detektieren, die im Vergleich der Methionin- und der AHA-Proben
differentiell exprimiert wurden, wurden verschiedene Filter angewendet. Zuné&chst
wurden nur Gene mit einer durchschnittlichen Expression von = 4 TPM (transcript per
million) fur jede der beiden Vergleichsgruppen (Meth vs. AHA) in die Analyse einbe-
zogen. Dann wurde fur jede Zelllinie ein Zweigruppenvergleich, AHA- gegen die Me-
thionin-Bedingung, nach Robinson und Smith durch die CLC Software durchgefihrt.
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Zur spateren Darstellung der Gene, die im Vergleich der beiden Bedingungen durch
den Einfluss von AHA signifikant hoch- oder herunterreguliert wurden, wurde nach

einer Faltungsanderung (engl. fold change) von = 2 und einem p-Wert <0,05 gefiltert.

4.2.3 Bestimmung des Proteoms

4.2.3.1Probenvorbereitung

Zur Bestimmung des Proteoms wurden Proben mit je einer Million Zellen vorbereitet.
Dazu wurden die Zellen aus dem Sekretomversuch geerntet, gezahlt und zwei Mal
durch 5-minutige Zentrifugation bei 3.000 rpm mit PBS gewaschen um Mediumreste
zu entfernen. AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt und die Proben bis zur

weiteren Verwendung trocken bei -80 °C gelagert.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen mittels Ultraschall im Biorupter lysiert. Dazu
wurden sie in 500 pl FASP-Lysepuffer aufgenommen, resuspendiert und fur 15 alter-
nierende Zyklen mit je 30 sek. Time-on und 30 sek. Time-off bei 4 °C in den Biorup-
ter gegeben. Nach Ablauf der 15 Zyklen wurden die Proben 5 min. bei 13.000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand in ein frisches Lo-bind-ReaktionsgefaR gegeben und der

Proteingehalt der Proben bestimmt.

4.2.3.2 Proteinbestimmung

Fur die Bestimmung des Proteingehalts der Proben wurde das 660 nm Protein-Kit
von Pierce verwendet. Als Standard wurde eine BSA-Verdinnungsreihe mit Konzent-
rationen von 0,0-2,0 mg/ml angesetzt. Von den Verdinnungen sowie von den Pro-
ben wurden je 10 ul in doppelter Ausfihrung in eine 96-Loch-Platte pipettiert. An-
schlieiend wurden 150 ul des Pierce 660 nm Protein Assay Reagent auf jedes Loch
gegeben. Nach 5 min. Inkubationszeit wurde dann die Absorbanz bei 660 nm drei
Mal pro Loch mit TecanXFluor gemessen.

Aus den Doppelbestimmungen wurden dann die Mittelwerte der Absorbanz fir jede
Probe bestimmt und die Konzentrationen der Proben in Excel mittels einer Regressi-
onsgeraden berechnet. Fir den FASP-Proteinverdau wurden dann pro Probe 2 ug

Protein eingesetzt.
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4.2.3.3 Filtergestltzte Probenvorbereitung (FASP, filter-aided sample
preparation)

Fir die Bestimmung des Proteoms mittels Massenspektrometrie, wurden die Proben
durch filtergestitzte Probenvorbereitung verarbeitet.

Hierzu wurden pro Probe je 2 ug Protein eingesetzt. Die Probenvorbereitung wurde
mit 30 kDa-Cutoff-Filtern durchgefihrt, deren Membran von Proteinen, die ein kleine-
res Molekulargewicht haben, passiert werden konnten, wahrend sich die gréReren
Proteine auf der Membran sammelten. Vor Beginn wurden die Filter mit 100 pl
1%iger FA durch 5 minitige Zentrifugation bei 12.500 x g gereinigt. Dann wurden
20 ug jeder Probe auf die Filtereinheiten gegeben und, wie auch in allen weiteren
Schritten, wenn nicht anders benannt, 10 min. bei 12.500 x g zentrifugiert. Anschlie-
3end wurden die Proben mit 200 pl Harnstoff-Waschpuffer gewaschen. Um die Disul-
fidbricken der Proteine zu l6sen und sie zu entfalten, wurden die Proben mit 100 pl
DTT-L6sung als Reduktionsmittel versetzt und 15 min. bei 56 °C inkubiert. Nach Ab-
lauf der Inkubationszeit wurde das DTT abzentrifugiert. AnschlielBend wurde erneut
zwei Mal mit 100 pl Harnstoff-Wachpuffer gewaschen. Um ein neues Falten der Pro-
teine zu verhindern, folgte eine Alkylierung der Cysteinreste. Dazu wurde den Proben
100 pl IAA-L6sung hinzugefugt und fir 20 min. im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der
Zeit wurde das IAA abzentrifugiert und 2-mal mit 100 ul Harnstoff-Waschpuffer ge-
waschen. AnschlieRend wurden erneut 100 pl DTT-LOsung fur 15 min. bei 56 °C auf
die Proben gegeben, um IAA-Rickstdnde zu entfernen. Im Anschluss wurden die
Proben 2-mal mit 100 pl Harnstoff-Puffer und 3-mal mit Ammoniumbicarbonat gewa-
schen. Der Verdau der Proteine wurde Uber Nacht mit 40 pl verdinnter Trypsinlo-
sung bei 37 °C in einer feuchten Kammer durchgefihrt.

Um den tryptischen Verdau zu beenden wurden die Proben angesauert. Dazu wur-
den pro Probe 10 pl 10%iges TFA in je ein 1,5 ml Lo-Bind-Reaktionsgefald gegeben,
die Filtereinheiten vom Vortag in diese uberfihrt und zentrifugiert. Dann wurden die
Proteine mit 40 pl Ammoniumbicarbonatpuffer durch Zentrifugation eluiert. Im An-
schluss wurden sie bei -80 °C fur mindestens 30 min. oder bis zur weiteren Verarbei-

tung eingefroren. (siehe 4.2.3.4)
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4.2.3.4 Probenvorbereitung fur die massenspektrometrische Analyse
Zur weiteren Vorbereitung fur die massenspektrometrische Messung wurden die
bei -80 °C eingefrorenen Proben durch Vakuum-Konzentrations-Zentrifugation mit
der Univapo-100h eingeengt, bis sie trocken waren. AnschlielRend wurden sie in
20 ul 0,1% FA aufgenommen um etwa eine Proteinkonzentration von 1 pg/pl zu er-
reichen. Fur die Vormessung per Massenspektrometrie wurden 10 pl der Probe mit

40 ul 0,1% FA auf etwa 0,2 pg/pl weiter verdinnt und etwa 0,5 pl eingesetzt.

Die Lademenge fir die Hauptmessung wurde nach der Vormessung anhand eines
HelLa-Standards angepasst.

4.2.4 Massenspektrometrie und Analyse der massenspektrometri-

schen Daten

Fur die Flussigkeitschromatographie (engl.: liquid chromatographie, LC) wurde die
Dionex Ultimate 3000 von ThermoFisher mit einer Umkehrphasen-Saule (HSS-T3
C18 1.8 ym, 75 ym x 250 mm, Waters Corporation) eingesetzt. Fur die Analyse der
Proben wurde die Lademenge der Proteine entsprechend dem Total lon Count (TIC)
von 50 ng HelLa-Probe angepasst. Dabei wurden die Proben vor der Injektion Gber

ein Trap-Setup laufen gelassen, um sie weiter aufzureinigen.

Die Elution der Peptide erfolgte tGiber die Dauer von 60 min. bei 55 °C mit einer Fluss-
rate von 300 nl/min und einem Elutionsgradienten von 5% Eluent A (0,1% TFA / 3%
DMSO / Water) zu 35% Eluent B (0,1% TFA / 3% DMSO / ACN). Anschlie3end wur-
den die Proben mittels einer Orbitrap Exploris 480 von ThermoFisher massenspekt-
rometrisch analysiert. Die Verbindung zwischen der LC und dem Massenspektrome-
ter wurde durch eine nanoESI-Quelle (electrospray ionization) hergestellt. Die Analy-
se wurde im datenabhéngigen Modus (engl.. data dependent acquisition,DDA)

durchgefuhrt, wobei alle Proben in technischen Triplikaten gemessen wurden.

Zur Auswertung der Daten wurde fur die Prozessierung der Rohdaten mit dem Pro-
gramm MaxQuant*° gearbeitet. Zur Identifikation der Peptide/ Proteine wurde die Da-
tenbank UniProtkKB/SwissProt®® verwendet und dort gegen Referenzdaten der ent-
sprechenden Spezies (Homo sapiens oder Mus musculus) gesucht. Dabei wurden
Carbamidomethylierung an Cystein als feste, Oxidation an Methionin und N-

terminale Acetylierung als variable Modifikation eingestellt. Als Enzym wurde Trypsin
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angegeben. Es wurden nur Peptidfragmente mit maximal zwei fehlenden tryptischen

Spaltungen akzeptiert.

Die erstellten Datensatze wurden im Anschluss in Excel exportiert und analysiert.
Dazu wurden anhand der LFQ-Intensitaten zweiseitig ungepaarte T-Tests Uber alle
technischen und biologischen Replikate mit anschlieRender Benjamini-Hochberg-
Korrektur durchgefuhrt. Fur jede Zelllinie wurde das log2-Verhaltnis berechnet, indem
die durchschnittliche log2-LFQ-Intensitat aller technischen und biologischen Replika-
te der AHA-Proben von denen der Methionin-Proben abgezogen wurde. Wurde bei
der Messung in einer der beiden Gruppen, AHA oder Methionin, kein Wert detektiert,
wurden die Werte erganzt, indem die minimal erreichte Intensitat des entsprechen-
den Datensatzes durch zwei geteilt wurde. AnschlieRend wurde sowohl fur die Pro-
teomdaten als auch fir die Transkriptomdaten ein Filter angewendet. Der finale Sek-
retomdatensatz enthalt nur Proteine, dessen log2-Verhaltnis zwischen Methionin und
AHA < -1 ist und somit als signifikant unterschiedlich exprimiert definiert wurde. Fur
den Proteomdatensatz wurde ein log2-Verhaltnis von < -1 oder 2 1 als signifikant

festgelegt.

Methionin AHA

n=3 n=3
Uberstand Zellpellet
Sekretom Proteom Transkriptom

Massenspektrometrie Analyse | NGS Sequenzierung

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs zur Erstellung des Sekretoms, Proteoms und
Transkriptoms mittels SILAC-Labelings
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4.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erméglicht die Analyse von einzelnen Partikeln, meist Zel-
len, in einer Suspension. Dies geschieht, indem die einzelnen Partikel an einer Licht-
quelle und einem oder mehreren Lasern unterschiedlicher Wellenlange vorbei flie-
Ben. Dabei werden sie erregt und die Streuung des auftreffenden Lichts bzw. die
emittierte Strahlung der Laser gemessen. Dadurch kénnen die relative Gréf3e der
Zellen, die Granularitat und mégliche Oberflachenmarker bestimmt werden.** Die
Streuung des sichtbaren Lichts ist dabei unabhéngig von Fluoreszenz, wahrend es
fur die Messung durch Laser notwendig ist, dass die Zellen mit fluoreszierenden Pro-
teinen transfiziert wurden oder fluoreszierende Antikérper und Farbungen eingesetzt
werden um bestimmte Eigenschaften sichtbar zu machen.*? Ein Beispiel dafir ist,
wie in dieser Arbeit angewendet, die Farbung von Zellen mit fluoreszierenden
Apoptosemarkern wie Annexin-V-FITC. Annexin-V bindet calciumabhangig an Phos-
pholipide bzw. Phosphatidylserin, welches sich an der inneren Membran von Zellen
befindet und freigelegt wird, wenn Zellen apoptotisch sind. Das an das Annexin ge-
bundene FITC (Fluorescein isothiocyanate) ist ein Fluoreszein. Es wird in der Durch-
flusszytometrie von Lasern mit einer Wellenlange von 495 nm angeregt. Durch die
emmitierte Strahlung mit einer Wellenlange von 519 nm erscheint es grin und er-
moglicht somit die Detektion apoptotischer Zellen.*® Ein anderes, hier angewendetes
Beispiel ist TO-PRO-3, ein Farbstoff mit dem tote Zellen sichtbar gemacht werden
konnen. Dabei macht man sich zu Nutze, dass bei abgestorbenen Zellen die Zell-
membran durchlassig wird und das TO-PRO-3 dann an die DNA bindet. Bei Anre-

gung mit Lasern von etwa 640nm Wellenlange erscheinen die toten Zellen rot.**

In dieser Arbeit hat der ImageStream MKIl von Amnis/ Luminex/ Millipore mit drei
Lasern Anwendung gefunden. Er verbindet die Durchflusszytometrie mit der Fluores-
zenzmikroskopie. Diese bildgebende Durchflusszytometrie erméglicht es, zuséatzlich
von jeder Zelle Bilder aufzunehmen, die Morphologie der Zelle zu beurteilen und die

gemessenen Daten visuell zu validieren.*

Fur die Datenauswertung wurden das Programm IDEAS (ImageStream Data Explo-

ration and Analysis Software von Millipore) und die FlowJo Software genutzt.
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4.2.5.1 Zellfarbung mit TO-PRO3 und Annexin-V-FITC

Zur Bestimmung des Anteils der toten bzw. apoptotischen Zellen in den verschiede-
nen Kulturen unter verschiedenen Bedingungen, wurden 1x 10° Zellen geerntet. Da-
fur wurden sie mit Accutase abgel6st und 3 min. bei 1.600 rpm zentrifugiert, um sie
vom Medium zu trennen. AnschlieRend wurden sie mit 500 pl Annexin-Binding-
Buffer 1x gewaschen, 5 min. bei 3.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen.

Die Farbung wurde mit Annexin-V-FITC als Farbstoff fur die apoptotischen Zellen
und TO-PRO-3 als Lebend- /Todfarbstoff durchgefihrt. Dazu wurden 50 pul Annexin-
V-FITC-Farbelosung (Annexin-V-FITC 1:20 mit Annexin-Binding-Buffer 1x) zum Zell-
pellet gegeben, gut resuspendiert und 15 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inku-
biert.

Anschlie3end wurde die Zellsuspension mit 2,5 pl 10%-igem BSA versetzt (d.h. einer
finalen BSA- Konzentration von 0,5%), um ein Verklumpen der Zellen wahrend der
Messung zu vermeiden.

TO-PRO-3 wurde erst unmittelbar vor der Messung zu den Proben gegeben. Dafur
wurden 2 pl einer 1 uM LOsung eingesetzt um ein finales Verhaltnis von 40 nM zu
erhalten.

Die Messung der Proben wurde am Amnis ImageStream MKII durchgefihrt. Zur An-
regung des Annexin-V-FITC wurde der Laser mit 488 nm Wellenlange mit
100,00 mW eingesetzt, fur das TO-PRO-3 der Laser mit 642 nm Wellenlange mit
150,00 mW. Es wurden jeweils 15 pl der Proben fir die Messung verwendet. Fur die
Analyse wurde die FlowJo Software verwendet.

4.2.6 Entwicklung einer alternativen Methode flr die Sekretomana-
lyse

Als Alternative zur Methode der Sekretomanalyse mittels SILAC-Labeling und Click-

Chemistry von Katrin Eichelbaum und Jeroen Krijgsveld wurde in dieser Arbeit eine

neue Methode entwickelt, bei der keine Aminosaure- oder Zuckeranaloga zur Markie-

rung und Separation der neu synthetisierten Proteine eingesetzt werden.

Als Grundlage wurde das X-VIVO 15 Medium von Lonza verwendet, welches nicht

mit FCS versetzt wurde.
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Zur Etablierung der Methode wurde die Zelllinie MC38 verwendet und alle Medien

aus Tabelle 5 getestet.

Am ersten Tag des Versuchs wurden Lécher mit je 0,2 x 10° Zellen pro Loch in
6-Loch-Platten in dem flr die Zellen typischen Medium ausgesat und, wie beim vor-
herigen Protokoll (siehe 4.2.1), Gber Nacht auf 60-70% Konfluenz wachsen gelassen.
Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen 2-mal mit 2 ml
PBS gewaschen, um Serumreste zu entfernen. Das PBS wurde dazu vorher auf
37 °C erwarmt, um zu vermeiden, dass die adharenten Zellen sich abldsten.

Nach dem Waschen wurden pro Loch je 1,2 ml Medium, wie in Tabelle 5 aufgefiuhrt,
auf die Zellen gegeben.

Mit den Proben passend zu den Medien Nummer drei und vier wurde so verfahren
wie bei dem Ursprungsprotokoll (siehe 4.2.1). Das heifl3t, nach dem Waschen wurden
die Zellen zunachst mit dem SILAC Medium ohne die Aminosauren Arginin, Lysin
und Methionin (siehe 3.2) versorgt und fir 30 min. hungern gelassen. AnschlielRend
wurde das Medium gegen das SILAC Medium mit den entsprechenden Aminoséauren
ausgetauscht.

Fir die Proben zu den Medien mit den Nummern neun bis zwolf wurde das
X-VIVO 15 Medium, wie unter 4.2.6.2 beschrieben, aufkonzentriert und dem SILAC-
Medium in genannter Menge anstelle des FCS hinzugefugt.
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Tabelle 5: Medien zum Vergleich der Sekretommethoden

1. | DMEM + 10% FCS (+ Glut, + NaPyr, + P/S)
(=Standardmedium)
2. | DMEM ohne FCS (+ Glut, + NaPyr, + P/S)

3. | SILAC + Methionin (+ Leucin, +Lysin, + Arginin, + Glut, + NaPyr, + P/S)

4. | SILAC + L-AHA (+ Leucin, +Lysin, + Arginin, + Glut, + NaPyr, + P/S)

5. | X-VIVO 15
6. | X-VIVO 7,5
7. | X-VIVO 5

8. | X-VIVO 2,5

9. | SILAC + 12 pul aufkonzentriertes X-VIVO 15 (+ Leucin, +Lysin, + Arginin, + Glut,

+ NaPyr, + P/S)

(= SSPA 15)

10. | SILAC + 6 pl aufkonzentriertes X-VIVO 15 (+ Leucin, +Lysin, + Arginin, + Methionin,
+ Glut, + NaPyr, + P/S)

(= SSPA 7,5)

11. | SILAC + 4 pl aufkonzentriertes X-VIVO 15 (+ Leucin, +Lysin, + Arginin, + Methionin,
+ Glut, + NaPyr, + P/S)

(= SSPA5)

12. | SILAC + 2 pl aufkonzentriertes X-VIVO 15 (+ Leucin, +Lysin, + Arginin, + Methionin,
+ Glut, + NaPyr, + P/S)

(= SSPA 2,5)

Die Zusatze, die hinter den Medien in der Tabelle genannt sind, wurden in den Konzentrationen, wie

unter 3.2 und 3.3 aufgefuhrt, eingesetzt.

4.2.6.1 Bestimmung des Proteoms und der Viabilitdt der Zellen beim

Wachstum in den verschiedenen Medien
Nach 18 Stunden wurde die Morphologie der Zellen die, wie unter 4.2.6 beschrieben,
behandelt wurden und unter den genannten Bedingungen gewachsen waren, unter
dem Mikroskop begutachtet. Im Anschluss wurde das Medium abgenommen und die
sich im Medium befindenden Zellen pelletiert. Die adharenten Zellen wurden geerntet

und zu den bereits pelletierten Zellen gegeben.

Pro Medium aus Tabelle 5 wurden je 1x10° Zellen auf Proteomebene untersucht und
je 1x10°Zellen entsprechend 0 mit TO-PRO-3 und Annexin-V-FITC gefarbt um die

Zellviabilitat im ImageStream zu messen.

Der Versuch wurde in Triplikaten durchgefihrt.

36



Methoden
4.2.6.2 Aufkonzentration von X-VIVO 15 Medium

Um X-VIVO 15 Medium als FCS-Ersatz in SILAC-Medium in der Zellkultur einzuset-
zen, wurden 50 ml X-VIVO 15-Medium mit Amicon Ultra 15 Filtern mit 3 kDa Cut-off
durch Zentrifugation bei 4.600 rpm auf 500 pl aufkonzentriert. Dabei sind die im

X-VIVO-Medium enthaltenen Aminosauren herausgefiltert worden.

4.2.6.3 Finales Sekretomprotokoll

Fur die finale Sekretommethode, wurde mit dem SSPA 2,5-Medium (Nr.12 aus Ta-
belle 5) gearbeitet.
Die neu synthetisierten Proteine wurden zusatzlich mit den schweren Isotopen der

Aminosauren Arginin und Lysin markiert.

An Tag 1 wurden fiir den Versuch pro Probe zwei Lécher mit 0,2 x 10° Zellen in
6-Loch-Platten ausgeséat und Uber Nacht auf 60-70% Konfluenz wachsen gelassen.
An Tag 2 wurden die Zellen 2-mal mit 2 ml 37 °C warmem PBS gewaschen. Nach
dem Waschen wurden die Zellen mit 1,2 ml des beschriebenen SILAC-Mediums mit
2 pl aufkonzentriertem X-VIVO 15 und allen Zusatzen aul3er Arginin und Lysin ver-
setzt und 1 Std. hungern gelassen. AnschlieRend wurde das Medium gegen 1,2 ml
des gleichen Mediums, mit 0,4 mM schwerem Arginin und 0,8 mM schwerem Lysin

ausgetauscht.
Nach 18 Std. wurde das konditionierte Medium abgenommen.
Die folgenden Schritte wurden dann bei 4 °C durchgefihrt.

Zum Entfernen von abgestorbenen Zellen wurde das Medium 5 min. bei 3.000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt und mit 48 pl Pro-
teaseinhibitor versetzt. Anschliel3end wurde 10 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand in ein Ultrazentrifugenreaktionsgefaf tberfiihrt. Um kleine Zellreste zu

entfernen wurde dann 60 min. bei 40.000 x g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.

Im Anschluss wurden pro Probe je 1,8 ml Medium mit 3 kDa Zentrifugationsamicons

bei 13.000 rpm auf 80 pl aufkonzentriert.

Das aufkonzentrierte Medium wurde dann mit den Pierce Top 12 abundant protein
depletion spin columns depletiert. (siehe 4.2.6.4)
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Nach der Depletion wurde die Proteine der Probe mittels FASP-Verdau (siehe
4.2.3.3) verdaut und weiter fir die massenspektrometrische Analyse vorbereitet (sie-
he 4.2.3.4).

4.2.6.4 Depletion von Albumin, Transferrin und Haptoglobin

Vor der massenspektrometrischen Bestimmung des Sekretoms wurde eine Depletion
mit dem konditionierten SILAC-Medium mit Zusatz von 2 pl X-VIVO 15 durchgefuhrt,
also mit dem Medium, das von den Zellen abgenommen und fur die Sekretomanaly-
se genutzt wurde. Dies diente dazu, das im X-VIVO-Medium enthaltene Albumi,
Transferrin und Haptoglobin zu entfernen. Albumin und Transferrin stellen Storfakto-

ren bei der massenspektrometrischen Messung dar.
Die folgenden Schritte fanden, wenn nicht anders beschrieben, bei 4 °C statt.

Dazu wurden die Proben zunachst 15 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert um Zellreste
zu pelletieren. Der Uberstand wurde in 1,5 ml UltrazentrifugenreaktionsgefaRs tber-
fuhrt. Um kleinere verbliebene Zellreste und —organellen zu entfernen, wurden die

Proben dann 60 min. bei 35.000 x g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.

AnschlieRend wurden 1,8 ml des Uberstandes in Amicon Ultra 0,5 Filter mit
3 kDa Cut-off gegeben und durch Zentrifugation bei 13.000 rpm auf 80 ul aufkon-

zentriert.

Mit dem aufkonzentrierten Medium wurde dann die Depletion durchgefuhrt. Dafir
wurden die Top 12 abundant protein depletion spin columns von Pierce verwendet.
Vor Beginn wurden pro Saule 150 ul des Puffers oberhalb der Beads abgenommen
und in einem separaten Reaktionsgefald verwahrt. Dann wurde das aufkonzentrierte
Medium auf die S&aulen gegeben. Die Filter, die zur Aufkonzentration genutzt wurden,
wurden mit 50 pl des abgenommenen Saulenpuffers gespult, der dann ebenfalls auf
die Saulen gegeben wurde. AnschlieBend wurden die Saulen verschlossen, invertiert
bis sich das Medium gut mit dem Sauleninhalt vermischt hatte und fir weitere
60 min. bei Raumtemperatur rotiert. Nach Ablauf der Zeit wurde der Bodenverschluss
der Depletionssaulen entfernt, die S&ulen in 2 ml Lo-Bind-Reaktionsgefalies gestellt
und 2 min. bei 1.000 x g zentrifugiert, bis der flissige Sauleninhalt in die Reaktions-
gefalies durchgelaufen war.
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Die entstandene 500 ul Probe, bestehend aus Saulenpuffer (10 mM PBS;
0,15 M NacCl; 0,02% Azide; pH 7,4) und Medium mit sekretierten Proteinen, wurde im
Anschluss mittels FASP verdaut (siehe 4.2.3.3).

* Medium abnehmen

* 2x mit PBS waschen

* + Labeling-Medium ohne
Arg, Lys, Meth

* Medium abnehmen
* + Labeling-Medium mit
heavy Arg, heavy Lys, Meth

Qz—-l

t::e:c:

5O
© o :’
@ o 60 min. ,Verhungern® 18 Std. ,Labeling”
_— _—

T
Uberstand Zentrifugation N N l
T —_—
4 N7,

Konzentration Depletion von Albumin & Transferrin

T
Zentrifugation l LC-MS/MS Analyse
N/

FASP-Verdau

Abbildung 7: Schematische Darstellung der, in dieser Arbeit entwickelten, Methode zur Sekretomanalyse
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5 Ergebnisse

5.1 Sekretomanalyse humaner Tumorzelllinien

Im Hinblick auf eine mdgliche Krebsfriherkennung und damit verbundene gezielte
Antitumortherapie ist das Sekretom von Tumorzellen in den letzten Jahren verstarkt
in den Fokus der Wissenschaft gertickt. Mehrere Arbeitsgruppen erstellten Sekre-
tomdaten zu einzelnen Tumorzelllinien, teilweise mit experimentellen, teilweise mit-

tels bioinformatischer Methoden.

Die vorliegende Arbeit diente dazu, eine umfassendere Ubersicht mit anschlieRen-

dem Vergleich zwischen ausgewahlten Tumorzelllinien zu ermdglichen.

Hierzu wurden neun verschiedene humane Tumorzelllinien und eine Zelllinie aus ge-
sundem Gewebe (siehe Tabelle 1) unter Berlcksichtigung des Herkunftsgewebes
ausgewahlt und mit der derzeitigen State-Of-The-Art-Methode von Katrin Eichelbaum
und Jeroen Krijgsveld untersucht (4.2.1). Dabei wurden insgesamt drei Gruppen
(Lungenkarzinome, Melanome, Kolonkarzinome) mit je drei verschiedenen Tumor-
zelllinien des entsprechenden Gewebes gebildet. Die Zelllinie des gesunden Gewe-

bes entstammte dem Kolon.

Fir die massenspektrometrische Analyse wurde die Orbitrap Exploris 480 von Ther-
moFisher eingesetzt. Pro Zelllinie wurden je drei biologische Replikate erzeugt, die
wiederum in je drei technischen Replikaten gemessen wurden. Zusatzlich zu den
Proben, in denen L-AHA in die Proteine eingebaut wurde, um sie aus dem Medium
separieren zu kdnnen, wurde immer eine Negativkontrolle mitgefuihrt. In dieser waren

Zellen unter Normalbedingungen, d.h. mit Methionin, gewachsen.

Als aussagekréftig fir das Sekretom wurden die Proteine angesehen, die in zwei von
drei technischen und in zwei von drei biologischen Replikaten detektiert worden sind.
Insgesamt konnten, wie in Abbildung 8 dargestellt, fir die untersuchten Zelllinien
zwischen 234 und 692 sekretierte Proteine identifiziert werden. Dabei zeigte sich,
dass die Anzahl sekretierter Proteine zwischen den verschiedenen Zelllinien variier-
te. Die grofdte Anzahl sekretierter Proteine konnte in der Gruppe der Melanome ge-

funden werden.
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Abbildung 8: Anzahl detektierter sekretierter Proteine in 10 humanen Zelllinien

Gezeigt ist die Anzahl der identifizierten Proteine im Sekretom der 9 Tumorzelllinien, sowie fiir die Zelllinie, die
von gesundem Kolongewebe abstammt (CCD841). Untersucht wurden pro Zelllinie 3 biologische Replikate, die
wiederum in technischen Triplikaten gemessen wurden. Fur die Messung wurde die Orbitrap Exploris 480 von
ThermoFisher eingesetzt.

Zwischen den biologischen Replikaten jeder Zelllinie liel3 sich eine hohe Korrelation
feststellen, die sich in Abbildung 10 widerspiegelt. Zudem zeigte sich, dass die Zellli-
nien, die zu einer Tumorgruppe gehdrten, groRtenteils zusammen clusterten. Beson-
ders deutlich zeigte sich dies bei den Melanomen (D41-Mel, Mel-Ho, SK-Mel-37), die
sich unmittelbar nebeneinander wiederfanden. Das heil3t, dass die Sekretome inner-
halb dieser Gruppe sich ahnlicher waren, als im Vergleich zu einer anderen Gruppe.
Bei den Kolonkarzinomen zeigten die beiden Zelllinien HT-29 und HCT116 ein ge-
meinsames Cluster. Bei den Lungenkarzinomen bildeten ebenfalls zwei der Zellli-
nien, die A549 und die H226, ein gemeinsames Cluster, wahrend die H1650 in einem

Cluster mit den SW48 aus der Gruppe der Kolonkarzinome zu finden waren.

Um Gemeinsamkeiten innerhalb jeder Gruppe genauer zu identifizieren und zu cha-
rakterisieren, wurden die Sekretionsprofile der Tumorzelllinien innerhalb jeder Grup-
pe miteinander verglichen (Abbildung 9). Dazu wurde das frei verfligbare Programm
Venny 2.1.0 verwendet.*® Hierbei zeigten sich Ubereinstimmungen aller drei Zellli-
nien von 18,3% innerhalb der Kolonkarzinome, 14,4% innerhalb der Lungenkarzino-
me und 32,9% innerhalb der Melanome. Zusétzlich fanden sich in jeder Gruppe auch

Uberlappungen zwischen je zwei von drei Zelllinien.
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Insgesamt wurden 28 Proteine detektiert, die von allen neun untersuchten Tumorzell-

linien sekretiert wurden. Die Gennamen dieser Proteine sind in Tabelle 6 zu finden.

HCT116 HT-29 AS549 H1650 SK-Mel D41-Mel

90
(14.4%)
126
(20.1%)
96

(15.3%)

Sw4s H226 Mel-Ho

Abbildung 9: Venn-Diagramme Sekretomvergleich
Die Sekretionsprofile der Tumorzelllinien innerhalb der Tumorgruppen wurden mittels des Programms Venny
2.1.0 miteinander verglichen. Dabei zeigten sich die dargestellten Uberlappungen zwischen den Zelllinien. Von

links nach rechts sind die Venn-Diagramme der Kolonkarzinome, der Lungenkarzinome und der Melanome dar-
gestellt.

Tabelle 6: Gennamen der Proteine, die von allen 9 Tumorzelllinien sekretiert wurden

Gennamen

ITM2B

NUCB1

FUCA2

CST3

ATP6AP1

GM2A

ADAM9

CHST14

IGFBP2

TMED2

DAG1

TNFRSF12A

MMP1

SLIT1

PAM

PSAP

CCDC80

APLP2

UXS1

QSOX1

FSTL3

TIMP2

CYR61

GPC1

APP

PVR

SHISAS

PLOD1
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Abbildung 10: Ubersicht iiber das Sekretom der 10 humanen Zelllinien
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Die Abbildung zeigt eine Ubersicht und einen Vergleich iiber die Sekretionsprofile der einzelnen Zelllinien und der biologischen Replikate jeder Zelllinie. Die gute Reproduzierbarkeit

der Sekretomanalyse spiegelt sich in der engen Korrelation der Replikate wider. Auch Innerhalb der Zelllinien einer Tumorgruppe zeigen sich gemeinsame Cluster.
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5.2 Erganzung der Sekretomdaten durch Proteom- und Tran-

skriptomdaten

Als Erganzung zu den Sekretomdaten und zur Validierung der genutzten Methode,
wurden die Zellen, deren Uberstand zur Analyse des Sekretoms genutzt wurde, ge-
erntet und auf Proteom- und Transkriptomebene untersucht. Es wurden sowohl die
Zellen der Positiv- (AHA-Bedingung) als auch der Negativkontrolle (Methionin-
/Normalbedingung) untersucht. Pro Zelllinie wurden dazu je 1 x 10° Zellen geerntet

und lysiert. Alle Analysen wurden in Triplikaten durchgefthrt.

Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse wurden anschlieend mit Transkriptomda-
ten aus ,The Cancer Genome Atlas“ (TCGA) des National Cancer Institute vergli-
chen. Dieser enthalt Transkriptomdaten die von mehr als 20.000 Primartumoren aus
Patienten zu 33 Tumortypen, sowie von gesunden Geweben als Vergleichsmaterial,
erstellt worden sind.*” Der Vergleich zwischen den Transkriptomdaten der in dieser
Arbeit untersuchten 10 Zelllinien und den ex vivo gewonnen Daten aus dem TCGA
diente der Uberprifung, in wie fern die in vitro gewonnenen Erkenntnisse zum Sekre-
tom auf das Tumormikromilieu in vivo Ubertragbar sind. Gezeigt werden die Daten in
Form von Hauptkomponentenanalysen (engl. Principal Component Analysis, PCA),
die es ermdglichen, die komplexen Datenséatze durch Zusammenfassen vieler Vari-

ablen zu wenigen Hauptkomponenten, zu visualisieren. (Abbildung 11)
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Abbildung 11: Hauptkomponentenanalyse der Transkriptomdaten der 10 Zelllinien und der ex vivo Tumo-
re aus dem TCGA

Gezeigt ist der Vergleich von Transkriptomdaten, der in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien mit Transkriptomda-

ten von ex vivo Tumormaterial von Patienten aus dem TCGA.
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In Abbildung 12 sind die Transkriptomdaten aller Zelllinien beider Bedingungen zu-
sammen in einer Hauptkomponentenanalyse dargestellt. Dabei ist zu sehen, dass
alle biologischen Replikate einer Zelllinie zusammen clustern. Die Daten der beiden
Bedingungen, Methionin und AHA, liegen flr eine Zelllinie jeweils ndher zusammen
als die verschiedenen Zelllinien zueinander. Ebenso zeigen alle Tumorzelllinien, die
zu einer Gewebsgruppe gehdren, bei der Analyse eine enge raumliche Beziehung.
Jede Zelllinie wird von einer Farbe reprasentiert. Die beiden Bedingungen, Methionin
und AHA, werden durch einen Punkt bzw. eine Raute vor der Probenbezeichnung
gekennzeichnet.
Die Gruppen wurden durch farbige Kasten markiert. Im gelben Kasten befinden sich
alle Kolonkarzinome, im roten alle Lungenkarzinome und im blauen alle Melanome.
Die Zelllinie, die vom gesunden Kolongewebe abstammt, wird von einem griinen

Kasten umrahmt.
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Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse der Transkriptomdaten aller 10 Zelllinien

In der dargestellten Hauptkomponentenanalyse sind die Beziehungen der Transkriptomdaten der drei Replikate
der Methionin- und AHA-Bedingung jeder Zelllinie zu sehen. Jede Farbe reprasentiert eine andere Zelllinie. Der
Punkt vor der jeweiligen Probenbezeichnung kennzeichnet die Methionin-Bedingung, die Raute fir die AHA-
Bedingung. Die Proben aller Zelllinien einer Gewebsgruppe sind durch die farbigen Rahmen markiert.

(Gelb=Kolonkarzinome, Rot= Lungenkarzinome, Blau= Melanome, Griin= ,Normales Kolongewebe*)
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Stellt man die Transkriptomdaten der Methionin- und der AHA-Proben fir jede Zellli-
nie einzeln in Form einer Hauptkomponentenanalyse dar (Abbildung 13), ist ein Un-
terschied zwischen den Proben der Zellen, die mit AHA gewachsen waren zu den
Proben, bei denen die Zellen mit Methionin gewachsen waren zu erkennen. Die Rep-
likate einer Bedingung liegen bei jeder Zelllinie deutlich naher bei einander, als die
Replikate der beiden Bedingungen zueinander. Das bedeutet, dass sich die Zellen,
die mit AHA gewachsen waren, um eine Separation der von ihnen sekretierten Prote-
ine fur die Sekretomanalyse aus dem Medium zu ermdéglichen, in ihrer Genexpressi-
on von den gleichen Zellen, die mit Methionin gewachsen waren unterscheiden.

Auch innerhalb der biologischen Triplikate einer Bedingung gab es kleine Varianzen.
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Abbildung 13: Hauptkomponentenanalysen der biologischen Replikate der Methionin und AHA- Bedin-
gung fur jede Zelllinie

Die Hauptkomponentenanylsen zeigen die Transkriptomdaten fir jede der 10 Zelllinien. In Rot sind die biologi-
schen Triplikate dargestellt, bei denen die Zellen mit AHA gewachsen waren, in Turkis die, bei denen die Zellen

unter Normalbedingung (Methionin) gewachsen waren.
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Zur weiteren Analyse der Genexpressionsmuster zwischen den Zellen, die mit AHA,
im Vergleich zu denen, die mit Methionin (Normalbedingung) gewachsen waren,
wurden fir jede Zelllinie MA Plots erstellt. Diese ermdglichen eine zweidimensionale
Veranschaulichung der Transkriptomdaten und einen Vergleich der Genexpression
der beiden Konditionen. Auf der Y-Achse ist die relative Anderung (engl. fold change)
und auf der X-Achse das arithmetische Mittel des Expressionsniveaus (engl. mean of
normalized counts) der Gene, die verglichen werden, dargestellt.
Gene, die in beiden Konditionen ahnlich stark exprimiert werden, finden sich in Form
eines Punktes nahe der O auf der Y-Achse wieder. Gene, die in einer Bedingung eine
hohere oder niedrigere Expression zeigen, liegen weiter von Y=0 entfernt.
Die MA Plots sind in Abbildung 14 und Abbildung 15 gezeigt. Bei jeder Zelllinie ist ein
Unterschied in der Genexpression zwischen beiden Bedingungen erkennbar, der je
nach Zelllinie unterschiedlich stark ausgepragt ist. Insgesamt variiert der Anteil diffe-
rentiell exprimierter Gene, basierend auf einer relativen logarithmischen Anderung
von < bzw. >0 und einem Signifikanzwert von 0,05, im Vergleich zwischen der AHA-
und der Methionin-Bedingung Uber alle 10 Zelllinien etwa zwischen 0,8% (SW48)
und 13,8% (SK-Mel-37).
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MA plot Methionin vs. AHA Lungenkarzinom A549
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Abbildung 14: MA Plots Kolon- und Lungenkarzinome

Arithmetisches Mittel des Expressionsniveaus (mean of normalized counts)

Die MA Plots zeigen die Veréanderungen im Transkriptom zwischen den Methionin- und AHA-Bedingungen fiir die

drei Kolonkarzinomzelllinien und die drei Lungenkarzinomzelllinien. Die signifikant differentiell exprimierten Gene

sind in den MA Plots jeweils blau dargestellt.
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MA plot Methionin vs. AHA Melanom D41-Mel MA plot Methionin vs. AHA ,gesundes” Kolongewebe CCD841
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MA plot Methionin vs. AHA Melanom SK-Mel-37
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Abbildung 15: MA Plots Melanome und ,,gesundes® Kolongewebe
Die MA Plots zeigen die Veranderungen im Transkriptom zwischen den Methionin- und AHA-Bedingungen fur die
drei Melanomzelllinien und die Zelllinie, die von gesundem Kolongewebe abstammt. Die signifikant differentiell

exprimierten Gene sind in den MA Plots jeweils blau dargestellt.
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Eine Ubersicht {iber die Transkriptomdaten bietet die Heatmap in Abbildung 16. Sie
zeigt fur alle Zelllinien die Gene, die pro Zelllinie im Vergleich beider Bedingungen
differentiell oder gleich exprimiert wurden. Dabei werden pro Zelllinie die biologi-
schen Replikate dargestellt. Gene, die im Transkriptom der Zellen, die mit AHA ge-
wachsen waren starker exprimiert wurden, sind in Rot dargestellt, die die in den Zel-
len, die mit Methionin gewachsen waren starker exprimiert wurden, in Blau. Die gel-

ben Bereiche reprasentieren die Gene, die in beiden Bedingungen gleich exprimiert

wurden.
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Abbildung 16: Heatmap zu den Transkriptomdaten der 10 Zellinien (Methionin vs. AHA)

Die Heatmap prasentiert fur jede Zelllinie farblich die Gene, die im Transkriptom der jeweiligen Zelllinie zwischen
der Methionin und der AHA-Bedingung unterschiedlich exprimiert wurden. Blau prasentiert die Gene, die unter
AHA-Bedingungen herunterreguliert, Rot die Gene, die hochreguliert waren. Die gelben Bereiche prasentieren die
Gene, die gleich exprimiert wurden. Pro Zelllinie sind jeweils die Triplikate abgebildet. Berechnet wurde
log10(AHA/Meth).

Um einen Eindruck zu bekommen, welchen Mdoglichen Effekt der AHA-Einsatz auf
die Sekretomproteine hat, sind in Abbildung 17 nur die Gene in Form einer Heatmap
dargestellt, die flr Proteine kodieren, die im Sekretom der jeweiligen Zelllinie gefun-
den wurden.

Abbildung 18 zeigt fur jede der 10 Zelllinien den Einfluss des AHA auf die Sekretom-

proteine auf Proteomebene.
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Abbildung 17: Heatmap der Transkriptomdaten der 10 Zelllinien, von Genen die fur Proteine kodieren, die
im Sekretom gefunden wurden

LT T

"‘.;'.p 11T A

ll'ﬁ" M« s i L ;"‘;I.f“' M

| |||‘|||| =
AR L E
\

ealoale

i

Dat-MaL A

-Mal B

I i | wll | ||

W | |I | | | "J' |‘:Il “ %é
- M Ji a e el L i l\llll‘l I 15|’Wl‘" |”||'&'“'W

Abbildung 18: Heatmap fur alle 10 Zelllinien von Proteinen auf Proteomebene, die im Sekretom gefunden
wurden
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5.3 L-Azidohomoalanin Effekt auf die Zellen

Der zuvor beobachtete und beschriebene Effekt des AHA auf die Zellen konnte mit
der Mauskolonkarzinomzelllinie MC38 reproduziert und weiter untersucht werden.
Zusatzlich zu dem mit AHA substituierten SILAC-Medium wurden die Zellen in se-
rumfreiem Medium, wie es teilweise auch fir Sekretomanalysen verwendet wird, in
ihrem Standardmedium sowie in SILAC-Medium mit Methionin kultiviert. Die genaue

Zusammensetzung ist in Tabelle 5 zu finden.

Bereits bei mikroskopischer Betrachtung konnten Unterschiede im Wachstum der
Zellen in den verschiedenen Medien festgestellt werden. Fir jede Bedingung wurden
0,1 x 10° Zellen in 6-Loch-Platten ausgeséat und eine Nacht in ihrem Standardmedi-
um kultiviert. Am nachsten Tag lag die Zellzahl bei 0,2 x 10° Zellen. Diese wurden
zwei-mal mit PBS gewaschen und anschlieRend tber Nacht (18 Stunden) in den ver-
schiedenen Medien kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen bei 10x/0,25 Ver-
groRerung unter dem Mikroskop betrachtet. Die Zellen, die in serumfreiem Medium
gewachsen waren, erschienen deutlich runder, die die mit AHA gewachsen waren

zeigten insgesamt ein geringeres Wachstum.

Zur Erstellung einer Wachstumskurve wurden die Zellen nach 18 und nach 24 Stun-
den geerntet und gezahlt. Abbildung 19 zeigt die Zellzahl in Abhangigkeit von der Zeit
in Form einer Wachstumskurve. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass die Zellen in
SILAC-Medium mit Methionin ahnlich wie die Zellen in ihrem Standardmedium ge-
wachsen waren. Die Zellen, die in SILAC-Medium mit AHA gewachsen waren zeigen
ein, um etwa einen Faktor 2 reduziertes Wachstum, bei dem die Wachstumskurve

zum Ende abflacht.
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Abbildung 19: Wachstumskurve MC38 in verschiedenen Medien

Zur Erstellung der Wachstumskurve wurden 0,2 x 10% MC38-Zellen in ihrem Standardmedium, in SILAC-Medium

mit Methionin und in SILAC-Medium mit AHA in 6-Loch-Platten ausgesét. Nach 18 Stunden und nach 24 Stunden
wurden die Zellen jeweils geerntet und gezahlt. Gezeigt sind jeweils die Ergebnisse der Triplikate fur jede Bedin-

gung und jeden Zeitpunkt.

Um den Zustand der Zellen néher zu bestimmen, wurden die Zellen, die in den ver-
schiedenen Medien gewachsen waren, geerntet, mit Annexin-V-FITC als Apoptose-
marker und TO-PRO-3 als Farbstoff fiir tote Zellen gefarbt und ihre Viabilitat mittels
Durchflusszytometrie gemessen. In Abbildung 20 sind die Ergebnisse der Messung
dargestellt. Alle Ergebnisse wurden 3-mal reproduziert.

Es zeigte sich, dass bei den Zellen, die in 3 ml ihres Standardmediums gewachsen
waren, zu den Zellen, die in 1,2 ml SILAC-Medium mit Methionin gewachsen waren,
kein signifikanter Unterschied bestand. Bei beiden lag der Anteil lebendiger Zellen
zwischen 76 und 80%, sodass die Annahme, dass das SILAC-Medium mit allen Zu-
satzen und Methionin dem Standardmedium entspricht, bestatigt wurde. Im serum-
freien Medium lag der Anteil lebendiger Zellen bei 48%. Beim SILAC-Medium mit
AHA zeigte sich der deutlichste Unterschied. Nur etwa 20% der Zellen waren leben-
dig. Etwa 7% waren Annexin-V-FITC gefarbt, 38% waren TO-PRO-3 gefarbt und
35% zeigten eine doppelte Farbung.
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Abbildung 20: Zellviabilitatsvergleich mittels Durchflusszytometrie (1)

Zur Bestimmung der Viabilitat der Zellen, die in ihrem Standardmedium (DMEM) bzw. dem Aquivalent, dem
SILAC-Medium mit Methionin oder in serumfreiem Medium und in SILAC-Medium mit AHA als Methioninersatz
gewachsen waren, wurden 1x10° Zellen geerntet, mit Annexin-V-FITC und TO-PRO-3 gefarbt und am Image-

Stream gemessen. Die abgebildeten Fotos der Zellen sind farblich umrandet, um zu kennzeichnen, welcher Po-
pulation sie zugehorig sind.

56



Ergebnisse
Auch auf Proteomebene zeigten sich Unterschiede in der Proteinexpression. In Abbil-
dung 21 wurden die Ergebnisse der Proteomanalyse von Zellen, die in serumfreiem
Medium bzw. Medium mit AHA gewachsen waren, in Korrelation mit dem Proteom
der Zellen, die mit Methionin gewachsen waren gesetzt. Dabei zeigte sich fur die
AHA-Bedingung eine hohere Korrelation (R?=0,956) als fiir die Bedingung ohne Se-
rum (R?=0,92). Insgesamt waren in der serumfreien Bedingung 202 (91 starker, 101
weniger stark exprimiert) und in der AHA Bedingung 208 Proteine (95 starker, 113

weniger stark) im Vergleich zur Methionin-Bedingung verandert.

serumfrei vs Methionin AHA vs Methionin
1,00E+11 1,00E+11
y =1,2107x - 7TE+06 y =0,9775x + 275601
R?=0,9213 R?=0,9562

1,00E+10 1,00E+10

1,00E+09

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+08

1,00E+07 1,00E+07

1,00E+06 1,00E+06
1,00E+06 1,00E+07 1,00E+08 1,00E+09 1,00E+10 1,00E+11 1,00E+06 1,00E+07 1,00E+08 1,00E+09 1,00E+10 1,00E+11

Abbildung 21: Proteomkorrelation
Die Darstellung zeigt die Korrelation der Proteinexpression von Zellen, die in serumfreiem Medium (links) bzw.
Medium mit AHA anstatt Methionin gewachsen waren (rechts) zu Zellen, die in Medium mit Methionin (Standard-

bedingung) gewachsen waren.

Zur genaueren ldentifikation, welche Prozesse in den Zellen durch das AHA beein-
flusst werden, wurden Gene Ontology Analysen durchgefuhrt, die in Abbildung 22
dargestellt sind. Dazu wurde die Enrichr-Software genutzt. Betrachtet wurden die
Gene und Proteine, die im Transkriptom bzw. Proteom der im Medium mit AHA ge-
wachsenen Zellen im Vergleich zur Methioninbedingung hoch- bzw herunterreguliert
waren. Dabei zeigte sich, dass vor allem Prozesse, die mit zellularem Stress und
Apoptose assoziiert sind, in Zellen, die mit AHA gewachsen waren, hochreguliert
wurden. Prozesse, die mit Zellwachstum assoziiert sind, wurden hingegen herunter-

reguliert.
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Abbildung 22: Gene Ontology Analyse regulierter Gene und Proteine der MC38 Zellen kultiviert in AHA-
Medium

In dieser Abbildung sind fir die Zelllinie MC38 verschiedene biologische Prozesse dargestellt, die durch das kulti-
vieren der Zellen in AHA-Medium beeinflusst werden. Das linke Diagramm zeigt, welche Proteine bzw. Gene, die
fur die jeweiligen Prozesse relevant sind, hochreguliert wurden, das rechte Diagramm, welche herunterreguliert
wurden. Die grauen Balken reprasentieren jeweils die Gene, die roten die Proteine. Fur die Analyse wurde die
Software Enrichr genutzt.

Dieser Einfluss wirkt sich auch auf Proteine aus, die mit Tumoren aussoziiert sind.
Tabelle 7 zeigt eine Auswahl dieser Proteine, die von allen neun untersuchten Tu-
morzellen sekretiert werden. Dargestellt sind die Mittelwerte der Expression auf
Transkriptomebene fir jeweils die Methionin- und die AHA-Bedingung. Der fold
change (FC) gibt dabei die x-fache Veranderung an. Der grof3te Einfluss von AHA
auf die Expression eines tumorassoziierten Proteins wurde dabei fir das MMP1 beo-
bachtet. Dieses wurde durch den Einfluss von AHA um das 34,4-fache bei den
HCT116 und um das 1.172-fache bei den SK-Mel-37 hoher exprimiert.

Wahrend die AHA-Markierung und anschlielRende massenspektrometrische Analyse
bei der Erstellung eines Sekretoms der MC38- und der humanen Zelllinien unter Be-
achtung der zuvor beschriebenen Effekte anwendbar war, zeigten sich bei dem Ver-
such, diese Methode in der Analyse des Sekretoms von Jurkat-Zellen und priméren

T-Zellen aus OT-I-M&ausen anzuwenden, weitere Einschrankungen.

In der massenspektrometrischen Analyse des Sekretoms der Jurkat-Zellen war die
Anzahl der detektierten Proteine und Peptide, anders als bei den MC38-Zellen, in der

AHA-Bedingung im Vergleich zur Methionin-Bedingung nicht signifikant erh6ht. Die-
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ser Effekt zeigte sich bei der Analyse des Sekretoms der OT-1-Zellen noch deutlicher
(Abbildung 23), weshalb davon auszugehen ist, dass diese Zellen das AHA nicht ef-
fektiv als Methioninersatz in ihre Proteine einbauen. Dadurch ist eine Bestimmung

neu synthetisierter, sekretierter Proteine nicht eindeutig moglich.
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ADAM9 CST3 MMP1 IGFBP2 SLIT1 FSTL3 QSOX1 CCDCS80
Met / AHA Mittel-
werte der Expres-
sion
MEL-HO | 88,18 /116,59 78,45/74,28 Schwache Ex- 11,66 /7,49 Schwache Ex- 5,58 /s 3,87 36,16 / 32,36 Schwache Ex-
pression pression pression
SK-MEL-37 | 38,94 / 30,83 49,87 / 35,04 0,08 /93,79 Schwache Ex- Schwache Ex- 9,66/7,34 60,90/ 60,79 1,71 /6,86
FC +++ pression pression FC 4,01
D41-Mel | 92,50/ 126,46 76,05/ 83,99 203,14 /433,59 108,74/101,78 Schwache Ex- 8,79 /9,00 99,53/108,43 Schwache Ex-
FC 2,13 pression pression
HCT116 | 119,12/76,78 78,54 / 59,32 0,30 /10,32 125,63/ 105,90 Schwache Ex- 16,79/ 21,50 61,85/ 55,87 Schwache Ex-
FC 34,4 pression pression
CCD841 | 428,87 /452,46 156,92/ 38,96 / 57,66 Schwache Ex- Schwache Ex- 98,20/116,82 739,24/ 67,29/ 86,93
152,10 pression pression 729,01
HT-29 | 73,67 / 60,57 89,75/ 80,02 Schwache Ex- 24,41 | 22,51 Schwache Ex- 3,57 /5,91 52,57 / 85,08 Schwache Ex-
pression pression pression
SW48 | 49,61 /40,78 72,30/ 85,02 Schwache Ex- 39,31 /54,90 25,32/ 2,68 50,33/ 34,73 75,02 /104,45 Schwache Ex-
pression FC -9,45 pression
NCI-H1650 | 147,20/ 167,40 128,32/ Schwache Ex- 317,07 /225,73  Schwache Ex- 35,43 /57,43 237,75/ 23,44/ 39,15
112,63 pression pression 215,76
A549  190,30/203,44 127,98/ Schwache Ex- 24,96 / 27,50 Schwache Ex- 77,11 /173,63 33,16/61,88 7,51 /13,30
138,41 pression pression FC 2,25 FC 1,87 FC1,77
NCI-H226 | 620,83 /602,04 58,48 /60,95 Schwache Ex- 7,55/6,79 Schwache Ex- 209,82/ 337,49/ 240,86/ 191,30
pression pression 176,85 389,54

Tabelle 7: Mittelwerte der Expression ausgewahlter tumorassoziierter Proteine auf Transkriptomebene

Die Tabelle zeigt die Expression einer Auswahl von Proteinen, die von allen neun Tumorzellen sekretiert werden und mit Tumoren assoziiert sind. Dargestellt sind die Mittelwerte der

Expression auf Transkriptomebene fiir jeweils die Methionin- und die AHA-Bedingung. Der fold change (FC) gibt die x-fache Veranderung an.
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Abbildung 23: LFQ-Intensitaten der massenspektrometrischen Analyse des Sekretoms der MC38-, OT-I-
und Jurkat-Zellen

Diese Abbildungen stellen die LFQ-Intensitaten der massenspektrometrischen Analyse des Sekretoms der MC38-
, der Jurkat- und der OT-I-Zellen dar, die mittels der Methode nach Eichelbaum et al. mit AHA-Markierung ge-

wonnen wurden. Fir jede Probe sind drei technische und drei biologische Replikate fiir jeweils die Methionin- und
die AHA-Bedingung dargestelit.
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5.4 Entwicklung einer alternativen Methode fur die Sekretom-

analyse

Auf Grund der zuvor beschriebenen Artefakte, die bei der Sekretomanalyse mit der
derzeitigen State-of-the-Art-Methode nach dem Protokoll der Sekretomanalyse mit-
tels SILAC-Labeling und Click-Chemistry von Katrin Eichelbaum und Jeroen
Krijgsveld durch den Einsatz von L-Azidohomoalanin entstehen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine neue Methode entwickelt. Dabei wurden keine Aminosaure- oder
Zuckeranaloga zur Markierung und Separation der neu synthetisierten Proteine ein-

gesetzt.
Zur Etablierung wurde die Mauskolonkarzinomzelllinie MC38 verwendet.

Fur die Entwicklung der Methode wurde nach einem Medium gesucht, in dem die
Zellen ohne Zusatz von FCS oder anderen Substanzen, die die massenspektrometri-
sche Analyse behindern, wachsen kénnen, ohne ihre Eigenschaften zu verandern.
Dazu wurden 0,1 x 10° Zellen in 6-Loch-Platten ausgesat und eine Nacht in ihrem
Standardmedium kultiviert. Am nachsten Tag lag die Zellzahl bei 0,2 x 10° Zellen.
Diese wurden zwei-mal mit PBS gewaschen und in den verschiedenen Medien kulti-
viert. Nach 18 Stunden wurden zunéchst ihre Morphologie und die Viabilitdt be-
stimmt. Im Anschluss wurden die Zellen auf Proteomebene untersucht, um einen

Vergleich der Proteinexpressionen der Zellen zu ermdglichen.

Als Grundlage wurde das X-VIVO 15-Medium von Lonza verwendet. Es enthalt nur
drei bei der Massenspektrometrie stérende Proteine, Albumin, Transferrin und Hap-
toglobin. Um den Anteil dieser Proteine im Medium zu reduzieren und somit die
Depletion effizienter zu machen, wurden verschiedene Konzentrationen des Medi-
ums getestet.

Zusatzlich wurde das X-VIVO 15-Medium mit 3 kDa Zentrifugationsfiltern auf 1/100
aufkonzentriert und an Stelle des FCS als Zusatz fiur das SILAC-Medium verwendet.
Auch hier wurden verschiedene Titrationen getestet. Im weiteren Verlauf dieser Ar-
beit wird dieses Medium ,SSPA-Medium“ genannt als Abkurzung fur ,SILAC-medium
supplemented with protein additives®. Die der Abklrzung folgende Zahl bezeichnet
die X-VIVO-Konzentration, der die zugesetzte Menge des X-VIVO-Konzentrats ent-
spricht. Insgesamt wurden alle Medienkombinationen aus Tabelle 5 getestet, um ei-
nen Vergleich zwischen dem Medium der bereits etablierten, zuvor genutzten Me-

thode und den méglichen Medien fur die neue Methode zu ermdglichen.
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In Abbildung 24 sind die Wachstumskurven der Zellen von vier der getesteten Medien
unter dem Mikroskop zu sehen. Dabei lasst sich bereits erkennen, dass sich die Zel-
len im Medium mit Zusatz von AHA von ihrem Wachstum starker von den Zellen im
Medium mit Zusatz von Methionin unterscheiden, als die Zellen, die in
X-VIVO 2,5-Medium bzw. in SSPA 2,5-Medium gewachsen waren. Die Zellen, die mit
AHA gewachsen waren, haben sich deutlich weniger vermehrt.
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Abbildung 24: Wachstumskurve MC38 in verschiedenen Medien (2)

Zur Erstellung der Wachstumskurve wurden 0,2 x 10° MC38-Zellen in ihrem Standardmedium, in SILAC-Medium
mit Methionin, in SILAC-Medium mit AHA und in SSPA 2,5-Medium in 6-Loch-Platten ausgesét. Nach 18 Stunden
und nach 24 Stunden wurden die Zellen jeweils geerntet und gezéhlt. Gezeigt sind jeweils die Ergebnisse der

Triplikate fiir jede Bedingung und jeden Zeitpunkt.

Zur Bestimmung der Zellviabilitat mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen
wieder geerntet und mit Annexin-V-FITC und TO-PRO-3 gefarbt.

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Messung dargestellt.

Dabei zeigte sich, dass der Anteil lebendiger Zellen zwischen den Titrationen des
X-VIVO-Mediums und des SSPA-Mediums, kaum variierte. Innerhalb der Titrationen
des X-VIVO-Mediums zeigten die Zellen im X-VIVO 15-Medium mit 81,4% den ge-
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ringsten Anteil lebendiger Zellen, wahrend der Anteil bei dem X-VIVO 2,5-Medium
86,3% betrug. Innerhalb der Titrationsreihe des SSPA-Mediums war der Anteil le-
bendiger Zellen im SSPA 15-Medium am hochsten. Er betrug 87,2%. Die Probe des
SSPA 2,5 zeigte immer noch einen Anteil von 86% lebendiger Zellen. Damit lag der
Anteil lebendiger Zellen in diesen Medien in einem ahnlichen Bereich wie bei den
Zellen, die in ihrem Standardmedium gewachsen waren. Der Anteil lag hier bei 80%.
Das entspricht einem vierfach hoheren Anteil als bei den Zellen, die mit Zusatz von
AHA gewachsen waren (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 25: Zellviabilitatsvergleich mittels Durchflusszytometrie (2)

Zur Bestimmung der Viabilitéat der Zellen, die in verschiedenen Medien gewachsen waren, wurden 1x10° Zellen

geerntet, mit Annexin-V-FITC und TO-PRO-3 geféarbt und am ImageStream gemessen.
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Auf Proteomebene zeigten sich die in Abbildung 26 dargestellten Ergebnisse. Dabeli
wurden die Proteomdaten der Zellen, die in serumfreiem Medium, in X-VIVO 15 und
X-VIVO 5 Medium sowie in SSPA 15-, 5- und 2,5-Medium als auch in SILAC-Medium
mit AHA gewachsen waren, mit Proteomdaten von Zellen, die in ihrem Standardme-
dium gewachsen waren, verglichen. Dabei war zu sehen, dass unter AHA-
Bedingungen 208 und unter serumfreien Bedingungen 202 Proteine im Vergleich zur
Standardbedingung signifikant verandert waren. Im Proteom von Zellen, die unter X-
VIVO-Bedingungen gewachsen waren, waren es 143 bzw.144 Proteine. Der gerings-
te Unterschied zur Standardbedingung zeigte sich im Proteom der Zellen, die in
SSPA-Medium gewachsen waren. Im Vergleich zur AHA-Bedingung waren die Prote-
ine mit einer Anzahl von 55-57 signifikant veranderten Proteinen hier um einen Fak-

tor von etwa 3,7 weniger verandert.

Anzahl signifikant regulierter Proteine in verschiedenen
Medien im Vergleich zum Methionin-Medium

250
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.l . B l iR

Abbildung 26: Anzahl signifikant verénderter Proteine in verschiedenen Medien im Vergleich zum Methio-
nin-Medium auf Proteomebene

Der Graph zeigt die Proteine, die auf Proteomebene bei MC38 Zellen, die in verschiedenen Medien gewachsen
waren, im Vergleich zu Zellen, die in ihrem Standardmedium (mit Methionin) gewachsen waren, signifikant veran-
dert waren. Zur Ermittlung der Daten wurden jeweils 1 x 10° Zellen, nach Kultivierung fur 18 Stunden in den ver-

schiedenen Medien, geerntet, lysiert und per Massenspektrometrie analysiert.
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Zur Bestéatigung der am ImageStream und auf Proteomebene gemachten Beobach-
tungen, wurden zusatzlich Transkriptomanalysen von den Zellen, die in SILAC-
Medium mit Methionin, mit AHA oder im SSPA 2,5-Medium gewachsen waren ge-
macht. Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse in Form von MA-Plots. Es wurden jeweils
die Bedingung ,AHA" und ,SSPA 2,5 mit der Standardbedingung ,Methionin® vergli-
chen. Im Falle des AHA (links) waren im Vergleich 8,8% der Gene durch das AHA
hochreguliert, 9,3% herunter. Bei dem SSPA 2,5-Medium lag der Anteil regulierter
Gene bei 1,3% bzw. 1,4%. (bei einer logarithmischen relativen Anderung von >0

bzw. <0 und einem Signifikanzwert von p=0,05)

MA plot Methionin vs. AHA MC38 MA plot Methionin vs. SSPA 2,5 MC38

log relative Anderung (fold change)
]

log relative Anderung (fold change)
]

T T
1e-01 1e+00 1e+01 1e+02 1e+03 1e+04 1e+05 1e-01 1e+00 1e+01 1e+02 1e+03 1e+04 1e+05

Arithmetisches Mittel des Expressionsniveaus (mean of normalized counts) Arithmetisches Mittel des Expressionsniveaus (mean of normalized counts)

Abbildung 27: Transkriptomanalyse von Zellen, die mit Methionin versus AHA oder versus SSPA 2,5-
Medium gewachsen waren

Dargestellt sind die Transkriptomdaten von Zellen, die mit AHA (links) bzw. SSPA 2,5 (rechts) gewachsen waren

im Vergleich zu Transkriptomdaten von Zellen, die in ihrem Standardmedium mit Methionin gewachsen waren.

Bei Darstellung der Daten in Form einer Hauptkomponentenanalyse (Abbildung 28)
ist zu sehen, dass die biologischen Replikate flr jede der drei Bedingungen nah bei-
einander liegen und somit eine geringe Varianz aufweisen. Innerhalb der Bedingun-
gen zeigt sich eine deutlich gréRRere Varianz zwischen der AHA-Bedingung und der
Methionin-bedingung, als zwischen dieser und der Bedingung mit SSPA 2,5-Medium.
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Abbildung 28: Hauptkomponentenanalyse der Transkriptomdaten von MC38 in verschiedenen Medien

Die Hauptkomponentenanalyse zeigt die Transkriptomdaten von Zellen, die in ihrem Standardmedium (Methionin)
gewachsen waren in griin, die der Zellen, die mit AHA gewachsen waren in Rot und die, die im SSPA 2,5-Medium
gewachsen waren in Blau. Fur jede Bedingung sind jeweils die drei biologischen Replikate dargestelit.

Auch bei der Gene Ontology-Analyse der Gene, die in den Zellen, die im AHA-
Medium bzw. im SSPA 2,5-Medium kultiviert wurden, zeigten sich im Vergleich zu
Genen der Zellen, die im Methionin-Medium gewachsen waren, deutliche Unter-
schiede in der Hoch- bzw. Herunterregulation. Wie in Abbildung 29 dargestellt, wer-
den durch das SSPA 2,5-Medium deutlich weniger Prozesse, die mit Stress assozi-
iert sind, hochreguliert als durch das AHA-Medium. Auch der negative Einfluss auf

Zellwachstumsprozesse ist geringer.
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Abbildung 29: Gene Ontology Analyse regulierter Gene der MC38 Zellen kultiviert in AHA- oder SSPA-
Medium im Vergleich zu Methionin-Medium

In dieser Abbildung sind fir die Zelllinie MC38 verschiedene biologische Prozesse dargestellt, die durch das kulti-
vieren der Zellen in AHA- oder SSPA-Medium beeinflusst werden. Das linke Diagramm zeigt, welche Gene, die
fur die jeweiligen Prozesse relevant sind, hochreguliert wurden, das rechte Diagramm, welche herunterreguliert
wurden. Die grauen Balken reprasentieren die AHA-Bedingung, die blauen die SSPA-Bedingung. Fir die Analyse

wurde die Software Enrichr genutzt

Zusammenfassend lasst sich aus den zuvor gezeigten Daten schliel3en, dass die
Kultivierung von Zellen in SSPA 2,5-Medium und Markierung der neu synthetisierten
Proteine durch die schweren Isotope der Aminosauren Arginin und Lysin eine deut-

lich schonendere Alternative der Sekretomanalyse darstellen.
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6 Diskussion

6.1 Einfluss sekretorischer Proteine auf die Tumorentwicklung

Die Detektion, Identifikation und Analyse der von Zellen an ihre Umgebung abgege-
benen Proteine ist ein elementarer Punkt in der Erforschung des Tumormikromilieus.
Ihre Funktion als Kommunikationsmedium und die damit verbundene Steuerung di-
verser Wachstums- und Regulationsprozesse bietet zum einen potentielle Angriffs-
punkte in der Tumortherapie, zum anderen konnten tumorspezifische sekretorische

Proteine frihe Hinweise in der Krebsdiagnostik geben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 28 Proteine detektiert, die von den neun in dieser
Arbeit untersuchten Tumorzelllinien gleichermaf3en sekretiert werden und an tumor-
assoziierten Prozessen beteiligt sind (Tabelle 6). Im Folgenden werden beispielhaft
zwei Proteine hinsichtlich ihrer Funktion und Rolle bei der Tumorentwicklung disku-

tiert.

Ein Beispiel stellt das Disintegrin und Metalloproteinase enthaltende Protein 9, kurz
ADAMS9, dar. Es ist ein membrangebundenes Enzym, dessen, durch alternatives
SpleiRen entstehende, sekretorische Form (ADAM9-S) im Sekretom der neun Tu-
morzelllinien dieser Arbeit detektiert werden konnte. Exprimiert wird ADAM9 in unter-
schiedlicher Auspragung von diversen Zelltypen und Geweben. Bestehend aus einer
Prodomane, einer Metalloproteinasedomane, einer Disintegrindomane, einer cystein-
reichen Domane, einer Transmembrandoméne, einer EGF-&hnlichen Domane und
einem intrazellularen Schwanz, ist sie an der proteolytischen Spaltung von Wachs-
tumsfaktoren, Rezeptoren und Membranmolekilen beteiligt und beeinflusst so diver-
se biologische Prozesse und Signalwege. Dazu gehdren sowohl physiologische Ent-
wicklungsprozesse als auch pathologische Ablaufe wie Entziindungsreaktionen, al-
lergische Reaktionen und degenerative Erkrankungen.*® Auch im Rahmen von Tu-
morerkrankungen scheint ADAM9 eine wichtige Rolle zu spielen. Es wird beschrie-
ben, dass es die Funktion von Molekiilen wie EGF, die an der Tumorentstehung be-
teiligt sind, beeinflussen kann und an der Tumormetastasierung durch Beglnstigung
von Tumorzellmigration und —invasion beteiligt ist.*° Insbesondere eine erhohte Ex-
pression von ADAM9 scheint hier relevant zu sein. Verschiedene Publikationen be-
schreiben eine Uberexpression in Tumoren der Brust®®, der Ovarien®!, der Leber, des

Pankreas®?, des Magens®?, der Prostata, der Nieren®*, in Gliomen*® und in Melano-
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men>°. Diese Uberexpression wurde sowohl in den Tumorzellen selbst, als auch in
den, den Tumor umgebenden Zellen nachgewiesen. Auf3erdem wird beschrieben,
dass die Hohe der Expression zum einen mit der Aggressivitat und der Prognose der
Tumorerkrankung korreliert, zum anderen Hinweise bezuglich des Therapieanspre-

chens geben kann.**>*

Ein weiteres Protein, welches von allen in dieser Arbeit untersuchten Tumorzelllinien
sekretiert wird, ist die Matrix-Metalloprotease 1, MMP1, deren Struktur der der Prote-
ine aus der ADAM-Familie ghnelt und die zu den Kollagenasen z&hlt.>® Matrix-
Metalloproteasen sind Enzyme, die Extrazellularmatrix abbauen und unter physiolo-
gischen Bedingungen beispielsweise an Prozessen wie der Wundheilung, der emb-
ryologischen Entwicklung, der Angiogenese, der Apoptose sowie des Knochenum-
baus beteiligt sind. Stérungen in der Regulation dieser Enzyme werden im Rahmen
verschiedener Krankheitsentitéaten wie Arthritis, Arthrose, Diabetes, aber auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen, sklerotischen sowie fibrotischen Krankheitsbil-
dern beobachtet, bei denen die MMPs fir Gewebeumbau und -schadigung verant-
wortlich sind. Im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen wird beschrieben, dass
MMPs die Tumorinvasion, Metastasierung und Tumorangiogenese beginstigen,

aber auch potentielle Angriffspunkte fir zielgerichtete inhibitorische Therapien bieten.

Sekretomanalysen bieten, wie in dieser Arbeit anhand einer Auswahl von Zelllinien
dargestellt, die Mdglichkeit, fiir Tumore verschiedener Gewebe Ubersichten aller von
den entsprechenden Geweben sekretierten Proteine zu erstellen. So kénnen um-
fangreiche Datenbanken aufgebaut werden, die eine gewebsspezifische Suche nach
tumorassoziierten Proteinen ermdglichen. Des Weiteren kdnnen durch Vergleich der
Sekretionsprofile Gemeinsamkeiten zwischen Tumorgeweben abgebildet werden,
um unter anderem bisher nicht beachtete, mdglicherweise tumorassoziierte, Proteine
zu identifizieren und ndher zu untersuchen. Perspektivisch konnten auRerdem Tu-
morzellen aus Patientenmaterial spezifisch mittels Sekretomanalyse untersucht wer-
den, um genaue patientenspezifische Sekretionsprofile zu erstellen, die zum einen
Aussagen zur Prognose der Erkrankung geben, zum anderen bei der Therapiewahl

entscheidend sein konnten.

Da durch die Sekretomanalyse nur nachgewiesen werden kann, dass die entspre-
chenden Proteine von den Tumorzellen sekretiert werden, nicht aber, ob die Sekreti-
on dieser Proteine im Zusammenhang mit der Entartung der Zellen zu Tumorzellen

steht, st6f3t dieses Verfahren hier an seine Grenzen. Beispielsweise bei der Detekti-
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on des zuvor beschriebenen Proteins ADAM9 ist die Aussagekraft eingeschrénkt, da
dieses Protein auch in geringerer Menge von nicht entarteten Zellen an die Umge-
bung abgegeben wird.

Um insbesondere bei der Anwendung dieser Methode auf Patientenmaterial eine
Aussage treffen zu kénnen, ob die Sekretion der betrachteten Proteine im Tumorge-
webe im Vergleich zum gesunden Gewebe reguliert ist, kdnnte neben dem Sekretom
der Tumorzellen die Erstellung eines Sekretoms nicht entarteter Zellen desselben

Gewebes zielfihrend sein.

Eine weitere Einschrankung der Aussagekraft des Sekretoms stellen die bisher ein-
gesetzten Methoden zur Sekretomanalyse dar, die, wie im folgenden Abschnitt

(6.2 Methoden zur Analyse sekretorischer Proteine) diskutiert, Einfluss auf die Zellen
und damit auf das Sekretom nehmen. In Bezug auf die zuvor beschriebenen, tumor-
assoziierten Proteine wurde auf Transkriptomebene beobachtet, dass der Einsatz
von AHA zur Markierung der neu synthetisierten Proteine, der bisher als Goldstan-
dard betitelten Methode von Katrin Eichelbaum und Jeroen Krijgsveld® folgend, teil-
weise erheblichen Einfluss auf die Expression der Proteine nimmt und somit zu ver-
muten ist, dass auch deren Sekretion veréndert ist. Mit Blick auf das zuvor beschrie-
bene tumorassoziierte Protein MMP1 zeigte sich beispielsweise, dass der Mittelwert
der Expression in manchen Zelllinien durch den Einfluss von AHA um das 34,4-fache
bei den HCT116 und um das bis zu 1.172-fache bei den SK-Mel-37 (Tabelle 7) er-
hoht war. In der Folge ist zu erwarten, dass auch die Sekretion des entsprechenden
Proteins durch den Einfluss von AHA erhoht wird, was einen Ruckschluss auf die
naturliche Sekretion durch die Tumorzelle erschwert. Da also nicht eindeutig diffe-
renziert werden kann, ob die Sekretion durch die untersuchte Tumorzelle auch in vi-
vo stattfindet oder in vitro dem Einsatz von AHA geschuldet ist, ist eine Nutzung der
so gewonnenen Daten zur Therapieentscheidung bei Untersuchung von Patienten-
material somit limitiert. Auch die Aussagekraft der entstehenden Datenbank ware

durch diesen Effekt eingeschrankt.

Die Sekretion anderer Proteine, beispielsweise die des oben beschriebenen ADAM9,
scheint hingegen nur in geringem Mal3 durch den Einsatz von AHA beeinflusst zu
werden. Auf Transkriptomebene zeigten sich hier keine signifikanten Anderungen der

Expression.

Des Weiteren ist zu beachten, dass durch Zelllinien in vitro gewonnene Sekretions-

profile nicht das exakte Sekretionsverhalten von Tumoren im Korper widerspiegeln.
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In Abbildung 11 wurden die gewonnenen Transkriptomdaten der Tumorzelllinien mit
Transkriptomdaten aus ,, The Cancer Genome Atlas” (TCGA) des National Cancer
Institute verglichen, die aus Primartumoren von Patienten erstellt wurden. Die beo-
bachteten Unterschiede konnen dadurch erklart werde, dass Tumoren nicht rein aus
einer Zellart bestehen, sondern eine Mischung aus unterschiedlich differenzierten
Tumorzellen, nicht entarteten Zellen und Zellen des Immunsystems darstellen. Dies
wirkt sich somit auch auf das Sekretom und damit auf das Mikromilieu in Tumoren

aus.

An dieser Stelle ist festzuhalten, dass durch die Sekretomanalyse von Tumorzellen,
beziehungsweise die Ubersicht (iber die von ihnen sekretierten Proteine, wesentliche
Informationen fur die weitere Tumorforschung gewonnen werden kénnen. Aul3erdem
bietet sie im Hinblick auf Prognosemarker oder zielgerichtete Therapien Potential fir
den klinischen Einsatz. Wie oben dargestellt stol3en die bisher angewandten Metho-
den der Sekretomgewinnung an ihre Grenzen. Dies gilt es zu erkennen und zu mini-

mieren.
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6.2 Methoden zur Analyse sekretorischer Proteine

Zur Erstellung von Sekretionsprofilen haben sich die Kultivierung von Tumorzellen,
insbesondere von Tumorzelllinien, und die anschlieRende massenspektrometrische
Analyse der Proteine im Zellkulturiberstand etabliert. Um die Bedingungen in vivo
nachzustellen, werden Zellkulturmedien haufig mit Serum versetzt, dessen hoher
Proteinanteil im Bereich von mg/ml eine Detektion der von den Zellen sekretierten
Proteine (ng/ml) erschwert.

Um dieses Problem zu umgehen, wurden verschiedene Methoden entwickelt.

Ein haufig genutzter, naheliegender Ansatz ist, Zellen fur eine gewisse Zeitspanne in
serumfreiem Medium zu kultivieren. Dadurch wird die Erstellung eines Sekretoms
ohne Kontaminationen durch Serumproteine moglich.®’ Dieser wird aber seit lange-
rem kontrovers diskutiert. Wahrend Villarreal et al. 2012 auf Grundlage von Durch-
flusszytrometrischen Daten, nach Farbung mit Annexin-V und Propidiumiodid, be-
kunden, dass Serumentzug in den ersten 24 Stunden keinen nennenswerten Effekt
auf die Zellviabilitat und Apoptose hat®, beschreiben zahlreiche andere Studien,
dass sich bereits ein kurzer Serumentzug stark auf die Zellen auswirkt. Dies umfasst
Anderungen in der Expression sowie Phosphorylierung von Proteinen, Zellproliferati-
onsminderung und erhdhtes Zellsterben.>*° Auch in dieser Arbeit konnte der Effekt
des Serumentzugs auf die Zellviabilitat durch Farbung mit Annexin-V-FITC und To-
Pro-3 per Analyse mittels ImageStream anhand von MC38-Zellen gezeigt werden.
Bei Kultivierung in serumfreiem Medium lag der Anteil lebendiger Zellen nach
18 Stunden bei nur noch etwa 48% (5.3). Durch Freisetzung intrazellularer Proteine
fuhrt der hohe Anteil apoptotischer und toter Zellen zu Verunreinigungen des Sekre-
toms mit normalerweise nicht-sekretorischen Proteinen.?*

AulR3erdem zeigte sich im Vergleich auf Proteomebene ein Unterschied in der Ex-
pression von 202 Proteinen (Abbildung 26). 91 dieser Proteine wurden unter serum-
freien Bedingungen starker exprimiert, darunter 10 Proteine, die dafir bekannt sind,
an apoptotischen Prozessen beteiligt zu sein, und 30 Proteine, die mit Zellstress as-
soziiert sind.

Eine Alternative bietet die in dieser Arbeit angewandte Methode von Katrin Eichel-
baum und Jeroen Krijgsveld?®, die auf der 2006 von Dietrich et.al. als ,BioOrthogonal
Non-Canonical Amino acid Tagging (BONCAT)“ vorgestellten Methode basiert. Dabei
werden synthetische Aminoséuren zur Markierung neu synthetisierter Proteine ein-
gesetzt.®* Hier wird das L-Azidohomoalanin (AHA) genutzt. Es &hnelt in seiner Struk-
tur dem Methionin und wird anstelle dessen von den Zellen wahrend der Synthese in
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Proteine eingebaut. Im Unterschied zum Methionin besitzt es eine Azidogruppe Uber
die wahrend einer bestimmten Zeit neu synthetisierte und sekretierte Proteine an Al-
kyn-Agarose gebunden und fir die Analyse aus dem Zellkulturmedium separiert
werden kénnen. Dadurch wird die Erstellung eines Sekretoms in serumhaltigem Me-
dium méglich.?° Allerdings kann es durch unspezifische Bindungen der Serumprotei-

ne an die Alkyn-Agarose trotzdem zu Verunreinigungen des Sekretoms kommen.?

Zudem beschranken sich auf diese Weise gewonnene Daten nur auf Proteine, die
Methionin enthalten, welches durch AHA ersetzt werden kann. Die Proteine, die kein
oder nur ein einzelnes N-terminales Methionin enthalten, welches durch posttransla-
tionale Modifikation abgespalten wird, kdnnen nicht erfasst werden. Im Hinblick auf
humane Zellen erfasst dieser Ansatz mit 94% methioninhaltiger Proteine aber den

groRten Teil der Proteine® und stellt den derzeitigen Goldstandard dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei der Anwendung dieses Protokolls auf 10 huma-

ne sowie eine Mauszelllinie weitere Schwachen dieser Methode festgestellt.

Zellen, die unter Einfluss von AHA gewachsen waren, wiesen, anders als von Diet-
rich et. al. postuliert®, ein signifikant geringeres Wachstum auf (Abbildung 19). Die-
ser Effekt war Uber alle 10 humanen Zelllinien sowie die murine Zelllinie in &hnlichem
Ausmal} zu beobachten. Somit ist anzunehmen, dass der Effekt nicht zelllinienspezi-
fisch ist. Eine Erklarung dafir bietet die 2002 von Krick et al. veréffentlichte Arbeit, in
der sie den Einbau von Aziden in Proteine untersucht haben. Es wird beschrieben,
dass AHA, kontrolliert durch die Methionyl-tRNA-Synthetase, langsamer in Proteine
eingebaut wird als Methionin.®® Laut Eichelbaum et al. kénnte sich diese Tatsache
auf Proteinexpressionen auswirken, habe aber keinen wesentlichen Effekt auf die
sekretierten Proteine.?’ Gestiitzt wird diese Aussage unter anderem von Bagert et.al.

anhand von HelLa-Zellen.%®

Tiefergehende Untersuchungen innerhalb dieser Dissertation bekraftigen jedoch die
zuvor gemachte Beobachtung. Bei imagestreambasierten Analysen von mit AHA kul-
tivierten MC38-Zellen zeigte sich, dass der Anteil lebendiger Zellen sich deutlich in
Richtung der toten Zellen bewegte (Abbildung 20). Eine deutliche Abgrenzung der
einzelnen Populationen stellte sich, anders als im serumfreien Medium, aber nicht
dar. Eine Hypothese ist daher, dass das AHA einen Stresszustand der Zellen aus-
|0st, der verantwortlich fur mehr tote Zellen ist. Im Anschluss erstellte Transkrip-
tomdaten untermauern diese These. Bezogen auf die MC38-Zelllinie zeigten sich

AHA-induzierte Anderungen der Genexpression von 18,1% (entspricht 5.031 von
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27.765 Genen mit einer logarithmischen relativen Anderung > oder <0 und einem
Signifikanzwert von p=0,05). Die Gene Ontology-Analysen (Abbildung 22) zeigten,
dass die durch den Einfluss von AHA hochregulierten Gene mit einer zellularen
Stressantwort (engl. cellular response to stress) und Apoptose assoziiert sind. Gene,
die mit Wachstumsprozessen assoziiert sind, werden durch den Einfluss von AHA

herunterreguliert.

Dieser Effekt konnte in unterschiedlich starker Auspragung auch bei den 10 huma-
nen Zelllinien festgestellt werden, bei denen zwischen 0,8 und 13,8% der Gene be-
troffen waren (Abbildung 14, Abbildung 15). Zelllinien, die schneller wachsen, zeigten
einen gréRReren Anteil differentiell exprimierter Gene. Somit ist davon auszugehen,
dass das Ausmald des AHA-Einflusses auf die Zellen mit der Wachstumsgeschwin-

digkeit der jeweiligen Zelllinie korreliert.

Zudem wurde beobachtet, dass manche Zellen, hier anhand von Jurkat-Zellen und
primarer OT-I-Zellen gezeigt (Abbildung 23), das AHA nicht effektiv aufnehmen und
in ihre Proteine einbauen, sodass die Methode der Sekretomanalyse mittels Click-

Chemistry durch AHA-Markierung auf diese Zellen nur beschréankt anwendbar ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte im Weiteren das Verfahren der Sekretomanalyse
anhand der murinen Kolonkarzinomzelllinie (MC38) auf Grundlage einer Medien-
kombination optimiert werden. Diese basiert auf Proteinzuséatzen, die es ermogli-
chen, Zellen ohne Zusatz von FCS zu kultivieren. Dabei kann auf den Einsatz von
Aminosaure- oder Zuckeranaloga zur Markierung der neu synthetisierten, sekretier-
ten Proteine verzichtet werden.

Die im Medium enthaltenen Proteine, insbesondere Albumin, Transferrin und Hapto-
globin, werden zur Vermeidung von Interferenzen vor der massenspektrometrischen
Analyse des Sekretoms mittels spezifischer immobilisierter Antikdrper depletiert.

Um die Menge der zu depletierenden Proteinen mdglichst gering zu halten, wurde
das X-VIVO 15-Medium in unterschiedlicher Menge mit dem Standardmedium der
Zellen, ohne FCS, verdinnt und die Zellen darin kultiviert. Aufféllig war hier, dass mit
steigender Verdinnung des X-VIVO 15-Mediums die Zellviabilitdt héher war, obwohl
der Anteil im Medium enthaltener Proteine insgesamt abnahm. Eine mogliche Erkla-
rung fir diese Beobachtung ist, dass die Zellen fir ihnr Wachstum einen gréReren An-

teil des Grundmediums bevorzugen, an das sie adaptiert sind.
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Eine Verdinnung des X-VIVO 15-Mediums um das 6-fache (entspricht X-VIVO 2,5-
Medium) erwies sich nach Bestimmung der Zellviabilitat durch imagestreambasierte
Analysen mit einem Anteil von 86,3% lebendiger Zellen als geeignet (Abbildung 25).
Das Proteinmengen-Aquivalent zum X-VIVO 2,5-Medium stellt das SSPA 2,5-
Medium dar, in dem die zusatzliche Markierung der neu synthetisierten Proteine mit-
tels der schweren Isotope der Aminosauren Arginin und Lysin mdglich ist. Dies er-
maoglicht die Unterscheidung dieser in einem bestimmten Zeitraum neu synthetisier-
ten, sekretierten Proteine von durch natirliches Zellsterben freigesetzten intrazellula-
ren Proteinen. Dadurch werden Verunreinigungen des Sekretoms minimiert. Wie
2007 von Ong et al. beschrieben, hat die Markierung der sekretorischen Proteine
durch Aminos&urenisotope keine Auswirkungen auf die Zellen.*
Die Zellviabilitat war in diesem Medium mit einem Anteil von 86% lebendiger Zellen
ahnlich der des Standardmediums und lag deutlich Gber der des AHA-Mediums
(Abbildung 25). In der anhand der Zellzahl erstellten Wachstumskurve spiegelt sich
dies ebenfalls wider (Abbildung 24). Zellen, die in SSPA 2,5-Medium kultiviert wur-
den, zeigten ein dhnliches Wachstum wie Zellen in ihrem Standardmedium und damit
ein um etwa einen Faktor 2 besseres Wachstum als Zellen, die mit AHA kultiviert
wurden. Diese Beobachtungen belegen, dass die in dieser Arbeit entwickelte Metho-
de der Sekretomanalyse schonender fur die Zellen ist und dadurch der zuvor disku-
tierte negative Effekt auf die Zellen reduziert werden kann.
Proteom- und Transkriptomdaten untermauern dies. Die Zahl der signifikant regulier-
ten Proteine ist in Zellen, die in SSPA 2,5-Medium kultiviert wurden, um einen Faktor
von 3,7 geringer, als in Zellen, die mit AHA kultiviert wurden (Abbildung 26). Auf
Transkriptomebene konnte der Effekt von 18,1% beim Einsatz von AHA auf 2,7%
beim Einsatz von SSPA 2,5-Medium reduziert werden. Die weiterhin bestehenden
geringen Unterschiede im Verhalten der Zellen im SSPA 2,5-Medium im Vergleich
zum Standardmedium konnten sich darin erklaren, dass durch die Aufkonzentration
des X-VIVO 15-Mediums kleinere Proteine und Aminosauren verloren gehen, die

somit den Zellen nicht mehr zur Verfigung stehen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der verringerte Zellstress die Gewinnung
eines naturlicheren Sekretoms ermdglicht. AuRerdem kdnnen mit der hier entwickel-
ten Methode theoretisch alle Proteine detektiert werden, die im Zeitraum einer 18-
stindigen Sekretomanalyse von den Zellen sekretiert werden, wahrend bei der AHA
Methode nur Proteine detektiert werden kénnen, deren Aminosauresequenz Methio-

nin beinhaltet. Eine Beobachtung tber 18 Stunden hinaus, um weitere Proteine zu
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detektieren, die erst spater sekretiert werden, ist mit beiden Methoden nicht zielflih-
rend, da absterbende Zellen durch Freisetzung intrazellularer Proteine das Sekretom

verunreinigen.

Verunreinigungen durch Serumproteine treten bei der hier entwickelten Methode,
anders als bei der AHA-Methode, nicht auf. Allerdings kénnen unspezifische Bindun-
gen der sekretierten Proteine an die genutzten Depletionsséulen zu Artefakten fuh-
ren. Um diesen Effekt zu minimieren, kdnnten in Zukunft anstelle der bisherigen ,top
12 abundant depletion columns®, welche spezifisch fur 12 Proteine sind, Depletions-
saulen genutzt werden, die nur Albumin, Transferrin und Haptoglobin spezifisch bin-
den. Aul3erdem ist es moglich, die Zellen vor der Sekretomanalyse langere Zeit im X-
VIVO 2,5-Medium zu kultivieren und so durch eine Gewdhnung an das Medium die

Artefakte durch Medienwechsel zu reduzieren.
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7 Zusammenfassung

Die Erforschung des Tumormikromilieus ist entscheidend, um Kommunikations- und
Signalwege zwischen Tumorzellen und ihrer Umgebung besser zu verstehen und
potentielle therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren. Die Sekretomanalyse mit-
tels massenspektrometrischer Messung bietet dabei die Mdglichkeit, von Tumorzel-
len sekretierte Proteine zu detektieren und Ubersichten tber die Sekretome ver-
schiedener Tumorzellen zu erstellen. Hierzu wurden bereits verschiedene Methoden
etabliert. In dieser Arbeit hat die Methode des ,SILAC labelings und der Click-
Chemistry“ von Kathrin Eichelbaum und Jeroen Krijgsveld Anwendung gefunden, die
bislang den Goldstandard der Sekretomanalyse darstellte. Bei der Anwendung auf
zehn humane Tumorzelllinien wurden zwischen 234 und 692 Proteine pro Zelllinie
identifiziert, die miteinander verglichen wurden, wodurch eine Ubersicht tiber die ge-
meinsam sekretierten Proteine erstellt werden konnte.

Erganzend wurden neben dem Sekretom auch Transkriptom- und Proteomdaten er-
stellt, um die Methode naher zu untersuchen und zu validieren. GO-Analysen dieser
Daten zeigten, dass das bei dieser Methode zur Markierung der neu synthetisierten
Proteine eingesetzte Aminosaureanalogon L-Azidohomoalanin Stress- und Apopto-
sereaktionen in den Zellen auslést, die sich auch auf das Sekretom auswirken kénn-
ten. Untermauert wurde diese Beobachtung durch tiefergehende Untersuchungen
der Mauszelllinie MC38. Die Erstellung von Wachstumskurven und der Einsatz
durchflusszytometrischer Untersuchungen von mit Apoptosemarkern gefarbten Zel-
len in der Kultur bestétigten diese Erkenntnis. Insbesondere bei langsam wachsen-
den oder empfindlichen Zelllinien sowie primaren Zellen stof3t diese Methode der
Sekretomanalyse an ihre Grenzen. Ursachlich hierfir ist, dass das L-
Azidohomoalanin nicht nur eine Stressreaktion in den Zellen auslést sondern auch
nicht effektiv in die sekretierten Proteine eingebaut wird. Um diese Effekte zu redu-
zieren wurde in dieser Arbeit eine alternative Methode der Sekretomanalyse entwi-
ckelt, bei der keine, die Zellen irritierenden Aminosaureanaloga zur Markierung der
neu synthetisierten Proteine eingesetzt werden. Dazu wurde eine Medienkombinati-
on ermittelt, in der die Zellen ohne den Zusatz von fotalem Kélberserum, das bislang
die massenspektrometrische Messung behinderte, kultiviert werden kénnen, sodass
auf eine Markierung zur Differenzierung verzichtet werden kann. Die hier entwickelte

Methode ermdéglicht es somit, durch einen geringeren Stresseinfluss auf die Zellen
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ein naturlicheres Sekretom zu erstellen. AulBerdem erweitert diese Methode das
Spektrum der detektierbaren Proteine auch auf die, deren Aminoséauresequenz kein
Methionin enthalt.
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8 Abstract

The analysis of the tumor microenvironment is crucial for a better understanding of
the communication and signaling pathways between tumor cells and their environ-
ment and for the identification of potential therapeutic targets. Secretome analysis
using mass spectrometry offers the possibility to detect proteins secreted by tumor
cells and to create overviews of the secretome of various tumor cells. For this pur-
pose, various methods have already been established. In this work, the method of
“SILAC labeling and click chemistry” by Kathrin Eichelbaum and Jeroen Krijgsveld
was used, which represents the gold standard for secretome analysis. When applied
to the ten human tumor cell lines, examined in this work, between 234 and 692 se-
creted proteins per cell line were identified, compared to each other and an overview

of the co-secreted proteins was created.

In addition to the secretome, transcriptome and proteome data were generated in
order to examine and validate the method in detail. GO analyzes of these data
showed, that the amino acid analogue L-azidohomoalanin, used in this method to
label newly synthesized proteins, triggers stress and apoptosis reactions in the cells,
which could have an effect on the secretome. This was supported by in-depth studies
of the mouse cell line MC38, specifically analyzing growth curves and using cytomet-
ric-based examinations of the cells stained with apoptosis markers. Particularly with
slowly growing or sensitive cell lines as well as primary cells, this secretome analysis
method seems to reach its limits, as the L-azidohomoalanine not only triggers a
stress reaction in the cells, but is also not effectively incorporated into the secreted
proteins. In order to reduce this effect, an alternative method of secretome analysis
was developed in which no amino acid analogues are used to label the newly syn-
thesized proteins. Therefor a media combination was determined in which the cells
can be cultured without the addition of fetal calf serum, which interferes with the

mass spectrometric analysis.

This new method enables to create a more natural secretome by reducing the impact
of stress on the cells and also to detect proteins whose amino acid sequence does

not contain methionine.

80



9 Abkilrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

PBS Phosphate-buffered saline

FCS Fetal calf serum/ Fotales Kélberserum

AHA L-Azidohomoalanine

Tris Trishydroxymethylaminomethan

DTT Dithiothreitol

IAA lodacetamid

PCR Polymerase-Kettenreaktion

DNA Desoxyribonukleinséure

RNA Ribonukleinsdure

TFA Trifluoressigsaure

FASP filter-aided-samplepreparation

BSA Bovine serum albumine

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure

AMBIC Ammoniumbicarbonat

CO; Kohlendioxid

DMSO Dimethylsulfoxid

FA Ameisensaure

g Erdbeschleunigung

HCL Salzsaure

LS Liquid chromatography

M molar

mg Milligramm

mi Milliliter

mM Millimolar

min Minuten

MS Massenspektrometrie

NacCl Natriumchlorid

NH4COs3 Ammoniumbicarbonat

nm Nanometer

SILAC Stable isotope labeling in cell culture

TFA Trifluoressigsaure

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

pl Mikroliter

Hg Mikrogramm

°C Grad Celsius

kDa Kilodalton

SSPA SILAC supplemented with protein addi-
tives

LFQ Label-free-Quantification

ADAM9 A Disintegrin and Metalloprotease 9

EGF Endothelial Growth Factor/ Endothelialer
Wachstumsfaktor

FC Fold change/ x-fache Veranderung
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