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Zusammenfassung

Aufgrund ihres frithen Auftretens in der Tumorgenese sowie der prognostischen Relevanz

scheint die Rolle der Mutation der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH1) bei Gliomen von grof3er

Bedeutung zu sein. Dennoch sind bisher lediglich Teilaspekte hinsichtlich des entstehenden

Onkometaboliten 2-Hydroxyglutarat, welche nicht alle zu beobachtenden Effekte

vollumfanglich erkldren konnen, ndher untersucht. Funktionelle Aspekte der IDH1 selbst

sind allerdings bisher noch weitestgehend unverstanden. Aus diesem Grund war das Ziel

dieser Arbeit, ein detaillierteres Bild des funktionellen biologischen Kontexts der wild-

typischen und mutierten IDH1 mithilfe der Proteomanalyse zu erstellen.

Die markierungsfreie differenzielle Analyse der US7MG Zelllinie, welche wild-
typische bzw. mutierte IDH1 iiberexprimiert, ergab eine Quantifizierung von 2.020
Proteinen, von denen 101 Proteine einen signifikanten Abundanzunterschied
aufwiesen. Die anschlieBende Analyse der biologischen Prozesse zeigte keine
signifikant angereicherten Prozesse innerhalb dieser Gruppe, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die IDH1 Mutation innerhalb des verwendeten
Zellmodells keine gravierenden Verdnderungen hervorruft. Auch die
Proteomanalyse der murinen Stamm- und Vorlduferzellen zeigte keinen starken
Einfluss der IDH1 Mutation auf die Proteinabundanzen.

Die Charakterisierung des Phosphoproteoms erlaubte es, nach ihrer erfolgreichen
Etablierung, Aussagen iiber eventuelle Aktivititsverdnderungen und beteiligte
Signalwege in neuralen Stamm- und Vorlduferzellen, welche wild-typische bzw.
mutierte IDH1 exprimieren, zu treffen. Dies fiihrte zur Identifizierung von 1.887
Proteinen, welche mindestens ein phosphoryliertes Peptid tragen, von denen 540
exklusiv in einer der beiden analysierten Gruppen detektiert wurden. Deren
bioinformatorische Analyse zeigte, dass in den IDH1 mutierten Zellen exklusiv
identifizierte Phosphoproteine in die Bindung des Tumorsuppressors p53 involviert
sind und in dessen negativen Regulierung resultieren konnte.

Eine Analyse der posttranslationalen Modifikationen mithilfe einer Kombination aus
Immunprézipitationen, gegen wild-typische bzw. mutierte HA-gekoppelte IDHI,
und massenspektrometrischer Analyse flihrte zur Identifizierung von vier
Phosphorylierungsstellen, welche exklusiv der wild-typischen IDH1 zugeordnet
werden konnten. Aulerdem konnten fiir beide Isoformen verschiedene, bisher nicht

beschriebene Acetylierungen, Ubiquitinylierungen wund Phosphorylierungen

iv



identifiziert werden, deren moglicher funktioneller Einfluss auf die Aktivitit der
IDH1 in weiteren Experimenten geklart werden miisste.

e Eine differenzielle Analyse der Interaktoren zwischen wild-typischer und mutierter
IDH1, unter Verwendung der U87MG Zelllinie und einer affinititsbasierten MS-
Methode, ergab keine signifikant verdnderten Interaktoren zwischen den IDH1
Isoformen. Eine Untersuchung der generellen Interaktionspartner der IDH1 zeigte,
dass die identifizierten Proteine vorrangig an Prozessen beteiligt sind, welche
typisch fiir den Lebenszyklus eines Proteins sind. Dies fithrt zu dem Schluss, dass
IDH1 innerhalb der Zelle keine starken Interaktionen eingeht und nicht in einem

funktionellen Komplex organisiert ist.

Somit konnten im Rahmen dieser Arbeit mittels proteomanalytischer Methoden die IDH1
und ihre mutierte Isoform, unter Verwendung zweier Zellkulturmodelle, umfassend
charakterisiert werden. Hierdurch konnten neue Ausgangspunkte fiir die Aufklarung ihrer
bisher unzureichend erkldarten Rolle im Zellmetabolismus sowie fiir IDH1 vermittelte,
2-Hydroxyglutarat-unabhéngige Effekte in der Tumorgenese von Gliomen geschaffen

werden.



Summary

Mutation of isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) plays a significant role in glioma due to the
facts that this mutation is an early event in tumorgenesis and has prognostic relevance. A lot
is known about the resulting oncometabolite 2-hydroxyglutarate, however the existing
results only represent the observed effects to a minor extent. Besides this, the functional
aspects of IDH1 are almost undetermined. The goal of this study was to provide a detailed
characterization of the functional and biological context of wild-type and mutant IDH1

using proteomic approaches.

e Labelfree differential analysis of the US7MG cell line, overexpressing either wild-
type or mutant /DHI, yielded quantifications of 2,020 proteins. Within this group
101 proteins displayed a significant change in abundance although subsequent
analysis of biological processes revealed no significant enrichment. Therefore, it can
be assumed, that IDH1 mutation does not lead to serious alterations in the studied
cell model. An additional fact supporting this conclusion is that the proteome
analysis of murine neural stem- and progenitor cells revealed no substantial
influence of this mutation on protein abundance.

e Through successful establishment and implementation of phosphoproteome analysis,
conclusions about potential changes in activity and signaling pathways in neural
stem- and progenitor cells, expressing wild-type and mutant IDHI, respectively,
were drawn. This led to the identification of 1,887 proteins containing at least one
phosphorylated peptide, of which 540 were exclusively detected in one of the
analyzed groups. The bioinformatic analysis of those 540 proteins revealed, that
phosphoproteins only identified in IDH1 mutated cells are involved in binding
tumor suppressor p53 and might result in the negative regulation of the tumor
suppressor.

e Posttranslational modifications were examined with a combination of
immunoprecipitation against wild-type or mutant HA-tagged IDHI and mass
spectrometric based analysis. This resulted in identification of four phosphorylation
sites unique for wild-type IDH1. Furthermore, it was possible to detect different, not
yet described, acetylations, ubiquitinations and phosphorylations for both IDHI1
isoforms. A possible functional impact on the activity of IDH1 should be further
validated.
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e The differential analysis of interactors between wild-type and mutant IDH1, using
the US7MG cell line and an affinity based MS-method, showed no difference
between the IDHI1 isoforms. Within the group of general IDH1 interaction partners,
the proteins are primarily involved in processes that are substantial for protein
lifecycle. This leads to the conclusion that IDH1 has no strong interactions inside the

cell and is not organized in a functional complex.

This work extensively contributes to the characterization of IDH1 and its mutant isoform by
using proteome analysis and two different cell culture models. It provides new aspects to
elucidate the not yet fully understood role of IDHI1 in cell metabolism, as well as IDH1-

mediated, 2-hydroxyglutarate independent effects in tumorgenesis of glioma.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung, Therapie und Epidemiologie von Gliomen

Das Gliom ist der hiufigste primédre Hirntumor und bei ca. 80 % der Gliome handelt es sich
um bosartige Tumore (Weller ef al., 2015). Diese entstehen aus neuroglialen Stamm- und
Vorliuferzellen und wurden bislang nach ihren morphologischen Ahnlichkeiten zu gesunden
Gliazellen in Ependymome, Astrozytome und Oligodendrogliome unterteilt (Louis ef al.,
2007; Weller et al., 2015). 2016 hat die Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine neue
Klassifizierung fiir Tumore herausgegeben, diese beriicksichtigt erstmals auch molekulare
Unterschiede zwischen den Tumoren (Louis et al., 2016). Bei Gliomen spielen fiir die
molekulare Einteilung die Isocitrat-Dehydrogenasen 1 und 2 (IDHI und IDH2) und deren
Mutationen eine wichtige Rolle. Da die IDH-Mutationen sehr friih in der Tumorgenese
auftreten, werden diese als einer der Initiationsfaktoren gesehen (Suzuki et al., 2015). Die
R132H Mutation der /DH1 ist die am hiufigsten auftretende Mutation in Gliomen (ca. 90 %),
zudem gibt es noch die R132C, R132L und R132S Mutationen bei der /DH und Mutationen
am Kodon 172 bei der IDH2 (Balss et al., 2008; Hartmann et al., 2009; Yan et al., 2009).
AuBerdem werden eine Kodeletion der Chromosomenarme 1p und 19q, eine K27M-Mutation
im H3F3A-(H3 histone family member 3A)-Gen und Fusionen zwischen den Genen C110rf95
und RELA beriicksichtigt (Louis et al., 2016). Gliome des WHO-Grades I sind kaum
aggressiv und konnen meist durch eine Resektion behandelt werden. Bei Gliomen des WHO-
Grades II spricht man von diffusen Gliomen, welche langsam wachsen. Auch hier wird meist
eine Resektion vorgenommen, die bei élteren Patienten durch eine Strahlen- und/oder
Chemotherapie ergidnzt wird (Reifenberger et al., 2017). Wenn diffuse Gliome nach erster
Therapie erneut auftreten, ist das Rezidiv héufig ein anaplastisches Gliom (WHO-Grad III)
oder ein sekundéres Glioblastom (WHO-Grad 1V). Patienten mit diesen Tumoren werden in

jedem Fall nach einer Resektion mit Radio- und/oder Chemotherapie behandelt.

1.2 Diffuse Gliome und die Identifizierung von IDH1-Mutationen

Bei Erwachsenen sind Gliome die am haufigsten auftretenden Hirntumore. Aus histologischer
Sicht werden die Gliome den WHO-Graden II bis IV zugeordnet. Innerhalb dieser Gruppe ist
das Glioblastom der aggressivste und bosartigste Tumor und gehort deshalb zum WHO-Grad
IV. Patienten mit diffusen Gliomen der WHO-Grade II und III sind bei erstmaligem Auftritt

der Erkrankung durchschnittlich 40 Jahre alt. Bei Patienten mit Glioblastomen liegt die
1
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durchschnittliche Uberlebensdauer bei 15 Monaten und ca. 75 % der Patienten sterben
innerhalb der ersten 18 Monate nach der Diagnose (Westphal und Lamszus, 2011). Patienten
mit niedriggradigen Tumoren haben eine deutlich bessere Prognose als Patienten mit
hohergradigen Tumoren.

Bis 2008 galt eine Mutation des Tumorsuppressorgens TP53 als héufigste Mutation in
Gliomen, jedoch wurde im selben Jahr in einer Sequenzierungsstudie, die 22
Glioblastomproben enthielt, erstmalig eine Mutation im /DHI-Gen identifiziert (Parsons et
al., 2008). Es zeigte sich, dass es sich bei dieser Mutation um einen Aminosdureaustausch im
Codon 132 handelt, der hiufig in sekunddren Glioblastomen vorkommt. AuBlerdem tritt diese
Mutation in knapp 90 % aller Gliome der WHO-Grade II und III auf. Es handelt sich hierbei
um eine heterozygote Mutation, es bleibt somit ein Wildtyp-Allel erhalten und das andere
Allel tragt die R132H Mutation (Balss ef al., 2008; Hartmann et al., 2009; Watanabe et al.,
2009; Yan et al., 2009). Diese Mutation ist eine frilhe Verdnderung im Laufe der
Tumorgenese und bereits vor einer Mutation von TP53 nachweisbar (Watanabe et al., 2009).
Aus prognostischer Sicht zeigen Patienten, bei denen ein /DH mutiertes Gliom diagnostiziert

wurde, eine signifikant hohere Uberlebensrate (Hartmann et al., 2010; Sanson et al., 2009).

1.3 Die Isocitrat-Dehydrogenase 1

Die Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1) ist ein 47 kDa grof8es Enzym, das im Zytoplasma der
Zelle lokalisiert ist und Homodimere bildet (Geisbrecht und Gould, 1999; Xu et al., 2004).
Codiert wird IDH1 durch das IDH1 Gen, welches sich auf dem zweiten Chromosom befindet.
Weitere humane Isocitratdehydrogenasen sind die mitochondrialen Isoformen IDH2 und
IDH3. Die oxidative Decarboxylierung von Isocitrat zu a-Ketoglutarat und CO, wird von
allen drei Isoformen katalysiert. Allerdings ist IDH3 ein NAD-abhingiges Enzym, wihrend
IDH1 und IDH2 NADP" als Coenzym verwenden (Corpas et al., 1999). Fiir die humane IDH1
sind nur wenige posttranslationale Modifikationen (PTM) bekannt, fiir die murine IDHI
hingegen sind gesichertere Informationen vorhanden. Laut Uniprot-Datenbank liegen fiir die
murine IDH1 folgende Modifikationen vor: Acetylierungen an den Lysinen 81, 224, 233 und
243 (Rardin et al., 2013), Succinylierungen an den Lysinen 126 und 400 (Park et al., 2013)
sowie eine Phosphorylierung am Serin 389 (Huttlin et al., 2010). Die Uniprot-Datenbank
zeigt fir die humane IDHI drei posttranslationale Modifikationen, welche durch
experimentelle Daten abgesichert sind: Acetylierungen am Serin 2 (Van Damme et al., 2012)

und Lysin 321 (Choudhary et al., 2009) und eine Phosphorylierung am Tyrosin 42 (Bian et

2
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al., 2014). Zudem sind in der Literatur bislang neun Interaktionspartner (IDH2, IDH3B,
IDH3G, AKI1, AK2, MDH2, ASFIB, FAM49B und LTA4H) der wild-typischen IDH1
beschrieben, wobei viele von diesen durch Hochdurchsatzexperimente identifiziert wurden
(Havugimana et al., 2012; Kerrien et al., 2007; Snel et al., 2000; Stark et al., 2011; Wan et
al., 2015).

1.4 Zellulidre Auswirkungen der IDHI1-Mutation

In seiner wild-typischen Form bildet das Enzym IDH1 Homodimere und ist im Zytoplasma
der Zelle zusténdig fiir die oxidative Decarboxylierung von Isocitrat zu a-Ketoglutarat (a-KG)

unter Reduktion von NADP" zu NADPH (Abbildung 1).

NAD* NADH
IDH3
Isocitrat < > a-Ketoglutarat
IDH2
NADP* NADPH
NADP*

2-Hydroxyglutarat

Abbildung 1: Funktion der wild-typischen und mutierten IDH1 im Zytoplasma. Die kanonische Funktion
der IDH1 ist die oxidative Decarboxylierung von Isocitrat zu a-KG, wobei NADPH generiert wird. Ist IDH1
mutiert, wird die Reaktion von a-KG zu 2-Hydroxyglutarat (2-HG) katalysiert und NADPH wird verbraucht.

NADPH spielt in der Zelle eine wichtige Rolle als Reduktionsédquivalent und ist
beispielsweise fiir die Umwandlung von reduziertem Glutathion zu oxidiertem Glutathion
verantwortlich, welches fiir die Beseitigung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wichtig ist
(Fernandez-Fernandez et al., 2012). Die IDHI Mutation betrifft nur ein Allel und es bilden
sich Heterodimere mit wild-typischer IDH1. Dies fiihrt zum Verlust der kanonischen
Funktion des Enzyms (Atai et al., 2011; Bleeker et al., 2010). Die Mutation wird als gain-of-
function Mutation bezeichnet und fiihrt zu einer Umwandlung von a-Ketoglutarat (a-KG) zu

2-Hydroxyglutarat (2-HG) und dem Verbrauch von NADPH (Abbildung 1).
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Citrat

~

Oxalacetat Isocitrat — 5 Isocitrat
/ A
Malat Citratzyklus /-9 NADP+
\ IDH1wt
a-Ketoglutarat \)
Fumar< / NADPH
Succinat v

a-Ketoglutarat

NADPH
/- Anderung des
IDHImut ————> NADPH/NADP+

\) Verhaltnisses
NADP+
y

2-Hydroxyglutarat

A

Erhéhte ROS
Konzentrationen

a-Ketoglutarat-abhangige Dioxygenasen

Verdanderte DNA-Hyper- Degradation Mogliche
Histon- methylierungen von HIFs  weitere Effekte

methylierungen l l /

Abbildung 2: Auswirkungen der gain-of-function Mutation der IDH1 (modifiziert nach Clark et al., 2016;

Liu et al., 2016).

Das 2-HG akkumuliert in der Zelle und fithrt zur Inhibierung von o-KG-abhidngigen
Dioxygenasen (Dang ef al., 2009) und in der Folge auch zu Hypermethylierungen der DNA
(Figueroa et al., 2010) (Abbildung 2). Zudem ist es wahrscheinlich, dass die erhohte 2-HG
Menge die Aktivitdt des Proteins PHD2 (propyl hydroxylase domain-containg protein 2)
unterstiitzt und dies zur Degradation von Hypoxie-induzierten Faktoren (HIFs) fiihrt. Zu
dieser Gruppe zdhlt auch HIFla, ein bekannter Tumorsuppressor (Koivunen et al., 2012).
2-HG inhibiert auBerdem a-KG abhingige Dioxygenasen wie TET2 (Tet Methylcytosin
Dioxygenase 2) (Xu et al., 2011). TET2 ist unter anderem fiir die Demethylierung der DNA
zustdndig, wird das Enzym inhibiert kommt es zur DNA Hypermethylierung und hierdurch,
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iber die Inhibierung von Differenzierungsgenen und die Aktivierung von
stammzellerhaltenden Genen, zur Induktion der Onkogenese (Figueroa et al., 2010). Auch
Histonmodifizierungen sind eine bekannte Auswirkung der Akkumulation von 2-HG, da es
die o-KG abhdngigen Jumonji-C Doméne-enthaltenen Histon Lysin Demethylasen
(JHKDMs) inhibiert (Chowdhury et al., 2011; Xu et al., 2011). Es ist bekannt, dass die Lysin
Demethylasen KDM2B und KDM3B in Gliomzellen eine geringere Expression aufweisen
(Frescas et al., 2007). Da JHKDMs bekannte Tumorsuppressoren sind, konnte eine
Inhibierung dieser, und die damit einhergehende geringere Expression, die Onkogenese
fordern (Varier und Timmers, 2011).

Allerdings wurde bereits gezeigt, dass die Akkumulation von 2-HG nicht allein alle
Auswirkungen der /DHI Mutation auf die Tumorzellen erkldren kann, sondern dass diese
noch weitere Verdnderungen in der Zelle bewirken muss (Molenaar et al., 2014a; Oizel et al.,
2015). Durch die Oxidation von NADPH zu NADP" durch die mutierte IDH1 ist die Menge
an NADPH in den Zellen erniedrigt (Atai et al., 2011), dies fithrt vermutlich zu erh6hten
ROS-Konzentrationen, welche eine entscheidende Rolle in der Tumorentwicklung spielen
konnen (Sosa et al., 2013).

Die positive Auswirkung der /DHI Mutation auf die Uberlebensdauer der Patienten kdnnte
hingegen auf einem verdnderten Metabolismus beruhen, welcher das Wachstum der
Tumorzellen verlangsamt (Molenaar et al., 2014a). Ein Grund hierfiir konnte die verringerte
Expression des Aminoséuretransporters BCAT1 sein (Tonjes et al., 2013) oder auch eine
gestorte Lipidbiosynthese, was wiederum einen negativen Einfluss auf die Zellproliferation
hitte (Grassian et al., 2014). Eine andere Erkldrung fiir die bessere Prognose von Patienten
mit einer /DHI Mutation wére ein therapieverstirkender Effekt, wie eine intensivierte
Wirkung von Temozolomid (Houillier et al, 2010) und eine sensiblere Reaktion auf
Radiochemotherapie (Tran ef al., 2014). Die Wirkung von Temozolomid wird durch DNA-
Reparaturenzyme aufgehoben (Hegi et al., 2005). Zu dieser Gruppe gehort auch die MGMT
(O6-Methylguanin-DNA Methyltransferase), deren Promotor-Methylierung hiufig mit der
IDH1 Mutation einhergeht. Durch die Methylierung verringert sich die MGMT Expression
und dies sensibilisiert die Zellen gegeniiber der Behandlung mit Temozolomid (SongTao et
al., 2012). Durch den Verbrauch von a-KG und NADPH sind /DHI mutierte Zellen zudem
sensitiver gegeniiber oxidativem Stress (Gilbert et al., 2014; Li et al., 2013), weshalb der
Zelltod bei radiochemotherapeutischer Behandlung bereits nach kiirzerer Zeit -eintritt

(Molenaar et al., 2014a).
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Obwohl bisher schon eine Vielzahl von Effekten der mutierten IDH1 sowie den durch sie
entstechenden neuen Metabolit 2-HG in der Tumorgenese beobachtet wurden, ist deren
Einordnung in beteiligte Signalwege und Prozesse nach wie vor erschwert, da immer noch
wenig iiber die eigentliche Funktion und biologische Rolle der IDH1 und ihrer Metabolite im

Zytoplasma bekannt ist.

1.5 Mutation der IDH] als friihes Ereignis in der Entstehung von

Gliomen

In einer groBangelegten Studie von Watanabe ef al. (2009) wurden 321 Gewebeproben von
histologisch unterschiedlichen Gliomen hinsichtlich genomischer Varianzen untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass in 130 der untersuchten Fille eine /DH1 Mutation festgestellt werden
konnte. Im Weiteren wurden Biopsien zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt, um das
Auftreten verschiedener molekularer Verdnderungen zeitlich in der Entstehung der Gliome
einordnen zu kdnnen. Es zeigte sich, dass die /DHI Mutation in allen Féllen bereits vor einer
Mutation von p53 und auch vor der Kodeletion der Chromosomenarme 1p und 19q detektiert
werden konnte und somit ein frithes Ereignis in der Tumorgenese darstellt. Da es
wahrscheinlich ist, dass Gliome aus mutierten neuralen Stamm- und Vorliauferzellen entstehen
(Johansson et al., 1999), konnten diese ein geeignetes Modell fiir die Analyse dieser frithen

Phase der Tumorgenese sein.

1.5.1 Neurale Stamm- und Vorlauferzellen und ihre Bedeutung in der

Tumorgenese

Da aus Stammzellen verschiedenste Zelltypen hervorgehen konnen, sind diese in den meisten
Geweben fir die Regeneration zustindig. Diese Eigenschaft der Selbsterneuerung wird
innerhalb der Gewebe streng iiberpriift, da unkontrolliertes Wachstum der Zellen zu Tumoren
oder Metastasen fithren kann (Al-Hajj und Clarke, 2004). Es ist bekannt, dass Zellen mit
diesen stammzelldhnlichen FEigenschaften in Tumorgewebe vorkommen, die somit zur
Selbsterneuerung in der Lage sind und moglicherweise den Ursprung eines Tumors darstellen
konnten (Clarke ef al., 2006).

Auch die zelluldre Quelle von Gliomen ist zurzeit noch nicht vollstindig aufgeklért. Es wird
angenommen, dass Krebszellen, sowie Stammzellen, eine unbegrenzte Lebensdauer haben

(Al-Hajj et al., 2003; Lapidot et al., 1994; Singh et al, 2003). Deshalb wird davon
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ausgegangen, dass Gliome aus mutierten neuralen Stamm- und Vorlduferzellen (NSC/NPCs)
entstehen (Johansson et al., 1999). Durch verschiedene Stimuli, wie z.B. Traumata, sind die
NSC/NPCs in der Lage zu proliferieren und zu differenzieren. Um die Frage nach den
Entstehungszellen fiir unterschiedliche Tumorentititen zu adressieren, wurden mittlerweile
diverse Mausmodelle etabliert, in welchen spezifische Mutationen in NSC/NPCs induziert
wurden. Alcantara Llaguno et al. (2009) beobachteten beispielsweise, dass eine Inaktivierung
von p53, Nfl und Pten zur Ausbildung von malignen Astrozytomen fithren kann. Des
Weiteren wurde von Persson et al. (2009) gezeigt, dass Oligodendrogliome wahrscheinlich

nicht aus neuralen Stammzellen entstehen.

1.6 Charakterisierung der Tumorgenese mittels Proteomanalyse

Wihrend der Entstehung von Gliomen finden viele Verdnderungen auf unterschiedlichsten
Ebenen statt. Zur Analyse dieser bedient sich die Forschung unterschiedlicher Techniken wie
der Transkriptom- und Genomanalyse oder der Proteom- und Metabolitenanalyse. Hierbei
erlaubt die Proteomanalyse als einzige Verdnderungen auf Ebene des translatierten
Genprodukts, den Proteinen, und somit auch den zelluldren Phénotyp direkt zu untersuchen.
Als Proteom werden alle Proteine bezeichnet, die zu einem definierten Zeitpunkt und Zustand
in einer Zelle, einem Gewebe oder einem Organismus vorhanden sind (Wilkins et al., 1996).
Hierbei variiert sowohl der Abundanzbereich (ca. sieben Grofenordnungen) als auch die
Anzahl der Proteinvarianten (10.000 bis 20.000) zwischen verschiedenen Zustéinden teils
erheblich (Beck et al., 2011; Zuo et al., 2001). Zudem ist das Proteom hochst dynamisch, da
die Abundanzen und Proteinvarianten von multiplen Faktoren wie beispielsweise pH-Wert
oder Stresssignalen beeinflusst werden (Anderson und Anderson, 1996). Eine héufig
auftretende Art der Variation von Proteinen sind posttranslationale Modifikationen (PTM),
wie Dbeispielsweise Phosphorylierungen oder Glykosylierungen, die Einfluss auf die
Funktionalitit der Proteine nehmen konnen (Karve und Cheema, 2011). Die Proteomanalyse
hat sich zum Ziel gesetzt Proteine nicht isoliert, sondern im Kontext komplexer biologischer
Systeme genauer zu analysieren und fiihrt hierzu eine Identifizierung und Quantifizierung
derselben, auch unter Beachtung moglicher Isoformen und posttranslationaler
Modifikationen, durch (Lottspeich, 2009).

Die Proteomik befasst sich zum einen mit der vollstindigen Beschreibung des Proteoms eines
Organismus, zum anderen kann sie auch verwendet werden, um differenzielle Analysen der

Proteinexpression zwischen verschiedenen Zelltypen oder Zustinden durchzufiihren. In
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biologischen Organismen konnen bereits kleine Verdnderungen in den Proteinabundanzen
regulatorische Effekte auf diverse Prozesse in der Zelle haben und somit enormen Einfluss auf
das gesamte System nehmen (Choudhary und Grant, 2004). So wurden beispielsweise
differenzielle Proteomanalysen zwischen Gewebematerial von gesunden und erkrankten
Patienten durchgefiihrt, um eventuell verdnderte Signalwege oder Prozesse zu
charakterisieren (Lovric, 2011). In dieser Arbeit wurde die differenzielle Proteomanalyse zur
Untersuchung moglicher Unterschiede im Proteom zwischen IDHI wild-typischen und /DH1
mutierten Zellen verwendet.

Von besonderer Relevanz fiir den Ablauf biologischer Prozesse sind Protein-Protein-
Interaktionen. Thre Analyse mittels Massenspektrometrie liefert neue Einblicke in die
Funktion von Proteinen (Stelzl et al, 2005). Hier ist es nicht nur moglich globale
Interaktionsstudien fiir gesamte Organsimen durchzufithren (Gavin et al., 2002; Ho et al.,
2002), sondern auch Interaktionsnetzwerke fiir bestimmte Proteine zu erstellen (McDonald et
al., 2008; Xiao et al., 2007). Protein-Protein-Interaktionen kdnnen sowohl stabile Komplexe
als auch transiente Bindungen, die auf Stimuli reagieren, sein (Nudelman et al., 2016; Perkins
et al, 1999). Durch den Kontakt von zwei oder mehreren Proteinen kann es zu
Konformationsédnderungen kommen und dadurch mdglicherweise auch zu einer veranderten
Funktionsweise oder Aktivitét der betroffenen Proteine (Hsu ef al., 2013). Fiir die Analyse der
Interaktion eines Proteins ist die Verwendung einer Affinititsaufreinigung, z.B. mittels
Immunprézipitation gekoppelt mit Massenspektrometrie, eine effektive Methode, da hier iiber
die Anreicherung des Zielproteins auch spezifisch interagierende Proteine identifiziert werden
konnen (Zhang et al., 2017b). Die weitere bioinformatorische Auswertung der so gewonnenen
Daten kann beispielsweise Hinweise auf eine Verdnderung des Interaktoms eines Proteins

durch eine Mutation, und einem damit einhergehenden verdnderten Metabolismus, aufzeigen

(Coffill et al., 2012).

1.6.1 Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen mittels

Massenspektrometrie
Als klassische Methoden werden in der Proteomanalyse die 2D-Gelelektrophorese (Klose und
Kobalz, 1995) und Methoden, die auf massenspektrometrischer Analyse basieren, wie die
markierungsfreie Analyse (Silva et al., 2005) oder stable isotope labeling by amino acids in
cell culture (SILAC) (Ong et al., 2002), verwendet. Bei der 2D-Gelelektrophorese werden die

Proteinproben mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und nach ihrem isoelektrischen Punkt und
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dem Molekulargewicht aufgetrennt, so dass ein Vergleich der Proben anhand des Spotmusters
moglich ist. AuBlerdem ldsst sich eine weiterfiihrende Analyse der Spots mittels
Massenspektrometrie durchfiihren. Aufgrund der enormen technischen Entwicklungen in der
Massenspektrometrie im letzten Jahrzehnt und der damit verbundenen Moglichkeit zur
parallelen Quantifizierung und Identifizierung mehrerer tausend Proteine hat die quantitative
Massenspektrometrie mittlerweile die 2D-Gelelektrophorese als Goldstandard fiir die
Proteomanalyse abgelost. Bei den MS-basierten Ansidtzen werden meist komplexe Protein-
oder Peptidgemische iiber eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
aufgetrennt, durch Elektrosprayionisation (ESI) von der Fliissig- in die Gasphase gebracht
und anschlieBend wird im Massenspektrometer das Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (m/z)
analysiert (Fenn et al., 1989). Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit der Fragmentierung
bestimmter Mutterionen, um zusétzliche Informationen iiber die Sequenz zu erhalten (Tandem
MS). Die Spektren dieser m/z-Werte konnen mit verschiedenen Datenbanken abgeglichen und
so Proteinen zugeordnet werden. Dies ist mdglich, da die DNA-Sequenzierung in der Lage ist
ganze Genome zu entschliisseln (Mann et al., 1993). Die Genauigkeit der Massenbestimmung
und die hohe Sensitivitdt verschaffen der MS-basierten Analyse einen Vorteil gegeniiber
anderen Identifizierungsmethoden (Aebersold und Mann, 2003). Eine Methode, bei der
Peptidgemische analysiert werden, wird als bottom-up-Methode bezeichnet. Bei dieser Art der
Analyse werden die Proteine zundchst proteolytisch verdaut, die so entstehenden Peptide
werden via ESI oder Matrix-unterstiitzter Laser-Desorption/Ionisation (MALDI) ionisiert, die
so entstechenden niedrig geladenen Peptidionen werden dann massenspektrometrisch
analysiert (Catherman et al, 2014). Da bei der Elektrosprayionisation eine vorherige
Auftrennung der Probe mittels HPLC mdglich und die Komplexitidt humaner Proben haufig
hoch ist, wird diese lonisierungsmethode mittlerweile in der Proteomanalyse oftmals
bevorzugt verwendet. Die Analyse intakter Proteine hingegen wird als top-down-Methode
bezeichnet. Hier werden die Proteine mittels ESI (Fenn et al., 1989) oder MALDI (Karas und
Hillenkamp, 1988) in die Gasphase gebracht. Die so zu analysierenden Proteine besitzen
allerdings hohe Ladungszustinde, wodurch eine Intaktmessung von komplexen
Proteingemischen nach momentanem Stand der Technik nur bedingt mdglich ist (Catherman
etal.,2014).

Je nach Wahl des Analysators (Orbitrap, Triple-Quadrupole, Ionenfalle, TOF) fir die
massenspektrometrische Analyse konnen gerichtete Analysen, wie selected reaction
monitoring (SRM) (Anderson und Hunter, 2006), oder ungerichtete Analysen, wie die

markierungsfreie Quantifizierung, durchgefiihrt werden. Die ungerichteten Analysen werden
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hiufig fiir die Identifizierung und Quantifizierung von komplexen Proben verwendet. Bei der
gerichteten Analyse werden einige Zielproteine selektiert, um so beispielsweise
niedrigabundante Proteine wie Transkriptionsfaktoren zu identifizieren oder Biomarker in
Hochdurchsatzexperimenten zu detektieren. Mittels quantitativer Analyse ist es moglich
Abundanzunterschiede der Proteine zwischen verschiedenen Probengruppen zu vergleichen.
Hier stehen sowohl Methoden zur relativen als auch zur absoluten Quantifizierung zur
Verfiigung (Bantscheff et al., 2007). Bei der relativen Quantifizierung werden lediglich die
Abundanzen in den verschiedenen Probengruppen im Verhiltnis zueinander betrachtet, bei
der absoluten Quantifizierung konnen hingegen genaue Konzentrationen bestimmt werden.

Fiir solche quantitativen Analysen stehen grundsétzlich die markierungsfreie Quantifizierung
wie auch metabolische Markierungsstrategien wie die Inkorporation von schweren
Aminosduren (SILAC) oder chemische Markierungen wie die Dimethyl-Markierung zur

Verfligung (Abbildung 3) (Bantscheff et al., 2007).
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Abbildung 3: Verschiedene Methoden zur MS-basierten Quantifizierung von Proteinen (modifiziert nach
Bantscheff et al., 2007). In Orange und Griin sind die unterschiedlichen Probengruppen gezeigt. Es wird

dargestellt, an welchem Punkt der Probenanalyse die verschiedenen Gruppen miteinander vereint werden.
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Bei Methoden wie SILAC oder isotope-coded affinity tag (ICAT) erfolgt die Quantifizierung
eines Peptids 1iiber das Verhiltnis der Signalintensititen seiner unterschiedliche
isotopenenthaltenden Varianten. Fiir die markierungsfreie Quantifizierung hingegen wurden
verschiedene Methoden entwickelt wie die Quantifizierung auf Basis der Intensitdt des
Mutterions (area under the curve) oder das spectral counting (Liu et al., 2004), bei dem die
Anzahl der aufgenommenen Fragmentspektren pro Protein als Mal} fiir die Abundanz
herangezogen wird. Die markierungsfreie Analyse bietet den Vorteil, dass keine Manipulation
der Proteine stattfindet, sondern die Probe direkt analysiert werden kann. Diese
Vorgehensweise setzt jedoch eine hohe Reproduzierbarkeit und Robustheit der HPLC und des

Massenspektrometers voraus (Cox und Mann, 2011).

1.6.2 Analyse des Phosphoproteoms als wichtiger Schalter der Zelle

Als posttranslationale Modifikationen (PTM) werden Verdnderungen von Proteinen
bezeichnet, welche nach der Translation reversibel oder irreversibel an Proteine angebracht
werden. Diese Information ist nicht im Genom codiert. Je nach Lokalisation des Proteins
konnen verschiedene posttranslationale Modifikationen auftreten (Larsen et al., 2006). Die
Modifikationen konnen mannigfaltige Einfliisse in der Zelle haben. So bestimmen sie zum
Teil maBgeblich z.B. die Zell-Zell-Erkennung, Proteinfaltung, Halbwertszeit von Proteinen
oder deren Lokalisation. In eukaryotischen Zellen zeigen tliber 300 bekannte Modifikationen
welche zusitzliche Diversitdt durch PTM im Proteom erzielt werden kann (Witze et al.,
2007). Phosphorylierungen, Disulfidbriicken, Sulfonierungen, Acetylierungen und
Glykolysierungen sind nach heutigem Kenntnisstand die am héufigsten untersuchten
Proteinmodifikationen.

Eine Dbesondere Rolle wunter den reversiblen Modifikationen nehmen hierbei
Phosphorylierungen ein. Die vollstindige Sequenzierung des humanen Genoms brachte 518
Gene fiir Kinasen (Manning et al., 2002) und 214 fiir Phosphatasen (Mueller et al., 2007)
hervor. Es wird vermutet, dass im gesamten Proteom iiber 500.000 Phosphorylierungsstellen
vorhanden sind (Lemeer und Heck, 2009). In der Zelle haben Proteinphosphorylierungen
vielfdltige Einfliisse auf verschiedenste Signalwege, das Zellwachstum, die Proliferation oder
auch die Apoptose (Hunter, 2000). Durch eine oder mehrere Phosphorylierungen kénnen sich
diverse Eigenschaften eines Proteins dndern, hierzu zdhlen die Struktur, die Aktivitéit oder die
Lokalisierung des Proteins in der Zelle. Dies ist der Grund, weshalb aberrante

Phosphorylierungen eines Proteins erheblichen Einfluss auf den gesamten Organismus haben
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konnen und mit der Entstehung verschiedener Krankheiten wie Krebs oder Diabetes in
Zusammenhang stehen (Clevenger, 2004). Da Phosphorylierungen reversible Verdnderungen
sind, ist eine genaue Anzahl phosphorylierter Proteine nicht bekannt. Allerdings wird
angenommen, dass 30 bis 50 % aller Proteine im Laufe ihres Daseins mindestens eine
Phosphorylierung tragen (Cohen, 2002; Hubbard und Cohen, 1993). In den letzten Jahren ist
die massenspektrometrische Analyse von Phosphorylierungen immer weiter in den Fokus
geriickt, da hier auch Informationen iiber die genaue Lokalisation der Modifikation generiert
werden konnen. Fiir die Analyse von Phosphorylierungen muss normalerweise ein
Anreicherungsschritt durchgefiihrt werden, da in einer komplexen Probe deutlich mehr
unphosphorylierte Peptide vorhanden sind, welche die Signale der phosphorylierten Peptide
iberlagern konnen. Eine Mdglichkeit der Anreicherung ist die Verwendung von Antikdrpern,
welche die phosphorylierten Peptide spezifisch binden (Pandey et al., 2000; Salomon et al.,
2003). Eine andere Moglichkeit ist die Vorfraktionierung und Anreicherung aufgrund der
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Phosphopeptide. Neben einer
Kationenaustauschchromatographie (Ballif et al., 2004) kann auch die hydrophilic interaction
liquid chromatography (HILIC) hierzu verwendet werden (Alpert, 1990; McNulty und
Annan, 2008). Diese Methoden =zur Vorfraktionierung konnen mit weiteren
Anreicherungsmethoden, wie immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) oder
metal oxide affinity chromatography (MOAC, beispielsweise TiO,), kombiniert werden
(Larsen et al., 2005). Bei diesen Methoden wird sich die stirkere negative Ladung der
Phosphopeptide zu Nutze gemacht, welche so mit einem bestimmten Trigermaterial
interagieren und im Laufe der Anreicherung von diesem wieder eluiert werden konnen. Jede
dieser Methoden hat ihre Vorteile und Limitierungen, MOAC zeigt im Vergleich zu IMAC
eine hohere Kapazitit und Selektivitit fiir Phosphopeptide (Larsen et al., 2005), mit der
Verwendung von IMAC wiederum ist die Ausbeute an multiphosphorylierten Peptiden hoher

(Jensen und Larsen, 2007).

1.7 Die Rolle der Bioinformatik in der Proteomanalyse

Aufgrund der grolen Datenmengen, welche durch die Proteomanalyse mittels
Massenspektrometrie generiert werden, ist heutzutage fiir die Auswertung hinsichtlich der
biologischen Relevanz dieser Daten ein softwarebasierter Ansatz unerldsslich (Kumar und

Mann, 2009). Man kann hierbei zwischen statistischen (Identifizierung und Quantifizierung
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von Proteinen) und funktionellen (Einordnung der Proteindaten in den biologischen Kontext)
Methoden unterscheiden (Bessarabova et al., 2012).

Fiir die Identifizierung von Peptidmassenspektren werden Abgleiche mit Proteinsequenzdaten
verwendet, die auf verschiedenen Algorithmen beruhen, welche alle ein dhnliches Konzept
innehaben (James et al., 1993; Mann et al., 1993; Pappin et al., 1993; Yates et al., 1993).
Zunéchst kann die Datenbank meist durch Einschrinkungen, wie Taxonomie, verkleinert
werden. AnschlieBend werden die Proteineintrdge in silico proteolytisch verdaut und
theoretische Massenspektren werden erstellt, welche dann mit den experimentellen Spektren
abgeglichen werden. Hier ist eine hohe Massengenauigkeit von grofer Bedeutung, um
moglichst eindeutige Ubereinstimmungen zu identifizieren. Programme wie SEQUEST (Eng
et al., 1994) oder Mascot (Perkins et al., 1999) fiihren neben der Identifizierung von
Peptidmassenspektren auch die Interpretation von Peptidfragmentspektren durch. Hier werden
die theoretischen Peptide weiter fragmentiert zu theoretischen Peptidfragmenten, von welchen
wiederum ein Spektrum erstellt wird, welches mit den experimentellen Daten abgeglichen
und iiber ein Punktesystem, das die Wahrscheinlichkeit der Ubereinstimmung angibt,
bewertet wird. Im Weiteren konnen diese Daten dann Proteineintrigen in der Datenbank
zugeordnet werden, wodurch der Nutzer eine Proteinliste mit allen identifizierten Proteinen
erhdlt. Allerdings kann dieser Identifizierungsprozess durch iiberlesene Schnittstellen der
Protease oder posttranslationale Modifikationen erschwert werden, da ein Algorithmus all
diese Variablen beriicksichtigen muss. Vor allem die massenspektrometrische Analyse von
komplexen Proben erfordert einen enormen Rechenaufwand, da mehrere tausend Spektren
abgeglichen und interpretiert werden miissen. Die Untersuchung von verschiedenen
experimentellen Bedingungen erfordert neben der Identifizierung auch die Quantifizierung
der Proteine, um etwaige Unterschiede zwischen Probengruppen zu detektieren. Bei der
markierungsfreien Proteinquantifizierung wird das Expressionsniveau eines Proteins in einer
Probe mit dem Expressionsniveau des gleichen Proteins in einer anderen Probe ins Verhéltnis
gesetzt. Es wurde gezeigt, dass verschiedene Parameter mit der Proteinabundanz in einer
Probe korrelieren. Dies sind Merkmale wie die Sequenzabdeckung, die Signalintensitit, die
Anzahl identifizierter Peptide oder die Anzahl an Fragmentspektren (Neilson et al., 2011,
Zhang et al., 2006). Fir die Durchfiilhrung der Quantifizierung werden verschiedene
Programme, wie MaxQuant (Cox und Mann, 2008) oder Progenesis (Nonlinear Dynamics),
angeboten, die eigene Algorithmen verwenden, welche auf den obengenannten Parametern
beruhen, um die Unterschiede in den Proteinabundanzen zwischen verschiedenen Proben zu

berechnen.
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Fiir die funktionelle Analyse von Proteomdaten werden hdufig Anreicherungsanalysen
durchgefiihrt, um mehr tlber die Eigenschaften und Beziehungen der experimentell
nachgewiesenen Proteine zu erfahren. Hierbei werden die Daten, in Form von Protein-IDs
oder Gennamen, funktionellen Ontologie-Begriffen zugeordnet und in Relation zu einem
Bezugsproteom gesetzt, welches als Basis fiir die statistische Berechnung dient (Bessarabova
et al., 2012). Haufig wird die Gene Ontology-Datenbank genutzt, welche in drei Kategorien
gegliedert ist: Biologischer Prozess, molekulare Funktion und zelluldres Kompartiment
(Ashburner et al., 2000; Blake und Harris, 2008). Da Proteomanalysen vielfach zur
Identifizierung mehrerer tausend Proteine fiihren, ist die Aufteilung dieser Proteine in kleinere
funktionell verbundene Untergruppen eine Moglichkeit zur weiteren Analyse (Khatri et al.,
2012). Hierdurch kdnnen mogliche verdnderte Signalwege oder Prozesse durch Interaktionen
zwischen Proteinen sichtbar gemacht werden. Fiir diese Analyse von Protein-Protein-
Interaktionen stehen verschiedene Programme wie STRING (Snel et al., 2000) oder
Cytoscape (Bindea et al., 2009) zur Verfiigung, welche auf verschiedene Datenbanken wie
Uniprot oder Gene Ontology zuriickgreifen und so Proteinnetzwerke visualisieren und parallel
Anreicherungsanalysen erlauben.

Da in der heutigen Zeit sehr grole Datensétze nicht nur durch die Proteomik, sondern auch
die Transkriptomik und Metabolomik generiert werden und eine integrative Auswertung
dieser Daten einen tieferen Einblick in zelluldre Prozesse zeichnen soll, ist die Verwendung

der Bioinformatik unerlésslich (Zhang et al., 2010).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Isocitrat-Dehydrogenase 1 und ihre Mutation im
Zusammenhang der Tumorgenese von Gliomen mithilfe der Proteomanalyse tiefergehend

charakterisiert werden. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden folgende Arbeiten durchgefiihrt:

e Erstellung des Proteomprofils der Gliomzelllinie US7MG in Abhéngigkeit der IDH]
Mutation durch die Verwendung der Massenspektrometrie mit drauffolgender
markierungsfreier Quantifizierung mit anschlieBender Ermittlung differentieller
Proteine zwischen der Gliomzelllinie U87MG, welche wild-typische IDHI bzw.
mutierte /DHI exprimiert, und weiterer bioinformatorischer Auswertung mithilfe von
Anreicherungsanalysen zur Bestimmung der zugrundeliegenden biologischen
Prozesse.

e Untersuchung der posttranslationalen Modifikationen der wild-typischen und
mutierten IDH1 nach Anreicherung von IDH1 mittels einer Immunprézipitation und
anschlieBender massenspektrometrischer Analyse.

e FEtablierung und Durchfilhrung einer affinititsbasierten MS-Methode zur
Identifizierung der Interaktionsnetzwerke der wild-typischen und mutierten IDH1 der
Gliomzelllinie U§7MG.

e Erstellung des Proteomprofils der murinen neuralen Stamm- und Vorlduferzellen in
Abhingigkeit der IDHI Mutation unter Verwendung der markierungsfreien MS-
Analyse.

e FEtablierung und Durchfiihrung einer MS-basierten Methode zur Anreicherung und
Analyse des Phosphoproteoms der neuralen Stamm- und Vorlduferzellen und
anschlieBender bioinformatorischer Untersuchung mdglicher verdnderter biologischer

Prozesse.

Mit Hilfe der durchgefiihrten Arbeiten soll die bisher noch nicht im vollen Umfang

verstandene Rolle der IDH1 in der Tumorgenese von Gliomen eingehend untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geriite

Feinwaage, Entris
Folienschweil3gerit
Heizschiittler, MKR 13
Inkubator

Probenschiittler, HulaMixer

Laser Scanner, Typhoon 9400

Massenspektrometer, Orbitrap Elite

Massenspektrometer, QExactive
Mikroskop, Olympus IX50
Milli-Q® Integral
Wasseraufbereitungssystem
PAGE-Kammer, 1D-PAGE
pH-Meter

Pipetten Research Plus
Pipettierhelfer, accu-jet pro
Plattenlesegerit, DTX 880
Plattformschiittler, KS250 basic
Plattformschiittler, Unimax 1010
Prazisionswaage, PCB
Préazisionswaage, 822

Scanner, ViewPix 700
Semi-Dry Blotter, Multiphor II
Spannungsgerat, Consort E815
Spannungsgerit, EPS 301
Sterilbank, clean air
Tischzentrifuge, Mikro 20
Tischzentrifuge, Mikro 220R
Tissue Lyser LT

Sartorius, Gottingen

Severin, Sundern

Hettich Benelux, Geldermalsen, Niederlande

Binder, Tuttlingen
Thermo Fisher Scientific

GE Healthcare, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Bremen

Thermo Fisher Scientific, Bremen

Olympus Corporation, Japan
Merck Millipore, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific
Mettler Toledo, Gieflen
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim
Beckman Coulter, Krefeld
Ika, Staufen

Heidolph, Schwabach
Kern, Balingen-Frommern
Kern, Balingen-Frommern
Biostep, Burkhardtsdorf
Amersham Pharmacia Biotech
Sigma, Miinchen

Amersham Pharmacia Biotech

Clean Air Techniek B.V., Niederlande

Hettich, Miilheim an der Ruhr
Hettich, Miilheim an der Ruhr
QIAGEN, Hilden

16



Material und Methoden

Ultraschallbad
Vakuumkonzentrator, 5301
Zentrifuge, Rotina 46 R
Zentrifuge, 5430 R

3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Amicon Ultra 0,5 ml 3K
Analytische Sdule
Dispenser-Spitzen

HyperSep SpinTip HILIC
Reaktionsgefidfie 0,5, 1,5, 2 ul
ESI-Nadeln

Falcons 15, 50 ml

Kapillarvorsdule

Low Bind Reaktionsgefif3e 0,5, 1,5, 2 pul
Mikrotiterplatten

Pipettenspitzen 10, 200, 1.000 pl
Pipettenspitzen mit Filtereinsatz
200, 1.000 pl

PVDF-Membran Immobilon®-FL
Stripetten 10, 25 ml

TiO, Mag Sepharose

Zellschaber

3.1.3 Chemikalien

Acetonitril

Ammoniumbicarbonat

Bromphenolblau Na-Salz

Complete Ultra EDTA free Mini Tablette
Dimethylpimelimidat (DMP)
Dithiothreitol (DTT)

Bandelin, Berlin
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen

Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Bremen
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Bremen
Eppendorf, Hamburg

New Objective, Woburn, USA
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Bremen
Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Merck Millipore, Darmstadt
Corning, New York, USA
Merck, Darmstadt

Corning, New York, USA

Sigma

Fluka

Roth

Roche

Thermo Fisher Scientific

Serva
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

Dynabeads Protein G

Ethanol 99,5 %, vergillt

Ethanol, absolut
Ethylendiamintetraessigsdure

EDTA (Titriplex III)

Fetales Kélberserum (FBS)
Formaldehydlésung 37 %

Geneticin (G418)

Glycin

HEPES 4-2 Hydroxyethylpiperazin-
Ethansulfonsaure

Iodoacetamid

Kaliumhexacyanoferrat I11 K3[Fe(CN)6]
Magermilchpulver

MOPS

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat
Natriumthiosulfat Pentahydrat
Neural Tissue Dissociation Kit (P)
Nonidet P 40 Substitute

Nu PAGE 4-12 % Bis-Tris Gel

Pen Strep

Pierce® 660 nm Protein Assay
Pierce™ Anti-HA Magnetic Beads
Protein Standard Micro 1 mg BSA/ml
Rinderserumalbumin (BSA)

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
VWR

Sigma
Merck

Thermo Fisher Scientific
Roth
Thermo Fisher Scientific

Roth
Sigma

Sigma

Merck

Fluka

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Fluka

Miltenyi

Sigma

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma

Sigma
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Silbernitrat Sigma
Tricin Sigma
Triethanolamin Merck, Darmstadt
Trizma base Sigma
Trypsin NB Serva
Trypsin-EDTA 0,05 % Thermo Fisher Scientific
Tween 20 Sigma
3.1.4 Puffer und Losungen
Puffer Zusammensetzung
Anodenpuffer 126 g Harnstoff
35 ml Phosphorséure (85 % )
dH,O (Gesamtvolumen 700 ml )
Bindungspuffer 1 M Glykolsdure
80 % Acetonitril
5% TFA
Blockierlosung 2 % BSA
3 % Skim Milk Powder
in 50 ml TBST
Coomassie Farbelosung 40% EtOH
10 % Essigsédure
250 mg Coomassie
in deO

Coomassie Entfarbelosung

10 % Essigsédure in dH,O

DTT

1,4 M in 100 mM NH4HCO;3

DTT fiir In-Gel-Verdau

7,14 ul 1,4 M DTT
995 ul 50mM NH4HCO;

Elutionspuffer

5 % Ammuniomhydroxid

Entfarbelosung 1

30 mM Natriumthiosulfat

Entfarbeldsung 2

100 mM Kaliumhexacyanoferrat

Extraktionsldsung (Gelbande)

50 % TFA (aus 0,1 %iger Losung)
50 % Acetonitril

Extraktionspuffer

20 mM NacCl

1 % Natriumdeoxycholat
1 % NP-40

20 mM Tris
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Formaldehydldsung 2,5 % Formaldehyd in PBS

GroBenstandard Page Ruler PreStaind Protein Ladder,
Thermo Fisher Scientific

Hinterkolbenspiilung 10 % Isopropanol

Homogenisierungspuffer 50 mM Ammoniumchlorid
80 mM Tris
pH 8

TAA fiir In-Gel-verdau 55 mM lodacetamid
in 50mM NH/HCO;

Kathodenpuffer 300 mM Aminocapronsiure
30 mM Tris

LC-MS Losemittel A 0,1 % TFA

LC-MS-Lésemittel B 0,1 % FA
84 % ACN

MOPS Puffer, 20-fach konzentriert 1M MOPS
IM Tris Base
2% SDS
20mM EDTA
pH 7,7

SDS-Probenpuffer, 4-fach konzentriert 600 mM DTT (wurde bei Bedarf verwendet)
30 % Glycerin

12 % SDS

150 mM Tris/HCI pH 7,0

wenig Bromphenolblau

Silberfarbung Losung A 50 % EtOH
10 % Essigséure

Silberfarbung Losung B 30 % EtOH
500 mM Natriumacetat
8 mM Natriumthiosulfat

Silberfarbung Losung C 6 mM Silbernitrat
Silberfarbung Losung D 236 mM Natriumcarbonat
Silberfarbung Losung E 236 mM Natriumcarbonat
0,01% Formaldehyd
Silberfarbung Losung F 50 mM EDTA
TBS, 10-fach konzentriert 100 mM Tris Base
1,5 M NacCl
pH 8
TBST 50 mM Tris
150 mM NacCl
0,1 % Tween 20
Trypsin Losung 0,033 pg/ul Trypsin in 50 mM NH4HCO;
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Waschlésung A

10 mM Ammoniumhydrogencarbonat

Waschlosung B

50% 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat
50% Acetonitril (v/v)

Waschpuffer

0,5 M NaC(Cl
0,05 % SDS
20 mM HEPES
1 % NP-40

Waschpuffer (Ti0O,)

80 % Acetonitril
1 % TFA

3.1.5 Software
Chromeleon
Mascot

Max Quant

Perseus

Progenesis

Proteome Discoverer

Tune/X-Calibur
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3.1.6 Antikorper

3.1.6.1 Priméire Antikorper

Antikorper Quelle Spezies Verdiin- | Verdiin- | Verdiin-
(Bestellnr.) nung WB | nung IP | nung IF

Anti-IDH1 Cell Signaling | Hase 1:1.000 1:50 1:400
(8137) monoklonal

Anti-IDH1 Dianova Maus 1:500 - 1:20

R132H (DIA-HO09) monoklonal

Anti-Profilin Cell Signaling | Hase 1:500 - -
(3237) polyklonal

Anti-Tri-Methyl- [ Cell Signaling | Hase 1:100 - -

Histon H3 (9733) monoklonal

Normal rabbit Santa Cruz Hase - 1:40 -

IgG (sc-2027)

3.1.6.2 Sekundire Antikorper

Antikorper Quelle Spezies | Verdiinnung | Verdiinnung
(Bestellnr.) WB IF

Anti-rabbit IgG Invitrogen Ziege 1:5.000 -

Alexa Fluor 555 (A21429)

Anti-rabbit IgG Introgen Ziege - 1:1.000

Alexa Fluor 594 | (A11037)

Anti-mouse IgG | Invitrogen Ziege 1:2.500 -

Alexa Fluor 647 (A21236)

Anti-mouse IgG | Invitrogen Ziege - 1:1.000

Alexa Fluor 594 | (A11032)

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur-Methoden und Transfektion fiir die US7MG Zelllinie

Fiir die Analyse der Auswirkungen der /DHI Mutation auf das Proteom wurde die
Glioblastom-Zelllinie US87MG (American Type Culture Collection, USA) eingesetzt. Zur
Kultivierung wurde ein Begasungsbrutschrank mit 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit
verwendet. Die Zellen wurden in Petrischalen mit unterschiedlichen Durchmessern kultiviert.
Es wurde DMEM-Medium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) mit 10 % fetalem

Kélberserum und 100 pg/ml Penicillin-Streptomycin benutzt. Die Zellen wurden bei einer
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Konfluenz von ca. 90 % passagiert. Hierzu wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden
mit PBS gewaschen und mit einer 0,25 %igen Trypsin-EDTA-Losung fiir 5 min im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion des Trypsins durch die Zugabe von
Medium gestoppt, die Zellsuspension im Verhéltnis 1:5 umgesetzt und frisches Medium auf
die Zellen gegeben.

Die US7MG Zellen wurden fiir einige Experimente transfiziert. Dies wurde von Miriam
Knilhmann im Institut fiir Neuropathologie des Universititsklinikums Diisseldorf
durchgefiihrt. Hierzu wurde der pIRES2-EGFP-Neomycin Vektor als Leervektor-Kontrolle
und der pIRES2-EGFP-Neomycin Vektor mit HA-gekoppelter mutierter IDH1 (R132H) oder
HA-gekoppelter wild-typischer IDH1 ¢cDNA verwendet. Die Transfektion wurde mit dem
Lipofectamin™ 2000 Reagenz (Thermo Fisher Scientific) in Opti-MEM™ (Thermo Fisher
Scientific) durchgefiihrt. Die transfizierten Zellen wurden in dem oben beschriebenen
Medium kultiviert, zusétzlich wurde diesem 0,5 mg/ml Geneticin (Thermo Fisher Scientific)
zur Selektion hinzugefiigt. AufBlerdem wurden die Zellen regelmdfig mittels

Durchflusszytometrie sortiert.

3.2.2 Zellkultur-Methoden fiir die NSC/NPCs

Sowohl die Priaparation der NSC/NPCs als auch die Kultivierung der Zellen wurden von Dr.
Christiane Knobbe-Thomsen und Miriam Kniithmann im Institut fiir Neuropathologie des
Universititsklinikums Diisseldorf durchgefiihrt. Es wurden transgene Méuse verwendet, bei
denen die Expression von mutierter bzw. wild-typischer IDHI nach Préparation der Zellen
durch Zugabe von Tamoxifen induziert werden kann (Sasaki et al., 2012). Fiir die Priparation
wurden die Gehirne der Méause (PO, P1, P2) isoliert, in ein 2 ml Reaktionsgefal {iberfiihrt und
durch mehrmaliges pipettieren in 1 ml Mix 1 (1ml Puffer X (Neural tissue Dissociation Kit),
26,3 ul Enzym P, 1,23 pl B-Mercaptoethanol) gelost. Dem folgte eine 15-miniitige Inkubation
bei 37 °C im Wasserbad bei regelmidBigem Invertieren des Reaktionsgefdfies. Nach der
Zugabe von 35 pl Mix 2 (10 pl Puffer Y (Neural tissue Dissociation Kit), 5 ul Puffer A
(Neural tissue Dissociation Kit), 20 pl DNAse) erfolgte eine erneute Inkubation bei 37 °C im
Wasserbad fiir 20 min, wobei die Probe, nach der Hilfte der Zeit, durch mehrmaliges
Pipettieren gemischt wurde. AnschlieBend wurden 10 ml PBS™ hinzugegeben und es folgte
eine 5-miniitige Zentrifugation bei 100 rpm. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde
das Pellet erneut in 10 ml PBS™ resuspendiert und zentrifugiert. AnschlieBend wurde das

Pellet in 5 ml NSC/NPC-Medium aufgenommen, auf eine mit Laminin beschichtete Platte
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gegeben und zur Kultivierung in einem Begasungsbrutschrank mit 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit gelagert. Am néchsten Tag wurde das Medium gewechselt und Tamoxifen
wurde zur Aktivierung der Cre-Rekombinase hinzugegeben. Nach fiinf weiteren
Kultivierungstagen wurde das Medium erneut gewechselt und an Tag sieben konnten die

Zellen geerntet und gegebenenfalls lysiert werden.

3.2.3 Zellernte und Formaldehyd-Crosslinking

Fiir den Nachweis von Proteininteraktionen wurden die Zellen in einigen Féllen vor der Ernte
mit Formaldehyd behandelt. Das Formaldehyd diffundierte in die Zelle und bildete
Methylenbriicken zwischen den primdren Aminogruppen und Stickstoffatomen aus. Hierzu
wurden Zellen mit einer Konfluenz von 90 % verwendet. Zundchst wurde das Medium
verworfen und die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurde die
2,5 %ige Formaldehydlosung auf die Zellen gegeben und fiir 15 min bei RT schiittelnd
inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS und eine 15-miniitige Inkubation mit
125 mM Glycin. Die Zellen wurden wiederum zweimal mit 4 °C kaltem PBS gewaschen und
anschlieend mit einem Zellschaber in 5 ml 4 °C kaltem PBS geerntet. Es folgte eine 10-
miniitige Zentrifugation bei 2.000 rpm, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet

weiter aufgearbeitet oder bei -80 °C gelagert.

3.2.4 Zellaufschluss

Nach der Bestimmung des Gewichts des Zellpellets, wurde die einfache Menge dieser
Einwaage des Homogenisierungspuffers auf das Pellet gegeben und die Zellen wurden
resuspendiert. Daraufhin wurde die gleiche Menge Extraktionspuffer auf das Pellet gegeben
und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben sechsmal fiir 10 s
sonifiziert und anschlieBend bei 16.000 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das so gewonnene
Zelllysat wurde in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Um eine moglichst grofle Ausbeute zu
erhalten, wurde das verbliebene Pellet zusdtzlich mechanisch aufgeschlossen. Hierzu wurden
erneut die gleichen Mengen an Homogenisierungs- und Extraktionspuffer auf die Zellen
gegeben und anschliefend die Proben mit einer 5 mm Stahlkugel versetzt und fiir eine Minute
bei 40 Hz mit dem Tissue Lyser aufgeschlossen. Es folgte eine erneute Behandlung fiir
sechsmal 10 s im Ultraschallbad und anschlieBend eine 15-miniitige Zentrifugation bei 4 °C

und 16.000 g. Der Uberstand wurde mit dem bereits gewonnenen Zelllysat vereint.
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3.2.5 Fraktionierung

Die Fraktionierung wurde durchgefiihrt, um das Zytoplasma und den Nukleus zu trennen.
Hierzu wurde das NE-PER-Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Bei einer Konfluenz
von 90 % wurden die Zellen mit einem Zellschaber geerntet und in ein Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 500 g und der Uberstand wurde
verworfen. AnschlieBend wurde das Pellet gewogen und in der fiinffachen Menge des
Gewichts an CER I Puffer durch Vortexen gelost, es folgte eine 10-miniitige Inkubation auf
Eis. In dem Protokoll werden drei Puffer verwendet, CER I, CER II und NER, welche im
Verhiltnis 200:11:100 genutzt werden sollten. Nachdem die entsprechende Menge eiskalter
CER 1I Puffer hinzugefiigt und die Proben erneut 1 min auf Eis gestellt worden waren,
wurden die Proben fiir 15 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefdl} iiberfiihrt, hierbei handelt es sich um die zytoplasmatische Fraktion.
Das verbliebene Pellet wurde mit CER I Puffer gewaschen und fiir 5 min bei 16.000 g und
4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und zum Pellet wurde die
entsprechende Menge NER Puffer gegeben. Es folgte ein mechanischer Aufschluss mit
anschlieBendem Sonifizieren der Proben und einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis. Diese
Folge wurde alternierend fiinfmal wiederholt. Darauthin wurde die Probe bei 16.000 g und
4 °C fiir 10 min zentrifugiert, der dann entstandene Uberstand stellte die nukleére Fraktion dar
und wurde in ein neues Reaktionsgefdl {iberfiihrt. Die Fraktionen konnten nun kurzfristig bei

-20 °C und langfristig bei -80 °C gelagert werden.

3.2.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe wurde der Pierce 660
nm Protein-Assay verwendet. Dieser beruht auf der Bindung eines Farbstoff-Metall-
Komplexes, in einem sauren Puffer, an die Proteine in der Probe und einer daraus
resultierenden Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs. Der Assay deckt den
Konzentrationsbereich von 50 pg/ml bis 2,0 mg/ml ab. Die Messung wurde in einer
Doppelbestimmung fiir jede Probe durchgefiihrt. Hierzu wurden zunichst 10 ul einer BSA-
Standardreihe (0 ng/ul bis 2000 ng/ul) und 10 pl der Probe in eine non-binding 96-Well-
Platte pipettiert. AnschlieBend wurde sowohl zur Standardreihe als auch zu den Proben 150 pl
des Pierce-Reagenz hinzugegeben und die Platte wurde fiir 5 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurde die Messung mit einem Multimode Detektor bei einer Wellenldnge von

660 nm durchgefiihrt und die Proteinkonzentration anhand der Kalibriergeraden bestimmt.
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3.2.7 Immunprizipitation gegen HA-Kopplung

Zur spezifischen Aufreinigung der HA-gekoppelten IDH1 wurde eine spezielle
Immunprézipitation verwendet. Hierfiir kamen magnetische Partikel mit immobilisiertem
anti-HA Antikorper zur Anwendung. Durch Probenzugabe konnte die HA-Kopplung, und
somit auch das gekoppelte Protein, kovalent {iber den Antikorper an die Partikel binden und
nach mehrmaligem Waschen eluiert werden. Pro Probe wurden 25 ul dieser Partikel
verwendet und zundchst mit einer 1:1 Mischung aus Homogenisierungs- und
Extraktionspuffer zweimal gewaschen. AnschlieBend wurden 500 ug der Probe in 200 pl
Puffer auf die Partikel gegeben und fiir 30 min bei RT rotierend inkubiert. Daraufhin folgten
drei Waschschritte mit 300 pl Puffer und ein Waschschritt mit dH,O. Die jetzt noch
gebundenen Proteine wurden durch Erhitzen fiir 5 min bei 95°C in 20 ul Ix SDS-
Probenpuffer ohne DTT eluiert. AnschlieBend wurde 1,08 pl 1,4 M DTT zu den Proben geben
und diese wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt oder fiir die LC-MS/MS-Analyse weiter

prozessiert.

3.2.8 Antikorperbasierte Immunprizipitation

Fiir die antikdrperbasierten Immunprézipitationen wurden magnetische Partikel genutzt an
deren Oberfliche Protein G kovalent gebunden ist. Antikorper, die zuvor iiber ihre
Fc-Regionen an Protein G gekoppelt wurden, kénnen so zur spezifischen Anreicherung ihres
Antigens verwendet werden. Pro Probe wurden 20 pl der Partikel verwendet und zunéchst
dreimal mit PBS gewaschen. Darauthin wurde der verwendete Antikérper in 200 pl
PBS/Tween (0,02 %) verdiinnt und tiber Nacht bei 4 °C rotierend mit den Partikeln inkubiert.
Es folgten zwei Waschschritte mit PBS und drei Waschschritte mit 0,2 M Triethanolamin (pH
8,2). AnschlieBend wurden 500 ul 20 mM Dimethylpimelimidat (DMP) in 0,2 M
Triethanolamin auf die Proben gegeben und iiber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Das
DMP stabilisiert die Bindung des Antikorpers an das Protein G. Diese Vernetzungsreaktion
wurde am néchsten Tag durch die 15-miniitige Inkubation mit 50 mM Tris (pH 7,5) gestoppt.
Es folgten zwei Waschschritte mit 0,1 % BSA in PBS, zwei Waschschritte mit 0,1 M Citrat
(pH 2,3) und erneut drei Waschschritte mit 0,1 % BSA in PBS. AnschlieBend wurde 1 mg
Protein auf die Partikel gegeben und erneut bei 4 °C iiber Nacht rotierend inkubiert. Am
ndchsten Tag wurden die Partikel viermal mit PBS gewaschen und die Probe wurde mit 30 pl

I1x SDS-Probenpuffer ohne DTT fiir 10 min bei 56 °C eluiert. AnschlieBend wurde 1,08 pl
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1,4 M DTT zu den Proben geben und diese wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt oder fiir
die LC-MS/MS-Analyse weiter prozessiert.

3.2.9 Anreicherung von Phosphopeptiden in einer komplexen Probe

Die Anreicherung der Phosphopeptide beruht zum einen auf der Fraktionierung durch
hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC), um die Komplexitit der Probe zu
reduzieren. Hierfiir wird ein polares Tragermaterial verwendet, an welches die Peptide binden
und mit steigender Polaritdt eluiert werden. Zum anderen werden die Phosphopeptide iiber
Titandioxid Partikel, durch Bindung der Phosphorylgruppe der Peptide an deren Metallionen,
spezifisch angereichert. Fiir die Anreicherung der Phosphopeptide wurden die Zellen zunéchst
wie bereits beschrieben geerntet und aufgeschlossen. Im Anschluss daran wurde eine
Proteinbestimmung durchgefiihrt. Fiir den weiteren Verlauf wurde 1 mg Protein pro Probe
verwendet. Zunéchst wurde ein tryptischer Fliissigverdau liber FASP (filter aided sample
preparation) durchgefiihrt. Hierzu wurde das Zelllysat in Amicon® Ultra Centrifugal Filter
Units tiberfiihrt und 60 min bei 4 °C und 14.000 g zentrifugiert. AnschlieBend wurden 400 pl
8 M Harnstoffpuffer mit 50 mM Tris hinzugefiigt und es folgte eine 10-miniitige
Zentrifugation bei 10 °C und 14.000 g. Daraufhin wurden zunichst 150 ul DTT fiir 45 min
zur Probe gegeben und anschlieBend wurde die Probe mit 15 pl TAA fiir 30 min im Dunkeln
inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 350 ul 50 mM NH4HCO; jeweils gefolgt von
einer 45-miniitigen Zentrifugation bei 10 °C und 14.000 g. AnschlieBend wurde das Amicon®™
Ultra mit der Offnung voran in ein neues Reaktionsgefif {iberfiihrt und fiir 5 min bei 4 °C
und 1.000 g zentrifugiert. Darauthin wurde Trypsin im Verhéltnis 1:100 zu der Probe gegeben
und der Verdau fand tiber Nacht bei 37 °C statt. Am néchsten Tag wurden 10 pl 10 %ige
Ameisensdure zur Probe gegeben und diese wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Um
die Komplexitit der Probe zu reduzieren, wurde diese fraktioniert. Hierzu wurden
Filterspitzen =~ verwendet, = welche mit  Sdulenmaterial fiir eine  hydrophile
Interaktionschromatographie (HILIC) ausgestattet sind. Zundchst wurden die Filterspitzen
dreimal mit Losung A (2 % Acetonitril, 0,1 % TFA) und dreimal mit Losung B (98 %
Acetonitril, 0,1 % TFA) gewaschen. Hierzu wurde die Losung auf das Siulenmaterial
gegeben und die Filterspitze wurde fiir 5 min bei 2.000 g zentrifugiert. Die Probe wurde in
einer Mischung aus 20 % Losung A und 80 % Losung B aufgenommen, auf das
Sdulenmaterial gegeben und fiir 5 min bei 2.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde in ein

neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und aufbewahrt. Es folgten drei Waschschritte mit Losung B.
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AnschlieBend wurde eine Mischung aus 30 % Losung A und 70 % Losung B auf das
Saulenmaterial gegeben und es wurde fiir 5 min bei 2.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde in ein neues Reaktionsgefdl tiberfithrt und aufbewahrt. Fiir die letzte Fraktion wurde
100 % Losung B hinzugefiigt und die Filterspitze wurde wie bereits beschrieben zentrifugiert.
Auch hier wurde der Durchfluss aufgehoben. Die so gewonnenen drei Fraktionen wurden
anschlieend in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Nachfolgend fand die Anreicherung der
Phosphopeptide liber magnetische Titandioxid Partikel statt. Pro Fraktion wurden 100 pl der
Partikel verwendet und zunichst zur Equilibrierung mit 500 ul Bindungspuffer gewaschen.
AnschlieBend wurde die in Bindungspuffer geldste Probe auf die Partikel gegeben und fiir
30 min rotierend inkubiert. Daraufhin wurde die Probe abgenommen und aufbewahrt. Es
folgten ein Waschschritt der Partikel mit Bindungspuffer und zwei Waschschritte mit
Waschpuffer. AnschlieBend wurden 50 pul Elutionspuffer zu den Partikeln gegeben und diese
wurden fiir 5 min rotierend inkubiert. Das Eluat wurde daraufhin in ein neues Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Anschlieend wurden alle Schritte ab der Equilibrierung der Partikel noch zweimal
wiederholt, die Eluate vereint und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Um eventuelle
Verunreinigungen der Probe zu minimieren wurde eine Festphasenextraktion mittels der
Oasis HLB pElutionPlate (Waters) durchgefiihrt. Hierzu wurde das Sdulenmaterial zunéchst
mit je 200 pl Acetonitril und 0,1 % TFA gewaschen. AnschlieBend wurde die in 0,1 % TFA
geloste Probe hinzugegeben. Es folgten zwei Waschschritte, zundchst mit 0,1 % TFA, dann
mit H,O. Zum Eluieren wurden 50 pl 70 % Acetonitril auf das Sdulenmaterial gegeben. Der
Durchfluss wurde aufbewahrt, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und bis zur LC-MS/MS-
Analyse bei -80 °C gelagert.

3.2.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach Grofe im elektrischen Feld
(Laemmli, 1970). SDS ist ein anionisches Tensid, das die Eigenladungen der Proteine
iiberdeckt, so haben die Proteine eine konstante negative Ladungsverteilung. Das
Polyacrylamidgel wirkt wie ein Sieb auf die Proben, nach Anlegen eines elektrischen Feldes
konnen kleine Proteine leicht durch die Maschen des Gels laufen, wihrend groBe Proteine
langsamer wandern. Zusétzlich zu den Proben wird ein Proteinstandard auf das Gel
aufgetragen. Dieser besteht aus Proteinen mit bekannter GroBe, so kann die Grofle der
Proteine der Proben abgeschitzt werden. Fiir die Gelelektrophorese wurden die Proben mit

Probenpuffer versetzt und anschlieBend fiir 5 min bei 95 °C erhitzt. Darauthin wurden 20 bis
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30 ug Protein auf das Gel geladen (10- und 12-Well Gele von Invitrogen). Die Trennung
erfolgte fiir 15 min bei 50 V und anschlieend fiir ca. 60 min bei 200 V.

3.2.11 Silberfirbung

Die Silberfiarbung kann verwendet werden, um mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine zu
visualisieren (Nesterenko et al., 1994). Der Ablauf der Silberfarbung ist in Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: Reihenfolge und Inkubationszeiten der Silberfirbung.

Schritt Losung Dauer
Fixierung Loésung A 15 min—24 h
Inkubation Losung B 15 min—24 h
Wassern H,O 3x 5—15 min
Féarbung Losung C 15 —30 min
Waissern H,O Einige Sekunden
Spiilen Losung D 1 min
Entwicklung Losung E 1 —7 min
Stoppen Losung F 20 min

Waschen H,O 10 min

3.2.12 Coomassie-Fiarbung

Die Coomassie-Farbung wurde verwendet, um die Proteine, die zunédchst mittels SDS-PAGE
aufgetrennt wurden, auf dem Gel sichtbar zu machen. Das Gel verblieb dazu mindestens eine
Stunde in der Coomassie-Firbelosung (250 mg/l) und wurde schiittelnd inkubiert. Hierbei
lagert sich der Farbstoff an basische und aromatische Seitenketten von Aminosduren an und
farbt so alle Proteine an. AnschlieBend wurde Coomassie-Entfarbelosung auf das Gel
gegeben, um die Hintergrundfirbung zu minimieren und {iberschiissige Farbelosung zu
entfernen. Darauthin konnte das Gel mit Wasser gewaschen, eingescannt und weiter

verwendet werden.
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3.2.13 Semidry Western Blot

Mittels eines Western Blots werden die Proteine, die zuvor durch eine Gelelektrophorese
entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt wurden, auf eine Tragermembran iibertragen, mit der
anschlieBend beispielsweise eine Immunfarbung durchgefiihrt werden kann. Durch ein
angelegtes elektrisches Feld wandern die Proteine aus dem Gel auf eine Polyvinylidenfluorid
(PVDF)-Membran. Durch hydrophobe Wechselwirkungen bleiben die Proteine an der
Membranoberfliche haften und das Muster der Auftrennung bleibt erhalten. Zunichst wurden
hierzu zwei in Anodenpuffer eingeweichte Filterpapiere auf die Anodenplatte gelegt. Darauf
wurde die Membran, welche zuvor in 100 % Isopropanol aktiviert und in Anodenpuffer
gewaschen worden war, platziert und das Gel auf die Membran gelegt. Den Abschluss
bildeten zwei in Kathodenpuffer inkubierte Filterpapiere. Mogliche Luftblasen wurden
entfernt und der Transfer wurde bei 2 mM pro cm? fiir eine Stunde durchgefiihrt. Um
unspezifische Bindungen der Antikorper an die Membran zu verhindern, wurde diese
zunichst fir 30 min in Blockierlosung auf einem Schiittler inkubiert. Darauthin wurde pro
Membran 1 ml primédre Antikdrper-Losung (verdiinnt in Blockierlosung) hergestellt, auf die
Membran gegeben und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nachdem die Membran zweimal 5 min
mit TBST gewaschen worden war, wurde diese mit dem sekundiren Antikérper fiir 1,5
Stunden auf dem Schiittler im Dunkeln inkubiert. Dann folgten erneut zwei Waschschritte a
5 min mit TBST und ein Waschschritt fiir 5 min mit TBS. SchlieBlich wurde die Membran fiir
mindestens 30 min bei 37 °C im Wiarmeschrank getrocknet und die Signale anschlieBend mit

einem Fluoreszenzbildgeber (Typhoon 9400) detektiert.

3.2.14 Immunzytochemie

Um die Lokalisation der IDH1 in der Zelle zu iiberpriifen, wurden immunzytochemische
Féarbungen durchgefiihrt. Hierzu wurden die U87MG Zellen auf Deckgldsern kultiviert. Die in
Ethanol gelagerten Deckgldser wurden durch Abflimmen sterilisiert und anschlieBend in eine
24-Well Platte gelegt. Hier wurden diese dann dreimal mit PBS gewaschen und 250 pl
Zellmedium wurde vorgelegt. Es wurden ca. 60.000 Zellen pro Deckglas verwendet, um eine
Konfluenz von 70 % zu erreichen. Die 24-Well Platte wurde iiber Nacht bei 37 °C gelagert.
Am néchsten Tag wurde das Medium verworfen und die Deckgléser wurden fiir eine Minute
mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen zur Fixierung mit 4 %iger
Paraformaldehydlosung in PBS unter dem Abzug fiir 15 min inkubiert. Es folgten zwei
fiinfmintiitige Waschschritte mit PBS. Darauthin wurde fiir 15 min eine Losung aus 10 % FCS
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und 0,6 % TritonX-100 auf die Zellen geben, um freie Bindungsstellen zu blockieren und die
Membran zu permeabilisieren. Der entsprechende Primédrantikdrper wurde in 200 ul PBS
verdiinnt und die Zellen wurden mit diesem iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Deckgléser dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen und fiir eine Stunde bei 4 °C im
Dunkeln mit dem Sekundérantikdrper inkubiert. Es folgten erneut drei Waschschritte mit PBS
und anschlieBend wurden die Deckgldser mit Eindeckel-Medium mit DAPI auf einen

Objekttrager aufgebracht. Die Deckglidser wurden mit Klarlack fixiert und dunkel gelagert.

3.2.15 Konfokal Mikroskopie

Die Aufnahmen der immunzytochemischen Farbungen wurden am Center for advanced
imaging (Cai) der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf mit einem inversen konfokalen
Laserscanning-System LSM 710 (Zeiss) erstellt. Die Aufnahmen wurden in einem
Mehrspurmodus nach Anregung der Fluorophore durch einen Argon- (A = 488 nm), einen
Helium-Neon- (A = 555 nm) und einen blauen Diodenlaser (A = 405 nm) unter Verwendung

des 63x Objektivs aufgenommen. Die Bildbearbeitung erfolgte mit der Software ZEN 2011.

3.2.16 Metabolitenanalyse

Die Metabolitenanalyse wurde am Institut fiir Biochemie der Pflanzen der Heinrich-Heine-
Universitit Diisseldorf durch Dr. Tabea Mettler-Altmann durchgefiihrt. Die Vorbereitung der
Proben auf die Messung wurde von Miriam Knithmann im Institut fiir Neuropathologie des
Universititsklinikums Diisseldorf vorgenommen. Hierzu wurden die Zellen mit Trypsin von
der Petrischale gelost, in ein 15 ml Gefédl} iiberfiihrt und bei 800 g fiir 5 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 4°C kaltem PBS
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen, das Pellet
wurde in 2,5 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Daraufhin wurden 1x10°
Zellen in ein 2 ml Reaktionsgefaf iiberfiihrt und bei 4 °C und 2.000 g fiir 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 1 ml einer 1:2,5:1 Mischung aus
H,0, Methanol und CHCI; gelost und Ribitol (interne Kontrolle fiir die spétere
Metabolitenmessung) wurde im Verhdltnis 1:1.000 hinzugegeben. AnschlieBend wurde die
Probe fiir 10 min bei 4 °C rotierend inkubiert und fiir 5 min bei 4 °C und 10.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfithrt und bis zur Analyse
bei -80 °C gelagert. Die Metabolitenanalyse wurde mittels einem an eine Gaschromatographie

gekoppeltem TOF Massenspektrometers durchgefiihrt. Fiir die relative Quantifizierung der
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Metabolite wurden deren Signalintensitit auf die Signalintensitdt der internen Kontrolle

Ribitol normalisiert.

3.2.17 LC-MS/MS-Analysen

3.2.17.1 Probenvorbereitung fiir die LC-MS/MS-Analyse

Die Proben fiir die LC-MS/MS-Analyse wurden zunéchst iiber kurzes Einlaufen in ein SDS-
Gel aufkonzentriert. AnschlieBend wurde dieses Gel mit Silbernitrat gefirbt und die Banden
mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein Verdaurdhrchen iiberfiihrt. Um die Gelstiicke zu
entfarben, wurden die Entfirbelosungen A und B im Verhéltnis 1:1 kurz auf die Probe
gegeben. Anschlieend wurden die Banden je dreimal mit Waschlésung A und B im Wechsel
fir 5 min inkubiert. Als ndchstes wurden die Gelstiicke in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet, um anschlieend 10 mM DTT in 50 mM NH4HCOj; auf die Proben zu geben und
diese bei 56 °C fiir 45 min zu inkubieren. Darauthin wurde die iiberschiissige Losung
abgenommen, ziigig 55 mM lodacetamid in 50 mM NH4HCO; hinzugegeben und die Proben
fir 30 min im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend folgten erneut je zwei alternierende
Waschschritte mit Waschlosung A und B gefolgt von erneutem Trocknen der Banden in der
Vakuumzentrifuge. Daraufthin konnten die Gelstiicke bei -20 °C gelagert werden oder direkt
tryptisch verdaut werden. Hierzu wurde eine 0,033 pg/ul konzentrierte Trypsinlosung erstellt
und von dieser je 6 ul auf die Banden gegeben. AnschlieBend wurden die VerdaurShrchen
verschlossen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag konnten die Peptide dann
aus den Gelstilicken extrahiert werden. Hierzu wurde so viel Extraktionslosung auf die Banden
gegeben, bis diese vollstindig bedeckt waren. Anschlieend wurden die Proben fiir 15 min in
ein Ultraschallbad gestellt und der Uberstand wurde in ein HPLC-Probengefif iiberfiihrt.
Daraufhin wurde erneut Extraktionslosung auf die Gelstiicke gegeben, die Proben sonifiziert
und der Uberstand wurde mit dem vorherigen vereint. Dann wurden die Proben in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und konnten entweder fiir die LC-MS/MS-Analyse in 0,1 %
TFA aufgenommen oder bei -20 °C gelagert werden.

3.2.17.2 Massenspektrometrie

Die, wie oben beschrieben, prozessierten Proben wurden mittels Massenspektrometrie
analysiert. Hierbei wurde der Bottom-up Ansatz verwendet, bei welchem die Proteine anhand
ihrer Peptide mittels eines Datenbankabgleichs identifiziert werden. Da es sich um komplexe
Peptidgemische handelt, ist dem Massenspektrometer eine

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) vorgeschaltet. Nach der LC-MS/MS-
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Analyse wurden die verschiedenen Probengruppen durch eine markierungsfreie

Quantifizierung weiter untersucht.

3.2.17.3 Fliissigkeitschromatographie

Fir die  Auftrennung der  Peptidgemische  wurde ein  Ultimate 3000
Fliissigkeitschromatographie System (Dionex/Thermo Fisher Scientific) verwendet. Uber den
Autosampler wurden 15 ul der Probe aufgenommen und auf die Vorsiule (Acclaim PepMap
C18, 100 um Innendurchmesser, 3 um PartikelgroBe, 100 A PorengroBe, 2 cm Linge)
aufgespiilt, um bereits eine Vortrennung zu erreichen und mogliche Verschmutzungen der
Probe zu entfernen. AnschlieBend wurde die Probe auf die analytische Hauptsdule (Acclaim
PepMap C18, 75 um Innendurchmesser, 2 um PartikelgroBe, 100 A Porengrofe, 25 cm
Lénge) iiberfiihrt. Die Dauer des Gradienten wurde anhand der Komplexitit der Probe
bestimmt. Fiir weniger komplexe Proben wurde ein 60 min Gradient verwendet und fiir
komplexe Peptidgemische ein 120 min Gradient. Auf diesen Gradient folgt jeweils ein Spiil-
und Equilibrierungsschritt von 60 min. In Tabelle 2 und Tabelle 3 sind die einzelnen Schritte
der verwendeten Gradienten dargestellt. AnschlieBend wurden die Proben iiber eine

Nanoelektrospray-lonisationsquelle in das Massenspektrometer eingebracht.
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Tabelle 2: Teilschritte des 60-miniitigen HPLC-Gradienten

Zeit [min] Anteil an B [%] Flussrate [pl/min] Schritt
0-10 4 0,3 Beladen der Vorsaule
10-12 4-10 0,3 Beladen der

analytischen Sédule

12-65 10-40 0,3 Linearer Gradient
65-69 95 0,3 Spiilen und
69,5-70 4 0,3 Equilibrieren
71-75 95 0,4
75,5-80 4 0,4
81-85 50 0,4
85,5-90 96 0,4
95,5-120 4 0,4
Tabelle 3: Teilschritte des 120-miniitigen HPLC-Gradienten

Zeit [min] Anteil an B [%] Flussrate [pl/min] Schritt
0-15 4 0,3 Beladen der Vorsaule
15-78 10-20 0,3 Beladen der

analytischen Séule

78-130 20-40 0,3 Linearer Gradient
130-137 95 0,3 Spiilen und
141-145 50 0,4 Equilibrieren
145,5-150 96 0,4
150,5-153 4 0,4
153-158 96 0,4
158,5-180 4 0,4

3.2.17.4 Massenspektrometrische Analyse

Fiir die Analyse der Peptidgemische wurden zwei Massenspektrometer verwendet: Die

Orbitrap Elite, ein Hybrid Ionenfallen-Orbitrap Massenspektrometer und die Q Exactive Plus,

ein Quadrupol-Orbitrap Massenspektrometer. Beide Gerdte operierten im positiven Modus,

wurden mit einer nano-ESI-Quelle ausgestattet und online mit einem nano HPLC-System

gekoppelt. Die verwendeten Parameter beider Massenspektrometer sind in Tabelle 4

dargestellt.
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Tabelle 4: Massenspektrometrische Parameter fiir die MS/MS-Analysen mit der Orbitrap Elite bzw. der

Q Exactive Plus
Parameter Orbitrap Elite | Q Exactive Plus
Spray Spannung 1,4 kV 1,4 kV
Temperatur des ion transfer 275 °C 250 °C
tube
Druck des Kollisionsgases 1.3 mTorr -
(Helium)
Normalisierte Kollisionsenergie | 35 % 30 %
MS Scan Bereich 350-1.700 m/z | 250-2.000 m/z
MS Auflésung 60.000 70.000
Breite des Isolationsfensters fiir | 2 m/z 2 m/z

MS/MS

MS/MS Scan Bereich

150-2.000 m/z

200-2.000 m/z

MS/MS Scantyp/Auflosung normal 17.500
Schwellenwert der Intensitét fiir | 500 counts 0

die MS/MS Auswahl

Ausschlusszeit eines Ions nach | 45 s 10s
Aufnahme eines MS/MS-

Spektrums

Fragmentierungsmethode CID HCD

In beiden Féllen wurde ein Top 20 datenabhidngiger Modus verwendet und Ionen mit
einfacher und hoher als dreifacher Ladung wurden von der Fragmentierung ausgeschlossen.
Bei dieser Methode werden die 20 intensivsten Signale im Ubersichtsscan ausgewihlt, isoliert

und erneut fragmentiert.

3.2.17.5 Bioinformatorische Datenanalyse
Je nach Probenart, Aufbereitung und Komplexitit wurden verschiedene Arten der

Datenanalyse verwendet.

3.2.17.5.1 Auswertung der Gesamtproteomanalysen
Die Identifizierung der Proteine wurde mittels Proteome Discoverer 1.4.1.14 (Thermo Fisher
Scientific) unter Verwendung des Mascot Algorithmus (Matrix Science, Version 2.41) gegen
die UniProtKB/SwissProt humane Datenbank (20.255 Sequenzen, Datum 09/2015)
durchgefiihrt. Hierzu wurden folgende Parameter verwendet: Protease: Trypsin; maximal
zwel iberlesene Schnittstellen; Taxonomie: homo

sapiens; 10 ppm Vorlduferion-
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Massentoleranz; 0,4 bzw. 0,01 Da Fragment-Massentoleranz; variable Modifikationen:
Oxidation von Methionin; feste Modifikationen: Carbamidomethylierung an Cystein. Die
false discovery rate (FDR) wurde auf 1 % (p < 0.01) gesetzt. Konnten identifizierte Peptide
mehreren  Proteinen zugeordnet werden, wurden diese in einer Proteingruppe
zusammengefasst.

Fiir die Auswertung der Proteomstudien wurde die Software Progenesis QI for proteomics
(nonlinear Dynamics) verwendet. Fiir die Quantifizierung wurden nur valide Peptide
zugelassen. Die LC-MS/MS Daten wurden zundchst im raw-Format in die Progenesis
Software eingeladen, anschlieBend wurde ein Referenzlauf ausgewdhlt. Dieser sollte ein
moglichst gleichméBiges, représentatives Peptidmuster aufweisen. Daraufthin glich die
Software anhand dieses Referenzlaufs die anderen Laufe hinsichtlich der Retentionszeiten an.
Dieser Vorgang wurde anschlieBend manuell iiberpriift und ggf. korrigiert. Bevor die
Normalisierung und Quantifizierung stattfand, wurden die Bereiche der Liufe, in denen das
Spiilen und Equilibrieren der HPLC durchgefiihrt wurde, ausgeschlossen. Auch einfach
geladene Tonen und Peptide, deren Identifizierung mit einem Massenfehler grofer als 10 ppm
erfolgte, wurden fiir die weitere Analyse nicht verwendet. Schlielich wurden die Proben
anhand ihrer Zugehorigkeit in verschiedene Gruppen eingeteilt und die Resultate der
Proteinidentifizierungen wurden importiert. Differenzielle Kandidatenproteine mussten
mindestens einen p-Wert von 0,05 oder kleiner aufweisen und die Quantifizierung des
Proteins musste auf mindestens zwei fiir das betreffende Protein spezifischen Peptiden

beruhen.

3.2.17.5.2 Auswertung der Immunprizipitationsexperimente

Fiir die Auswertung der Immunprézipitationsexperimente wurde die Software MaxQuant
(Cox und Mann, 2008) eingesetzt. Fiir die Identifizierung wurde eine humane
UniProtKB/SwissProt Datenbank (Datum 03/2016) mit 20.198 Eintrdgen herangezogen und
die Identifizierung erfolgte unter Verwendung des Andromeda Algorithmus. Zudem wurden
die folgenden Parameter -eingestellt: Protease: Trypsin; maximal zwei iiberlesene
Schnittstellen; Taxonomie: homo sapiens; 10 ppm Vorlduferion-Massentoleranz; 0,4 bzw.
0,01 Da Fragment-Massentoleranz; variable Modifikationen: Oxidation von Methionin; feste
Modifikationen:  Carbamidomethylierung an Cystein. Fir die markierungsfreie
Quantifizierung wurde der Modus match between runs verwendet. Die FDR betrug sowohl
auf Peptid- als auch auf Proteinebene 1 %. Zusdtzlich wurden nur Proteine zugelassen,

welchen mindestens zwei spezifische Peptide zugeordnet werden konnten. Die weitere
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Analyse wurde mit der Perseus Software (Version 1.5.0.15) durchgefiihrt. Hier wurden
zunichst alle Informationen aus der MaxQuant Software eingeladen und die
Proteinidentifizierungen nach definierten Giitekriterien gefiltert. So wurden potenzielle
Kontaminanten und Proteine, die nur modifiziert identifiziert wurden, entfernt. AnschlieSend
wurde von den normalisierten Intensititen der Logarithmus zur Basis zwei gebildet und die
Proben entsprechend ihrer Zugehorigkeit gruppiert. AnschlieBend wurden alle Proteine
entfernt, die nicht in mindestens einer Gruppe in allen Replikaten identifiziert worden waren.
Die jetzt noch fehlenden Werte wurden imputiert, um im Folgenden eine statistische Analyse
zu ermdglichen. Potenzielle Interaktionspartner wurden durch die Durchfiihrung eines Zwei-

Proben-T-Tests (FDR 0,05; SO 0,1; p < 0,05) identifiziert.

3.2.17.5.3 Anreicherungsanalysen

Um Proteinnetzwerke zu erstellen, sowie Informationen iiber mogliche Uberreprisentation
bestimmter Zellkompartimente oder biologischer Prozesse in den jeweiligen Datensétzen zu
erhalten, wurden unterschiedliche Strategien verwendet. Sowohl das Programm STRING
(Snel et al., 2000) als auch Cytoscape (Bindea et al., 2009) wurden fiir die Erstellung von
Proteinnetzwerken sowie die Annotierung von Proteinen mit ihren Ontologie-Begriffen
eingesetzt. Zusitzlich wurde die Software FunRich (Pathan et al., 2015) verwendet, um die
Verteilung der Proteine iiber die unterschiedlichen Zellkompartimente zu visualisieren und

weitere Anreicherungsanalysen durchzufiihren.
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4 FErgebnisse

4.1 Proteomische Untersuchung einer Gliomzelllinie in Bezug auf

IDH1 und ihre Mutation

Die R132H Mutation der /DHI ist ein frithes Ereignis wédhrend der Tumorgenese von
Gliomen. Zudem handelt es sich bei der Mutation um eine gain-of-function Mutation, welche
zum Auftreten des neuen Metaboliten 2-HG fiihrt. Aus diesen Griinden ist eine genauere
Analyse des Enzyms in Abhdngigkeit seiner Mutation, und deren Auswirkungen auf das

Proteom, ein weiterer Schritt zum besseren Verstidndnis der Entstehung von Gliomen.

4.1.1 Expression der IDH1 in den US7MG Zelllinien

Fiir die funktionelle Untersuchung des pathogenen Effekts der /DHI-Mutation stellt das
Fehlen einer entsprechenden Gliomzelllinie ein Hindernis dar (Piaskowski et al., 2011). Aus
diesem Grund wurde fiir diese Arbeit unter anderem die Gliomzelllinie US7MG, welche HA-
gekoppelte wild-typische oder mutierte /DHI {berexprimiert, als Modell verwendet
(transfiziert von Miriam Knithmann im Institut fiir Neuropathologie des Universitétsklinikums
Diisseldorf, siehe 3.2.1). Um die HA-IDH1 Expression in den Zellen zu iiberpriifen, wurde
eine Immunfarbung durchgefiihrt (Abbildung 4). Zum einen wurde ein Antikdrper gegen die
gesamte IDH1 verwendet, welcher sowohl ein Signal in den Zellen zeigt, die wild-typische
IDH] iberexprimieren als auch in den Zellen, die mutierte /DHI iiberexprimieren. Zum
anderen wurde ein spezifischer Antikdrper gegen die R132H Mutation verwendet, hier zeigt
sich ausschlieBlich in den IDHI1 mutierten Zellen ein Signal bei 48 kDa. Insgesamt zeigt sich

eine Uberexpression beider Isoformen, welche fiir die weiteren Experimente wichtig ist.
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Abbildung 4: Immunfirbung von HA-IDH1 in U87MG Zelllysaten. Die Expression der gesamten IDH1 und
der mutierten Form wurde durch Immunfarbungen iiberpriift (20 pg). Das Signal fiir die gesamte IDH1 zeigt sich
in allen Proben bei 48 kDa. Die mutierte Form der IDH1 gibt nur in dem Lysat ein Signal, in welchem Zellen

stabil mit mutierter IDH1 transfiziert wurden.

Die Mutation der IDHI fiihrt in der Zelle zu einer gain-of-function Mutation, wobei aus o-
Ketoglutarat der neue Metabolit 2-Hydroxyglutarat entsteht, der in der Zelle akkumuliert. Um
die funktionelle Aktivitdt der Mutation in den Zellen zu testen, wurde die relative Menge an

2-HG in den Zellen via GC-MS analysiert (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Messung der relativen 2-HG Menge. Die funktionelle Aktivitit der HA-IDHI Mutante wurde
durch die Messung der relativen 2-HG Menge via GC-MS, in drei Replikaten (Quadrat, Raute, Dreieck), in den
Zellen bestitigt (durchgefithrt von Dr. Tabea Mettler-Altmann am Institut fiir Biochemie der Pflanzen der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf). Es zeigt sich eine signifikant hohere Menge an 2-HG in den IDHI1

mutierten Zellen.

39



Ergebnisse

Die Analyse der relativen Menge an 2-HG zeigt, dass diese in den Zellen mit /DH1 Mutation
signifikant erhoht ist und somit die, in die Zellen eingebrachte /DHI-Mutante, funktionell
aktiv ist. Aufgrund dieser Ergebnisse liegt nun ein Zellmodell vor, das fiir die weiteren
geplanten Experimente eingesetzt werden kann.

Um den Einfluss der Mutation auf den Phianotyp der Zellen genauer zu betrachten, wurde die
Zellmorphologie der untransfizierten Zellen und der Zellen, die /DHI Wild-Typ oder

Mutante oder den Leervektor {iberexprimieren, verglichen (Abbildung 6).

U87MG

untransfiziert Leervektor IDH1mut

Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahmen der unterschiedlich transfizierten U87MG Zelllinie. Die
mikroskopischen Aufnahmen der untransfizierten U87MG Zellen und der drei stabil transfizierten Formen

zeigen keinen phénotypischen Unterschied.

Ein Vergleich der Morphologie der Zellen mittels Lichtmikroskopie zeigt keinen
phénotypischen Unterschied zwischen den HA-IDH! transfizierten und den untransfizierten
Zellen, auch die eingebrachte Mutation scheint keinen Effekt auf den Phanotyp der Zellen zu
haben. Auch dies unterstiitzt die Verwendung der Zellen als Modellsystem fiir die weiteren

Analysen.
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4.1.2 IDH1 und ihre posttranslationalen Modifikationen

Da posttranslationale Modifikationen (PTM) einen grofen Einfluss auf die Funktion eines
Proteins haben und eine Mutation moglicherweise einen Effekt auf das PTM-Muster eines
Proteins ausiiben kann, wurden neben der Untersuchung der Expression von wild-typischer
und mutierter IDH1 und der Analyse der funktionellen Aktivitit der IDH1-Mutante auch
potenzielle PTM der IDH1 analysiert. Hierzu wurden die US7MG Zellen mit HA-gekoppelter
wild-typischer oder mutierter /DHI verwendet, mit diesen wurde eine Immunprézipitation
durchgefiihrt und sie wurden per LC-MS/MS analysiert. Im Anschluss wurde iiber den
Mascot-Algorithmus sowohl nach Phosphorylierungen und Acetylierungen als auch nach
Ubiquitinylierungen gesucht. In Abbildung 7 sind die identifizierten PTM der wild-typischen
und mutierten IDH1 dargestellt.

K29 K224 K261
100 200 | | 300 400
IDH1wt
IDH1mut
1 I 1 1
100 200 | | 300 400
K29 K224 K261
Acetylierung
Sequenzabdeckung

Abbildung 7: Identifizierte Phosphorylierungen und Acetylierungen an IDH1. Der obere graue Balken stellt
die wild-typische IDH1 dar und der untere Balken die mutierte IDH1. In Griin sind identifizierte Acetylierungen

gekennzeichnet und orange zeigt Phosphorylierungen an. In Rot ist die Sequenzabdeckung gezeigt.

Fiir die wild-typische IDH1 und die mutierte IDHI konnten jeweils drei acetylierte Lysine
identifiziert werden. Bei den Phosphorylierungen sind in einem Peptid bis zu vier
Modifikationen identifiziert worden. Da sich hier die potenziell modifizierten Aminosduren in
unmittelbarer Ndhe befinden (T325, S326, T327, T337), ist eine Aussage iiber die Position
der Phosphorylierung nicht moglich. Exklusiv in der wild-typischen IDHI1 konnten
Phosphorylierungen an Threonin 52, Serin 188 und Serin 389 identifiziert werden. Fiir die
mutierte IDH1 wurden keine exklusiven PTM detektiert. Zusitzlich zu Phosphorylierungen
und Acetylierungen wurden ebenfalls Ubiquitinylierungen analysiert. In beiden Féllen
konnten 17 potenziell ubiquitinylierte Aminosduren identifiziert werden (Tabelle 6). Es

zeigten sich jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden Isoformen.
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4.1.3 Charakterisierung des US7MG Proteoms

Um relevante biologische Prozesse und Proteine mit einer Verbindung zu IDHI1 zu
detektieren, welche iiber die Effekte von 2-HG hinausgehen, wurde die US7MG Zelllinie,
welche entweder wild-typische oder mutierte HA-IDH1 tiberexprimiert, in einem das gesamte
Proteom umfassenden Ansatz analysiert.

Mogliche vorhandene Unterschiede in der Proteinexpression, welche durch die Mutation
hervorgerufen werden koénnten, wurden durch eine markierungsfreie Quantifizierung via LC-
MS/MS untersucht. Insgesamt konnten 3.247 Proteine identifiziert und davon 2.020
quantifiziert werden. Fiir die Quantifizierung wurden nur Proteine zugelassen, die mindestens
zwel, fiir das Protein spezifische, Peptide aufwiesen.

Fiir die generelle Betrachtung des U87MG Proteoms wurde das Verhiltnis zwischen den
peptide spectrum matches (PSMs) und der Anzahl der identifizierten Peptide fiir jedes Protein
ermittelt. Aufgrund dieser Verhiltnisse wurden die Proteine in drei Gruppen unterteilt:
hochabundante Proteine (top 25 %), mittelabundante Proteine (die néchsten 50 %) und
niedrigabundante Proteine (die letzten 25 %) (Abbildung 8). Es zeigte sich, dass viele der
niedrigabundanten Proteine in die Regulierung der Translation oder RNA-Bindung involviert
sind oder zur Gruppe der Transkriptionsfaktoren gehdren. Die Proteine mit mittlerer
Abundanz sind hauptsdchlich an Stoffwechselwegen, Metabolismus, der Synthese und dem
Abbau von Proteinen beteiligt. Die dritte Proteingruppe, welche die hochste Abundanz im
Proteom aufweist, besteht grofitenteils aus zytoskelettalen und zellstabilisierenden Proteinen
(Nagaraj et al., 2011). HA-IDH1 befindet sich in der Gruppe der Proteine mit mittlerer

Abundanz, was zu ihrer Funktion im Metabolismus der Zelle passt.
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Abbildung 8: Unterteilung aller im US87MG Proteom quantifizierten Proteine. Das Diagramm zeigt das
Verhiltnis der peptide spectrum matches (PSMs) zu den identifizierten Peptiden aller Proteine, die tiber die LC-
MS/MS Analyse der US7MG Zelllinie (HA-IDHI Wild-Typ oder Mutante iiberexprimierend) quantifiziert
wurden. Der schwarze Balken zeigt das Verhiltnis fiir HA-IDHI.

Des Weiteren zeigt eine Annotation der Proteine entsprechend ihrer Lokalisation in der Zelle,
dass die identifizierten Proteine iiber viele zelluldre Kompartimente verteilt sind (Abbildung
9; Mehrfachnennungen mdoglich). Dem Zytoplasma sind 51,8 %, den Lysosomen 43,5 %, den
Mitochondrien 17,4 %, der Membran 3,7 %, den Ribosomen 2,7 % und dem Nukleus 43,5 %

der Proteine zugeordnet.
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Abbildung 9: Verteilung der im U87MG quantifizierten Proteine iiber die zelluliiren Kompartimente. Das
Balkendiagramm zeigt, zu welchem Anteil die Proteine den unterschiedlichen Kompartimenten zugeordnet
werden konnen (Mehrfachnennung moglich). Die meisten Proteine sind mit 51,8 % im Zytoplasma lokalisiert,

gefolgt vom Nukleus mit 43,5 %.

4.1.4 Differenzielle Analyse der US7MG Zelllinie

Es wurde eine differenzielle Studie zwischen den US7MG Zellen, welche die wild-typische
bzw. die mutierte HA-IDH1 tiberexprimieren, durchgefiihrt, um etwaige Unterschiede im
Proteom der beiden Isoformen zu analysieren. Es wurden fiinf Lysate jeder Isoform fiir die
Analyse verwendet. Zur Veranschaulichung potenzieller Unterschiede in der
Proteinexpression wurde ein hierarchisches Cluster der quantifizierten Proteine erstellt, wobei
die Gruppierung vorab fixiert wurde (Abbildung 10). Die Analyse der Proteinabundanzen

zeigt keine Abgrenzung zwischen den unterschiedlichen Isoformen im hierarchischen Cluster.
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Abbildung 10: Hierarchisches Cluster der im U87MG Proteom quantifizierten Proteine. Fiir diese
Darstellung wurde die Gruppierung der Proben vorgegeben (semi-supervised). Verwendet wurden die US7TMG
Zellen, welche entweder HA-IDHI Wild-Typ oder Mutante iiberexprimieren (n=5). Insgesamt konnten 3.247

Proteine identifiziert und 2.020 davon quantifiziert werden (mindestens zwei spezifische Peptide).

AnschlieBend wurde ein Zwei-Proben-T-Test (p < 0,05) zwischen den normalisierten
Proteinabundanzen der U87MG Zellen, welche entweder die mutierte oder die wild-typische
HA-IDHI fberexprimieren, durchgefiihrt. Hier zeigten 101 Proteine eine differenzielle
Expression in den HA-IDHI mutierten Zellen, wobei 99 hoch- und zwei herunterreguliert
waren. Um weitere Hinweise auf moglicherweise verdnderte Signalwege zu erhalten, wurde
mit diesen 101 Proteinen ein Netzwerk mittels der STRING Software angefertigt. Fiir die

Erstellung des Netzwerks wurden nur Interaktionen zugelassen, die auf experimentellen Daten
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beruhen. Es wurde keine hohe Interaktionsdichte innerhalb der differenziellen Proteine
detektiert. ~Weiterfilhrende  Anreicherungsanalysen des Netzwerks zeigten keine
angereicherten biologischen Prozesse oder molekulare Funktionen. Dies fiihrt zu dem
Schluss, dass die Uberexpression der mutierten HA-IDHI keine betrichtlichen

Verdnderungen in den Proteinabundanzen der Gliomzelllinie hervorbringt.

4.2 Interaktionsanalysen der IDH1

Die Aufkldrung von Interaktionspartnern erlaubt es neue Funktionszusammenhénge von
Kandidatenproteinen aufzuklidren. Durch die Analyse des Interaktoms der HA-IDHI1 sollen
Hinweise fiir die bisher nicht gekldrten Funktionen der IDH1 bei der Tumorgenese gefunden
werden.

Bislang sind nur wenige Interaktionspartner der IDH1 bekannt, die in unterschiedlichen
Zelllinien in Hochdurchsatzexperimenten identifiziert wurden (Snel et al., 2000), aulerdem
ist unklar, ob die Mutation einen Einfluss auf diese Interaktionen hat. Deshalb sollten in
dieser Arbeit potenzielle Interaktionspartner von wild-typischer und mutierter HA-IDH1

untersucht werden.

4.2.1 Interaktionsstudien mit antikorperbasierten Immunprézipitationen

gegen IDH1

Zunichst wurde ein Ansatz verwendet, bei dem die Immunprézipitation (IP) nach der Ernte
und dem Lysieren der Zellen mit einem Antikdrper gegen die gesamte IDH1 durchgefiihrt
wurde. Hierbei bindet die IDH1 an einen, zuvor an magnetische Partikel gebundenen,
Antikorper, die mit IDH1 interagierenden Proteine wurden so ebenfalls aufgereinigt und diese
angereicherten Proben wurden anschlieBend per LC-MS/MS analysiert. Hierzu wurden
U87MG Zellen verwendet, die /DHI Wild-Typ oder Mutante liberexprimieren, wobei die
IDH1 jedoch keine HA-Kopplung trigt.

In Abbildung 11 sind die potenziellen Interaktionspartner der IDH1 in einem Volcano Plot
dargestellt. Als Negativkontrolle und zur Detektion unspezifischer Bindungen wurde fiir
diesen Ansatz eine IgG Antikdrperkontoll-IP verwendet, da auch der fiir die IDH1 spezifische
IP genutzte Antikorper auf einem IgG Antikorper basiert. Der Kontrollantikdrper bindet kein

spezifisches Protein, so dass eine, mit diesem Antikorper durchgefiihrte, Immunprizipitation
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somit unspezifische Bindungspartner, also Proteine, die mit dem Antikdrper und nicht mit

IDHI interagieren, ausschlief3t.

Interaktionspartner von IDH1wt Interaktionspartner von IDH1Imut

10

-Log(p-Wert)
-Log(p-Wert)

T-Test Unterschied T-Test Unterschied

Abbildung 11: Potenzielle Interaktionspartner der IDH1. Nach der Zellernte wurde eine antikorperbasierte
Immunprézipitation gegen die gesamte IDH1 durchgefiihrt. Es wurden U87MG Zellen verwendet, die entweder
die wild-typische oder mutierte /DH] iiberexprimieren. In Griin sind die potenziellen Interaktionspartner der

IDHI in beiden Diagrammen dargestellt.

Im linken Bereich des Diagramms sind diese, wahrscheinlich unspezifischen
Bindungspartner, dargestellt. Auf der rechten Seite sind in Griin die moglichen Interaktoren
gezeigt, mit diesem Ansatz konnten 67 potenzielle Interaktionspartner fiir wild-typische IDH1
und 28 fiir mutierte IDH1 gefunden werden (p < 0,05, FDR < 0,05). Wihrend der Auswertung
dieser Interaktionsstudien zeigte sich, dass durch die antikdrperbasierte Immunprézipitation in
den IDH1 mutierten Zellen auch endogene, wild-typische IDH1 angereichert wurde, so dass

sich eine Unterscheidung zwischen den Isoformen als schwierig darstellte.
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Abbildung 12: Verteilung der potenziellen Interaktoren der IDHI1 iiber die zelluliiren Kompartimente.
Das Balkendiagramm zeigt, zu welchem Anteil die identifizierten Interaktoren der wild-typischen und mutierten
IDH1 den unterschiedlichen Kompartimenten zugeordnet werden koénnen (Mehrfachnennung moglich). Die

meisten Proteine wurden dem Zytoplasma und dem Nukleus zugeordnet.

Um die detektierten Interaktoren im zelluldren Kontext einzuordnen, wurde die Verteilung der
Kandidaten tiber die zelluldiren Kompartimente genauer betrachtet (Abbildung 12). Hierbei
fiel auf, dass die potenziellen Interaktionspartner liber viele Kompartimente verteilt sind.
Beispielsweise sind sowohl bei der mutierten Form als auch bei der wild-typischen Form ca.

30 % dem Nukleus und ca. 5 % der Membran zugeordnet.

4.2.2 Zelluliare Lokalisation der IDH1

Da eine Vielzahl von nukledren Interaktionspartnern gefunden wurde, sollte untersucht
werden, ob die Mutation eventuell einen Einfluss auf die bekannte zytoplasmatische
Lokalisation der IDH1 (Geisbrecht und Gould, 1999) hat. Aus diesem Grund wurden
Fluoreszenzfiarbungen mit Antikdrpern gegen die gesamte IDH1 und spezifisch gegen die
mutierte Form durchgefiihrt (Abbildung 13). Hierzu wurden die US7MG Zellen mit HA-
gekoppelter wild-typischer oder mutierter /[DH1 verwendet. Die Farbungen zeigen bei beiden

Isoformen ein deutliches Signal fiir IDHI im Zytoplasma, somit muss davon ausgegangen
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werden, dass es sich bei einigen identifizierten Interaktionspartnern, die in der lebenden Zelle

nukledr lokalisiert sind, um artifizielle Bindungspartner handelt.

U87MG IDH1Imut U87MG IDH1wt

20 pm

IDHImut IDH1mut
IDH1total IDH1total
DAPI DAPI

Abbildung 13: Lokalisation der IDH1 in der Zelle. Die mikroskopischen Aufnahmen von
Fluoreszenzfirbungen gegen das gesamte IDH1 und deren mutierte Form in den U87MG Zellen, die entweder
den IDHI Wild-Typ oder die Mutante iiberexprimieren, zeigen, dass IDH1 in beiden Fillen im Zytoplasma der
Zelle lokalisiert ist. In Rot ist die mutierte IDH1 gefarbt, in Griin die wild-typische Form und in Blau wurde mit
DAPI der Nukleus angefarbt.

4.2.3 Anreicherung der IDH1 durch Immunprizipitation

Um die gezeigten Kontaminationen durch endogene IDHI zu minimieren und somit eine
spezifischere Immunprézipitation durchfiihren zu koénnen, wurden im weiteren Verlauf
US7MG Zellen mit HA-gekoppelter IDHI Wild-Typ oder Mutante verwendet. Zur
Uberpriifung der Anreicherung der IDH1 in den unterschiedlichen US7MG Zellen und darauf
basierend auch mit den verschiedenen Immunprézipitationsmethoden wurden die peptide
spectrum matches (PSMs) der IDH1 in den jeweiligen Lysaten mit den PSMs der IDH1 in den
dazugehorigen IPs verglichen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Anreicherung der IDH1 durch eine IP. Als MaB fiir die Quantitdt der Anreicherung zeigt das
Diagramm die PSMs der IDH1 in unterschiedlichen Zelllysaten und den dazugehdrigen Immunprézipitationen.
Vor dem Einbringen der HA-gekoppelten IDH1 zeigte sich eine 16-fache Anreicherung der IDH1 durch eine IP.
Durch die Mdoglichkeit IDH1 iiber die HA-Kopplung zu isolieren, konnte eine 28-fache Anreicherung erreicht

werden.

Die antikOrperbasierte IP zeigt eine 16-fache Anreicherung der IDH1 gegeniiber dem
dazugehorigen Lysat. Wird die IP gegen die HA-gekoppelte IDH1 durchgefiihrt, erreicht man
hingegen eine 28-fache Anreicherung im Vergleich zum Lysat. Somit kann mit dieser
Methode nicht nur eine hohere Anreicherung erzielt werden, sondern sie gewihrleistet auch,
dass in den IDHI mutierten Zellen nur diese angereichert wird und nicht zusétzlich die wild-

typische IDH1, die ebenfalls endogen in den Zellen vorliegt.

4.2.4 Charakterisierung der IDH1 Interaktoren unter Vermeidung

unspezifischer Bindungen
Da die vorangegangenen Experimente gezeigt haben, dass unspezifische Bindungen mit
Proteinen aus anderen zelluldren Kompartimenten wéhrend der IP auftreten, wurden zwei
unterschiedliche Methoden etabliert, um diese zu minimieren: subzelluldre Fraktionierung

und Formaldehyd-Crosslinking.
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Fiir die subzelluldre Fraktionierung wurden aus den Zellen direkt nach der Ernte durch
sukzessive Lyse und verschiedene Zentrifugationsschritte eine zytoplasmatische und eine
nukledre Fraktion isoliert. Um den Erfolg der Fraktionierung zu {berpriifen, wurden
Immunfirbungen gegen zwei Markerproteine fiir die unterschiedlichen Kompartimente

durchgefiihrt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Immunfirbung gegen IDH1, Histon und Profilin nach Fraktionierung. Nach der Zellernte
wurde eine Fraktionierung in Zytoplasma und Nukleus durchgefiihrt. Um die Fraktionierung zu bestitigen,
wurden Immunfarbungen gegen Profilin, als Marker fiir das Zytoplasma, und Histon H3, als Marker fiir die
nukleédre Fraktion, durchgefiihrt. Aulerdem wurde ebenfalls ein Antikdrper gegen IDH1 verwendet. Hier zeigte

sich ausschlieBlich in der zytoplasmatischen Fraktion ein Signal.

Als Marker fiir das Zytoplasma wurde Profilin verwendet, es zeigte sich ein deutliches Signal
im Lysat und in der zytoplasmatischen Fraktion. Das Signal fiir das Histon H3 ist hingegen
nur im Lysat und in der nukledren Fraktion sichtbar. Zusétzlich wurde ein Antikdrper gegen
IDH1 verwendet, um erneut die Lokalisation zu iiberpriifen und auch hier ist ausschlieBlich
im Lysat und im Zytoplasma ein Signal zu sehen. Dariiber hinaus wurden die generierten

Fraktionen mittels LC-MS/MS analysiert (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Analyse der Fraktionierung mittels LC-MS/MS. Um die Fraktionierung in zytoplasmatische
und nukledre Fraktion, welche direkt nach der Zellernte durchgefiihrt wurde, zu analysieren, wurden die PSMs,
auf die Gesamtheit dieser normalisiert, von unterschiedlichen entweder nukledr oder zytoplasmatisch
lokalisierten Proteinen aufgetragen. Es zeigte sich eine deutliche Abreicherung der nukledren Proteine in der

zytoplasmatischen Fraktion.

Hier wurden, nach LC-MS/MS Messungen der Fraktionen und des Volllysats, verschiedene,
exemplarische nukledre und zytoplasmatische Proteine ausgewihlt. AnschlieBend konnten
deren PSMs, als Hinweis auf deren Abundanz, in den unterschiedlichen Proben miteinander
verglichen werden. Um die Vergleichbarkeit zwischen den Proben zu gewihrleisten, wurden
die jeweiligen PSMs auf die Gesamtzahl der PSMs in jeder Fraktion normalisiert. Die
nukledren Proteine sind, im Vergleich zur nukledren Fraktion, im Zytoplasma deutlich
abgereichert. Im Gegensatz dazu zeigen IDH1 und die anderen zytoplasmatischen
Markerproteine iiber die Fraktionen ein anderes Abundanzprofil. Hier ist eine Abreicherung
in der nukledren Fraktion sichtbar und das hochste Signal zeigt sich im Zytoplasma. Mittels
Fraktionierung konnte somit eine deutliche Abreicherung der Kernproteine erzielt werden, so
dass bei der Durchfiihrung der IP gegen IDHI in der zytoplasmatischen Fraktion artifizielle
Bindungen weitgehend vermieden werden konnen.

Eine weitere Methode zur Reduktion der unspezifischen Bindungspartner aus anderen
Zellkompartimenten ist das FA-Crosslinking. Fiir dieses Experiment wurden die US7MG
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Zellen vor dem Ernten mit 2,5 % Formaldehyd quervernetzt, um anschlieBend eine IP gegen
die HA-gekoppelte IDH1 durchzufiihren (n=3). Zur Kontrolle des FA-Crosslinking wurden
die Proben, nach der experimentellen Durchfithrung, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlieBend mit Silbernitrat gefarbt (Abbildung 17). Hier ist eine deutliche Signalsteigerung
der Farbung zu erkennen, wenn die Proben vor der Zellernte mit 2,5 % Formaldehyd
quervernetzt wurden. Aullerdem zeigt sich in der Leervektor-Kontrolle ein deutlich
schwicheres Signal im Vergleich zu den Proben, in denen IDH1 mittels der HA-Kopplung

angereichert wurde.
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Abbildung 17: Kontrolle des Formaldehyd-Crosslinkings. Nach dem Crosslinken der Zellen mit 2,5 %
Formaldehyd (FA), wurden die Zellen geerntet und eine IP gegen die HA-gekoppelte IDH1 wurde durchgefiihrt.
Mit den Proben wurde anschlieBend eine SDS-PAGE durchgefiihrt und das Gel mit Silbernitrat geférbt. Es

zeigen sich deutlich stéirkere Signale in den mit 2,5 % FA quervernetzten Proben.

Um zu tiberpriifen, ob durch die Verwendung der neu etablierten Methoden, subzelluldre
Fraktionierung und FA-Crosslinking, eine Reduktion der potenziell artifiziellen Interaktoren
stattgefunden hat, wurde die Verteilung der signifikanten Interaktoren der IDH]1 hinsichtlich
ithrer zelluldaren Kompartimente analysiert (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Verteilung der potenziellen Interaktoren der IDH1 iiber die zelluldiren Kompartimente. Die
Tortendiagramme zeigen, zu welchem Anteil die identifizierten Interaktoren der wild-typischen und mutierten
IDHI1, aus den unterschiedlich durchgefiihrten Interaktionsstudien, den verschiedenen Kompartimenten

zugeordnet werden kdnnen (Mehrfachnennung mdglich).

Die Analyse zeigt, dass sowohl die subzelluldre Fraktionierung als auch das FA-Crosslinking
zu einer deutlichen Abnahme nicht zytoplasmatisch lokalisierter Proteine fithren (bis zu
30 %). Dennoch kdnnen nach wie vor ca. 50 Proteine anderen Kompartimenten zugeordnet
werden, dies kann weitgehend durch die mehrfache Zuordnung der Proteine zu
unterschiedlichen Kompartimenten erklért werden.

Da sich beide Ansdtze als valide Methoden zur Reduktion von nicht zytoplasmatischen
Proteinen herausstellten, das FA-Crosslinking allerdings zu vermehrtem Zellsterben fiihrte
und die subzelluldre Fraktionierung eine hohere methodische Reproduzierbarkeit aufwies,

wurden die weiteren Analysen der potenziellen Interaktoren der IDH1 mit dem Ansatz der
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subzelluldren Fraktionierung mit anschlieBender Immunprizipitation gegen die HA-

gekoppelte IDH1 durchgefiihrt.

4.2.5 Interaktionsstudien der HA-gekoppelten IDH1 nach Durchfithrung

einer subzelluliren Fraktionierung

Ziel der Identifizierung neuer Interaktionspartner der IDH1 st es neue
Funktionszusammenhinge, auf welche IDH1 Einfluss nimmt, aufzukliaren. Hierfliir wurden
subzelluldre Fraktionierungsexperimente, unter Verwendung der US7MG Zellen mit HA-
gekoppelter wild-typischer oder mutierter /DHI bzw. U87TMG Zellen, welche den Leervektor
liberexprimieren, mit anschlieBender IP gegen die HA-gekoppelte IDHI1 durchgefiihrt.
Insgesamt konnten mit diesem Fraktionierungsansatz 3.674 Proteine identifiziert und 2.550
quantifiziert werden.

Unspezifische Bindungen, wie Proteine, die mit der HA-Kopplung, dem Antikérper oder dem
Vektor interagieren, sind aus Immunprizipitationsexperimenten hinldnglich bekannt
(Mellacheruvu et al., 2013). Um spezifisch bindende Proteine zu selektieren, wurde zunéchst
ein Zwei-Proben-T-Test (p < 0,05, FDR < 0,05) zwischen den IDHI1 wild-typischen oder
mutierten Proben und der Leervektor-Kontrolle durchgefiihrt (Abbildung 19). Hierbei wurden
ca. 16 % der quantifizierten Proteine als unspezifische Bindungspartner identifiziert. Viele

dieser Proteine sind in den Ribosomen lokalisiert und an der RNA-Bindung beteiligt.
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Abbildung 19: Potenzielle Interaktionspartner der HA-IDH1. Nach der Zellernte wurde eine subzelluldre
Fraktionierung mit anschlieBender IP gegen die HA-gekoppelte IDHI1 durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden
U87MG Zellen verwendet, die einen HA-gekoppelten Leervektor tragen. In Griin sind die potenziellen

Interaktionspartner der IDH1 in beiden Diagrammen dargestellt.

Um zu evaluieren, ob IDH1 noch in weiteren als den bereits bekannten funktionellen
Zusammenhédngen involviert ist, wurde zunichst das Interaktom iiber beide Isoformen erstellt
und analysiert. Hierzu wurde mittels der STRING Software ein Netzwerk dieser 470
potenziellen Interaktoren der IDH1 angefertigt (Abbildung 20). Fiir die Erstellung des

Netzwerks wurden nur Interaktionen zugelassen, die auf experimentellen Daten beruhen.
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Abbildung 20 Netzwerk der potenziellen Interaktoren der HA-IDH1. Nach der Durchfiihrung eines Zwei-
Proben-T-Tests (p < 0,05) zwischen den US87MG Zellen, die HA-IDH! exprimieren und den Leervektor-
tragenden Zellen, zeigten diese 470 Proteine eine signifikante Interaktion mit IDH1. Das Netzwerk wurde mittels
der STRING Software erstellt. In Blau sind Proteine, die am Proteintransport beteiligt sind markiert, in Griin

metabolische Proteine und in Rot an der Proteinfaltung beteiligte Proteine.
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Eine Anreicherungsanalyse der Proteine in Hinsicht auf deren Beteiligung an biologischen
Prozessen zeigte, dass Prozesse wie Metabolismus, Transport, Stoffwechsel oder
Proteinmetabolismus angereichert sind (Abbildung 21). Die Beteiligung an diesen Prozessen

ist typisch fiir den Lebenszyklus eines Proteins (Jovanovic ef al., 2015).

Proteinfaltung l p = 0,006
Metabolismus

Energiestoffwechsel

Transport p =0,003

Biologischer Prozess

Proteimetabolismus

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16% 18% 20%
Anteil der Proteine am Gesamtproteom [%)]

Abbildung 21: Angereicherte biologische Prozesse basierend auf dem Netzwerk der potenziellen
Interaktoren der HA-IDH1 (Abbildung 20). Die verwendeten Farben entsprechen den markierten Proteinen
des Netzwerks, so dass blau markierte Proteine am Proteintransport beteiligt sind, in Griin metabolische Proteine

und in Rot Proteine, die an der Proteinfaltung beteiligt sind, gekennzeichnet sind.

In einem weiteren Schritt sollten mogliche Unterschiede zwischen den Interaktomen der
mutierten bzw. wild-typischen IDHI analysiert werden, um denkbare verdnderte
Komplexbildungen oder Unterschiede in starken, dauerhaften Bindungen zu detektieren.
Hierzu wurden die signifikanten Interaktoren der beiden Isoformen aus Abbildung 19
verwendet und ein Zwei-Proben-T-Test (p < 0,01, FDR < 0,01) zwischen den beiden
Isoformen durchgefiihrt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Differenzielle Interaktionspartner zwischen wild-typischer und mutierter IDH1. In Griin
sind die potenziellen Interaktionspartner von mutierter IDH1 und in Orange die Interaktoren von wild-typischer

IDHI dargestellt.

Die differenzielle Analyse ergab 11 potenzielle Interaktoren fiir die wild-typische IDHI und
14 Proteine, welche signifikant in den Immunprézipitationen gegen mutierte IDHI
angereichert waren (Tabelle 5; um Kontaminanten bereinigt). Da in diesem Ansatz
spezifische Unterschiede zwischen den beiden IDH1 Isoformen untersucht werden sollten,
wurden hier, im Vergleich zum generellen Interaktom der IDH1, stringentere Filterkriterien
verwendet (p < 0,01, FDR < 0,01). Zusétzlich wurde die Intensitit der Proteine beriicksichtigt.
Diese sollte fiir eine besonders starke Interaktion, wie beispielsweise in einem
Proteinkomplex, zumindest ndherungsweise im Bereich der Intensitdt von IDHI1 liegen, da
dies auf eine starke dauerhafte Interaktion schlieBen ldsst. Diese Kriterien wurden von drei
Kandidaten fiir die mutierte IDH1 erfiillt (AHNAK, MAP1A, AHNAK?2) und von einem
Protein fiir die wild-typische IDH1 (SQSTMI1). Allerdings lag der T-Test Unterschied bei
diesen Kandidaten unter 1,5, weshalb keiner der potenziellen Kandidaten allen geforderten

Giitekriterien entsprach.
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Tabelle 5: Differenzielle potenzielle Interaktoren zwischen wild-typischer und mutierter IDH1

Proteinbeschreibung Genname p-Wert | T-Test | Intensitit | differenziell
in
Signal-induced proliferation-associated | SIPAI1LI 1.64E-04 | 3.15 1.72E+08 | IDH1wt
1-like protein 1
Rho-related GTP-binding protein RhoE | RND3 3.00E-03 | 2.56 1.01E+08 | IDH1wt
StAR-related lipid transfer protein 13 STARDI13 | 4.65E-06 | 2.52 1.55E+08 | IDH1wt
Next to BRCALI gene 1 protein NBRI1 6.62E-04 | 2.49 7.10E+08 | IDH1wt
Pleckstrin homology domain- PLEKHO1 | 6.77E-03 | 1.77 7.94E+07 | IDH1wt
containing family O member 1
Sequestosome-1 SQSTM1 2.39E-03 | 1.49 8.91E+09 | IDHI1wt
Tissue factor pathway inhibitor 2 TFPI2 3.25E-03 | 0.98 1.44E+09 | IDH1wt
LIM domain and actin-binding protein | LIMA1 2.20E-03 | 0.82 3.90E+09 | IDH1wt
1
Terminal uridylyltransferase 7 ZCCHC6 1.83E-05 | 0.72 3.42E+09 | IDH1wt
Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC4 7.93E-08 | 0.70 1.71E+09 | IDH1wt
HERC4
Cytosolic purine 5-nucleotidase NT5C2 7.30E-04 | 0.66 3.94E+08 | IDH1wt
SLIT-ROBO Rho GTPase-activating SRGAPI 5.93E-05 | -0.53 8.97E+08 | IDHI1mut
protein 1
Microtubule-associated protein 1A MAPIA 6.64E-05 | -0.56 1.03E+11 | IDHImut
SH3 domain-binding protein 4 SH3BP4 9.93E-05 | -0.67 1.82E+09 | IDHImut
Teneurin-3 TENM3 8.53E-04 | -0.72 2.41E+08 | IDHlmut
Neuroblast differentiation-associated AHNAK 1.16E-04 | -0.80 2.24E+11 | IDHI1mut
protein AHNAK
Histone chaperone ASF1B ASF1B 2.21E-03 | -0.86 1.06E+08 | IDHImut
Huntingtin-interacting protein 1 HIP1 1.52E-04 [ -0.91 1.58E+09 | IDHImut
Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic TXNRD1 2.94E-03 | -0.98 5.70E+08 | IDHI1mut
TBC1 domain family member 2A TBC1D2 1.58E-03 | -1.00 7.56E+08 | IDH1mut
4F2 cell-surface antigen heavy chain SLC3A2 7.82E-04 [ -1.05 2.64E+08 | IDH1mut
Protein AHNAK?2 AHNAK2 | 2.17E-05 | -1.19 6.98E+10 | IDHImut
Palladin PALLD 3.75E-04 | -1.44 7.09E+08 | IDHImut
Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 | PRPS1 6.07E-06 | -1.61 2.48E+09 | IDHImut
Protein-arginine deiminase type-2 PADI2 4.16E-04 | -3.29 2.31E+08 | IDHlmut
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4.3 Untersuchung des Gesamt- und Phosphoproteoms der

neuralen Stamm- und Vorlauferzellen

4.3.1 Charakterisierung des NSC/NPC Proteoms

Die IDHI-Mutation ist ein frithes Ereignis in der Entstehung von Gliomen, fiir diesen
Zeitpunkt sind die neuralen Stamm- und Vorlduferzellen (NSC/NPCs) ein geeignetes Modell,
da die Zellen direkt nach der Geburt der Maus extrahiert werden und die Expression von wild-
typischer bzw. mutierter IDH1 induziert wird. Da diese NSC/NPCs auf Proteinebene noch
nicht charakterisiert wurden, so allerdings ein Einblick in das Proteom dieser Zellen generiert
werden kann, wurde zunidchst eine markierungsfreie Analyse der NSC/NPCs durchgefiihrt.
Hierzu wurden vier NSC/NPCs verwendet, bei welchen die Expression von mutierter /DH1
induziert wurde, und vier, welche die wild-typische Form der IDH1 exprimieren. Die
Reexpression und funktionelle Aktivitit der /DHI Mutation in den NSC/NPCs konnten
experimentell bestétigt werden (personliche Kommunikation mit Dr. Christiane Knobbe-
Thomsen).

Die markierungsfreie Quantifizierung via LC-MS/MS fiihrte zu einer Quantifizierung von
3.576 Proteinen, wobei diese mindestens iiber zwei spezifische Peptide verfiigen mussten.

In einem ersten Schritt wurde das Proteom auf die Verteilung der Proteine auf die
unterschiedlichen Zellkompartimente {iiberpriift (Abbildung 23; Mehrfachnennungen
moglich). Es zeigte sich ein sehr dhnliches Muster zu der Analyse des US7MG Proteoms
(Abbildung 9), so dass auch hier die verwendete Methode ein probates Mittel zur

Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen aus unterschiedlichen Kompartimenten ist.
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Abbildung 23: Verteilung der Proteine aus der NSC/NPC-Proteomstudie auf die zelluliren
Kompartimente. In dem Balkendiagramm werden der prozentuale Anteil der quantifizierten Proteine an den

verschiedenen Kompartimenten gezeigt (Mehrfachnennungen méglich).

Um etwaige Einfliisse der Expression von wild-typischer bzw. mutierter IDH1 auf das
Gesamtproteom zu {iberpriifen, wurden die Proteinabundanzen in einem hierarchischen

Cluster visualisiert (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Hierarchisches Cluster aller quantifizierten Proteine der NSC/NPC Proteome. Die
Probengruppierung wurde im Vorhinein festgelegt. Es wurden NSC/NPCs verwendet, welche entweder wild-

typische oder mutierte /DH1 exprimieren (n=4).

Die Analyse des hierarchischen Clusters zeigte keine signifikanten Unterschiede in den
Proteinabundanzen zwischen den neuralen Stamm- und Vorlduferzellen, bei denen die
Expression der IDH1 Mutation induziert wurde, im Vergleich zu den IDH1 Wild-Typ Zellen.

Eine Analyse der biologischen Prozesse der quantifizierten Proteine hebt hervor, dass in dem
gewdhlten Zellmodell stammzelltypische Prozesse angereichert sind. In Abbildung 25 sind

einige Beispiele fiir diese biologischen Prozesse gezeigt.
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Abbildung 25: Analyse der biologischen Prozesse des NSC/NPC Proteoms. Das Balkendiagramm zeigt
angereicherte biologische Prozesse, die auf allen quantifizierten Proteinen der markierungsfreien Analyse

basieren.

Neben der allgemeinen Analyse des NSC/NPC Proteoms wurde auch eine differenzielle
Studie zwischen den IDHI mutierten und wild-typischen NSC/NPCs durchgefiihrt, um
eventuelle Einfliisse der Mutation auf die Proteinabundanzen zu detektieren. Es wurden von
jeder Isoform vier biologische Replikate verwendet und ein Zwei-Proben-T-Test (p < 0,05)
zwischen den normalisierten Proteinabundanzen der beiden Gruppen durchgefiihrt. Die
Analyse dieser Daten zeigte keine Expressionsunterschiede einzelner Proteine zwischen den

beiden Gruppen.

4.3.2 Analyse des Phosphoproteoms der NSC/NPCs

Da die differenzielle Analyse des Proteoms der NSC/NPCs keine Unterschiede zwischen den
beiden Isoformen zeigte, wurde im néchsten Schritt das Phosphoproteom untersucht, da der
Vergleich der Phosphorylierungsmuster verschiedener Proben mdglicherweise einen
Aufschluss iiber die eventuell verdanderte Aktivierung von Signalwegen geben kann.

Da in einer komplexen Probe, wie einem Zelllysat, der Anteil an phosphorylierten Peptiden
deutlich geringer ist als der an unphosphorylierten Peptiden, musste zunidchst ein Protokoll

zur Anreicherung der Phosphopeptide etabliert werden. AbschlieBend wurden die Proben fiir
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die Analyse des Phosphoproteoms der NSC/NPCs wie in Abschnitt 3.2.9 beschrieben
aufgearbeitet. Fiir eine ndhere Betrachtung wurden zunéchst alle Fraktionen gemeinsam
analysiert, um eine generelle Charakterisierung des Phosphoproteoms der NSC/NPCs zu
erstellen. Pro Gruppe (IDHIwt bzw. IDHImut) wurden vier biologische Replikate verwendet
und es konnten insgesamt 6.260 Phosphorylierungsstellen an 5.294 Peptiden identifiziert
werden. Diese Peptide verteilen sich auf 1.887 Proteine. In der Auswertung wurde unter
Verwendung des Mascot Algorithmus nach Phosphorylierungen an den Aminosduren
Tyrosin, Threonin und Serin gesucht. 94 % der gefunden Phosphorylierungsstellen befinden

sich an einem Serin, 5,7 % an einem Threonin und 0,3 % an einem Tyrosin (Abbildung 26).

pTyrosin Threonin
0,3% 5,7%

Abbildung 26: Prozentuale Verteilung der Phosphorylierungsstellen auf die Aminosiuren Tyrosin,

Threonin und Serin.

Wie bereits in Abschnitt 1.6.2 erldutert wird mit der Anreicherung der
Phosphorylierungsstellen  iiber Titandioxidpartikel ein  verstidrktes Auftreten von
monophosphorylierten Peptiden begiinstigt. Dies zeigt sich auch bei der Analyse der Anzahl
der Phosphorylierungsstellen pro Peptid in dieser Studie (Abbildung 27). Nur 4 % der
identifizierten Phosphopeptide tragen drei Phosphorylierungen, wobei 59 % der Peptide eine

einzige Phosphorylierungsstelle aufweisen.

65



Ergebnisse

B Monophosphorylierte
Peptide

m Diphosphorylierte
Peptide

i Triphosphorylierte
Peptide

Abbildung 27: Prozentuale Verteilung der Anzahl der Phosphorylierungsstellen pro Peptid des
Phosphoproteoms der NSC/NPCs.

In der Gruppe der IDH1 wild-typischen NSC/NPCs konnten 1.732 Phosphoproteine
identifiziert werden und bei den IDH1 mutierten Zellen 1.560 Phosphoproteine. Ein Vergleich
dieser beiden Proteinlisten zeigt, dass ein Grof3teil der Proteine in beiden Gruppen identifiziert
wurde (71,8 %). Allerdings sind 356 Phosphoproteine ausschlieBlich in den IDH1 wild-
typischen NSC/NPCs identifiziert worden und 184 alleinig in den IDH1 mutierten Zellen
(Abbildung 28).

NSC/NPCsIDH1wt NSC/NPCsIDH1mut

356
(18,6%)

Abbildung 28: VENN-Diagramm der identifizierten Phosphoproteine in den NSC/NPCs. 18,6 % der
Phosphoproteine wurden nur in den IDH1 Wild-Typ Zellen identifiziert, 9,6 % nur in den IDH1 mutierten
Zellen. Die Schnittmenge enthélt 71,8 % der Phosphoproteine.
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Auf Grundlage des in Abbildung 28 gezeigten VENN-Diagramms, wurden die
Phosphoproteine, welche exklusiv in einer der beiden Gruppen identifiziert wurden,
weitergehend untersucht, hierzu wurden die angereicherten molekularen Funktionen in den

jeweiligen Proteingruppen analysiert (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Analyse der molekularen Funktionen der Phosphoproteine der NSC/NPCs. Verwendet
wurden nur die Phosphoproteine, welche ausschlielich in einer der beiden Gruppen (NSC/NPCs IDH1wt bzw.
IDH1mut) identifiziert wurden. Die Balkendiagramme zeigen angereicherte molekulare Funktionen der je

Isoform exklusiven Phosphoproteine.

Eine Untersuchung der exklusiven Phosphoproteine der beiden Gruppen (NSC/NPCs IDHIwt
bzw. IDHImut) zeigt, dass in beiden Féllen viele identische molekulare Funktionen
angereichert sind, wie Kinaseaktivitdt, Nukleinsdure- oder RNA-Bindung. Allerdings zeigen
sich auch einige Unterschiede: AusschlieBlich in den exklusiven Phosphoproteinen der
NSC/NPCs, die mutierte IDHI exprimieren, sind die Bindung von p53 und die Bindung von

Calmodulin signifikant angereichert.
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5 Diskussion
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der IDHI in Abhdngigkeit ihrer Mutation bei der

Tumorgenese von Gliomen zu charakterisieren. Die IDH1 Mutation ist ein frithes Ereignis in
der Entstehung von Gliomen (Suzuki ef al., 2015) und wird fiir die WHO-Klassifizierung
dieser verwendet (Louis et al, 2016). Die Proteomanalyse wurde zur Aufkldrung von
Interaktionspartnern und posttranslationalen Modifikationen eingesetzt, um ein detaillierteres
Bild der wild-typischen und mutierten IDH1 zu erstellen und somit neue funktionelle

Zusammenhédnge aufzukléren.

5.1 Methodische Aspekte der Modellsysteme fiir die Analyse der
mutierten IDH1

Da fiir die IDH1 Mutation kein Modellsystem in Form einer Zelllinie fiir Verfiigung steht und
Zelllinien aus Tumoren mit einer IDH1 Mutation nicht in Kultur gehalten werden kénnen
(Piaskowski et al., 2011), war die erste Herausforderung ein geeignetes Modellsystem zu
erzeugen. Hierzu wurde die U87MG Gliomzelllinie, mit genomischem IDHI1 Wild-Typ
Hintergrund, mit einem Vektor, welcher die mutierte /DH1 tragt, transfiziert. Zudem wurden
die Zellen mit einem Leervektor transfiziert und in den Experimenten als Kontrollen
verwendet. Um eine hohere Vergleichbarkeit hinsichtlich der Expressionshohe der IDHI1-
Isoformen zu erlangen, wurden die U87MG Zellen auch mit der wild-typischen IDH]I
transfiziert. Eine Untersuchung der transfizierten Zellen zeigte eine moderate Uberexpression
der wild-typischen bzw. mutierten IDH1 im Vergleich zur endogenen Form des Proteins
(Abbildung 4). In dieser Arbeit wurde sich bewusst fiir eine moderate Uberexpression
entschieden, da durch eine sehr starke Uberexpression Artefakte, wie eine verinderte
Lokalisation oder Komplexbildungen, auftreten konnen (Freitag et al., 2012; Wienisch und
Klingauf, 2006). Dang et al. (2009) wiesen bereits darauf hin, dass eine Mutation der IDH1 zu
einer Akkumulation von 2-HG in der Zelle fiihrt. Diese funktionelle Aktivitdt der Mutante
wurde in dieser Arbeit iiber die Messung der relativen 2-HG Menge in den US87MG Zellen
bestitigt. Aus diesen Griinden kann davon ausgegangen werden, dass das in dieser Arbeit
verwendete Modell geeignet ist, um etwaige proteomische Unterschiede zwischen den IDH1
Isoformen zu analysieren.

Fiir die Analyse der neuralen Stamm- und Vorlduferzellen existieren bereits transgene Méuse,
aus welchen die NSC/NPCs pripariert werden konnen (Sasaki et al., 2012) und bei denen

durch Aktivierung eine Cre-Rekombinase nach Tamoxifen Behandlung die Expression der
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wild-typischen bzw. mutierten /DHI induziert werden kann (Zhang et al., 1996). Diese
Methodik wird dazu verwendet verschiedenste Gene zu aktivieren oder zu inaktivieren
(Hayashi und McMahon, 2002). Fiir die Untersuchung der unterschiedlichen Mutationen von
p33 oder Pten wurde diese Art der Analyse erfolgreich eingesetzt (Kwon et al., 2008; Zhu et
al., 2005). Eine weitere Moglichkeit fiir die Analyse des Einflusses der IDH1 Mutation wéire
die Nutzung von Tumormaterial von Patienten gewesen. Allerdings ist hier die
Materialmenge stark beschriankt, wodurch eine Analyse des Phosphoproteoms nur mit grolem
Materialaufwand moglich gewesen wére. Fiir eine Phosphoproteomstudie von Tumorgewebe
nutzen Zanivan et al. (2008) beispielsweise 10 mg Gewebematerial. Zum anderen ist die
Heterogenitidt zwischen einzelnen Patientenproben, durch beispielsweise unterschiedliche
Altersgruppen, verschiedene Vorerkrankungen oder medikamentdse Behandlung, meist sehr
hoch (Dick, 2008; Fidler und Hart, 1982; Heppner, 1984; Nicolson, 1984).

Aus diesen Griinden wurden fiir diese Arbeit zum einen die wild-typische und mutierte /DH1
iiberexprimierende Gliomzelllinie US§7MG und zum anderen die aus transgenen Maiusen
generierten neuralen Stamm- und Vorlduferzellen fiir die Charakterisierung der IDH1 und

ihrer Mutation verwendet.

5.2 IDHI1 und ihre posttranslationalen Modifikationen

Durch posttranslationale Modifikationen kann die Funktion eines Proteins moduliert werden.
Zudem konnen mit speziellen PTM, wie etwa der Phosphorylierung, Signale innerhalb, aber
auch auflerhalb der Zelle, vermittelt werden. Aus diesem Grund stellt die Charakterisierung
der PTM eines Proteins eine wichtige Rolle bei der Aufkldarung der Funktionszusammenhénge
eines Proteins dar. Fiir die Analyse der PTM der IDHI wurde in dieser Arbeit ein MS-
basierter Ansatz nach Immunprézipitation gegen die mutierte oder wild-typische IDHI
durchgefiihrt und im Anschluss bei der Identifizierung der Proteine mittels Datenbanksuche
Phosphorylierungen, Acetylierungen und Ubiquitinylierungen, aufgrund ihrer Haufigkeit,
berticksichtigt (Khoury et al., 2011). Die Sequenzabdeckung des zu analysierenden Proteins
spielt besonders bei der Untersuchung von PTM eine wichtige Rolle, um so umfassend das
PTM-Muster beschreiben zu konnen (Mann und Jensen, 2003). Durch die Immunprézipitation
der IDHI1 konnte fiir beide IDH1 Isoformen eine Sequenzabdeckung von ca. 90 % erreicht
werden, welche ohne Immunprézipitation bei ca. 35 % lag.

Es konnten sowohl bei der wild-typischen als auch bei der mutierten IDH1 17, bisher nicht

bekannte, Ubiquitinylierungen iiber den Mascot-Algorithmus identifiziert werden (Tabelle 6).
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Lange war Ubiquitinylierungen einzig die Rolle der Markierung der zum Abbau durch das
Proteasom vorgesehenen Proteine zugeschrieben. Mittlerweile ist bekannt, dass
Ubiquitinylierungen FEinfluss auf die Proteinstabilitit, Lokalisierung, Interaktionen und
funktionellen Aktivitdt nehmen, weshalb eine solche Anzahl fiir ein Protein dieser Grofle
nicht uniiblich ist (Kirkpatrick et al., 2005).

Hinsichtlich der Proteinphosphorylierungen konnten in dieser Arbeit fiir die IDH1 sieben
Phosphorylierungsstellen identifiziert werden. Elias ef al. (2013) bzw. Mikula et al. (2015)
konnten mit einer zu der in dieser Arbeit verwendeten dhnlichen Methodik sieben bzw. vier
Phosphorylierungsstellen fiir Proteine mit vergleichbar molekularer Masse wie IDHI
identifizieren. Bian et al. (2014) identifizierten in einem Hochdurchsatzexperiment eine
Phosphorylierung am Tyrosin 42, welche in der hier durchgefiihrten Studie nicht bestdtigt
werden konnte. Ein Grund dafiir konnte sein, dass eine Phosphorylierung eine reversible
Modifikation ist, dies bedeutet, dass nicht alle potenziell phosphorylierten Aminoséuren
immer diese Modifikation tragen (Cohen, 2002; Hubbard und Cohen, 1993). Generell ist die
Anzahl an nicht phosphorylierten Peptiden in einer Probe deutlich hoher als die der
phosphorylierten Peptide, so dass es zu Signaliiberlagerungen kommen kann und keine
MS/MS-Spektren der phosphorylierten Peptide aufgenommen werden konnen (Steen et al.,
2006). Fir die genaue Analyse phosphorylierter Tyrosine wird deshalb hiufig ein zusitzlicher
Anreicherungsschritt iiber spezifische Antikorper genutzt (Pandey et al., 2000). Sowohl fiir
die wild-typische als auch fiir die mutierte IDH1 konnten in dieser Studie potenzielle
Phosphorylierungen an folgenden Aminosduren identifiziert werden: T325, S326 und T327.
Exklusiv fiir die wild-typische IDH1 konnten zudem Phosphorylierungen an Threonin 52,
Serin 188, Serin 389 und Threonin 337 identifiziert werden. Nach heutigem Stand der
Uniprot-Datenbank sind diese Phosphorylierungsstellen fiir IDH1 noch nicht beschrieben und
die mogliche Funktion dieser ist bisher unbekannt. Da Phosphorylierungen multiple Effekte
auf Proteine haben, ist es durchaus moglich, dass die hier identifizierten
Phosphorylierungsstellen einen Einfluss auf die Regulation oder Bindungsaffinititen von
IDH1 ausiiben. Um eine abschlieBende Klidrung der Funktion dieser phosphorylierten
Aminosduren zu erhalten, miissten weiterfilhrende Mutagenese-Experimente durchgefiihrt
werden.

Lange waren Acetylierungen nur flir Proteine im Nukleus bekannt und dort vor allem fiir
Histone (Allfrey ef al., 1964). Durch globale Studien konnte aber im Laufe der letzten Jahre
der Wissensstand iiber Acetylierungen auf Proteomebene deutlich erhéht werden und es

wurde gezeigt, dass viele acetylierte Proteine auch im Zytoplasma lokalisiert sind (Choudhary
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et al., 2009; Kim et al., 2006; Schwer et al., 2009; Wang et al., 2010; Zhang et al., 2009;
Zhao et al., 2010). Zhao et al. (2010) konnten zudem zeigen, dass viele der acetylierten
Proteine im Metabolismus der Zelle aktiv sind und die Acetylierungen eine wichtige Rolle in
der Aktivierung von metabolischen Enzymen spielen. Fiir die humane IDH]1 sind bisher zwei
Acetylierungen bekannt und experimentell betétigt: Serin 2 (Van Damme et al., 2012) und
Lysin 321 (Choudhary et al, 2009). In dieser Studie konnten beide bereits bekannten
Acetylierungen nicht bestétigt werden, da die entsprechenden Peptide in der Datenbanksuche
nicht identifiziert werden konnten. In beiden Fillen handelt es sich um sehr kurze Peptide,
bestehend aus drei bzw. vier Aminosduren, was wiederum eine Erklarung liefen kann,
weshalb diese Peptide wihrend der LC-MS Analyse nicht detektiert wurden (Mann und
Jensen, 2003). In dieser Arbeit konnten allerdings drei noch nicht beschriebene
Acetylierungen an den Lysinen 29, 224 und 261 identifiziert werden. Fiir die humane IDH1
ist bislang kein Einfluss auf die Aktivitdit durch Acetylierungen bekannt. Um mogliche
Einfliisse der in dieser Arbeit identifizierten Acetylierungen zu analysieren, miissten weitere
Experimente wie beispielsweise die Mutation der unterschiedlichen Aminosiduren
durchgefiihrt werden.

Die Analyse der posttranslationalen Modifikationen der IDHI1 zeigt, dass vier
Phosphorylierungen an Threonin 52, Serin 188, Serin 389 und Threonin 337 exklusiv fiir die
wild-typische IDH1 detektiert werden konnten. Zudem wurden fiir beide IDHI Isoformen
verschiedene, bislang nicht bekannte, Modifikationen in dieser Arbeit identifiziert, deren
funktioneller Einfluss auf die Aktivitdt der IDH1 in weiterfithrenden Experimenten geklért

werden musste.

5.3 Identifizierung potenzieller Interaktionspartner der IDH1 in

Abhingigkeit ihrer Mutation

Bei einer Vielzahl von biologischen Prozessen ist das Zusammenspiel verschiedener Proteine
notwendig. Hierbei kommt es zur Ausbildung von stabilen oder transienten
Proteinkomplexen. Aus diesem Grund stellt die Aufkldrung von Interaktionspartnern eine
Moglichkeit dar, die Funktion eines Proteins ndher zu charakterisieren. Fiir die IDHI1
Mutation konnen eine Vielzahl der tumorbiologischen Aspekte durch die Bildung des
Onkometaboliten 2-HG erklart werden. Allerdings ist 2-HG nicht Grundlage fiir alle durch die

IDH1 Mutation hervorgerufenen Verdnderungen (Molenaar et al., 2014a), weshalb in dieser
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Arbeit das Interaktionsnetzwerk von mutierter und wild-typischer IDH1 untersucht werden

sollte.

5.3.1 Methodische Aspekte

In einem ersten Schritt wurde fiir die Identifizierung der Interaktionspartner die US7MG
Gliomzelllinie verwendet, welche wild-typische bzw. mutierte /DHI iiberexprimiert, wobei
die IDHI jedoch keine HA-Kopplung trigt. Dies stellte sich im weiteren Verlauf als
schwierig heraus, da der Antikorper, der fiir die Immunprizipitation verwendet wurde, ein
Epitop erkennt, welches innerhalb der IDH1 Sequenz nicht die Mutation abdeckt. Somit
wurde nicht nur die mutierte Form der IDHI1, sondern auch die endogene Form mittels
Immunprézipitation angereichert. Aus diesem Grund war eine Unterscheidung zwischen den
potenziellen Interaktionspartnern beider IDH1 Isoformen nicht mdglich. Um diesen Einfluss
von Interaktoren der endogenen IDH1 zu minimieren und eine spezifischere
Immunprézipitation auch gegen die mutierte IDH1 durchfiihren zu koénnen, wurde in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Neuropathologie des Universitdtsklinikums Diisseldorf
eine transgene US7MG Zelllinie erstellt, welche die wild-typische IDHI, die mutierte /DH
oder einen Leervektor, jeweils mit einer HA-Kopplung, trigt. So konnten die weiteren
Immunprézipitationen gegen die HA-Kopplung durchgefiihrt werden und eine spezifischere
Anreicherung wurde gewéhrleistet (Hu et al., 1994; Yu et al., 2003).

Eine weitere zu beriicksichtigende Komponente war die Verteilung der moglichen
Interaktoren {iber verschiedene zelluldre Kompartimente. So wurden beispielsweise ca. 30 %
der Proteine dem Nukleus zugeordnet. Die zytoplasmatische Lokalisation der IDH1 ist jedoch
bereits beschrieben (Geisbrecht und Gould, 1999) und wurde in dieser Arbeit nochmals per
Fluoreszenzfarbung bestétigt, so dass eine Interaktion mit ausschlieBlich nukleér lokalisierten
Proteinen als eher unwahrscheinlich erachtet werden kann. Diese vermutlich unspezifischen
Bindungen mit nukledren und auch mitochondrialen Proteinen sind hiufig zu beobachtende
Kontaminationen (Mellacheruvu et al., 2013). Um diese zu minimieren wurden in dieser
Arbeit zunidchst zwei Ansitze getestet: Formaldehyd-Crosslinking und subzelluldre
Fraktionierung. Fiir das Formaldehyd-Crosslinking (Knobbe et al., 2011; Schmitt-Ulms et al.,
2001) wurde zunéchst ein Protokoll etabliert, bei dem stringentere Waschschritte, im
Vergleich zur subzelluldren Fraktionierung, verwendet werden konnten. Formaldehyd wird
hiufig als Crosslinking-Reagenz verwendet, da es wasserloslich ist und die gebildeten

Bindungen kurz und recht stabil (2 bis 3 A), aber trotzdem reversibel sind (Schmitt-Ulms et

72



Diskussion

al., 2001). Ein weiterer Vorteil ist die Kompatibilitit der Methode mit der
massenspektrometrischen Analyse (Sutherland et al., 2008). Durch die Verwendung einer
geringen Menge (1 bis 3 %) Formaldehyd und einer kurzen Inkubation (10 bis 30 min) der
Zellen mit dem Reagenz, gilt das Formaldehyd-Crosslinking als geeignet, um spezifische
Protein-Protein-Interaktionen in der Zelle zu analysieren (Klockenbusch et al., 2012). Fiir den
zweiten Ansatz zur Detektion von potenziellen Interaktionspartnern der IDH1 wurde nach der
Zellernte eine Fraktionierung in eine zytoplasmatische und eine nukledre Fraktion
durchgefiihrt und im Anschluss wurde die Immunprézipitation gegen IDH1 ausschlieSlich mit
der zytoplasmatischen Fraktion vorgenommen. Eine Fraktionierung wird hdufig verwendet,
um beispielsweise Unterschiede in der Abundanz eines Proteins zwischen Nukleus und
Zytoplasma oder auch mogliche Verdnderungen in der Lokalisation eines Proteins zu
detektieren (Koike et al., 2013). Ein weiterer Vorteil dieser Art der Fraktionierung und der
anschlieBenden weiteren Verwendung der flir das Experiment relevanten Fraktion ist die
Reduktion von potenziellen Storfaktoren wie unspezifischen Bindungen (Yang et al., 2013).
Um potenzielle Interaktoren der IDH1 zu identifizieren und so mogliche Signalwege zu
finden, auf welche IDH1 Einfluss nimmt, wurden beide beschriebenen Protokolle unter
Verwendung der U87MG Zelllinie, welche entweder die mutierte oder wild-typische /DH1
iiberexprimiert, durchgefiihrt. Da unspezifische Bindungen an die HA-Kopplung, den Vektor
oder den Antikérper bei Immunprazipitationsexperimenten hinldnglich bekannt sind
(Markham et al., 2007; Selbach und Mann, 2006), wurden die Experimente zusétzlich mit den
US7MG Zellen, welche den HA-gekoppelten Leervektor exprimieren, durchgefiihrt, um auf
spezifische Bindungen selektieren zu konnen. In der Literatur finden sowohl das Crosslinking
(Bai et al., 2008; Vasilescu et al., 2004) als auch die subzelluldre Fraktionierung (Crockett et
al., 2004; Trinkle-Mulcahy et al, 2008) Anwendung bei der Durchfiihrung von
Interaktionsstudien. Auch in dieser Arbeit zeigte die Analyse der Verteilung der potenziellen
Interaktoren der IDH1 {iiber die zelluliren Kompartimente aus beiden Ansidtzen ein dhnliches
Bild. Da die Inkubation mit Formaldehyd wéhrend des Crosslinkings allerdings zu einem
erhohten Zellsterben fiihrte und die subzelluldre Fraktionierung eine hohere methodische
Reproduzierbarkeit aufwies, wurden die weiteren Analysen beruhend auf dem Ansatz der

subzelluldren Fraktionierung durchgefiihrt.
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5.3.2 Biologische Diskussion

Fiir die Unterscheidung von differenziellen Interaktoren zwischen der wild-typischen und
mutierten IDH1 wurden stringentere Filterkriterien als bei der Betrachtung des gesamten
Interaktoms verwendet. Neben einem p-Wert kleiner als 0,01 und einer FDR von 0,01 wurden
auch die Signalintensitit und der T-Test Unterschied (groBer 1,5) betrachtet, da so auf eine
starke dauerhafte Interaktion, z.B. in Komplexen, geschlossen werden kann (Senkler et al.,
2017; Wildburger et al., 2015). Unter Verwendung dhnlicher Kriterien konnten beispielsweise
Breitkopf et al. (2016) p85 und SHP2 als direkte Interaktoren von PI3K identifizieren. Die
Verwendung dieser Parameter fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrte Interaktionsstudie bringt
keine differenziellen Interaktoren zwischen wild-typischer und mutierter IDH1 hervor. Ein
moglicher Grund hierfiir konnte die Lage der R132H Mutation innerhalb der IDH1 sein, da
diese im Inneren des Proteins liegt und somit ein Einfluss dieser auf Protein-Protein-
Interaktionen eher unwahrscheinlich ist. AuBlerdem ldsst dieses Ergebnis darauf schlie3en,
dass sowohl die wild-typische als auch die mutierte IDH1 keine starken Interaktionen
eingehen und in keinem dauerhaften funktionellen Komplex agieren.

Fiir eine Betrachtung des generellen Interaktoms der IDH1 wurden die potenziellen
Interaktionspartner beider Isoformen zusammengefasst und analysiert. Hierbei konnten keine
der bislang beschriebenen Interaktionspartner der IDHI1 identifiziert werden. Allerdings
handelt es sich bei den Experimenten, durch welche diese Interaktoren identifiziert wurden,
um Hochdurchsatzanalysen, bei denen weder IDH1 spezifisch angereichert noch eine
Strategie zur Vermeidung von artifiziellen Interaktionen durchgefiihrt wurde. Zudem stehen
jene generierten Daten teilweise in Widerspruch zu den Lokalisationsdaten der betreffenden
Proteine. So wurde beispielsweise IDH2 als Interaktionspartner der IDH1 beschrieben, ist
aber ausschlieBlich in den Mitochondrien der Zelle lokalisiert (Xu et al., 2004), so dass eine
Interaktion in vivo mit IDH1 eher unwahrscheinlich ist, jedoch auf Grund der hohen
Homologie der beiden Isoformen (81 % Sequenziibereinstimmung) und ihrer Fihigkeit zur
Dimerbildung (Xu et al., 2004) eine artifizielle Interaktion in vitro hochst wahrscheinlich
scheint. Die Analyse der in dieser Arbeit detektierten Interaktoren zeigte in erster Linie eine
Anreicherung von Prozessen, wie Proteintransport oder Metabolismus, welche im
Wesentlichen den Lebenszyklus eines Proteins widerspiegeln (Jovanovic et al., 2015). Ein
weiteres Beispiel ist die Proteinfaltung, welche neu synthetisierte Proteine durchlaufen und
die meist durch Chaperone, welche ebenfalls als Interaktionspartner identifiziert wurden,
unterstiitzt wird. Neben der globalen Betrachtung der potenziellen Interaktoren wurden auch

die einzelnen Kandidaten hinsichtlich einer besonderen biologischen Relevanz iiberpriift. Die
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Interaktionsstudie fiihrte zur Detektion von zwei Kinasen als potentielle Interaktoren der
IDHI1: PRKCA (Proteinkinase C Typ Alpha) und PRKACA (c-AMP-abhingige Proteinkinase
katalytische Untereinheit Alpha). Da die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse der
posttranslationalen Modifikationen der IDH1 zur Identifizierung von sieben bisher nicht
bekannten Phosphorylierungsstellen fiir die wild-typische IDHI und drei fiir die mutierte
IDHI1 fiihrte, konnten beide Kinasen fiir die Phosphorylierung der IDH1 zustdndig sein.
Sowohl PRKCA als auch PRKACA phosphorylieren Serine und Threonine, haben eine
Vielzahl von Substraten im Zytoplasma und Nukleus und sind somit an der Regulation von
Prozessen wie Differenzierung, Proliferation oder Apoptose beteiligt (Lahn und Sundell,
2004; Turnham und Scott, 2016). Des Weiteren konnten Proteine wie ACO1 (Aconitase 1)
oder ACLY (ATP-Citrat-Lysae), welche im Zellmetabolismus mit Substraten bzw. deren
Vorstufen der IDH1 agieren, identifiziert werden. ACO1 ist hierbei fiir die zytoplasmatische
reversible Umwandlung von Citrat zu Isocitrat verantwortlich und stellt somit das Edukt der
IDH1 zur Verfiigung. ACLY ist hingegen im Zytoplasma fiir die Synthese von Acetyl-CoA
zustindig und spielt eine zentrale Rolle in der Fettsdurebiosynthese (Srere, 1959). In
Glioblastomen ist ACLY an der Regulation der Glykolyse beteiligt. Durch die Spaltung von
zytosolischem Citrat, einem Inhibitor der Phosphofruktokinase 1 (Szutowicz et al., 1976),
welches ein Schliisselenzym der Glykolyse darstellt, kann diese angetrieben werden. Es ist
bereits bekannt, dass die Aufnahme von Glukose und die glykolytische Aktivitit in
Glioblastomen erhoht ist (Oudard ef al., 1997). ACLY wird eine erhohte Expression in
Glioblastomen zugeschrieben, welches moglicherweise zu einer erhohten Tumorinvasion und
—migration fiihrt und ist mit einer verminderten Uberlebensrate der Patienten assoziiert
(Beckner et al., 2010). Da ACLY fiir die Produktion von Acetyl-CoA Citrat bendtigt und
dieses aus der reduktiven Carboxylierung von a-Ketoglutarat entsteht (Hatzivassiliou et al.,
2005), wobei diese Reaktion wiederum von der IDH1 katalysiert wird, ist eine Interaktion von
ACLY mit IDH1 auch durch die Nihe beider Proteine im Zellmetabolismus plausibel.

Die hier durchgefiihrte Detektion und Analyse potenzieller Interaktoren der wild-typischen
bzw. mutierten IDH1 fiihrte zu keinen differenziell interagierenden Proteinen zwischen den
IDH1 Isoformen. Es konnten allerdings generelle Interaktionen der IDH1 mit Proteingruppen
detektiert werden, welche Prozesse reprisentieren, die zum Proteinmetabolismus und somit
zum Lebenszyklus eines Proteins gehoren. AuBlerdem lédsst die Interaktionsanalyse darauf
schlieBen, dass beide Isoformen der IDH1 keine starken Interaktionen eingehen und in keinem

dauerhaften funktionellen Komplex agieren.
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5.4 Quantitative und differenzielle Proteomanalyse der US7MG
Zelllinie

5.4.1 Methodische Aspekte

Um eine umfassende Charakterisierung des Proteoms der U887MG Zelllinie unter
Beriicksichtigung der IDH1 Mutation zu bekommen, wurde die markierungsfreie
Quantifizierung mittels Massenspektrometrie verwendet (Silva et al., 2005). Als Goldstandard
fiir die Analyse von komplexen Proben gilt auch heute noch der peptidbasierte (bottom up)
Ansatz (Megger et al., 2013). Die gleichzeitige Identifizierung und Quantifizierung der
Proben ist ein wichtiger Vorteil dieser Methodik. Die markierungsfreie Quantifizierung wurde
gewdhlt, da hier keine weitere Manipulation der Analyten nétig ist, beispielsweise im
Gegensatz zum Einbringen von schweren Aminosduren (SILAC) oder einer Dimethyl-
Markierung (chemische Modifikation).

In dieser Studie konnten 3.247 Proteine identifiziert und 2.020 Proteine relativ quantifiziert
werden. Jain ef al. (2014) konnte mittels MALDI-MS 1.738 Proteine in der US§7MG
Gliomzelllinie identifizieren. Bei Fischer et al. (2010) wurden mit einem markierungsfreien
Ansatz tiber 4.000 Proteine in der Gliomzelllinie A172 identifiziert. Somit konnte in der hier
vorliegenden Arbeit mittels markierungsfreier Analyse eine durchschnittliche Anzahl an
Proteinen identifiziert werden. Die tiefergehende Analyse der quantifizierten Proteine zeigte,
dass die hochabundanten Proteine vor allem dem Zytoskelett zugehdrig und fiir die
Zellstabilisierung verantwortlich sind. Proteine mit mittlerer Abundanz, in dieser Gruppe
befindet sich auch IDHI1, waren vornehmlich am Metabolismus beteiligt und
niedrigabundante Proteine waren zum Grofteil Transkriptionsfaktoren und Proteine, welche
an der Translationsregulierung und der RNA-Bindung beteiligt sind. Die Proteomanalyse von
Nagaraj at el. (2011) zeigte eine dhnliche Verteilung abhéngig von der Abundanz in einer
Zervixkarzinomzelllinie, dies wird hier in Zusammenhang mit der Funktion der Proteine in
der Zelle gebracht. Des Weiteren wurden die quantifizierten Proteine nach ihrer zelluldren
Lokalisation annotiert. Hier zeigte sich eine Verteilung iiber viele Kompartimente der Zelle,
so dass die verwendete Methode eine gute Quantifizierung von Proteinen aus
unterschiedlichen Zellkompartimenten ermoglicht, unter anderem auch des Zytoplasmas, der
bekannten Lokalisation der IDH1 (Geisbrecht und Gould, 1999). Die Proteinverteilung zeigte
in beiden Fillen keinen signifikanten Unterschied zwischen den IDHI Wild-Typ und den
IDH1 Mutante {liberexprimierenden Zellen. Dies war zu erwarten, da beispielsweise Puchades

et al. (2007) zeigten, in einem Vergleich zwischen der gleichen Zelllinie, in mutierter und in
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wild-typischer Form von p53, dass keine massiven Auswirkungen auf die Proteinabundanzen

detektiert wurden.

5.4.2 Biologische Diskussion

Um mogliche Unterschiede zwischen den Proteomen der beiden IDHI1 Isoformen zu
untersuchen, wurden in einem weiteren Analyseschritt die Proteome der /DH wild-typischen
bzw. mutierten U87MG Zelllinie differenziell verglichen. Ein erster Vergleich zeigte, dass
das FEinbringen der IDH1 Mutation keine betrichtlichen Verdnderungen in den
Proteinabundanzen der Gliomzelllinie hervorbringt. Es konnten 101 differenzielle Proteine
zwischen beiden analysierten Zelllinien gefunden werden. Eine Analyse dieser differenziellen
Proteine zeigte keine Anreicherung bestimmter biologischer Prozesse oder molekularer
Funktionen. Allerdings konnten einige im Kontext der Tumorbiologie bereits beschriebenen
Proteine als signifikant in ihrer Abundanz verdndert gefunden werden. So konnte z.B. fiir die,
in den IDHI mutierten Zellen signifikant herunterregulierte (Faktor 2,4), Acetyl-CoA-
Acetyltransferase 2 (ACAT2) bereits gezeigt werden, dass bei Nierenzellkarzinomen eine
erhohte Abundanz mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Zhao et al., 2016). Huang et
al. (2017) fanden auBerdem heraus, dass die Expression von ACAT2 in Brustkrebszellen zu
erhohter Proliferation und Migration fithrt. ACAT2 ist, wie IDHI1, im Zytoplasma lokalisiert
und dort an der Umwandlung von Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA beteiligt (Cai et al.,
2011). AuBerdem wird ACAT2 eine wichtige Rolle in der intrazelluldren
Cholesterinhomoostase zugeschrieben (Anderson et al., 1998). Molenaar et al. (2014) zeigten
bereits, dass Patienten, welche eine IDH1 Mutation tragen, eine bessere Uberlebensrate haben
als Patienten mit IDHI1 wild-typischen Gliomen. Dariiber hinaus wurde durch Parker et al.
(2015) ausgefiihrt, dass IDH1 mutierte Tumore einen pertubierten Acetyl-CoA Metabolismus
aufweisen. Dies konnte zum einen mittels Feedbackregulation durch ihr Substrat die
erniedrigte zelluldre Konzentration von ACAT2 erkldren, so konnte z.B. fiir die Glutamyl-
Cystein Synthetase gezeigt werden, dass dessen Expression in Abhéngigkeit der
Konzentration des Substrats Glutathion reguliert wird (Richman und Meister, 1975). Zum
anderen konnten die Aberrationen im Acetyl-CoA Metabolismus selbst durch die verdnderte
Proteinexpression von ACAT2 bedingt werden, denn auf molekularer Ebene konnte die
verringerte Abundanz von ACAT2 zu einer niedrigeren Umsetzung von Acetyl-CoA zu
Acetoacetyl-CoA in den IDHI mutierten Gliomzellen fiihren. Diese verringerte Menge

Acetoacetyl-CoA fiihrt wiederum zu einer geringeren Verwendung der Cholesterinsynthese in
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der Zelle. Rao (1995) hat bereits gezeigt, dass eine hohe Cholesterinsynthese einen positiven
Einfluss auf die Zellproliferation hat. Somit konnte die erniedrigte Menge an ACAT2 ein
Grund fiir das langsamere Wachstum von IDH1 mutierten Gliomen sein.

Ein zweiter interessanter Kandidat mit tumorbiologischer Relevanz, welcher im Gegensatz zu
ACAT?2 eine signifikante Hochregulation (Faktor 1,9) in den /DHI mutierten US7MG Zellen
zeigt, ist die Aldolase A (ALDOA). ALDOA ist im Zytoplasma lokalisiert und iibernimmt
durch die reversible Umwandlung von Fructose-1,6-Biphosphat zu Glycerinaldehyd-3-
phosphat und Dihydroxyaceton eine wichtige Rolle in der Glykolyse und der Gluconeogenese
(Du et al., 2014). Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits gezeigt, dass ALDOA eine
hohe Expression in unterschiedlichen malignen Tumoren, wie Lungenkarzinomen (Du ef al.,
2014), Osteosarkomen (Chen et al., 2014), kolorektalen Karzinomen (Peng ef al., 2012) und
Leberzellkarzinomen (Hamaguchi et al., 2008), aufweist. Auch fiir das nicht-kleinzellige
Lungenkarzinom wird ALODA mit der Tumorgenese in Zusammenhang gebracht (Zhang et
al., 2017a). In all diesen Studien steht eine erhohte ALDOA Expression mit einer gesteigerten
Proliferation der Tumorzellen in Kontext. Ein direkter Einfluss der ALDOA Hochregulation
in IDH1 mutierten Zellen auf eine mdgliche verdnderte Proliferation kann anscheinend nicht
hergestellt werden, da bekannt ist, dass IDH1 mutierte Zellen eine geringere Proliferation
aufweisen (Bralten er al.,, 2011). Mdglicherweise werden nach IDH1 Mutation andere
Faktoren beeinflusst, die der gesteigerten Proliferation nach ALDOA Hochregulation
entgegenwirken. Die IDH1 Mutation ist bekannt als friihe Verdnderung wéhrend der
Entstehung von Gliomen (Watanabe et al., 2009), so dass die erhohte ALDOA Menge in den
IDH1 mutierten Gliomzellen moglicherweise einen Anteil an der onkogenen Eigenschaft der
IDH1 Mutation hat.

Auf Gewebeebene fiihrte der Vergleich von mikrodissektierten Glioblastomproben mit und
ohne IDH1 Mutation zu einer Identifizierung von 130 Proteinen mit signifikantem
Abundanzunterschied (Stefanski, 2014). Ein Vergleich dieser differenziellen Kandidaten mit
den hier identifizierten Proteinen fiihrte zu keiner Ubereinstimmung. Dies kénnte an dem
gewidhlten Reexpressionsmodel liegen. Obwohl gezeigt werden konnte, dass nach
Transfektion mit R132H mutierter /DH1, durch Produktion von 2-HG, ein Funktionsgewinn
nachweisbar ist, kdnnte moglicherweise der genetische Hintergrund, durch die Reexpression
der IDHI in einer Glioblastomzellline, einen Grund darstellen. Auch die Dauer der
Kultivierung der IDHI1 mutierten Zellen konnte dazu beitragen, da die Mutation in Tumoren
von Patienten monatelang Einfluss auf das Proteom nimmt, die Zellen allerdings nur wenige

Tage kultiviert werden. Solide Tumore entstehen in einem Gewebeverband, der sich schlecht
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in der Zellkultur nachstellen ldsst. So befinden sie sich in stindiger Interaktion mit ihrer
Umgebung und bilden eine sogenannte Tumornische. Die Tumorzellen stehen hier innerhalb
des Gewebes mit anderen Zellen tiber Sekretion oder Zell-Zell-Kommunikation in Kontakt, so
dass andere Prozesse ablaufen als in einem zelllinienbasierten System, in dem die
Mikroumgebung durch andere Gewebezellen nicht gegeben ist (Calabrese et al., 2007;
Sneddon und Werb, 2007).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte differenzielle Studie zwischen den IDH1 wild-typischen
bzw. mutierten Gliomzellen zeigt zum einen, dass das Einbringen der IDH1 Mutation keine
globalen Auswirkungen auf die Proteinabundanzen in den Zellen hat. AuBerdem wurden
mogliche differenzielle Kandidaten detektiert, welche im Fall der geringeren Expression von
ACAT?2 in den IDH1 mutierten Zellen einen Hinweis auf einen Mechanismus, der zu einer
geringeren Aggressivitit der Tumore flihrt, geben konnten und zum anderen die erhdhte
ALDOA Expression in den IDHI1 mutierten Zellen, welche fiir den onkogenen Einfluss der

IDH1 Mutation zu Beginn der Tumorgenese sprechen konnte.

5.5 Differentielle Proteomanalyse der neuralen Stamm- und

Vorliauferzellen

Da die IDH1 Mutation ein frithes Ereignis in der Entstehung von Gliomen ist (Suzuki et al.,
2015) wurde ein Modellsystem neuraler Stamm- und Vorlduferzellen, bei dem die Expression
von wild-typischer und mutierter /DHI iber eine Tamoxifen sensitive Cre-Rekombinase
induziert wurde, gewéhlt. Ein dhnliches Modell wurde von Chen et al. (2008) verwendet, um
Unterschiede in der Verteilung eines Ostrogen-Rezeptors zwischen jungen und adulten
Maiusen zu analysieren. Aulerdem wird diese Methode héufig fiir die Analyse von Tumoren
verwendet, da humanes Patientenmaterial mitunter schwer zuginglich ist und die
molekularbiologischen Merkmale der NSC/NPCs denen der humanen Tumorzellen stark
dhneln (Holland, 2001; Visvader, 2011).

Bislang wurden die NSC/NPCs, welche die wild-typische bzw. mutierte /DHI exprimieren,
noch nicht proteomisch charakterisiert, weshalb in dieser Arbeit zundchst -eine
markierungsfreie Quantifizierung der Zellen vorgenommen wurde. In dieser Studie konnten
3.576 Proteine identifiziert und anschlieBend quantifiziert werden. In proteomischen
Charakterisierungen von murinen oder humanen embryonalen Stammzellen konnte eine
vergleichbare Anzahl von Proteinen (ca. 4.000 Proteine) quantifiziert werden (Chaerkady et
al., 2011; Graumann et al., 2008). Obwohl die Expression und auch die funktionelle Aktivitat
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der mutierten IDHI in den NSC/NPCs nachgewiesen werden konnte (personliche
Kommunikation mit Dr. Christiane Knobbe-Thomsen), zeigte die differentielle
Proteomanalyse, dass die Mutation der IDH1 keinen signifikanten Einfluss auf das
Gesamtproteom hat und bestétigt damit den Befund der Proteomanalyse der US7MG Zellen.
Eine Analyse der zelluliren Lokalisation der quantifizierten Proteine wies eine &hnliche
Verteilung wie die quantifizierten Proteine der US7MG Zelllinie auf, beispielsweise wurden
in beiden Fillen ca. 50 % der Proteine dem Zytoplasma und ca. 43 % dem Nukleus
zugeordnet. Um einen genaueren Einblick in die biologischen Prozesse zu bekommen, in
welche die quantifizierten Proteine involviert sind, wurden die Daten mittels Netzwerk- und
Anreicherungsanalysen ndher untersucht. Es zeigte sich, dass, neben Prozessen des
Zellmetabolismus und der Proteinbiosynthese, im Gegensatz zur Analyse der angereicherten
Prozesse im U87MG Proteom, auch einige mit Stammzellen assoziierte Prozesse, wie
Zelldifferenzierung oder Zellteilung, angereichert waren. Diese Prozesse sind typisch fiir die
kanonischen Funktionen von Stammzellen (Yun et al., 2010). Sowohl die Analyse der
zelluldren Lokalisation der Proteine als auch die Untersuchung der biologischen Prozesse
zeigten, wie bei der Proteomanalyse der U87MG Zellen, keine signifikanten Unterschiede
zwischen den IDH1 wild-typischen und den mutierten NSC/NPCs. Auch eine durchgefiihrte
differenzielle Analyse zwischen den Proteinabundanzen der beiden IDH1 Isoformen brachte
keine signifikanten Expressionsunterschiede einzelner Proteine zwischen den beiden Gruppen
hervor. Grundsitzlich konnen hierfiir dieselben Erkldrungen wie bei der differenziellen
Proteomanalyse der U87MG Gliomzelllinie zugrunde liegen (5.4.2). Ein weiterer denkbarer
Grund ist die durch Tamoxifen induzierte Expressionsdauer der IDH1, moglicherweise ist
diese zu kurz, um weitreichende Effekte auf der Proteinebene zu erzeugen.

Insgesamt zeigte diese Studie, dass, obwohl eine Vielzahl an Proteinen aus den
verschiedensten zelluldiren Kompartimenten via LC-MS/MS Analyse identifiziert werden
konnten, mutiertes IDH1 keinen nachweisbaren Einfluss auf die neuralen Stamm- und

Vorlauferzellen hat.

5.6 Differenzielle Phosphoproteomanalyse der neuralen Stamm-

und Vorlauferzellen

Da die quantitative Proteomanalyse wiederholt gezeigt hat, dass die Anwesenheit der
funktionell aktiven mutierten IDHI1 keine oder nur geringe Verdnderungen des
Gesamtproteoms hervorruft, besteht mit der Analyse des Phosphoproteoms die Mdglichkeit
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Aussagen iiber eventuelle Aktivititsveranderungen der Proteine oder beteiligte Signalwege im

Hinblick auf die IDH1 Mutation zu treffen (Hunter, 2000).

5.6.1 Methodische Aspekte

Da Phosphorylierungen reversible Modifikationen sind und nicht alle Proteine eine
Phosphorylierung tragen und somit substochiometrisch vorliegen (Cohen, 2002; Hubbard und
Cohen, 1993), ist fiir die Analyse des Phosphorylierungsmusters einer komplexen Probe eine
Anreicherung der phosphorylierten Peptide erforderlich. In dieser Arbeit wurde eine
Vorfraktionierung mit anschlieBender Anreicherung der phosphorylierten Peptide fiir die
Phosphoproteomanalyse verwendet, da sie zu einer hohen Ausbeute an Phosphopeptiden fiihrt
(Zhao und Jensen, 2009). In Vortests konnte gezeigt werden, dass neben der Verringerung der
Probenkomplexitdt, auch bereits eine deutliche Anreicherung der phosphorylierten Peptide in
einer Fraktion erzielt werden konnte, so dass nur drei Fraktionen generiert werden mussten.
Batth et al. (2018) verwenden fiir die Phosphoproteomanalyse komplexer Proben bis zu 60
Fraktionen, allerdings steigen hierdurch die bendtigte Probenmenge und die Messzeit massiv.
Die Erhohung der einzusetzenden Menge ist eine weitere Mdoglichkeit die Anzahl an
identifizierten phosphorylierten Peptiden zu erhohen, Pines et al (2011) setzten
beispielsweise bis zu 10 mg Protein pro Probe ein. Da die NSC/NPCs nur zeitlich begrenzt
kultiviert und expandiert werden konnen, war hier jedoch der Einsatz von mehr als 1 mg
Protein nicht moglich. Die Fraktionierung wurde fiir diese Arbeit mit einem weiteren
Anreicherungsschritt {iber magnetische Titandioxid Partikel fiir die phosphorylierten Peptide
gekoppelt. In der Literatur werden haufig immobilizied metal ion affinity chromatography
(IMAC) oder metal oxide affinity chromatography (MOAC, beispielsweise TiO;) genannt
(Larsen et al., 2005). Bei beiden Methoden binden die phosphorylierten Peptide aufgrund
ihrer negativen Ladung an das Trdgermaterial und werden anschlieend eluiert. MOAC
basierte Methoden besitzen eine hohere Selektivitit und Kapazitit fiir Phosphopeptide
(Larsen et al., 2005), die Verwendung von IMAC wiederum fiihrt zu einer hdheren
Identifizierung von multiphosphorylierten Peptiden (Jensen und Larsen, 2007).

In dieser Studie konnten somit insgesamt 6.260 Phosphorylierungsstellen an 5.294 Peptiden
identifiziert werden, welche sich auf 1.887 Proteine verteilen. Eine Phosphorylierung der
IDHI konnte in dieser globalen Phosphoproteomanalyse nicht identifiziert werden. Dies weist
auf die Notwendigkeit der Immunprizipitation fiir eine umfassende Beschreibung der

posttranslationalen Modifikation eines bestimmten Zielproteins hin. Eine Analyse der
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Verteilung der Phosphorylierungen auf die Aminosduren Serin, Threonin und Tyrosin zeigte
sowohl fiir die IDH1 wild-typischen NSC/NPCs als auch fiir die IDHI mutierten NSC/NPCs
eine gleiche Aufteilung: ~95 % Serine, ~5 % Threonine und ~1 % Tyrosine, dies entspricht in
etwa der in der Literatur bekannten Verteilung (Ding ef al., 2007). Jensen und Larsen (2007)
haben bereits gezeigt, dass die Verwendung von Titandioxid Partikeln fiir die Anreicherung
von Phosphopeptiden zu einer iiberproportionalen Identifizierung von monophosphorylierten
Peptiden fiihrt. Auch dies spiegelt sich in der Analyse der NSC/NPCs, beziiglich der Anzahl
an mono-, di- und triphosphorylierten Peptiden, wider: 59 % monophosphorylierte Peptide,
37 % diphosphorylierte Peptide und 4 % triphosphoylierte Peptide. Eine mogliche Erklarung
hierfiir ist die stirkere Bindung der multiphosphorylierten Peptide an das Trigermaterial, so
dass die Peptide bei der spiteren Elution nicht mehr von dem Trigermaterial geldst werden

konnen.

5.6.2 Biologische Diskussion

Die Analyse der Phosphoproteine, welche jeweils exklusiv fiir die IDH1 wild-typischen oder
mutierten NSC/NPCs identifiziert wurden, zeigte, dass 356 (18,6 %) Phosphoproteine
ausschlieBlich in den IDH1 wild-typischen NSC/NPCs identifiziert wurden und 184 (9,6 %)
nur in den IDH1 mutierten Zellen. Innerhalb der ausschlieBlich in den /DHI mutierten
NSC/NPCs detektierten phosphorylierten Proteinisoformen zeigte eine Untersuchung der
biologischen Prozesse eine signifikante Anreicherung von Proteinen, die in die Bindung von
p53 involviert sind. Insgesamt konnten vier Proteine dieser Gruppe zugeordnet werden:
Mdm2 (E3 Ubiquitin-Protein Ligase 2), Ep300 (E1A bindendes Protein p300), Noc2l
(Nukleolar Komplex Protein 2) und Chd8 (Chromodoméne DNA bindendes Protein 8).
Sowohl Mdm?2 als auch Chd8 sind beschriebene negative Regulatoren des Tumorsuppressors
p53 (Nishiyama et al.,, 2009; Yang et al, 2008). Die Aktivitit von p53 schiitzt den
Organismus durch programmierten Zelltod oder Zellzyklusarrest vor genomischer Instabilitit
durch beispielsweise DNA-Schiden. Eine verminderte Aktivitdt oder der Verlust von p53
erhoht somit das Risiko der Zellentartung und der Entstehung von malignen Zellen (Attardi
und Jacks, 1999). Watanabe et al. (2009) konnten zeigen, dass die IDH1 Mutation bereits vor
einer Mutation von p53 auftritt, welche in ca. 65 % der niedriggradigen IDH1 mutierten
Tumore vorkommt, und somit eine Rolle als onkogener Treiber in der frithen Phase der
Tumorgenese nahelegt. Nishiyama et al. (2009) konnten zeigen, dass Chd8 an p53 bindet und
so dessen Aktivierung verhindert. Ein Zusammenhang zwischen der Chd8 Aktivierung und

dessen Phosphorylierung ist bislang zwar nicht beschrieben, jedoch ist im Hinblick auf die
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regulatorischen Effekte durch Phosphorylierungen (Hunter, 2000) eine Aktivitdtsverdnderung
durch diese durchaus denkbar. Mit Mdm?2 ist hingegen ein Protein in seiner phosphorylierten
Variante detektiert worden, welches fiir die Ubiquitinylierung von p53 verantwortlich ist,
welche wiederum zum Abbau von p53 iiber das Proteasom fiithrt (Haupt et al., 1997). Fiir die
humane Mdm?2 ist bereits bekannt, dass eine Phosphorylierung am Serin 166 die
Ubiquitinylierung von p53 aktiviert und somit dessen Abbau einleitet (Amato et al., 2009). In
dieser Arbeit konnte eine, exklusiv in den IDHI mutierten murinen neuralen Stamm- und
Vorlduferzellen, auftretende Phosphorylierung der Mdm2 am Serin 183 detektiert werden.
Durch die grole Homologie (86 % Sequenziibereinstimmung) zwischen der humanen und
murinen Variante und der &hnlichen Region innerhalb der Proteinsequenz konnte diese
Phosphorylierung moglicherweise einen dhnlichen Effekt wie die S166 Phosphorylierung in
humanem Material haben, zur Aktivierung der Mdm2 fiihren und so zur negativen
Regulierung von p53. Molenaar et al. (2014) weisen darauf hin, dass das Auftreten der IDH1
Mutation zu einer verringerten NADPH Menge in den Zellen fithrt und dies wiederum
gesteigerte ROS-Konzentrationen hervorruft. Zudem konnten Son ef al. (2012) darlegen, dass
ROS, wahrscheinlich durch Oxidation, die Aktivierung verschiedener Kinasen zur Folge
haben kann. Somit konnte das frithe Auftreten der IDH1 Mutation wéhrend der Entstehung
von Gliomen, durch verdnderte NADPH und daraus resultierenden verdnderten ROS Mengen
ein aberrantes Phosphorylierungsmuster herbeifiihren. Im Falle der Mdm2 und Chd8 konnte
dies zu deren Aktivierung und in der Folge zu einer negativen Regulierung von p53 fiihren
(Abbildung 30). Auf diese Weise konnte die friihe Mutation der IDH1, unabhéingig von 2-HG,
einen dhnlichen Effekt wie die pS3 Mutation bereits vor deren Auftreten in der Tumorgenese

hervorrufen.
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Abbildung 30: Mogliche negative Regulierung von p53 durch IDH1 Mutation induzierte
Phosphorylierungen. Durch die IDH1 Mutation verdnderte NADPH und ROS Mengen konnten iiber die
Aktivierung von Kinasen zur Phosphorylierung p53-bindender Proteine fithren. Auf diese Weise wird p53
moglicherweise in seiner Funktion inhibiert und dadurch ein onkogener Effekt, dhnlich der in der Tumorgenese

spater auftretenden p53 Mutation, bewirkt. Die aufgestellte Hypothese ist in Rot dargestellt.

5.7 Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe der Proteomanalyse gezeigt werden, dass die
Expression von mutierter IDHI1 unter Zellkulturbedingungen sowohl in der Gliomzelllinie
U87MG, als auch in den neuralen Stamm- und Vorlduferzellen einen geringen nachweisbaren
Einfluss auf das Gesamtproteom hat. Ebenso lassen die vergleichbaren Interaktome der
beiden IDHI-Isoformen vermuten, dass die mutierte IDH1 scheinbar keine alternative
Funktion als die bisher beschriebene verdnderte enzymatische Aktivitidt hat. Demnach legen
die gefundenen Unterschiede auf Ebene des Phosphoproteoms und die daraus abgeleitete

Hypothese der Phosphorylierung von p53 Inhibitoren eine indirekte Rolle der mutierten IDH1
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aufgrund der verdnderten Enzymaktivitit und der damit assoziierten verdnderten ROS-
Konzentrationen nahe. Um die bisher unklaren Funktionszusammenhidnge der mutierten
IDH1, die unabhidngig von der Funktion des Onkometaboliten 2-Hydroxyglutarat sind,
interpretieren zu konnen, sollten in Zukunft die Verdnderungen auf Ebene der Redox-
Regulation im Fokus des Interesse stehen. Aus diesem Grund sollte zum einen die Rolle der
ROS-induzierten Aktivierung von Kinasen nédher analysiert werden und zum anderen sollten
ROS-abhingige Signalwege untersucht werden. Die verdnderte Redox-Homdostase konnte
zudem die gegensinnige Rolle der mutierten IDHI hinsichtlich ihres frithen Auftretens
wihrend der Tumorgenese durch Inhibierung von p53, sowie durch Apoptose der
Tumorzellen in Folge der Erhohung der ROS-Konzentration durch Chemo- und Radiotherapie

wihrend der Behandlung von Patienten erkléren.
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Abbildung 31: Netzwerk der differenziellen Proteine der HA-IDH1 mutierten Proben im Vergleich zu den
HA-IDH1 Wild-Typ iiberexprimierenden Proben. Nach der Durchfiihrung eines Zwei-Proben-T-Tests (p <
0,05) zeigen 101 Proteine eine differenzielle Expression. 99 dieser Proteine waren signifikant hoch- und zwei

runterreguliert (rot markiert). Das Netzwerk wurde mittels der STRING Software erstellt.
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Abbildung 32: Normalisierte Abundanzen von ACAT2 und ALDOA. Diese Box-Plots zeigen die
normalisierte Abundanz von zwei differenziell exprimierten Proteinen zwischen den IDH1 wild-typischen und
mutierten Proben. ACAT2 ist in den HA-IDHI mutierten Proben signifikant herunterreguliert
(Abundanzunterschied 2,4) wohingegen ALDOA eine Hochregulation (Abundanzunterschied 1,9) zeigt.
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Abbildung 33: Normalisierte Abundanz von ACLY. Dieser Box-Plot zeigt die normalisierte Abundanz von
einem differenziell exprimierten Protein, exemplarisch gezeigt zwischen den IDH1 mutierten Proben und den

Leervektor-Kontrollen. ACLY ist signifikant hochreguliert in den IDH1 Proben.

105



Anhang

Tabellen

Tabelle 6: Ubiquitinylierungen, welche nach Immunprizipitation und LC-MS/MS Analyse der wild-
typischen bzw. mutierten IDH1 zugeordnet werden konnten.

identifiziert in

Position IDHIwt | IDHImut
K27

K29 X X
K115 X X
K126 X X
K151 X X
K164 X X
K203 X X
K212 X X
K224 X X
K243 X X
K270 X X
K301 X X
K321 X X
K345 X X
K350 X X
K381 X X
K400 X X
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Tabelle 7: Proteine, die eine differentielle Regulation zwischen U§7MG IDH1wt und IDHImut aufweisen (Filterkriterien: p-Wert < 0,05; mind. 2 quantifizierte
Peptide) (Seite 107 bis 110).

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanz- Gruppe mit hoherer Gruppe mit niedrigerer
unterschied Abundanz Abundanz
Cytochrome P450 1B1 Q16678 0.008 2.32 IDH1mut IDH1wt
Beta-1,4-galactosyltransferase 1 P15291 0.031 2.03 IDH 1mut IDH1wt
Sodium- and chloride-dependent taurine transporter P31641 0.006 2.41 IDH1mut IDH1wt
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 P19823 0.011 2.22 IDHImut IDH1wt
Myosin regulatory light polypeptide 9 P24844 0.003 2.83 IDHImut IDH1wt
Elongation factor Ts, mitochondrial P43897 0.034 1.62 IDH1mut IDH1wt
PITH domain-containing protein 1 Q9GZP4 0.022 1.79 IDH1mut IDH1wt
Anion exchange protein 2 P04920 0.027 1.8 IDH1mut IDH1wt
GMP reductase 2 QI9P2T1 0.04 2.87 IDHImut IDH1wt
CD166 antigen Q13740 0.048 2.01 IDH 1mut IDH1wt
F-box only protein 22 Q8NEZS5 0.013 3.05 IDH Imut IDH 1wt
Glutamate--cysteine ligase regulatory subunit P48507 0.036 1.94 IDH1mut IDH1wt
Thioredoxin reductase 2, mitochondrial QINNW7 0.009 2.6 IDHImut IDH 1wt
Caveolin-1 Q03135 0.024 2.02 IDHImut IDH1wt
Protein disulfide-isomerase TMX3 Q961J7 0.028 1.87 IDHImut IDH1wt
Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial P48735 0.017 1.85 IDHImut IDH1wt
N-acetylserotonin 095671 0.001 4.41 IDHImut IDHIwt
Serum albumin P02768 0.038 2.15 IDH1mut IDH1wt
Protein wntless homolog Q5T9L3 0.032 1.82 IDH1mut IDH1wt
Palladin Q8WX93 0.032 1.54 IDH1mut IDH1wt
Protein ERGIC-53 P49257 0.006 1.97 IDH 1mut IDH 1wt
Hemoglobin subunit delta P02042 0.003 2.11 IDH1mut IDH1wt
Protein FAMS0A Q14320 0.027 1.75 IDH1mut IDH1wt
AMP deaminase 2 Q01433 0.044 1.91 IDHImut IDHIwt
Transmembrane emp24 domain-containing protein 1 Q13445 0.015 1.51 IDH1mut IDH1wt
WD repeat-containing protein 3 QIUNX4 0.015 343 IDH1mut IDH1wt
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanz- Gruppe mit hoherer Gruppe mit niedrigerer
unterschied Abundanz Abundanz
Tripartite motif-containing protein 47 Q96LD4 0.025 2.83 IDH 1mut IDH 1wt
V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 3 Q13488 0.001 5.72 IDHImut IDH1wt
Lysyl oxidase homolog 2 Q9Y4KO0 0.015 2.76 IDHImut IDH1wt
Collagen alpha-2(I) chain P08123 0 6.28 IDH Imut IDH1wt
Immunoglobulin superfamily member 8§ Q969P0 0.008 1.83 IDH1mut IDH1wt
Apolipoprotein M 095445 0.015 2.4 IDHImut IDH1wt
CD81 antigen P60033 0.001 2.45 IDH 1mut IDH1wt
Alpha-galactosidase A P06280 0.01 23 IDH1mut IDH1wt
Microsomal glutathione S-transferase 1 P10620 0.048 1.52 IDH1mut IDH1wt
Protein enabled homolog Q8N8S7 0.007 2.1 IDH1mut IDH1wt
UBX domain-containing protein 4 Q92575 0.007 1.69 IDH 1mut IDH1wt
Fatty acyl-CoA reductase 1 Q8WVX9 0.028 2.12 IDH1mut IDH1wt
Alpha-crystallin B chain P02511 0.027 2.68 IDH1mut IDH1wt
G-protein coupled receptor 56 Q9Y653 0.026 2.31 IDH1mut IDH1wt
Probable glutamate--tRNA ligase, mitochondrial QS5SJPH6 0.029 1.83 IDHImut IDH1wt
Ankyrin repeat domain-containing protein 13A Q8I1Z07 0.024 2.31 IDH1mut IDH1wt
Plasminogen activator inhibitor 1 P05121 0.034 1.72 IDH1mut IDH1wt
Reticulon-1 Q16799 0.046 1.77 IDH 1mut IDH 1wt
Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 Q15067 0.026 1.71 IDH1mut IDH1wt
Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NUBP1 P53384 0.048 1.88 IDHImut IDH1wt
Chitobiosyldiphosphodolichol beta-mannosyltransferase Q9BT22 0 7.38 IDH1mut IDH1wt
V-type proton ATPase subunit d 1 P61421 0.022 1.91 IDH1mut IDH 1wt
Lipase maturation factor 2 Q9BU23 0.047 2.38 IDHImut IDH1wt
Serine protease HTRA1 Q92743 0.012 2.64 IDH1mut IDH1wt
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 P13637 0.035 1.85 IDH Imut IDH1wt
Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 P13674 0.024 2.4 IDHImut IDH1wt
Golgi apparatus protein 1 Q92896 0.035 1.71 IDH Imut IDH1wt
FH1/FH2 domain-containing protein 1 Q9Y613 0.038 1.79 IDH1mut IDH1wt
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanz- Gruppe mit hoherer Gruppe mit niedrigerer
unterschied Abundanz Abundanz
Eukaryotic initiation factor 4A-11 Q14240 0.04 1.86 IDHImut IDH1wt
EH domain-containing protein 2 QINZN4 0.032 2.01 IDHImut IDH1wt
Peroxiredoxin-1 Q06830 0.023 1.62 IDH Imut IDH1wt
NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 P15559 0.035 1.67 IDH 1mut IDH1wt
Microtubule-associated protein 1A P78559 0.024 1.87 IDH1mut IDH1wt
Spliceosome RNA helicase DDX39B Q13838 0.022 1.69 IDH1mut IDH1wt
Putative adenosylhomocysteinase 2 043865 0.035 1.91 IDH1mut IDH1wt
Thioredoxin domain-containing protein 5 Q8NBS9 0.049 1.83 IDH Imut IDH1wt
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial P25705 0.042 1.73 IDH1mut IDH1wt
Aldose reductase P15121 0.024 1.61 IDH1mut IDH1wt
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 P05023 0.031 1.69 IDH1mut IDH1wt
Dihydropyrimidinase-related protein 2 Q16555 0.042 1.9 IDH1mut IDH1wt
Tubulin alpha-4A chain P68366 0.01 2.09 IDH 1mut IDH 1wt
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 000469 0.022 2.19 IDHImut IDH1wt
Fructose-bisphosphate aldolase A P04075 0.047 1.84 IDH1mut IDH 1wt
Cathepsin D P07339 0.034 1.74 IDH1mut IDH1wt
Transketolase P29401 0.024 1.76 IDH1mut IDH1wt
Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic Q16881 0.021 1.69 IDHImut IDH1wt
Catenin alpha-1 P35221 0.039 1.66 IDHImut IDH1wt
Fibronectin P02751 0.009 3.13 IDH1mut IDH1wt
Polymerase I and transcript release factor Q6NZI2 0.037 2.01 IDHImut IDH1wt
Prolyl 3-hydroxylase 1 Q32P28 0.002 2.13 IDH1mut IDH1wt
N-acetylgalactosaminyltransferase 7 Q86SF2 0.018 2.01 IDH1mut IDH1wt
Signal transducer and activator of transcription 3 P40763 0.034 1.84 IDH1mut IDH1wt
Adenine phosphoribosyltransferase P07741 0.015 2.13 IDH Imut IDH 1wt
Flavin reductase (NADPH) P30043 0.048 1.46 IDH1mut IDH1wt
Protein kinase C delta-binding protein Q969G5 0.025 2.5 IDHImut IDH1wt
S'-nucleotidase P21589 0.029 2.19 IDH 1mut IDH 1wt
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanz- Gruppe mit hoherer Gruppe mit niedrigerer
unterschied Abundanz Abundanz
Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial P05091 0.001 33 IDH1mut IDH1wt
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10 Q14694 0.048 1.78 IDHImut IDH1wt
Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial Q12931 0.044 1.52 IDH Imut IDH1wt
ATP synthase subunit P48047 0.02 1.59 IDHImut IDHI1wt
Heat shock protein beta-1 P04792 0.002 1.92 IDH1mut IDH1wt
Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 P60891 0.024 2.19 IDH1mut IDH1wt
Coactosin-like protein Q14019 0.02 2 IDHImut IDH1wt
Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-2 015460 0.013 243 IDH1mut IDH1wt
Phosphoserine aminotransferase Q9Y617 0.048 1.62 IDH1mut IDH1wt
Thioredoxin-like protein 1 043396 0.035 1.82 IDH1mut IDH1wt
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 P54709 0.037 1.64 IDH1mut IDH1wt
Early endosome antigen 1 Q15075 0.038 2.9 IDH1mut IDH1wt
Fructose-bisphosphate aldolase C P09972 0.028 1.97 IDH Imut IDH1wt
Argininosuccinate synthase P00966 0.003 2.2 IDHImut IDHIwt
Epoxide hydrolase 1 P07099 0.011 1.88 IDH1mut IDH1wt
Glucosylceramidase P04062 0.046 1.38 IDH1mut IDH1wt
Mannosyl-oligosaccharide glucosidase Q13724 0.031 1.98 IDH1mut IDH1wt
Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic Q9BWDI1 0.006 2.01 IDH1wt IDH1mut
YTH domain family protein 3 Q772739 0.029 1.62 IDH1wt IDH1mut

110




Anhang

Tabelle 8: Proteine, welche in den antikdrperbasierten IPs gegen IDH1, durchgefiihrt mit der US7MG Zelllinie, eine differenzielle Regulation zwischen den IDH1
Wild-Typ Zellen und den Antikorperkontrollen aufwiesen (Filterkriterien: p-Wert < 0,05; mind. 2 quantifizierte Peptide) (Seite 111 bis 113).

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanzunterschied
GEM-interacting protein QOP107 3.54E-11 10.69
Arf-GAP with coiled-coil, ANK repeat and PH domain-containing protein 2 Q15057 9.57E-07 10.13
Huntingtin-interacting protein 1 000291 4.24E-09 9.16
Microtubule-associated protein 1A E9PGC8 2.02E-10 8.67
Protein furry homolog-like 094915 1.76E-09 8.18
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 Q16630 2.99E-06 7.57
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 075874 1.96E-05 7.18
Centrosomal protein of 170 kDa Q5SW79 6.86E-06 6.32
Probable E3 ubiquitin-protein ligase MYCBP2 075592 2.47E-03 6.03
Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial P48735 2.27E-04 4.86
Homer protein homolog 3 QI9NSC5 4.36E-09 4.69
WASH complex subunit FAM21A;WASH complex subunit FAM21B Q641Q2 9.79E-07 4.68
Leucine zipper protein 1 Q86V48 1.01E-04 4.63
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 043809 9.65E-06 4.46
WASH complex subunit strumpellin Q12768 3.12E-06 4.29
Tubulin gamma-1 chain;Tubulin gamma-2 chain;Tubulin gamma chain P23258 3.55E-08 3.92
Disks large homolog 1 Q12959 1.41E-04 3.47
WASH complex subunit 7 Q2M389 3.68E-05 3.44
TRIO and F-actin-binding protein Q9H2D6 4.04E-04 3.34
60S acidic ribosomal protein P1 P05386 2.20E-02 3.26
Cell division cycle 5-like protein Q99459 2.12E-03 3.16
E3 ubiquitin-protein ligase Itchy homolog Q96J02 8.78E-04 3.15
Myosin-14 Q77406 4.30E-02 2.84
60S ribosomal protein L37a C9J4Z3 5.06E-03 2.78
Growth factor receptor-bound protein 2 P62993 5.24E-03 2.77
Putative ribosomal RNA methyltransferase NOP2 P46087 1.38E-04 2.72
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanzunterschied
AP-2 complex subunit sigma M0QZ21 1.20E-04 2.63
Beta-2-syntrophin Q13425 1.91E-04 2.52
Death-associated protein kinase 3 043293 5.28E-06 2.49
Serine/arginine-rich splicing factor 2;Serine/arginine-rich splicing factor 8 J3QLOS5 4.66E-02 2.45
Peripheral plasma membrane protein CASK 014936 4.82E-05 2.38
Nucleolar GTP-binding protein 1 QI9BZE4 1.59E-03 2.35
NEDD4-like E3 ubiquitin-protein ligase WWP2 000308 3.53E-03 2.25
RNA-binding motif, single-stranded-interacting protein 1 E7ETUS 1.94E-02 2.19
Nucleophosmin P06748 4.65E-05 2.18
Uncharacterized protein C70rf50 C9JQVO 8.24E-03 2.16
Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog Q8TDN6 5.05E-03 2.15
mRNA turnover protein 4 homolog Q9UKD2 1.51E-06 2.14
Heat shock 70 kDa protein 1A/1B P08107 2.15E-02 2.11
RNA-binding protein 28 QINW13 3.54E-05 2.11
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 P20042 5.98E-03 2.10
F-box/SPRY domain-containing protein 1 POC2W1 1.08E-02 2.09
60S acidic ribosomal protein P2 HOYDDS 4.19E-03 2.04
Utrophin P46939 1.47E-02 2.01
Nucleolin P19338 6.55E-07 2.00
SPRY domain-containing protein 3 Q8NCIJ5 1.99E-02 1.97
Myb-binding protein 1A Q9BQGO 1.96E-02 1.96
Nucleolar protein 56 000567 8.33E-03 1.95
60S ribosomal protein L35a P18077 1.63E-06 1.85
60S ribosomal protein L30 ESRI99 1.96E-06 1.85
60S ribosomal protein L21 P46778 1.62E-05 1.82
60S ribosomal protein L7 P18124 7.18E-06 1.78
60S ribosomal protein L8 P62917 1.11E-04 1.76
Heterochromatin protein 1-binding protein 3 Q5SSJ5 7.55E-03 1.75
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanzunterschied
60S ribosomal protein L12 P30050 2.46E-05 1.73
60S acidic ribosomal protein PO P05388 2.91E-06 1.68
60S ribosomal protein L6 Q02878 1.68E-04 1.63
ATP-dependent RNA helicase DDX18 QI9NVP1 8.51E-03 1.63
60S ribosomal protein L10a P62906 1.16E-06 1.61
60S ribosomal protein L18a MOR117 7.32E-06 1.58
60S ribosomal protein L7a P62424 1.95E-04 1.54
60S ribosomal protein L3 P39023 3.04E-05 1.51
60S ribosomal protein L28 P46779 3.82E-05 1.50
60S ribosomal protein L27 P61353 6.62E-05 1.50
60S ribosomal protein L13a P40429 6.27E-04 1.47
60S ribosomal protein L18 Q07020 3.33E-04 1.45
60S ribosomal protein L4 P36578 7.09E-05 1.39

113




Anhang

Tabelle 9: Proteine, welche in den antikdrperbasierten IPs gegen IDH1, durchgefiihrt mit der US7MG Zelllinie, eine differenzielle Regulation zwischen den IDH1
mutierten Zellen und den Antikorperkontrollen aufwiesen (Filterkriterien: p-Wert < 0,05; mind. 2 quantifizierte Peptide) (Seite 114 bis 115).

Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert Abundanzunterschied
Arf-GAP with coiled-coil, ANK repeat and PH domain-containing protein 2 Q15057 4.57E-07 9.58
GEM-interacting protein Q9P107 2.64E-08 9.45
Huntingtin-interacting protein 1 000291 1.80E-04 8.13
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 Q16630 4.49E-05 7.73
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 075874 1.27E-05 7.41
Protein furry homolog-like 094915 2.56E-04 7.37
Microtubule-associated protein 1A E9PGC8 5.50E-04 6.92
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 043809 4.30E-04 5.43
Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial P48735 1.70E-06 543
Homer protein homolog 3 QI9NSC5 2.76E-05 4.51
Tubulin gamma-1 chain;Tubulin gamma-2 chain;Tubulin gamma chain P23258 9.76E-04 4.50
E3 ubiquitin-protein ligase Itchy homolog Q96J02 2.35E-04 4.26
WASH complex subunit FAM21A;WASH complex subunit FAM21B Q641Q2 1.24E-04 4.19
WASH complex subunit strumpellin Q12768 2.54E-04 3.57
NEDD4-like E3 ubiquitin-protein ligase WWP2 000308 9.00E-04 3.46
Disks large homolog 1 Q12959 5.81E-03 3.01
Profilin-1 P07737 6.25E-03 2.90
WASH complex subunit 7 Q2M389 2.94E-03 2.82
Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog Q8TDN6 7.20E-03 2.70
Cell division cycle 5-like protein Q99459 5.99E-04 2.61
Beta-2-syntrophin Q13425 2.68E-03 2.53
RNA-binding motif, single-stranded-interacting protein 1 E7ETUS 7.29E-04 2.48
TRIO and F-actin-binding protein Q9H2D6 1.10E-02 2.45
Growth factor receptor-bound protein 2 P62993 3.03E-03 2.44
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 7 FSH669 4.09E-03 2.34
Nucleophosmin P06748 2.00E-03 2.25
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert Abundanzunterschied
Apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus G3V3B0 1.43E-03 2.04
Ribosomal RNA processing protein 1 homolog B Q14684 1.51E-03 1.97
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Tabelle 10: Proteine, welche in der IP gegen HA-gekoppelte wild-typische IDH1 nach Durchfiithrung einer subzelluliren Fraktionierung eine differenzielle
Regulation zwischen den IDH1 wild-typischen Zellen und den Leervektorkontrollen aufwiesen (Filterkriterien: p-Wert < 0,05; mind. 2 quantifizierte Peptide) (Seite

116 bis 126).

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 075874 7.80E-10 12.30
Transcription factor p65 Q2TAMS 3.79E-08 8.90
RNA-binding protein 3 P98179 0.002 3.79
7-dehydrocholesterol reductase E9PJ54 5.34E-05 3.07
Methionine aminopeptidase 2 F8VRR3 9.01E-06 2.89
Vasodilator-stimulated phosphoprotein P50552 0.025 2.78
Dynactin subunit 6 000399 0.008 2.69
PDZ domain-containing protein GIPC1 014908 0.027 2.68
EH domain-binding protein 1-like protein 1 Q8N3D4 0.037 2.60
Calpain-5 A0A087X0C8 0.002 2.48
Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1 043166 0.049 2.47
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6 Q15008 0.034 2.41
39S ribosomal protein L43, mitochondrial B1ALO5 0.054 2.41
Protein MON2 homolog Q723U7 0.003 2.40
Nuclear autoantigenic sperm protein P49321 3.37E-07 2.34
Ankyrin-2 161894 0.026 2.34
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 I3LOAO 0.071 2.22
UPFO0505 protein C160rf62 Q773])2 0.045 2.17
DCC-interacting protein 13-beta Q8NEU8 0.045 2.14
Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 000154 0.065 2.12
Macoilin Q8N5G2 0.001 2.09
Rho-related GTP-binding protein RhoE P61587 0.006 2.05
ATP synthase subunit d, mitochondrial 075947 0.046 2.01
Nuclear mitotic apparatus protein 1 AOAO087WY61 0.049 2.00
RNA polymerase II-associated protein 1 H3BRES 0.062 1.97
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Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
N-acylneuraminate cytidylyltransferase Q8NFWS 0.001 1.95
Proteasome inhibitor PI31 subunit Q5QPM7 0.024 1.95
Alanyl-tRNA editing protein Aarsdl C9J5N1 0.043 1.93
Diacylglycerol kinase zeta Q13574 0.008 1.93
Complex I assembly factor TIMMDC1, mitochondrial QO9NPLS 0.001 1.91
Protein-tyrosine-phosphatase Q5TGI12 0.075 1.90
39S ribosomal protein L22, mitochondrial E7ESLO 0.044 1.90
Copine-7 QI9UBL6 0.062 1.90
C2 domain-containing protein 2 Q9Y426 0.053 1.89
PITH domain-containing protein 1 Q9GZP4 0.011 1.87
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 P05026 1.69E-06 1.86
Argininosuccinate synthase P00966 0.001 1.83
Probable arginine--tRNA ligase, mitochondrial Q5T160 0.047 1.83
Protein C21o0rf2 043822 0.010 1.81
Uridine-cytidine kinase-like 1 QINWZ5 0.032 1.80
SUMO-activating enzyme subunit 2 QI9UBT2 0.017 1.79
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 B5MBZ8 0.067 1.77
Rho GTPase-activating protein 17 Q68EM7 0.052 1.77
Peroxiredoxin-2 P32119 0.026 1.74
tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase, mitochondrial FSWDR2 0.001 1.73
StAR-related lipid transfer protein 13 Q9Y3MS 0.029 1.70
Contactin-associated protein 1 P78357 0.017 1.69
Toll-interacting protein F272Y8 0.039 1.68
Ubiquitin-like protein ISG15 AO0A096LLNZ9 0.005 1.66
AP-4 complex subunit epsilon-1 QoUPMS 0.013 1.66
Tripartite motif-containing protein 47 Q96LD4 0.061 1.66
Gremlin-1 060565 0.018 1.64
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, mitochondrial Q96RQ3 0.003 1.62
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Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog K7ERT7 0.012 1.60
Probable cytosolic iron-sulfur protein assembly protein CIAO1 076071 0.032 1.60
Probable leucine--tRNA ligase, mitochondrial Q15031 0.037 1.57
Inositol monophosphatase 1 P29218 0.012 1.56
Signal transducing adapter molecule 2 075886 0.021 1.55
Exocyst complex component 1 QIONV70 0.021 1.51
ERO1-like protein alpha Q96HE7 0.004 1.51
Signal transducing adapter molecule 1 Q92783 0.036 1.46
Nestin P48681 7.71E-05 1.46
Coronin-1B QI9BR76 0.008 1.44
Synaptobrevin homolog YKT6 015498 0.000 1.38
Proteasome subunit alpha type-1 P25786 0.069 1.37
Optineurin Q96CV9 0.059 1.36
Protein kinase C delta type Q05655 0.068 1.32
Huntingtin-interacting protein 1 000291 0.000 1.31
Rho GTPase-activating protein 1 Q07960 2.49E-05 1.31
Proteasome activator complex subunit 1 Q06323 0.040 1.30
ER lumen protein-retaining receptor 3 043731 0.069 1.29
28S ribosomal protein S27, mitochondrial G5EA06 0.065 1.28
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial Q9HCCO 0.004 1.26
Protein SDA1 homolog F8WST7 0.065 1.24
Tumor suppressor p53-binding protein 1 Q12888 0.002 1.22
GTP-binding protein SAR1a QO9NR31 0.001 1.20
RRP12-like protein QSJTH9 0.042 1.20
39S ribosomal protein L41, mitochondrial QS8IXM3 0.014 1.20
Integrin alpha-3 P26006 0.046 1.18
Cathepsin K P43235 0.000 1.17
Next to BRCAL1 gene 1 protein Q14596 0.034 1.16
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Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
Misshapen-like kinase 1 Q8N4C8 0.013 1.16
Protein NDRG1 Q92597 0.002 1.15
Proteasome activator complex subunit 2 AO0A087X1Z3 0.001 1.15
Pleckstrin homology domain-containing family O member 1 Q53GLO 0.060 1.14
Elongation factor Tu GTP-binding domain-containing protein 1 Q77272 0.003 1.11
Sequestosome-1 Q13501 0.011 1.05
Phosphomevalonate kinase Q15126 0.016 1.04
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 E7EPAL1 0.028 1.02
Ras-related protein Rab-3B P20337 0.010 1.00
ER lumen protein-retaining receptor 2 P33947 0.013 0.96
Translation factor GUF 1, mitochondrial Q8N442 0.002 0.93
HEAT repeat-containing protein 5B QoP2D3 0.009 0.91
Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial QI9Y6NS 5.05E-06 0.90
Nuclear receptor-binding protein F8W6G1 0.015 0.89
Alpha-catulin QI9UBT7 0.006 0.89
Nicotinamide phosphoribosyltransferase P43490 0.000 0.88
Importin-7 095373 0.005 0.87
Poly [ADP-ribose] polymerase 9 Q8IXQ6 0.015 0.86
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 6 AOAVTI 0.000 0.86
BAG family molecular chaperone regulator 5 QIULI15 0.024 0.86
ATP-dependent RNA helicase DDX39A 000148 0.001 0.84
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mitochondrial | AOA087WXCS 0.038 0.83
Aldehyde dehydrogenase family 3 member B1 P43353 0.001 0.83
Gem-associated protein 4 13L2C7 0.002 0.83
Non-syndromic hearing impairment protein 5 060443 0.003 0.82
Glutathione S-transferase omega-1 P78417 0.004 0.82
Microsomal glutathione S-transferase 1 P10620 6.38E-05 0.81
Inorganic pyrophosphatase Q15181 0.001 0.80
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Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
Clathrin heavy chain AO0A087WVQ6 0.000 0.79
Cytosolic purine 5-nucleotidase P49902 0.007 0.79
Nucleoside diphosphate kinase Q32Q12 0.015 0.79
Target of Myb protein 1 060784 0.001 0.79
EPM2A-interacting protein 1 Q7L775 0.007 0.78
Transportin-1 Q92973 0.004 0.77
Hippocalcin-like protein 1 P37235 0.004 0.77
Glycine--tRNA ligase P41250 0.000 0.76
Fructose-bisphosphate aldolase A P04075 4.11E-05 0.75
Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 3 015254 0.010 0.75
Dynamin-1 Q05193 5.04E-05 0.75
Dedicator of cytokinesis protein 10 Q96BY6 0.000 0.74
Copine-3 075131 0.000 0.74
V-type proton ATPase subunit B, brain isoform P21281 0.000 0.73
Sorbitol dehydrogenase Q00796 0.003 0.72
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 Q9P0JO 0.009 0.71
Probable ATP-dependent RNA helicase DHX40 Q8IX18 0.037 0.71
Ubiquitin/ISG15-conjugating enzyme E2 L6 014933 0.041 0.71
HCLS1-binding protein 3 Q53T59 0.026 0.70
Tissue factor pathway inhibitor 2 P48307 0.033 0.69
Stress-70 protein, mitochondrial P38646 0.001 0.69
39S ribosomal protein L44, mitochondrial Q9H9J2 0.022 0.68
E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 Q14669 0.002 0.67
LIM domain and actin-binding protein 1 QI9UHB6 0.005 0.67
Ran GTPase-activating protein 1 P46060 0.001 0.67
Ras and Rab interactor 1 Q13671 0.006 0.67
Poly [ADP-ribose] polymerase 4 QI9UKK3 0.001 0.66
TBC1 domain family member 17 QI9HA65 0.034 0.66
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Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
Cathepsin D P07339 5.47E-05 0.66
Importin subunit beta-1 Q14974 0.008 0.66
Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein Q13492 0.001 0.66
39S ribosomal protein L21, mitochondrial Q7Z2W9 0.000 0.65
Citrate synthase B4DJV2 0.004 0.65
Tubulin-specific chaperone D J3KRO97 0.036 0.65
DCC-interacting protein 13-alpha QIUKGI 0.001 0.65
ATPase family AAA domain-containing protein 3B Q5T9A4 0.000 0.64
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase P54886 0.002 0.64
Disks large-associated protein 5 Q15398 0.007 0.64
Exportin-1 014980 0.000 0.64
Arf-GAP with GTPase, ANK repeat and PH domain-containing protein 3 Q9o6P47 0.005 0.64
Tubulin beta-6 chain Q9BUF5 0.026 0.64
2-5-oligoadenylate synthase-like protein Q15646 0.001 0.64
ATP-dependent RNA helicase DDX19A I3LOHS 0.003 0.63
Ras-related GTP-binding protein C Q9HBY0 0.030 0.63
Trafficking protein particle complex subunit 11 Q772392 0.015 0.63
Glucoside xylosyltransferase 1 Q4G148 0.001 0.63
Profilin C9J0J7 0.023 0.62
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 095352 0.001 0.62
Exocyst complex component 5 F8WIBS 0.011 0.61
Signal transducer and activator of transcription 2 P52630 0.002 0.61
T-complex protein 1 subunit alpha P17987 0.003 0.61
3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal P09110 0.006 0.61
Serine/threonine-protein kinase PAK 2 Q13177 0.004 0.61
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 Q01082 0.007 0.61
39S ribosomal protein L47, mitochondrial Q9HD33 0.001 0.60
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 P45974 0.007 0.60
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
39S ribosomal protein L4, mitochondrial K7ES61 0.008 0.60
Nuclear migration protein nudC Q9Y266 0.003 0.59
Proliferating cell nuclear antigen P12004 0.001 0.59
Peroxiredoxin-4 Q13162 0.000 0.59
Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial 060313 0.026 0.59
Triple functional domain protein 075962 0.001 0.58
Serum paraoxonase/arylesterase 2 J13QT77 0.008 0.58
Active breakpoint cluster region-related protein A0A0G2JQ41 0.001 0.58
Lysophospholipid acyltransferase 7 QI96N66 0.032 0.58
V-type proton ATPase subunit G 1 075348 0.009 0.58
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial P31930 0.003 0.57
Electron transfer flavoprotein subunit beta P38117 0.001 0.57
Galectin-1 P09382 0.005 0.57
Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 Q13813 0.011 0.57
KIF1-binding protein Q96EKS5 0.003 0.57
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-associated protein 1 Q07666 0.018 0.57
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-3 Q01970 0.001 0.57
Tubulin-specific chaperone E Q15813 0.005 0.57
Glutathione peroxidase AO0A087WUQ6 0.002 0.56
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 P22314 0.000 0.56
Filamin-C Q14315 0.000 0.56
Golgi resident protein GCP60 QO9H3P7 0.006 0.56
DNA excision repair protein ERCC-6-like B5MDQO 0.003 0.56
Exportin-2 P55060 0.001 0.56
Dihydropyrimidinase-related protein 2 Q16555 0.001 0.55
Protein O-GlcNAcase 060502 0.001 0.55
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein P50851 0.023 0.55
Protein RUFY3 Q7L099 0.026 0.54

122




Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
Mitochondrial-processing peptidase subunit beta 075439 0.021 0.54
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 P49792 0.003 0.54
Protein transport protein Sec24A 095486 9.48E-05 0.54
268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 Q13200 0.001 0.54
Protein transport protein Sec24D 094855 1.11E-05 0.54
Hamartin Q92574 0.003 0.53
Glia maturation factor beta G3V4P8 0.026 0.53
F-box only protein 7 Q9Y3I1 0.023 0.53
Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 015067 0.011 0.53
Putative ATP-dependent RNA helicase DHXS57 Q6P158 0.012 0.53
Protein scribble homolog AO0A0G2INZ2 0.001 0.53
Dystrobrevin alpha Q9Y4J8 0.003 0.52
39S ribosomal protein L39, mitochondrial QINYKS 0.008 0.52
COP?9 signalosome complex subunit 2 B4DIHS5 0.006 0.51
39S ribosomal protein L19, mitochondrial P49406 0.007 0.51
ATP synthase subunit beta, mitochondrial P06576 0.018 0.51
E3 ubiquitin-protein ligase CBL AOAOUIRQXS 0.015 0.51
General vesicular transport factor p115 060763 0.005 0.51
Absent in melanoma 1 protein AO0AO0J9YWLO 0.005 0.51
60 kDa heat shock protein, mitochondrial P10809 0.001 0.51
T-complex protein 1 subunit delta P50991 0.021 0.51
Mannosyl-oligosaccharide glucosidase Q13724 0.007 0.51
Phosphofurin acidic cluster sorting protein 1 Q6VYO07 0.004 0.51
T-complex protein 1 subunit epsilon P48643 0.001 0.51
Rabankyrin-5 Q9P2R3 0.002 0.50
General transcription factor I1-1 P78347 0.021 0.50
Pentatricopeptide repeat domain-containing protein 3, mitochondrial Q96EY7 0.001 0.50
EF-hand domain-containing protein D2 Q96C19 0.012 0.50
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
TBC1 domain family member 23 QINUYS 0.015 0.50
Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X Q93008 0.008 0.50
Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC4 Q5GLZ8 8.34E-05 0.50
tRNA (guanine(26)-N(2))-dimethyltransferase K7EQQS8 0.008 0.49
GTP-binding protein RAD P55042 0.002 0.49
Helicase-like transcription factor AO0A0C4DGA6 0.004 0.49
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 Q99714 0.006 0.49
Ras-related protein Rab-34 ASMYQ9 0.008 0.49
Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 014964 0.002 0.49
Cytoplasmic aconitate hydratase P21399 5.40E-05 0.48
Protein kinase C alpha type P17252 0.003 0.48
Cathepsin B P07858 0.005 0.48
T-complex protein 1 subunit beta P78371 0.005 0.48
Vacuolar protein sorting-associated protein 35 Q96QK1 0.021 0.48
Transcription factor 25 Q9BQ70 0.006 0.48
Rho guanine nucleotide exchange factor 6 Q15052 0.010 0.48
Microtubule-associated protein 1B P46821 0.000 0.47
Phosphatidylinositol 3-kinase AZMYT4 0.004 0.47
Alpha-soluble NSF attachment protein P54920 0.013 0.47
Mitochondrial glutamate carrier 1 Q9HI936 0.002 0.47
Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta P42224 9.63E-05 0.47
Multifunctional protein ADE2 P22234 0.015 0.46
Cullin-2 AO0AO0AOMTNO 0.019 0.46
Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial P08574 0.001 0.46
Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 P47895 0.001 0.46
39S ribosomal protein L37, mitochondrial QI9BZELl 0.016 0.46
Atlastin-3 Q6DD8S8 0.010 0.46
Heat shock protein 105 kDa Q92598 0.006 0.45
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
T-complex protein 1 subunit zeta P40227 0.002 0.45
Paxillin P49023 0.009 0.45
Minor histocompatibility antigen H13 Q8TCT9 0.013 0.45
MICOS complex subunit MIC27 AOAO87TWYEF7 0.007 0.44
FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1 Q9BQS8 0.013 0.43
Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform P50416 0.001 0.43
Lon protease homolog, mitochondrial K7EJES 0.008 0.43
Hexokinase-1 P19367 0.000 0.43
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic P11586 4.92E-05 0.42
Uncharacterized protein FLJ45252 AO0A096LP25 0.014 0.42
Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic P49588 0.000 0.42
T-complex protein 1 subunit gamma P49368 5.29E-05 0.42
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 095831 0.012 0.42
Vesicle-trafficking protein SEC22b 075396 0.009 0.42
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial P09622 0.001 0.42
Ribonucleoside-diphosphate reductase large subunit P23921 0.005 0.42
Rab GDP dissociation inhibitor beta P50395 0.001 0.42
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al F8W6I7 0.009 0.42
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 23 QOH3S7 0.001 0.41
Protein VAC14 homolog QO08AMO6 0.008 0.41
Aconitate hydratase, mitochondrial Q99798 0.011 0.41
Serine palmitoyltransferase 3 QINUV7 0.007 0.41
Importin-4 Q8TEX9 0.009 0.40
AP-2 complex subunit mu AOA087TWY71 0.003 0.40
268 protease regulatory subunit 7 P35998 0.003 0.40
NFX1-type zinc finger-containing protein 1 QO9P2E3 0.003 0.40
Heat shock-related 70 kDa protein 2 P54652 0.004 0.40
Nuclear pore complex protein Nup88 J3KMX1 0.000 0.40
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-1D p-Wert T-Test Unterschied
Calcyclin-binding protein QI9HB71 0.011 0.39
COP?9 signalosome complex subunit 6 E7EMo64 0.002 0.39
Ras-related protein Rab-9A P51151 0.010 0.39
Nuclear pore complex protein Nup155 E9PF10 0.006 0.39
Golgin subfamily A member 2 AO0A0C4DGS5S 0.004 0.39
PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 Q6Y7W6 0.004 0.38
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase CYLD QINQC7 0.009 0.38
Eukaryotic initiation factor 4A-1 P60842 0.008 0.38
COP?9 signalosome complex subunit 5 Q92905 0.007 0.37
Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase Q12797 0.006 0.37
Terminal uridylyltransferase 7 Q5VYS8 0.003 0.37
Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 Q86VP6 0.003 0.36
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 P26196 0.002 0.36
T-complex protein 1 subunit eta Q99832 0.001 0.36
ARF GTPase-activating protein GIT2 Ql4161 0.001 0.35
tRNA-splicing ligase RtcB homolog Q9Y310 0.002 0.35
Dynactin subunit 1 E7EX90 0.005 0.35
Programmed cell death 6-interacting protein Q8WUM4 0.003 0.35
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase P00492 0.001 0.34
ATP-dependent RNA helicase DDX1 Q92499 0.002 0.33
Protein transport protein Sec23A F5H365 0.003 0.33
Elongation factor 2 P13639 0.000 0.32
39S ribosomal protein L9, mitochondrial Q9BYD2 0.001 0.32
AP-3 complex subunit beta-1 000203 0.001 0.31
Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase P07814 0.003 0.30
Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial AOAO087WVM4 0.001 0.29
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha P17612 0.000 0.28
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Anhang

Tabelle 11: Proteine, welche in der IP gegen HA-gekoppelte mutierte IDH1 nach Durchfiihrung einer subzelluliiren Fraktionierung eine differenzielle Regulation
zwischen den IDH1 mutierten Zellen und den Leervektorkontrollen aufwiesen (Filterkriterien: p-Wert < 0,05; mind. 2 quantifizierte Peptide) (Seite 127 bis 137).

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 075874 3.25E-09 6.75
Clathrin heavy chain 2 P53675 0.014 4.52
39S ribosomal protein L43, mitochondrial B1ALO5 0.000 3.82
RNA-binding protein 3 P98179 0.003 3.75
Heme oxygenase 1 B1AHAS 3.59E-05 3.68
Copine-7 Q9UBL6 3.23E-07 3.22
Nucleolysin TIAR Q01085 0.032 3.08
AH receptor-interacting protein 000170 0.005 2.96
Mammalian ependymin-related protein 1 QoUM22 0.026 2.88
Methionine aminopeptidase 2 F8VRR3 4.79E-07 2.81
7-dehydrocholesterol reductase E9PJ54 7.71E-05 2.78
DnaJ homolog subfamily B member 4 QoUDY4 0.017 2.75
Galactosylgalactosylxylosylprotein 3-beta-glucuronosyltransferase 3 G3V150 0.038 2.70
Calpain-5 A0A087X0CS8 0.001 2.68
EH domain-binding protein 1-like protein 1 Q8N3D4 0.035 2.60
cGMP-dependent protein kinase 1 B1ALSO 0.076 2.58
Semaphorin-3C Q99985 8.56E-05 2.57
PDZ domain-containing protein GIPC1 014908 0.031 2.57
Kinesin-associated protein 3 Q92845 0.047 2.54
C2 domain-containing protein 2 Q9Y426 0.026 2.43
General transcription factor IIF subunit 2 P13984 0.080 2.39
Podocalyxin 000592 0.000 2.37
Type-1 angiotensin II receptor-associated protein Q6RW13 0.003 2.29
GRIP1-associated protein 1 Q4V328 0.064 2.25
Huntingtin-interacting protein 1 000291 9.23E-06 2.22
39S ribosomal protein L22, mitochondrial E7ESLO 0.029 2.22
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
DAZ-associated protein 1 K7EQ02 0.046 2.22
Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 000154 0.055 2.22
Protein-tyrosine-phosphatase Q5TGI12 0.060 2.06
Ras-related protein Rab-11A H3BMH2 0.028 2.04
NADH dehydrogenase [ubiquinone] complex I, assembly factor 7 C9J236 0.081 2.00
ATP synthase subunit d, mitochondrial 075947 0.049 1.98
PITH domain-containing protein 1 Q9GZP4 0.017 1.94
Membrane-associated progesterone receptor component 1 000264 0.024 1.94
Proteasome assembly chaperone 1 095456 0.017 1.92
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5 Q16718 0.023 1.88
Protein C21orf2 043822 0.017 1.88
Centrosomal protein of 41 kDa QI9BY VS 0.064 1.88
RNA polymerase II-associated protein 1 H3BRES 0.073 1.87
FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 3 Q5JSPO 0.048 1.86
ERI1 exoribonuclease 3 F6QUN3 0.001 1.86
Protein-arginine deiminase type-2 Q9Y2J8 0.014 1.83
Methyltransferase-like protein 7B AOAO87TWZT2 0.007 1.83
Annexin Al1 P50995 0.047 1.80
Chloride channel CLIC-like protein 1 Q96566 0.031 1.80
Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 2-beta-N-acetylglucosaminyltransferase P26572 0.027 1.79
Cell division cycle protein 27 homolog GS5EA36 0.000 1.79
Nuclear mitotic apparatus protein 1 AO0AO087WY61 0.029 1.75
Complex I assembly factor TIMMDC1, mitochondrial QONPLS 0.006 1.69
Centrosomal protein of 170 kDa protein B J3KQR7 0.042 1.67
Probable leucine--tRNA ligase, mitochondrial Q15031 0.025 1.67
Nuclear autoantigenic sperm protein P49321 0.011 1.65
39S ribosomal protein L41, mitochondrial Q8IXM3 0.006 1.64
SUMO-activating enzyme subunit 2 QI9UBT2 0.052 1.64
Nestin P48681 0.000 1.62
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Protein phosphatase 1F P49593 0.003 1.61
Rho GTPase-activating protein 17 Q68EM7 0.077 1.56
39S ribosomal protein L1, mitochondrial QI9BYD6 0.074 1.56
Ras-related protein Rab-3B P20337 0.000 1.53
Probable cytosolic iron-sulfur protein assembly protein CIAO1 076071 0.038 1.51
Protein FAM83G A6ND36 0.009 1.50
Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 P60891 1.13E-06 1.50
Protein AHNAK?2 Q8IVF2 3.66E-06 1.47
Apoptosis-stimulating of p53 protein 2 Q13625 0.024 1.45
Peroxiredoxin-2 P32119 0.051 1.43
Probable glutamate--tRNA ligase, mitochondrial H3BTB7 0.041 1.42
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B H3BTLI 0.027 1.40
Ankyrin repeat domain-containing protein 13A HOYINS 0.051 1.40
28S ribosomal protein S27, mitochondrial G5EA06 0.047 1.38
HIG1 domain family member 1A, mitochondrial C9JAWS 0.001 1.36
Inositol monophosphatase 1 P29218 0.016 1.35
Elongator complex protein 5 I3L1Q3 0.074 1.34
Argininosuccinate synthase P00966 0.001 1.31
Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog 096008 0.032 1.30
C-terminal-binding protein 1 Q13363 0.023 1.25
Eukaryotic translation initiation factor 1A, X-chromosomal P47813 0.011 1.24
Aldehyde dehydrogenase family 3 member B1 P43353 0.001 1.23
Signal transducing adapter molecule 1 Q92783 0.071 1.23
28S ribosomal protein S2, mitochondrial Q5T8AO 0.039 1.22
Secretory carrier-associated membrane protein 3 014828 0.031 1.21
Microsomal glutathione S-transferase 1 P10620 2.48E-05 1.17
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, mitochondrial QI96RQ3 0.040 1.15
HEAT repeat-containing protein 5B Q9P2D3 0.004 1.15
Spermidine synthase P19623 0.015 1.13
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase B5MEGS5 0.012 1.11
Synaptobrevin homolog YKT6 015498 0.002 1.10
Rho GTPase-activating protein 1 Q07960 0.000 1.10
GTP-binding protein SAR1a QO9NR31 0.004 1.09
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 E7EPALI 0.030 1.08
EPM2A-interacting protein 1 Q7L775 0.000 1.07
TBC1 domain family member 2A QIBYX2 0.001 1.07
Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial QI9HCCO 0.009 1.06
Synaptopodin Q8N3V7 0.001 1.05
Protein S100-A10 P60903 0.016 1.05
Nardilysin G3VIRS 0.045 1.04
Translation factor GUF1, mitochondrial Q8N442 0.002 1.00
Cystatin-B P04080 0.003 0.98
Elongation factor Tu GTP-binding domain-containing protein 1 Q772272 0.001 0.95
Cytochrome c oxidase assembly protein COX11, mitochondrial QI9Y6N1 0.002 0.95
Stress-70 protein, mitochondrial P38646 9.93E-05 0.94
ADP/ATP translocase 3 P12236 0.031 0.92
Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha, mitochondrial P53597 0.008 0.92
Golgi apparatus protein 1 Q92896 0.027 0.92
39S ribosomal protein L44, mitochondrial Q9H9J2 0.003 0.91
Proliferation-associated protein 2G4 QoUQR0O 0.017 0.89
Phosphomevalonate kinase Q15126 0.000 0.88
SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 1 Q7Z6B7 0.050 0.87
Cathepsin B P07858 2.57E-05 0.86
Electron transfer flavoprotein subunit beta P38117 0.001 0.85
ER lumen protein-retaining receptor 2 P33947 0.008 0.85
Metaxin-2 CI9JAZI1 0.001 0.84
39S ribosomal protein L19, mitochondrial P49406 0.002 0.84
Annexin A2 P07355 7.66E-05 0.84
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Target of Myb protein 1 060784 0.000 0.83
Vacuolar protein sorting-associated protein 53 homolog F6VX93 0.037 0.83
BH3-interacting domain death agonist P55957 0.032 0.82
39S ribosomal protein L28, mitochondrial Q13084 0.011 0.81
Tumor suppressor p53-binding protein 1 Q12888 0.007 0.81
Thioredoxin-related transmembrane protein 2 Q9Y320 0.018 0.81
Dedicator of cytokinesis protein 10 QI96BY6 0.000 0.80
Alpha-catulin QI9UBT7 0.001 0.80
28S ribosomal protein S18a, mitochondrial Q5QPAS 0.037 0.80
Palladin Q8WX93 0.002 0.79
Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial QI9YO6NS5 0.000 0.79
39S ribosomal protein L39, mitochondrial QIONYKS 0.000 0.79
ATP-dependent RNA helicase DDX19A I3LOHS 0.014 0.79
Filamin-C Q14315 0.000 0.79
Sorbitol dehydrogenase Q00796 0.000 0.79
Signal peptidase complex catalytic subunit SEC11A P67812 0.027 0.78
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7 095352 0.000 0.78
Myosin regulatory light polypeptide 9 P24844 0.005 0.78
Nicotinamide phosphoribosyltransferase P43490 0.000 0.78
3-ketoacyl-CoA thiolase, peroxisomal P09110 0.002 0.77
Focal adhesion kinase 1 HOYBP1 0.003 0.76
Inorganic pyrophosphatase QI15181 0.001 0.75
39S ribosomal protein L4, mitochondrial K7ES61 0.002 0.75
Hexokinase-1 P19367 2.99E-05 0.75
39S ribosomal protein L15, mitochondrial Q9P015 0.018 0.75
Protein QIL1 AO0A140TAS86 0.009 0.75
Dihydropyrimidinase-related protein 2 Q16555 0.000 0.74
Histone chaperone ASF1B QIONVP2 0.012 0.74
Non-syndromic hearing impairment protein 5 060443 0.002 0.73
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
39S ribosomal protein L13, mitochondrial QI9BYDI1 0.003 0.73
Mannosyl-oligosaccharide glucosidase Q13724 1.65E-06 0.73
Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial 060313 0.013 0.73
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 P49792 0.001 0.72
GTP-binding protein RAD P55042 0.022 0.72
Transcription factor 25 Q9BQ70 0.000 0.72
Growth arrest and DNA damage-inducible proteins-interacting protein 1 QS8TAES 0.044 0.71
Copine-3 075131 0.003 0.71
Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein Q13492 0.000 0.71
SUN domain-containing protein 2 Q9UH99 6.31E-06 0.71
39S ribosomal protein L37, mitochondrial QI9BZE1 0.004 0.71
39S ribosomal protein L49, mitochondrial Q13405 0.004 0.70
39S ribosomal protein L10, mitochondrial Q7Z7H8 0.011 0.70
39S ribosomal protein L21, mitochondrial Q7Z2W9 0.003 0.70
39S ribosomal protein L47, mitochondrial Q9HD33 0.005 0.69
MICOS complex subunit MIC27 AOAO87TWYEF7 0.002 0.68
Ubiquitin/ISG15-conjugating enzyme E2 L6 014933 0.007 0.67
Rabankyrin-5 Q9P2R3 0.001 0.67
Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial P08574 0.000 0.67
Intraflagellar transport protein 172 homolog QIUGO1 0.026 0.66
Teneurin-3 Q9P273 0.002 0.66
Mitochondrial glutamate carrier 1 Q9H936 0.002 0.66
Ubiquitin-associated protein 2 Q5T6F2 0.005 0.66
Clathrin heavy chain AO0A087WVQ6 0.001 0.66
TBC1 domain family member 23 QIONUYS 0.013 0.66
Dynamin-1 Q05193 9.93E-05 0.66
39S ribosomal protein L9, mitochondrial QI9BYD2 0.001 0.65
F-box only protein 7 QIoY3I1 0.001 0.65
Cathepsin K P43235 0.006 0.65
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial P31930 0.005 0.65
FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1 QI9BQS8 0.002 0.65
MICAL-like protein 1 Q8N3F8 0.016 0.64
Tubulin beta-3 chain Q13509 0.000 0.64
BMP-2-inducible protein kinase QINSY1 0.017 0.64
39S ribosomal protein 124, mitochondrial Q96A35 0.037 0.63
Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta P42224 0.001 0.63
Disks large-associated protein 5 Q15398 0.004 0.63
ATPase family AAA domain-containing protein 3B Q5T9A4 0.002 0.63
39S ribosomal protein L38, mitochondrial Q96DV4 0.001 0.63
Poly [ADP-ribose] polymerase 9 Q8IXQ6 0.009 0.62
Paxillin P49023 3.99E-05 0.61
Tubulin alpha-4A chain P68366 0.001 0.61
Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK Q09666 0.000 0.61
Ribosome maturation protein SBDS A0A087X020 0.007 0.61
T-complex protein 1 subunit alpha P17987 0.007 0.60
Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic AOAO087WSW9 0.006 0.60
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 Q7KZF4 0.009 0.59
Signal recognition particle receptor subunit alpha P08240 0.004 0.59
Aconitate hydratase, mitochondrial Q99798 0.001 0.59
Filamin-B 075369 0.000 0.59
V-type proton ATPase subunit C 1 P21283 0.008 0.58
Arf-GAP with GTPase, ANK repeat and PH domain-containing protein 3 Q9o6P47 0.002 0.58
Phosphatidylinositol 3-kinase ASMYT4 0.003 0.58
Peroxiredoxin-4 Q13162 0.000 0.58
Trafficking protein particle complex subunit 8 QI9Y2L5 0.012 0.57
Active breakpoint cluster region-related protein A0A0G2JQ41 0.001 0.57
Kinesin-like protein AOAO87TWWA3 0.005 0.57
Citrate synthase B4DJV2 0.002 0.57
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial P24539 0.023 0.57
Pyrroline-5-carboxylate reductase 2 Q96C36 0.008 0.56
Monoacylglycerol lipase ABHD12 Q8N2KO0 0.019 0.56
ATP-citrate synthase P53396 0.006 0.56
A-kinase anchor protein 1, mitochondrial Q92667 0.000 0.56
2-5-oligoadenylate synthase-like protein Q15646 0.002 0.56
SH3 domain-binding protein 4 Q9P0OV3 5.16E-05 0.56
268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 Q13200 0.000 0.56
Glycine--tRNA ligase P41250 0.001 0.56
Anion exchange protein 2 P04920 0.009 0.56
Proliferating cell nuclear antigen P12004 0.002 0.54
C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 4 060271 0.008 0.54
Glucoside xylosyltransferase 1 Q4G148 0.004 0.54
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial 095831 0.004 0.54
Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2 043237 0.022 0.53
ATP-dependent RNA helicase DDX39A 000148 0.001 0.53
Coiled-coil and C2 domain-containing protein 1A Q6P1INO 0.022 0.53
Sorting nexin-27 Q96192 0.007 0.53
Atlastin-3 Q6DDSS8 0.012 0.53
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase P54886 0.019 0.53
ATP-dependent RNA helicase DHX29 AOAO087WYNI 0.000 0.53
Glutathione S-transferase omega-1 P78417 0.002 0.52
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 075746 0.000 0.52
Microtubule-associated protein 1B P46821 0.001 0.52
4F2 cell-surface antigen heavy chain F5GZS6 0.005 0.52
Cathepsin D P07339 0.002 0.52
KIF1-binding protein Q96EKS5 0.009 0.51
Acyl-coenzyme A thioesterase 9, mitochondrial Q9Y305 0.015 0.51
Pentatricopeptide repeat domain-containing protein 3, mitochondrial Q96EY7 0.001 0.50
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial P34897 0.017 0.50
Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial P30048 0.009 0.50
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] 1 Q06210 0.002 0.49
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 P33121 0.001 0.49
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 1 Q14558 0.019 0.49
Ran GTPase-activating protein 1 P46060 0.017 0.49
Leucine-rich repeat-containing protein 59 Q96AG4 0.027 0.49
Pyrroline-5-carboxylate reductase AO0AO0AOMQSI1 0.020 0.49
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 P26196 0.018 0.49
Tyrosine--tRNA ligase, cytoplasmic P54577 0.006 0.48
Ribosomal protein S6 kinase alpha-3 P51812 0.002 0.48
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 P21796 0.002 0.48
Protein FAM91A1 Q658Y4 0.007 0.48
Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 Q13283 0.012 0.47
Poly [ADP-ribose] polymerase 14 Q460NS5 0.024 0.47
T-complex protein 1 subunit epsilon P48643 0.000 0.47
Triple functional domain protein 075962 0.002 0.47
Trans-3-hydroxy-L-proline dehydratase Q96EMO 0.023 0.47
PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 Q6YTW6 0.001 0.47
Mitochondrial-processing peptidase subunit beta 075439 0.009 0.47
Fructose-bisphosphate aldolase A P04075 0.005 0.46
Growth factor receptor-bound protein 2 P62993 0.002 0.46
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial P40939 0.002 0.46
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial P25705 0.007 0.45
Growth factor receptor-bound protein 10 Q13322 5.87E-05 0.45
Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial Q12931 9.65E-05 0.44
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial P09622 0.002 0.44
Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 1 Q5QPK2 0.020 0.44
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 Q01082 0.006 0.44
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
T-complex protein 1 subunit zeta P40227 0.000 0.44
MICOS complex subunit MIC60 Q16891 0.010 0.43
ARF GTPase-activating protein GIT2 Ql4161 0.001 0.43
CAP-Gly domain-containing linker protein 1 P30622 0.018 0.43
Poly [ADP-ribose] polymerase 4 QI9UKK3 0.003 0.43
Ras GTPase-activating protein nGAP QIUIJF2 0.007 0.42
Trafficking protein particle complex subunit 11 Q77392 0.002 0.42
NFX1-type zinc finger-containing protein 1 QO9P2E3 0.005 0.42
Uridine-cytidine kinase 2 QI9BZX2 0.016 0.42
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 P23634 0.005 0.42
Protein scribble homolog AO0AO0G2INZ2 0.011 0.42
AP-1 complex subunit beta-1 Q10567 0.015 0.42
Sorting nexin-17 Q15036 0.003 0.41
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3 P46734 0.002 0.41
ATP synthase subunit g, mitochondrial E9PN17 0.015 0.41
Prolow-density lipoprotein receptor-related protein Q07954 0.003 0.41
T-complex protein 1 subunit gamma P49368 7.13E-05 0.40
Golgin subfamily A member 2 AO0A0C4DGSS 0.004 0.40
Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase P07814 0.002 0.40
ARF GTPase-activating protein GIT1 Q9Y2X7 0.015 0.40
Vacuolar protein sorting-associated protein 35 Q96QK1 0.014 0.40
V-type proton ATPase subunit B, brain isoform P21281 0.004 0.39
WD repeat-containing protein 11 Q9BZH6 0.003 0.38
Minor histocompatibility antigen H13 Q8TCT9 0.008 0.38
Microtubule cross-linking factor 1 Q9Y4BS5 0.013 0.38
Echinoderm microtubule-associated protein-like 3 G3V195 0.003 0.38
Lethal(2) giant larvae protein homolog 1 AO0A087TWW77 0.001 0.38
Dynamin-1-like protein G8JLDS 0.005 0.37
268 protease regulatory subunit 4 P62191 0.002 0.37
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID p-Wert T-Test Unterschied
Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein 4 B77Z1.Q8 0.009 0.37
60 kDa heat shock protein, mitochondrial P10809 0.008 0.36
Serine/threonine-protein kinase WNK 1 F5GWT4 0.000 0.36
AP-2 complex subunit alpha-1 095782 0.004 0.36
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 P41091 0.008 0.36
E3 ubiquitin-protein ligase DTX3L Q8TDB6 0.007 0.36
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic P11586 0.002 0.35
DNA replication licensing factor MCM5 P33992 0.002 0.35
Clustered mitochondria protein homolog K7EIG1 0.000 0.35
Alpha-centractin P61163 0.001 0.35
Elongation factor Tu, mitochondrial P49411 0.000 0.34
E3 ubiquitin/[SG15 ligase TRIM25 Q14258 0.004 0.34
AP-1 complex subunit gamma-1 043747 0.004 0.34
Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform P50416 0.003 0.34
Polymerase I and transcript release factor Q6NZI2 0.002 0.33
Unconventional myosin-Ic FSHOE2 0.002 0.33
ATP-dependent RNA helicase DDX1 Q92499 0.006 0.32
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase P00492 0.001 0.28
Thyroid receptor-interacting protein 6 Q15654 0.001 0.28
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial D6RFMS5 0.000 0.27
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Anhang

Tabelle 12: Proteine, welche mindestens ein phosphoryliertes Peptid tragen und exklusiv in den
NSC/NPCs, welche die mutierte Form der IDH1 tragen, identifiziert wurden (Seite 138 bis 142).

Proteinbeschreibung Uniprot-ID

G patch domain-containing protein 1 Q9DBM1
Unconventional myosin-Ic QOWTI7
Lysine-specific demethylase 3B Q6ZPY7
AP-4 complex subunit epsilon-1 Q80V94
Bardet-Biedl syndrome 2 protein homolog QI9CWF6
Protein ALEX Q6ROH6
Titin A2ASS6
Scm-like with four MBT domains protein 1 Q9JMD1
Beta-adducin Q9QYBS
Protein lin-37 homolog QI9D8N6
Diacylglycerol kinase theta QO6PSES
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8§ Q09XV5
Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein 2 Q812E0
Uncharacterized protein C4orf46 homolog Q3UUX7
Protein bicaudal D homolog 1 Q8BRO7
Histone-lysine N-methyltransferase SETD1B Q8CFT2
Nucleolar complex protein 2 homolog Q9WV70
Poly(A)-specific ribonuclease PNLDC1 B2RXZ1
Aprataxin and PNK-like factor Q9D842
ELKS/Rab6-interacting/CAST family member 1 Q99MI1
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 2 Q6P549
Glycogen synthase kinase-3 alpha Q2NL51
Kelch domain-containing protein 2 Q4G5Y1
Segment polarity protein dishevelled homolog DVL-1 P51141
Pogo transposable element with KRAB domain Q80TC5
Tryptophan 2,3-dioxygenase P48776
Vacuolar protein sorting-associated protein VTA1 homolog QICR26
F-box/LRR-repeat protein 20 Q9CZV8
Proton-coupled amino acid transporter 2 Q8BHK3
ATP-binding cassette sub-family A member 13 QS5SSE9
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A P17742
Nuclear receptor-binding protein Q99J45
DNA replication licensing factor MCM4 P49717
SUN domain-containing protein 2 Q8BJS4
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1S Q02789
G1/S-specific cyclin-D1 P25322
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 16 Q9Z0W1
Spermatogenesis-associated protein 4 Q8K3V1
Sodium/hydrogen exchanger 7 Q8BLV3
Homeobox and leucine zipper protein Homez Q80WS88
Ankyrin repeat and BTB/P Q6GQWO
Multidrug resistance-associated protein 5 QI9R1X5
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID

Glycerol-3-phosphate acyltransferase 2, mitochondrial Q14DK4
Protein S E1U8DO0
14-3-3 protein theta P68254
Liprin-beta-2 035711
Golgin subfamily A member 4 QI91VWS
Putative uncharacterized protein ZNRD1-AS1 Q8ROES
Transcription elongation factor A protein-like 3 Q8ROAS
Heme oxygenase 1 P14901
E3 ubiquitin-protein ligase TRAF7 Q922B6
Rod cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit alpha P27664
Vesicle transport protein SFT2A Q5SSN7
1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2 Q5DU25
Src kinase-associated phosphoprotein 2 Q3UNDO
Zinc finger and BTB domain-containing protein 7A 088939
Ras-related protein R-Ras2 P62071
Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein Q9D8&98
Neuroligin-3 Q8BYMS5
Rho guanine nucleotide exchange factor 12 Q8R4H2
Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3 Q9Z2B5
Uncharacterized protein C12orf45 homolog Q9CX66
TAR DNA-binding protein 43 Q921F2
HIV Tat-specific factor 1 homolog Q8BGCO
Tripartite motif-containing protein 47 Q8COE3
Sortilin Q6PHUS
Uncharacterized protein KIAA1109 A2AAEl
Protein HIRA Q61666
Spartin Q8RI1X6
Ubiquitin-associated protein 2 Q91VX2
Nucleoside diphosphate kinase A P15532
Histone-binding protein RBBP7 Q60973
Chromatin assembly factor 1 subunit B QI9DON7
Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase MINDY-4 Q3UQI9
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4 P47809
Transcription factor Sp3 070494
Solute carrier family 35 member C2 Q8VCX2
Terminal uridylyltransferase 4 B2RX14
Apoptosis-stimulating of p53 protein 2 Q8CG79
BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like Q9Z2F7
Transducin-like enhancer protein 6 Q9WVB3
Cell division cycle protein 16 homolog Q8R349
DNA fragmentation factor subunit alpha 054786
Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 4 QS8VED2
cAMP-regulated phosphoprotein 21 Q9DCB4
Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, skeletal muscle isoform P18826
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID

Pericentrin P48725
Exocyst complex component 2 Q9D4H1
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 P11881
SH3 domain-binding protein 4 Q92116
GAS2-like protein 1 Q8JZP9
Probable histidine--tRNA ligase, mitochondrial Q99KK9
Low-density lipoprotein receptor-related protein 4 Q8VI56
Homer protein homolog 3 Q99JP6
FH2 domain-containing protein 1 Q3ULZ2
E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 Q4U2R1
SNF-related serine/threonine-protein kinase Q8VDUS
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AQ QI9CX86
Putative monooxygenase p33M Q9DBN4
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1 Q8BJQ2
Lysine-specific demethylase 2A P59997
Actin filament-associated protein 1-like 2 Q5DTUO
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 Q8R574
Repressor of RNA polymerase III transcription MAF1 homolog Q9DOU6
TBCI1 domain family member 24 Q3UUG6
E3 ubiquitin-protein ligase RBBP6 P97868
Leucine rich adaptor protein 1 Q9D6I9
StAR-related lipid transfer protein 3 Q61542
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha P05132
TNFAIP3-interacting protein 1 Q9WUUS
SRSF protein kinase 1 070551
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 35 Q9DS8CS
Trinucleotide repeat-containing gene 6A protein Q3UHKS
Inactive phospholipase C-like protein 1 Q3USB7
Myocyte-specific enhancer factor 2C Q8CFNS5
Spindle and kinetochore-associated protein 3 Q8C263
Integrin alpha-4 Q00651
Histone acetyltransferase p300 B2RWS6
TBCI1 domain family member 10A P58802
Engulfment and cell motility protein 1 Q8BPU7
Serine/threonine-protein kinase LMTK?2 Q3TYD6
F-box only protein 2 Q80UW2
Mdmz2-binding protein Q8BJSS8
ATPase SWSAP1 Q8VCI7
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 QI9IMALI
Trinucleotide repeat-containing gene 6C protein Q3UHCO
Zinc finger MYM-type protein 2 QICU65
Roquin-1 Q4VGLo6
SURP and G-patch domain-containing protein 1 Q8CHO02
Coiled-coil domain-containing protein 22 QIJIG7
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID

Putative adenosylhomocysteinase 3 Q68FL4
Alpha-enolase P17182
RE1-silencing transcription factor Q8VIG1
PDZ and LIM domain protein 1 070400
Fos-related antigen 2 P47930
Protein canopy homolog 4 Q8BQ47
Retrotransposon-derived protein PEG10 Q7TN75
CD2-associated protein Q9JLQO
REST corepressor 1 Q8CFE3
FAS-associated factor 1 P54731
Vacuolar fusion protein M Q6PDGS
Autophagy-related protein 16-1 Q8C0J2
Monoacylglycerol lipase ABHD2 Q9QXMO
Transcription initiation factor TFIID subunit 6 Q62311
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2 P58801
Signal recognition particle 14 kDa protein P16254
Adiponectin receptor protein 1 Q91VH1
Zinc finger SWIM domain-containing protein 8 Q3UHHI1
E3 ubiquitin-protein ligase Mdm?2 P23804
Nuclear factor of activated T-cells 5 QIWV30
Serine/arginine-rich splicing factor 3 P84104
Golgin subfamily A member 1 QICW179
Neuromodulin P06837
Adhesion G protein-coupled receptor L3 Q80TS3
Phosphatidylserine synthase 2 Q9Z1X2
Small integral membrane protein 13 E9Q942
Nucleoside diphosphate kinase B Q01768
Dedicator of cytokinesis protein 11 A2AF47
BTB/P Q80X66
Cell cycle exit and neuronal differentiation protein 1 QI9JKC6
Adrenodoxin, mitochondrial P46656
Histone deacetylase 5 Q972Ve6
Calcineurin subunit B type 1 Q63810
Sestrin-2 P58043
Bcl-2-binding component 3 Q99MLI1
Heat shock protein beta-1 P14602
Class E basic helix-loop-helix protein 40 035185
Integrator complex subunit 12 Q9D168
Transcription factor Dp-1 Q08639
Egl nine homolog 1 QI91YE3
1Q domain-containing protein E Q6PCQO
Ski-like protein Q60665
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm8 Q6ZWM4
c¢GMP-dependent 3',5'-cyclic phosphodiesterase Q92254
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID

Protein Drl Q91WVO
Deoxynucleotidyltransferase terminal-interacting protein 2 Q8R2M2
CREB-regulated transcription coactivator 1 Q68ED7
Microtubule-associated protein 9 Q3TRRO
Lysine-specific demethylase 4B QI1VYS5
Filamin-B Q80X90
Interstitial collagenase A Q9EPL5
Coiled-coil domain-containing protein 85A Q5SP85

Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family A member 1 B2RUIJS5

SRA stem-loop-interacting RNA-binding protein, mitochondrial QI9D8T7
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Anhang

Tabelle 13: Proteine, welche mindestens ein phosphoryliertes Peptid tragen und exklusiv in den
NSC/NPCs, welche die wild-typische Form der IDH1 tragen, identifiziert wurden (Seite 143 bis 151).

Proteinbeschreibung Uniprot-ID
RIMS-binding protein 2 Q80U40
WW domain-containing oxidoreductase Q91WLS
KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein 4 Q6P9J5
snRNA-activating protein complex subunit 1 Q8KO0S9
Centrosomal protein of 55 kDa Q8BTO07
AT-rich interactive domain-containing protein 3A Q62431
Protein TSSC4 Q9JHE7
Histone H2A deubiquitinase MYSM1 Q69766
Putative Polycomb group protein ASXL2 Q8BZ32
Calcipressin-3 Q9JKKO
Insulin gene enhancer protein ISL-2 QICXVO0
Fibroblast growth factor receptor 3 Q61851
Protein lin-54 homolog Q571G4
Sorting nexin-17 Q8BVL3
Microtubule cross-linking factor 1 Q3UHUS
mRNA decay activator protein ZFP36L2 P23949
Thyroglobulin 008710
DNA-directed RNA polymerase I subunit RPB1 P08775
Rap guanine nucleotide exchange factor 2 Q8CHG7
Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 14 A2ABVS5
5'-AMP-activated protein kinase catalytic subunit alpha-1 Q5SEG47
RNA-binding protein with serine-rich domain 1 Q99M28
Nuclear distribution protein nudE-like 1 QI9ERRI1
N-alpha-acetyltransferase 38, NatC auxiliary subunit Q9D2U5
AF4/FMR?2 family member 1 088573
Cell division cycle-associated protein 3 Q99M54
Kinesin-like protein KIF21B QI9QXL1
Glycogen synthase kinase-3 beta QIWV60
Cyclin-dependent kinase 2 P97377
Unconventional myosin-Va Q99104
Dnal homolog subfamily C member 21 E9Q8D0
Integrin alpha-E Q60677
Zinc transporter ZIP10 Q6P5F6
Sperm head and tail associated protein C4P6S0
Protein angel homolog 1 Q8VCUO0
Phosphorylated adapter RNA export protein Q9JJT9
Protein Noxp20 Q9D281
Cytosolic 5'-nucleotidase 1B Q91YE9
Transcriptional repressor CTCF Q61164
Cingulin P59242
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 P21278
Histone-lysine N-methyltransferase EZH2 Q61188
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID
AT-rich interactive domain-containing protein SA Q3U108
Translin-associated protein X QI9QZE7
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 Q64518
WD repeat-containing protein 48 Q8BHS57
Elongation factor 1-gamma QI9DENO
Kelch-like protein 9 Q6ZPT1
Phosphoribosylformylglycinamidine synthase Q5SURO
Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit QIWTKS
Centrobin Q8CB62
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1 QI1YS8
60S ribosomal protein L12 P35979
SET domain-containing protein 5 Q5XIV7
APC membrane recruitment protein 2 Q8CcCJ4
Plasminogen P20918
Guanine nucleotide-binding protein-like 3 Q8CI11
RABG6A-GEF complex partner protein 1 Q69Z2J7
G-protein coupled receptor-associated sorting protein 1 Q5U4Cl1
Leucine-rich repeat-containing protein 4B POC192
DNA ligase 3 P97386
Ral GTPase-activating protein subunit beta Q8BQZ4
Multiple PDZ domain protein Q8VBX6
Sodium bicarbonate cotransporter 3 Q8BTY2
Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, liver isoform Q8BWI3
Cyclin-T2 Q7TQKO
Protein Daple Q6VGSS
Coilin Q5SU73
Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 3 Q8BLB7
Protein FAM160B1 Q8CDMS
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta B9EKR1
EH domain-binding protein 1 Q69ZW3
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4 Q6PDQ2
E3 SUM 088907
ATP-dependent RNA helicase DDX24 QI9ESV0
ADP-ribosylation factor-like protein 13B Q640N2
Atherin D3YXKIl1
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM56 Q80VI1
Caskin-1 Q6PI9KS8
MKL/myocardin-like protein 1 Q8K4J6
WD repeat-containing protein 11 Q8K1X1
Dystonin Q91Z2U6
Krueppel-like factor 10 089091
Immunoglobulin superfamily DCC subclass member 4 QI9EQS9
DDBI1- and CUL4-associated factor 5 Q80T85
Protein SMG7 Q5RJH6
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID
ETS-related transcription factor Elf-1 Q60775
DnaJ homolog subfamily C member 2 P54103
Disks large-associated protein 5 Q8K4R9
MAPK regulated corepressor interacting protein 2 Q9CQB2
Dystrophin P11531
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A P51480
Suppressor of SWI4 1 homolog Q91YU8
Protein KRI1 homolog Q8VDQ9
Zinc finger protein ZFPM2 Q8CCH7
Zinc finger protein 703 POCL69
Msx2-interacting protein Q62504
Pre-mRNA-splicing factor 38B Q80SY5
Metastasis-associated protein MTA3 Q924KS8
WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 2 Q80W47
60S ribosomal protein L14 QI9CR57
G patch domain-containing protein 4 Q3TFKS5
StAR-related lipid transfer protein 13 Q923Q2
Nardilysin Q8BHG1
ATP-dependent RNA helicase DDX54 Q8K4L0
Serine/threonine-protein kinase TA QSF2E8
Little elongation complex subunit 1 E9Q286
Histone acetyltransferase KAT6A Q8BZ21
Origin recognition complex subunit 6 QIWUJ8
Partitioning defective 3 homolog B Q9CSB4
Multiple myeloma tumor-associated protein 2 homolog Q99LXS5
Centrosomal protein of 97 kDa Q9CZ62
Folliculin Q8QZS3
Cerebellar degeneration-related protein 2-like A2A6T1
CASP8-associated protein 2 QI9WUF3
Ubiquitin thioesterase Q7TQI3
TBC1 domain family member 4 Q8BYJ6
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 Q99145
RINGI and YY 1-binding protein Q8CCI5
Heparanase Q6YGZ1
STAGA complex 65 subunit gamma Q9CZVS5
F-box only protein 42 Q6PDJ6
Ribosome-binding protein 1 Q99PLS5
Transcription factor IIIB 90 kDa subunit Q8CFK2
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 45 Q8K387
cAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 7B Q9QXQl
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 P39689
Potassium voltage-gated channel subfamily A member 2 P63141
Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog Q80YNS3
Histone H1.2 P15864
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin Q91ZW3
subfamily A member 5

Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 Q91Z2X7
Zinc finger E-box-binding homeobox 2 QI9R0G7
Zinc finger protein 48 Q3US17
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] 2 Q972279
Plexin domain-containing protein 2 QI9DC11
Keratin, type I cytoskeletal 42 Q6IFX2
Calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic nucleotide phosphodiesterase 1B Q01065
Probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD2 Q8CDU6
Telomere length regulation protein TEL2 homolog Q9DC40
Tripartite motif-containing protein 3 QI9RI1R2
Kelch domain-containing protein 7A A2APT9
Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 and H4 lysine-20 specific 088491
Rab-3 A-interacting protein Q68EF0
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory subunit gamma isoform Q60996
Homeobox-containing protein 1 Q8BJA3
Tudor domain-containing protein 3 Q91W18
Rho GTPase-activating protein 1 Q5FWK3
Non-canonical poly(A) RNA polymerase PAPDS Q68ED3
Potassium voltage-gated channel subfamily H member 2 035219
Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 2 P59178
Fibronectin type III domain-containing protein 3B QO6NWWO
Leucine-rich repeat and calponin homology domain-containing protein 3 Q8BVUO
Cyclin-dependent kinase 17 Q8KO0DO
Protein FAMS53B Q8BGR5
Plexin-Cl Q9QzC2
FERM domain-containing protein 4A QS8BIE6
Citron Rho-interacting kinase P49025
Serine/threonine-protein kinase greatwall Q8COPO
Adhesion G protein-coupled receptor L2 Q8JZ277
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 14 Q62130
Translocon-associated protein subunit alpha QI9CY50
Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting multifunctional protein 1 P31230
Non-histone chromosomal protein HMG-14 P18608
Nucleus accumbens-associated protein 1 Q7TSZ8
Luc7-like protein 3 Q5SUF2
AP-2 complex subunit alpha-1 P17426
Poly(A) polymerase gamma Q6PCL9
Glucocorticoid receptor P06537
Protein Spindly Q923A2
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 088569
Nucleolar protein 7 Q9D7Z3
TNF receptor-associated factor 6 P70196
N-lysine methyltransferase SETD6 QICWY3
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID
AN1-type zinc finger protein 5 088878
LIM domain-containing protein ajuba Q91XC0
TNF receptor-associated factor 4 Q61382
Aladin P58742
Signal transducing adapter molecule 1 P70297
Proteasome subunit alpha type-3 070435
Ectoderm-neural cortex protein 1 035709
Methyl-CpG-binding protein 2 Q9Z2D6
Zinc finger protein 513 Q6PD29
Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NUBP1 Q9R060
Beta-actin-like protein 2 Q8BFZ3
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B Q60829
Metal transporter CNNM3 Q32NY4
B-cell CLL/lymphoma 7 protein family member C 008664
SHC-transforming protein 4 Q6S5L9
Histone-lysine N-methyltransferase 2B 008550
60S ribosomal protein L18a P62717
Dedicator of cytokinesis protein 6 Q8VDR9
Ancient ubiquitous protein 1 P70295
m7GpppX diphosphatase QI9DAR7
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3 QI9CPN8
Zinc finger CCHC-type and RNA-binding motif-containing protein 1 Q9CZ96
(E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating enzyme UBE2 Q6ZPJ3
WAS/WASL-interacting protein family member 2 Q6PEV3
3'-5' exoribonuclease 1 Q7TMEF2
Chromosome-associated kinesin KIF4 P33174
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpX-like, mitochondrial Q9JHS4
E3 ubiquitin-protein ligase CHFR Q810L3
Regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing protein 1A Q8VDS4
Gap junction alpha-1 protein P23242
DCC-interacting protein 13-alpha Q8K3HO
Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X P70398
Chromatin accessibility complex protein 1 Q9JKPS8
Cyclin-dependent kinase 4 P30285
Transcription factor S Q06831
Sodium channel modifier 1 Q8K136
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 21 Q9EPUS
Trimethylguanosine synthase Q923W1
Terminal uridylyltransferase 7 Q5BLK4
Serine/threonine-protein kinase Nek1 P51954
CCR4-N Q8C5L3
Calcium-activated potassium channel subunit alpha-1 Q08460
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 035737
Cell division cycle 5-like protein Q6A068
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID
Eukaryotic translation initiation factor 4H QIWUK2
Zinc finger protein 516 Q7TSH3
Melanoma-associated antigen H1 QINWGY
Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 Q80Y81
Zinc finger and BTB domain-containing protein 7C Q8VCZ7
Zinc finger CCCH domain-containing protein 14 Q8BJ05
Homeobox protein Nkx-6.1 QI99MA9
Presenilin-2 Q61144
BRISC and BRCA1-A complex member 1 Q3U143
Paired amphipathic helix protein Sin3a Q60520
Fas-binding factor 1 A2A870
ADP-ribosylation factor-like protein 6-interacting protein 4 Q9IM93
SH3 domain-containing kinase-binding protein 1 Q8RS550
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 36 B1AQJ2
Kalirin A2CG49
Tubulin beta-2A chain Q7TMM9
Protein unc-79 homolog QOKKS59
Protein sprouty homolog 1 Q9QXV9
Septin-7 055131
UAPS56-interacting factor Q91749
Prostate tumor-overexpressed gene 1 protein homolog Q91VU8
Ephrin type-A receptor 10 Q8BYGI
SLAIN motif-containing protein 1 Q68FF7
Solute carrier family 15 member 4 Q91W98
Nucleolar protein 3 Q9D1X0
WD repeat and FYVE domain-containing protein 3 Q6VNBS8
Transmembrane protein 132A Q922P8
AMME syndrome candidate gene 1 protein homolog QOJHTS
AN1-type zinc finger protein 6 QI9DCH6
Pleckstrin homology domain-containing family G member 5 Q66T02
Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family A member 2 P98084
Claspin Q80YR7
Ribosomal protein S6 kinase delta-1 Q8BLK9
Rho guanine nucleotide exchange factor 18 Q6P9R4
Neurogenic locus notch homolog protein 3 Q61982
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase MINDY-3 QI9CV28
Mitochondrial fission regulator 2 Q8VEDS
Eyes absent homolog 3 P97480
Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src P05480
Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic Q9DOR2
Nuclear speckle splicing regulatory protein 1 Q5NCR9
Protein quaking Q9QYS9
Sperm-associated antigen 5 Q7TME2
Twinfilin-1 QI91YRI1
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Proteinbeschreibung Uniprot-ID
WD repeat-containing protein 20 QI9D5R2
Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 Q3UPF5
Ribosomal L1 domain-containing protein 1 Q8BVYO0
Zinc finger and BTB domain-containing protein 22 Q9Z0G7
Sorting nexin-16 Q8C080
WD repeat-containing protein 81 Q5ND34
Transcription factor S P53783
Allograft inflammatory factor 1-like QI9EQX4
Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B Q9WV32
Neuroligin-2 Q69ZK9
Vasculin Q6NXH3
G1/S-specific cyclin-E1 Q61457
Tyrosine-protein kinase ABL1 P00520
PHD finger protein 6 Q9D4J7
Protocadherin-16 E9PVD3
Inactive tyrosine-protein kinase 7 Q8BKG3
Separin P60330
Krueppel-like factor 4 Q60793
Inositol hexakisphosphate kinase 1 Q6PD10
Uncharacterized protein KIAA0513 Q8ROA7
DNA polymerase alpha subunit B P33611
Hermansky-Pudlak syndrome 5 protein homolog P59438
DNA-binding protein SMUBP-2 P40694
Folliculin-interacting protein 2 Q80TD3
Protein FAM234B Q8BYI8
Amino-terminal enhancer of split P63002
ER membrane protein complex subunit 4 Q9CZX9
Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein 4 Q7TNO8
Methylmalonic aciduria and homocystinuria type C protein homolog Q9CZD0
YEATS domain-containing protein 2 Q3TUF7
YY1-associated factor 2 Q99LW6
Lamin-B receptor Q3U9G9Y
KATS regulatory NSL complex subunit 2 Q8BQR4
Protein ABHD15 Q5F2F2
Dystrophia myotonica WD repeat-containing protein Q08274
Armadillo repeat-containing X-linked protein 3 Q8BHS6
E3 ubiquitin-protein ligase CBL P22682
E3 UFM1-protein ligase 1 Q8CCJ3
Tight junction-associated protein 1 Q9DCDS5
SUN domain-containing ossification factor Q8C341
Transcription initiation factor TFIID subunit 9 Q8VI33
Zinc finger FYVE domain-containing protein 26 Q5DU37
26S proteasome regulatory subunit 6B P54775
E3 ubiquitin-protein ligase DZIP3 Q7TPV2
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 E2 Q91W82
Alpha-tubulin N-acetyltransferase 1 Q8K341
Zinc finger and BTB domain-containing protein 20 Q8KOL9
Zinc finger and BTB domain-containing protein 46 Q8BID6
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1A Q9ERT9
RADS1-associated protein 1 Q8C551
Transmembrane protein 131 070472
Sodium-dependent multivitamin transporter Q5U4D8
DNA replication licensing factor MCM6 P97311
TBC1 domain family member 8 Q9Z1A9
Protein FAM135A QO6NS59
Splicing factor 3A subunit 1 Q8K4Z5
Protein C-ets-1 P27577
DmX-like protein 1 Q6PNCO
Unconventional myosin-VI Q64331
Vacuolar protein sorting-associated protein 13A Q5H8C4
Polynucleotide 5'-hydroxyl-kinase N Q3TZX8
Low-density lipoprotein receptor P35951
TBC1 domain family member 22A Q8R5A6
Smoothelin Q921U8
E3 ubiquitin-protein ligase SHPRH Q7TPQ3
Ras-responsive element-binding protein 1 Q3UHO06
QI9EQW6
Activated CDC42 kinase 1 054967
Zinc finger protein 622 QI91VY9
Protein-associating with the carboxyl-terminal domain of ezrin Q9DBQ7
Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 P31650
Regulator of cell cycle RGCC QI9DBX1
Protein FAM193A Q8CGI1
Active breakpoint cluster region-related protein Q5SSL4
Transcription initiation factor TFIID subunit 9B Q6NZA9
Transmembrane and coiled-coil domain protein 3 Q8R310
Rab3 GTPase-activating protein catalytic subunit Q8ouJ7
Mitogen-activated protein kinase 4 Q6P5G0
Protein TALPID3 E9PVR7
Histone deacetylase 7 Q8C2B3
Rho-associated protein kinase 1 P70335
Kelch-like protein 17 Q6TDP3
Solute carrier family 15 member 2 Q9ES07
PHD finger protein 12 Q5SPL2
BCL-6 corepressor Q8CGN4
B-cell CLL/lymphoma 9 protein Q9D219
Tubby-related protein 3 088413
BTB/P Q8KOE1
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Anhang

Proteinbeschreibung Uniprot-ID
Apoptosis regulator Bcl-2 P10417
TRAF3-interacting protein 1 Q149C2
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein Q9ESEL1
Protein lin-9 homolog Q8C735
Potassium voltage-gated channel subfamily D member 2 Q9Z0V2
Cell death regulator Aven Q9DI9K3
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