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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Ein géngiges Modellsystem um initiale Prozesse der neuronalen Differenzierung zu untersuchen, ist
die humane Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y. Obwohl die durch Retinsdure induzierten Vorgange
zunehmend mit redox-sensitiven Prozessen in Verbindung gebracht werden, sind die molekularen
Auswirkungen auf die Proteine nicht vollstindig aufgeklart. In dieser Arbeit wurde daher der Einfluss
von oxidativen Verdnderungen wahrend der frithen Zeitpunkte der neuronalen Differenzierung des
Zellmodells mithilfe der Proteomanalyse untersucht.

Infolge des angewandten Differenzierungsprotokolls kommt es zu einer signifikanten Extension der
Neuriten, einem phéanotypischen Merkmal des neuronalen Differenzierungsprozesses. Mittels
quantitativer Massenspektrometrie wurden zwei Proteomanalysen durchgefiihrt, welche die
differenziellen Proteinabundanzen in einem dynamischen Verlauf zwischen 0-48Std. und nach
120Std. darstellen. Dadurch konnten verdnderte Abundanzen von Markerproteinen nachgewiesen
werden, die am Retinsdure-Signalweg (z.B. CRABP2) und der neuronalen Differenzierung (z.B.RET)
beteiligt sind. Unterstiitzt wurden diese Ergebnisse durch quantitative mRNA Daten. Einhergehend
mit der grofiten morphologischen Verdnderung nach 485td. legen auch die Proteomanalysen nahe,
dass die Zellen von einem proliferierenden in einen differenzierenden Zustand iibergehen. Die,
mithilfe von redox-sensitiven Sensoren (RoGFP2), durchgefiihrten Experimente weisen schliefslich auf
einen signifikanten Anstieg von zytosolischen H202 nach zweistiindiger Retinsaurebehandlung hin, an
dem wahrscheinlich eine Aktivitat des NADPH-Oxidase-Komplexes-2 beteiligt ist. Fiir die globale
Analyse von reversibel oxidierten Proteinen wurde ein redox-spezifisches Proteinanreicherungs-
protokoll etabliert, welches einen Nachweis mittels quantitativer Massenspektrometrie ermdglichte.
Wahrend zwischen 0-35td. nur <0,5% der Proteine eine Verdnderung in der Abundanz aufwiesen,
zeigten im Redox-Proteom nach 25td. Retinsdurebehandlung 275 (16%) der 1769 quantifizierten
cysteinhaltigen Proteine signifikante Unterschiede. Darunter solche mit bereits bekanntem Bezug zu
redox-sensitiven Prozessen und/oder der neurologischen Entwicklung (z.B.RAC1). Fiir 57 dieser 275
Proteine lieferten die Ergebnisse zudem Informationen iiber die potenziell reversibel oxidierten
Cysteine. SchliefSlich wurde gezeigt, dass eine Verdanderung des zelluldren Redoxzustandes, durch
Zugabe des Reduktionsmittels N-Acetylcystein oder des Radikalfangers Butylhydroxyanisol, sowohl
Auswirkungen auf die Abundanz von Markerproteinen hat als auch zu signifikant verkiirzten
Neuriten fiithrt. Dieses Experiment ist ein weiterer Hinweis darauf, dass zellulire Redoxprozesse an
der neuronalen Differenzierung des Zellmodells beteiligt sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Modelle vorgeschlagen, die die molekularen Auswirkungen
verdanderter ROS-Mengen erklédren. (1) ROS sind Teil des Autoregulationsmechanismus mit dem die
zelluldre Retinsdure-Homdostase kontrolliert wird. (2) Ein frithzeitiger ROS-Anstieg fiihrt zu gezielten

oxidativen Modifizierungen an Proteinen downstream des klassischen Retinsdure-Signalweges.



Zusammenfassung II

Potenziell redox-sensitive Proteine konnen dabei Teile von Signalkaskaden sein, die auf veranderte
energetische Bediirfnisse der neuronal differenzierenden Zelle reagieren und zu der Ausbildung

phénotypischer Merkmale beitragen konnen.



Summary III

Summary

The human neuroblastoma cell line SH-SY5Y is a common model system to study the initial phases of
neuronal differentiation. Although the progression induced by retinoic acid is increasingly associated
with redox-sensitive processes, the molecular effects on proteins are not fully elucidated. Here, the
influence of oxidative changes during the early stages of neuronal differentiation was investigated
using proteome analysis.

The applied differentiation protocol results in neurite outgrowth, a characteristic event of the neuronal
differentiation process. Using quantitative mass spectrometry-based proteomics changes in protein
abundance were analyzed in a dynamic time course between 0 - 48 h and after 120 h. In combination
with quantitative mRNA data, changes in marker proteins involved in the retinoic acid signaling
pathway (e.g. CRABP2) as well as neuronal differentiation (e.g. RET) were detected. Along with the
largest morphological change within 48 h, proteome analyzes indicates a cellular change from
proliferation to differentiation. Subsequently, experiments with redox-sensitive sensors (RoGFP2)
indicate a significant increase in cytosolic H20: after 2 h of retinoic acid treatment, probably involving
the activity of the NADPH oxidase-2 complex. A redox-specific protein enrichment protocol was
established to facilitate the global analysis of reversibly oxidized proteins by quantitative mass
spectrometry. While only <0.5% of the proteins showed a change in abundance between 0 -3 h, the
analysis of the redox proteome revealed profound changes after 2h of treatment. Out of 1769
quantified cysteine containing proteins, 275 showed a significant difference between retinoic acid
treated and control cells. Among these are proteins with known connections to redox-sensitive
processes and/or neurological development (e.g. RAC1). Furthermore, the results provided valuable
hints about the reversibly oxidized cysteines for 57 of these 275 proteins. Finally, the addition of
reducing agent N-acetylcysteine or the free radical scavenger butylated hydroxyanisole let to a change
in the cellular redox state, affected the abundance of marker proteins and reduced the neurite
elongation. This experiment is another indication that the cellular redox state is important for the
neuronal differentiation of the model.

Based on the data obtained in this thesis, two models were proposed explaining the molecular effects
of altered ROS levels. (1) ROS are part of the autoregulatory mechanism by which cellular retinoic acid
homeostasis is controlled. (2) An early increase in ROS leads to targeted oxidative modifications of
proteins downstream of the classical retinoic acid signaling pathway. Potentially redox-sensitive
proteins can be part of signaling cascades that react according to altered energetic needs of neuronal

differentiating cells and contribute to phenotypic characteristics.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1  Reaktive Spezies und oxidative Modifizierungen an Proteinen

Reaktive Sauerstoff-, Stickstoff- und Schwefelspezies, welche allgemein als ROS, RNS bzw. RSS
abgekiirzt werden, werden unter anderem als Antwort auf bestimmte intrinsische oder extrinsische
Stimuli generiert. Die Zeiten in denen reaktive Spezies (RS) lediglich als Indikatoren fiir zelluldren
Stress oder den Zelltod galten, sind langst iiberholt. Dahingegen beschiftigt sich ein stetig wachsendes
Forschungsfeld mit den feinen Regulationsmechanismen, die durch RS bedient werden konnen.
Neben der Atiologie und Progression von Krankheiten, z.B. bei neurodegenerativen Erkrankungen,
Krebs, Adipositas und Diabetes, spielen RS in vielen physiologischen Prozessen als intrazelluldre
Signalmolekiile eine wichtige Rolle, so z.B. bei der Kontrolle des Zellwachstums, der Proliferation, der
Differenzierung, der Zellmigration und der Apoptose (Finkel, 2003; Miller & Chang, 2007; S. G. Rhee,
2006; Ye, Zhang, Townsend, & Tew, 2015). Reaktive Spezies konnen mit nahezu jedem biologischen
Molekiil interagieren. Die oxidative Modifizierung von Proteinen représentiert einen eleganten
Mechanismus, wie ein oxidatives Signal in eine biologische Antwort iibersetzt werden kann (Paulsen
& Carroll, 2013). Diese streng kontrollierten und ausbalancierten Antworten beinhalten Protein-
Protein Interaktionen (Z. Guo, Kozlov, Lavin, Person, & Paull, 2010; Sobotta et al., 2015), katalytische
Aktivitat oder Ligandenbindungen (Andersen, 2004; Paulsen et al., 2012) sowie die Regulation von
diversen Proteinfunktionen und der Proteinstabilitat (Kulathu et al., 2013; Lee, Baek, Soetandyo, & Ye,
2013). Das prominenteste Target von oxidativen Modifizierungen an Proteinen ist die Aminosdure
Cystein, doch konnen auch die Aminosduren Histidin, Methionin, Tryptophan und Tyrosin

modifiziert werden.

1.1.1  Cystein als Ziel oxidativer Modifizierungen

Was aber macht das Cystein zu einem so interessanten Ziel? Cystein gehort neben Glutaminsaure,
Prolin und Tryptophan zu den am héiufigsten konservierten Aminosduren. Insbesondere Tryptophan
als groite und hydrophobste sowie Cystein als einzige Thiol-enthaltende Aminosaure, sind in Ihrer
Funktion schwer bzw. nicht zu ersetzen. Marino und Gladyshev argumentieren in einer ihrer
Arbeiten, dass die Konservierung der Cysteine einem hohen evolutiven Druck standhalten muss,
sodass eben diese funktionell relevanten Cysteinreste besonders stark von anderen Resten isoliert
werden und zudem innerhalb des Proteins verborgen liegen (Marino & Gladyshev, 2010). Cystein hat
einen besonderen Stellenwert in der Biologie. Das grofie polarisierbare Schwefelatom ist elektronen-
reich und als Thiol vorliegend eines der starksten Nukleophile eines Proteins. Anders, als bei der
relativ unreaktiven Thioetherform des Methionin-Schwefels, ist die Thiolform (Sulfhydryl/SH) des
Cysteins ionisierbar (Thiolatanion/S’). Dieser Wechsel zwischen protonierter und deprotonierter Form

ist entscheidend fiir die Reaktivitat des Cysteins und hangt von Faktoren wie der Sdurekonstante
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(pKa-Wert) der Thiolgruppe sowie dem vorliegenden pH-Wert ab (Marino & Gladyshev, 2010; Wall,
Oh, Diers, & Landar, 2012). Als mittlerer pKa-Wert der Thiol-Seitenkette von Cysteinen wird haufig
8,14 angegeben (Lide, 2010). Mafigeblich von dessen Mikroumgebung beeinflusst variiert der pKa-
Wert einer proteinogenen Thiolgruppe jedoch zwischen 2,5 und 12. Hieran sind insbesondere
benachbarte positiv geladene Aminosauren, Wasserstoffbriicken und die N-terminale Lokalisierung
des Cysteins an einer a-Helix (N-cap) beteiligt (Igbalsyah, Moutevelis, Warwicker, Errington, & Doig,
2006; Lutolf, Tirelli, Cerritelli, Cavalli, & Hubbell, 2001; Salsbury, Knutson, Poole, & Fetrow, 2008).
Zum Beispiel liegen die pKa-Werte fiir freies Cystein und dem ubiquitir vorkommenden
niedermolekularen Thiol Glutathion (GSH) bei 8,3 bzw. 8,8. In den aktiven Zentren von Enzymen
hingegen liegen teilweise pKa-Werte <3,5 vor. Wie etwa bei den zwei aktiven Cysteinen des thiol-
disulfide interchange protein (DsbA, Escherichia coli/E. Coli), welche pKa-Werte von 3,5 und 10 aufweisen
(Nelson & Creighton, 1994). Der Zusammenhang zwischen dem pKa-Wert und dem pH-Wert
verdeutlicht, warum nicht alle Cysteine die gleiche inhadrente Reaktivitat besitzen (Wall et al., 2012).
Waihrend ein Thiol mit hohem pKa-Wert von 8,4 bei einem physiologischen pH-Wert (7,4) nur zu 10%
als Thiolatanion vorliegt, sind es bei einem Thiol mit einem pKa-Wert von 6,4 bereits 90%. Damit ist
ein Thiol mit geringerem pKa-Wert reaktiver und wahrscheinlich auch zuganglicher fiir RS (Wall et
al., 2012). Einen weiteren Einfluss auf die Reaktivitdt hat zudem die Zuganglichkeit des Cysteins
innerhalb des Proteins. Das Cystein-Analogon Selenocystein besitzt eine dhnliche Reaktivitdt. Die
intrinsische Chemie unterscheidet sich jedoch aufgrund der stabilisierten deprotonierten Se-Form bei

einem geringeren pKa-Wert (~5,2; Copeland, 2005).

Da das Schwefelatom die Moglichkeit besitzt in verschiedenen Oxidationszustanden vorzuliegen (-2
bis +6), konnen eine Vielzahl von posttranslationalen Modifizierungen an den Cysteinen entstehen
(Cys-PTM, Abbildung 1.1). Jede dieser Cys-PTMs hat eine spezifische Reaktivitat, woraus spezielle
physiologische Eigenschaften folgen. Die Thiol-/Thiolatgruppe ist zuganglich fiir Alkylierungen durch
Elektrophile und kann zudem in eine Reihe weiterer Oxidationszustinde gebracht werden. Die
Reaktion mit einem Nitrosonium (NO*) fithrt zu einer Nitrosylierung. Durch Reaktion mit
Wasserstoffperoxid (H202) hingegen bildet sich in einer Zwei-Elektronen-Oxidation die sehr labile
und hochreaktive Sulfensaure (oder Sulfenylierung), welche als Ausgangspunkt fiir verschiedenste
Cys-PTMs dient. Die Geschwindigkeitskonstante mit der eine Sulfensdure weiter reagieren kann
variiert zwischen 20- 107 M-'Sek.”! (Winterbourn & Hampton, 2008). Die Reaktion mit Protein-Thiolen
fiihrt beispielsweise zu intra- oder intermolekularen Disulfiden und die Reaktion mit dem Tripeptid
GSH zu einer Glutathionylierung. Eine weitere Oxidation der Sulfensdure durch H20: fiihrt bei einer
deutlich langsameren Reaktionsgeschwindigkeit (0,1-100M"'Sek.") zu einer Sulfin- und letztlich

Sulfonsaure (Crane, Parsonage, Poole, & Claiborne, 1995; Peskin et al.,, 2007). Die weitestgehend
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irreversiblen Sulfin- und Sulfonsduren werden haufig mit Krankheiten und oxidativem Stress
assoziiert (Andersen, 2004; Klaunig & Kamendulis, 2004). Reagiert die Sulfen-, Sulfin- oder
Sulfonsdure mit einem benachbarten Amidstickstoff, entsteht das zyklische Sulfenyl-, Sulfin- bzw.
Sulfonamid. Sowohl die S-S- als auch die S-N-Bindung koénnen durch das Thioredoxin- oder
Glutathion-System wieder reduziert werden. Daher dienen diese Modifizierungen haufig als Schutz

vor einer Uberoxidation (C. Berndt, Lillig, & Holmgren, 2007).

R'SSR’
\rSNO — S(H) \—S—SR’ P \—SSOR’
Nitrosothiol ~ + NO’ Thiol/Thiolat Disulfid Thiosulfinat
H,0;- A
PAH,0 R'SH i
\—shR RNH, SOH RS 7% \—ss0.%’
Sulfenamid < > Sulfensaure H,0 )
Thiosulfonat
H?O Hzoz'n
s ‘Q\
\—SONR' SO,H 1
Sulfinamid Sulfinsaure H,0 \\—S—GSH
H,0;:- . Glutathion
~H,0
\ﬁsozmw SO,H
Sulfonamid Sulfonsaure

Abbildung 1.1 Oxidative Cystein-Modifizierungen.

Zunéchst wird durch H202 das Thiol/Thiolat zu einer Sulfensédure oxidiert. Die Sulfensdure kann unter erhdhten
H:02-Mengen/oxidativem Stress schnell zu einer Sulfin- oder Sulfonsdure oxidiert werden. Die hochreaktive
Sulfensaure kann eine Reihe weiterer Reaktionen eingehen. Reagiert diese mit einem benachbarten, freien oder
Disulfid-gebundenem Cystein, entsteht ein Disulfid. Eine Oxidation der Disulfide kann zu der Entstehung eines
Thiosulfinats oder Thiosulfonats fithren. Reagiert die Sulfensdure mit dem niedermolekularen Glutathion (GSH),
entsteht das spezielle gemischte Glutathion-Disulfid (Glutathion). Die Reaktion mit dem Amid des Peptid-
riickgrades hingegen fiihrt zu der Entstehung eines zyklischen Sulfenamids, welches ebenfalls zu den hoher
oxidierten Formen Sulfin- und Sulfonamid umgesetzt werden kann. Die Reaktion mit dem Nitrosoniumion (NO*)
fithrt zu einem Nitrosothiol. Die vereinfachte Darstellung wurde modifiziert nach S. E. Leonard & Carroll, 2011;
C. E. Paulsen & Carroll, 2013.

Die Vielzahl der grofitenteils reversiblen Cys-PTMs zeigt, wie hoch spezifisch und variabel eine
Modifizierung an einer einzelnen Aminosédure sein kann. Durch den besonderen Ionisierungszustand
der Cysteine, der damit einhergehenden Nukleophilie und Zuganglichkeit fiir redox-getriebene
Prozesse, werden die diversen Funktionen an Proteinen verschiedener Klassen ermdglicht. Cysteine
sind Strukturgeber, sie fungieren als sogenannte molekulare Schalter, ermdglichen Redoxkatalysen,
die Bindung von Metallionen oder dienen als katalytische Nukleophile (Abbildung 1.2; Giles, Giles, &
Jacob, 2003; Pace & Weerapana, 2013). Dies und der Balanceakt eines Cysteins zwischen produktiver
und pathogener Reaktivitit machen gleichermafien deutlich, warum das derzeitige Forschungsfeld in

diesem Gebiet rasant wachsend und zugleich ambitioniert ist.
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Abbildung 1.2 Funktionelle Rolle von redox-sensitiven Cysteinen.

Cysteine konnen in Proteinen als strukturgebende Elemente dienen. Dariiber hinaus fiithren sie diverse
Funktionen aus: als molekulare Schalter, bei der Redoxkatalyse, der Metallionen-Bindung oder als katalytische
Nukleophile. Abbildung aus Pace & Weerapana, 2013.

1.1.2  Reaktive Sauerstoffspezies

Sauerstoff ist ein zentrales Oxidationsmittel in aeroben Organismen und kann Oxidationszahlen von
+2 bis -2 zugeordnet werden. Aufgrund der starken Elektronegativitdt von Sauerstoff kommt es in fast
allen Verbindungen mit negativen Oxidationsstufen vor. Eine Ausnahme bilden Verbindungen mit
dem elektronegativeren Fluor (Sauerstofffluoride, Oxidationsstufe +2 und +1). Oxide bezeichnen
Verbindungen mit Sauerstoff in der Oxidationsstufe -2 (z.B. H:O und CO) und Peroxide (z.B. H20)
mit der Oxidationsstufe -1. Die Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung in Peroxiden ist labil und neigt zu einer
homolytischen Spaltung unter der Bildung von Radikalen (z.B. Superoxidanion/0,”, Oxidationsstufe -
1/2). Neben dem stabilen Triplett-Sauerstoff (*02), dem Grundzustand von Oy, existieren zwei erlaubte
und energetisch erreichbare Singulett-Zustdnde (O2) des Sauerstoffs (Jakubowski, 2008; Weiss, 2008).
Im Gegensatz zu dem reaktionstragen Triplett-Sauerstoff sind diese kurzlebig, hochreaktiv und
werden zu den ROS gezéhlt (Gerald Karp, 2004). Drei der haufigsten ROS in biologischen Systemen
sind das zuvor erwdhnte radikalische Superoxidanion, welches auch als Dioxid oder Hyperoxidanion
bezeichnet wird, das Hydroxylradikal (OH-) und H20: (Ye et al., 2015). Weitere Beispiele fiir
biologisch relevante ROS sind Hypochlorige Saure (HOCI) und verschiedene Stickstoff-Sauerstoff-
Verbindungen, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO), Peroxynitrit (ONOO") und Stickstoffdioxid (NOz).

Die biologisch relevanten ROS Superoxidanion, Hydroxylradikal und H>O: haben die Eigenschaft,
ineinander tiberfithrbar zu sein (Wilson & Gonzalez-Billault, 2015). Das Superoxidanion dismutiert
spontan mit hoher Geschwindigkeit zu H20:2 + Oz (~105M1Sek.") und wird zusétzlich durch die
10*xschnellere Superoxid-Dismutase (SOD)-katalysierte Reaktion (~10° M Sek.") umgesetzt (Gardner,
Raineri, Epstein, & White, 1995; Hsu et al., 1996; Tyler, 1975). H20O2 kann durch eine {ibergangs-
metallionenkatalysierte Reaktion (meist Fe?*/Cu*) in einem Ein-Elektronen-Transfer zu dem stark
oxidierenden Hydroxylradikal reduziert werden (Fenton-Reaktion). Diese Reaktion hangt weitest-

gehend von der Fe*-Zuginglichkeit in dem Zytoplasma ab (Nunez et al., 2012). Eine weitere
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Moglichkeit des H2O2-Abbaus besteht durch die Haber-Weiss-Reaktion, bei der H2O2 mit Superoxid-
anion reagiert und das Hydroxylradikal freigesetzt wird (Kehrer, 2000). Das Hydroxylradikal besitzt
ein Redoxpotential von etwa +2,3V und ist damit hochreaktiv und mit einer Halbwertszeit von
Tvi2=10°Sek. sehr kurzlebig (Giorgio, Trinei, Migliaccio, & Pelicci, 2007). Aufgrund der irreversiblen
Modifizierungen die Hydroxylradikale an Makromolekiilen vornehmen, besitzt diese Spezies eine
hohe biologische Toxizitat (Ye et al., 2015). Im Gegensatz dazu ist H2O:2 ein mildes Oxidationsmittel
(+0,32 V) und hat mit Tvi2=10°Sek. eine langere zelluldre Halbwertszeit (Giorgio et al., 2007). Die in
Tabelle 1.1 aufgefiihrten Reduktionspotentiale beziehen sich auf die Affinitdt zu Elektronen und sind
relativ zu Wasserstoff (0 V) angegeben. Verglichen mit dem Superoxidanion- und Hydroxylradikal,
besitzt H20: die geringste Reaktivitdt, die hochste Stabilitat und ist elektrisch neutral, was diese
Spezies zu einem ausgezeichneten Signalmolekiil macht (Giorgio et al., 2007).

Tabelle 1.1 Beispiele fiir biologisch relevante aktivierte Formen des Sauerstoffs.

Aufgrund der hohen Oxidationskraft werden die Intermediate zwischen molekularem Sauerstoff (O2) und Wasser
(H20) als reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnet. ROS besitzen verschiedene Eigenschaften, wie das
Reduktionspotential und die intrazelluldare Halbwertszeit (T12). Das Reduktionspotential beschreibt die Affinitat
einer Substanz fiir Elektronen und wird relativ zu Wasserstoff (0 V) gesetzt. Mit geringerem Reduktionspotential

steigen die Elektronegativitét einer Substanz und damit deren Oxidationskraft. Die Halbwertszeit beschreibt die
Stabilitat eines Molekiils. Tabelle und Text modifiziert nach Giorgio, Trinei et al. 2007 und Ye et al., 2015.

ROS
0, 0," H,0, OH~ H,0
Superoxidanion  Wasserstoffperoxid  Hydroxylradikal
Reduktionspotential (V) 0,94 0,32 2,31
Ty (Sek.) 10°® 10° 10°

1.2 Quellen reaktiver Sauerstoffspezies

Biologische Systeme sind einer kontinuierlichen Zufuhr an ROS ausgesetzt, welche sowohl durch
endogene Reaktionen als auch externe Quellen, wie z.B. UV-Lichtexposition, dem Metabolismus
verschiedener Medikamente und Xenobiotika, Zigarettenrauch und Strahlung, gebildet werden
konnen (L. B. Poole, 2015; Trachootham, Lu, Ogasawara, Nilsa, & Huang, 2008; Winterbourn &
Hampton, 2008). Zu den primdren Quellen der intrazelluliren ROS-Produktion gehoren die
Elektronentransportkette der Mitochondrien, das Endoplasmatische Retikulum (ER) und die NADPH-

Oxidase-Komplexe (NOX; Abbildung 1.3).
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NADPH-Oxidase-Komplex
NADPH NADP* + H*

Endoplasmatisches Retikulum

Abbildung 1.3 Quellen reaktiver Sauerstoffspezies.

Primédre Quellen von radikalischen und nicht-radikalischen reaktiven Sauerstoffspezies sind die Elektronen-
transportkette der Mitochondrien, das Endoplasmatische Retikulum und die NADPH-Oxidase-Komplexe.
Innerhalb der Zelle kénnen die biologisch relevanten ROS ineinander iiberfithrt werden. Die Aktivitdat der
Superoxidanion (O2) abbauenden Superoxid-Dismutasen (SOD) fiihrt zu der Freisetzung von H20z, welches
wiederum Fe?-katalysiert zu dem Hydroxylradikal (OH-) umgesetzt werden kann. GSH/GSSG: Glutathion in
reduzierter und oxidierter Form, ERO1: Oxidoreduktin-1, PDI: Protein-Disulfid-Isomerase, NADP+/NADPH:
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat/reduzierte Form. Modifiziert nach (Ye et al., 2015).

121  Mitochondriale Entstehung

Zur Gewinnung von Adenosintriphosphat (ATP) schleust die mitochondriale Elektronentransport-
kette (ETC) Elektronen von reduzierten metabolischen Komponenten wie Nicotinamidadenindi-
nukleotid (NADH) und FADH: iiber die vier Proteinkomplexe hin zu molekularem Sauerstoff,
welcher dabei zu Wasser reduziert wird. Der dabei entstehende Protonengradient iiber der mito-
chondrialen Membran dient der ATP-Gewinnung {iber den ATP-Synthase-Komplex-V. Waihrend
dieses Prozesses kommt es zu einem Einstrom von Elektronen in die mitochondriale Matrix (Komplex
I und III) und den Intermembranraum (Komplex III). Etwa 0,15-2% des aufgenommenen molekularen

Sauerstoffs werden durch die Elektronentransportkette zu Superoxidanionen reduziert (Chance, Sies,

& Boveris, 1979; St-Pierre, Buckingham, Roebuck, & Brand, 2002).
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Geht man von einer 70 kg schweren Person aus, liegt der Sauerstoffkonsum pro Tag, alleine fiir die
Umsetzung der benotigten Kalorien aus der Nahrung, bei etwa 21,6Mol (B. A. Wagner,
Venkataraman, & Buettner, 2011). Hieraus ergibt sich ein nicht zu vernachldssigender Anteil an ent-
stehendem Superoxidanionen und H:0: alleine aus der ETC. Verschiedene Krankheitsbilder werden
mit mitochondrialen Dysfunktionen und dadurch erhéhter ROS-Produktion in Verbindung gebracht,
wie neurodegenerative Erkrankungen, Krebs und Diabetes (de Moura, dos Santos, & Van Houten,
2010; Kirkinezos & Moraes, 2001; Victor, Rocha, Banuls, Bellod, & Hernandez-Mijares, 2011). Der
Organismus hat verschiedene Moglichkeiten, die mitochondriale Superoxidanionen-Produktion zu
kontrollieren, z.B. iiber das Zusammenspiel des Adaptorproteins p66(Shc) mit der Mangan-
Superoxid-Dismutase (Mn-SOD bzw. SOD2) oder durch Inhibierung der Pyruvat-Kinase M2, was zu
einer vermehrten Bereitstellung von Reduktionsdquivalenten aus dem Pentosephosphatweg fiihrt
(Anastasiou et al., 2011; Bernardi, Petronilli, Di Lisa, & Forte, 2001; Giorgio et al., 2005; Orsini et al.,

2004).

1.2.2  Enzymatische Entstehung

Bei oxidativem Stress kann es in dem ER vermehrt zu der Produktion von ROS kommen (Abbildung
1.3). Das ER dient als Protein-Faltungs-Maschinerie, bei der eine Vielzahl von Chaperonen und
Sensoren fehlgefaltete oder ungefaltete Proteine detektieren. Zu diesen gehoren die Enzyme Protein-
Disulfid-Isomerase (PDI) und das ER Oxidoreduktin-1 (ERO1), welche die oxidative Faltung im ER
kontrollieren (Tu, Ho-Schleyer, Travers, & Weissman, 2000). PDI spaltet und verkniipft Disulfid-
briicken von Proteinen und ist damit direkt an der korrekten Faltung der Proteine beteiligt (Townsend
et al, 2009). Regeneriert bzw. reoxidiert wird PDI durch EROI1, ein Prozess, bei dem unter O:-
Verbrauch H20: freigesetzt wird (Malhotra & Kaufman, 2007; Townsend et al., 2009; Tu et al., 2000).
Ebenfalls kommt es bei dem Hormon-Metabolismus des ERs zu einem Elektronenausstrom der
NADPH-Cytochrom-P450-Reduktasen, was zu einem Anstieg von Superoxidanion fiihrt (Cross &
Jones, 1991).

In vielen enzymatischen Reaktionen, die z.B. durch die Xanthin- und Aldehyd-Oxidasen oder die
Ham-Peroxidasen katalysiert werden, entsteht das Superoxidanion, welches zu H:0: dismutiert, als
Nebenprodukt (de Groot & Littauer, 1989; G., 2009). Die Autooxidation von reduziertem Flavin-
Mononukleotid (FMNH:), reduziertem Flavin-Adenindinukleotid (FADH:) und Aldehyden kann
ebenfalls zu einem Anstieg von Superoxidanionen fiithren (J, 1999; Tyler, 1975). Der Abbau von
Superoxidanionen durch die SOD fiihrt, wie zuvor beschrieben, zu der Entstehung von H:0:. Es
existieren drei Isoformen des Metall-enthaltenden Enzyms: SOD1 (Kupfer-Zink) an der Plasma-
membran, dem Zytoplasma und dem Nukleus, SOD2 (Mangan) welches hauptsdchlich in den

Mitochondrien lokalisiert ist und die in der extrazelluliren Matrix lokalisierte SOD3 (Kupfer-Zink)
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(Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009; Nightingale et al., 2012; Trachootham et al., 2008). Die Expression
und Aktivitat von SOD3 wird direkt mit der Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in
Verbindung gebracht (Kemp, Gray, Mallam, Scolding, & Wilkins, 2010; Nightingale et al., 2012). Eine
Vielzahl von Enzymen bildet H2O2 ohne Superoxidanion als Intermediat, z.B. Xanthin-, Glukose-,
Lysyl-, Monoamin- und D-Aminosadure-Oxidasen. Auch wird dieses in dem peroxisomalen Signalweg
wahrend der beta-Oxidation von Fettsduren freigesetzt (Finkel, 1998; Kamata & Hirata, 1999; Niimura,
Poole, & Massey, 1995). Eine weitere RS-Quelle sind aktivierte Phagozyten des Immunsystems, die an
der Entstehung von Hypochlorsduren beteiligt sind (Hackam et al., 1997; Klebanoff, 2005; Lukacs,
Rotstein, & Grinstein, 1990; Pitt, Mayorga, Stahl, & Schwartz, 1992; Winterbourn, Hampton, Livesey, &
Kettle, 2006; Winterbourn & Kettle, 2013).

Eine wichtige Quelle von zellulirem ROS sind die NOX-Komplexe (Abbildung 1.3). Die Stimulation
verschiedener Zelloberflichenrezeptoren fiihrt zu einer Aktivierung der NOX-Komplexe, woraufhin
diese erhohte Mengen von Superoxidanionen generieren, welches spontan oder enzymkatalysiert zu
H20:> dismutiert (Bedard & Krause, 2007). NOX-abgeleitetes H2O: fungiert als Signalmolekiil in einer
Vielzahl von Signalwegen, beispielsweise bei der all-trans-Retinsdure (Retinsdure)-induzierten
neuronalen Differenzierung, der platelet-derived growth factor (PDGF)-induzierten Signaltransduktion
in vaskularen glatten Muskelzellen, der mechano-chemo-Transduktion im Herzen und den epidermal
growth factor (EGF)-induzierten Signalwegen (Bae et al., 1997; Dickson, Gatie, Spice, & Kelly, 2017; Nitti
et al.,, 2010; Prosser, Ward, & Lederer, 2011; Sundaresan, Yu, Ferrans, Irani, & Finkel, 1995; Wen,
Hwang, & Kelly, 2012; Zhu et al., 2016). Abhédngig von dem Zell- und Gewebetyp werden sieben
verschiedene Mitglieder beschrieben: NOX1-5 sowie die zwei Dualen-NADPH-Oxidasen DUOX1 und
DUOX2. Alle Enzyme der NOX-Familie sind Transmembranproteine, die Elektronen durch die
Membran transportieren, um Superoxidanion zu produzieren. Ihnen liegen bestimmte konservierte
Struktureigenschaften vor. Sie besitzen eine C-Terminale NADPH- und eine FAD-Bindestelle, sechs
konservierte Transmembrandoméanen und vier hoch konservierte Ham-bindende Histidine in der
zweiten und fiinften Transmembrandomiéne. Hinzu kommen Isoform-spezifische Regulations-
mechanismen, wie die Calciumbindung oder die Bindung von Co-Aktivator-Proteinen (Bedard &
Krause, 2007). Aktiviertes NOX transportiert Elektronen von zytoplasmatischen NADPH {iiber FAD
sowie Ham-Cofaktoren {iiber die Plasmamembran und die intrazelluliren Membranen auf
molekularen Sauerstoff, wodurch Superoxidanionen produziert werden. Das Superoxidanion
dismutiert spontan oder enzymkatalysiert zu H:0: und O:. DUOX1 und DUOX2 werden
extrazelluldre Peroxidasedoménen zugesprochen, die eine direkte Zwei-Elektronen-Reduktion von O:
zu H2O: katalysieren (Ameziane-El-Hassani et al.,, 2005). H20: gelangt nun durch Diffusion oder

Aquaporin-Kanéle in die Zelle und kann dort als Signalmolekiil fungieren. Proportional zu der ROS-
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Produktion steigt die intrazelluldre Protonenkonzentration an und fiihrt zu einer lokalen Ansauerung.
Hierdurch kommt es zu einer positiven Nettoladung auf der ROS-produzierenden Seite, was
wiederum den Elektronenfluss anregt. Eine Studie in Phagosomen zeigte, dass ein nicht-selektiver
Kationenkanal (transient receptor potential cation channel subfamily M member-2/TRPM2) durch NOX-
stammende ROS aktiviert wird und die Plasmamembran wieder depolarisiert (Di et al., 2012). Durch
diesen Mechanismus kann die Intensitdt und Dauer der NOX-induzierten ROS-Produktion reguliert

werden (Di et al., 2012).

Eine bisher nicht geklarte Frage ist, wie ein ortsspezifischer Effekt von H2O2 ausgelost werden kann.
Eine Hypothese schldgt vor, dass Aquaporine zu NOX-reichen, sogenannten lipid rafts (Cholesterin-
reiche Bereiche in Zellmembranen), dirigiert werden (Ishikawa, Cho, Yuan, Inoue, & Nakae, 2006).
Abhiéngig von Stimulus und Zelltyp wurde bereits mehrfach gezeigt, dass es zu einer zeitlichen und
raumlichen Ansammlung von NOX-Proteinen in [ipid rafts oder fokalen Adhédsionen sowie
subzelluldren Kompartimenten, wie dem ER und Nukleus, kommt (Basuroy, Bhattacharya, Leffler, &
Parfenova, 2009; Chen, Craige, & Keaney, 2009; Meischl et al., 2006; Serrander et al., 2007; Weyemi et
al., 2012; Wu et al., 2005).

1.2.3  Kontrolle des zelluliren Redoxstatus

Wie ist es moglich, dass in der Zelle sowohl eine ausgeglichene Redox-Homoostase als auch eine
spezifische Redox-Signalweiterleitung existieren? Um ROS als Signalmolekiil zu nutzen, ist die
Kontrolle der ROS-Menge entscheidend (Wilson, Munoz-Palma, & Gonzalez-Billault, 2018). Eine
addquate Balance zwischen der Bildung und der Eliminierung von ROS wird durch verschiedene pro-
und antioxidative Signalwege gewdhrleistet (Y. Zhang et al.,, 2011). Dabei spielen verschiedene
enzymatische und nicht-enzymatische Komponenten eine Rolle, deren funktionelle Redundanz

verdeutlicht, wie essentiell dieses Zusammenspiel ist (Ye et al., 2015).

Der Redoxzustand einer Zelle basiert im Wesentlichen auf den relativen Mengen der reduzierten und
oxidierten Formen von sogenannten Redoxpaaren. Neben den zuvor erwahnten Redoxpaaren aus
oxidiertem und reduziertem Glutathion (GSSG/GSH), Thioredoxin (TXNox/TXNred), H202/H20 und
dem Superoxidanion/Sauerstoff, gehoren zu diesen unter anderem auch Cystin/Cystein,
NAD+*/NADH, NADP+*/NADPH und Ascorbat/Dehydroascorbat (Ostrakhovitch & Semenikhin, 2013).
Akkumuliert die oxidierte Spezies verschiebt sich der zellulire Redoxzustand und es kommt vermehrt
zu Oxidationsreaktionen (Droge, 2002; Ostrakhovitch & Semenikhin, 2013). Eine entscheidende Rolle
bei der Instandhaltung der Redox-Balance spielen die sogenannten antioxidativ wirkenden Enzyme
SOD, Katalase, Glutathion-Peroxidase und Peroxiredoxin. Dabei bildet die SOD formal die erste

Abwehr gegen freie Superoxidanionen, da sie die Dismutation von Oz zu H20: katalysiert (Abbildung
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1.4A). Das durch die SOD freigesetzte H202 wird von der hocheffizienten Katalase zu Oz und H20
abgebaut (Chelikani, Fita, & Loewen, 2004). Beide Enzyme liegen in Saugetieren stets gemeinsam vor
und deren konzertierte Aktivitat ist wichtig, um die Signaltransduktion durch Superoxidanionen und

H202 zu gewdhrleisten (Bauer, 2014; Ye et al., 2015).

Zusatzlich zu der Aktivitit der Katalase erfolgt die Reduktion von H20: sowie anderen organischen
Peroxiden durch die Glutathion-Peroxidase und Peroxiredoxin (Gilbert, 1990; Holmgren, 1985; C. H. J.
Williams, 1992). Die Glutathion-Peroxidasen nutzen dabei GSH zur Reduktion der Peroxide,
wohingegen die meisten Peroxiredoxine das auf einem Protein basierende TXN verwenden (Chae et
al., 1994). Die H.0z-abbauende Glutathion-Peroxidase-1 (GPX1) ist die meist vorkommende Isoform
und wird in dem Zytoplasma sowie den Mitochondrien nahezu jeden Gewebes gefunden (Lubos,
Loscalzo, & Handy, 2011). Eine erhohte Spezifitat fiir Lipid-Hydroperoxyde weist GPX4 auf, welche
ebenfalls in verschiedenen Zellen exprimiert wird (W. S. Yang et al., 2014). GPX2 und GPX3 hingegen
sind extrazellulire Enzyme des Darms bzw. Plasmas (Muller, Lustgarten, Jang, Richardson, & Van
Remmen, 2007). Bislang wurden acht verschiedene Isoformen der humanen Glutathion-Peroxidase
identifiziert, welche sich durch ihre zelluldre Lokalisierung und Substratspezifitit unterscheiden. Die
Familie der Peroxiredoxine kommt sowohl in Prokaryoten und Archaea als auch in Eukaryoten vor. In
Saugetieren werden sechs Isoformen des Enzymes unterschieden, welche in drei verschiedene Klassen
unterteilt werden: 1) Typische 2-Cystein-Peroxiredoxine (PRDX1-4) bilden als Homodimere wahrend
der Katalyse eine intermolekulare Disulfidbriicke. Sie werden in unterschiedlichen Kompartimenten
wie dem Zytosol, an Membranen, dem Golgi-Apparat und den Mitochondrien nachgewiesen. 2)
Atypische 2-Cystein-Peroxiredoxine (PRDX5) sind Monomere, welche eine intramolekulare Disulfid-
briicke mit einer Sulfensdure als Intermediat bilden. PRDX5 gehort zu den haufigsten Saugetier-
Peroxidasen und wird ubiquitdr gefunden. 3) 1-Cystein-Peroxiredoxine (PRDX6) bilden ebenfalls
Sulfensaure als Intermediat (Chae et al., 1994; Knoops, Goemaere, Van der Eecken, & Declercq, 2011; S.
G. Rhee, Kang, Chang, Jeong, & Kim, 2001; Z. A. Wood, Schroder, Robin Harris, & Poole, 2003). Neben
der Funktion als ROS-abbauende Enzyme spielen Peroxiredoxine eine Rolle in der Signaltransduktion,
der Differenzierung und sie wirken als Chaperone (Barranco-Medina, Lazaro, & Dietz, 2009). Beide
Systeme fungieren in einer dynamischen Kaskade, welche an den Redoxzustand der
Nicotinamiddinukleotide gekoppelt ist (Abbildung 1.4B; Gilbert, 1990; C. H. J. Williams, 1992). Die
Reduktion beider Substanzen (Regeneration) erfolgt anschlieflend unter NADPH-Verbrauch.
Wahrend die Thioredoxin-Reduktasen fiir die Regeneration von TXNox zustdndig sind, wird GSSG
durch die Glutathion-Reduktasen reduziert und regeneriert (L. B. Poole, 2005; L. B. Poole et al., 2000;
C. H. Williams et al.,, 2000). Das Thiol-enthaltende GSH dient zudem als direktes Reduktions-



Einleitung 11

dquivalent, z.B. fiir Glutathion-Peroxidasen oder gemeinsam mit Glutaredoxinen (A. P. Fernandes &

Holmgren, 2004; Gleason & Holmgren, 1988; Holmgren, 1988, 1989; L. B. Poole, 2015).

A xCT
) SOD
5 -+ 0, Cys+t'in
2 -L,. 0,+H,0 |
' Cystein
¢GCL
B y-Glu-Cys
*GS
NADPH %ﬁ TXNred Qp - Q\//ﬁ 2 GSH Qp NADPH
PPW TXNRD PRDX PPW

NADP*+H* <" N TXNox T Sy 2H0<rv/% GSSG &QNADMH

Abbildung 1.4 Kontrolle der intrazelluliren Superoxidanion- und H20:-Mengen.

(A) Die erste Abwehr gegen Superoxidanionen (O2-) bilden die Superoxid-Dismutasen (SOD1-3), da sie die
Dismutation von Oz zu H20: katalysieren. Entstehendes H20: kann von der Katalase (CAT) zu O: und H20
abgebaut werden. (B) Eine weitere Moglichkeit, die H20>-Mengen zu kontrollieren bildet das Glutathion (GSH)-
und Thioredoxin (TXN)-System. Das NADPH/NADP*+H*-Redoxpaar aus dem Pentosephosphatweg (PPW) dient
als Hauptelektronenquelle beider Systeme, deren Reaktionen durch Glutathion-Peroxidasen (GPX) bzw.
Peroxiredoxine (PRDX) katalysiert werden. Glutathion-Reduktasen (GR) und Thioredoxin-Reduktasen (TXNRD)
dienen der Regeneration von oxidiertem Glutathion (GSSG) und oxidiertem Thioredoxin (TXNox). Bereitstellung
von GSH: Die Aktivierung des Cystin/Glutamat-Antiporters (xCT) fithrt zu einem Import von Cystin, welches
intrazelluldr zu Cystein reduziert wird. In einer Zweischritt-Reaktion wird Cystein durch das Enzym Glutamat-
Cystein-Ligase (GCL) zu y-Glutamylcystein (y-Glu-Cys) und darauffolgend durch die Glutathion-Synthetase (GS)
zu GSH umgesetzt. NADP*/NADPH: Nicotinamidadenindinukleotidphosphat/reduzierte Form. Die vereinfachte
Darstellung wurde modifiziert nach Ostrakhovitch und Semenikhin 2013.

In diesem Zusammenhang stellt sich schliefllich die Frage nach dem physiologischen Bereich von
ROS. Fiir H202 wurden kiirzlich Konzentrationen zwischen 1nM und 10nM vorgeschlagen (Sies,
2017). Um die Effekte der ROS an den Grenzen dieses Konzentrationsbereichs zu beschreiben, wurde
in diesem Zusammenhang das Konzept des oxidativen Eustresses aufgestellt. Letztlich sollte beachtet
werden, dass der physiologische Bereich der ROS-Konzentration von Zelltyp zu Zelltyp variiert und
abhédngig von dem jeweiligen Entwicklungsstand der Zelle ist (Wilson et al., 2018). Unter der
Beriicksichtigung der verschiedenen Eigenschaften von Superoxidanionen, H20» und Hydroxyl-

radikale wird sich der physiologische Bereich zudem fiir die jeweilige Spezies unterscheiden (Wilson

et al., 2018).

1.3  Redox-getriebene Prozesse wihrend der neuronalen Differenzierung

Dynamische Verdanderungen des Redoxzustandes wihrend der Neurogenese bilden eine Moglichkeit,
die Prozesse zwischen Differenzierung und Proliferation streng zu kontrollieren (Vieira, Alves, &
Vercelli, 2011). Die Studien von Otto Warburg {iiber die Oxidationen am Seeigel-Ei wéhrend der

Befruchtung gehorten zu den ersten, die die Relevanz des Redoxzustandes fiir die Entwicklungs- und
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Differenzierungsprozesse aufzeigten (Warburg, 1910). Neunzehnhundertsiebenundachtzig veroffentli-
chte die Arbeitsgruppe um Eugene Roberts eine Arbeit, in der sie zeigten, dass die Prasenz von 88 mM
H:02und die Verwendung von Puffersystemen in der Kultivierung von embryonalen Mausezellen zu
einer Erhohung der neuronalen Viabilitdt und der Differenzierung fithrten (Bologa, Sharma, Dahl, &
Roberts, 1987). Der Einfluss von RS auf die neuronale Differenzierung, insbesondere mit Hinblick auf
NOX-abgeleitetes H202 als Signalmolekiil, wurde in den nachfolgenden Jahren vermehrt Gegenstand
der Forschung (Kennedy, Sandiford, Skerjanc, & Li, 2012; Wilson et al., 2018). Dabei wiesen
verschiedene Studien einen Einfluss auf die neuronale Polaritit, das Neuritenwachstum und die
axonale Spezifizierung nach (Frese et al, 2015 Wilson et al, 2016). Beispielsweise zeigten
Mausmodelle mit einer verringerten Produktion von RS, hervorgerufen durch eine blockierte NOX-
Aktivitat (gp91rhox und gp47rhex), makroskopisch ein normal entwickeltes Gehirn. Die kognitiven
Leistungen der Méduse und die neuronale Plastizitat, also die Fahigkeit der Neuronen sich in ihrer
Funktion und Anatomie zu adaptieren, was die Umstrukturierung des Zytoskeletts beinhaltet, waren
dahingegen vermindert (Dickinson, Peltier, Stone, Schaffer, & Chang, 2011; Kishida et al., 2006).
Gleichermafien fiihrte eine fehlende NOX-Aktivitit in vivo und in vitro zu einer verringerten
Proliferationsrate und verringerten Anzahl von neuronalen Stammzellen (Dickinson et al., 2011). In
kultivierten Neuronen des Hippocampus fiihrte eine Inhibierung von NOX2 zu einer beeintrachtigten
Polarisation, wohingegen eine zunehmende NOX2-Aktivitat, durch eine Uberexpression von p47phox,
das axonale Wachstum forderte (Wilson et al., 2016). Auch in anderen Modellsystemen und
Organismen wurde ein NOX-abhéngiger Einfluss auf das Neuritenwachstum gefunden, z.B. bei der
Retinsdure-induzierten neuronalen Differenzierung von kultivierten Neuroblastomzellen, Primér-
kulturen von Kornerzellen (cerebellar granule cells), sensitiven Neuronen des Zebrafischs und
Aplysiazellen (Dickson et al., 2017; Munnamalai & Suter, 2009; Munnamalai et al., 2014; Nitti et al.,
2010; Olguin-Albuerne & Moran, 2015; Rieger & Sagasti, 2011; Wen et al., 2012). Studien an neuronalen
Vorlauferzellen zeigten, dass auch durch die Aktivitat des Tumorsuppressor-Proteins p53 die ROS-
Mengen verdndert werden und die Entwicklung zu reifen Neuronen beeinflusst wird (Forsberg & Di

Giovanni, 2014; Forsberg et al., 2013; Quadrato & Di Giovanni, 2013).

Verschiedene Arbeiten befassten sich mit den Komponenten der TXN- und GSH-Systeme und stellten
eine wichtige Verbindung zwischen enzymatisch-katalysierten Redoxreaktionen und den Entwick-
lungs- und Differenzierungsprozessen her (C. Berndt & Lillig, 2015). Bei Mausen resultiert das Fehlen
der Thioredoxin-Proteine TXN1 und TXN2, der entsprechenden Thioredoxin-Reduktasen (TXNRD1
und TXNRD2), aber auch des Nukleoredoxins in einer erhdhten Sterblichkeit der Embryonen oder
einer kurzen Lebensdauer der neugeborenen Tiere (Conrad et al., 2004; Jakupoglu et al., 2005; Matsui

et al, 1996; Nonn, Williams, Erickson, & Powis, 2003). Eine verringerte Aktivitit der Reduktase
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glutaredoxin-2 (GLRX2) fithrt zu einer fehlgeleiteten Entwicklung des kardio-vaskuldren Systems und
des Gehirns in Zebrafisch-Embryonen (Brautigam et al., 2013; Brautigam et al., 2011). Zudem wurde
ein modulierender Effekt von H:0: auf die Proliferation und Differenzierung der neuronalen
Vorlauferzellen NPC nachgewiesen, welcher in einen direkten Zusammenhang mit der Aktivitat der
redox-sensitiven Deacetylase sirtuin-2 gebracht wurde (Perez Estrada, Covacu, Sankavaram, Svensson,

& Brundin, 2014).

1.3.1 Bi-Funktionalitit von reaktiven Sauerstoffspezies

Neben dem positiven Einfluss der ROS auf die neuronale Entwicklung wird stets die destruktive
Auswirkung von entarteten Mengen betont. Beispielsweise kann Hypoxie, eine Mangelversorgung
mit Sauerstoff, die embryonale und adulte Neurogenese fordern (T. G. Fernandes, Diogo, Fernandes-
Platzgummer, da Silva, & Cabral, 2010; Vieira et al., 2011). Wohingegen Embryonen, welche an dem
embryonalen Tag 10.5 (E10.5) mit einer erhdhten Sauerstoffkonzentration konfrontiert wurden,
Fehlbildungen des Neuralrohrs und Gehirns zeigten (Ornoy, Rand, & Bischitz, 2010). Die Bi-
Funktionalitdt von H20:2 wahrend der neuronalen Entwicklung wurde 2018 von C.Wilson graphisch
aufgearbeitet (Wilson et al., 2018). Abbildung 1.5 zeigt den postulierten physiologischen Bereich von
H:0: und die Auswirkungen auf die neuronale Entwicklung (Sies, 2017; Wilson et al., 2018). Eine
H:02-Konzentration {iber dem physiologischen Bereich der Zelle (>100nM) fiihrte in Zellen des
Hippocampus und Spinalganglions dazu, dass der axonale Wachstumskegel kollabierte und das Axon
degenerierte (Morinaka et al.,, 2011; Quinta et al.,, 2016; Wilson & Gonzalez-Billault, 2015). Erhohte
ROS-Mengen innerhalb des physiologischen Bereichs (oxidativer Eustress) forderten sowohl das
axonale als auch das dendritische Wachstum in Primérkulturen von Neuronen des Hippocampus und
Cortex (Wilson et al., 2016). Moderate bis geringe Mengen von H20: werden zumeist mit einer
normalen neuronalen Entwicklung und axonalen Regeneration in Verbindung gebracht (Munnamalai
& Suter, 2009; Munnamalai et al.,, 2014; Olguin-Albuerne & Moran, 2015; Rieger & Sagasti, 2011;
Wilson, Nunez, & Gonzalez-Billault, 2015). Bei Konzentrationen unterhalb des physiologischen
Bereichs, beispielsweise durch einen Verlust der NOX2-Aktivitdt, konnen die neuronale Polarisation
und das axonale Wachstum negativ beeintrachtig werden (Wilson et al., 2015). Wichtig und kritisch
sind in diesem Zusammenhang die Quelle, zeitliche Abstimmung und Lokalisierung entstehender
ROS. Aspekte, die durch Verwendung spezifischer Methoden adressiert werden miissen (Wilson et al.,
2018). Letztlich weisen die Ergebnisse darauf hin, dass ein ausbalancierter Redoxzustand mafgeblich
fiir einen korrekten Ablauf der neuronalen Entwicklung und der Funktionalitdt der Neuronen ist.
Bereits kleine Verdnderungen konnen die Entwicklung auf verschiedenen Ebenen entscheidend

beeinflussen.
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Abbildung 1.5 Einfluss des Redoxzustandes auf die neuronale Entwicklung.

Positive und negative Auswirkungen von Wasserstoffperoxid (H202) in Abhéngigkeit von dessen Konzentration.
(A) Zu hohe und deregulierte Mengen fiihren zu einer oxidativen Stresssituation, was dazu fiihrt, dass der
Wachstumskegel der Neuronen kollabiert und das Axon degeneriert (Morinaka et al., 2011; Quinta et al., 2016;
Wilson & Gonzalez-Billault, 2015). (B-C) Innerhalb des physiologischen Bereichs (1-10nM) férdern erhéhte
Mengen die neuronale Entwicklung sowie das axonale und dendritische Wachstum (Wilson et al., 2016).
Moderate und geringe Mengen sind wichtig fiir eine normale neuronale Entwicklung und axonale Regeneration
(Munnamalai & Suter, 2009; Munnamalai et al., 2014; Olguin-Albuerne & Moran, 2015; Rieger & Sagasti, 2011;
Wilson et al., 2015). (D) Zu niedrige Mengen konnen die Polarisation der Neuronen des Hippocampus und das
axonale Wachstum beeinflussen, wodurch die neuronale Entwicklung inhibiert wird (Wilson et al., 2015).
Modifiziert nach Wilson et al., 2018.

1.4 Humane Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y als Modellsystem

Die humane Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y ist ein gidngiges Modellsystem, um die ersten Phasen
der neuronalen Differenzierung zu untersuchen (de Bittencourt Pasquali et al., 2016). Die Zelllinie
resultiert aus der SK-N-SH-Linie, die aus der Knochenmarkbiopsie eines metastasenbildenden
Neuroblastoms einer vierjahrigen Patientin stammt und 1970 kultiviert wurde (Biedler, Roffler-Tarlov,
Schachner, & Freedman, 1978). Die Zugabe des Vitamin-A-Metaboliten Retinsdure fiihrt innerhalb von
vier bis acht Tagen zu der funktionellen und morphologischen Ausbildung eines neuronalen

Phénotyps (da Frota Junior et al., 2011; Encinas et al., 2000).

141 Modellsystem zur Studie redox-sensitiver Prozesse

Die durch Retinsdure induzierte neuronale Differenzierung von SH-SY5Y-Zellen wird zunehmend mit
redox-sensitiven Prozessen in Verbindung gebracht. Dieser Zusammenhang wurde insbesondere in
differenzierten SH-SY5Y-Zellen, also nach vier- bis achttigiger Retinsdurebehandlung, untersucht.
Dabei wurden verdnderte Expressionsmengen von NOX-Untereinheiten nachgewiesen, einer der

Hauptquellen von zelluldarem ROS (1.2.2): Verglichen mit den undifferenzierten Zellen zeigten die
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differenzierten Zellen einen kontinuierlichen Anstieg der p67rhox-Expression iiber zwei, vier und
sieben Tage hinweg (Nitti et al., 2010) sowie eine erhohte Expression der NOX-Untereinheit p47phox
nach acht Tagen (Nitti et al., 2007). Verschiedene Studien adressierten den direkten Nachweis von
zytoplasmatischen ROS, der infolge der neuronalen Differenzierung freigesetzt wird. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass es nach vier Tagen zu erhohten und nach sieben Tagen zu verringerten
Mengen von Superoxidanionen und H20: kommt (Lopes et al., 2017; Silvis, McCormick, Spitz, &
Kiningham, 2016). Einen weiteren Hinweis auf den Zusammenhang zwischen Veranderungen des
zelluldren Redoxzustandes und der Retinsdure-induzierten neuronalen Differenzierung geben die
veranderten Mengen und Aktivitdten von antioxidativ wirkenden Enzymen (de Bittencourt Pasquali
et al., 2016; Lopes et al., 2017; Schneider et al., 2011; Silvis et al., 2016). Es wurde gezeigt, dass es nach
vier- sowie flinftagiger neuronaler Differenzierung zu einer signifikant erhohten Aktivitat der SOD2
und nach siebentdgiger neuronaler Differenzierung zu einer erhohten Aktivitit der Katalase,
Glutathion-Reduktase und Glutathion-S-Transferase (GST) kommt (Lopes et al., 2017; Schneider et al.,
2011; Silvis et al.,, 2016). Dahingegen weisen undifferenzierte Zellen eine vergleichsweise hohere
Aktivitat der Thioredoxin-Reduktase auf (Lopes et al., 2017). SH-SY5Y-Zellen, untersucht an Tag fiinf
und sieben nach Beginn der Retinsdure-induzierten neuronalen Differenzierung, weisen zudem eine
veranderte Sensibilitdt gegeniiber oxidativem Stress, ausgeldst durch H202 oder 6-OHDA, auf (Forster
et al., 2016; Lopes et al., 2017; Schneider et al., 2011). Dies wird mit den verdnderten Mengen und
Aktivitaten der antioxidativ wirkenden Proteine in Verbindung gebracht (Schneider et al., 2011). Eine
direkte Verkniipfung entstehender ROS mit den morphologischen Verdnderungen der Zelle erfolgte
2010 von Nitti et al. Diese zeigten, dass durch Zugabe des NOX-Inhibitors DPI die Neuritenextension
in differenzierten SH-SY5Y-Zellen (sieben Tage) unterbunden wird (Nitti et al.,, 2010). Sechs Jahre
spater wiesen Silvis et al. auf einen Zusammenhang zwischen der Expression des neuronalen
Markerproteins Neurofilament-Medium-Polypeptid (NF-M) und der Entstehung von ROS in vier
Tage differenzierten SH-SY5Y-Zellen hin (Silvis et al., 2016).

Auch in anderen Modellsystemen wird die Retinsaure-induzierte neuronale Differenzierung mit der
Entstehung von ROS in Verbindung gebracht. F9-Zellen zeigten beispielsweise an dem vierten Tag der
neuronalen Differenzierung eine erhchte Gen- und Proteinexpression von NOX1 und NOX4 (Dickson
et al., 2017). Erhohte Mengen der akzessorischen Untereinheiten wurden in diesem Zusammenhang
nicht gefunden. Ebenfalls wird in F9-Zellen auf dynamische Veranderungen der zytoplasmatischen

ROS hingewiesen (Dickson et al., 2017; Wen et al., 2012).
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142 Modellsystem zur Studie neuronaler Differenzierung

In vitro konnen durch Retinsdurebehandlung verschiedene post-mitotische Stammzellen zu einem
neuronalen Phanotypen induziert werden, was auf die Rolle von Retinsdure bei dem Wechsel
zwischen Proliferation und Differenzierung hindeutet (Jones-Villeneuve, McBurney, Rogers, &
Kalnins, 1982). In Retinsdure-Zielgeweben vermitteln die hormonabhingigen Retinsdure-Kern-
rezptoren (RARs) und die Retinoid-X-Rezeptoren (RXRs) die Retinsdure-abhéngige transkriptionelle
Aktivitat (Bastien & Rochette-Egly, 2004; Samarut & Rochette-Egly, 2012). RAR/RXR-Heterodimere
binden an spezifische DNA-Bereiche, die sogenannten retinoic acid response elements (RAREs) (Balmer
& Blomhoff, 2002; Bastien & Rochette-Egly, 2004). Es wird angenommen, dass durch die Bindung von
Retinsdure an RAR der RAR/RXR-Heterodimer die Repressionsmaschinerie abstofst und stattdessen
die Aktivierungsmechanismen ansteuert (Bastien & Rochette-Egly, 2004; Samarut & Rochette-Egly,
2012). Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die transkriptionelle Aktivitdt, die durch die
Kernrezeptoren vermittelt wird, abhdngig von dem Redoxzustand der Zelle ist (Casadevall & Sarkar,
1998; Demary, Wong, Liou, Faller, & Spanjaard, 2001; U. H. Park et al.,, 2009). Verdnderungen des
zelluldren Redoxzustandes, durch Zugabe von GSH oder DTT, fithren zu einer veranderten DNA-
Bindung und RAR-Aktivitdat (Demary et al.,, 2001). Ziele fiir oxidative Modifizierungen durch ROS,
wie H2O», sind dabei vermutlich die zwei Zink-Finger-Motive der RARs (Casadevall & Sarkar, 1998).
Retinsdure ist zudem ein Ligand fiir weitere Retinoid-Rezeptoren, die teils in Differenzierung-
sprozesse involviert sind, z.B. fiir den PPARB/0-Waise-Rezeptor (Berry & Noy, 2007; Di-Poi, Tan,
Michalik, Wahli, & Desvergne, 2002; Shaw, Elholm, & Noy, 2003; Tan, Michalik, Desvergne, & Wahli,
2004). Neben der sogenannten klassischen bzw. genomischen Retinsdure-Signaltransduktion werden
sogenannte nicht-genomische Wirkungsweisen beschrieben, die iiber eine Reihe von Kinasekaskaden
initiiert werden (Pasquali et al., 2008; Zanotto-Filho et al., 2008). In SH-SY5Y-Zellen fiihrt die Retin-
saurebehandlung, z.B. zu einer Aktivierung der phosphatidylinositol-3-kinase und mitogen-activated
protein kinase (PI3K-ERK1/2)-Signalwege, welche entscheident fiir die Aktivierung der neuronalen
Differenzierungsprozesse sind (Masia, Alvarez, de Lera, & Barettino, 2007). Eine Subpopulation der
RARa-Rezeptoren befindet sich an der Plasmammembran und initiiert die Signalkaskade bereits

wenige Minuten nach der Retinsdure-Bindung (Masia et al., 2007).

1.4.3 Kultivierung und neuronale Differenzierung durch Retinsdure

Es existieren verschiedene Methoden, um SH-SY5Y-Zellen zu einem vornehmlich neuronalen
Phanotyp auszudifferenzieren. Typischerweise wird Retinsdure in einer Konzentration von 1-10 uM
zu dem Kulturmedium gegeben, welches entweder serumfrei ist oder nur geringe Serummengen (0-
15% FBS) aufweist (Lotan, 1996; Melino, Thiele, Knight, & Piacentini, 1997). In der Literatur findet man

weitere Divergenzen, die das zugegebene Neurotrophin (Retinsdure, brain-derived neurotrophic
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factor/BDNF, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate/TPA), die Verwendung von Oberflaichenbeschich-
tungen (z.B. Laminin, Fibronektin oder Kollagen) und die Differenzierungslange (4-12 Tage)
betreffen (Chiocchetti et al., 2016, Dwane, Durack, & Kiely, 2013; Encinas et al., 2000; Gilany et al.,
2008; Korecka et al., 2013; Lopes et al., 2017; Nishida et al., 2008). Dartiber hinaus bestehen seitens der
Lieferanten der Zelllinie verschiedene Empfehlungen fiir das Kulturmedium (darunter DMEM/F12,
MEM/F12, RPMI 1640; Xicoy et al, 2017). SH-SY5Y-Kulturen bestehen aus adhdrenten und
schwebenden Zellen. Einige Studien adressieren den Unterschied beider Zelltypen, doch wird in den
meisten Fallen der schwebende Anteil der Zellen mit dem Kultivierungsmedium entfernt (Kovalevich
& Langford, 2013). In der Literatur werden die verschiedenen Phanotypen klassischerweise als
neuroblastischer- und epithelialer-Phianotyp (R. A. Ross, Spengler, & Biedler, 1983) oder neuro-
blastischer (N)- und substrat-adharenter (S)-Typ beschrieben (Encinas et al., 2000).

Die durch Retinsdure angesteuerten neuronalen Differenzierungsprozesse in SH-SY5Y-Zellen
beinhalten mehrere iiberpriifbare Ereignisse. Dazu zahlt die Ausbildung und Extension der Neuriten,
welche bereits nach 24 5td. neuronaler Differenzierung beobachtet werden kann (Encinas et al., 2000;
Lopes et al, 2010). Die veranderte Expression von wesentlichen Komponenten des Retinsdure-
Signalweges , z.B. die der cellular retinoic acid binding proteins type-1 und 2 (CRABP1 und CRABP2), der
Cytochrom-P26-Enzyme (CYP26) und der Kernrezeptoren RAR und RXR, weist auf eine Ansteuerung
eben dieses Signalweges hin (Begemann, Schilling, Rauch, Geisler, & Ingham, 2001; D'Aniello &
Waxman, 2015; Feng, Hernandez, Waxman, Yelon, & Moens, 2010; Kashyap et al., 2013). Die Proteine
CRABP1 und CRABP2 ermoglichen die Verteilung von Retinsdaure zu den RARs und der Retinsdure-
Degradationsmaschinerie (Cai et al., 2012; Dolle, Ruberte, Leroy, Morriss-Kay, & Chambon, 1990;
Durand, Saunders, Leroy, Leid, & Chambon, 1992; Romand et al., 2000; Ruberte, Dolle, Chambon, &
Morriss-Kay, 1991). Eine Hydroxylierung durch die CYP26-Enzyme hingegen fiihrt zu der
Degradation von Retinsédure (S. Abu-Abed et al.,, 2001; S. S. Abu-Abed et al., 1998; Niederreither et al.,
2002; Pennimpede et al., 2010; Y. Sakai et al., 2001). Ein weiterer Hinweis ist die Expression von
bekannten neuronalen Markern, wie z.B. microtubule-associated protein-2 (MAP2), tubulin -3 chain
(TUBB3), NF-M und N-myc proto-oncogene protein (MYCN) (Encinas et al., 2000; Jimmy Rodriguez
Murillo, 2017; Korecka et al., 2013; Lopes et al., 2010; Silvis et al., 2016; Wartiovaara, Barnabe-Heider,
Miller, & Kaplan, 2002). Auch eine erhohte Expression des Rezeptors proto-oncogene tyrosine-protein
kinase receptor (RET) gilt auf RNA-Ebene als ein Marker der Retinsaure-Antwort (Angrisano et al.,
2011; Oppenheimer, Cheung, & Gerald, 2007; Patrone, Puliti, Bocciardi, Ravazzolo, & Romeo, 1997).
Wie zuvor beschrieben existieren verschiedene Protokolle fiir die neuronale Differenzierung der SH-
SY5Y-Zellen, woraus unterschiedliche Phéanotypen resultieren. So wird z.B. wird durch die zusatzliche

Verwendung von BDNF die Ausbildung eines reiferen neuronalen Phanotyps erreicht (Chiocchetti et
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al., 2016; Goldie, Barnett, & Cairns, 2014). Dieser Phanotyp wird noch weiter geférdert, wenn anstelle
einer sequentiellen Zugabe beider Reagenzien die Stimulation kontinuierlich erfolgt (Chiocchetti et al.,
2016; Encinas et al., 2000). Die géngige neuronale Differenzierungsmethode, welche bis 2014 in 72%
der publizierten Studien verwendet wurde, ist die exklusive Zugabe von Retinsdure (Goldie et al.,
2014). Infolge der verschiedenen Protokolle fiir die neuronale Differenzierung bestehen jedoch
unterschiedliche Forschungsresultate hinsichtlich der identifizierten neuronalen Marker. In globalen,
differenziellen Studien wurden bislang insbesondere Veranderungen in der Gentranskription der
Zellen beschrieben (Chiocchetti et al., 2016; Forster et al., 2016; Korecka et al., 2013; Krishna et al., 2014;
Nishida et al., 2008; Teppola, Sarkanen, Jalonen, & Linne, 2016). Diese zeigten vornehmlich die
Auspragung eines dopaminergen Phanotyps, welcher neben erhohten Dopaminmengen eine Ver-
anderung in der Expression von dopaminergen Markern und eine Suppression anderer neuro-
transmitter Phanotypen aufweist (Korecka et al., 2013). Aufgrund dieser dopaminergen Eigenschaften
werden SH-SY5Y-Zellen haufig fiir die Studie der Parkinson-Krankheit verwendet (Xicoy et al., 2017).
Bis zu diesem Zeitpunkt existierten wenige Proteomstudien, welche die differenzielle Analyse von
retinsdurebehandelten zu unbehandelten Zellen adressierten. Zu diesen gehdren vornehmlich
Arbeiten die sich der 2D-DIGE-Methode bedienten (Cimmino et al., 2007; Gilany et al., 2008; Sitek et
al., 2005). Im Verlauf dieser Arbeit wurden schliefilich zwei umfassende Studien publiziert, welche die
molekularen und zeitabhédngigen Ereignisse in Retinsaure- und nerve growth factor (NGF)- bzw. BDNE-
induzierten Differenzierungsprozessen beleuchteten (Emdal et al., 2015; Jimmy Rodriguez Murillo,
2017). Proteine, die in diesen Studien als Indiz fiir eine erfolgreiche Ansteuerung der Retinsédure-
abhédngigen neuronalen Differenzierungsprozesse herangezogen wurden, sind z.B. elastin microfibril
interface-located protein-1 (EMILIN-1), neural cell adhesion molecule-2 (NCAM1) und das neurosecretory
protein VGF (Emdal et al., 2015; Jimmy Rodriguez Murillo, 2017).

Neben dem bekannten Zusammenhang zwischen ROS und den Retinsdure-induzierten neuronalen
Differenzierungsprozessen, bietet die Verwendung des humanen Zellmodells mit Hinblick auf die
geplanten (Redox-) Proteomstudien weitere Vorteile. Zum einen erlaubt es die Zelllinie, grofie
Mengen Zellmaterial relativ einfach und kostengiinstig zu kultivieren, was gegeniiber der
Verwendung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) ein wesentlicher Vorteil ist. Im
Gegensatz zu der Verwendung von primdrem humanem neuronalem Material bestehen bei der
Verwendung der Zelllinie zudem keine ethischen Bedenken. Ein weiterer Vorteil ist, dass durch die
angesteuerte neuronale Differenzierung der Zellzyklus synchronisiert und eine relativ homogene
Zellpopulation geschaffen wird (Hammerle et al., 2013; J. Qiao et al., 2012). In der Regel zeigen
undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen, wie andere Zellen auch, eine asynchrone Wachstumspopulation

(Encinas et al., 2000; R. A. Ross et al., 1983).
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1.5 Redox-spezifische Analysen

Die Identifizierung und Charakterisierung von oxidativen Cys-PTMs ist unabdingbar, um ihre Rolle
innerhalb eines biologischen Systems verstehen zu konnen. In den vergangenen Jahren wurden eine
Reihe selektiver Reagenzien entwickelt, die die Analyse modifizierter Cysteine erleichtern. Zusammen
mit massenspektrometrischen Methoden konnen so globale, Cystein-spezifische und quantitative
Analysen der Cys-PTMs innerhalb des Proteoms (Redox-Proteom) durchgefiihrt werden. Dies
ermoglicht die globale Studie von Proteinoxidationen in Abhangigkeit von umgebungsbedingten
Faktoren, z.B. unter Stress oder dem Einfluss genetischer Faktoren. Zudem konnen intrinsische
Signalkaskaden infolge eines Stimulus untersucht und einzelne Proteine in einen direkten

Zusammenhang mit bestimmten Redoxkaskaden gebracht werden.

Die Proteomanalyse hat den Anspruch, die Gesamtheit, der zu einem bestimmten Zeitpunkt
exprimierten Proteine darzustellen. Hochkomplexe Protein- oder Peptidlosungen werden in ver-
schiedene Dimensionen aufgetrennt und anschlielend aufgrund der Intensitdt der auftretenden
Signale analysiert und gegebenenfalls iiber mehrere Proben hinweg quantifiziert. Zu den klassischen
Methoden zahlen die zweidimensionale (2D)-Gelelektrophorese und die massenspektrometriebasierte
Analyse (Klose & Kobalz, 1995; Ong et al., 2002; Silva et al., 2005). Eine der meist genutzten Techniken
ist die liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) (N. Q. Liu et al., 2013). Eine Vielzahl
verschiedener LC-MS/MS-Methoden ermoglicht dem Analysten eine nahezu mafigeschneiderte
Anwendung zu konfigurieren, um komplexe Proteingemische sowohl aus der Zellkultur als auch aus
tierischen, pflanzlichen und humanen Geweben zu analysieren. Die Methoden kénnen anhand der
verwendeten Markierungsstrategien und Quantifizierungsmethoden unterteilt werden: Markierungs-
strategien nutzen dabei chemische (z.B. isotope coded affinity tag/ICAT, Tandem Mass Tag/TMT und
Dimethylmarkierungen), metabolische (z.B. stable isotope Iabeling by/with amino acids in cell
culture/SILAC), isobare (z.B. isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation/iTRAQ) oder
enzymatische Markierungen (z.B. 80) fiir eine relative Quantifizierung (Boersema, Raijmakers,
Lemeer, Mohammed, & Heck, 2009; Gygi, Rist, et al., 1999; H. C. Lin et al,, 2013; Ong et al.,, 2002;
Thompson et al., 2003; Yao, Freas, Ramirez, Demirev, & Fenselau, 2001). Dartiiber hinaus wird die
markierungsfreie Methode (label-free quantification/LFQ) genutzt. Bei der LFQ-Methode erfolgt die
Quantifizierung {iber die Signale der eluierten Peptide im MS-Spektrum (Ionenintensitit) oder anhand
der in einem Tandemmassenspektrometer identifizierten Anzahl der MS/MS-Spektren (spectral
counting) (Bondarenko, Chelius, & Shaler, 2002; H. Liu, Sadygov, & Yates, 2004; Ono et al., 2006). Fiir
eine absolute Quantifizierung (AQUA) werden Standards mit einer bekannten Konzentration ein-
gesetzt, z.B. synthetische Peptide, die optional mit inkorporierten stabilen Isotopen oder posttrans-

lationalen Modifizierungen versehen werden konnen (Kettenbach, Rush, & Gerber, 2011).
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Eine der ersten Strategien fiir die proteomanalytische Studie reversibel oxidierter Cysteine ist die
Biotin-Switch-Methode (biotin switch technique/BST), welche 2001 verdffentlicht wurde (Jaffrey &
Snyder, 2001). Wenige Jahre spdter modifizierten Jakob und Toledano die BST-Methode durch
wertvolle Anderungen, wie etwa dem Konservieren des Thiolstatus in der Zellkultur durch Ansduern
mit Trichloressigsdure (Le Moan, Clement, Le Maout, Tacnet, & Toledano, 2006; Leichert & Jakob,
2004). Seitdem wurde eine Vielzahl von Techniken entwickelt. Ein Grofsteil basiert nach wie vor auf
den drei Schritten der BST-Methode: (1) der Alkylierung freier Thiole, beispielsweise mit
zellpermeablen Reagenzien wie N-Ethylmaleimid (NEM), (2) der selektiven Reduktion von
Nitrosylierungen, Sulfenylierungen oder Glutathionylierungen oder der globalen Reduktion
reversibel oxidierter Thiole, (3) der Markierung der vormals oxidierten Thiole mit verschiedenen
Thiol-reaktiven Reagenzien. In der Regel werden diese mit Reporter-Tags versehen, die einen
Fluoreszenznachweis, eine Anreicherung und/oder Quantifizierung iiber gelbasierte-Methoden
und/oder eine LC-MS/MS-Analyse erlauben. Die Vorgehensweise wird als indirekte Nachweis-
methode bezeichnet und nimmt einen grofien Stellenwert bei der redox-spezifischen Proteinanalytik
ein. Dariiber hinaus existiert eine Reihe von direkten Strategien, um Cys-PTMs nachzuweisen. Der
folgende Abschnitt soll die gdngigsten Techniken zusammenfassen und einige der Vor- bzw.
Nachteile erldutern. Sowohl bei der Analyse des gesamten Proteoms als auch bei der Betrachtung
einzelner Proteine ist es vorteilhaft, wenn bestimmte Prinzipien der redox-sensitiven Proben-

aufarbeitung berticksichtigt werden. Diese werden daher zundchst thematisiert.

1.5.1 Kriterien fiir die redox-spezifische Probenaufarbeitung

1.5.1.1 Reaktivitit von Thiolgruppen

Neben den freien Thiolen an den Cysteinen von Proteinen konnen Thiole auch durch Reduktion
gewonnen werden, z.B. mit den Reagenzien 2-Mercaptoethanol (B-Mercaptoethanol) oder
Dithiothreitol (DTT). p-Mercaptoethanol ist im Gegensatz zu DTT fliichtig. Die Konzentration in der
Losung verringert sich somit zeitlich und fiithrt daher zu weniger kontrollierten oder auch
unvollstindigen Reaktionen. Diese mono- bzw. dithiolischen Reduktionsmittel miissen nach der
Verwendung aus dem Reaktionsansatz entfernt werden, um eine Riickbildung der Disulfide zu
vermeiden (Hansen & Winther, 2009). Bei der Verwendung von Tris(2-carboxyethyl)phosphine
(TCEP), einem nicht-thiolhaltigen Reduktionsmittel, kann auf den zusétzlichen Aufarbeitungsschritt
weitestgehend verzichtet werden. Jedoch wurden in einigen Arbeiten Nebenreaktionen mit
Maleimiden und Haloacetamiden beschrieben, welche die Markierungsreaktion inhibieren kénnten
(Getz, Xiao, Chakrabarty, Cooke, & Selvin, 1999; John A. Burns, 1991). Aufgrund der Toxizitdt von f3-
Mercaptoethanol werden vermehrt DTT und TCEP als Reduktionsmittel eingesetzt. DTT dient als

Reduktionsmittel bei pH-Bereichen >7 und schiitzt die Thiolgruppen vor einer weiteren Oxidation
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(Cleland, 1964). TCEP ist dahingegen bei einem weiten pH-Bereich (pH 1,5 - 8,5) reaktiv. Insbesondere
bei redox-sensitiven Probenaufarbeitungen sollte jedoch bedacht werden, dass die Verwendung von
TCEP in Wasser zu einer Ansduerung (pH ~2,5) fithrt (S. S. Rhee & Burke, 2004). Weiter wird die
Stabilitat von TCEP im Gegensatz zu DTT nur bei nicht-chelatierenden Puffern gewéhrleistet (Getz et
al., 1999).

1.5.1.2  Thiol-reaktive Reagenzien

Disulfidbindungen konnen eine Reihe von Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen eingehen, vor allem
wenn angreifende und abgehende Thiolgruppe glinstig zueinander orientiert sind. Um diese Aus-
tauschreaktionen weitestgehend zu vermeiden, konnen Thiol-Blockierungsschritte eingebracht
werden, insbesondere vor der Zugabe von denaturierenden Reagenzien. Hierfiir werden Thiol-
reaktive Reagenzien wie lodacetamid (IAM), Maleimide (z.B. NEM), Benzyl-Halide und Bromo-

methyl-Ketone (BK) eingesetzt, die stabile Thioether mit den Thiolen bilden.

Die Wahl des pH-Wertes fiir die Markierungsreaktion wird dadurch beeinflusst, dass ein hoher pH-
Bereich den Thiol-Disulfid-Austausch fordert, wahrend ein geringer pH-Bereich zu einer
unvollstindigen Markierungsreaktion fiithren kann (Hansen & Winther, 2009). Da die Stabilitdt der
meisten Reagenzien mit zunehmendem pH-Wert abnimmt, wird meist ein pH-Bereich von 7,0 - 7,5 fiir
die Markierungsreaktionen als Kompromiss gewahlt (Wiederschain, 2011). Studien in HEK293-Zellen
zeigten, dass intrazelluldr eingesetztes lodacetamid im Vergleich zu Maleimid stabiler, aber auch
toxischer ist (D. Lin, Saleh, & Liebler, 2008). Mogliche Nebenreaktionen von Iodacetamiden kénnen
mit Methionin-, Histidin- oder Tyrosinresten auftreten, durch Verwendung von Maleimiden aber
vermieden werden (Granier et al., 2007; Lang, Spratt, Guillemette, & Palmer, 2005). Nebenreaktionen
mit den freien Aminogruppen eines Proteins, aufier der N-terminalen a-Aminogruppe, sind bei
Reaktionsbedingungen unter pH 8 aufgrund der Protonierung weitestgehend vermeidbar (Z. Yang &
Attygalle, 2007). Durch Zugabe von Glutathion, Cystein oder Mercaptobernsteinsaure kann die licht-
empfindliche Reaktion schliefilich gestoppt werden (Wiederschain, 2011). Reversible Thiol-Reagenzien
konnen zudem genutzt werden, um Thiole iiber eine asymmetrische Disulfidbriicke zu markieren,
z.B. durch wasserlosliche Thiosulfate (R-SSOs) oder einer Sepharose mit inkorporierter Disulfid-
briicke (z.B. Thiopropyl-Sepharose; Wiederschain, 2011). Diese reversible Markierung kann durch
Zugabe eines Reduktionsmittels wieder gespalten werden. Eine Strategie fiir die redox-spezifische
Probenaufarbeitung besteht darin, die Proben zundchst mit TCA zu quenchen und im Anschluss
daran die Thiole bei neutralem pH-Wert zu alkylieren (Le Moan et al., 2006; Leichert & Jakob, 2004;
Zander, Phadke, & Bardwell, 1998).
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1.5.2  Quantitative Thiolnachweise

Ein Grofiteil der indirekten Methoden basiert auf dem Nachweis iiber den Reaktivititsverlust gegen-
iiber des verwendeten Thiol-Markierungsreagenz. Kommt es zu einer oxidativen Modifizierung des
Thiols, kann dieses nicht mehr mit dem Markierungsreagenz reagieren und es resultiert ein

Signalverlust (Abbildung 1.6A).

Quantitative Methoden, die auf der bereits erwdhnten BST-Methode basieren, werden als indirekter
Nachweis bezeichnet, da sowohl reduzierte als auch oxidierte Cysteine markiert werden (Abbildung
1.6B). In dem urspriinglichen BST-Protokoll wurden zunéchst die freien Thiole mit dem Blockierungs-
reagenz Methanthiosulfonat blockiert, die nitrosylierten Proteine durch Ascorbat selektiv reduziert
und letztlich die freien Thiole mit Biotin-HPDP markiert (Kharitonov, Sundquist, & Sharma, 1995).
Auch hier wurden eine Vielzahl quantitativer Techniken eingesetzt, z.B. SILAC, das Einbringen
isobarer Markierungen fiir die absolute und relative Quantifizierung sowie die markierungsfreie
Quantifizierung iiber spectral counting (Knut H. Dahl, 1981; Mavridou, Stevens, Ferguson, & Redfield,
2007; Winterbourn & Metodiewa, 1999). Durch Zugabe von DTT, TCEP, rekombinantem Glutaredoxin
oder Arsenit als Reduktionsmittel kann die Anwendung auf reversibel oxidierte, glutathionylierte
oder sulfenylierte Proteine erweitert werden (Berti & Storer, 1995; Knut H. Dahl, 1981). Neben der
Anwendung von Biotin besteht die Mdglichkeit einer Matrix-assistierten Aufarbeitung (Forrester et

al., 2009; J. Guo et al., 2014; Paulech et al., 2013).

L. Leichert und F. Gehrke etablierten gemeinsam mit U. Jakob, basierend auf der BST-Methode und
der ICAT-Technologie, eine Thiol-sensitive Strategie, welche die Reaktion mit lJodacetamid nutzt und
als OxICAT bezeichnet wird (Leichert et al., 2008). Freie Thiole einer Zellprobe werden zunachst mit
leichtem ICAT (2C) alkyliert, danach werden reversibel oxidierte Cysteine reduziert und anschlieffend
die naszierenden Thiole mit schwerem ICAT (13C) markiert. Mithilfe einer Biotineinheit an dem ICAT-
Molekiil konnen markierte Peptide oder Proteine angereichert und iiber ein spaltbares 9-Carbon-
Linker-Molekiil eluiert werden. Die quantitative Auswertung der massenspektrometrischen Analyse
erfolgt anhand der Signalintensitaten gleicher, ebenfalls markierter Peptide, die sich jedoch aufgrund
der Isotopenmarkierungen um 9 Da unterscheiden. Die relative Signalintensitét eines Peptides spiegelt
dessen Redoxzustand wider. Mit dieser Strategie wurden neben der Aufkldrung des Hefe-Redox-
Proteoms eine Vielzahl von globalen Proteomstudien in verschiedenen Organismen durchgefiihrt
(Brandes, Reichmann, Tienson, Leichert, & Jakob, 2011; Chouchani et al., 2017; Hillion et al., 2017;
Knoefler et al., 2012; Menger et al., 2015). OxICAT wird oft als Gold-Standard fiir die globale
Quantifizierung bezeichnet, da es eine exakte Bestimmung des modifizierten Cysteins und die relative
Quantifizierung der oxidierten Spezies ermoglicht. Eine potenzielle Limitierung resultiert aus der

Spezifitat der Iodoacetylgruppe fiir Thiolate. Deshalb miissen zunichst alle Thiole reduziert werden,
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was mit der Verwendung des unspezifischen TCEPs zu einem Verlust der Information iiber die
genaue Cys-PTM einhergeht. OxICAT ermoglicht den Vergleich zweier Proben. Fiir einen
quantitativen Multiplex-Proteomics-Ansatz kann der iodoacetyl tandem mass tag (lodo-TMT) Anwend-
ung finden. Beide Methoden werden fiir die relative Quantifizierung eingesetzt (Thompson et al.,

2003).

Um das Problem der sterischen Hinderung durch die relativ grofSen Iodo-TMT-Molekiile zu umgehen,
wurde die Technik isotopic tandem orthogonal proteolysis activity-base protein profiling (isoTOP-ABPP)
entwickelt (Deng et al., 2013; Weerapana et al., 2010). Diese nutzt ein Markierungsreagenz mit einer
einfacheren Struktur. Die IAM-Einheit ist mit einer Alkingruppe funktionalisiert, wodurch sie fiir eine
Click-Reaktion zuganglich gemacht wird. Uber diese wird letztlich ein funktionalisiertes Peptid
erstellt, welches ein isotopenmarkiertes Valin tragt, eine Biotineinheit sowie eine Proteaseschnittstelle,
welche die zu analysierende Masse stark verringert. Unterschiede im Ausmafi der Alkylierung
einzelner Peptide zeigen Unterschiede in der Reaktivitdt der Cysteine an. Hochreaktive Cysteine
sollen demnach bei geringen Konzentrationen des Reagenzes vollstaindig markiert sein, wihrend es
bei Cysteinen mit geringer Reaktivitit zu einem konzentrationsabhdngigen Anstieg kommt. Ein
Nachteil dieser Technik kann jedoch, je nach gewéahltem experimentellem Ansatz, in der geringen
Membrangangigkeit und Zytotoxizitdt des Reagenzes gesehen werden. Die Verwendung von a-
Bromomethyl-Keton soll diese negativen Eigenschaften des IAM umgehen. Durch Verwendung eines
mit Alkin und photolabiler Schutzgruppe versehenen a-Bromomethyl-Ketons wurden beispielsweise
redox-spezifische Anderungen in EGF-stimulierten A431-Zellen nachgewiesen. Insgesamt wurden 300
Cysteine mit einem zuldssigen Ratio von schwerer zu leichter Markierung quantifiziert und daraufhin
50 putativ redox-sensitive Proteine innerhalb des EGFR-Signalweges identifiziert (Abo & Weerapana,
2015).
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Abbildung 1.6 Ubersicht iiber Markierungsstrategien von Cys-PTMs.

A) Indirekter Nachweis tiber den Reaktivitdtsverlust der Thiol-reaktiven Probe. B) Indirekter Nachweis durch
differenzielle Alkylierung von reduzierten und oxidierten Cysteinen. C) Direkter Nachweis fiir spezifische Cys-
PTMs. Modifiziert nach Paulsen und Carroll 2013.

Der direkte Nachweis spezieller Cys-PTMs (Abbildung 1.6C) ist eine erstrebenswerte Technik, wird
jedoch aufgrund der zuvor beschriebenen instabilen Natur der Modifizierungen erschwert. Die
Proben werden bei diesem Ansatz mit einem Cys-PTM-spezifischen Markierungsreagenz behandelt
und diese iiber addquate Reporter-Tags nachgewiesen. Beispielsweise gelang 1974 erstmals die
Detektion der Sulfensdure in der glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mittels
radioaktivem Benzylamin (Allison, Benitez, & Johnson, 1973; Benitez & Allison, 1974). Aufgrund der
instabilen Natur des entstehenden Sulfenamids in Gegenwart von biologischen Aminen und Thiolen
wurde dieser Ansatz vermutlich nicht weiter fiir Proteomanalysen verfolgt. Viele der verwendeten
Reagenzien fiir den Nachweis sulfenylierter Proteine basieren auf 5,5-Dimethylcyclohexan-1,3-dion
(Dimedon). Hierunter fallen das Biotin-konjugierte Derivat DCP-Biol, die fluoreszenzmarkierten
Proben DCP-Rhol und DCP-FL sowie das Alkin-enthaltende Dyn-2, welches iiber eine Click-Reaktion
verschiedene Auslese- bzw. Analysemethoden ermdglicht (Paulsen et al., 2012; Leslie B. Poole et al.,
2007). Die Sulfenylierungsleveln von M. trunculata, S. meliot und in ostheoartrithischen Chondrozyten
nach Fibronektinbehandlung wurden beispielsweise mithilfe von DCP-Biol analysiert (Oger, Marino,
Guigonis, Pauly, & Puppo, 2012; S. T. Wood et al., 2016). In einer weiteren Anwendung von DCP-Biol
wurde die Isoform-spezifische Regulierung von Akt durch PDGF-induzierte ROS nachgewiesen
(Wani et al., 2011). Eine elegante Methode findet insbesondere in den Arbeitsgruppen um K. Carroll
und D.Liebler Anwendung. Uber eine kupferkatalysierte Click-Reaktion werden Dyn-2-markierte
Proteine biotinyliert und anschliefsend iiber einen spaltbaren Linker eluiert. So konnten zum einen

quantitative Proteomstudien durchgefiihrt und zum anderen die Peroxid-abhingige Sulfenylierung
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des EGF-Rezeptors nachgewiesen werden (Akter et al.,, 2015; Gupta & Carroll, 2014; Paulsen et al.,
2012; J. Yang, Gupta, Carroll, & Liebler, 2014; Jing Yang et al., 2015). Die intuitive Herangehensweise,
Dimedon direkt fiir den Sulfensdurenachweis zu verwenden, fand bisher so gut wie keine
Anwendung. Aus der geringen Abundanz der Sulfensdure resultiert der Bedarf einer Anreicherung,
jedoch fehlt bislang ein System, um die mit Dimedon markierten Proteine oder Peptide aus dem Lysat
zu filtern. Dennoch wird Dimedon fiir den Sulfensdurenachweis an isolierten Proteinen verwendet.
Beispielsweise wurde so die Entstehung einer Sulfensdure an dem Selenocystein der Glutathion-

Peroxidasen-4 nachgewiesen (Ingold et al., 2018).

Chemische Markierungen, die es erlauben eine Kreuzreaktion zwischen Sulfinsduren und Nitroso-
thiolen zu untersuchen, wurden ebenfalls fiir Proteomanalysen eingesetzt (Majmudar et al., 2016). Des
Weiteren konnen sulfhydrierte Proteine iiber einen tag-switch Ansatz analysiert werden (C. M. Park,
Macinkovic, Filipovic, & Xian, 2015; D. Zhang et al., 2014). Der direkte Nachweis glutathionylierter
Proteine wird {iiber biotiniliertes GSH, wie etwa Glutathion-Ethyl-Ester (Biotin-GEE), N,N-biotinyl
glutathione disulfide (Biotin-GSSG) und Glutathionylspermidin, ermoglicht (Brennan et al., 2006;
Chiang et al., 2012). Ebenfalls konnen durch einen Stimulus induzierte Disulfidbriicken {iber eine dia-
gonale Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nachgewiesen werden
(Cumming, 2008; Sommer & Traut, 1974). Hierbei wird das Proteingemisch zunéachst iiber eine nicht-
reduzierende Gelelektrophorese anhand des Molekulargewichts aufgetrennt. Dieser Gelbereich wird
ausgeschnitten und die Proteine werden innerhalb des Gels reduziert und alkyliert. Im Anschluss
wird der Gelstreifen um 90°C versetzt auf ein zweites Gel platziert und die Proteine werden in einer
zweiten Dimension unter reduzierenden Konditionen aufgetrennt. Proteine mit einer Disulfidbriicke
erscheinen nun als Spots iiber dem Gel verteilt. Dahingegen finden sich Proteine ohne Disulfidbriicke
in einer diagonal iiber das Gel verlaufenden Linie wieder. Mithilfe dieser Technik wurden
beispielsweise Disulfid-verkniipfte Proteine in Zellkulturlysaten von Herzmuskelzellen detektiert
(Brennan et al.,, 2004). Eine weitere gelbasierte Methode ist die Kombination von Thiol-reaktiven
fluoreszierenden Proben mit einer 2D-SDS-PAGE, z.B. bei dem Redox-DIGE-Ansatz (Hochgrafe,
Mostertz, Albrecht, & Hecker, 2005; Yano, Wong, Lee, Cho, & Buchanan, 2001). Ein Vergleich der
Redox-DIGE- und OxICAT-Techniken zeigte komplementdre Eigenschaften, aber eine hohere
Spezifitat der OxXICAT-Methode (C. Fu et al., 2008).

Die dargestellten direkten Markierungsstrategien werden bereits erfolgreich fiir die Analyse einzelner
Proteine verwendet. Die Einzelproteinanalyse hat den Vorteil, dass die Reaktionsbedingungen gezielt
auf das jeweilige Protein und auch Cystein abgestimmt werden konnen. Eine Vorgehensweise, die bei
der Analyse eines komplexen Proteingemisches nicht moglich ist. Um ein Proteom hinsichtlich

oxidativer Modifizierungen zu untersuchen, miissen immer Kompromisse beziiglich der Reaktions-
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bedingungen eingegangen werden, was die Effektivitdt der Markierung verringert und die Analyse

deutlich erschwert.

1.5.3 Manipulation des zelluliren Redoxzustandes

Eine weitere Moglichkeit den Einfluss von RS auf das Proteom bzw. einzelne Proteine zu untersuchen,
ist die Analyse infolge einer Verdnderung des zelluldiren Redoxzustandes. Dies kann durch die
Zugabe eines Reduktionsmittels (z.B. N-Acetylcystein/NAC) oder eines Radikalfangers (z.B. Butyl-
hydroxyanisol/BHA) erfolgen. Das wasserlosliche NAC wirkt als acetylierte Form des Cysteins auf
den Cystin/Glutamat-Antiporter (xCT) und moduliert so den Glutathionspiegel der Zelle (Sadowska,
2012). Cystein, welches in einer oxidativen Umgebung zu Cystin oxidiert, wird im Austausch zu
Glutamat in die Zelle transportiert (siehe auch Abbildung 1.4). Dadurch werden die extrazelluldren
Glutamatspiegel reguliert und die Aufnahme von Cystin in die Zelle verbessert. Intrazellular wird
Cystin zu Cystein reduziert, der limitierenden Ausgangssubstanz fiir die Glutathionbildung. Der
synthetische Phenolether BHA ist in lipophiler Umgebung wirksam und beeinflusst die Abundanz
und Aktivitit von Flavoproteinen (Cummings & Prough, 1983; Jaiswal, 1994; Pinkus, Weiner, &
Daniel, 1996; B. Sun & Fukuhara, 1997; Wefers, Komai, Talalay, & Sies, 1984). Beide Substanzen ver-
andern die zelluldaren Mengen an RS durch unterschiedliche Wirkmechanismen. Die Auswirkungen
auf den zelluldren Redoxzustand werden nicht in jedem Fall als exklusiv antioxidativ oder pro-
oxidativ beschrieben, weshalb die Verwendung des Begriffs Antioxidationsmittel nachfolgend

bewusst vermieden wird.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll im Modellsystem der mit Retinsdure behandelten SH-SY5Y-Zellen
untersucht werden, inwieweit Redox-Prozesse bei der neuronalen Differenzierung eine Rolle spielen.
Dabei sind wesentlichen Aspekte, ob und wann reaktive Spezies im Verlauf der neuronalen
Differenzierung entstehen und ob sich damit einhergehende Verdnderungen von Proteinen

nachweisen lassen.

Zunichst soll eine umfassende Charakterisierung des Modellsystems erfolgen, die neben der
mikroskopischen Betrachtung der Zellmorphologie differenzielle und quantitative Proteomanalysen
beinhaltet. Es soll sowohl das Proteom von Zellen analysiert werden, die einer mehrtigigen
Retinsdaurebehandlung unterlagen als auch die dynamischen Veranderungen der Proteinabundanzen

zu fritheren Zeitpunkten.

Um eine redox-spezifische Analytik durchfiihren zu kénnen sollen Methoden etabliert werden, mit
deren Hilfe (1) Veranderungen des zelluldren Redoxzustandes detektiert werden konnen und die (2)
eine quantitative Analyse von reversibel oxidierten Proteinen in einem proteomanalytischen Ansatz

ermoglichen. Die etablierten Methoden sollen schliefSlich an dem Modellsystem angewendet werden.

Basierend auf den Ergebnissen der globalen Redox-Proteomanalyse sollen mittels bioinformatischer
Analyse (1) Proteine identifiziert werden, die Kandidaten fiir eine physiologisch relevante reversible
Oxidation an den Cysteinen sind und (2) biologische Prozesse herausgearbeitet werden, an denen die

potenziell redox-sensitiven Proteine beteiligt sind.

Weiter soll tiberpriift werden, ob die Redoxprozesse in einen direkten Bezug zu den phanotypischen
Veranderungen der Zelle gebracht werden kénnen und ob dieser Phanotyp durch Wirkstoffe, die sich

auf den Redoxzustand der Zelle auswirken, verdnderbar ist.

Diese Arbeit soll dabei helfen, die molekularen Auswirkungen von oxidativen Verdanderungen auf die

Proteine wahrend der neuronalen Differenzierung zu beschreiben.
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3. Material und Methoden

31 Chemikalien
Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen VWR, Carl Roth, Sigma

Aldrich oder Life Technologies bezogen.

3.2  Molekularbiologische Methoden

Die Klonierung spezifischer Proteinfragmente erforderte eine Reihe verschiedener Schritte. Die DNA-
Fragmente wurden amplifiziert, aufgereinigt, enzymatisch verdaut, erneut aufgereinigt und in den
Zielvektor ligiert. Schliefllich erfolgte die Transformation in E. coli. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
molekularbiologischen Methoden wurden nach den Angaben der Hersteller der verwendeten Enzyme
(New England Biolabs, Frankfurt a.M., DE) und Kits durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben,
wurden die molekularbiologischen Arbeiten mit autoklaviertem Reinstwasser durchgefiihrt und die

Reaktionen bei der jeweils angegebenen Temperatur in einem Thermocycler inkubiert.

Tabelle 3.1 Vektoren und DNA-Konstrukte.

Vektor Grolie Enzyme Quelle des Vektors
pLPCX-Grx1-RoGFP2 900 bp - Dr. Dick, Heidelberg, DE
pLPCX-RoGFP2-ORP1 Bsul5l, Bglll Dr. Dick, Heidelberg, DE
pOTB7-NCF1 1100 bp - transOMIC technologies, Huntsville, US
pCDNA3 5600 bp HindIll, Notl, EcoRV LifETeChnolog;i: L”t:,’fztcr)oge” (Thermo
Tabelle 3.2 Primer fiir die Klonierung des pCDNA3-NCF1-RoGFP2-Konstruktes.

Bezeichnung Sequenz Enzyme
p47 fw 5'Y-CTCGAGCTCAAGCTTATGGGGGACACCTTCATCCGT-3" Hindlll

p47 rv 5'Y-ATCTCTAGACCGACGGCAGACGCCAGCTTCCG-3" Xbal
RoGFP2 fw 5'-CGGAAGCTGGCGTCTGCCGTCACTAGTGGTGGTTCAGGTGGTG-3" -

RoGFP2 rv 5'-TCTAGAGTCGCGGCCGCTTTACTTGTACAGCTCGTCCAT-3" Notl
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3.21 Polymerase-Kettenreaktion

Das Konstrukt NCF1-RoGFP2 wurde {iber eine splicing by overlap extension-polymerase chain reaction
(SOE-PCR) hergestellt. In einem ersten Schritt wurden die Zielfragmente RoGFP2 (aus dem Vektor
pLPCX-Grx1-RoGFP2) und NCF1 iiber eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die DNA-
Vorlage (Template, Tabelle 3.1) und die Primer (Tabelle 3.2) wurden in einem 50 ul Reaktionsansatz

zusammengefiigt:

PCR-Reaktionsansatz

Phusion HF Buffer (5x) 5ul
dNTPs (10 mM) 1l
fw Primer (10 pmol/ul) 1,25ul
rv Primer (10 pmol/ul) 1,25 ul
Template NCF1/RoGFP2 (1pg/pl) 1l
Phusion DNA Polymerase (2 unit/pl) 0,5ul
H:0 40l

Tabelle 3.3 PCR-Einstellungen.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung 98°C 30 Sek. 1
Denaturierung 98°C 10 Sek.

Primer Hybridisierung 55°C 15 Sek. 25
Elongation 72°C 30 Sek.

Elongation 72°C 7 Min. 1

Die Amplifizierung der DNA wurde mit den in Tabelle 3.3 aufgefiihrten Einstellungen durchgefiihrt.
Im Anschluss der PCR wurden die DNA-Fragmente aufgereinigt und jeweils 1/10 der aufgereinigten
Produkte iiber eine zweiten PCR (SOE-PCR) zusammengefiigt (Tabelle 3.4):

SOE-PCR-Reaktionsansatz

Phusion HF Buffer (5x) 5ul
dNTPs (10 mM) 1ul
Primer p47 fw (10pmol/ul) 1,25ul
Primer RoGFP2 rv (10pmol/ul) 1,25 ul
Aufgereinigte NCF1-DNA 5ul
Aufgereinigte RoGFP2-DNA 5ul
Phusion DNA Polymerase (2 unit/ul) 0,5ul
H20 31l

Tabelle 3.4 SOE-PCR-Einstellungen.

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung 98°C 30 Sek. 1
Denaturierung 98°C 10 Sek.

Primer Hybridisierung 55°C 15 Sek. 28
Elongation 72°C 60 Sek.

Elongation 72°C 7 Min. 1
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1/10 des SOE-PCR-Produktes wurde iiber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Pra-
senz eines 2 024 bp grofien DNA-Fragments iiberpriift. Das verbleibende Produkt wurde aufgereinigt

und fiir den Restriktionsverdau verwendet.

3.2.2  Aufreinigung von DNA

Die Aufreinigung der DNA erfolgte tiber zwei verschiedene Techniken. DNA-Fragmente und Vekto-
ren wurden iiber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, die Banden spezifischer Grofie mit
einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten und mittels eines Agarose Gel DNA Extraktion Kits (Ro-
che, Mannheim, DE) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Das Produkt der SOE-PCR wurde mithilfe
des High Pure PCR Purification Kits (Roche, Mannheim, DE) aufgereinigt.

3.23 DNA-Restriktion

Die DNA-Fragmente (Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2) wurden mit den entsprechenden Restriktionsendo-
nukleasen nach Herstellerangaben verdaut (Thermo Fisher Scientific, Dreieich). Simultan wurde der
Zielvektor pPCDNA3 (3-4 ug) vor der Ligation verdaut. Um eine Rezirkulation wéahrend der angestreb-
ten Ligation zu verhindern, wurde der verdaute Vektor pCDNA3 durch Zugabe von 2 ul Fast AP*
(Thermosensitive Alkaline Phosphatase, 1unit/pl, in 2 pl Puffer R und 16 ul H20) fiir 10Min., 37°C
dephosphoryliert. Um sogenannte blunt ends zu generieren, wurden dem Restriktionsansatz pLPCX-
RoGFP2-ORP1 (Bsul5l, Bglll) 4,5ul 2mM dNTPs, 0,5ul T4 Polymerase (5unit/ul) und 4,5 ul H20

zugegeben und die DNA-Synthese fiir 5 Min., Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt.

3.24 DNA-Ligation
Die Ligation der vorbereiteten Inserts in den verdauten Zielvektor erfolgte entsprechend der
nachstehend aufgefiihrten Reaktionsansdtzen fiir 1Std., 22°C. Durch die Erwarmung auf 65°C fiir

10 Min. wurde die T4-Ligase inaktiviert und die Reaktion damit beendet.

pCDNA3-NCF1-RoGFP2 (2 024 bp)

SOE-PCR Produkt (HindIII, NotI) 8ul
PCDNAS3 (HindIII, NotI) 4ul
Puffer T4-DNA-Ligase 1,5ul
T4-DNA-Ligase (5unit/pl) 1,5ul

pCDNA3-RoGFP2-ORP1 (1144 bp)

pLPCX-RoGFP2-ORP1 (Bsu15l, BgIII) 7 ul

PCDNAS3 (EcoRV) 3,5ul
Puffer T4-DNA-Ligase 1,5ul
T4-DNA-Ligase (5unit/ul) 1,5ul

PEG4000 1,5ul



Material und Methoden 31

3.25 DNA-Quantifizierung
Die Konzentration und Reinheit der verwendeten DNA-Fragmente wurde photometrisch bestimmt

(NanoDrop 1000, ThermoFisher).

3.2.6 Herstellung und Transformation chemokompetenter Bakterienzellen

Aus einzelnen Bakterienkolonien des Bakterienstamms E.coli XL1-Blue wurde zunédchst eine 3 ml
tiber-Nacht Kultur angelegt (Warmluftschiittler, 37°C, 180 U/ Min.). Aus dieser Kultur wurden 200 pl
entnommen und in 100 ml Super-Optimal-Browth-Medium (20 g/l Pepton, 5 g/l Bacto-Hefeextrakt,
0,5g/1 NaCl, 25mM KCl, pH 7,0 autoklaviert; zugesetzt mit 10mM MgCl> und 10 mM MgSOx)
tiberfiihrt. Die Kultur wurde bis zu einer ODsoonm von etwa 0,5 inkubiert (Warmluftschiittler, 37°C,
180U/Min.) und im Anschluss durch Zentrifugation bei 800 rpm pelletiert (Zentrifuge Universal 30 RF,
Rotor Typ 1424A). Das Sediment wurde in 40 ml kaltem TB-Puffer (0,75g/l Pipes, 15mM CaCl,
250 mM KClI (pH 6,7), 10,88 g/l Mangan(II)-Chlorid) resuspendiert und fiir 10 Min. auf Eis inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurde das Sediment in 10ml kaltem TB-Puffer aufgenommen, 750 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben und fiir 10 Min. auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde a 200 pl aliquotiert, mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu der weiteren Verwen-

dung bei -80°C gelagert.

Die kompetenten Bakterienzellen wurden ziigig aufgetaut und jeweils ein 100 ul Aliquot zu einem
Ligationsansatz pipettiert. Dieser Ansatz wurde fiir 30 Min. auf Eis inkubiert, im Anschluss fiir 90 Sek.,
42°C erwarmt (Hitzeschock) und erneut 5 Min. auf Eis gekiihlt. Der Transformationsansatz wurde auf
LB-Kulturplatten (10g/l Pepton, 10g/l NaCl, 5g/l Hefeextrakt, pH 7,4, autoklaviert, 15g Agar/l,

optional: 100 pg Ampicillin/l) ausplattiert und diese tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.7 Sequenzierung von DNA
Hergestellte DNA-Plasmide wurde mittels Sanger-Sequenzierung iiberpriift. Dies erfolgte am
Biologisch Medizinischen Forschungszentrum, Genomics & Transcriptomics Labor, Prof. Dr. Koéhrer

nach den dort vorgegebenen Richtlinien.

3.2.8 Transfektion von Zellen

Die Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte mithilfe des Reagenz Lipofectamine3000
(Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt) nach den Angaben des Herstellers. SH-SY5Y-Zellen
wurden mit einer Zelldichte von 1x10*Zellen/cm? auf 24-Wellplatten ausgesdt und iiber Nacht
kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 500 ng DNA und 1 ul P3000-Reagenz sowie
0,75 ul Lipofectamine3000-Reagenz/Well behandelt. Der Expressionsvektor beinhaltete eine Geneticin-
Resistenz wodurch positiv transfizierte Zellen durch die Zugabe von 1% G-418 (Thermo Fisher

Scientific, Dreieich) selektiert wurden.
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3.3  Kultivierung von humanen SH-SY5Y-Zellen

Humane SH-SY5Y-Zellen (Public Health England, Bestellnummer: 94030304, Lotnummer: 13C014,
Passage: 17) wurden, wenn nicht anders angegeben, in 50% Dulbecco's-Modified-Eagle's-Medium
(DMEM, Sigma-Aldrich, Hamburg, DE), 50% Minimum-Essential-Medium (MEM, Sigma-Aldrich,
Hamburg, DE), 10% dialysiertem fetalem Kailberserum (Life Technologies, Darmstadt, DE), 1%
Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich, Hamburg, DE), 2% Aminosduren (M5550, Sigma-Aldrich,
Hamburg, DE) bei 37°C in 5% CO:2 Atmosphare kultiviert. In einem Rhythmus von 48 Std. wurden die
Zellen nach Abnahme des Kulturmediums mit 0,05 % Trypsin (Serva Eletrophoresis, Mannheim) fiir
etwa 3 Min., 37°C inkubiert und gelost. Dieser Prozess wurde durch die Zugabe des zweifachen
Volumens an Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde fiir 5 Min., 600rpm (Zentrifuge Universal
30 RF, Rotor Typ 1424A) zentrifugiert und der Uberstand verworfen, um sowohl abgestorbenes
Zellmaterial als auch Trypsin zu entfernen. Das Zellpellet wurde in einem entsprechenden Volumen
an frischem Medium aufgenommen und fiir die weitere Kultivierung verwendet. Die verwendeten
Volumina wurden anhand der Empfehlungen useful numbers for cell culture der Firma Invitrogen, Life
Technologies, Darmstadt, DE ausgewdhlt. Die Zellen wurden routineméflig hinsichtlich ihrer
Viabilitét {iberpriift. Hierfiir wurden diese mit Trypanblau angefarbt und in einer Zahlkammer nach
Neubauer ausgezahlt oder mittels des Laktat-Dehydrogenase-Zytotoxizitatstests (Roche, Basel, CH)

nach Herstellerangaben detektiert. Die maximale Passagenzahl betrug 15.

3.3.1 Stabile Isotopenmarkierung von Aminosduren in der Zellkultur

Fiir die stabile Isotopenmarkierung von Aminosauren in der Zellkultur (SILAC) wurden die SH-SY5Y-
Zellen tiiber fiinf Passagen auf SILAC-Medium kultiviert. Dieses wurde im Fall der Kontrolle mit
isotopenmarkiertem L-Lysin (L-Lys) und L-Arginin (L-Arg) versehen: 500ml Lys-/ Arg-/ Glu-
defizientes DMEM (PAN Biotech, Aidenbach, DE), 10% dialysiertes fetales Kalberserum, 1,8 mM L-
Glu (Life Technologies, Darmstadt, DE), 80,9 mg L-Lys+4 (Euriso-top, Saarbriicken, DE), 22 mg L-
Arg+10 (Euriso-top, Saarbriicken, DE). Nach der Behandlung wurden die verschieden kultivierten

Proben 1:1 kombiniert und lysiert.

3.3.2 Neuronale Differenzierung und Behandlungen

Fiir die Behandlung mit 10 uM Retinsaure (all-trans-Retinsdure, R 2625, Sigma-Aldrich, Hamburg, DE)
wurden die Zellen, wenn nicht anders angegeben, mit einer Dichte von 1x10%Zellen/cm? ausgesat und
zundchst iiber Nacht kultiviert. Am folgenden Tag erfolgte die Stimulation mit Retinsdure, 0,5mM
Diamid bzw. der Losungsmittelkontrolle Ethanol (EtOH). Bei den Zellen wurde stets alle 48 Std. ein
Medienwechsel vorgenommen, mit oder ohne Zugabe der entsprechenden Stimulantien. Die
Stimulation mit 5 uM Apocynin (Sigma-Aldrich, Hamburg, DE), 5uM Diphenyleneiodonium Chlorid
(DPL, Sigma-Aldrich, Hamburg, DE) erfolgte 30 Min. vor Retinsdure- bzw. Losungsmittelzugabe.
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500 uM N-Acetylcystein (Sigma-Aldrich, Hamburg, DE) oder 150 uM Butylhydroxyanisol (Sigma-
Aldrich, Hamburg, DE) wurde zeitgleich zu Retinsaure bzw. der Losungsmittelkontrolle zugegeben.

Da EtOH als Losungsmittel fiir alle Substanzen diente, wurde dieses stets als Kontrolle verwendet.

3.3.3 Mikroskopie

Wenn nicht anders angegeben wurden die Bildaufnahmen an einem Axioplan Mikroskop (Carl Zeiss
Microscopy, Jena), ausgestattet mit einem 40x Objektiv, einer Quecksilberdampflampe und einer
Digitalkamera aufgenommen. Die Verarbeitung der Bilder erfolgte mittels der Programme AxioVision
(Carl Zeiss Microscopy, Jena) und FIJI (Wayne Rasband, NIH Bethesda, USA-MD) sowie dem Plugln
CellCounter (Version 07.12.2010).

3.4  Detektion Reaktiver Spezies

Um veranderte Mengen von RS zu detektieren, wurden unterschiedliche Nachweistechniken
eingesetzt. Der zellmembranpermeable und frei-diffundierbare Farbstoff CellROX Green diente dazu,
den globalen Redoxzustand der Zelle zu analysieren (3.4.1). Eine spezifische Detektion der ROS, in
diesem Fall H202, wurde durch genetisch kodierte Sensorproteine ermoglicht (3.4.2 und 3.4.3). Durch
Einfiihren zweier Cysteine in die (3-Fass Struktur des green fluorescent proteins (GFP) wurde von Meyer
und Dick 2010 die redox-sensitive Variante RoGFP erstellt. RoGFP kann als Biosensor genutzt werden,
um dynamische Anderungen des Redoxpotentials einer Zelle zu beobachten (Gutscher et al., 2009;
Meyer & Dick, 2010). Durch Fusion mit einer enzymatischen Einheit kann eine erhohte Spezifitat fiir
bestimmte RS eingefiihrt werden. So fiihrte beispielsweise die Kombination mit der Hefe Thiol-
Peroxidase (glutathione peroxidase-like peroxiredoxin HYR1) zu einem H20Oz-sensitiven Sensor (Abbildung
3.1A), wahrend die Kombination mit humanem glutaredoxin-1 einen Glutathion-sensitiven Sensor
generierte. Die Sensoren konnen gezielt in bestimmten subzelluldiren Kompartimenten exprimiert
werden, wie dem Zytosol, den Mitochondrien, dem ER oder an der Plasmamembran. Die Verkniipf-
ung von RoGFP2 und p47rhex (NCF1) ermoglicht so die subzelluldre Positionierung eines redox-
sensitiven, fluoreszierenden Reporterproteins direkt an den NOX-Komplex (Pal, Basu Thakur, Li,
Minard, & Rodney, 2013). Dadurch wird der an der Plasmamembran lokalisierte Sensor zu einem
Grofsteil durch entstehendes H20: oxidiert (Pal et al., 2013; Pal, Monroe, Palmieri, Sardiello, & Rodney,
2014). Das Detektionsprinzip basiert auf einer redox-abhidngigen Verschiebung des Extinktions-
maximums. Ein vermehrt reduziert vorliegender Sensor zeigt ein Extinktionsmaximum bei 485 nm,
wohingegen ein vornehmlich oxidierter Sensor ein Extinktionsmaximum bei 405 nm aufweist, die
Emission erfolgt jeweils bei 535 nm. Die zwei Extinktionsmaxima mit inversen Intensitdtsverander-
ungen ermoglichen konzentrationsunabhdngige, ratiometrische Messungen (Abbildung 3.1B).
Fluoreszenzratio bezeichnet nachfolgend das Verhaltnis der detektierten Fluoreszenzintensitdten. Der

Grad der Sensoroxidation dient schliefilich der Einschatzung des Redoxzustandes der Zelle.
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Fluoreszenzintensitat

405nm 488nm
Abbildung 3.1 Schematische Darstellung des Sensorproteins RoGFP2-ORP1.

A) Die Spezifitat des Sensors RoGFP2-ORP1 fiir H202 beruht auf der Fusion von RoGFP2 mit der Thiol-Peroxidase
ORP1. Kommt es zu einer Reaktion mit H202 wird zunachst die Peroxidaseeinheit zu einer Sulfensaure oxidiert,
welche rasch zu einer Disulfidbriicke in der gleichen Doméne konvertiert. Darauffolgend gehen die ORP1- und
RoGFP2-Doménen einen Thiol-Disulfid-Austausch ein, was zu der Entstehung eines RoGFP2-Disulfides fiihrt. B)
Die Moglichkeit der ratiometrischen Messung beruht auf einer Verschiebung des Extinktionsmaximums zwischen
reduziertem (488nm) und oxidiertem (405nm) Zustand der RoGFP2-Untereinheit. Die Abbildung wurde
modifiziert nach Meyer und Dick 2010.

3.4.1  Farbstoffbasierter Nachweis

Die Durchfithrung erfolgte wie von Molecular Probes by Life Technologies beschrieben. In Kiirze
dargestellt wurden 3 x 10* Zellen/cm?iiber Nacht auf Greiner 96-Wellplatten kultiviert. Am folgenden
Tag wurden die Zellen fiir 5 Min. mit 1 mM H:02 oder H20 behandelt. Die Behandlung mit 10 uM
Retinsdure oder der Losungsmittelkontrolle erfolgte stiindlich iiber ein Zeitfenster von insgesamt
55td. Zu einem festgelegten Zeitpunkt wurde 5puM des CellROX Green Reagenz (Thermo Fisher
Scientific, Idstein, DE) zu den Zellen gegeben und diese erneut fiir 30 Min., 37°C inkubiert. Im
Anschluss wurde das Medium entfernt und die Zellen dreimal mit vorgewdrmter Phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Die Fluoreszenzdetektion erfolgte bei einer Extinktion

(ex.)=485nm und Emission (em.)=>535nm in einem DTX 880 Multimode Detektor System (Molecular

Devices, Biberach an der Riss, DE), bei einer Integrationszeit von 40 ms.

3.4.2 Konfokalmikroskopie genetisch kodierter Sensoren

Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen erfolgten am Institut fiir Nutzpflanzenwissenschaften der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn. Hierfiir wurden die stabil transfizierten SH-SY5Y-
Zellen mit einer Zelldichte von 0,5-1x10*Zellen/cm? auf Schalen der Firma Ibidi (Miinchen, DE)
ausgesat und iiber Nacht kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Zellen fiir 15Min. mit 1 mM DTT
oder 10mM H:0: behandelt. Die redox-spezifischen Sensoren wurden bei einer Wellenldnge von

ex.=405nm und ex.=488 nm angeregt und die Intensitdt bei em.=517 nm mit einem LSM510, Axio
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Observer Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy, Jena, DE) ausgelesen. Bei dem verwendeten Objektiv
handelte es sich um ein C-Apochromat 40x/1,20 W Korr FCS M27, mit einer konfokalen Blende von
jeweils 63,40 um. Die Bildaufbereitung erfolgte mit dem Programm Zen 2012 (Carl Zeiss Microscopy,
Gottingen, DE).

3.43  Detektion genetisch kodierter Sensoren auf 96-Wellplatten

Stabil transfizierte SH-SY5Y-Zellen wurden in 100 pl Medium (3.3) bei einer Zelldichte von 0,03 x 10¢-
0,05 x 106 Zellen/Well, in schwarzen 96-Wellplatten (Greiner, Kremsmiinster, AU) mit klarem Boden
iiber Nacht kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Zellen durch Zugabe von 10 ul des vorge-
warmten Reagenz (finale Konzentration: 10 uM Retinsdaure, EtOH, 1 mM DTT, 0,5mM Diamid, 10 mM
H20z, 5 uM Apocynin bzw. 5 uM DPI) stimuliert. Nach der angegebenen Inkubationszeit wurde das
Medium mit einer Mehrkanalpipette vollstandig abgezogen und die Zellen mit 100 pl vorgewarmtem
reaction monitoring (RM)-Puffer (130mM NaCl, 5mM KCl, 1mM MgClz, 10 mM D-Glukose, 10mM D-
Glukose, 20mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES), pH?7,7, steril
filtriert) tiberdeckt. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit einem DTX 880 Multimode Detektor
alternierend bei ex. 405 nm und em.535 nm sowie ex.485 nm und em.535 nm. Die Messungen erfolgten
im bottom read-Modus, bei einer Integrationszeit von 200 ms und einer minimalen Replikatzahl von

acht.
3.5 Probenvorbereitung fiir die Proteinanalytik

3.5.1 Zellernte und Zellaufschluss

Wenn nicht anders angegeben erfolgte die Zellernte nach dem Standardprotokoll des Molecular
Proteomics Laboratory, Diisseldorf. Die Zellkulturschalen wurden auf einem Eisbett platziert und das
Kulturmedium mittels einer Pipette entfernt. Adhédrente Zellen wurden zweimal mit 2-5ml
eisgekiihlter PBS gewaschen und dieses letztlich vollstandig entfernt. Um die Zellen zu l6sen, wurde
folgend 1 ml PBS auf die Zellen gegeben und diese mit einem Gummischaber in serpentinenartigen
Bewegungen von der Zellschale gelost. Mittels Pipette wurde die Zellsuspension in ein tariertes,
gekiihltes 2ml Reaktionsgefas (Eppendorf, Hamburg, DE) {iiberfithrt und anschliefend durch
Zentrifugation (5Min., 800 x g, 4°C) pelletiert. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, wurde das
Gewicht des Pellets bestimmt. Bis zu Ihrer weiteren Verwendung wurden die Pellets bei -80°C

gelagert.

Fiir den Zellaufschluss wurde dem Zellpellet in einem ersten Schritt die dreifache Volumenmenge,
bezogen auf das eingewogene Pelletgewicht, an entsprechendem Aufschlusspuffer zugefiigt. Die
Pellets wurden entweder von Hand mit einem Pistel gemorsert oder durch Zugabe einer Metallkugel

in einem TissueLyser LT (Qiagen, Hilden, DE) fiir 30Sek. bei maximaler Kraft zerstofien. Die
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Suspension wurde fiir sechsmal 10Sek. in einem Eiswasserbad mit Ultraschall behandelt und
schliefSlich fiir 15 Min., 16 000 x g, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktions-
gefafl tiberfithrt und auf Eis gelagert. Diese Schritte wurden anschliefend mit der Zugabe der zwei-

fachen Volumenmenge Aufschlusspuffer wiederholt und die resultierenden Lysate vereint.

3.5.2  Proteinreinigung iiber Grofienausschlusschromatographie

Die Aufarbeitung von (markierten) Proteinen erfolgte mittels Groflenausschlusschromatographie in
Bio-Spin Chromatographie Saulen (Bio-Rad, Heidelberg, DE). Die Methode wurde fiir die Auf-
reinigung von 50-100 ul Probenvolumen (Mini-Spin) und 10-75ul Probenvolumen (Micro-Spin)
etabliert. In Kiirze: Drei Gramm der Bio-Gel P6-Matrix (Bio-Rad, Heidelberg, DE) wurden in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Falcon, VWR, Langenfeld, DE) gewogen und auf 50 ml Volumen mit H20
aufgefiillt. Nach 4 Std. wurde die Bio-Gel P6-Matrix dreimal mit H2O gewaschen (30Sek., 1000 x g,
RT). Danach folgte ein Waschschritt mit 70% EtOH fiir 30 Sek., 300 x g, RT und zweimal mit steriler
entgaster PBS 30 Sek., 300 x g, RT. Die Matrix wurde in PBS und 3 mM Natrium Azid aufgenommen
(50% Matrix) und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Die Spinsdulen wurden auf ein leeres 2 ml
Reaktionsgefdfs (Eppendorf, Hamburg, DE) gesetzt. Die Bio-Gel P6-Matrix wurde gemischt und
abhédngig von dem bendtigten Probenvolumen eines der in Tabelle 3.5 aufgelisteten Protokolle

angewandt.

Tabelle 3.5 Proteinreinigung iiber GrofSenausschlusschromatographie.

Probenvolumen 10-75 pl 50-100 pl

Saule Micro Bio-Spin Mini Bio-Spin
Matrixvolumen 0,6 ml 1ml
Zentrifugationszeit 2 Min., 1000 x g, RT 2 Min., 1000 x g, RT
Waschschritt 2 x 600 ul PBS, 2 Min. 1000 x g, RT 2 x 600 pl PBS, 2 Min. 1000 x g, RT

Reaktionsgefdll erneuern
Probe auftragen
Elution 5 Min., 1000 x g, RT 5 Min., 1000 x g, RT

3.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Quantifizierung der Proteinkonzentration erfolgte iiber das Pierce™ 660nm Protein Assay-
Protokoll (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE). Durch die Bindung von Proteinen an einen
Farbstoff-Metall-Komplex kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 420 nm
hin zu 660 nm. Durch den Vergleich mit einer BSA-Standardreihe konnte die Konzentration der
Proteinmischung in einem Bereich von 0,031ug/ul-2 pg/ul bestimmt werden. Die Messungen wurden

an einem DTX 880 Multimode Detektor System durchgefiihrt.
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Proben welche in Probenpuffer (vierfach konzentriert: 30% (v/v) Glycerin, 12% (w/v) Natrium-
dodecylsulfat (SDS), 150 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Hydrochlorid (Tris-HCl), 0,5% (w/v)
Bromphenolblau, optional: 600 mM DTT, pH?7,0) aufgearbeitet wurden und deren Protein-
konzentration nicht {iber einen Nachweis mittels Pierce™ 660 nm Protein Assay-Protokoll ermittelt
werden konnte, wurde das ion detergent compartibility-Reagenz hinzugefiigt (Thermo Fisher Scientific,

Dreieich).

3.54 Proteinnachweis iiber SDS-PAGE

Fiir eine Uberpriifung der Prdsenz, der quantitativen Abschitzung von Proteinmengen und der
Aufreinigung von Proteinproben wurde die eindimensionale Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet. Durch Zugabe des anionischen Detergenz’ SDS wurden
die Proteine denaturiert und ihre Eigenladung maskiert. Im Anschluss wurden die Proteine iiber ein

unter Spannung stehendes Polyacrylamidgel entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt.

Eine definierte Probenmenge wurde mit Probenpuffer versetzt und fiir 10 Min., 37°C (Harnstoff
enthaltende Proben) oder fiir 10 Min., 56-90°C inkubiert. Die Trennung erfolgte in Novex 4-20 % Tris-
Glycine Fertiggelen (Life Technologies, Darmstadt, DE). Zunachst wurden die Taschen mit Laufpuffer
(1M 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure, 1 M Tris- Base, 2% (w/v) SDS, 20 mM EDTA, pH7,7) aus-
gespiilt und mit der Probe befiillt. Eine Tasche wurde mit 3 pul des Grofienstandards befiillt. Der
Eintritt der Proteine in das Gel erfolgte iiber 5-15Min., 50 V und die Trennung anschliefSend fiir 45-
60 Min., 200 V. Die SDS-PAGE wurde fiir die Trennung von Proteingemischen iiber die gesamte Lange
des Gels oder fiir eine Aufreinigung im Bereich des Sammelgels genutzt und durch eine Silberfarbung

visualisiert (3.5.5).

3.5.,5 Silberfirbung von Proteingelen

Die Visualisierung der Proteine nach der SDS-PAGE erfolgte mit einer Silberfirbung. Um zu
verhindern, dass die Proteine aus dem Gel diffundieren wurde zunédchst eine Sédurefixierung
durchgefiihrt, hierfiir wurden die Gele fiir 15 Min. - 24 Std. in 50 ml Fixierlosung (50% (v/v) Ethanol,
10% (v/v) Essigsaure) eingelegt. In einem zweiten Schritt wurden die Gele fiir 15-120 Min in 50 ml
Inkubationslosung (30% (v/v) Ethanol 500 mM Natriumacetat, 8 mM Natriumthiosulfat) eingeweicht
und im Anschluss dreimal mit 50 ml Reinstwasser gewaschen. Die Farbung erfolgte tiber die Zugabe
von 50 ml einer 6 mM Silbernitratlosung fiir 15-30 Min. Im Anschluss wurden die Gele kurz mit
Reinstwasser gespiilt und schliefilich fiir 1Min. in 50 ml 236 mM Natriumcarbonat gespiilt. Die
Entwicklung erfolgte mittels 0,01% (v/v) Formaldehyds in 50 ml 236 mM Natriumcarbonat fiir 1-7 Min.
Nach ausreichender Entwicklung wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ml 50 mM EDTA-haltiger

Stopplosung beendet. Anschlieffend wurde das Gel erneut fiir 10 Min. in Reinstwasser gewaschen.
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3.6  Aufarbeitung fiir die redox-spezifische Proteomanalyse

Fiir die redox-spezifische Proteomanalyse wurde ein Protokoll modifiziert, das die Aufarbeitung
potenziell reversibel oxidierter Proteine iiber eine Thiopropyl-Sepharose 6B-Matrix (TPS-Matrix; GE
Healthcare, Freiburg, DE) mit anschlieffender massenspektrometrischer Analyse nutzt (J. Guo et al,,

2014; Paulech et al., 2013).

3.6.1 Zellernte und Zellaufschluss

Die Zellen wurden bis zu einer Wachstumsdichte von 7x10¢Zellen/cm? kultiviert. Die Zellschalen
wurden auf einem Fisbett platziert und zweimal mit eiskaltem, entgastem PBS gewaschen. Nach
vollstandiger Entfernung des PBS, wurden die Zellen mit 20% (v/v) TCA bedeckt und fiir 30 Min., 4°C
inkubiert. Durch diesen Schritt wurde der pH-Wert auf zwei gesenkt, so sollte der Oxidationszustand
der Thiole konserviert werden. Die prézipitierten Zellen wurden in ein 2 ml Reaktionsgefafs (Lobind
Eppendorf, Hamburg, DE) iiberfiihrt und fiir 10 Min., 13000 x g, 4°C zentrifugiert. Die resultierenden
Pellets wurden mit 10% und 5% TCA gewaschen und im Anschluss in 400 pl entgastem
Zellaufschlusspuffer (8 M Harnstoff, 1% SDS, 250 mM HEPES, pH 7,5, mit zugesetzten 100 mM NEM
oder 10mM DTT) resuspendiert. Unter Lichtausschluss wurden die Proteine fiir 1,55td., 850 rpm,
37°C alkyliert bzw. reduziert. Anschlieffend wurden die Proteine mit 1,6 ml, 100% Aceton (-20°C) iiber
Nacht prazipitiert. Am folgenden Tag wurden die Proteine fiir 10 Min., 13000 x g, 4°C pelletiert, mit
500 ul 100% und 70% Aceton gewaschen. Im Anschluss erneut zentrifugiert und in 400 pl Re-
suspensionspuffer (250 mM HEPES, 8 M Harnstoff, 0,1% SDS, pH 7,7) resuspendiert. Oxidierte Thiole
wurden nun durch erneute Zugabe von 10mM DTT fiir 1Std., 850 rpm, 37°C reduziert. Uber-
schiissiges DTT wurde durch Ultrafiltration in Amicon Ultra-0,5 ml Filter, 10 kDa Trenngrenze des
Molekulargewichts (Merck Millipore, Darmstadt), entfernt. Hierzu wurden die Proben zunachst bei
14000x g, 10°C gefiltert und in einem ersten Schritt mit 0,5ml 8 M Harnstoff und einem zweiten
Schritt mit kaltem H2O (ultrarein) bei jeweils 14°C gewaschen. Die Proben wurden fiir 5 Min., 1000 x g,
RT aus dem Filter zentrifugiert und dieser wurde erneut mit 50 pl Anreicherungs-Kopplungspuffer
(50 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7,5 optional: 10 mM DTT) gespiilt. Im Anschluss wurde eine Protein-
konzentrationsbestimmung (3.5.3) durchgefiihrt und die Proben auf 100 pg bzw. 200 pug Protein/240 ul

Anreicherungs-Kopplungspuffer eingestellt.

3.6.2 Vorbereitung der Thiopropyl-Sepharose 6B-Matrix

Alle verwendeten Losungen wurden zuvor auf RT gebracht. Es wurden 35 mg TPS-Matrix/200 pg
Protein in 1 ml H2O fiir 15Min., RT quellen gelassen, vorsichtig durch pipettieren resuspendiert und
erneut 10 Min., RT quellen gelassen. Vor der Verwendung wurde die TPS-Matrix jeweils fiinfmal mit

H20 und Anreicherungs-Kopplungspuffer gewaschen.
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3.6.3  Aufarbeitung iiber die Thiopropyl-Sepharose 6B-Matrix

Die fiir die Aufarbeitung bestimmten Proben wurden fiir eine vollstindige Reduktion der Cysteine
und Loslichkeit der Proteine mit 20 mM DTT und 0,1% SDS versehen. Die Proben wurde mit 100 pl
vorbereiteter TPS-Matrix in einer Zentrifugationssdule (Sigma-Aldrich, Hamburg, DE) fiir 25td.,
850 rpm, RT inkubiert. Ungebundene Proteine wurden durch stringente Waschschritte entfernt.
Hierfiir wurde die TPS-Matrix jeweils fiinfmal alternierend mit 500 ul 8 M Harnstoff, 2 M NaCl, 80%
Acetonitril/0,1% Trifluoressigsaure, 25 mM HEPES pH7,7 gewaschen. Die Elution der an die TPS-
Matrix gebundenen Proteine erfolgte durch Zugabe von 50 pl bzw. 100 ul Probenpuffer (30% (v/v)
Glycerin, 12% (w/v) SDS, 150 mM Tris-HCl, 0,5% (w/v) Bromphenolblau, 150 mM DTT, pH?7,0)
20 Min., 850 rpm, 42°C. Die eluierten Proteine wurden in dem Bereich des Sammelgels einer SDS-
PAGE vereint, reduziert und mit Iodacetamid umgesetzt (3.7.1). Die zuvor Matrix gebundenen
Proteine sollen so durch eine Carbamidomethylierung (CA) markiert werden (Abbildung 4.16). Die
extrahierten Proteine werden schliefilich {iber LC-MS/MS analysiert. Eine erhohte Proteinabundanz in

dem Redox-Proteom weist auf eine vermehrte reversible Oxidation des Proteins hin.
3.7  Vorbereitung der Proben fiir die Massenspektrometrie

3.71 In-Gel-Verdau und Peptidextraktion

Die iiber Gelelektrophorese aufgetrennten und silbergefarbten Proteinbanden wurden mithilfe eines
Skalpells ausgeschnitten und fiir 7Min. mit Entfarbeldosung (15mM Natriumthiosulfat, 50 mM
Kaliumhexacyanoferrat) entfarbt. Anschlieffend wurden die Banden dreimal alternierend fiir 10 Min.
mit 10mM Ammoniumbicarbonat (NH:HCOs) und 10mM NH:HCOs, 50% Acetonitril (v/v)
gewaschen und schliefllich in einem Vakuumkonzentrator (Eppendorf, Hamburg, DE) eingetrocknet
(=30 Min.). Fiir einen optimalen Verdau wurden die Proteine durch Zugabe von 50 ul 10 mM DTT in
50 mM NHiHCOs reduziert (45Min., 56°C) und mit 50 pul 55 mM lodacetamid in 50 mM NHsHCO:s
carbamidomethyliert (abgedunkelt, 30 Min., RT). Der Verdau erfolgte durch die Zugabe von 2-6 ul
Trypsinlésung (33,3 ug/ml in 50mM NH:HCOs, NB Premium Grade, Serva Electrophoresis,
Heidelberg, DE) iiber Nacht, 37°C. Fiir die Extraktion der Peptide wurden die Gelbanden mit 10 pl
einer 1:1-Losung (v/v) aus Acetonitril und 0,1% Trifluoressigsdure bedeckt und anschlieffend fiir
15Min. in einem mit Eis gefiillten Ultraschallbad behandelt. Der Uberstand wurde abgenommen und
die Schritte einmal wiederholt. Beide Uberstinde wurden vereint und das Acetonitril im

Vakuumkonzentrator entfernt.
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3.7.2  Hochleistungsfliissigchromatographie

Fiir die Analyse der Proben mittels HPLC ESI-MS/MS wurden die extrahierten Peptide zunachst
mittels online reversed-phase nano-HPLC (UltiMate3000 RSLC nano system Thermo Scientific, Idstein)
aufgetrennt. Zunachst wurden die Peptide auf einer Vorsédule (Aclaim PepMap100 C18, 2 cm Lénge,
3um Partikelgrofe, 100A Porengrofe, 75um Innendurchmesser, Thermo Scientific, Idstein) fiir
10 Min. bei einer Flussrate von 6 ul/min und 0,1% Trifluoressigsaure als mobile Phase aufkonzentriert.
Im Anschluss erfolgte die Trennung der Peptide iiber eine C18 PepMapRSLC-Séaule (Aclaim 25 cm
Linge, 2 um PartikelgroBe, 100A Porengrofe, 75 um Innendurchmesser, Thermo Scientific, Idstein)
iiber einen linearen Gradienten von 4% zu 40% Losungsmittel B (Losungsmittel A: 0,1% (v/v)
Ameisensdure, Losungsmittel B: 0,1% (v/v) Ameisensdure, 84% Acetonitril), bei einer Flussrate von
300 nl/Min. Der verwendete Gradient ist in Tabelle 3.6 dargestellt.

Tabelle 3.6 Gradient der Fliissigchromatographie.

Die verwendeten Losungsmittel waren A: 0,1% Ameisensdure und B: 0,1% (v/v) Ameisensdure, 84% Acetonitril.
Die Flussrate betrug 0,3 pl/Min.

Retentionszeit bis [min] % B Vorgang

10,00 4,0 Beladen der Vorsaule
15,00 10,0 Beladen der analytischen Saule
78,00 20,0 Linearer Gradient
128,00 40 Linearer Gradient
130,00 95

137 95

141 50

145,5 96

1505 A Spilen und equilibrieren der Saulen
153 96

158,5

180

3.7.3  Massenspektrometrischer Nachweis

Die Proteinanalyse einzelner Proteine sowie die Identifizierung und Quantifizierung hochkomplexer
Proteingemische erfolgte {iber ein Orbitrap Elite Hybrid Ionenfallen-Orbitrap Massenspektrometer
(Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE) oder ein Q Exactive Plus Hybrid Quadrupol-Orbitrap Massen-
spektrometer (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE), welche mit einer nano-Elektrospray-lonisation
(ESI)-Quelle ausgestattet und an ein nano-HPLC-System gekoppelt sind. In Tabelle 3.7 sind einige
massenspektrometrischen Parameter der verwendeten ESI-MS/MS-Systeme aufgefiihrt. Es wurde ein
Top20 datenabhangiger Modus verwendet. Ionen mit einfacher und >dreifacher Ladung wurden von
der Fragmentierung ausgeschlossen. Die 20 intensivsten Signale des Ubersichtsscans wurden

ausgewahlt, isoliert und erneut fragmentiert.
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Tabelle 3.7 Parameter fiir die ESI-MS/MS-Analyse.

Parameter Orbitrap Elite Q Exactive Plus
Spray Spannung 1,4 kv 1,4kV
Temperatur der lonentransferkapillare 275 °C 250°C
Druck des Kollisionsgases (Helium) 1,3 mTorr -
Normalisierte Kollisionsenergie 35% 30%

MS Scan Bereich 350-1700 m/z 250-2000m/z
MS Auflésung 60 000 70000
Isolationsfenster 2m/z 2m/z

MS/MS Scan-Bereich

150-2000 m/z

200-2000m/z

MS/MS Scantyp/Auflésung Modus: normal 17500
Schwellenwert der Intensitat fur die MS/MS Auswahl 500 counts 0
Ausschlusszeit eines lons nach Aufnahme eines MS/MS- 45 Sek. 10Sek.
Spektrums

Fragmentierungsmethode CID HCD

3.8 Bioinformatische Datenanalyse

3.8.1 Quantifizierung der Neuritenlinge und Bestimmung der Zellzahl

Fir die Quantifizierung der Neuritenlainge wurde das Verhéltnis von Zelllinge zu Zellbreite
bestimmt, indem Bildaufnahmen der SH-SY5Y-Zellen mithilfe des Programmes Image] (Version 1.51s)
vermessen wurden. Hierbei wurde eine Gesamtzahl von 40 Zellen ausgewertet und die Ergebnisse als
Mittelwerte, +/- deren Standardabweichung dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte {iber eine

zweifaktorielle Varianzanalyse mit anschlieSfendem Vergleichstest nach Tukey.

Die Zellzahl eines definierten Bereiches wurde tiber Image] mit dem Plugln CellCounter bestimmt.
Dargestellt ist der Mittelwert +/- die Standardabweichung der Zellzahl von 500 mm?. Mittels zwei-
faktorieller Varianzanalyse wurde {iberpriift, ob es durch Retinsdurebehandlung oder Co-Behandlung

mit BHA bzw. NAC, zu signifikanten Unterschieden gekommen ist.

3.8.2 Ratiometrische Auswertung konfokalmikroskopischer Aufnahmen

Um die ratiometrischen Verdnderungen der Sensorproteine (3.4) zu analysieren, wurden die Zeiss
LSM-Dateien der konfokalmikroskopischen Aufnahmen mittels des Programms Redox Ratio Analysis
(Fricker, 2016) im basic batch process ausgewertet. Die Aufnahmen wurden auf die Autofluoreszenz der
Zellen und den Hintergrund korrigiert. Die Darstellung der Signale bei 405nm/535nm und
485 nm/535nm erfolgte {iber die Ratio ((405 nm/535nm))/((485 nm/535nm)), welches das Verhailtnis von
oxidiertem zu reduziertem Sensor beschreibt. Basierend auf diesen Ratios beinhaltet die statistische
Auswertung die Berechnung des geometrischen Mittelwertes, deren Standardabweichung und einem
Student t-Test auf Signifikanz (n=10, p-Wert<0,001). Der dynamische Bereich des Sensorproteins
entspricht der Differenz zwischen maximaler (H20:-behandelt) und minimaler (DTT-behandelt)

gemessener Intensitats-Ratio.
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3.8.3 Ratiometrische Auswertung der Fluoreszenzdaten

Die Datenausgabe des DTX 880 Multimode Detektors erfolgte als XLS-Format, welches weiter in Excel
2007 (MS Office, Microsoft, Redmond, USA) bearbeitet wurde. Die erhobenen Werte beider
Fluoreszenzkanile wurden zunachst auf die Autofluoreszenz von Wildtyp SH-SY5Y-Zellen normali-
siert und anschlieflend die Ratio 405 nm/535nm zu 485 nm/535nm bestimmt. Die Ratios wurden gemit-
telt, deren Standardabweichung berechnet sowie die statistische Signifikanz iiber einen Student t-Test

bzw. eine Varianzanalyse bestimmt.

3.84  Massenspektrometrische Proteinidentifizierung

Fiir die Peptididentifizierung, Proteinidentifizierung und Quantifizierung, wurden im Rahmen der
Proteomanalysen die generierten .raw Dateien mithilfe des Programmes MaxQuant und der
implementierten Suchmaschine Andromeda prozessiert (Max Planck Institut fiir Biochemie, Planegg,
DE; Tabelle 3.8). Hierfiir wurden, wenn nicht anders angegeben, die voreingestellten Parameter
verwendet. Die Angaben der verwendeten Programmversion sowie das Datum der verwendeten
Datenbankeintrdge aus der SwissProt KB (homo sapiens) sind in Tabelle 3.8 aufgelistet. Fiir die
Quantifizierung wurden die in MaxQuant implementierte LFQ-Methode oder die SILAC-Markierung
genutzt.

Tabelle 3.8 Ubersicht der massenspektrometrischen Proteomanalyse.

Bei den durch Andromeda verwendeten Datenbanken handelt es sich stets um die homo sapiens
UniProt/SwissProt Datenbank ohne Trembl-Eintrége. Die Anzahl der Sequenzeintrége steht in Klammern.

Studie Massenspektrometer MaxQuant Version Datenbank

120 Std.-Proteom Q Exactive Plus 1.5.3.30 07.03.2016 (20197)
RA-Zeitreihe Orbitrap Elite 1.4.1.2 19.11.2013 (20 183)
Redox-Proteom Q Exactive Plus 1.5.3.30 07.03.2016 (20 197)
Kandidaten Validierung Orbitrap Elite 1.5.3.30 07.03.2016 (20 197)
Wirkstoff-Studie Q Exactive Plus 1.5.0.30 26.11.2014 (20 183)

3.9  Quantitative Auswertung massenspektrometrischer Daten

3.9.1 Aufarbeitung der Daten

Fiir alle durchgefiihrten Proteomanalysen wurde eine Qualitatskontrolle durchgefiihrt, welche die
folgenden Schritte beinhaltete: (1) Der total ion current (TIC) der Einzelmessungen soll, als Mafsstab fiir
die geladene Menge an Peptiden, {iber alle Messungen in einem gleichen Groflenbereich liegen. (2) Die
Anzahl aufgenommener MS- und MS/MS-Spektren innerhalb einer Studie sollen maximal eine Ab-
weichung von 10% des jeweiligen Mittelwertes {iber alle Laufe zeigen. (3) Mithilfe des R-Skriptes
PTXQC v.0.92.1 (Bielow, Mastrobuoni, & Kempa, 2016) wurden die Studien hinsichtlich der Proben-
vorbereitung, Chromatographie und Leistung des Massenspektrometers iiberpriift. Dieses diente

insbesondere dazu, den Abgleich der Retentionszeiten und die Ubertragung des Identifikators (ID) zu
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kontrollieren (Anhang 6, Abbildung 6.1). (4) Die generierten Proteinlisten wurden in das Programm
Perseus (Max Planck Institut fiir Biochemie, Planegg, DE) importiert und logarithmiert (Cox et al.,
2014). (5) Wenn nicht anders angegeben wurde nach folgenden Kriterien gefiltert: Entfernung der
reverse Eintrdage, der Identifizierungen by site sowie potenzieller Kontaminanten (MaxQuant
Kontaminanten Liste 1.5.0.30 (Varjosalo et al., 2013). (6) Wenn nicht anders angegeben, wurden nur
Proteinidentifizierungen zugelassen, die in mindestens vier von fiinf bzw. fiinf von sechs Replikaten

innerhalb einer Gruppe identifiziert wurden.

Bei der fiir die Quantifizierung genutzten LFQ-Methode wird, vereinfacht dargestellt, zunachst fiir
jedes Protein die Ratio der Peptidintensititen zwischen zwei Proben berechnet. Dabei werden nur
diese Peptidspezies betrachtet, die in beiden Proben vorkommen. Folgend wird die paarweise Protein-
Ratio aus allen Peptiden gebildet. Als vorgegebener Parameter wird von MaxQuant eine minimale
Anzahl von zwei Peptid-Ratios angegeben, um ein Protein als zuverldssig identifiziert anzugeben.
Werden diese zwei gemeinsamen Peptidspezies nicht identifiziert ist der Ausgabewert Null und wird
als fehlender Wert bezeichnet. Das Programm Perseus bietet die Moglichkeit fehlende Werte innerhalb
einer Gruppe, mit Werten aus einer Normalverteilung aufzufiillen. Dies erfolgte in den hier
durchgefiihrten Studien mit den Parametern: width=0,3 und down shift=1,8 (Cox et al., 2014).
Zugunsten der Statistik wurde mit Proteingruppen, die in einem der Behandlungszustiande keinen
Wert aufwiesen gleichermafien verfahren. Dies konnte dazu fiihren, dass Daten fiir ein Protein
eingefiigt wurden, welches tatsdchlich nicht in der Zelle vorlag. Ein Protein mit diesem Kriterium
konnte biologisch jedoch interessant sein und wurde daher nicht aus statistischen Griinden aus der
Analyse herausgenommen. Die statistischen Auswertungen erfolgten, wenn nicht anders angegeben
mit den Programmen Perseus Version 1.5.3.1 (Tabelle 3.8), R (Version 3.2.0, 3.2.3 und 3.4.2, GNU GPL,
www-r-project.org) sowie Excel 2007 und 2010 (MS Office, Microsoft, Redmond, USA). Detaillierte

Angaben erfolgen in den Abschnitten fiir die entsprechenden Studien.

3.9.2 Proteomstudie 120 Std.-Proteom

In der Studie 120 Std.-Proteom wurde ein differenzieller Vergleich von drei Gruppen durchgefiihrt
(n=6): Zellen in unbehandeltem Zustand zu dem Zeitpunkt Null Stunden (0Std.), nach 120 Std.
Behandlung mit Retinsdure (120Std.RA) und nach 120Std. unter Kontrollbedingungen
(120 Std. EtOH). Es wurden folgende Parameter wahrend der Proteinidentifizierung berticksichtigt,
konstante Modifizierung: Carbamidomethylierung (m/z=>57,021), variable Modifizierung: Methionin
Oxidation (m/z=15,9949) und N-terminale Proteinacetylierung (m/z =42,0106), die match between runs-
Funktion wurde aktiviert. Die statistische Auswertung erfolgte iiber eine Varianzanalyse, mit
anschliefendem multiplem Vergleichstest nach Tukey. Fiir die Beherrschung multipler Testprobleme

wurde eine Korrektur nach Benjamini-Hochberg durchgefiihrt. Bei einem korrigierten p-Wert <0,05
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wurden die Unterschiede als signifikant angesehen. Die Zuordnung einzelner Proteine zu Retinsédure-

abhangigen Prozessen erfolgte anhand der in Tabelle 3.9 dargestellten GO-Kategorien

Tabelle 3.9 Zuordnung zu Retinsdure-abhingigen Prozessen anhand der GO-Kategorien.

GO-Kategorie Anzahl assoziierter Proteine in der Studie 120Std.-Proteom

Biological process
Retinoic acid biosynthetic process
Retinoic acid catabolic process

Retinoic acid metabolic process

o =N

Retinoic acid receptor signaling pathway

Retinoid metabolic process 11

w

Retinol metabolic process
Retinol transport 1
Molecular function

Retinoic acid 4-hydroxylase activity
Retinoic acid binding

Retinoic acid receptor binding
Retinoid binding

Retinol binding

Retinol dehydrogenase activity

U B, W o W b

Retinol metabolism

a KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

3.9.3 Vergleich der Proteom- mit Transkriptomdaten

Die Transkriptomdaten wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Kéhrer zur Verfligung gestellt
(GTL, BMFZ, Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf, DE). Fiir den Vergleich wurden folgende
quantitative Daten verwendet: Proteom: LFQ-Werte der Studie 120 Std.-Proteom aus der Gruppe
120Std. RA und 120 Std. EtOH, diese wurden wie zuvor beschrieben aufbereitet. Transkriptom: log10
RPKM (reads per kilobase million), es wurden nur Eintrage zugelassen, die in mindestens drei von drei
Replikaten vorhanden waren. Die Eintrdge der Proteom- und Transkriptomdatensdtze wurden
anhand der UniProt IDs verkniipft. Fiir die Korrelationsanalyse nach Pearson wurden die 2771 ge-
meinsamen Dateneintrage isoliert und die Eintrdge mit einer differenziellen Abundanz basierend auf
den Proteomdaten (n=80) sowie die verbleibenden Eintrdge (n=2691) getrennt betrachtet. Die 2D-
Anreicherung der Annotationen wurde basierend auf den Differenzen der mittleren Intensitdten von
Retinsdure- und Kontrollproben berechnet. Bei einem p-Wert <0,02 wurden die Kategorien als
angereichert angesehen. Die Auswertung wurde mithilfe des Programmes Perseus 1.6.0.7

durchgefiihrt.
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3.9.4 Proteomstudie RA-Zeitreihe

Fiir die Darstellung des zeitlichen Retinsdure-Effekts wurden die SH-SY5Y-Zellen zu dem Zeitpunkt
0 Std. mit der Losungsmittelkontrolle EtOH und zu vier weiteren Zeitpunkten, 1 Std., 3 Std., 8 Std. und
48 Std., mit Retinsdure oder EtOH behandelt (n=5). Die Proteinidentifizierung erfolgte wie fiir die
Studie 120 Std.-Proteom beschrieben. Die statistische Auswertung erfolgte {iber eine zweifaktorielle
Varianzanalyse (Faktor 1: Behandlung, Faktor 2: Zeit), mit anschlieSfendem Vergleichstest nach Tukey
sowie einer Korrektur nach Benjamini-Hochberg. Bei einem korrigierten p-Wert <0,05 wurden die

Unterschiede als signifikant angesehen.

3.9.5 Redox-Proteomstudie
Fiir die redox-spezifische differenzielle Proteomanalyse von SH-SY5Y-Zellen wurden diese mit

Retinsdure, Diamid und EtOH behandelt und unter zwei verschiedenen Bedingungen aufgeschlossen

(Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10 Redox-Proteom: Methodische Ubersicht.
Angegeben sind die fiir die redox-spezifische Proteomanalyse verwendeten Behandlungen und Lyse-
bedingungen, n=5.

Datensatz Behandlung Lysepuffer Anmerkung
L Diamid . -

Diamid EtOH NEM Reversibel oxidiert

Cysox-TPS Retinsaure NEM Reversibel oxidiert
¥sox EtOH

Thiol-TPS Re‘;:é?_l“re DTT Volistandig reduziert

Als Suchparameter fiir die Proteinidentifizierung wurden als variable Modifizierungen Carbamido-
methylierung und NEM-Modifizierung (m/z=125,0467) an Cysteinresten sowie die Oxidation am
Methionin verwendet. Die maximale Anzahl Modifizierungen pro Peptid betrug vier. Die drei
Datensdtze wurden als unterschiedliche Parametergruppen betrachtet und somit getrennt von-
einander normalisiert. Zusétzlich zu den in 3.8.4 aufgefiihrten Filterschritten wurden im Laufe der
statistischen Auswertung der iiber die TPS-Matrix aufgearbeiteten Proben, alle nicht-Cystein
tragenden Proteine entfernt (R-Skript, MPL). Wurden innerhalb einer Gruppe mehr als drei Werte
aufgefiillt, sind diese Proteine entsprechend gekennzeichnet. Die statistische Auswertung erfolgte
tiber die significance analysis of microarrays (SAM)-Methode, mit einem konstanten SO0=0,1 und einer
false discovery rate (FDR) von 0,05 (5%). Das Replikat EtOH-5 der Thiol-TPS-Proben zeigte in wieder-
holten Messungen eine stark abweichende mittlere Intensitdt. Daher wurde dieses Replikat aus der
Analyse ausgeschlossen (Anhang 6, Abbildung 6.2). Der Vergleich der Anzahl Cysteine/Protein

erfolgte mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test in R.
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3.9.5.1 Differenzielle Analyse der carbamidomethylierten Peptide

Es wurden nur Modifizierungen bertiicksichtigt, die eine Lokalisierungswahrscheinlichkeit >0,75
haben und in mindestens vier von fiinf Replikaten in einer Gruppe identifiziert wurden. Irreversible
Oxidationsformen (z.B. Sulfin- oder Sulfonsduren) wurden mit den eingestellten Suchparametern
nicht gesondert betrachtet. Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften von Iodacetamid und NEM
wurde fiir die Betrachtung einzelner Cysteine im Folgenden die normalisierte Intensitdt der
carbamidomethylierten Peptide herangezogen. Die Intensititen der carbamidomethylierten Peptide
wurden auf die mittlere LFQ-Intensitét des jeweiligen Proteins innerhalb der Gruppe normalisiert. Die
statistische Auswertung erfolgte iiber die significance of microarrays (SAM)-Methode, bei einer

FDR =0,05 und einem SO-Wert=0,05.

3.95.2 Kandidaten-Validierung der redox-spezifischen Proteomanalyse

Die Behandlung der auf SILAC-Medium kultivierten SH-SY5Y-Zellen erfolgte mit Retinsdure bzw.
EtOH (n=5). Die redox-spezifische Aufarbeitung (3.6) und die Suchparameter fiir die Protein-
identifizierung (3.9.5) geschah wie zuvor beschrieben. Die Quantifizierung tiber SILAC erfolgte nach
den folgenden Parametern: Typ: Standard, Multiplizitat =2: schwere Isotopen Markierung: L-Arg+10,
L-Lys+4. Maximale Anzahl markierter Aminosduren pro Peptid: 3. Bei den Ratios handelt es sich um
die Ratios Leicht/Schwer (Rus), welche log?2 transformiert wurden. Es wurden nur Proteinidentifizier-

ungen zugelassen, die in mindestens drei der fiinf Replikate einer Gruppe identifiziert wurden.

3.9.6 Proteomstudie Wirkstoff-Studie

Die im Rahmen der Wirkstoff-Studie durchgefiihrten Behandlungen mit Retinsdaure bzw. EtOH und
den Wirkstoffen NACbzw.BHA sind in Tabelle 3.11 aufgefiihrt. Die Proteinidentifizierung erfolgte wie
zuvor fiir die Studie 120 Std.-Proteom beschrieben. Wurden innerhalb einer Gruppe mehr als drei
Werte aufgefiillt, sind diese Proteine entsprechend gekennzeichnet. Die statistische Auswertung
erfolgte {iber eine zweifaktorielle Varianzanalyse (Faktor 1: Retinsdurebehandlung- oder Kontrolle,
Faktor 2: Wirkstoff-Behandlung), mit anschlielendem Vergleichstest nach Tukey sowie einer
Korrektur nach Benjamini-Hochberg. Bei einem korrigierten p-Wert <0,05 wurden die Unterschiede
als signifikant angesehen.

Tabelle 3.11 Wirkstoff-Studie: Methodische Ubersicht.
Angegeben sind die verwendeten Behandlungskombinationen, n = 5. NAC: N-Acetylcystein, BHA: Butylhydroxyanisol

# Behandlung Wirkstoff
1 EtOH EtOH
2 Retinsdure EtOH
3 Retinsdure NAC
4 EtOH NAC
5 Retinsdure BHA
6 EtOH BHA
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Der Effekt der Wirkstoffe NAC und BHA auf die Abundanz der Proteine wurde anhand der folgen-
den Kiriterien in einen direkten und indirekten Effekt unterteilt. Direkter Wirkstoff-Effekt: (1) signifi-
kant unterschiedliche Abundanz zwischen Retinsdurebehandlung- und Kontrolle, (2) signifikant
unterschiedliche Abundanz zwischen Retinsdure+Wirkstoff und Retinsdurebehandlung. Indirekter
Wirkstoff-Effekt: (1) kein signifikanter Unterschied zwischen Retinsdure und Kontrolle und (2)
signifikanter Unterschied zwischen Retinsdure und Wirkstoff. Die angegebenen Ratios berechnen sich

aus den gemittelten LFQ-Intensitaten aller Replikate.

3.9.7 Hauptkomponentenanalyse und Hierarchisches Cluster

Die Analysen wurden basierend auf den nicht aufgefiillten log2 LFQ-Intensitiaten berechnet (Perseus).
Bei der Hauptkomponentenanalyse wurden nur diese Proteingruppen mit aufgenommen, die einen
Eintrag in jeder experimentellen Gruppe, in jedem Replikat aufwiesen. Das euklidische Cluster der

experimentellen Gruppen und quantifizierten Proteingruppen erfolgte iiber die Mittelwerte.

3.9.8  Soft cluster-Analyse

Um den Zusammenhang zwischen Zeit und Behandlung der RA-Zeitreihe zu visualisieren, wurde
eine fuzzy c-mean Clusteranalyse mit dem M-Fuzz Package (Version 2.38.0) in Bioconductor (Version
3.6), durchgefiihrt (Huber et al.,, 2015; Kumar & E Futschik, 2007). Die Cluster wurden basierend auf
den log2 LFQ-Intensitdten der Proteine erstellt, welche in retinsdurebehandelten Zellen quantifiziert
wurden. Diese wurden wie zuvor beschrieben aufgefiillt und im Rahmen der Clusteranalyse normali-

siert. Es wurden neun verschiedene Cluster mit einem m1 =2,03 (fuzzification-Parameter) erstellt.

3.9.9 Anreicherungsanalysen, Visualisierung von Signalwegen und Netzwerken
Die Anreicherungsanalysen erfolgten mithilfe verschiedener Strategien. Diesen zugrunde liegt die

Zuordnung der GO-Kategorien zu den identifizierten Proteinen.

Die Analyse der Kategorie biologische Prozesse (BP) erfolgte iiber das Programm Cytoscape
(http://www.cytoscape.org) und dem Plugln ClueGO mit der Erweiterung CluePedia
(http://www ici.upmec.fr/cluego/). Die GOBP-Annotierungen wurden am 05.10.2017 aktualisiert. Die
Parameter wurden wie folgt gesetzt: Benjamini-Hochberg korrigierter p-Wert < 0,01, Netzwerk Spezifi-
tat ,Medium”, GO-Kategorie Begrenzung ,,min level = 3“, ,,max level = 8“, ,,min percentage = 4,0”. Die
GO-Kategorien wurden fusioniert, gruppiert und {iiber einen Kappa Score > 0,4 begrenzt. Als Hinter-
grunddatensatz diente jeweils die gesamte Menge der identifizierten Proteine des entsprechenden

Datensatzes.
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Die Anreicherungsanalyse innerhalb der Cluster erfolgte iiber einen exakten Test nach Fisher (Benja-
mini-Hochberg korrigierter p-Wert < 0,05, Perseus Version 1.6.0.7). Bei diesem bezieht sich eine
Anreicherung auf die Anzahl der Proteine, welche zu einer Kategorie gezahlt werden, nicht aber auf

die Abundanzunterschiede.

Bei der angewendeten eindimensionalen (1D)-Anreicherungsanalyse werden die Proteine anhand
ihrer GO-Kategorien gruppiert und es wird tiiberpriift, ob die dazugehdrigen Proteinabundanzen in
einer Gruppe bevorzugt grofler oder kleiner sind als die globale Verteilung der Abundanzen (Cox &
Mann, 2012). Die Berechnung wurde basierend auf den Differenzen der gemittelten log2 LFQ-
Intensitaten (Retinsdurebehandlung gegen Kontrolle) mit dem Programm Perseus (Version 1.6.0.7)
durchgefiihrt. Als Grenze fiir die Ausgabe angereicherter GO-Kategorien wurde ein Benjamini-Hoch-

berg korrigierter p-Wert <0,01 gesetzt.

Die Netzwerkanalyse der Proteingruppen aus der Wirkstoff-Studie und dem Redox-Proteom erfolgte
mit dem online Programm String (http://string-db,org; Version 10.5 (Snel, Lehmann, Bork, & Huynen,
2000). Als Quelle fiir die angegebenen Interaktionen, wurden experimentelle Daten und héaufige
gemeinsame Erwidhnungen in Fachpublikationen zugelassen. Dargestellt sind Proteine, die

mindestens eine Verkniipfung zu einem weiteren Protein aufweisen.

3.9.10 Venn-Analyse
Venn-Analysen wurden tiiber die Webseite der Bioinformatics & Evolutionary Genomics (VIB, Gent,

Belgien) mit den zur Quantifizierung genutzten Proteinen durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Mithilfe der Proteomanalyse wurden im Rahmen dieser Arbeit die molekularen Auswirkungen von
oxidativen Veranderungen wéahrend der frithen Zeitpunkte der neuronalen Differenzierung
untersucht. Als Modellsystem diente die humane Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y, welche durch die
Zugabe von Retinsdure innerhalb von fiinf bis sieben Tagen in einen neurondhnlichen Zelltyp
iibergeht. Um zu iiberpriifen, ob sich das gewdahlte Modellsystem fiir die geplanten redox-spezifischen
Proteomstudien eignet, wurde dieses zunidchst detailliert charakterisiert. Diese Charakterisierung
beinhaltete die mikroskopische Betrachtung der Zellmorphologie und quantitative Analysen des
Proteoms (4.1 und 4.2) sowie die Detektion von RS (4.3). Darauf aufbauend wurde eine Analyse redox-
spezifischer Verdnderungen des Proteoms durchgefiihrt (4.4) und schliefSlich untersucht, wie sich

Verdanderungen des zelluldren Redoxzustandes auf die neuronale Differenzierung auswirken (4.5).

Proteom

Zeitabhdngige Veranderungen des Proteoms : ; -
,differenzierter” Zellen

RA-Behandlung (Std.):
0 1 2 ) 8 48 120

Proteom nach

RS-Detektion ! Merintlatan
Manipulation des zelluldren Redoxzustandes Zes
Redox Redoxzustandes
Proteom
ERA
S Morphologische Verdanderungen /\? /\?

Abbildung 4.1 Projektiibersicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss reaktiver Spezies (RS) bei der Retinsdure (RA)-induzierten
neuronalen Differenzierung der humanen Zelllinie SH-SY5Y untersucht. Zu diesem Zweck wurde zunachst der
Effekt der RA-Behandlung betrachtet und schliellich die Verdnderungen untersucht, welche auf entstandene
reaktive Spezies zuriickgefiihrt werden konnen.

41  Mikroskopische Betrachtung der Zellmorphologie

Zundchst wurde iiberpriift, ob die SH-SY5Y-Zellen mit den bereits bekannten Veranderungen der
Zellmorphologie auf das verwendete Differenzierungsprotokoll reagieren. Die Behandlung mit
Retinsdure fiihrte innerhalb von 48 Std. zu einer zweifachen Zunahme der Neuritenldnge verglichen
zu der Kontrolle (ermittelt iiber die Ratio Zellldnge/Zellbreite; p=>5,3 x 10"). Ein Vergleich zwischen
den Zeitpunkten 48Std. und 120 Std. zeigte keine weitere Veranderung (Abbildung 4.2A und B). Die
Zytotoxizitdat von Retinsdure und der Losungsmittelkontrolle EtOH wurde mittels Laktat-
Dehydrogenase-Zytotoxizitatstest {iberpriift. Die Sterberate der Zellen lag nach 120S5td.
Retinsdaurebehandlung bei 9,7% und nach 120Std. EtOH-Behandlung bei 8,6%. Es konnte kein
signifikanter Unterschied zu der Sterberate in dem Kulturmedium (9,4%) festgestellt werden

(Abbildung 4.2C).
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Abbildung 4.2 Zellmorphologie der Retinsidure behandelten Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y.

(A) Mikroskopische Aufnahmen der verwendeten SH-SY5Y-Zelllinie (B) die nach 48Std. und 120 Std.
Behandlung mit 10 pM Retinsdure (RA) eine signifikante Erthdhung der Neuritenldange (Ratio Zelllange/Zellbreite)
gegeniiber der Kontrolle (EtOH) und dem Zeitpunkt 0Std. zeigten. Fiir die Quantifizierung wurden jeweils 40
Zellen vermessen. (C) Die Sterberate der Zellen lag unter 10%. Dargestellt ist der Mittelwert +/- die Standardab-
weichung. Die statistische Auswertung erfolgte iiber eine zweifaktorielle (B) und einfaktorielle (C) Varianz-
analyse mit anschlieSendem Tukey Vergleichstest. Die Sterne *** markieren einen p-Wert <0,001.
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42  Differenzielle Proteomstudien retinsdurebehandelter SH-SY5Y-Zellen

Die Extension der Neuritenlange ist ein wichtiger morphologischer Indikator fiir eine Induktion des
neuronalen Differenzierungsprozesses in dem Modellsystem. Einen weiteren Hinweis gibt die ver-
anderte Expression von Komponenten des Retinsdure-Signalweges und verschiedenen Marker-
proteinen. Obgleich es sich um ein sehr gut charakterisiertes Modellsystem handelt, wurden
insbesondere Veranderungen in der Gentranskription der Zellen beschrieben und nur wenige globale
Proteomstudien durchgefiihrt. Bis zu diesem Zeitpunkt umfasste dies Proteomstudien, welche die 2D-
DIGE-Analytik verwendeten oder die molekularen Auswirkungen einer Co-Behandlung mit NGF
bzw. BDNF untersuchten (Cimmino et al., 2007; Emdal et al., 2015; Gilany et al., 2008; Jimmy
Rodriguez Murillo, 2017; Sitek et al., 2005). Um nachfolgend Hinweise auf globale Veranderungen der
Proteine zu gewinnen, die durch die neuronale Differenzierung hervorgerufen werden, wurden
differenzielle Proteomanalysen mit retinsdaurebehandelten Zellen und Kontrollzellen durchgefiihrt.
Abbildung 4.3 zeigt eine Skizze des Standard-Arbeitsablaufs fiir die sogenannte bottom-up-Analyse

komplexer Lysate.

Zellkultur ——> Probenvorbereitung ——>  LC-MS/MS-Analyse —> Datenanalyse

— Qualitdtskontrolle
—» Statistik

— e e et
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Abbildung 4.3 Arbeitsablauf fiir die Probenvorbereitung der Proteomanalyse.

Zunéachst wurden die SH-SY5Y-Zellen fiir die angegebene Zeitdauer mit Retinsdure oder dem entsprechenden
Kontrollreagenz behandelt. Die Probenvorbereitung erfolgte {iber eine SDS-PAGE im Bereich des Sammelgels mit
anschliefendem Trypsinverdau. Nach der LC-MS/MS-Analytik wurde die Datenanalyse durchgefiihrt. Diese be-
inhaltete standardmafig eine Qualitdtskontrolle sowie eine statistische Aufarbeitung der Daten (3.9).

421 Proteomanalyse nach 120 Std. Behandlung

Eine neuronale Differenzierung der SH-SY5Y-Zellen findet nach vier bis acht Tagen Retinsdure-
behandlung statt (da Frota Junior et al.,, 2011; Encinas et al., 2000). Fiir einen differenziellen Vergleich
wurden daher Zellen in unbehandeltem Zustand zu dem Zeitpunkt 05td. (0Std.), nach 120Std.
Behandlung mit 10uM Retinsdure (1205td.RA) und nach 120Std. unter Kontrollbedingungen
(120Std. EtOH) verwendet (n=6; Abbildung 4.4). Die Studie wird im Folgenden als 1205td.-Proteom

bezeichnet.
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Mittels Massenspektrometrie konnten insgesamt 3935 Proteine identifiziert und fiir 2771 Proteine
quantitative Daten erhoben werden. Nach 120 Std. Zellkultivierung stieg die Anzahl der quantifizie-
rten Proteine um 9%, sowohl in den retinsdurebehandelten als auch in den Kontrollzellen (Abbildung
4.4A). Die Anzahl der exklusiv vorkommenden Proteine in jeder Gruppe lag unter 5%. Die
hierarchische Clusteranalyse zeigte, dass sich die drei Behandlungszustande mit Ausnahme eines
Replikates (120 Std. RA 3) voneinander abgrenzten und die Behandlungsdauer einen grofieren Einfluss
auf das Proteom hatte als die Retinsdurebehandlung (Abbildung 4.4B). Ein Vergleich der Kontroll-
proben zu den Zeitpunkten 0 Std. und 120 Std. zeigte, dass die Abundanz von 860 Proteinen (31% der

gesamt quantifizierten Proteine) signifikant durch die Kultivierungszeit beeinflusst wurde.

B 05td. 1
05td 20 Std.EtOH 05td.3
05td:6
0std.4
05td.5
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75 120 Std.RA
| 120 Std.RA
RA
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Abbildung 4.4 Retinsdure-induzierte Verinderungen des Proteoms nach 120 Std. Behandlung,.

Die Differenzielle und quantitative Analyse umfasste Retinsdaure (RA)-behandelte und Kontrollzellen (EtOH) zu
den Zeitpunkten 0 Std. und 120 Std. (A) Mittels eines Venn-Diagramms werden die Anzahl sowie die Verteilung
der 2771 quantifizierten Proteine innerhalb der drei Probensets dargestellt. (B) Die Proteine gruppieren in
Abhangigkeit von der Behandlungsdauer und der Behandlung. Dies ist mithilfe einer hierarchischen euklidischen
Clusteranalyse dargestellt.
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Um festzustellen, ob es infolge des angewandten Differenzierungsprotokolls zu verdnderten
Abundanzen von bekannten neuronalen Markerproteinen kommt, wurde ein paarweiser Vergleich
der Gruppen 120 Std. RA und 120 Std. EtOH durchgefiihrt. Dieser ergab zunichst, dass die Abundanz
von 48 Proteinen durch die Retinsdaurebehandlung erhéht und von 32 verringert wurde (Anhang 6,
Tabelle 6.1). Zu den Proteinen mit der starksten Abundanzveranderung zahlen unter anderem die
bekannten Markerproteine neural cell adhesion molecule-2 (NCAM?2) und elastin microfibril interface-
located protein-1 (EMILIN1; Abbildung 4.5A; Singh and Kaur 2007, Jimmy Rodriguez Murillo 2017). Ein
Anstieg des zytoskelettalen Markerproteins microtubule-associated protein-2 (MAP2) wurde nicht
detektiert (Abbildung 4.5). Sowohl in retinsdurebehandelten als auch in den Kontrollzellen wurde
tubulin -3 chain (TUBB3) nachgewiesen (Abbildung 4.5B), ein Marker fiir die neuronale Abstammung
der Zelllinie (Constantinescu, Constantinescu, Reichmann, & Janetzky, 2007; Katsetos, Legido,

Perentes, & Mork, 2003).
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Abbildung 4.5 Quantifizierung bekannter Markerproteine nach 120 Std. Retinsaurebehandlung.

(A) Abundanz der neuronalen Markerproteine neural cell adhesion molecule-2 (NCAM?2), elastin microfibril interface-
located protein-1 (EMILIN1) und microtubule-associated protein-2 (MAP2) sowie (B) tubulin -3 chain (TUBB3) als
Marker fiir eine neuronale Abstammung. Darstellung der log2 LFQ-Intensitdten aller Replikate, gekennzeichnet
ist der Mittelwert. Die statistische Auswertung erfolgte iiber eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit
anschliefendem Vergleichstest nach Tukey sowie einer Korrektur nach Benjamini-Hochberg. Die Sterne
markieren einen p-Wert **<0,01 und ***<0,001.

Nachfolgend wurde iiberpriift ob durch die Retinsdurebehandlung die Abundanz von Komponenten
des klassischen Retinsdure-Signalweges verdndert wurde und ob es zu einer Anreicherung von
Proteinen kommt, welche mit neuronalen Kategorien assoziiert sind. Zu diesem Zweck wurden die 48
Proteine mit einer signifikant erhohten Abundanz hinsichtlich einer Anreicherung von assoziierten
biologischen Prozessen (GO-Kategorie biological process/GOBP) analysiert. Dies erfolgte vor dem
Hintergrund der gesamt quantifizierten Proteine der Studie mithilfe des Programms Cytoscape und
des PlugIn ClueGO/CluePedia (3.9). Die Analyse zeigte, dass sowohl Proteine der GO-Kategorie
retinoid metabolic process (p=9,8 x 104) angereichert sind als auch Proteine welche mit GO-Kategorien
assoziiert sind, die verschiedene neuronale Entwicklungsprozesse beschreiben (Tabelle 4.1B). Neben
den in Tabelle 4.1B dargestellten Proteinen wurden innerhalb der 2771 Proteine 29 weitere Proteine
quantifiziert die, basierend auf spezifischen GO-Kategorien (Tabelle 3.9), mit Retinsdure-abhangigen
Prozessen in Verbindung gebracht werden konnten. Darunter Retinsdure-bindende Proteine (z.B.

CRABP1) und Retinsdure-Rezeptor bindende Proteine (z.B. SNW domain-containing protein-1/SNW1,

alpha-actinin-4 und CCR4-NOT transcription complex subunit-1).
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Tabelle 4.1 Funktionelle Anreicherungsanalyse der Proteine mit einer erthéhten Abundanz nach 120 Std.
Behandlung.

Achtundvierzig Proteine zeigten eine erhchte Abundanz nach der Retinsaurebehandlung im Vergleich zu der
120 Std. Kontrolle (EtOH). Die Analyse der GO-Kategorien biological process und cellular component dieser Proteine
erfolgte vor dem Hintergrund der gesamten Proteine des Datensatzes mit dem Programm Cytoscape und dem
PlugIn ClueGO. Die GO-Kategorien sind fusioniert und gruppiert. Die dargestellten p-Werte wurden nach dem
Verfahren von Benjamini-Hochberg korrigiert.

Assoziierte
GO-ID GO-Kategorie p-Wert Proteine Gennamen
(a(%))
(A) Biological process
0001523 Retinoid metabolic process 9,8 x 10* 4(33,3) CRABP2, CYP26A1, RBP1, STRA6
3 CNP, CRABP2, MAP1B, NCAM1, NCAM2,
0061564 Axon development 8,8x10 7 (6,6) RET, SPTBN1
Plasma membrane bounded cell 3 ATP7A, CNP, CRABP2, DBNL, DPYSL3,
0120036 roiection oreanization 6,2x10 13 (4,3) ELAVL4, ITGAL, LIMA1, MAP1B, NCAM1,
prol & NCAM?2, RET, SPTBN1
- . 3 ATP7A, CNP, CRABP2, DBNL, ELAVL4, ITGA1,
0048812 Neuron projection morphogenesis 1,6 x 10 10(7,4) MAP1B, NCAM1, RET, SPTBN1
0008361 Regulation of cell size 4,7 x 10° 5(11,9) ADD1, ATP7A, CRABP2, MAP1B, RET
3 CNP, CRABP2, MAP1B, NCAM1, NCAM2,
0061564 Axon development 2,7x10 7 (6,3) RET, SPTBN1
(B) Cellular component
0001725 Stress fiber 1,94 x 10° 4 (14,8) CNN2, FLNB, LIMA1, SYNPO2
0005903 Brush border 1,94 x 10° 4 (14,8) ADD3, ATP7A, FLNB, LIMA1
0014069 Postsynaptic density 2,10 x 10° 5(11,1) ADD3, CNN3, DBNL, MAP1B, SPTBN1
. 3 ADD1, CNN2, CNN3, DBNL, DPYSL3, FLNB,
0015629 Actin cytoskeleton 1,69x10 10 (6,6) LIMAL, PGM1, SPTBN1, SYNPO2
3 ATP7A, CNN3, DPYSL3, FLNB, GAL, ITGAL,
0044297 Cell body 2,40x 10 8(6,7) RBP1, RET
ADD3, ATP7A, CNN3, DBNL, DPYSL3, ERC1,
0097458 Neuron part 3,14 x 10° 14 (4,3) FLNB, GAL, ITGA1, MAP1B, NCAM2, RET,
SCG2, SPTBN1
- 3 ATP7A, CNN3, DBNL, FLNB, GAL, ITGA1,
0036477 Somatodendritic compartment 4,35x10 8(5,5) MAP1B, RET
0043025 Neuronal cell body 5,90 x 10° 6 (6,5) ATP7A, CNN3, FLNB, GAL, ITGA1, RET

a Anzahl der Proteine welche mit der angegebenen Kategorie assoziiert sind. Der Prozentuale Anteil bezieht sich auf die
Gesamtzahl der Proteine dieser Kategorie.

Weiter wurde {iberpriift, ob vermehrt Proteingruppen bestimmter zellulirer Kompartimente oder
Regionen durch die Retinsdaurebehandlung in ihrer Abundanz verdndert wurden. Tabelle 4.1B zeigt
unter anderem eine Anreicherung der Kategorie postsynaptic density (p=2,1x107?). Beispielsweise
tragen das Protein calponin-3 (CNN3) und das microtubule-associated-protein-1-B (MAP1B) diese GO-
Kategorie. Es wurden ebenfalls Proteine die Bestandteile der Neuronen bilden in den
retinsdurebehandelten Zellen nachgewiesen, z.B. die Kupfer-transportierende ATPase-1 (ATP7A), und
der an der Plasmamembran lokalisierte Rezeptor proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor (RET;

p=59x10%).
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422  Vergleich der Proteom- mit Transkriptomdaten

Mithilfe der zuvor beschriebenen Proteomanalyse konnten bereits Hinweise auf eine erfolgreiche
Ansteuerung des neuronalen Differenzierungsprozesses gefunden werden. Zu diesem Zeitpunkt
basierten die beschriebenen Markerproteine des Modellsystems vornehmlich auf Genanalysen, z.B.
von Korecka et al. im Jahr 2013. Fur ein detaillierteres Bild wurden die Daten der 120 Std.-Proteom-
Studie daher durch eine Transkriptomstudie ergdnzt, welche ebenfalls den Vergleich von 120 Std.
retinsaurebehandelten und unbehandelten SH-SY5Y-Zellen adressierte. Diese, mit der Methode RNA-
Seq durchgefiihrte Studie, wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Kéhrer (GTL,
BMEFZ, Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf, DE) zur Verfiigung gestellt.

Zundichst stellte sich die Frage, wie grofs der Effekt der Retinsdurebehandlung auf Genebene ist. Um
diese Frage zu beantworten, wurde ein paarweiser Vergleich der quantifizierten Gene in den
retinsaurebehandelten und Kontrollzellen durchgefiihrt (SAM-Methode). Es wurden nur Eintrdge
zugelassen, die in mindestens drei von drei Replikaten vorhanden waren (14 091 von insgesamt 55 075
Geneintrdgen). Eine Regulation wurde bei 1125 der 14 091 Gene festgestellt. Um zu {iberpriifen, inwie-
weit die zuvor beschriebenen Abundanzveranderungen der Proteine mit einer Verdnderung auf Gen-
ebene tiibereinstimmen, wurden beide Omics-Experimente anhand der UniProt-Eintrdge miteinander
gepaart. Hierbei standen aus den Proteomdaten 2 771 Eintrdge und aus den Transkriptomdaten 11 658
Eintrage zur Verfiigung. Fiir 97% der mittels Massenspektrometrie quantifizierten Proteine lagen
ebenfalls quantitative Transkriptomdaten vor (Abbildung 4.6A). Nachfolgend wurden die Eintrédge
basierend auf den massenspektrometrischen Daten getrennt betrachtet: Zum einen die Eintrdge mit
einer zuvor gezeigten, signifikanten differenziellen Abundanz (n=80) und zum anderen die Eintrage,
die keine differenzielle Abundanz aufwiesen (n=2 691). Es zeigte sich, dass die Mittelwertdifferenzen
(RA-EtOH) von Gen- und Proteinebene der 80 differenziellen Eintrdge miteinander korrelieren
(0=0,87). Groflere Abweichungen wurden bei den nicht-differenziellen Eintrdgen verzeichnet

(0=0,25; Abbildung 4.6B und C).
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Abbildung 4.6 Vergleich der Proteom- und Transkriptomdaten von 120 Std. retinsdurebehandelten Zellen.

(A) Zu 97% der mittels Massenspektrometrie quantifizierten Proteine lagen quantitative Transkriptomdaten
(RNA-Seq) vor. (B-C) Vergleich relativer Anderungen von Proteinen und mRNA. Jeder Punkt reprasentiert den
Intensitatsunterschied auf Protein- (X-Achse) und mRNA-Ebene (Y-Achse) zwischen Retinsdure (RA)- und
Kontrollbehandlung (EtOH). Dargestellt sind die Differenzen der logarithmierten Intensitatsmittelwerte. Fiir die
Korrelationsanalyse nach Pearson wurden die gemeinsamen Eintrége basierend auf den Proteomdaten getrennt:
(B) 80 Eintrage mit einer signifikanten differenziellen Abundanz und (C) 2 691 Eintrédge, die keine differenzielle
Abundanz aufwiesen. Die lineare Regressionsgerade ist jeweils in grau eingezeichnet.

Ergéanzend zu den bereits auf Proteinebene identifizierten Komponenten des Retinsdure-Signalweges,
gaben die Transkriptomdaten zusatzliche Informationen iiber (mindestens) 10 Gene, welchen Retin-
saure-abhangigen Prozessen zugesprochen werden (Anhang 6, Abbildung 6.3). Ein Vergleich der
Proteom- und Transkriptomdaten, mit einer Liste der Top-50-regulierten Gene nach einer achttiagigen
Behandlung mit 1uM Retinsdure (Korecka et al., 2013) zeigte, dass 62% der von Korecka et al.

beschriebenen Gene ebenfalls in den Transkriptomdaten quantifiziert wurden. Die Schnittmenge mit

den Proteomdaten lag bei 2% (Abbildung 4.7).



Ergebnisse 57

Korecka et al. 2013 . >
\ Transkriptom

Proteom

Abbildung 4.7 Vergleich der Transkriptom- und Proteomdaten mit einer veréffentlichten Liste der Top-50-
regulierten Gene.

Die herangezogene Liste basiert auf Mikroarraydaten von SH-SY5Y-Zellen nach achttédgiger Behandlung mit 1 uM
Retinsédure (Korecka et al., 2013). Der Vergleich der Daten zeigte, dass 62% der 50 Gene ebenfalls in den 120 Std.-
behandelten Zellen mittels Transkriptomanalyse und 2% mittels Proteomanalyse nachgewiesen wurden.

42.3 Verlauf der Proteomidnderungen zwischen 0-48 Std. Behandlung

Die Vermessung der Neuritenlangen ergab, dass nach 48Std. Retinsaurebehandlung bereits
signifikante morphologische Veranderungen vonstattengegangen sind. Folgend wurde iiberpriift, ob
in den ersten 48 Std. bereits Veranderungen auf Proteinebene zu detektieren sind, welche Einblicke in
den frithen Prozess der Retinsdure-induzierten neuronalen Differenzierung der Zellen geben konnen.
Weiter stellte sich die Frage, ob es zu einer verdnderten Abundanz von Proteinen kommt, die mit der
Redox-Homoostase, oxidativen Faltung von Proteinen oder oxidativem Stress assoziiert sind. Um dies
zu liberpriifen, wurde die differenzielle Analyse auf fiinf Zeitpunkte ausgeweitet (RA-Zeitreihe). SH-
SY5Y-Zellen wurden fiir jeweils 0Std., 1Std., 35td., 8Std. und 48 Std. mit Retinsdure oder der
Losungsmittelkontrolle behandelt (n =5, 3.9.4), was nachfolgend als frithe Zeitpunkte definiert wurde.

Im Anschluss daran wurde das Proteom mittels markierungsfreier Massenspektrometrie untersucht.

Insgesamt wurden 3 464 Proteine identifiziert, wovon 2 303 Proteine quantifiziert und fiir die statisti-
sche Auswertung herangezogen wurden. Innerhalb des untersuchten Zeitraums wiesen 873 Proteine
eine differenzielle Abundanz auf, die signifikant durch die Kultivierungszeit gepragt ist. Eine
Behandlungsabhingige Abundanzveranderung zeigten 70 Proteine und bei 76 Proteinen war eine
differenzielle Veranderung der Abundanz zu verzeichnen, welche sowohl auf die Retinsdurebehand-
lung als auch die Kultivierungszeit zuriickzufiihren ist. Eine Darstellung der Proteine mit differenziel-
ler Abundanz zu den distinkten Zeitpunkten zeigt, dass die grofiten Veranderungen nach 48 Std.
Behandlung detektiert wurden (Abbildung 4.8A). Zu diesem Zeitpunkt wurde die Abundanz von 6%
der Proteine signifikant verdndert. Eine vollstandige Auflistung aller differenziellen Proteine befindet

sich in Anhang 6, Tabelle 6.2.
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Abbildung 4.8 Retinsiure-induzierte Anderungen des Proteoms zwischen 0-48 Std.

Anzahl der Proteine mit einer signifikanten Abundanzénderung (p <0,05). Die Balken markieren den Anteil der
Proteine, welche eine erhohte (weifS) oder verringerte (schwarz) Abundanz nach Retinsdurebehandlung auf-
wiesen. Die statistische Auswertung erfolgte iiber eine zweifaktorielle Varianzanalyse, mit anschlieSfendem
Vergleichstest nach Tukey sowie einer Korrektur nach Benjamini-Hochberg.

Die dynamischen Verdanderungen der Proteinabundanzen wurden mithilfe einer soft cluster-Analyse
untersucht (Kumar & E Futschik, 2007). Hierbei wurden alle quantifizierten Proteine in
retinsdurebehandelten Zellen betrachtet. Bei der Methode des fuzzy c-means clustering wird jedem
Profil ein Grad der Zugehorigkeit zu einem bestimmten Cluster zugeteilt, in Abbildung 4.9
reprasentiert durch eine farbige Markierung. Insgesamt wurden neun Cluster erstellt: Cluster 1, 5 und
7 zeigen Proteine, die in ihrer Abundanz zu verschiedenen Zeitpunkten ansteigen. In den Clustern 2, 4
und 9 sind Proteine enthalten deren Abundanz sinkt. Proteine die ein eher transientes Profil aufweisen
werden in den Clustern 3, 6 und 8 zusammengefasst. Die Komponenten des klassischen Retinsdure-
Signalweges, wie das retinol binding protein-1 (RBP1) und der Rezeptor stimulated as retinoic acid gene-6
(STRA®6) finden sich beispielsweise in den Clustern 1 und 7 wieder. Um zu iiberpriifen, ob sich die
Verdanderung der Zellmorphologie auf Proteinebene widerspiegelt, wurde die GO-Kategorisierung
biological process der Proteine einzelner Cluster iiber einen exakten Test nach Fisher betrachtet. Dies
erfolgte vor dem Hintergrund aller Proteine des Datensatzes (Abbildung 4.9). Cluster 4 fasst Proteine
zusammen, deren Abundanz nach dreistiindiger Retinsaurebehandlung abnimmt. Zugehorige
Proteine zeigten eine Anreicherung von Kategorien, die mit der Translation assoziiert sind (z.B.
translation; Anreicherungsfaktor/AF=2,03; p=7,48x10+*), auch Kategorien, die mit der Ribsomen-
tatigkeit zusammenhadngen sind angereichert (z.B. ribosome biogenesis; AF=5,52; p=6,97x104).
Signifikant wenige Proteine des Clusters4 werden mit der Kategorie response to chemical stimulus
assoziiert (AF=0,66; p=0,003). Eine Betrachtung des Clusters 7, welche Proteine beinhaltet, die nach
achtstiindiger Retinsdurebehandlung in der Abundanz zunehmen, hingegen zeigte eine Abreicherung
von Proteinen, die mit der Translation assoziiert sind (translation; AF=0,20; p=0,002). Angereichert

sind in Cluster7 dagegen Proteine, die mit Kategorien assoziiert sind, welche bei der Regulation des
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Zytoskeletts oder neurologischen Prozessen eine Rolle spielen (z.B. extracellular structure organization;

AF=3,63;, p=1,77 x10%).
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Abbildung 4.9 Dynamische Verinderungen des Proteoms und assoziierte biologische Prozesse.

(A) Soft cluster-Analyse aller quantifizierten Proteine wahrend der 48 Std. andauernden Retinsdurebehandlung
(nach Kumar and M 2007). Die y-Achse ist log10 transformiert und normalisiert. Jeder Verlauf ist hinsichtlich des
Grades der Zugehorigkeit zu dem Cluster farbig markiert. Die Tabelle listet die Anzahl der Proteine innerhalb der
gewdhlten Cluster. (B) GO-Kategorie biological process: Signifikant ab- (Anreicherungsfaktor <1) oder angereichert
(>1) in Cluster 4 und 7. Basierend auf einem exakten Test nach Fisher, vor dem Hintergrund aller 2 303 Proteine
des Datensatzes. Benjamini-Hochberg korrigierter p-Wert <0,05, siehe auch Anhang 6, Tabelle 6.3.

Zu den Proteinen mit einer besonders starken Zunahme der Abundanz gehort das Retinsaure-
transportierende Protein CRABP2, welches eine >150-fache Erhéhung im Vergleich zu der Kontrolle
aufweist (p=1,35x10"3; Abbildung 4.10A). Auch das Profil des Rezeptors RET fallt durch eine
besonders frithe und starke Zunahme auf. Eine erhohte Expression des Rezeptors RET gilt auf RNA-

Ebene als ein Marker der Retinsdure-Antwort (Angrisano et al., 2011; Oppenheimer et al., 2007;
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Patrone et al., 1997). RET zeigte bereits nach dreistiindiger Retinsdurebehandlung eine 1,25-fache
Zunahme in der Abundanz verglichen zu der Kontrolle (p=0,03). Innerhalb von 48 Std. stieg die
Abundanz weiter bis auf das 24,5-fache an (p=>5,86 x 104, Abbildung 4.10B). In der vorrangegangenen
Proteomstudie (120Std. Proteom, 4.2.1) wurde RET ebenfalls quantifiziert und eine 21,1-fache
Erhohung der Abundanz nach 120 Std. Stimulation festgestellt (Abbildung 4.10C). Auch aus den zur

Verfiigung gestellten Transkriptomdaten wird die Induktion ersichtlich (2,2-fache Erhoéhung,

p=4,7x104).
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Abbildung 4.10 Retinsdure-abhingige Abundanz der Proteine CRABP2 und RET.

Zeitlicher Verlauf (0-48 Std.) der Proteinabundanzen von (A) CRABP2 und (B) RET nach Retinsdure (RA)- und
der Kontrollbehandlung (EtOH). Dargestellt ist der Mittelwert +/- Standardabweichung der log2 LFQ-
Intensitaten. (C) Log2 LFQ-Intensitdten von RET nach 0Std. und 120 Std. Kontroll- bzw. RA-Behandlung, der
Mittelwert ist gekennzeichnet (A). Die statistische Auswertung erfolgte iiber eine zweifaktorielle (A) bzw.
einfaktorielle (B) Varianzanalyse, mit anschlieSendem Vergleichstest nach Tukey sowie einer Korrektur nach
Benjamini-Hochberg. Die Sterne markieren einen p-Wert ***p <0,001.

Um Hinweise auf redox-abhdngige Prozesse zu erhalten, wurde die Abundanz von Proteinen
kontrolliert die an dem Abbau von Superoxidanionen, H20: und anderen organischen Peroxiden
beteiligt sind. Dariiber hinaus wurden die Proteomdaten auf Eintrdge {iberpriift, denen die Gen
Ontologie-Annotation molekulare Funktion (GOMF): antioxidant activity zugeordnet ist (Tabelle 4.2).
Der Vergleich zwischen den retinsdurebehandelten und Kontrollzellen zeigte, dass die quantifizierten

Proteine keine Abundanzénderung infolge der Retinsdurebehandlung aufwiesen. Eine signifikante

Verdanderung tiiber die Zeit wurde bei sechs Proteinen detektiert, z.B. bei der H20O»-abbauenden
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Katalase (CAT, p=3,07x10?). Weiter wurde {iiberpriift, ob es zu einer Abundanzénderung von
Proteinen kommt, die an der oxidativen Faltung im ER beteiligt sind. Hier zeigte sich eine signifikante
Abnahme der PDIA4-Abundanz zum Zeitpunkt 1Std. (Ratio Retinsaure/EtOH: 0,82; p-Wert zum
Zeitpunkt 15td.=0,04). Als Hinweis auf oxidative Schdden an DNA, Lipiden oder Proteinen wurden
die Abundanzveranderungen von Proteinen mit der GOMF-Annotation cellular response to oxidative
stress, lipid oxidation und der Zuordnung zu dem KEGG-Signalweg base excision repair betrachtet.
Insgesamt wurden 33 Proteine mit einer der Annotationen quantifiziert, von denen vier einen
signifikanten Abundanzunterschied infolge der Retinsaurebehandlung nach frithestens acht Stunden
aufwiesen (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2 Quantifizierte Proteine die mit der Kontrolle des zelluliren Redoxzustandes, der zelluliren
Antwort auf oxidativen Stress, Lipid-Oxidfition und DNA-Reparatur verbunden sind.

Proteine mit einer statistisch signifikanten Anderung der Abundanz iiber die Zeit, basierend auf dem korrigierten
p-Wert* der zweifaktoriellen ANOVA oder im Vergleich von Retinsdaure (RA) zu der Kontrolle EtOH, sind grau

unterlegt. Die Ratio wurde aus den gemittelten LFQ-Intensitaten ermittelt. Die Pfeile zeigen an, ob die Ratio zu
dem entsprechenden Zeitpunkt sinkt oder steigt.

p-Wert* p-Wert RA vs. EtOH Ratio (RA/EtOH)
Genname Zeit 1Std. 3Std. 8Std. 48Std. 1Std. 3Std. 8Std. 48Std. Differenziell
Abbau von Superoxidanionen und Peroxiden
SoD2 8,7x10" 1,0 1,0 1,0 6,710 1,07 1,05 1,17 0,69
soD1 4,7x10" 1,0  4,9x10™ 1,0 9,5x10" 1,06 1,24 1,09 1,14
CAT 3,1x102 1,0 1,0 1,0 43x10" 1,00 096 0,95 1,33
GPX1 2,1x10°  9,8x10% 1,0 2,0x10" 1,0 0,77 1,13 1,89 0,96
TXNDC17 3,9x102  9,9x10" 9,2x10"  5,1x10™ 1,0 091 1,14 1,22 0,98
PRDX4 3,8x10*  9,8x10" 9,6x10" 9,9x10™ 1,0 094 0,93 0,94 1,04
PRDX6 1,9x10"  9,7x10" 7,8x10™ 1,0 9,5x10" 0,94 0,92 1,02 0,94
PRDX2 8,0x10" 1,0 1,0 1,0 1,0 1,06 0,98 1,03 1,06
PRDX1 2,4x10"  9,9x10" 9,5x10" 9,9x10™ 1,0 092 1,11 1,08 0,96
PRDX4 4,1x10"  9,4x10" 1,0 7,8x10" 1,0 0,90 1,08 1,15 0,98
GSTK1 1,0x10™ 1,0  6,8x10™ 1,0 9,3x10" 0,94 1,22 094 1,15
GMPR;GPX4 2,8x10° 1,0  5,7x10™ 1,0 9,4x10" 1,20 1,69 1,19 0,71
MGST3 1,7x102 1,0  1,2x10™ 1,0 1,0 1,12 0,68 1,04 0,90
NXN 57x10"  9,4x10' 1,0 1,0 1,0 1,30 1,18 0,88 1,16
Oxidative Faltung im ER
PDIAG 6,4x10" 1,0 1,0 8,4x10" 1,0 1,01 0,99 0,8 0,99
PDIA4 1,1x10%  4,0x10% 7,7x10" 9,8x10°  9,4x10% 0,82 091 0,94 1,19 15td.
ERO1L 9,5x10" 9,8x10% 1,0 1,0 1,0 0,93 0,97 1,00 1,02
Zellulare Antwort auf oxidativen Stress
KSR2 2,4x10"  8,2x10" 9,8x10™ 1,0 1,0 1,31 1,19 0,96 1,00
RELA 2,3x10" 1,0 1,0 9,6x10" 1,0 096 0,99 1,11 1,00
ATP5B 6,3x1™" 1,0  9,9x10™ 1,0 1,0 0,81 0,551 0,73 1,20
TXNL1 2,0x102  9,0x10° 1,0 7,1x10"  9,8x10' 0,87 1,09 1,20 0,90
PRKRA 9,9x10° 9,9x10° 1,0 1,0 3,1x10' 0,92 1,00 09 1,21
CDK1 6,9x10" 1,0 1,0 1,0 1,0 0,97 1,03 0,95 0,88
ATP5B 5,5x102 1,0 1,0 1,0 1,0 0,95 0,95 1,00 0,95
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PARP1 2,7x102 1,0 9,9x10" 1,0 7,0x10 1,01 1,10 1,01 0,85
G6PD 2,7x10°  6,6x10% 1,0 43x10"  2,8x10* 0,92 1,03 1,11 126  485td.]
APEX1 8,2x102 1,0 1,0 7,4x10" 1,0 0,97 0,97 0,88 0,94
Fortsetzung Tabelle 4.2
PPIF 7,4x10™" 1,0  9,3x10" 1,0 8,2x10" 0,93 0,79 0,99 0,76
MAPKS 8,1x10™" 1,0 9,3x10" 9,9x10" 1,0 0,87 1,45 1,32 0,85
ATP7A 1,8x10%  9,8x10" 1,0 1,0 50x10” 0,83 1,03 1,06 6,83  485td.D
SLC25A24 1,3x10%  6,8x10" 3,0x10* 1,0 5,1x10* 0,87 0,83 0,95 1,17
SIN3A 1,7x10™" 1,0 1,0 4,6x10 1,0 0,84 1,06 044 1,12 8Std.\
PARK7 2,8x10° 1,0 9,9x10" 1,0 1,0 1,01 1,04 1,03 0,98
ADPRHL2 54x100  9,7x10' 1,0  7,9x10-01 9,6x10° 1,50 1,09 1,81 1,53
Lipid-Oxidation
HADHB 2,6x10° 1,0 1,0 1,0 3,2x10-01 0,95 1,02 0,99 1,15
ABCD3 8,2x10™ 1,0 9,8x10" 1,0 9,9x10* 1,14 0,83 0,87 1,19
POR 3,2x10*  7,2x10" 8,2x10* 1,0 1,0 1,14 1,12 1,03 1,04
SCP2 8,2x10°  4,7x10" 9,8x10" 1,0 1,0 0,81 1,12 0,98 0,99
HSD17B4 2,8x10°  9,9x10% 1,0 1,0 1,0 0,96 1,04 0,98 1,03
ACOX1 7,7x10"  5,3x10' 1,0 8,8x10" 1,0 1,34 1,05 1,23 1,02
DNA-Reparatur
LIG1 1,2x102 1,0 1,0 1,0 8,3x10" 1,00 0,88 1,11 0,74
POLD1 3,6x101  7,6x10° 1,0 9,6x10° 9,9x10° 1,22 1,10 1,15 0,89
HMGB1;HMGB1P1 3,2x10™ 1,0 9,9x10" 1,0 1,0 1,06 1,20 1,04 1,16
PCNA 4,4x10" 1,0 1,0 1,0 49x10° 1,02 1,00 1,02 1,18  485td.Q]
RPA2 2,7x10™ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,00 1,05 1,01 0,97
XRCC1 6,0x10™" 1,0 89x10" 9,8x10" 1,0 0,90 1,39 1,28 0,95
FEN1 4,3x10"  7,7x10" 5,4x10" 1,0 1,0 0,86 1,20 1,03 1,01
POLD2 5,1x10° 1,0 9,9x10" 7,3x10 9,9x107 0,95 1,10 1,19 0,90
LIG3 2,0x10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,03 1,25 1,26 1,05
DDB1 7,6x102 1,0 1,0 1,0 1,0 0,96 1,01 1,05 0,96

4.3  Analyse des zelluliren Redoxzustandes

Neben den beschriebenen Veranderungen der Proteinabundanz wurde tiberpriift, ob es 1-5Std. nach
Beginn der neuronalen Differenzierung zu einer Veranderung des zelluldren Redoxzustandes kommt.
Bislang ist bekannt, dass es in differenzierten SH-SY5Y-Zellen, nach vier- bzw. siebentdgiger
Retinsdurebehandlung, zu verdnderten Mengen von Superoxidanionen und H20> kommt (Lopes et al.,
2017; Silvis et al., 2016). Um ein moglichst umfassendes Bild des intrazelluldren Redoxzustandes zu
erhalten, wurden verschiedene Nachweistechniken eingesetzt. Zunadchst wurde der globale
Redoxzustand der Zellen mittels des redox-sensitiven Farbstoffes CellROX Green analysiert, da dieser
durch verschiedene RS oxidiert werden kann. Da der Farbstoff DNA-bindend ist, werden primar
Signale des Zellkerns und der Mitochondrien detektiert. Eine H:0:-spezifische und schlieflich
ortsabhéingige Detektion, wurde durch die genetisch kodierten Sensorproteine RoGFP2-Orpl bzw.
NCF1-RoGFP2 ermoglicht (Meyer & Dick, 2010; Pal et al., 2013). Mithilfe der Experimente sollte
schliellich ein geeigneter Zeitpunkt fiir die geplante globale Analyse der reversibel-oxidierten

Proteine (Redox-Proteom, 4.4) ermittelt werden.
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43.1 Analyse des globalen Redoxzustandes

Der redox-sensitive Farbstoff CellROX Green zeigte im reduzierten Zustand eine geringe Fluoreszenz.
Die Oxidation des Farbstoffes durch Zugabe des Oxidationsmittels H2O: fiithrte zu einem Anstieg der
messbaren Fluoreszenzintensitit bei einer Extinktion von 485nm und Emission von 520nm
(Abbildung 4.11A). Dieser Anstieg in der Fluoreszenzintensitat dient als Hinweis auf einen erhShten
oxidativen Zustand innerhalb der Zellen. Verschiedene Zeitpunkte nach Stimulation mit Retinsdure
wurden hinsichtlich der veranderten CellROX Green-Fluoreszenz untersucht. Nach dreistiindiger
Behandlung der Zellen mit Retinsdure wurde eine signifikant erhohte Fluoreszenzintensitdt des
Farbstoffes detektiert (p =0,006), was auf vermehrtes Vorkommen von RS schliefsen lasst. Nachfolgend

sank die Fluoreszenzintensitat zuriick auf das Ausgangsniveau (Abbildung 4.11B).
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Abbildung 4.11 Nachweis reaktiver Spezies in retinsdurebehandelten SH-SY5Y-Zellen.
Eine erhohte Fluoreszenzintensitat des Farbstoffes CellROX Green wurde nach (A) 5min., 1 mM H202- und nach
(B) 3Std. Retinsdure (RA)-Behandlung detektiert. Angegeben sind die Mittelwerte von n=6, +/- deren Standard-
abweichung. Mittels eines Student t-Tests wurde {iberpriift, ob es durch die Behandlung zu einem signifikanten
Unterschied zwischen behandelten und Kontrollzellen kommt. Die Sterne markieren einen p-Wert ** p <0,01 und
%% <

p<0,001.
43.2 Funktionelle Validierung des genetisch kodierten H-02-Sensors RoGFP2-ORP1
Das vorrangegangene Experiment lasst schlussfolgern, dass in den Zellen nach dreistiindiger
Retinsdurebehandlung ein vermehrt oxidativer Zustand vorliegt. Um zu {iberpriifen, ob dies mit
einem Anstieg von H2O: einhergeht, wurden die stabil mit RoGFP2-ORP1 transfizierten SH-SY5Y-
Zellen genutzt. Neben der erhohten Spezifitit fiir H2O2 hat die Verwendung der genetisch kodierten
Sensoren gegeniiber dem Gebrauch von CellROX Green den Vorteil, dass die Ergebnisse unabhangig
von der Konzentration des Sensors, der zu detektierenden Signalintensitdt und einer Photobleichung
sind (Gutscher et al., 2009; Meyer & Dick, 2010; Pal et al., 2014). Nach erfolgreicher Klonierung (3.2)
und der Herstellung stabil transfizierter SH-SY5Y-Zelllinien (3.2.8), wurde zunéichst die Funktionalitét
des Sensors mittels konfokaler Mikroskopie iiberpriift (3.4.2). Im Anschluss wurde ein Detektions-
verfahren im Mikrotiterplattenlesegerat aufgesetzt, was die Aufnahme einer Vielzahl von Zellen

ermdglichte (3.4.3).
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4321 Detektion mittels Konfokalmikroskopie

Fiir die konfokalmikroskopischen Aufnahmen wurden die Zellen fiir 15 min mit 10 mM H20: oder
1mM DTT behandelt und die resultierenden Fluoreszenzdnderungen betrachtet (Abbildung 4.12A).
Die Fluoreszenzratio, also das Verhaltnis der detektierten Intensititen, entspricht dem Grad der
Sensoroxidation und dient schliefflich der Einschatzung des Redoxzustandes der Zelle. Verglichen zu
der Kontrolle kann in den behandelten Zellen nach H20:-Zugabe ein Anstieg (p=9,8 x102') bzw. nach
DTT-Zugabe eine Verringerung (p=3,8x107) der Fluoreszenz-Ratio ermittelt werden (Abbildung
4.12B). Weshalb auf eine vermehrte Oxidation (32% +/- 0,6) bzw. Reduktion (zu 6,2% +/- 0,1 oxidiert)
der vorliegenden Sensorproteine geschlossen werden kann (Abbildung 4.12C). Der dynamische
Bereich der Sensorproteine konnte durch die Differenz der maximal und minimal erreichten
Fluoreszenz-Ratio mit 1,57 +/- 0,04 bestimmt werden. Unter physiologischen Bedingungen lagen die
Sensorproteine der betrachteten Zellen vermehrt in einem reduktivem Zustand vor (92,3%; Abbildung

4.12C und in Abbildung 4.12B markiert durch einen Stern).



Ergebnisse 65

A Physiologisch

Oxidiert
(ex. 405nm|em. 535nm)

Reduziert
(ex. 485nm|em. 535nm)

B
Fluorezszenz-Ratio 7
_a»
%0x. roGFP2-ORP1 BN
100 80 60 40 20 - 0
Ox. ths']o\ogisc Red.
ok * %k
C 2'5 * oKk
* k%
2 2
1]
[
~
g 1,54
x
o
S 1
[V 8
0,54
Physiologisch H,0, DTT

Abbildung 4.12 Konfokalmikroskopische Aufnahmen und softwarebasierte Ratio-Analyse des Sensors
RoGFP2-ORP1 in stabil transfizierten SH-SY5Y-Zellen.

(A) Darstellung der zellularen Fluoreszenz der drei Behandlungszustédnde bei ex.405nm|em.535nm (oxidiert)
und ex.485nm|em.535nm (reduziert). (B) Die normalisierte Fluoreszenz-Ratio wurde mithilfe des Programms
RRA Ratio Analysis bestimmt (Fricker, 2016). Die Farbskala illustriert den Grad der Sensor-Oxidation. Unter
physiologischen Bedingungen zeigten die Sensoren einen vermehrt reduzierten Zustand (92,3%). (C) Die
Fluoreszenz-Ratios zeigten eine Oxidation der Sensoren nach 15 min, 10 mM H:0: bzw. Reduktion nach 15min,
ImM DTT. Anhand der maximal und minimal erreichten Fluoreszenz-Ratio kann der dynamische Bereich des
Sensors in den Zellen bestimmt werden. Gezeigt sind das geometrische Mittel und die Standardabweichung von
10 Zellen. Mittels einer Varianzanalyse und einem Post-hoc Test nach Tukey wurde {iberpriift, ob es durch die
Behandlungen zu einem signifikanten Unterschied kommt. Die Sterne markieren einen ***p <0,001.
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4.3.22 Detektion im Mikrotiterplattenlesegerit

Zur Bestdtigung, dass der verwendete Sensor {iber das DTX 880 Multimode Detektor-System auslesbar
ist, wurde dessen Fluoreszenz-Ratio zundchst unter reduzierenden und oxidierenden Bedingungen
bestimmt und mit der basalen Fluoreszenz-Ratio verglichen. Um einen autofluoreszenz-Effekt der
Zelle auszuschlieflen, wurde das Experiment vergleichend mit Wildtyp SH-SY5Y-Zellen durchgefiihrt
(Abbildung 4.13A) und die Signale des Sensors auf diese Hintergrundfluoreszenz normalisiert (3.8.3).
Die Ergebnisse zeigten, dass der hier verwendete Sensor signifikant durch die 15 min Behandlung mit
dem jeweiligen Reagenz oxidiert wurde (Abbildung 4.13B). Verglichen zu der Kontrolle fiihrte die
Zugabe von 10 mM H20: zu einem 2,8-fachen (p=1,7 x 10%) und die Zugabe von 0,5 mM Diamid zu
einem dreifachen Anstieg der Fluoreszenz-Ratio (p=23,1x10%). Der dynamische Bereich, welcher mit
dem Verfahren abgedeckt wurde, betragt 0,61 +/- 0,13. Einhergehend mit den zuvor gezeigten Daten
wurde nur ein geringer reduktiver Effekt (1mM DTT, 15min) gemessen (p=0,03). Die konfokal-
mikroskopischen Aufnahmen zeigten bereits, dass ein Grof3teil der Sensoren unter physiologischen

Bedingungen im reduzierten Zustand vorlag.
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Abbildung 4.13 Funktionalititstest des Sensors RoGFP2-ORP1 im Mikrotiterplattenlesegerit.

Zunachst wurde die Funktionalitdt des Sensorproteins in SH-SY5Y-Zellen {iberpriift. Die Zugabe von H202 und
Diamid fithrte nicht zu einem Anstieg der Fluoreszenz-Ratio in (A) Wildtyp-Zellen, jedoch in (B) stabil mit
RoGFP2-ORP1 transfizierten Zellen. Dargestellt sind die gemittelten (A) bzw. normalisierten und gemittelten (B)
Fluoreszenz-Ratios +/- Standardabweichung, n=8. Mittels Varianzanalyse wurde {iberpriift, ob es durch die
Behandlung zu signifikanten Unterschieden zwischen behandelten und Kontrollzellen kommt. Die Sterne
markieren p-Werte *p<0,05 und **p <0,001.
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43.3 Verwendung von RoGFP2-ORP1, um die Entstehung von H:0:zu iiberpriifen

Als Hinweis auf entstehendes H20: wurden die Fluoreszenz-Ratios der Sensorproteine zu verschie-
denen Zeitpunkten nach Retinsdurebehandlung ermittelt (Abbildung 4.14A). Im Vergleich zu der
Kontrolle, wurde nach zweistiindiger Behandlung ein Anstieg in der RoGFP2-ORP1 Fluoreszenz-
Ratio beobachtet (p =0,002), was auf einen Anstieg von zellularem H>O: deutet. Dahingegen weist die
verringerte Fluoreszenz-Ratio nach dreistiindiger Retinsdurebehandlung (p=1,3x10+#), auf vermin-

derte H20O>-Mengen im Vergleich zu der Kontrollzelle hin.
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Abbildung 4.14 Veranderung der Fluoreszenz-Ratio von RoOGFP2-ORP1 zwischen 0-3 Std. Behandlung.

(A) Verglichen zu der Kontrolle (EtOH), fiihrte die Retinsdure (RA)-behandlung zu einer Erhohung der
Fluoreszenz-Ratio nach 25td. und Verringerung nach 3Std. (B) Durch die zweistiindige Behandlung mit
Retinsdure wurde die Fluoreszenz-Ratio erhoht, dieser Effekt wurde durch eine 30-miniitige Vorbehandlung mit
Diphenyleneiodonium (DPI) aufgehoben, nicht jedoch durch Apocynin (Apo). Dargestellt sind die Mittelwerte +/-
Standardabweichung, n=8. Die Sterne markieren einen signifikanten Unterschied zwischen behandelten und
Kontrollzellen. Die mittels Student t-Test bzw. Varianzanalyse bestimmte Signifikanz betrug **p<0,01 und
45 <0,001.

Erhohte ROS-Mengen in neuronal differenzierten SH-SY5Y-Zellen wurden bereits mit der Aktivitat
der NOX-Komplexe in Verbindung gebracht (Nitti et al., 2010). Nachfolgend wurde iiberpriift, ob
diese Beteiligung fiir den angenommenen H:0:-Anstieg nach zweistiindiger Retinsdurebehandlung
bestdtigt werden kann. Die katalytische Untereinheit der NOX-Proteine ist ein NADPH-abhangiges
Flavocytochrom, welches radikalische Superoxidanonen produziert, die folgend zu H>02 dismutieren.
Um diese Radikalentstehung zu blockieren, wurden der unkompetitive Flavoenzym Inhibitor
Diphenyleneiodonium (DPI) (Cross, 1987; Cross & Jones, 1986; Doussiere & Vignais, 1992) und der
Inhibitor Apocynin (t Hart, Simons, Knaan-Shanzer, Bakker, & Labadie, 1990) verwendet. Wurden die
Zellen 30 Min. vor Beginn der Retinsdurezugabe zusatzlich mit DPI behandelt, unterdriickte dies den

durch Retinsdure-induzierten Anstieg der Fluoreszenz-Ratio (p=2x103, Abbildung 4.14B). Die

Zugabe von Apocynin l6ste diesen Effekt nicht aus.
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434 Verwendung von NCF1-RoGFP2, um eine Beteiligung der NOX-Komplexe zu iiberpriifen

Um die Beteiligung der NOX-Komplexe weiter zu iiberpriifen, wurde das Sensorprotein RoGPF2 mit
der organisatorischen Untereinheit p47rhox (NCF1) des NOX2-Komplexes fusioniert (NCF1-RoGFP2,
Pal, Basu Thakur et al. 2013). Die RoGFP2-Fluoreszenz der stabil mit NCF1-RoGFP2 transfizierten SH-
SY5Y-Zellen wurde iiber das zuvor etablierte Mikrotiterplatten-Verfahren gemessen. Zunachst wurde
die Funktionalitat des Sensors getestet und der dynamische Bereich bestimmt. NCF1-RoGFP2 wurde
durch die Zugabe von 10 mM H:0: oder 0,5 mM Diamid oxidiert. Nach Zugabe von 1 mM DTT zeigte
dieses Sensorprotein, wie das zuvor beschriebene RoGFP2-ORP1, eine geringe Verdanderung der
Fluoreszenz-Ratio (Abbildung 4.15A). Der dynamische Bereich, welcher mit dem Verfahren abgedeckt
werden konnte, betrdgt 0,54 +/- 0,02. Einhergehend mit den zuvor gezeigten Experimenten, wurden
stabil mit NCF1-RoGFP2 transfizierte SH-SY5Y-Zellen mit Retinsdure oder EtOH behandelt, was eine
Erhohung der Fluoreszenz-Ratio nach zwei Stunden ausloste (p=3x103, Abbildung 4.15B). Die
erhohte Fluoreszenz-Ratio weist auf eine vermehrte Produktion von Superoxidanionen bzw. davon

abgeleitetem H202 hin, die vermutlich auf die NOX-Komplexe zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 4.15 Retinsdure induziert die Oxidation des Sensors NCF1-RoGFP2.

(A) Zunéachst wurde die Funktionalitdt des Sensorproteins in stabil transfizierten SH-SY5Y-Zellen tiberpriift. Die
Zugabe von H202 und Diamid fiihrte zu einem Anstieg der Fluoreszenz-Ratio. (B) Die Stimulation mit Retinsaure
fithrt zu einer Erhohung der Fluoreszenz-Ratio nach 2Std. und Verringerung nach 3Std. Dargestellt sind die
Mittelwerte +/- Standardabweichung, n=8. Mittels Varianzanalyse wurde iiberpriift, ob es durch die Behandlung
zu signifikanten Unterschieden kommt. Die Sterne markieren einen signifikanten Unterschied zwischen
behandelten und Kontrollzellen *p <0,05, *p <0,01 und ***p <0,001.
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4.4 Differenzielle Analyse des Redox-Proteoms von SH-SY5Y-Zellen

Die Ergebnisse legen nahe, dass es nach zweistiindiger Retinsaurebehandlung zu einem Anstieg von
zellularem H202 kommt (4.3.3). Um zu iiberpriifen, ob es zeitgleich zu reversiblen Oxidationen an
Proteinen kommt wurde eine redox-spezifische differenzielle Proteomanalyse mittels Massen-
spektrometrie durchgefiihrt (Redox-Proteom). Redox-sensitive Modifizierungen an Cysteinresten sind
labil, schnelllebig und gegebenenfalls niedrig abundant. Daher erfordert ihre Analyse spezielle
Aufarbeitungs-, Derivatisierungs- und Anreicherungstechniken, welche im Rahmen dieser Arbeit
etabliert und angewendet wurden. Fiir die Analyse reversibel oxidierter Cysteine wurde ein bereits
beschriebenes Protokoll zur redox-spezifischen Proteomanalytik modifiziert (J. Guo et al., 2014;
Paulech et al.,, 2013). Diese Technik bedient sich einer Thiopropyl-Sepharose 6B-Matrix (TPS-Matrix)
unterstiitzen Aufarbeitung der Proben (3.6 und Abbildung 4.16).

Probe Zellernte Blockierung Tt Matrixbindung

& Behandlung & Lyse & Elution
e - = —

(}SH (}s NEM O_s NEM 0_51_,_0 . O—S—CA
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% 3 SH Fonem 50

SH

Abbildung 4.16 Schematischer Arbeitsablauf fiir die redox-spezifische Proteomanalytik.

Die Zellen wurden mit 10 uM Retinsdure, 0,5mM Diamid oder dem Kontrollreagenz EtOH behandelt.
Anschliefend erfolgte die Zellernte unter sauren Bedingungen. Die Lyse wurde optional unter Zugabe des
Blockierungsreagenz N-Ethylmaleimid (NEM) durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die vormals oxidierten
Cysteine reduziert und an die Thiopropyl-Sepharose 6B-Matrix (TPS-Matrix) gebunden. Nach erfolgreicher
Elution wurden die Proteine iiber einen in-gel-Verdau aufgearbeitet (nicht dargestellt) und in diesem Prozess
mittels lodacetamid carbamidomethyliert (CA). SH: Thiol, SOH: Sulfenylierung, SSG: Glutathionylierung,
SS: Disulfidbriicke.

441 Verdnderungen infolge der Behandlung mit dem Oxidationsmittel Diamid

Um die Methode zu etablieren, wurde zunéchst eine differenzielle Analyse reversibel oxidierter
Proteine infolge einer Behandlung mit dem Thiol-spezifischen Oxidationsmittel Diamid durchgefiihrt.
SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 15 min mit 0,5 mM Diamid behandelt (n=>5). Diamid oxidiert in einer
Zweischritt-Reaktion intrazellulares GSH zu GSSG und induziert dadurch die Bildung von
gemischten Protein-SSG-Disulfiden (Hansen, Roth, & Winther, 2009; Kosower & Kosower, 1995;
Kosower, Kosower, Wertheim, & Correa, 1969; Schuppe, Moldeus, & Cotgreave, 1992). Um
irreversible Uberoxidationen zu vermeiden, wurde auf die Zugabe von H:0: als Oxidationsmittel
verzichtet. Insgesamt konnten fiir 1863 Proteine quantitative Daten erhoben werden. Proteine, die

kein Cystein trugen, wurden zuvor aus dem Datensatz entfernt (4%). In einer Hauptkomponenten-

analyse lassen sich die durch die Behandlung hervorgerufenen Unterschiede beider Gruppen
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vereinfacht darstellen (Abbildung 4.17A). Ein paarweiser Vergleich der quantifizierten Proteine in den
Diamid-behandelten und Kontrollproben (EtOH) zeigt, dass 254 Proteine eine erhthte Abundanz nach
der Diamidbehandlung und 53 nach der Kontrollbehandlung aufwiesen. (Abbildung 4.17B). Infolge
der Aufarbeitung tiber die TPS-Matrix, weist eine erhéhte Proteinabundanz in dem Redox-Proteom

auf eine erhohte Abundanz einer oxidierten Proteinspezies hin.

Aufgrund der TPS-Matrix assistierten Aufarbeitung wurden die potenziell reversibel oxidierten
Cysteine, welche an die TPS-Matrix gebunden haben, durch eine Carbamidomethylierung und die
verbleibenden Cysteine durch NEM markiert. Damit weist eine erhohte Abundanz der
carbamidomethylierten Peptidspezies sowohl auf eine vermehrte reversible Oxidation als auch auf
das betreffende Cystein hin. (3.9.5). Die quantitative Auswertung der carbamidomethylierten Peptide
zeigte, dass unter der Verwendung des Oxidationsmittels Diamid erhchte Abundanzen von Peptiden
in der carbamidomethylierten Form detektiert wurden. Es konnten quantitative Daten fiir 865
Proteine, die mit mindestens einem carbamidomethylierten Peptid identifiziert wurden, erhoben
werden (Abbildung 4.17B, graue Markierung). Von den insgesamt 1241 zur Quantifizierung
genutzten carbamidomethylierten Peptiden zeigten 552 eine signifikant erhohte Abundanz in den
oxidierten Proben. Darunter befinden sich carbamidomethylierte Peptide von Proteinen mit bereits
beschriebenen redox-sensitiven Cysteinen (z.B. Cys-91 von PRDX6, p =3 x 10-%; Abbildung 4.17C). Die
erhohte Abundanz von Proteinen und carbamidomethylierten Peptiden in dem Redox-Proteom, nach
der Behandlung mit dem Oxidationsmittel Diamid, deutet auf eine erfolgreiche Aufarbeitung von

reversibel oxidierten Proteinen hin.
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Abbildung 4.17 Diamid-induzierte Verinderungen des Redox-Proteoms.

Differenzielle Analyse reversibel oxidierter Proteine von SH-SY5Y-Zellen nach 15 min Behandlung mit 0,5 mM
Diamid oder der Kontrolle (EtOH). (A) Die quantifizierten Proteine beider Gruppen (umrandet) unterscheiden
sich anhand des Behandlungszustandes. Durch die 1. Hauptkomponente kénnen 58,2% und durch die 2. Haupt-
komponente 12,9% der Varianzen erklart werden. (B) Paarweiser Vergleich der quantifizierten Proteine zur
Visualisierung statistisch signifikanter Differenzen mithilfe eines Volcano Plots (FDR=0,05). Proteine, welche
infolge der Diamid- oder Kontrollbehandlung eine erhéhte Abundanz in dem Redox-Proteom aufwiesen, also
potenziell reversibel oxidiert sind, liegen oberhalb der eingezeichneten Tusher-Linie (50=0,1). Bei 865 Proteinen
wurden Peptide mit mindestens einem carbamidomethylierten Cystein identifiziert und quantifiziert (graue
Punkte). (C) Die gleiche Abbildung wie in (B), jedoch wurden die Daten auf Basis der normalisierten Intensitéten
carbamidomethylierter Peptide, mit einer FDR = 0,05 und S0 = 0,05, berechnet. Die Normalisierung erfolgte auf die
mittlere LFQ-Intensitit des jeweiligen Proteins innerhalb der Gruppe. (a) Cysteinhaltige Proteine. (b) Summe der
zur Quantifizierung genutzten spezifischen (unique) und nicht eindeutig zu einer Proteingruppe zugeordneten
(razor) Peptide.

442 Verdnderungen infolge der zweistiindigen Retinsdurebehandlung

Nachfolgend wurden redox-spezifische Anderungen in retinsiurebehandelten und Kontrollzellen
analysiert. SH-SY5Y-Zellen wurden wie bereits beschrieben fiir 25td. mit Retinsdure oder der
Losungsmittelkontrolle (EtOH) behandelt, geerntet, aufgearbeitet und analysiert (n=35, 3.6). Insgesamt
wurden fiir 1813 Proteine quantitative Daten erhoben. Die nachfolgende Analyse beinhaltet die 1769
cysteintragenden Proteine (Cysox-TPS). Ein paarweiser Vergleich zeigt eine differenzielle Abundanz
von 275 Proteinen, von denen 241 vermehrt in den retinsdurebehandelten und 34 in den Kontrollzellen
quantifiziert wurden (Abbildung 4.18A und Anhang 6, Tabelle 6.4). Unter diesen 275 Proteinen
befinden sich unter anderem die redox-aktiven Peroxiredoxine (PRDX1, p=4,8x10? PRDXS5,

p=6,9x10% und PRDX6, p=0,02) und vier der zuvor genannten Proteine des klassischen Retinsédure-



Ergebnisse 72

Signalweges (z.B. RBP1, p=0,03 und SNW1, p=0,002). Da es sich bei den 275 Proteinen um potenziell

reversibel oxidierte Proteine handelt, werden diese nachfolgend als Kandidatenproteine bezeichnet.

Weiter wurde {iberpriift, ob die Abundanzunterschiede der Proteine innerhalb des Redox-Proteoms
auf dem Thiolstatus der Proteine basieren. Zu diesem Zweck wurden identisch behandelte Proben
aufgearbeitet jedoch, anders als bei dem zuvor gezeigten Cysox-TPS, mit einem DTT-haltigen Puffer
aufgeschlossen. Dadurch wurden die TPS-Matrix-reaktiven Cysteine zu der Thiolform reduziert und
fir die TPS-Matrix zuganglich gemacht (Thiol-TPS, n=5). Nach der massenspektrometrischen
Analyse zeigte sich, dass das Replikat EtOH-5 auch nach wiederholter Messung eine um das 13-fach
erhohte Signalintensitat aufwies (Anhang 6, Abbildung 6.2). Daher wurde EtOH-5 aus der nachfolgen-
den Analyse ausgeschlossen. Insgesamt wurden in den verbleibenden neun Proben 1817
cysteinhaltige Proteine quantifiziert. Der Vergleich dieser 1817 Proteine zeigte eine signifikante
Erhohung der LFQ-Intensitit von drei Proteinen nach Retinsdurebehandlung (guanine nucleotide-
binding protein-like 3-like protein/GNL3L, vacuolar protein sorting-associated protein 26B/VPS26B, signal
peptides complex subunit-2/SPCS2) und bei einem in der Kontrolle. Zu den quantifizierten Proteinen
zahlen ebenfalls die 275 Kandidatenproteine. Bei 274 wurde nach der Zugabe des Reduktionsmittels
DTT keine signifikante Abundanzédnderung detektiert (Abbildung 4.18B, rote Markierung). Lediglich
das zuvor erwahnte SPCS2 bildete eine Ausnahme, da dieses eine signifikant erhéhte Abundanz in

dem Cysox-TPS- und Thiol-TPS-Redox-Proteom aufwies.



Ergebnisse 73

A Cys,,-TPS B Thiol-TPS
6 6
v 44 3 : SLC25A4 £ 4
] = .t [
= =
o 8 o .
Qo [=%]
g £ 2
b, 0 -
-4 -2 0 2 4 -4 -2 0 2 4
Differenz RA-EtOH (log2 LFQ-Intensitdt) Differenz RA-EtOH (log2 LFQ-Intensitat)
GOMF-Kategorie: @® Kandidaten aus CysOF—TPS
® RA-Signalweg (klassisch)
GTPase-Aktivitit Quantifiziert Erhohte Abundanz
® Transmembrantransporter-Aktivitat (a) RA EtoH
Cyso;TPS 1769 241 34
Thiol-TPS 1817 3 1

Abbildung 4.18 Retinsdure-induzierte Verinderungen des Redox-Proteoms.

Differenzielle Abundanz reversibel oxidierter (CysOx-TPS, A), und durch DTT-Zugabe reduzierter (Thiol-TPS, B),
Proteine in SH-SY5Y-Zellen nach 2 Std. Behandlung. Proteine welche infolge der Retinséure (RA)- oder Kontroll-
behandlung (EtOH) eine erhdhte Abundanz in dem Redox-Proteom aufwiesen, liegen oberhalb der
eingezeichneten Tusher-Linie (FDR=0,05 und S0=0,1). Basierend auf einer 1D-Anreicherungsanalyse sind die
Proteine verschiedener GO-Kategorien (molecular function; GOMF) farbig markiert. Von den 275 Kandidaten-
proteinen mit einer signifikant erhdhten oder verringerten Abundanz in dem CysOx-TPS-Datensatz (A), zeigte
nur eines eine erhhte Abundanz in dem Thiol-TPS-Datensatz (rot markiert in B). Identifizierte Komponenten des
Retinsaure-Signalweges sind in (B) rot markiert. (a) Bezogen auf cysteinhaltige Proteine.

Nachfolgend wurde innerhalb des Redox-Proteoms iiberpriift, ob es durch die Retinsdurebehandlung
zu einer erhohten Abundanz von Proteinen kommt, die bestimmten molekularen Funktionen zu-
geordnet werden konnen (Tabelle 4.3). Die 1D-Anreicherungsanalyse (3.9.9) zeigte, dass guanin-
nukleotidbindende Proteine und Proteine mit GTPase-Aktivitdt nach Retinsdurebehandlung mit
erhohter Abundanz detektiert wurden. Darunter die kleinen GTPasen der Rho (ras-homologue)-Familie:
ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC1) (p=0,01) und cell division control protein-42 (CDC42,
p=0,02), welche mafigeblich an der Organisation des Zytoskeletts beteiligt sind. Auch Proteine die mit
der GO-Kategorie substrate-specific transmembrane transporter activity assoziiert sind wurden nach der
Retinsdurebehandlung mit einem potenziell erhohten Oxidationszustand identifiziert. Bei diesen
handelt es sich grofitenteils um mitochondriale Proteine und solche, die mit energetischen Prozessen

in Zusammenhang stehen (z.B. die mitochondriale ATP synthase F(0) complex subunit B1/ATP5F1,
p=0,01 und die ADP/ATP translocase-1/SLC25A4, p=0,004).
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Tabelle 4.3 Funktionelle Anreicherungsanalyse potenziell reversibel oxidierter Proteine.

Mittels 1D-Anreicherungsanalyse wurde {iberpriift, ob Proteine der GO-Kategorie molecular function eine erhdhte
oder verringerte Abundanz in den 2 Std. retinsdurebehandelten Zellen verglichen zu den Kontrollzellen (EtOH)
aufweisen. Als Grenze fiir die Ausgabe angereicherter GO-Kategorien wurde ein Benjamini-Hochberg
korrigierter p-Wert <0,01 gesetzt.

GO-Kategorie Pécr:tzji:le Score p-Wert

Catalytic activity 808 0,14  1,30x10™
GDP binding 23 0,68 4,55 x 10°®
GTP binding 108 0,34 1,65 x 10°®
GTPase activity 85 0,37 3,37 x 10°®
Guanyl nucleotide binding 109 0,33 3,16 x 10°®
Guanyl ribonucleotide binding 109 0,33 2,37 x 10°®
Myosin binding 11 0,73  2,38x10°
Oxidoreductase activity 125 0,29 1,43 x 107
Structural constituent of ribosome 59 0,50 1,13 x 107
Substrate-specific transmembrane transporter activity 51 0,35 2,18x10°
Threonine-type peptidase activity 11 0,72 3,05x10°
Adenyl nucleotide binding 314 -0,17 3,84 x 10"
ATP binding 310 -0,18 1,18 x 10*
ATPase activity 112 -0,24 1,80 x 10°
ATP-dependent RNA helicase activity 38 -0,36 8,68 x 10°
DNA binding 188 -0,22 2,05 x 10™
Helicase activity 58 034  1,02x10°
Nucleocytoplasmic transporter activity 9 -0,76 6,46 x10°
RNA-dependent ATPase activity 38 -0,36 8,06 x 10°
Sequence-specific DNA binding 52 -0,35 1,77x10°
Zinc ion binding 92 0,28 6,35x10"

Eine besondere Relevanz in dem untersuchten Kontext hat das Kandidatenprotein RAC1 (Abbildung
4.19A). RAC1 ist eine regulatorische Untereinheit des NOX-Komplexes und steht in einem direkten
Zusammenhang mit der Aktivitdt der Rezeptor-Tyrosin-Kinase RET (Fukuda, Kiuchi, & Takahashi,
2002). RAC1 wurde ebenfalls in den Proteomstudien dieser Arbeit quantifiziert und zeigte eine
Retinsdure-unabhingige Abundanz in den ersten 48Std. (Abbildung 4.19B). Die Abundanz des
Proteins sinkt nach 120 Std. sowohl in retinsdurebehandelten Zellen als auch in den Kontrollzellen

(Abbildung 4.19C).
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Abbildung 4.19 RAC1 als Kandidatenprotein fiir eine reversible Oxidation nach Retinsidurebehandlung.

(A) Redox-Proteom: RAC1 zeigte signifikant unterschiedliche Abundanzen in Retinsdure (RA)-behandelten und
Kontrollzellen (EtOH, Cysox-TPS), was auf eine reversible Oxidation des Proteins hinweist. Diese Unterschiede
werden nach Zugabe des Reduktionsmittels DTT nicht mehr detektiert (Thiol-TPS). (B) In der Proteomstudie RA-
Zeitreihe wurden zwischen 0-48 Std. keine Abundanzunterschiede aufgrund der Behandlung detektiert. (C) Nach
120 Std. sank die Abundanz des Proteins RAC1 sowohl in den RA-behandelten als auch in den Kontrollzellen. Die
statistische Auswertung wurde auf log2 transformierte Werte angewandt und erfolgte (A) iiber die SAM-
Methode, mit einer FDR=0,05 und einem konstanten S0=0,1 oder einer zweifaktoriellen (B) bzw. einfaktoriellen
(C) Varianzanalyse mit anschliefendem Vergleichstest nach Tukey sowie einer Korrektur nach Benjamini-
Hochberg. Die Sterne markieren einen p-Wert **p <0,01 und ***p <0,001.

443 Quantifizierung carbamidomethylierter Peptide als Hinweis auf redox-sensitive Cysteine
Um Hinweise auf die potenziell oxidierten Cysteine der 275 Kandidatenproteine zu erlangen, wurden
die Daten des vorangegangenen Experiments auf Ebene der carbamidomethylierten Peptide
betrachtet. Es konnten quantitative Daten fiir 129 carbamidomethylierte Peptide an 57 Proteinen
erhoben werden. Beispielsweise fiir die Cysteine Cys18 und Cys81 der kleinen GTPase CDC42, fiir das
katalytisch aktive Cystein des redox-aktiven PRDX5 (Cys100, p=0,01) und fiir beide Cysteine von
PRDX6 (Cys91, p=0,01 und das katalytisch aktive Cys47). Insgesamt wiesen 72 carbamidomethylierte
Peptide eine statistisch signifikante erhohte Abundanz in Abhingigkeit von der

Retinsdaurebehandlung auf und geben damit einen Hinweis auf das potenziell reversibel oxidierte

Cystein (Abbildung 4.20 und Anhang 6, Tabelle 6.5).
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Abbildung 4.20 Quantifizierung der carbamidomethylierten Peptide des Redox-Proteoms.

Die carbamidomethylierten Peptide geben einen Hinweis auf das potenziell reversibel oxidierte Cystein.
Innerhalb der 275 Kandidatenproteine konnten quantitative Daten fiir 129 carbamidomethylierte Peptide erhoben
werden. Carbamidomethylierte Peptide welche infolge der Retinsdure (RA)- oder EtOH-Behandlung eine erhéhte
Abundanz in dem Redox-Proteom aufwiesen, liegen oberhalb der eingezeichneten Tusher-Linie (FDR=0,05 und
S0=0,05).

444  Uberpriifung der Abundanzverinderungen in dem Redox-Proteom

Bei 275 Proteinen wurde eine veranderte Abundanz in dem Redox-Proteom detektiert, welche ein
Indiz fiir eine reversible Oxidation infolge der Retinsdurebehandlung und damit ein Hinweis auf ein
redox-sensitives Protein ist. Diese Abundanzverdanderung wurde nachfolgend in einem unabhingigen
Experiment iiberpriift. Zu diesem Zweck wurde erneut eine globale Analyse des Redox-Proteoms
durchgefiihrt, jedoch erfolgt die Quantifizierung der Peptide {iber die Methode der Stabilen Isotopen
Markierung von Aminosauren in der Zellkultur (SILAC, Ong et al, 2002). Ein Vorteil der
Quantifizierung {iber SILAC liegt darin, dass die Proben direkt nach dem Zellaufschluss vereint und
ab diesem Schritt gemeinsam prozessiert werden konnen. Varianzen durch unterschiedliche Proben-
vorbereitung werden somit reduziert (N. Q. Liu et al., 2013). Fiir diesen Zweck wurden zusatzlich zu
den mit Retinsdure behandelten und Kontrollzellen, EtOH-behandelte Zellen in Medium kultiviert,
welches die isotopenmarkierten Aminosduren L-Lys+4/L-Arg+10 enthielt (schwere Markierung). Nach
der Zelllyse wurden die Retinsdure- und Kontrollproben in gleichem Verhdltnis mit den
isotopenmarkierten Proben kombiniert (3.3.1). Im Anschluss daran wurden diese wie zuvor

beschrieben iiber die Methode der redox-spezifischen Proteomanalyse aufgearbeitet und massen-

spektrometrisch analysiert (n=>5).

Der experimentelle Ansatz ergab 228 quantifizierbare Ratios von leicht zu schwer markierten
Proteinen (Rus). In vielen Féllen war die Bildung der SILAC-Ratios nicht moglich, da bei den schwer
markierten Proben die Signale fehlten. Zudem zeigten die fiinf Kontrollen eine hohe Abweichung
untereinander. Durch die angelegten Filterkriterien (mindestens drei Proteinidentifizierungen pro
Behandlungszustand; 3.9), reduzierte sich die Anzahl der fiir die Auswertung genutzten SILAC-Ratios

von 419 identifizierten auf 228 zur Quantifizierung genutzten. Einhundertneunundneunzig (11%) der
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in dem vorangegangenen Experiment (Cyso«-TPS) quantifizierten Proteine wurden in diesem
Experiment erneut quantifiziert, darunter 39 der Kandidatenproteine (14%). Fiir jedes quantifizierbare
Protein zeigte die Ratio (Retinsaure/EtOH) der mittleren Ris an, nach welcher Behandlung das Protein
eine erhohte Abundanz in dem Redox-Proteom aufwies. Damit gibt die Ratio (Retinsdure/EtOH) einen
Hinweis darauf, dass mehr potenziell redox-sensitives Protein vorliegt. In Tabelle 4.4 sind die 23
potenziell redox-sensitiven Kandidatenproteine aufgelistet, welche eine Ratio Retinsdure/EtOH<1
(erhoht in der Kontrolle) oder 21 (erhoht nach Retinsdaurebehandlung) aufwiesen.

Tabelle 4.4 Uberpriifen der Abundanzverinderung der redox-sensitiven Kandidatenproteine.

Fiir eine unabhingige Uberpriifung der Kandidatenproteine wurde die Aufarbeitung des Redox-Proteoms in SH-
SY5Y-Zellen 25Std. nach Retinsdure (RA)- oder Kontrollbehandlung (EtOH) wiederholt. Die Proteine wurden
mittels SILAC markiert und anschlieSend quantifiziert (n=>5). Dargestellt sind die 23 Kandidatenproteine die eine

Ratio (RA/EtOH), gebildet aus den mittleren log2 Ratios Leicht/Schwer (Rus), < 1 (erhohte Abundanz in der
Kontrolle) oder > 1 (erhohte Abundanz nach Retinsdurebehandlung) aufwiesen.

Ratio Anzahl Sequenz

Proteinname Genname (RA/ELOH) Peptide  Abdeckung

(a) (%, a)
14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 13,5 7 34,3
ADP/ATP translocase-3 SLC25A6 5,6 3 11,1
Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha GNAI3 2,4 5 16,1
Eukaryotic initiation factor 4A-| EIF4A1 2,4 16 41,1
ADP/ATP translocase 2; ADP/ATP translocase-2 SLC25A5 2,3 8 27,2
Thioredoxin domain-containing protein-5 TXNDC5 1,9 10 20,8
60S ribosomal protein L13a RPL13A 1,5 3 16,7
14-3-3 protein epsilon YWHAE 1,4 10 45,1
Adenosylhomocysteinase AHCY 1,4 8 19,9
14-3-3 protein theta YWHAQ 1,4 13 50,2
Profilin-1 PFN1 1,3 5 47,1
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 HNRNPA2B1 1,1 8 23,5
Peroxiredoxin-6 PRDX6 1,1 11 46,4
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-likel GNB2L1 1,1 4 15,5
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al HNRNPA1; HNRNPA1L2 1,1 9 30,4
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 K UBE2K 1,1 6 41,5
L-lactate dehydrogenase A chain LDHA 1,0 10 25,9
60S acidic ribosomal protein PO RPLPO; RPLPOP6 1,0 10 40,7
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 VDAC1 Rus ('1/-)\:0'6 8 40,6
Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9 1,0 20 39,6
Splicing factor 3B subunit 2 SF3B2 0,9 12 16,2
RNA-binding protein MEX3A MEX3A 0,9 7 22,5
Splicing factor, proline- and glutamine-rich SFPQ 0,8 15 24,3

a Zur Quantifizierung genutzte Peptide (unique und razor).
b In der Kontrolle wurden keine Peptide quantifiziert.
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4.5 Manipulation des zelluliren Redoxzustandes retinsdurebehandelter SH-SY5Y-Zellen

Die zweistiindige Retinsdurebehandlung fiihrte zu einem signifikanten Anstieg reaktiver Spezies (4.3).
Wahrend es zu Beginn der neuronalen Differenzierungsprozesse nur zu geringen Veranderungen des
Proteoms kommt (4.2.3), wurden profunde Verdnderungen des Redox-Proteoms detektiert (4.4.2),
welche unter anderem Proteine des Retinsaure-Signalweges als auch Proteine des Zytoskeletts
betrafen. Diese Ergebnisse geben weitere Hinweise auf die Beteiligung verschiedener redox-sensitiver
Proteine an den frithen neuronalen Differenzierungsprozessen. Um diese Hypothese detaillierter zu
analysieren, soll neben den direkten Veranderungen durch entstehende ROS, den reversiblen
Oxidationen an den Proteinen, auch ein indirekter ROS-Effekt untersucht werden. Um dies zu
erreichen wurde der Redoxzustand der Zellen verandert und die Auswirkungen auf das Proteom und

die zellulare Morphologie betrachtet.

Die Verdanderung des Redoxzustandes erfolgte durch Zugabe von zwei verschiedenen Wirkstoffen.
Zum einen durch das Reduktionsmittel N-Acetylcystein (500 pM NAC) und zum anderen durch den
Radikalfanger Butylhydroxyanisol (150 uM BHA). Ausgehend von dem gezeigten HO2-Anstieg nach
25td. (4.3.3 und 4.3.4), erfolgte die Behandlung mit den Wirkstoffen zeitgleich zu der Retinsaure-
behandlung. Da in den vorherigen Experimenten nach 48 Std. sowohl groflere Verdnderungen des
Proteoms als auch eine signifikante Veranderung des Phianotyps detektiert werden konnten (4.1 und
4.2.3), wurden die Zellen erneut zu diesem Zeitpunkt analysiert. Um zu iiberpriifen, ob es infolge der
Wirkstoffe zu detektierbaren Veranderungen des zelluldren Redoxzustandes kommt, wurde die
Fluoreszenz von CellROX Green gefarbten SH-SY5Y-Zellen quantifiziert. In den BHA- oder NAC-
behandelten Zellen wurde jeweils eine geringere Fluoreszenzintensitdt detektiert als in der un-

behandelten Kontrolle (Abbildung 4.21A).
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Abbildung 4.21 BHA und NAC reduzieren die Fluoreszenzintensitit des redox-sensitiven Farbstoffes.

Die Quantifizierung zeigte, dass durch die Zugabe von (A) Butylhydroxyanisol (BHA) und (B) N-Acetylcystein
(NAC) die Fluoreszenzintensitat von CellROX Green im Vergleich zu der Kontrollzelle (Ktrl.) sinkt. Angegeben
sind die Signalintensitidten der sechs Replikate bzw. vier bezogen auf die Ktrl. des Experimentes B. Die
horizontale Linie markiert jeweils den Mittelwert. Mittels einer Varianzanalyse wurde iiberpriift, ob es durch

Zugabe der Wirkstoffe zu signifikanten Unterschieden kommt. Die Sterne markieren einen p-Wert *<0,05 und
#*<0,001.
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45.1 Differenzielle Proteomstudie nach BHA- bzw. NAC-Behandlung

Um den Einfluss der Wirkstoffe NAC und BHA mittels einer differenziellen Proteomanalyse zu
untersuchen, wurden SH-SY5Y-Zellen mit Retinsdure (RA) und zusatzlich mit einer Kombination aus
Retinsaure und NAC (RA+NAC) bzw. BHA (RA+BHA) kultiviert. Als Kontrolle diente fiir alle
zugegebenen Substanzen das Losungsmittel EtOH. Im Anschluss an die Behandlung wurden die

Zellen fiir die markierungsfreie Proteomanalytik aufgearbeitet und analysiert (n =5, Wirkstoff-Studie).

Insgesamt wurden 2760 Proteine identifiziert und fiir 1261 Proteine quantitative Daten erhoben.
Zundchst wurden die 39 Proteine mit einer signifikant erhdhten oder verringerten Abundanz nach der
Retinsdaurebehandlung mit den zuvor beschriebenen Proteinen aus der RA-Zeitreihe, zu dem
Zeitpunkt 48 Std., verglichen (Anhang 6, Tabelle 6.2). Fiir elf der genannten Proteine konnte in diesem
Experiment die differenzielle Abundanz bestatigt werden (p<0,05), darunter die Proteine mit der
groften relativen Anderung (Ratio RA/EtOH >4, z.B. CRABP2, RET, PRSS12, VGF und CYP26A1). In
einer Hauptkomponentenanalyse lassen sich die Gruppen-Unterschiede, hervorgerufen durch die
Retinsdurebehandlung oder Verwendung der Wirkstoffe, vereinfacht darstellen. Die 1.Haupt-
komponente erklart 17,9% der Varianz, die 2. Hauptkomponente 13%. Die durch BHA induzierten
quantitativen Anderungen im Proteom waren im Vergleich zu dem Effekt, der durch NAC ausgelost
wurde grofler (Abbildung 4.22A). Durch Retinsdure wurde die Abundanz von 39 Proteinen verandert,
BHA und NAC hatten einen Einfluss auf die Abundanz von 59 bzw. 17 Proteinen (p<0,05).

Dreiundzwanzig Proteine wurden durch beide Wirkstoffe beeinflusst (Abbildung 4.22B).

A W EtOH B
= [J EtOH+BHA ek
EtOH+NAC Indirekter '
b Wirkstoff-Effekt 1164  Direkter
m ®RA 12 Wirkstoff-Effekt
- 10 O RA+BHA
o RA+NAC a7
£ 5 BHA
o 5 2
S NAC
g 0 8 2
£
S 5

-15 10 -5 0 5 10 15 20
Komponente 1 (17,9%)

Abbildung 4.22 Einfluss von BHA und NAC auf das Proteom von retinsdurebehandelten SH-SY5Y-Zellen.

Die Zellen wurden fiir 48 Std. mit Retinsdure (RA), RA und Butylhydroxyanisol (BHA) oder RA und N-
Acetylcystein (NAC) behandelt. Als Kontrolle diente jeweils EtOH. (A) Die Hauptkomponentenanalyse
verdeutlicht die Effekte, welche durch die RA-Behandlung bzw. die Zugabe der Wirkstoffe NAC oder BHA
hervorgerufen wurden. Angegeben ist der prozentuale Anteil der Varianz, welcher durch die entsprechende
Hauptkomponente abgebildet wird. (B) Venn-Diagramm der quantifizierten Proteine. Die durch BHA oder NAC
beeinflussten Proteine wurden in 2 Gruppen unterteilt. Direkter Wirkstoff-Effekt: Abundanz wurde durch RA
und die Wirkstoffe verdandert. Indirekter Wirkstoff-Effekt: Abundanz wurde nur durch die Wirkstoffe verdndert.
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Im Rahmen der statistischen Auswertung (3.9.6) wurde die Annahme getroffen, dass die Wirkstoffe
entweder den zuvor ausgelosten Effekt der Retinsdure aufhoben bzw. verstarkten (direkter Wirkstoff-
Effekt: BHA 28%, NAC 10%) oder aber die Abundanz von Proteinen modulierten, welche nicht durch
die Retinsdure verandert wurden (indirekter Wirkstoff-Effekt: BHA 4%, NAC 1%; Abbildung 4.23 und
Abbildung 4.22B). Anhang 6, Tabelle 6.6 beinhaltet alle Proteine mit einem direkten oder indirekten
Wirkstoff-Effekt.
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Abbildung 4.23 Direkter und indirekter Wirkstoff-Effekt.

Dargestellt sind die signifikant durch (A) N-Acetylcystein (NAC) oder (B) Butylhydroxyanisol (BHA) verdanderten
Proteine (log2 LFQ-Intensitét). X-Achse: Ratio zwischen Retinsaure (RA)-Behandlung und Kontrolle (EtOH). Y-
Achse: Ratio RA-Behandlung mit Wirkstoff und RA-Behandlung ohne Wirkstoff (Ratio [RA+Wirkstoff]/RA). Wird
eine erhéhte Abundanz durch die Wirkstoffe aufgehoben, befindet sich die Markierung fiir das entsprechende
Protein in dem ersten Quadranten. Bei dem umgekehrten Fall, eine verringerte Abundanz nach RA-Behandlung
wird erhoht, liegt die Markierung des Proteins in dem dritten Quadranten. Wird der RA-Effekt durch die
Wirkstoffe verstdrkt, sind die betroffenen Proteine in dem zweiten (verringert) oder vierten (erhcht) Quadranten
dargestellt.

Zu den Proteinen mit einem direkten Wirkstoff-Effekt zdhlen Proteine die bereits in der RA-Zeitreihe
quantifiziert wurden, darunter das Markerprotein VGF (Abbildung 4.24A). Die Abundanz von VGF
zeigte nach der Zugabe von BHA und NAC den Status der Kontrolle (VGF, Ratio
[RA+BHA]/RA=0,51, p=7,44x10° und Ratio[RA+NAC]/RA=0,56, p=6,25x10%). Knapp 30% der
Retinsdure-sensitiven Proteine wurden von den Wirkstoffen beeinflusst (Abbildung 4.22). Der
Rezeptor RET gehort zu den Proteinen, die keine Verdnderung der Abundanz in Abhéngigkeit von
der BHA- oder NAC-Zugabe zeigten (Abbildung 4.24B). Ein Beispiel fiir einen indirekten Effekt beider
Wirkstoffe ist calmodulin-1 (CALM1, Abbildung 4.24C). Die Abundanz von CALM1 wird nicht durch
die Retinsdaurebehandlung verandert. Die Zugabe von Retinsdure in Kombination mit BHA oder NAC
fithrte jedoch zu einer signifikant verringerten Menge des detektierten CALMI, verglichen zu der
Probe welche nur mit Retinsdure stimuliert wurde (Ratio[RA+NAC]J/RA=0,43, p=2,91x10° und
Ratio[RA+BHA]/RA=0,49 p=2,32x104). Der Unterschied zwischen der Kontrolle mit und ohne

Wirkstoff ist nicht signifikant.



Ergebnisse 81

VGF RET
A 29 B 2
Mﬂ kA e _sas

4t —

% 28| = '.."::. 24 -

o . E -

£ 274 111 g 22+

g v T T o

5 26—$. . 5 204 .

3 : ke £ 5

9 25 9 184

* E&O\)‘ b k?’\'\h x'e'\'\p k\“\p& xﬁphc ° (—}.0% i\ -\-3“% :\—‘E'V\P\ xV\P'C :\—\“\P'C
2{0\’\ s ?}0“ g ?}0“ o ,ao\’\ g
C CALM1
26— — ok ok

s * kK

g 25 o rkk T

| =

P 1

5 23 &

o~ ]

ap

L 224

W WP o b e
(—5.0 ?‘P’e&o\,\-\-% ?\P.k%;:‘:-ok\-\-‘& Q\P**“P

Abbildung 4.24 BHA und NAC verindern die Abundanz von VGF und CALM1, aber nicht von RET.

Beispiele fiir den Effekt der Wirkstoffe Butylhydroxyanisol (BHA) und N-Acetylcystein (NAC) auf Retinsdure
(RA)-behandelte und Kontrollzellen (EtOH). (A) Direkter Wirkstoff-Effekt: neurosecretory protein (VGF), (B) die
Abundanz der proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor (RET) wird von keinem der verwendeten Wirkstoffe
beeinflusst und (C) Indirekter Wirkstoff-Effekt: calmodulin-1 (CALM1). Die statistische Auswertung erfolgte iiber
eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit anschlieBendem Vergleichstest nach Tukey. Die Sterne markieren einen
p-Wert **p <0,001.

45.1.1 Einfluss auf Proteine der zelluliren Redox-Homdostase oder neurologischen Entwicklung
In der Annahme, dass durch die Zugabe von BHA oder NAC der zelluldre Redoxzustand beeinflusst
wird, wurde {iberpriift ob Proteine, die fiir die zelluldre Redox-Homdoostase zustandig sind, durch die
Wirkstoffe verdandert wurden (Tabelle 4.5). Dabei konnte die Beobachtung gemacht werden, dass
durch BHA sowohl Proteine angesprochen wurden, die eine TXN-Aktivitit aufweisen (TXN und
thioredoxin domain-containing protein-5/TXNDC5) als auch Enzyme, die die zelluliren Mengen von
NAD(P)*/NAD(P)H verandern (z.B. glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase/G6PD). Die Zugabe von NAC
beeinflusste keines der zuvor genannten Proteine. Keiner der Wirkstoffe fiihrte zu einer Veranderung

in der Abundanz der quantifizierten SODs, den detektierten Enzymen des GSH-Systems oder den

detektierten Peroxiredoxinen.
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Tabelle 4.5 Einfluss von BHA und NAC auf Proteine, die an der Kontrolle der zelluliren Redox-Homdoostase
beteiligt sind.

Dargestellt sind ausgewahlte Proteine, die RS innerhalb der Zelle kontrollieren oder den Redox-Haushalt der
Zelle durch die Umsetzung von NAD(P)*/NAD(P)H verandern kénnen. Die Ratio wurde aus den gemittelten
LFQ-Intensitdten berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte iiber eine zweifaktorielle Varianzanalyse, mit
anschliefendem Vergleichstest nach Tukey sowie einer Korrektur nach Benjamini-Hochberg. Grau unterlegte
Eintrdge weisen auf eine signifikante Abundanzidnderung hin (p <0,05). RA: Retinsdure, EtOH: Ethanol, BHA:
Butylhydroxyanisol, NAC: N-Acetylcystein., Mito.: Mitochondrium, Cyt.: Zytosol

. [RA+BHA]  [RA*NAC] RA [RA+BHA]  [RA+NAC]

Proteinname Genname RA/EtOH JRA JRA VS. VS. VS.
EtOH RA RA

Abbau von Superoxidanionen:
Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOoD1 0,73 0,78 0,99 0,83 0,97 1,00
Superoxide dismutase [Mn] SOD2 1,34 0,92 0,83 0,54 1,00 0,91
Abbau von H,0,:
Peroxiredoxin-4 PRDX4 1,04 1,06 0,91 1,00 1,00 0,91
Peroxiredoxin-5 PRDX5 0,99 1,03 0,91 1,00 1,00 0,92
Peroxiredoxin-6 PRDX6 0,91 1,11 1,04 0,79 0,75 0,99
TXN- und GSH-System:
Thioredoxin TXN 0,67 0,57 0,82 0,55 0,05 0,88
Thioredoxin domain-containing - 0,96 1,26 0,95 0,99 0,04 0,98
protein 5
Thioredoxin reductase 1 TXNRD1 1,88 1,17 0,82 0,14 1,00 0,98
Glutaredoxin-3 GLRX3 1,01 1,27 1,33 0,99 0,77 0,62
Glutathione peroxidase 1 GPX1 1,01 0,94 1,08 1,00 1,00 0,98
Glutathione reductase GSR 0,91 1,95 1,61 1,00 0,30 0,69
NADPH-Bereitstellung:
:ructose-bmphosphate aldolase- ALDOA 0,91 131 113 0,79 0,01 0,55
ClNERECPIRRERE 1 G6PD 0,92 1,24 1,03 0,75 0,02 1,00
dehydrogenase
AL OGO NDUFV2 1,04 0,45 0,68 1,00 0,05 0,60

[ubiquinone] flavoprotein 2

Die zuvor gezeigten Ergebnisse der RA-Zeitreihe (4.2.3) zeigten, dass es innerhalb von 48 Std. zu
differenziellen Abundanzianderungen von Proteinen kommt, die bei der Entwicklung anatomischer
Strukturen eine Rolle spielen. Daher stellte sich die Frage, ob neurologisch aktive Proteine, die
beispielsweise an dem Neuritenwachstum beteiligt sind oder einen Einfluss auf morphologische
Prozesse haben, durch die Zugabe der Wirkstoffe beeinflusst wurden. Beide Wirkstoffe beeinflussten
Proteine die an der Entwicklung von anatomischen Strukturen, des Axons oder des Nervensystems
beteiligt sind, z.B. tubulin f-4B chain (TUBB4B) und actin-like protein-6 A (ACTL6A). Die Abbildung 4.25

zeigt, dass die Abundanz der Proteine durch die Wirkstoffe tendenziell verringert wurde.
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Abbildung 4.25 Gruppierung von BHA- und NAC-sensitiven Proteinen.

Deskriptive Analyse der direkt oder indirekt durch Butylhydroxyanisol (BHA) oder N-Acetylcystein (NAC)
beeinflussten Proteine. Die Gruppierung erfolgte anhand der GO-Kategorisierung biological process. Angegeben als
Anzahl assoziierter Proteingruppen. * Fiir die Darstellung wurden GO-Kategorien zusammengefasst (Anhang 6,
Tabelle 6.7). a Anderung der Proteinabundanz nach Wirkstoffzugabe.

452 Verdnderung der Zellmorphologie nach BHA- bzw. NAC-Behandlung

Die Proteomanalyse zeigte, dass durch NAC oder BHA vermehrt Proteine, die an der Entwicklung
und Regulation von zelluldren Strukturen beteiligt sind in ihrer Abundanz verdndert wurden. Daher
stellte sich die Frage, ob es durch diese Prozesse zu messbaren Verdnderungen der Zellmorphologie
kommt. Um dies zu beantworten, wurden die Zellen wie zuvor in diesem Abschnitt beschrieben
kultiviert und die Zellmorphologie analysiert. Die Quantifizierung der Neuritenldngen (Ratio
Zelllange/Zellbreite) bestatigte, dass die durch Retinsdure hervorgerufene 1,9-fache Verlangerung
(p=1,1x107) durch die Co-Behandlung mit den Wirkstoffen im Durchschnitt um die Hélfte verringert
wurde (0,63+/-0,01; p=3,5x104 Abbildung 4.26 A und B). Die Zellform &hnelte nach 485td.
Retinsdurebehandlung noch stark der von Neuroblasten. Insbesondere bei den Zellen, welche mit
einem der Wirkstoffe behandelt wurden, zeigte sich trotz der ausgebildeten, kiirzeren Neuriten ein
vergleichsweise dickerer Zellkorper (Abbildung 4.26 A). Durch die Behandlung mit Retinsdure wurde
die Zellzahl um 58% vermindert (p=0,014), dieser Effekt wurde durch die Wirkstoffe aufgehoben
(Abbildung 4.26C). Zusammenfassend reduzieren sowohl NAC als auch BHA die Neuritenextension
von retinsdurebehandelten Zellen, welches in diesem Modell ein morphologisches Charakteristikum
der neuronalen Differenzierung ist. Dies lasst die Vermutung zu, dass der Redoxzustand der Zelle in
diese Prozesse der neuronalen Differenzierung involviert ist und unterstiitzt damit die voran-

gegangenen Ergebnisse.
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Abbildung 4.26 BHA und NAC unterdriicken die durch Retinsdure hervorgerufene Verlingerung der
Neuriten.

(A) SH-SY5Y-Zellen wurden simultan mit N-Acetylcystein (NAC) oder Butylhydroxyanisol (BHA) und
Retinsdure (RA) bzw. EtOH (Kontrolle) behandelt. Nach 48 Std. wurden die morphologischen Veranderungen der
Zellen unter einem Durchlichtmikroskop (200 x Vergrofierung) untersucht. In (B) ist die quantifizierte
Neuritenldange als Ratio von Lange zu Breite des Zellkorpers dargestellt. Fiir die Quantifizierung wurden jeweils
50 Zellen vermessen. (C) Die Zellzahl eines definierten Bereiches wurde tiber Image] mit dem PlugIn CellCounter
bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert +/- die Standardabweichung. Mittels zweifaktorieller Varianzanalyse
wurde iiberpriift, ob es durch die Retinsdurebehandlung oder die verwendeten Wirkstoffe zu signifikanten
Unterschieden kommt. Die Sterne markieren einen p-Wert *<0,05 und ***<0,001.
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5. Diskussion

Mithilfe der Proteomanalyse wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss des zelluldren
Redoxzustandes auf die Proteine, wahrend der neuronalen Differenzierung humaner Zellen,
untersucht. Zu diesem Zweck wurde das Modellsystem der Retinsdure-induzierten neuronalen
Differenzierung der Zelllinie SH-SY5Y verwendet. Dieses ist ein gangiges Modellsystem zur Studie
frither neuronaler Differenzierungsprozesse und wurde bereits mit redox-getriebenen Vorgiangen in
Verbindung gebracht (Nitti et al., 2010). Die Veranderungen der zellulairen ROS-Mengen sowie die
Auswirkungen auf das Proteom und Redox-Proteom wenige Stunden nach Beginn der neuronalen
Differenzierung sind allerdings nicht vollstandig aufgekldrt und wurden im Rahmen dieser Arbeit

adressiert.

51 SH-SY5Y-Zellen als Modellsystem zur Studie redox-spezifischer Anderungen der Proteine

wihrend der neuronalen Differenzierung

51.1 Methodische Aspekte der Proteom- und Transkriptomanalyse

Obgleich das gewdhlte Modellsystem sehr gut charakterisiert ist, existierten zu Beginn dieser Arbeit
nur wenig Informationen iiber die globalen Auswirkungen der Retinsdure-induzierten neuronalen
Differenzierung auf die zelluldren Proteine. Um einen Ausgangspunkt fiir die nachfolgenden redox-
spezifischen Proteomanalysen zu schaffen, erfolgte daher zundchst eine detaillierte proteom-
analytische Charakterisierung des Modellsystems. Diese quantitativen Analysen dienten dazu die
Expression bekannter Markerproteine zu iiberpriifen und die verdanderten Proteinabundanzen

innerhalb der gewéhlten Behandlungsdauer einzuordnen.

Eine interne Kontrolle der Kultivierungsbedingungen, und der damit verbundenen Expression
bestimmter Proteine, erfolgte durch einen Vergleich der Proteinveranderungen innerhalb der durch-
gefiihrten Proteomstudien. Diese interne Kontrolle wurde durch die Transkriptomdaten, welche aus
identisch kultiviertem Zellmaterial resultierten, erganzt (4.2.2). Ein Vergleich der 80 Eintrdge der
signifikant verdnderten Proteine mit den mRNA-Daten zeigte eine gute Korrelation zwischen den
Proteinen und der entsprechenden RNA (0=0,87). Von den 80 in ihrer Abundanz signifikant ver-
&nderten Proteinen wiesen 50 ebenfalls eine signifikante Anderung auf Genebene auf. Eine geringere
Korrelation (0=0,25) wurde detektiert, wenn die verbleibenden Werte der Proteinabundanzen mit
denen der dazugehorigen mRNAs verglichen wurden. Eine moderate Korrelation zwischen Proteom-
und Transkriptomdatensiatzen wurde auch in anderen Studien beschrieben (N. Q. Liu et al., 2013;
Peng, Qin, Zhang, Guo, & Huang, 2015). Durch alternatives Spleifsen kdnnen verschiedene Varianten
eines Genproduktes entstehen, auch Prozesse wie RNA-Interferenz, eine schwankende Effizienz

wahrend der Translation, Abbauprozesse und posttranslationale Modifizierungen erkldren
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Unterschiede zwischen Transkriptom und Proteom (Missler & Sudhof, 1998; Peng et al., 2015). Zudem
korrelieren die Mengen von mRNA und exprimierten Protein nur bedingt (Gygi, Rochon, Franza, &
Aebersold, 1999). Der Einfluss von posttranslationalen Modifizierungen auf die zelluldren Signalwege
ist von entscheidender Bedeutung und erfordert die Analyse auf Proteinebene. Bei der hier
adressierten Fragestellung ist die Proteomanalyse somit nicht nur eine wichtige Erganzung zu der

Analyse des Genoms, sondern unabdingbar.

5.1.2 Die Extension der Neuriten kann durch Verinderungen des Redoxzustandes beeinflusst
werden

Zu Beginn wurde tiberpriift ob sich die Retinsdure-induzierte neuronale Differenzierung der humanen
Zelllinie SH-SY5Y als Modellsystem zur Studie von redox-spezifischen Anderungen der Proteine
wahrend der neuronalen Differenzierung eignet. Zundchst wurde untersucht ob es unter den
verwendeten Kulturbedingungen zu den beschriebenen Veranderungen der Zellmorphologie kommt,
welche als charakteristisches Ereignis des neuronalen Differenzierungsprozesses gelten (Encinas et al.,
2000). Der hier betrachtete Ubergang der undifferenzierten neuroblastendhnlichen, nicht-polarisierten
Zelle, welche meist in Zellclustern wachst, hin zu einem morphologisch neuronenéhnlichen Zelltyp
mit einer signifikanten Extension der Neuriten konnte nach 48Std. und 120 Std.
Retinsdurebehandlung bestatigt werden (4.1). Die Co-Behandlung mit dem Reduktionsmittel NAC
oder dem Radikalféanger BHA, welche den Redoxzustand der Zelle beeinflussten (Abbildung 4.21 und
Tabelle 4.5), fithrte unter anderem zu einer signifikanten Reduktion der Neuritenlange (Abbildung
4.26A und B). Dariiber hinaus konnte die durch Retinsaurebehandlung hervorgerufene Verringerung
der Zellzahl nicht mehr detektiert werden (Abbildung 4.26C). Dies weist auf eine funktionelle
Bedeutung der zelluldren ROS-Mengen wahrend der Ausbildung des neuronalen Phanotyps hin und
bestadtigt damit die Beobachtungen anderer Studien (Nitti et al., 2010; Pak, Son, & Yoo, 2014). Nitti und
Kollegen zeigten, dass die Verwendung des NOX-Inhibitors DPI bei einer siebentdagigen Kultivierung
zu einer verringerten ROS-Produktion und schliefllich zu einer Verkiirzung der Neuriten fiihrt (Nitti
et al., 2010). Auch durch Cadmium-Zugabe kommt es zu einem verringerten Neuritenwachstum,

welcher mit erhdhten ROS-Mengen in Verbindung gebracht wird (Pak et al., 2014).
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5.1.3 Die Expression von Markerproteinen weist auf die Funktionalitit des Retinsdure-
Signalweges und die neuronale Differenzierung hin

Die funktionelle und morphologische Ausbildung eines neuronalen Phanotyps wird in der Literatur
nach vier bis acht Tagen Kultivierung mit Retinsaure erreicht (da Frota Junior et al., 2011; Encinas et
al., 2000). Um die Prdsenz von Markerproteinen zu {iiberpriifen, die auf die Funktionalitdt des
Retinsdure-Signalweges und auf eine neuronale Differenzierung hinweisen, wurden die SH-SY5Y-
Zellen daher zundchst nach fiinftagiger Behandlung analysiert (120 Std.-Proteom, 4.2.1 und 4.2.2). Die
umfangreichen Proteomanalysen, erganzt durch die mRNA-Daten der Transkriptomstudie, boten die
Moglichkeit, die Verdanderungen in der Abundanz von wesentlichen Komponenten des Retinsaure-
Signalweges zu quantifizieren und damit auf dessen Funktionalitdt zu schlieflen (4.2). Die Behandlung
fiihrte unter anderem zu erhohten mRNA-Mengen des Retinsdure-bindenden Kernrezeptors RARB.
Verschiedene Studien zeigten bereits, dass die Expression der RARs und auch der RXRs durch
Retinsdure reguliert wird (Begemann et al., 2001; Feng et al., 2010; Kashyap et al., 2013). Proteine, die
eine Funktion in Speicher- und Abbauprozessen von Retinsidure innehaben, wie CRABP2 und
CYP26A1 zeigten ebenfalls einen Anstieg in der Abundanz. Dahingegen sanken die mRNA-Mengen
von ALDH1A2, welches an der Produktion von Retinsadure beteiligt ist (Abbildung 5.1). Die genannten
Proteine sind Teil eines Riickkopplungsmechanismus der Retinsdure-Signaltransduktion (D'Aniello,
Rydeen, Anderson, Mandal, & Waxman, 2013; D'Aniello & Waxman, 2015). Die Balance zwischen
Synthese und Abbau ermoglicht eine strenge Kontrolle der Retinsduremengen in Zellen und
Geweben. Die von D'Aniello et al. beschriebenen Riickkopplungsmechanismen sind eine Erkldarung
dafiir, warum die Signaltransduktion auflerordentlichen Retinsdureschwankungen standhalten kann
(Schilling, Nie, & Lander, 2012; White, Nie, Lander, & Schilling, 2007). Ein Vergleich zu den
Transkriptomdaten zeigte, dass die Verdnderungen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
detektiert werden konnten. Entgegenldufige Mengen, mit einer signifikanten Verdnderung auf
Protein- und Genebene, wurden nur bei dem Rezeptor STRA6 detektiert. STRA6 dient zwar der
Aufnahme von Retinol in die Zelle, ist jedoch wichtig fiir die Homoostase der abgeleiteten Derivate,
wie z.B. der Retinsédure (Isken et al., 2008). Einhergehend mit dem hier gezeigten Anstieg der STRA6-
Proteinabundanz, wurde auch in einer Studie an embryonalen Karzinomzellen ein durch Retinsaure

hervorgerufener Anstieg der STRA6-RNA nach 120 Std. Behandlung verzeichnet (Bouillet et al., 1997).



Diskussion

88

RBP4*
Retinol
T
lSTRA6*
*Rep1*| “ADHS/ A e
RDH10/* f L . N
gp1 | RDH11 ALDH1A"_ 'CRABP2" ‘RABP2 ’ . . 3
- ekl :
Retinol .(_*Retlnaldehyd — ._p “\,/-1.. \\
DHRS3 JNAC ’ .
|
LRAT' cyp26" \
\
AN
Zellkern -
Retinyl oxidierte Metaboliten b L
Ester /Degradation Abundanz nach RA-Behandlung:

o

Retinyl
Ester

Erhoht
—> Verringert
T Quantifiziert in Transkriptomstudie
* Reversibel oxidiert (Kandidatenprotein)

* Rickkopplung (D‘Aniello et al. 2015)

Abbildung 5.1 Ubersicht des Retinsiure-Signalweges.

Die quantifizierten Komponenten sind durch einen Pfeil markiert, dieser zeigt an, ob das Protein eine erhohte
(Griin) oder verringerte (Rot) Abundanz nach Retinsdaurebehandlung aufwies (120 Std. RA vs. 120 Std. EtOH). T
vermerkt, dass die Identifizierung auf den mRNA-Daten basiert. Kandidaten der redox-spezifischen Studie sind
mit einem roten Stern markiert und das durch den Wirkstoff NAC beeinflusste Protein ist gekennzeichnet (5.3.1).
In der schematischen Darstellung wurden Proteine mit einem beschriebenen transkriptionelle Riickkopplungs-
mechanismus, basierend auf einer Arbeit von D'Aniello & Waxman, 2015, markiert (Stern, Schwarz). Die
Darstellung beinhaltet nicht alle der quantifizierten Komponenten. RBP4: retinol binding protein-4; STR6:
stimulated as retinoic acid gene-6; CRBP: cellular retinol binding protein; LRAT: lecithine retinol
acetyltransferase; RDH: retinol dehydrogenase; ADHS: alcohol dehydrogenase-5, RALDH: retinaldehyde
dehydrogenase; SDR: microsomal short-chain dehydrogenases/reductases; ADLH1A: aldehyde dehydrogenase
family 1 member A1l; CRABP: cellular retinoic acid binding protein; RARE: retinoic acid response elements; RAR:
retinoic acid receptor; RXR: retinoic X receptor; SNW1: SNW domain-containing protein 1; BHA: Butylhydroxy-
anisol; NAC: N-Acetylcystein.

Die Proteomanalyse 120Std.-Proteom ergab quantitative Daten fiir 2771 Proteine, von denen 80
Proteine (2,9%) eine signifikant verdnderte Abundanz im Vergleich zu der 120 Std. kultivierten
Kontrolle aufwiesen. Darunter Proteine, die als Indiz fiir eine erfolgreiche Ansteuerung der
Retinsdure-abhéngigen neuronalen Differenzierungsprozesse herangezogen werden und die in der
vorliegenden Arbeit bereits nach 485td. eine differenzielle Abundanz aufwiesen (Abbildung 4.5 und
Abbildung 4.10): CRABP2, RET, EMILIN-1 und NCAMI1 (Angrisano et al., 2011; Cheung et al., 2009;
Jimmy Rodriguez Murillo, 2017; Oppenheimer et al., 2007; Patrone et al., 1997; Singh & Bhat, 2012).
Ergédnzt durch die Transkriptomdaten konnten signifikante Veranderungen weiterer Gene bestatigt
werden, die bereits in diesem Modellsystem beschrieben wurden (Abbildung 4.7). Beispielsweise
wurde die Abundanz von N-myc proto-oncogene protein (MYCN), einem positiven Regulator des S-
Phase Re-Eintritts in Neuronen, signifikant verringert (Korecka et al., 2013; Wartiovaara et al., 2002).

Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwei umfassende Proteomstudien publiziert, welche die

molekularen und zeitabhangigen Ereignisse in Retinsdure- und nerve growth factor (NGF)- bzw. brain
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derived neurotrophic factor (BDNF)-induzierten neuronalen Differenzierungsprozessen beleuchteten
(Emdal et al., 2015; Jimmy Rodriguez Murillo, 2017). Die umfassende Studie von Emdal, Pedersen et
al. adressierte die Signalkaskaden von Retinsdure und NGF sowie der tropomyosin-related kinase A
(TRK). Verwendet wurde jedoch ein Tetracyclin-induzierbares Modell in SH-SY5Y-Zellen, weshalb
diese Studie nachfolgend nicht fiir einen Vergleich mit dem hier genutzten Wildtyp herangezogen
wurde. In der Studie von J.R.Murillo et al. wurden innerhalb einer 15-tdgigen neuronalen
Differenzierung mit Retinsdure und BDNF 5326 Proteine identifiziert und 366 als differenziell
abundant bezeichnet (mittlere Ratio > 1,5 oder <0,67, zweiseitiger t-Test p-Wert <0,05, keine Korrektur
fiir multiple Testprobleme). Von diesen Proteinen zeigten 207 eine erhohte und 159 eine verringerte
Abundanz nach der Retinsdurebehandlung. Die wesentlich hohere Anzahl quantifizierter Proteine, im
Vergleich zu der hier durchgefiihrten Studie, kann dadurch erklart werden, dass Murillo et al. unter
anderem eine Fraktionierung der Proben durchfiihrten (26 Fraktionen wurden jeweils separat
analysiert). Zudem wurden weniger stringente Filterkriterien angewandt, z.B. wurden 1776 Proteine
mit weniger als zwei Peptiden fiir die Quantifizierung zugelassen. Ein Vergleich des iiber iTRAQ
quantifizierten Proteoms mit der Studie 120 Std.-Proteom bestatigte die Prasenz von 2265 der 2771
quantifizierten Proteine (82%). Die, unter anderem, von Murillo et al. angefiihrten neuronalen
Markerproteine MAP2 und TUBB3 wurden in den Proteomstudien dieser Arbeit zwar quantifiziert,
zeigten jedoch keine Retinsdure-abhingigen Abundanzunterschiede. Die Abweichung in der Expres-
sion der Markerproteine kann mit unterschiedlichen Kultivierungszeiten, in diesem Fall fiinf gegen 15
Tage, und der zusétzlichen Verwendung des Neurotrophins BDNF erkldrt werden. Durch Verwen-
dung von BDNF wird die Ausbildung eines reiferen neuronalen Phanotyps erreicht (Chiocchetti et al.,
2016; Goldie, Barnett, & Cairns, 2014). Fiir die hier untersuchte Fragestellung war die Ausbildung

eines unreifen Phéanotyps ausreichend.

Die Analyse der temporaren Profile der Proteinabundanzen (4.2.3) gibt schliefilich einen weiteren
Hinweis darauf, dass die Zellen nicht mehr proliferieren, sondern anfangen zu differenzieren. Dies
kann auf Proteinebene bereits in den ersten 485Std. beobachtet werden. Die Beobachtung, dass die
grofiten morphologischen Verdnderungen innerhalb der ersten 485td. erfolgten geht einher mit den
Ergebnissen anderer Studien, welche unter anderem erhohte Neuritenldngen nach 245td., aber nicht

mehr nach 96 Std. beschrieben (Lopes et al., 2010).

51.4 Hinweise auf einen ROS-Anstieg nach zweistiindiger Retinsdurebehandlung

Ausgehend von der Hypothese, dass ROS als frithes Signalmolekiil wéhrend der neuronalen
Differenzierung dient, wurde tiberpriift, ob es bereits in den ersten Stunden zu Verdnderungen des
zelluldaren Redoxzustandes oder gar zu einem H2Oz-Anstieg kommt. Dabei wiesen die Messungen mit

den Sensorproteinen bereits frither auf Veranderungen hin, als die mittels CellROX Green
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durchgefiihrten Experimente. Dies scheint zunachst widerspriichlich, kann jedoch mit der
unterschiedlichen Reaktivitdt und Spezifitit der Proben sowie dem gewéhlten experimentellen Ansatz
erklart werden. CellROX Green ist durch eine Vielzahl von RS oxidierbar und diente daher als globa-
ler Detektor fiir RS und oxidativen Stress. Dahingegen weisen RoGFP2-ORP1 und NCF1-RoGFP2 eine
hohe Spezifitit fiir H2Oz2auf (Meyer & Dick, 2010; Pal et al., 2013). Durch CellROX Green werden zu-
néchst oxidative Signale des Kerns und der Mitochondrien detektiert, wohingegen die Sensoren im
gesamten Zytosol bzw. an der Plasmamembran lokalisiert sind und damit dessen oxidative Signale
widerspiegeln konnen (Meyer & Dick, 2010; Pal et al., 2013). Aufgrund des gewéahlten experimentellen
Ansatzes, die Signale zu distinkten Zeitpunkten zu detektieren, kdnnen geringe Unterschiede in der
Reaktivitdt der Proben zu einem zeitlichen Unterschied von einer Stunde fiihren. Experimente mit

kontinuierlich aufgenommenen Signalen wiirden dies gegebenenfalls umgehen.

Der Befund, dass es in dem Modellsystem zu Veranderungen der zelluldaren ROS kommt (Lopes et al.,
2017; Silvis et al., 2016), konnte fiir den Zeitabschnitt 2-3 Std. nach Retinsdurezugabe bestitigt werden
(4.3). In der Literatur existieren bislang nur Messungen zu spateren Zeitpunkten und die Ergebnisse
variieren hinsichtlich eines Anstiegs oder einer Verringerung der detektierten ROS-Mengen (Lopes et
al., 2017; Silvis et al., 2016). Silvis et al. wiesen nach vier Tagen sowohl vermehrt Superoxidanionen als
auch H20: nach, Lopes et al. zeigten, dass es nach sieben Tagen zu verringerten H.O>-Mengen kommt.
Ahnliche Beobachtungen wurden auch in anderen Modellsystemen gemacht, die Retinsdure zur
neuronalen Differenzierung verwenden, z.B. in F9-Zellen (Dickson et al., 2017; Wen et al., 2012).
Letztlich weist dies darauf hin, dass die ROS-Mengen dynamischen Verdnderungen unterliegen und

von dem Differenzierungszustand der Zellen abhangen.

Der Anstieg in der Fluoreszenz-Ratio von RoGFP2-Orpl wurde durch Zugabe des NOX-Inhibitors
DPI unterbunden, was eine Oxidation des Sensors durch NOX-generierte ROS nahelegt. Bei der
Verwendung der Inhibitoren sollte beachtet werden, dass weder DPI noch Apocynin exklusiv auf die
NOX-Enzyme wirken und die Quelle der ROS damit nicht vollstindig auf diese Enzyme
zuriickgefiihrt werden kann (Heumuller et al., 2008; Li & Trush, 1998; Majander, Finel, & Wikstrom,
1994; Riganti et al., 2004; Touyz, 2008). Um eine Beteiligung der NOX-Komplexe zu priifen, wurde
dariiber hinaus der Sensor NCF1-RoGFP2 eingesetzt, welcher die subzelluldre Positionierung des
Rezeptorproteins direkt an den NOX-Komplex ermoglicht (Pal et al.,, 2013). Obwohl das primare
Produkt der NOX-Komplexe Superoxidanionen sind, ist davon auszugehen, dass der eingesetzte
Sensor mafigeblich durch H20: oxidiert wird (Gasimli et al., 2013; Pal et al., 2013; Pal et al., 2014). Die
funktionale NCF1-Komponente, und damit das NCF1-RoGFP2-Konstrukt, befinden sich intrazellular.
Die NOX-Enzyme transferieren die Elektronen iiber die Plasmamembran aus der Zelle heraus, womit

sich die Superoxidanionen extrazelluldr befinden. Superoxidanion dismutiert schnell zu H202 und
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wird in die Zelle zuriickgebracht, wo es zu einer Oxidation des Sensors fithren kann (Pal et al., 2013;
Pal et al., 2014). Der detektierte Signalanstieg des Sensors NCF1-RoGFP2, als Hinweis auf
entstehendes H2Oz, ist vermutlich auf die Aktivitat der NOX2-Enzyme zuriickzufithren. NCF1 ist
hauptsachlich fiir die Aktivierung von NOX2-3 verantwortlich. In heterologen Expressionssystemen
kann es auch zu einer NCF1-abhangigen Aktivierung von NOX1 kommen (Banfi, Clark, Steger, &
Krause, 2003; Pal et al, 2013). NOX3-mRNA wurde in verschiedenen Geweben nachgewiesen,
darunter in der Leber, Niere, Lunge und Milz, die Expression des Proteins wird jedoch exklusiv den
Bereichen des Innenohrs zugeschrieben (Cheng, Cao, Xu, van Meir, & Lambeth, 2001; Kikuchi,
Hikage, Miyashita, & Fukumoto, 2000; Paffenholz et al., 2004). Uber den Nachweis von exprimierten
NOX3-Komplexen in SH-SY5Y-Zellen existieren zu dem Zeitpunkt dieser Arbeit keine Angaben.
Hinweise auf eine Beteiligung der NOX-Komplexe wiahrend der Retinsdure-induzierten neuronalen
Differenzierung, werden in der Literatur beschrieben. Beispielsweise zeigten differenzierende Zellen
eine erhohte Expression der zytosolischen NOX-Untereinheit NCF1 und der regulatorischen Unter-
einheit p67rhox (NCF2) (Beske & Jackson, 2012; Nitti et al., 2007). Zudem wurde bereits gezeigt, dass
eine Blockierung des NOX-Komplexes, durch Zugabe von DPI, die Retinsdure-induzierte
Verldngerung der Neuriten nach zwei bis sieben Tagen unterbindet (Nitti et al, 2010). In der
Annahme, dass entstehendes H20: als Signalmolekiil wéahrend der frithen Prozesse der neuronalen
Differenzierung dient und es wéahrend der Signaltransduktion zu oxidativen Veranderungen an
Proteinen kommt, erfolgte die Proteomanalyse der reversibel oxidierten Proteine (Redox-Proteom)

nach zweistiindiger Retinsdurebehandlung.

5.1.5 Die differenzielle Proteomanalyse weist nicht auf Abundanzinderungen von Proteinen
hin, die an der Kontrolle des Redoxzustandes beteiligt sind

Nachfolgend stellten sich die Fragen, ob der postulierte Anstieg der zelluliren H20: nach 2Std.
schéadlich fiir die Zelle sein kann und ob es zu Verdnderungen im Proteom kommt, die auf die
Ansteuerung entsprechender Kontrollmechanismen hinweisen. Verglichen zu den Kontrollzellen,
zeigten die retinsdurebehandelten Zellen keine erhohte Sterblichkeit (Abbildung 4.2). Die Proteom-
daten der RA-Zeitreihe wiesen zwischen 1-35td. nicht auf behandlungsabhingige Veranderungen
von Proteinen hin, die mit der Redox-Homoostase, oxidativem Stress oder oxidativen Schaden an
Lipiden sowie DNA assoziiert sind (Tabelle 4.2). Differenzierten SH-SY5Y-Zellen wird in der Literatur
eine hohere antioxidative Kapazitit zugesprochen, welche unter anderem auf die vermehrte Aktivitat
antioxidativ wirkender Enzyme wie der Katalase, Glutathion-S-Transferase oder der Glutathion-
Reduktase zuriickgefithrt werden kann (Garcia-Garcia, Zavala-Flores, Rodriguez-Rocha, & Franco,
2012; Lopert, Day, & Patel, 2012; Lopes et al,, 2017; Schneider et al., 2011). Dies geht bei einer

mehrtagigen Differenzierung (fiinf bis sieben Tage) mit einem behandlungsabhangigen Anstieg von
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antioxidativ wirkenden Proteinen einher (de Bittencourt Pasquali et al., 2016; Lopes et al., 2017;
Schneider et al., 2011). Fiir die Zelle ist es von Vorteil einen Grofsteil dieser Proteine bereitzustellen,
um eine Regulation des dynamisch agierenden Signalmolekiils H2O2 zu gewahrleisten (Lopes et al.,

2017).

Die SH-SY5Y-Zellen reagieren mit den bekannten Anderungen der Zellmorphologie sowie der
Expression von bekannten Markerproteinen auf das neuronale Differenzierungsprotokoll. Wird der
zelluldre Redoxzustand zu Beginn der neuronalen Differenzierung manipuliert, unterbindet dies die
Extension der Neuriten. Die durchgefiihrten Experimente weisen zudem auf einen durch Retinsaure
induzierten Anstieg von zytosolischen H>0O2 nach zweistiindiger Behandlung hin. Dies unterstiitzt die
Hypothese, dass es zeitgleich zu oxidativen Modifizierungen an den Cysteinen von Proteinen
kommen kann. Damit eignet sich das Modellsystem zur Studie von redox-spezifischen Anderungen
der Proteine wahrend der neuronalen Differenzierung. Wobei die frithen Zeitpunkte, zwischen 0-

485td., in dem hier untersuchten Kontext von grofferem Interesse sind als die spaten (120Std.).
52  Methodische Aspekte der redox-spezifischen Proteomanalyse

52.1 Die Abundanz im Redox-Proteom ist unabhingig von der Proteinmenge und der Anzahl
der Cysteine pro Protein

Um ein Bild des differenziellen Redox-Proteoms zu erlangen, wurde die Matrix-assistierte Auf-
arbeitung reversibel oxidierter Proteine etabliert (J. Guo et al.,, 2014; Paulech et al., 2013). Mit dieser
Methode wurden 275 Proteine quantifiziert die, infolge der Retinsdurebehandlung, eine differenzielle
Abundanz in dem Redox-Proteom aufwiesen. Die Abundanzunterschiede in dem Redox-Proteom
wurden nach Zugabe des Reduktionsmittels DTT, mit einer Ausnahme, nicht mehr detektiert (Thiol-
TPS, 4.4.2). Zudem zeigte die unabhdngige Proteomanalyse (RA-Zeitreihe), dass es zwischen 1-35td.
nicht zu einer verdnderten Abundanz der Proteine gekommen ist (4.2.3). Die Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass die gefundenen Differenzen in dem Redox-Proteom auf einen differenziellen
Oxidationszustand der Proteine zuriickgefiihrt werden konnen und nicht aufgrund einer erhShten

Menge der Proteine zustande gekommen sind.

Da eine erhohte Abundanz in dem Redox-Proteom theoretisch aus einer vermehrten Bindung an die
TPS-Matrix resultierte, stellte sich die Frage, ob die Anzahl der Cysteine pro Protein hierfiir ausschlag-
gebend war. Die Betrachtung der Proteinsequenzen der Kandidatenproteine zeigte, dass die Anzahl
der Cysteine pro Protein zwischen eins und 16 liegt. Uberdies wurden quantitative Daten von
Proteinen mit bis zu 126 Cysteinen erhoben. Im Median weisen die Kandidatenproteine vier Cysteine
in ihrer Sequenz auf und damit signifikant weniger als die nicht-differenziellen Proteine, welche im

Median neun Cysteine beinhalten (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test p=2,2x10-¢, Abbildung 5.2). Der
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Vergleich weist darauf hin, dass eine erhShte Proteinabundanz in dem Redox-Proteom nicht von der
Anzahl der Cysteine in der Primarsequenz abhéngig ist. Um die Effizienz der Umsetzung an die TPS-
Matrix zu tiberpriifen, kann zudem die Bindung der Proteine kontrolliert werden, indem die

Freisetzung der Schutzgruppe 2-thiopyridine bei 343 nm detektiert wird (Paulech et al., 2013).

150

Kandidatenproteine

2o mm Alle Proteine Cys -TPS

Anzahl Proteine

21 41 61 81 101 121
Cysteine/Protein

Abbildung 5.2 Redox-Proteom: Anzahl der Cysteine pro Protein.

Im Median weisen die Kandidatenproteine statistisch signifikant weniger Cysteine in ihrer Sequenz auf, als die
nicht-differenziellen Proteine (p=2,2x10%). Dies weist darauf hin, dass eine erhéhte Proteinabundanz in dem
Redox-Proteom nicht von der Anzahl der Cysteine in der Primarsequenz abhéangig ist.

5.2.2 Diamid und Retinsdure zeigen einen unterschiedlichen Einfluss auf das Redox-Proteom

In dieser Arbeit wurde die Annahme getroffen, dass es durch Retinsdure-induzierte ROS zu
reversiblen Oxidationen an Proteinen kommt. Hier stellte sich die Frage, ob mithilfe der Redox-
Proteomanalyse spezifische Unterschiede detektiert werden konnen. Durch einen Vergleich des
Redox-Proteoms nach Zugabe von Retinsdure mit dem Redox-Proteom nach Behandlung mit dem
Oxidationsmittel Diamid wird deutlich, dass beide Reagenzien auf verschiedene Proteingruppen
einwirkten. Ein Vergleich der Proteine mit signifikant veranderter Abundanz, jeweils gegen die EtOH-
Kontrolle, zeigte, dass nur 37% der Proteingruppen von beiden Behandlungen beeinflusst wurden.
Dies unterstreicht den Unterschied zwischen einem Oxidationsmittel und einem physiologischen
Stimulus. Beispielhaft konnen bereits bekannte redox-sensitive Proteine angefithrt werden: GAPDH
tragt zwei in UniProt annotierte redox-sensitive Cysteine: Cys152 und Cys247. Beide Cysteine konnen
nitrosyliert werden, funktionell relevant ist zudem die Sulfhydrierung an Cysl152, da sie die
katalytische Aktivitdt des Proteins anregt (Hara et al., 2005; Kornberg et al., 2010; Mohr, Stamler, &
Brune, 1996, Molina y Vedia et al., 1992). Die Behandlung mit Diamid fiihrte, im Gegensatz zu der
Behandlung mit Retinsdure, zu einer erhohten Abundanz in dem Redox-Proteom (p=0,005,
Abbildung 4.17), was auf eine vermehrte Oxidation von GAPDH schliefsen ldsst. Auch auf Ebene der
Peptide, mit den entsprechenden Carbamidomethylierungen als Hinweis auf das potenziell reversibel
oxidierte Cystein, spiegelt sich dieses Ergebnis wider (z.B. Diamid: Cys152 p=0,03; Abbildung 4.17).

Umgekehrt fiihrte nur die Retinsdurebehandlung zu einer signifikant erhéhten Abundanz und damit
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potenziell reversiblen Oxidation des katalytisch-aktiven Cys100 von PRDX5 (Proteinebene: p =0,007,
Peptidebene: p=0,014, Abbildung 4.20). Die erhohte Abundanz des 2-Cys PRDX6 hingegen, wies nach
beiden Behandlungen auf eine vermehrte reversible Oxidation hin. Die gesonderte Betrachtung der
carbamidomethylierten Peptide zeigte, dass das Cys91-beinhaltende Peptid vermehrt in der
carbamidomethylierten Form vorlag, wohingegen dies bei Cys47 nicht der Fall war (Abbildung 4.20).
Ubereinstimmend wurde in anderen Studien gezeigt, dass sowohl die Stimulation mit H20: als auch
mit EGF lediglich zu einer reversiblen Oxidation an Cys91, nicht jedoch an Cys47 von PRDX6 fiihrt (J.
Yang et al., 2014). Zwei-Cys Peroxiredoxine werden als primére Redoxsensoren beschrieben, welche
bereits bei geringen H20:-Konzentrationen (0,05 mM) {iiberoxidieren und damit der Pufferung von
H20:2 dienen kénnen (L. Fu et al., 2017; Woo et al., 2003; Z. A. Wood, Poole, & Karplus, 2003). Eine
Uberoxidation (z.B. zu Sulfin- oder Sulfonséure) von Cys47 in dem aktiven Zentrum von PRDX6 kann
eine Erkldarung dafiir sein, weshalb es in dem hier durchgefiihrten Ansatz nicht detektiert wurde. Die
Ergebnisse zeigen, dass es mithilfe der Matrix-assistierten Aufarbeitung moglich ist, eine differenzielle
Analyse von reversibel oxidierten Proteinen durchzufithren und spezifische Unterschiede zu

detektieren.

5.2.3 Identifizierung von potenziell redox-sensitiven Proteinen

In der durchgefiihrten Redox-Proteomanalyse konnten 1769 cysteinhaltige Proteine quantifiziert
werden. Von diesen Proteinen sind 275 Kandidaten fiir eine differenzielle reversible Oxidation infolge
des physiologischen Stimulus Retinsdure (Kandidatenproteine, 4.4.2). Eine Arbeitsgruppe, die akti-
vierte Thiol-Sepharose fiir die Analyse von reversiblen Oxidationen an E. Coli Proteinen nutzte, konnte
180 Proteine in der Kontrolle und 126 Proteine in den oxidativ gestressten Zellen identifizieren (Hu,
Tedesco, McDonagh, & Sheehan, 2010). Fiir 98 Proteine wurde eine behandlungsspezifische Oxidation
suggeriert, verwendet wurde Menadion, welches die Entstehung freier Radikale induziert. Ein Ver-
gleich der Methoden zeigt, dass Hu, Tedesco, McDonagh und Sheehan ebenfalls eine Aufarbeitung
auf Proteinebene durchfiihrten, jedoch die zehnfache Proteinmenge mit der Thiol-Sepharose
inkubierten. Anders als in dieser Arbeit, erfolgte die Inkubation ohne Blockierungsschritt und ohne
Reduktion der Thiole. Durch diese Vorgehensweise wurden die vormals oxidierten Thiole nicht
gebunden. Dies kann eine Erklarung fiir die vergleichsweise geringere Anzahl aufgearbeiteter

Proteine sein.

Obwohl die Aufarbeitung der hier durchgefiihrten Redox-Proteomstudie auf Proteinebene erfolgte,
konnten insgesamt fiir 1332 carbamidomethylierte Peptide quantitative Daten erhoben werden,
welche einen Hinweis auf die Position der redox-sensitiven Cysteine geben. Unter diesen befanden
sich 72 Peptide der Kandidatenproteine die einen signifikanten Unterschied zu der Kontrolle

aufwiesen (4.4.3). Im Jahr 2013 erschien eine Studie, in der die reversible Oxidation von Proteinen des
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Rattenmyokards untersucht wurde (Paulech et al, 2013). Dabei verwendete die Arbeitsgruppe
ebenfalls einen TPS-Matrix-assistierten Ansatz, jedoch mit einer Aufarbeitung auf Peptidebene. Unter
den angewandten Filterkriterien fiir die Identifizierung konnten 6559 cysteinhaltige, einzigartige
Peptide an 2 694 Proteinen nachgewiesen werden. In der Arbeit von Paulech et al. wurden weit mehr
Peptide mit potenziellen Cys-PTMs identifiziert. Dies kann sowohl auf die Aufarbeitung auf
Peptidebene als auch die optimierte Chromatographie-Technik zuriickgefithrt werden. Im Gegensatz
zu den hier angelegten Filterkriterien, bei denen nur Proteinidentifizierungen zugelassen wurden, die
in mindestens vier von fiinf Replikaten erfolgten, wurde jedoch ohne Replikate gearbeitet (n=1). Die
Identifizierungen wurden hingegen nur bei einer FDR<2% zugelassen, in dieser Arbeit wurde eine
FDR<5% zugelassen. Die von Paulech et al. angegebene Liste beinhaltet zwar nur spezifische Peptide,
darunter aber auch identische Cysteine auf verschiedenen tryptischen Peptiden. Eine Angabe iiber die
eingesetzte Materialmenge existiert nicht. In der globalen Studie von Paulech et al. wurde, anderes als
in der hier vorliegenden Arbeit, kein physiologischer oder oxidativer Stimulus verwendet. Daher ist
eine Aussage liber potenziell redox-regulierte Proteine bzw. deren Cysteine problematisch. Aufgrund
der verschiedenen Techniken, biologischen Materialien bzw. Organismen und Behandlungen ist ein
direkter Vergleich zu den genannten Studien schwierig. Bislang existieren jedoch keine
veroffentlichten Studien mit vergleichbareren Parametern, weshalb die angegebenen Zahlen als

vergleichbare Groflenordnung herangezogen wurden.

Fiir 23 der potenziell reversibel oxidierten Proteine wurde in dem durchgefiihrten Folgeexperiment
erneut eine erhdhte Abundanz nach der Retinsaurebehandlung festgestellt (Tabelle 4.4). Nachfolgende
Experimente konnen durchgefiihrt werden, um die Abundanzunterschiede mit einer Massenspektro-
metrie-unabhéngigen Methode zu validieren, z.B. iiber den Immunoblotting basierten Redox-Switch-

Assay (Burgoyne, Oviosu, & Eaton, 2013).

5.2.4  Analyse der carbamidomethylierten Peptide als Hinweis auf das redox-sensitive Cystein

Fiir 57 der 275 Kandidatenproteine konnte die differenzielle Analyse der carbamidomethylierten
Peptide einen Hinweis auf das potenziell reversibel oxidierte Cystein geben (Tabelle 5.1). Von den 73
carbamidomethylierten Peptiden mit differenzieller Abundanz, wiesen 72 eine erhohte Abundanz
nach Retinsdure-Zugabe auf. Dies spiegelt den Befund auf Proteinebene wider und lasst darauf
schliefSen, dass es 25td. nach Beginn der Retinsdure-induzierten neuronalen Differenzierung vermehrt
zu reversiblen Oxidationen an Proteinen kommt. Dabei wies nicht jedes Cystein eines Kandidaten-
proteins eine differenzielle Carbamidomethylierung auf, was auf das Vorhandensein spezifischer
redox-sensitiver Cysteine zuriickgefithrt werden kann. So kénnen Modifizierungen verschiedener
Cysteine eines Proteins unterschiedliche Funktionen erfiillen, in dem nachfolgenden Abschnitt 5.3.3 an

cofilin-1 dargestellt. Dariiber hinaus kénnen auch die verschiedenen Modifizierungen unterschiedliche



Diskussion 96

Funktionen vermitteln. Ein Beispiel ist die in dem spateren Abschnitt 5.3.3 beschriebene
Glutathionylierung des Cys18 von RACI, welche ebenfalls vermuten lasst, dass die Zuganglichkeit

der Thiole mitentscheidend fiir die Art der Oxidation ist.

Fiir einige der in dieser Arbeit quantifizierten Cysteinpositionen wurden bereits redox-sensitive
Mechanismen beschrieben oder diese wurden in globalen Redox-Proteomstudien anderer Arbeits-
gruppen identifiziert. Die Angabe der Cysteinposition bezieht sich im Folgenden immer auf die
Position in der Primarsequenz des Proteins. Fiir einen Vergleich der Cysteinpositionen wurden zwei
quantitative und differenzielle LC-MS/MS-Redox-Proteomstudien herangezogen (Tabelle 5.1). (1) Eine
Arbeit die das Redox-Proteom von H20O»z-stimulierten A431-Zellen (humanes epidermoides Karzinom)
untersuchte und in diesem Zusammenhang eine Liste mit 3 529 Peptiden veréffentlichte (L. Fu et al.,
2017). Der Vergleich zu den Kandidatenproteinen zeigte, dass 16 identische Cysteinpositionen, an 16
Proteinen, identifiziert wurden (z.B. Cys24 an dem chloride intracellular channel protein-1/CLIC1). (2)
Wurde eine Redox-Proteomstudie betrachtet, in der ebenfalls ein physiologischer Stimulus verwendet
wurde. In dem Fall wurde die EGF-induzierte Sulfenylierung von A431-Zellen untersucht und eine
Liste mit 215 Peptiden verdffentlicht (J. Yang et al, 2014). Eine Sulfensdure ist das initiale
Oxidationsprodukt zwischen H202 und den Cysteinen eines Proteins, weshalb diese Cys-PTM in dem
hier untersuchten Kontext von Interesse ist. Vergleichsweise wurden fiinf identische Cystein-
positionen, an fiinf Proteinen, identifiziert (z.B. Cysl00 an PRDX5). Eine Auflistung der
quantifizierten und potenziell redox-sensitiven Cysteinpositionen der Kandidatenproteine beinhaltet
die Tabelle 5.1. Zudem wurde iiberpriift, ob zu den angegebenen Cysteinpositionen bereits annotierte
(UniProt) Cys-PTMs vorliegen.

Tabelle 5.1 Potenziell redox-sensitive Cysteine der Kandidatenproteine.

Die Angabe der Cysteinposition, bezogen auf die Primérsequenz des Proteins, resultiert aus der differenziellen
Analyse der carbamidomethylierten Peptide. Der Vergleich umfasst neben den Diamid-behandelten Zellen eben-
falls zwei Redox-Proteomstudien anderer Arbeitsgruppen, die Angabe der in UniProt annotierten Cys-PTMs und

die jeweilige Quelle. Proteine die mit einem Stern (*) versehen sind, wurden zudem {iber das in dieser Arbeit
durchgefiihrte Folgeexperiment validiert.

Cysteinposition

Kandidaten- Retinsaure Diamid (b) H,0, (c) EGF (d) UniProt (e)
protein (a)
AHCY* 195 195 167, 393
AKR1B1 81 81, 187,304
ANP32A 123
ANP32B 123 123
APEX1 65,93,296 93 Disulfid Cys65-93, SNO Cys65,

Cys93, Cys310
(Qu, Liu, Huang, & Chen, 2007)

ARF4 62
BLVRA 281
CAPZA2 111
CAPZB 62 8 147, 206 206, 211

CDK6 83 83
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Fortsetzung Tabelle 5.1

CENPV 219
CISD2 92 92 92
CcLICc1 24,191 24 24 Disulfid Cys24-59, redox-sensitiv
(Littler et al., 2004)
Ccs 101 211 211
CSNK2B 109
EIF2S1 70
EIF3E 345
ELAVL3 68
GNA13 329 329 148, 204
GNAI3* 66
GNB2 25,204
GNB2L1* 138, 153, 182, 182, 240 138, 182,168
240
HNRNPA2B1* 50 38
LDHB 294 132
LMAN2 239 239 Disulfid Cys202-239
MTCH2 49 49 79, 296, 297
NAPA 84
NDUFS2 347 347
OoTuB1 91 91 91
PCNA 162 81,162
PDXP 91
PGAM1 153 153
PPP1CB 61 61, 126, 171
PRDX5 100 100 100 100 Disulfid Cys100-204, redox-aktiv
(Seo et al., 2000)
PRDX6* 91 91 47 Cys47 Sulfin-/Sulfonsaure
inaktivierend
(E. Wagner et al., 2002)
PRKRA 54 54
PRMT1 350, 354 109, 350, 354 101, 250 101
PSAT1 98, 224
PSMD6 188
PTRH2 86 86 36
RAVER1 297 272
RPL18A 22,64 109 16, 22
RPL22 25 25
RPLPO; 27,119 27,119
RPLPOP6*
RPS2 229 182,188, 229
RPS3 97 113, 135, 150 113, 150
SRPRB 73 100 73, 179, 246
TMED7 48
TMEM33 232 204
TXNDC5* 121, 128, 247, 254 217,350
254
UQCRC2 125, 192 192
VDAC1* 232 232
VDAC2 47 47,76, 210 47,76
VDAC3 65 36, 65, 229 36, 66
WDR82 287 287
YWHAQ* 94,134 134
YWHAZ* 94 94

a Kandidatenprotein flr eine reversible Oxidation nach Retinsdurebehandlung (Cysg,-TPS)

b Potenziell reversibel oxidiert nach Diamidbehandlung (signifikant)

¢ Nachgewiesene Cystein-Oxidation in A431-Zellen nach H,0,-Behandlung. Redox-Proteom (L. Fu et al., 2017)
d Nachgewiesene Sulfenylierung in A431-Zellen nach EGF-Behandlung. Redox-Proteom (J. Yang et al., 2014)
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Der Vergleich zu den Studien weist darauf hin, dass sowohl die Auswahl des Stimulus als auch die
verwendete Aufarbeitungsmethode grofie Unterschiede hervorrufen. Dabei lédsst sich zusammenfas-
send sagen, dass nach einer harschen Oxidation, hervorgerufen durch Diamid oder Hx0O:, unter
Umstdnden wesentlich mehr oxidativ modifizierte Proteine bzw. Cysteine ermittelt werden konnen,
als durch Retinsdure oder EGF. Auch die Analyse aller reversibel oxidierten Proteine kann dazu fiih-
ren, dass mehr Proteine bzw. Cysteinpositionen identifiziert werden, als bei einer Analyse spezifischer
Cys-PTM. Dennoch erhirtet der Vergleich zu anderen Redox-Proteomstudien den Verdacht auf ein
redox-sensitives Protein und liefert einen guten Hinweis auf die entsprechende Cysteinposition. Zu-
dem kann der Vergleich zu anderen Studien ein Indiz fiir das potenzielle Cys-PTM geben und so
nachfolgende Experimente erleichtern. Neben den {ibereinstimmenden Positionen, umfasst das hier
aufgefiihrte Redox-Proteom der SH-SY5Y-Zellen 47 bisher nicht beschriebene potenziell redox-sensi-
tive Cysteine an 39 Proteinen, welche interessante Kandidaten fiir eine Validierung sind. In diesem
Zusammenhang ist eine spezifische Markierung der Cys-PITM erstrebenswert. Fiir den angestrebten
Sulfensaurenachweis wurde im Rahmen dieser Arbeit bereits ein Sulfensaure-spezifischer Antikérper
entwickelt, der sowohl in der Analyse einzelner Kandidatenproteine als auch in einem

proteomanalytischen Ansatz Verwendung finden soll.

Zusammenfassend konnte mittels redox-spezifischer Proteomanalyse gezeigt werden, dass es 25td.
nach der Retinsdurebehandlung zu veranderten Abundanzen von Proteinen im Redox-Proteom
kommt, die auf eine reversible Oxidation an den Cysteinen hinweisen. Es wurden 275 Proteine
identifiziert, die Kandidaten fiir eine reversible Oxidation sind. Fiir 57 Proteine ergab die Proteom-

analytik zudem einen Hinweis auf die Position des modifizierten Cysteins.

5.3  Die Retinsdurebehandlung fiihrt zu globalen Verinderungen des Redox-Proteoms

Obwohl der Einfluss von Retinsdure auf den oxidativen bzw. reduktiven Zustand von Proteinen
Gegenstand der aktuellen Forschung ist, wurde in diesem Zusammenhang bislang keine globale
Studie fiir oxidativ modifizierte Proteine beschrieben. Durch Anwendung einer redox-spezifischen
Probenaufarbeitung fiir die Proteomanalyse, wurde in dieser Arbeit der Effekt der Retinsdure
induzierten ROS auf die reversible Oxidation von Proteinen in vivo untersucht. Mit dem Ziel Proteine
zu identifizieren, die Kandidaten fiir eine physiologisch relevante Cys-PTM sind. Im Gegensatz zu der
globalen Proteomanalyse, welche zwischen 0-3 Std. Retinsaurebehandlung nur geringfiigige Verande-
rungen aufzeigte (<0,5%; 4.2.3), konnten grofe Anderungen des Redox-Proteoms nachgewiesen
werden (15%; 4.4.2). Dabei zeigte die quantitative Analyse potenziell reversibel oxidierter Proteine,
dass der physiologische Stimulus eine Vielzahl verschiedener Proteingruppen beeinflusste. Diese sind
unter anderem an dem Retinsdure-Signalweg beteiligt, mit energetischen Prozessen verkniipft oder

tragen zu der Dynamik des Zytoskeletts bei (Tabelle 4.3). Erganzt durch die Daten der Wirkstoff-
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Studie (4.5) konnten so mithilfe der Proteomanalyse verschiedene redox-sensitive Aspekte der Retin-

saure-induzierten neuronalen Differenzierung beleuchtet werden.

5.3.1 Retinsdure-Signalweg

Die redox-spezifischen Analysen wiesen darauf hin, dass verschiedene Proteine des Retinsédure-
Signalweges direkt oder indirekt durch RS beeinflusst werden (Abbildung 5.1). Darunter SNW1
welches Teil des Transkriptionskomplexes ist, der durch die Zugabe von Retinsdure aktiviert wird (C.
Zhang et al., 2001). SNW1 zeigte infolge der Retinsdurebehandlung eine verringerte Abundanz in dem
Redox-Proteom, die detektierten Protein- und DNA-Mengen wurden jedoch nicht signifikant
verandert (Abbildung 4.18 und Abbildung 6.3). In dem hier untersuchten Kontext ist SNW1 ein
interessantes Kandidatenprotein fiir eine reversible Oxidation, da bereits in verschiedenen Studien
gezeigt wurde, dass die durch Retinsdure angesteuerte transkriptionelle Aktivitat redox-sensitiv ist
(Casadevall & Sarkar, 1998; Demary et al., 2001; U. H. Park et al., 2009). Der molekulare Mechanismus
ist jedoch nicht vollstindig aufgekldart. SNW1 ist ein Regulator von Polymerase-II-Promotoren
(Baudino et al., 1998; Kang et al., 2010; Leong et al., 2004), bindet aber ebenfalls an die Retinsdure-
Kernrezeptoren, moduliert dessen Aktivitat und beeinflusst dadurch die Retinsdure-abhangige Gen-
transkription (Kang et al.,, 2010; Leong et al., 2004; C. Zhang et al.,, 2001). Studien an retinsdure-
behandelten P19-Zellen zeigten, dass durch ein Zusammenspiel zwischen SNW1 und der redox-
sensitiven Deacetylase sirtuin-1 (SIRT1), die Aktivitdt des Rezeptors RAR wechselseitig reguliert
werden kann (Kang et al., 2010). Dabei zeigte die Studie von Kang et al., dass SNW1 einen Komplex
mit Retinsdure-gebundenem RARa und SIRT1 bilden kann. Wobei ein kompetitiver Mechanismus
vorgeschlagen wurde, bei dem SNW1 einen verstarkenden und SIRT1 einen vermindernden Effekt auf
die RAR-vermittelte Gentranskription ausiibt (Kang et al., 2010). Unklar ist, wie das molekulare
Zusammenspiel der Proteine verlauft. Die SNW1-RARa-Interaktion und die SIRT1-RARa-Interaktion
finden an der gleichen RARa-Domaéne statt, innerhalb dieses Interaktionsbereiches befindet sich das
einzige in der Priméarsequenz von SNW1 enthaltene Cystein (Cys250) und Cys160 von SIRT1 (Baudino
et al., 1998; Kang et al., 2010). Ein redox-sensitives Cystein an SNW1 kann einen Teil der beschrie-
benen redox-sensitiven Transkriptionsaktivitdit ausmachen und dazu beitragen, das molekulare

Zusammenspiel zwischen SNW1, SIRT1 und dem RAR-RXR-Heterodimer zu erkldren.

Die Abundanz von CYP26A1 wurde in retinsdurebehandelten Zellen durch die Co-Behandlung mit
dem Reduktionsmittel NAC auf den Zustand der Kontrolle zuriickgebracht (Abbildung 4.23). NAC
greift so in einen zentralen Kontrollpunkt der Retinsdure-Signaltransduktion ein. Denn, die Aktivitat
von CYP26A1 ist entscheidend fiir den Abbau von Retinsdure und damit der Instandhaltung der
zelluldren Retinsdurekonzentration (Abu-Abed et al., 2001; A. C. Ross & Zolfaghari, 2011). Die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Retinsdure den oxidativen Zustand der
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Zelle erhoht. Dadurch konnte die redox-abhdngige Transkriptionsmaschinerie moduliert werden
(Abbildung 5.3). Weiter legen die durchgefiihrten Experimente nahe, dass durch die Co-Behandlung
mit NAC der durch Retinsdure induzierte oxidative Zustand der Zelle verringert und ebenfalls die
Transkription von Retinsaure-Zielgenen verdndert wird. Dies konnte in den zuvor angefiihrten ver-
ringerten CYP26A1-Mengen resultieren (direkter Wirkstoff-Effekt). Eine Hypothese fiir die Wirkungs-
weise von NAC ist, dass durch den veranderten Redoxzustand der Zelle in das redox-sensitive
Zusammenspiel zwischen SNW1, sirtuin-1 und den Kernrezeptoren eingegriffen wird. Eine kiirzlich
erschienene Studie weist unterstiitzend darauf hin, dass NAC die Aktivitat und Expression von SIRT1
verandern kann (L. Yang, Duan, Liu, & Yuan, 2018; Zhao et al., 2018). Dies kann moglicherweise auf
die durch NAC verdnderten GSH-Mengen zuriickgefiihrt werden. SIRT1 ist hochsensitiv fiir Cys-
PTMs, insbesondere Glutathionylierungen beeinflussen die Expression sowie Aktivitit der
Deacetylase und wurden bereits mit deren Einfluss auf die zellulire Entwicklung in Verbindung
gebracht (Brautigam et al, 2013; Caito et al, 2010; Fratelli et al., 2005, Kornberg et al.,, 2010;
Prozorovski et al., 2008; Zee et al., 2010). Die Retinsdure-abhéngige CYP26A1-Expression benotigt
zudem die Aktivierung von RARa (Idres, Marill, & Chabot, 2005; Pozzi, Rossetti, Bistulfi, & Sacchi,
2006). Die verringerte Transkription von CYP26A1 resultiert schliefSlich darin, dass weniger CYP26A1
exprimiert wird. Liegt folglich weniger CYP26A1 in der Zelle vor fiihrt dies dazu, dass weniger
Retinsdure abgebaut wird (Abu-Abed et al, 2001). Warum dies zu einer Verringerung der
Neuritenldngen fiihrt ist unklar. Verschiedene Studien zeigen, dass entartete Retinsdure-Mengen zu
Entwicklungsstérungen, bis hin zu neurologischen Erkrankungen fithren kénnen (D'Aniello &
Waxman, 2015). RS bzw. ROS und die damit verbundene putative reversible Oxidation an SNW1,
konnten damit Teil des zelluldren Retinsdaure-Autoregulationsmechanismus sein und dazu beitragen,
die Retinsdure-Homoostase aufrechtzuerhalten. Ergénzende Experimente, die (1) die Interaktion von
SIRT1 und SNW1 mit Riicksicht auf den Oxidationszustand der Cysteine betrachten, (2) die
funktionellen Auswirkungen von redox-insensitiven Proteinvarianten adressieren und (3) den
Einfluss des Redoxzustandes néaher beleuchten, sind nétig um den vorgeschlagenen Mechanismus zu

validieren.
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Abbildung 5.3 Modell fiir einen redox-sensitiven Riickkopplungsmechanismus, um die Retinsdure-
Homdoostase zu erhalten.

(A) Extension der Neuriten. Durch Retinsdurezugabe (RA) werden die intrazelluliren Mengen von reaktiven
Spezies (RS) erhoht. Dies konnte zu einer reversiblen Oxidation von SNW1 und damit vermehrten Bindung an
RARa fiihren, wodurch die Transkription des RA-Zielgens CYP26A1 verstarkt wird. Ethohte CYP26A1-Mengen
fithren dazu, dass RA abgebaut wird. (B) Keine Extension der Neuriten. Erfolgt eine Co-Behandlung mit dem
Reduktionsmittel NAC, verringert dies die intrazellularen RS-Mengen und es wird weniger CYP26A1 exprimiert.
Dies fithrt folglich dazu, dass der Abbau von RA vermindert wird. Mdoglicherweise spielt eine reversible
Oxidation an SNW1 oder ein Thiol-Switch zwischen SNW1 und SIRT1 eine Rolle bei der Interaktion. SNW1: SNW
domain-containing protein-1, RAR: Retinsdure-Rezeptor; RXR: Retinoid-X-Rezeptor; RARE: retinoic acid response
element; CYP26A1: cytochrome P450 26A1; SIRT1: sirtuin-1; NAC: N-Acetylcystein; Ox: oxidiert; Red: reduziert
5.3.2  Energiehaushalt

Die Anreicherungsanalysen zeigten, dass ein signifikanter Anteil der potenziell reversibel oxidierten
Proteine in retinsaurebehandelten Zellen an dem Substrat-spezifischen Transmembrantransport be-
teiligt ist. Zu diesen zdhlen verschiedene, grofitenteils mitochondriale Proteine, die mit energetischen
Prozessen assoziiert sind (Tabelle 4.3). Beispielsweise zeigten die a- und $1-Untereinheiten der FiFo-
ATP-Synthase (ATP5A1 und ATP5F1) eine erhohte Abundanz in dem Redox-Proteom (Abbildung
4.18). Dabei wies ATP5F1 einen signifikanten Unterschied zu der Kontrolle auf. Die FiFo-ATP-
Synthase stellt zusammen mit der Elektronentransportkette den wesentlichen Teil des zellularen ATPs
zur Verfiigung und wurde bereits in Studien anderer Arbeitsgruppen in einen Zusammenhang mit
redox-sensitiven Prozessen gestellt (Boyer, 1997; Garcia et al., 2010; J. Sun, Morgan, Shen, Steenbergen,
& Murphy, 2007). In verschiedenen Geweben wurden z.B. physiologisch relevante oxidative
Modifizierungen an Cysteinen der a-Untereinheit nachgewiesen (Garcia et al.,, 2010; Kane & Van Eyk,
2009; J. Sun et al., 2007; J. Sun & Murphy, 2010; Wang, Murray, Chung, & Van Eyk, 2013; West, Hill,

Xuan, & Bhatnagar, 2006). In dopaminergen Neuronen wurde zudem gezeigt, dass durch die

Interaktion zwischen sirtuin-3 und der [-Untereinheit der FiFo-ATP-Synthase sowie der
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mitochondrialen SOD2 die Akkumulation von ROS und die ATP-Auszehrung verhindert wird (X.
Zhang et al., 2016). Ein weiteres Beispiel fiir Proteine des Transmembrantransports, bei denen anhand
der Ergebnisse eine differenzielle reversible Oxidation vermutet werden kann, sind die
spannungsabhdngigen Ionenkandle 1-3 (voltage-dependent anion-selective channel protein 1-3/VDAC1-3).
Die multifunktionalen Proteine sind an der dufieren Membran der Mitochondrien, aber auch an der
Plasmamembran lokalisiert. In Neuronen weisen VDAC2 und VDAC3 allerdings nur geringere
Expressionsmengen auf (Shoshan-Barmatz, Nahon-Crystal, Shteinfer-Kuzmine, & Gupta, 2018). Sie
vermitteln unter anderem den Ein- und Ausstrom von NAD*/NADH und ADP/ATP. Zudem dient
VDACI als Transporter fiir Ca? und RS, wodurch die Ca?-abhangige Signaltransduktion zwischen
Mitochondrien und dem ER reguliert und der Redoxstatus der Zelle beeinflusst wird (Ahmad et al.,
2002; Gincel, Zaid, & Shoshan-Barmatz, 2001; Han, Antunes, Canali, Rettori, & Cadenas, 2003; L. Sun,
Shukair, Naik, Moazed, & Ardehali, 2008). Die Ergebnisse weisen damit auf reversible Oxidationen an
Proteinen hin, die mafigeblich zu dem Energiehaushalt der Zelle beitragen. Durch die beginnenden
neuronalen Differenzierungsprozesse wird der Energiebedarf der Zelle verandert und damit der
Bedarf an mitochondrialem ATP (Schneider et al., 2011). Es erfolgen Veranderungen in der Regulation
von oxidativen Phosphorylierungsprozessen und der Glykolyse (Masia et al., 2007; Schneider et al.,
2011). Die Anderungen der energetischen Funktionen in Retinsdure-differenzierten SH-SY5Y-Zellen
resultieren unter anderem in einer erhohten mitochondrialen Aktivitat, bei unveranderter Anzahl der
Mitochondrien und einer erhohten Reservekapazitdt (Schneider et al., 2011). Damit ist es naheliegend,
dass es auch in den Mitochondrien, als einer der Hauptquellen von ROS, zu oxidativen
Modifizierungen an Proteinen kommt. In Mitochondrien kann zudem die Aktivitat von Komponenten
der Elektronentransportkette, des FiFo-ATP-Synthase-Komplexes und anderer Enzyme durch Redox-
Modifizierungen moduliert werden (Wang et al., 2013). Durch die Ubertragung des oxidativen Signals
auf bestimmte Proteine, konnte der postulierte H20:-Anstieg wahrend der frithen neuronalen
Differenzierung in einer angemessenen ATP-Bereitstellung resultieren. Neben einer aktiven Funktion
kann eine vermehrte reversible Oxidation mitochondrialer Proteine auch einen indirekten Nutzen

haben, nimlich dem als Puffer und Schutz vor Uberoxidation bzw. oxidativem Stress.
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5.3.3  Zytoskelett-Dynamik

Bei der Ausbildung der Dendriten spielt die Regulation des Zytoskeletts eine wesentliche Rolle.
Hierbei verlaufen wichtige Regulationspunkte iiber die drei Hauptfilamente (Mikrotubuli, Mikro-
filamente, Neurofilamente), deren assoziierte Proteine und die kleinen GTPasen der Rho-Familie. Von
jedem dieser Bereiche wurden in der durchgefithrten Redox-Proteomanalyse beteiligte Proteine

gefunden, die abhdngig von der Behandlung eine erhohte Abundanz aufwiesen (Abbildung 5.4).

Die Redox-Proteomanalyse deutete darauf hin, dass es durch die Behandlung mit Retinsdure zu einer
vermehrten reversiblen Oxidation an zytoplasmatischen ACTB und TUBB6 kommt. Die Neuron-
spezifischen Tubuline der Klasse III und IV wurden in der redox-spezifischen Studie quantifiziert,
zeigten jedoch keinen behandlungsabhingigen Unterschied. Aktin unterliegt einer Vielzahl von
posttranslationalen Modifizierungen. Neben Methylierungen, Acetylierungen und Phosphorylie-
rungen wurden bereits an allen Cysteinen, bis auf einem in a-Aktin, Cys-PTMs nachgewiesen
(Terman & Kashina, 2013). Insbesondere Glutathionylierungen spielen eine Rolle in der Aktin-
polymerisation und F-Aktindynamik (Carsten Berndt, Poschmann, Stiithler, Holmgren, & Brautigam,
2014; Dalle-Donne, Giustarini, Rossi, Colombo, & Milzani, 2003; Sakai et al., 2012). Beispielsweise ist
die Aktivitdt von GLRX2, und die damit vermittelte Glutathionylierung von Aktin, wichtig fiir die
Entwicklung der Neuralleiste des Herzens im Zebrafisch (Carsten Berndt et al., 2014). a-Tubulin und
B-Tubulin besitzen zwolf bzw. acht Cysteinreste, welche alle fiir exogene oder endogene
Oxidationsmittel zuganglich sind (Landino et al., 2002; Landino, Moynihan, Todd, & Kennett, 2004;
Lowe, Li, Downing, & Nogales, 2001; Luduena & Roach, 1991; Wilson & Gonzalez-Billault, 2015).
Tubulin-Disulfide sind Substrate fiir das Thioredoxin-Reduktase-System und das Glutaredoxin-
Reduktase-System (Landino, Moynihan, et al., 2004). Die Funktionen der Cysteine werden unter
anderem mit der Bindung von Guanosintriphosphat und der Polymerisation der Mikrotubuli in
Verbindung gebracht (Luduena, Roach, Jordan, & Murphy, 1985; Mellon & Rebhun, 1976; Wilson &
Gonzalez-Billault, 2015).

Eine weitere Ebene der Zytoskelettregulation wird durch Proteine vermittelt, welche mit den drei
Filamenten des neuronalen Zytoskeletts assoziiert sind. Unter den Kandidaten fiir eine vermehrte
reversible Oxidation befinden sich das Mikrotubuli assoziierte Protein MAP2, das neurofilament light
polypeptide (NEFL) und das Mikrofilament-assoziierte profilin-1 (PFN1). MAP2, NEFL und PFN1 sind
klassische Proteine des Nervensystems und werden als neuronale Marker verwendet (Kirkpatrick LL,
1999). Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass das hauptsachlich in den Dendriten lokalisierte
MAP?2 in vitro durch H202und Peroxynitrit (ONOO") oxidiert wird und Disulfid-verbundene Spezies
bildet, welche Substrate des Thioredoxin-Reduktase-Systems sind. Durch die reversible Oxidation und

Reduktion der Cysteine wird die Polymerisation der Mikrotubuli signifikant beeinflusst (Landino,
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Moynihan, et al.,, 2004; Landino, Skreslet, & Alston, 2004). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass
dynamische Veranderungen des Redoxzustandes die Mikrotubuli-Polymerisation regulieren, welche
letztlich wichtig fiir die neuronale Plastizitdt ist (Landino, Hagedorn, Kim, & Hogan, 2011). Die
Bildung des Aktin-Profilin-Komplexes in vitro ist abhingig von dem Thiolstatus des Cys374 an Aktin.
Eine Mutation zu Serin verhindert die Bindung und die Aktinpolymerisation (Aspenstrom, Schutt,
Lindberg, & Karlsson, 1993). Infolge dessen ldsst sich auf einen direkten Zusammenhang zwischen

den Cysteinen und der Aktinpolymerisation schlieflen.

Eine Reihe von Proteinen die eine Guaninnukleotid-bindende Eigenschaft aufweist zeigten ebenfalls
eine erhohte Abundanz in dem Redox-Proteom (Tabelle 4.3). Darunter befinden sich die Mitglieder
der Rho-GTPase-Familie: RAC1 und CDC42, mit einem signifikanten Unterschied, sowie ras homolog
gene family, member-A (RHOA), welches ebenfalls vermehrt oxidiert in den retinsdurebehandelten
Zellen vorzuliegen scheint (nicht korrigierter p=Wert 0,03). Die kleinen GTPasen der Rho-Familie
spielen als molekulare Schalter eine zentrale Rolle in der Modulation der Aktindynamik und zeigen
eindeutige Effekte auf die Zellmorphologie, wenn sie in der Zelle aktiviert werden: RAC1 fiihrt zu der
Ausbildung von Lamellipodien, CDC42 von Filopodien und RHOA zu einer vermehrten Bildung von
F-Aktin und den sogenannten Stressfasern (Hall, 1998). Die kleinen GTPasen RAC spielen zudem eine
zentrale Rolle bei der Entstehung von ROS, da sie die Zusammensetzung und Aktivierung der NOX-
Komplexe regulieren. Insbesondere RAC1 und RAC2 sind fiir die Aktivierung von NOX1, NOX2 und
NOX3 verantwortlich (Hordijk, 2006; Leto, Morand, Hurt, & Ueyama, 2009; Ueyama, Geiszt, & Leto,
2006). Dartiiber hinaus interagiert RAC1 mit der SOD1, diese Interaktion ist sowohl von dem
Redoxzustand des RAC1 als auch der Guaninnukleotidbindung abhéngig (Harraz et al., 2008). Die
RAC vermittelte Entstehung von ROS resultiert in einer verdnderten Aktivitdt von RHOA, wodurch
Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts direkt beeinflusst werden (Nimnual, Taylor, & Bar-Sagi, 2003).
Munnamalai et al. zeigten in einer Arbeit an Seehasen (Aplysia), dass durch eine Stimulierung der
Wachstumskegel die NOX2-Untereinheiten RAC1, NCF1 und NCF2 zu der Plasmamembran
translokalisieren und zu einer Aktivierung von NOX2 fithren. Durch Herabsenken der zyto-
plasmatischen ROS-Mengen und der Blockierung der NADPH-Oxidasen oder Lipoxygenasen als
spezifischer ROS-Quelle, wurde der F-Aktin-Gehalt in den Wachstumskegeln reduziert (Munnamalai
et al., 2014). Diese Arbeiten gaben wichtige Hinweise darauf, dass der zelluldre Redoxstatus mit den
dynamischen Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts und der Aktivitit der Rho-GTPasen

zusammenhangt.
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Abbildung 5.4 Strukturproteine und Rho-GTPasen der redox-spezifischen Proteomanalyse.

Dargestellt sind die log2 LFQ-Intensitaten aller Replikate der Retinsaure (RA)-Behandlung und Kontrolle (EtOH).
*Signifikant basierend auf der SAM-Methode. + (...) und assoziierte Proteine. ++ (...) Proteine der beschriebenen
Signalkaskaden.

5.3.3.1 Redox-sensitive Signalkaskaden: RAC1 als Beispiel

Aufgrund der dualen Funktion als Regulator der Aktindynamik und Komponente des NOX-
Komplexes, besitzt RAC1 eine besondere Relevanz in dem hier untersuchten Kontext und wird daher
beispielhaft hervorgehoben. Es konnen zwei Wege beschrieben werden in denen RACI1 auf die
Modulierung des Aktin-Zytoskeletts einwirkt, (1) {iber die Aktivierung der p21-activated kinase/LIM
kinase/cofilin-1 (PAK/LIMK/CFL1)-Signalkaskade und (2) iiber die Interaktion mit den Proteinen des
wiskott-aldrich syndrome proteine (WASP) family verprolin-homologous (WAVE) complex. Uber diese
Signaltransduktionen wird RAC1 eine wesentliche Kontrolle bei der Formierung der Lamellipodien
zugesprochen (Delorme et al, 2007, Miki, Yamaguchi, Suetsugu, & Takenawa, 2000). Unter den
potenziell reversibel oxidierten Proteinen in retinsdurebehandelten Zellen befinden sich Komponenten
beider RAC1-Signalkaskaden, welche zu einem Teil einen differenziellen Status aufwiesen (z.B.

YWHAZ, ARPC2-4 und WASF2, Abbildung 5.4).

RAC1 bindet die Kinase PAK, welche folgend eine Umstrukturierung des Zytoskeletts iiber LIMK-
Phosphorylierung herbeifiihrt (Gorovoy et al., 2005). Nachfolgend wird das redox-aktive CFL1 von
den LIMKSs phosphoryliert, woraufthin sich CFL1 von den Aktinfilamenten 16st und so die Aktin-
polymerisation fordert (Arber et al, 1998). CFL1 wird zudem {iber verschiedene Redoxkaskaden
reguliert die die Aktinpolymerisation beeinflussen. Unter den Proteinen, die eine solche Kaskade
vermitteln gehort auch das Kandidatenprotein 14-3-3 protein C (YWHAZ, 4.4.4 und Abbildung 5.4).
YWHAZ bildet einen Komplex mit der selektiven CFL1-Phosphatase slingshot-protein phosphatase-1L
(SSH-1L). Dieser Komplex wird durch NOX-generierte H2O2-Spezies getrennt und CFL1 durch das
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freigesetzte SSH-1L phosphoryliert und aktiviert, was letztlich zu der Bildung von Aktinfilamenten
fihrt (Kim, Huang, & Bokoch, 2009). CFL1 zeigte in der vorliegenden Arbeit infolge der
Retinsdurebehandlung eine erhohte Abundanz in dem Redox-Proteom, der Unterschied lag jedoch
knapp unter der Signifikanzgrenze (p =0,07). Die Analyse der carbamidomethylierten Peptide, welche
die reversibel oxidierten Peptide reprasentieren, gab einen Hinweis darauf, dass die reversible
Oxidation an dem Cys39 von CFL1 stattgefunden hat. CFL1 besitzt vier Cysteinreste, wobei die Reste
Cys139 und Cys147 an der Proteinoberfliche und Cys39 und Cys80 innerhalb des Proteins liegen
(Pope, Zierler-Gould, Kuhne, Weeds, & Ball, 2004). Verschiedene Studien zeigten oxidative
Verdanderungen an den vier Cysteinen welche die Aktindynamik beeinflussen (Chua et al., 2003;
Klamt et al., 2009; Klemke et al., 2008; Schulte et al., 2013). Beispielsweise fiihrt ein intramolekulares
Disulfid zwischen Cys39 und Cys80 zu einer erhchten Aktindepolymerisation (Klemke et al., 2008).
Ein intermolekulares Disulfid des CFL1-Dimers zwischen Cys39 und Cys147 hingegen bewirkt eine
Bildung von CFL1-Aktin-Oligomeren, welche in der Regel neuroprotektiv und reversibel sind. Diese
Oligomere bilden einen weiteren Mechanismus, um die Aktindynamik zu regulieren (Bernstein,

Shaw, Minamide, Pak, & Bamburg, 2012).

Das Zusammenspiel von RAC1 mit den WAVE-Proteinen wird iiber die Bindung zwischen RAC1 und
dem insulin-receptor-substrate-p53 (IRSp53) initiiert (Miki et al., 2000). Folgend konnen die WAVE-
Proteine den actin-nucleating protein, actin-related protein 2/3 complex (ARP2/3-Komplex) binden und
aktivieren, was das Wachstum neuer Filamente anregt (Mullins, Heuser, & Pollard, 1998). Der
ARP2/3-Komplex besteht aus sieben Untereinheiten und ist einer der Hauptregulatoren des Aktin-
Zytoskeletts (Goley & Welch, 2006). Die Untereinheiten ARP2 (ARPC2) und ARP3 (ARPC3)
interagieren direkt mit Aktin und sind an der Aktinfilamentnukleation beteiligt (Aguda, Burtnick, &
Robinson, 2005; Goley & Welch, 2006). Studien an Melanomzellen wiesen auf ein redox-abhangiges
Zusammenspiel zwischen RAC1 und dem WAVE-Komplex hin (S. J. Park, Kim, & Jeon, 2012). Die in
der vorliegenden Arbeit quantifizierten Proteine der Familie der Wiskott-Aldrich-Syndrom-Proteine
(WASFs und das neuronale WASL) zeigten nach Retinsdurebehandlung tendenziell eine erhohte
Abundanz in dem Redox-Proteom, wiesen jedoch keinen signifikanten Unterschied auf. Verschiedene
Studien zeigten, dass die Filopodiumbildung iiber ein Wechselspiel zwischen WASFs und WASL mit
CDC42 verlauft (Miki, Sasaki, Takai, & Takenawa, 1998; Symons et al., 1996). Weitere Einflussbereiche
von RACI in der Aktindynamik sind unter anderem bei der Interaktion zwischen der Zelle und der
extrazelluldiren Matrix, der Zellmobilitdt, Zellpolarisierung und Zell-Zelladhasion (Acevedo &
Gonzalez-Billault, 2018, Campanale, Sun, & Montell, 2017; Lawson & Burridge, 2014; Ridley, 2015;
Stramer & Mayor, 2016).
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5.3.3.2 RACI vermittelte Signaltransduktion iiber RET

Die RAC-Signaltransduktion wird iiber eine Vielzahl von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen vermittelt, in SH-
SY5Y-Zellen z.B. iiber RET (Fukuda et al.,, 2002). Bei der glial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNEF)-induzierten neuronalen Differenzierung von SH-SY5Y-Zellen wurde gezeigt, dass die
Bildung der Lamellipodien abhangig von der RET-Aktivierung und darauffolgenden RAC1-Induktion
ist (Fukuda et al., 2002). Bei der Antwort handelt es sich um einen dufSerst schnellen Mechanismus, bei
dem die Bildung der Lamellipodien bereits nach fiinf bis 30 Min. GDNF-Behandlung beobachtet wird
(Fukuda et al., 2002). In den hier durchgefiihrten Proteomstudien wurde nach 35td. ein Retinsédure-
abhéngiger Anstieg der RET-Abundanz quantifiziert (4.2). Eine starke Induktion der RET-Abundanz
wurde bereits in verschiedenen Zelllinien, darunter auch Neuroblastom-Linien, wahrend der frithen
Prozesse der neuronalen Differenzierung beschrieben (Angrisano et al., 2011; Bunone et al., 1995;
Oppenheimer et al., 2007; Patrone et al., 1997). Die Kinase RET ist ein Rezeptor fiir die extrazelluldren
Liganden der GDNEF-Familie (GFL), deren Aktivierung durch Co-Rezeptoren der GFRa-Familie
vermittelt wird. Bindet GFRa an GFL fiihrt dies zu einer Dimerisierung und Autophosphorylierung
innerhalb der Kinasedomé&ne von RET (Kawamoto et al., 2004). Aktiviertes RET ist unter anderem an
der Induktion der fiir die neuronalen Differenzierungsprozesse wichtigen RAS/ERK- und PI3K/AKT-
Signalwege involviert (Besset, Scott, & Ibanez, 2000; Hayashi et al., 2000; Segouffin-Cariou & Billaud,
2000). Mutationen in dem Protoonkogen RET sind mafigeblich an der Entwicklung der Hirschsprung-
Krankheit und der multiplen endokrinen Neoplasie (MEN2A und MEN2B) beteiligt. Zudem spielt
RET eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems (Schaller et al., 2005). Méausen,
denen eine Komponente der GDNF-GFRa-RET-Triade fehlt, zeigten eine gestdrte Entwicklung der
Leber und des enterischen Nervensystems (Craig, Mantell, Ekeroma, Stewart, & Mitchell, 2004). In
Drosophila fiihrt eine Deletion von RET zu verschiedenen Defekten der Dendriten aufgrund einer
fehlenden Adhéasion der extrazelluliren Matrix und einem damit verbundenen verschlechterten
Wachstum (Soba et al., 2015). In SH-SY5Y-Zellen wurde zudem gezeigt, dass eine Inhibierung von
RET zu einer verringerten Neuritenlinge fiihrt (Yamada et al., 2007). Eine Studie welche die
Funktionalitat des Rezeptors in einen direkten Zusammenhang mit redox-getriebenen Prozessen setzt
wurde 2014 veroffentlicht (S. Qiao et al., 2014). Infolge einer RACI-induzierten NOX-Aktivierung, mit
gleichzeitiger Verringerung der SOD-Aktivitdt, kommt es zu erhthten endogenen ROS-Mengen und
einer vermehrten Autophosphorylierung von RET (S. Qiao et al,, 2014). Das Wechselspiel zwischen
RET und RAC1 wurde auch in Drosophila beschrieben (Soba et al.,, 2015). RET interagiert mit
Integrinen und reguliert die Adhésion von Dendriten {iber RAC1, damit wird RET in einen direkten
Zusammenhang mit der morphologischen Ausbildung der Dendriten gebracht. Dariiber hinaus ist die
Aktivitat von RET wichtig fiir die zelluldre Verteilung von F-Aktin (Soba et al., 2015). In diesem

Modellsystem wurde weder eine reversible Oxidation des Rezeptors, noch eine Veranderung von
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dessen Abundanz infolge der Wirkstoffbehandlung detektiert. RET ist damit kein direktes
Kandidatenprotein fiir eine oxidative Modifizierung der Cysteine. Die durch Retinsdure angetriebenen
neuronalen Differenzierungsprozesse konnten jedoch durch ein Zusammenspiel aus NOX-generierten
H:02-Mengen, dem Thiolstatus von RAC1 und der daraus resultierenden RET-Autophosphorylierung
beeinflusst werden. Um diese Aspekte ndher zu beleuchten, kann in nachfolgenden Experimenten
zundchst die Aktivitiat und die Lokalisierung der GTPase in Abhangigkeit von deren Oxidationsstatus
und der Retinsdure-Zugabe gemessen werden. Zu beriicksichtigen sind dabei sowohl die
Assoziationsrate an den NOX2-Komplex und somit die H>O»-Entstehung als auch die Nukleotid-
Austauschrate. Nachfolgend kann iiberpriift werden, wie der Redoxzustand von RAC1 und die
zellularen H202-Mengen mit der Membranstandigkeit und Autophosphorylierung der Rezeptor-

Tyrosin-Kinase RET im Zusammenhang stehen.

5.3.3.3 RACI1 als oxidativ modifiziertes Zielprotein

Neben den beschriebenen redox-sensitiven Signalkaskaden in die RAC1 involviert ist, wird es dariiber
hinaus als direktes Zielprotein fiir Cys-PTMs in Betracht gezogen. Beispielsweise wurde in priméren
Chondrozyten eine Glutathionylierung an Cysl18 beschrieben, welche die Guaninnukleotid-
Austauschrate beeinflusst (Hobbs et al., 2015). Dabei wird die Kapazitit des Guaninnukleotid-
Austausches durch Glutathionylierung in vitro um das 200-fache erhéoht, eine Peroxidzugabe in vivo
hingegen resultiert nur in einer 10-fachen Erhéhung (Heo & Campbell, 2005; Hobbs et al., 2015;
Lepetsos & Papavassiliou, 2016). In Swiss-3T3-Zellen werden Veranderungen in der Bildung von

Lamellipodien auf eine Thioloxidation an RAC1 zuriickgefiihrt (Hobbs et al., 2015).

Posttranslationale Modifizierungen an dem carboxyterminalen CAAX-Motiv sind entscheidend fiir
die Assoziation der Proteine an die Plasmamembran oder interne Membranen (Roberts et al., 2008).
Modifizierungen an diesem Motiv beeinflussen den Zyklus der GTPasen und damit deren biologische
Aktivitat (Hobbs, Zhou, Cox, & Campbell, 2014). Die entsprechenden cysteintragenden Peptide wur-
den in der redox-spezifischen Studie zwar identifiziert, konnten aber aufgrund der Sequenzhomolo-
gien (in Zusammenhang mit den identifizierten tryptischen Peptiden) keiner spezifischen GTPase
zugeordnet werden. Die Cysteine, des als redox-sensitiv beschriebenen GXXXXGK(S/T)C-Motivs,
liegen in einem distinkten und {iber verschiedene Rho-GTPasen hoch konserviertem Sequenzbereich
(Heo & Campbell, 2005). In dem Fall von CDC42 liegen die Cysteine Cys18 und Cys81 auf spezifi-
schen tryptischen Peptiden und konnten somit quantifiziert werden. An Cysl8 wurden nach
Retinsdurebehandlung vermehrt Carbamidomethylierungen detektiert, der Unterschied war jedoch
nicht signifikant (p =0,06). Durch die Oxidation mit Diamid hingegen wurde ein signifikanter Anstieg

der Carbamidomethylierung an Cys18 detektiert (p=0,02). Das als redox-sensitiv beschriebene Cys18



Diskussion 109

von CDC42 befindet sich in raumlicher Nahe zu der Phosphoryl-Bindungsstelle (p-loop) und steht in
direktem Kontakt zu den gebundenen Nukleotiden (Hobbs et al., 2015).

Um eine detaillierte Aussage {iber das Wechselspiel zwischen den ROS, der Zytoskelett-Dynamik und
der Aktivitit der GTPasen machen zu konnen sind weitere Experimente notig. Diese sollten
insbesondere die Aktivitdit und Lokalisierung der GTPasen betrachten und den lokalen Effekt der

durch Retinsdure-induzierten ROS weiter eingrenzen.

5.3.3.4 Netzwerkanalyse der redox-sensitiven Kandidatenproteine und durch NAC und BHA
beeinflussten Proteine
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proteine identifiziert die Kandidaten fiir eine direkte reversible
Oxidation durch ROS sind oder deren Abundanz vermutlich durch den Redoxzustand, aufgrund der
BHA bzw. NAC Co-Behandlung, beeinflusst wurde. Mithilfe einer Proteinnetzwerkanalyse sollen
diese zwei Proteingruppen miteinander in Verbindung gebracht werden (3.9.9). Da sich infolge der
Co-Behandlung mit BHA bzw. NAC eine signifikante Reduktion der Neuritenldnge im Vergleich zu
den retinsdurebehandelten Zellen zeigte, wurde dieses Proteinnetzwerk mit Hinblick auf potenziell
redox-sensitive Strukturproteine erstellt (Abbildung 5.5). Neben den Proteinen die durch BHA (59
Proteine) oder NAC (17 Proteine) beeinflusst wurden, wurden daher die Strukturproteine und Rho-
GTPasen der Redox-Proteomanalyse (21 der Kandidatenproteine) fiir die Darstellung verwendet.
Dariiber hinaus wurden die NOX-Untereinheiten NCF1 und NCF2 hinzugefiigt, um einen weiteren

Verkniipfungspunkt zu redox-getriebenen Prozessen zu setzen.

Beide Netzwerke zeigen, dass viele der Proteine um RAC1 und CDC42 angeordnet sind und spiegeln
damit die zentrale Rolle der Rho-GTPasen wider. Innerhalb dieser dichten Regionen befinden sich
auch die NCF1- und NCF2-Untereinheiten, was den Zusammenhang zu redox-getriebenen Prozessen
visualisiert. Nicht alle der durch die Wirkstoffe beeinflussten Proteine sind direkt an dem Aufbau des
Zytoskeletts beteiligt und somit mit den eingetragen Kandidatenproteinen vernetzt, z. B. der neuronale
Marker VGF. Letztlich zeigt die Netzwerkanalyse, dass verschiedene interagierende Proteine durch
Redoxprozesse beeinflusst werden und kann auf vorhandene Redoxkaskaden hinweisen. Cys-PTMs
konnen die Funktion einzelner Proteine regulieren. Der Einfluss ist jedoch wesentlich weitreichender
und umfasst verschiedene zelluldre Signale, z.B. die Ca?*-Signaltransduktion. Durch Redoxregulation
werden aber auch andere PTMs beeinflusst, oftmals dadurch, dass PTM-generierende Enzyme
modifiziert werden. Phosphatasen oder Kinasen gehdren beispielsweise zu den redox-sensitiven
Proteinen, wodurch der Phopshorylierungsstatus der Zelle ebenfalls durch Redoxprozesse moduliert

wird (Burgoyne et al., 2007; L. B. Poole, 2015).
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Abbildung 5.5 Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk.

Die Netzwerkanalyse wurde mit dem online Programm String durchgefiihrt und mit Cytoscape visualisiert. In
die Analyse gingen die signifikanten Proteine der Redox-Proteomstudie mit ein, die mit dem Zytoskelett
assoziiert sind und jeweils alle Proteine deren Abundanz durch die Co-Behandlung mit (A) dem Radikalféanger
Butylhydroxyanisol oder (B) dem Reduktionsmittel N-Acetylcystein beeinflusst wurde. Dariiber hinaus wurden
die NADPH-Oxidase-Untereinheiten NCF1 und NCF2 mit aufgenommen. Dargestellt sind Proteine mit
mindestens einer Verkniipfung zu einem weiteren Protein.
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5.3.4  Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass es 2-35td. nach Beginn der
Retinsdure-induzierten neuronalen Differenzierung von SH-SY5Y-Zellen zu dynamischen
Verdanderungen des Redoxzustandes kommt. Die biologische Relevanz dieser Verdnderungen wurde
dadurch bestdtigt, dass eine Manipulation des zelluldren Redoxzustandes zu einer verringerten
Expression von Retinsdure-Zielproteinen und einer verringerten Neuritenextension fiihrt. Mittels
redox-spezifischer Proteomanalyse konnte gezeigt werden, dass es nach zweistiindiger Retinséure-
behandlung zu verdnderten Abundanzen von Proteinen im Redox-Proteom kommt, die auf eine

reversible Oxidation an den Cysteinen hinweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Modelle vorgeschlagen, die die molekularen Auswirkungen
veranderter RS-Mengen wiahrend der Retinsdure-induzierten neuronalen Differenzierung erklaren
(Abbildung 5.6). (1) RS sind Teil eines Autoregulationsmechanismus mit dem die zelluldre RA-
Homdostase kontrolliert werden kann. (2) Ein frither RS-Anstieg kann zu gezielten oxidativen
Modifizierungen an Proteinen downstream des klassischen Retinsdure-Signalweges fithren. Potenziell
redox-sensitive Proteine sind dabei Teile von Signalkaskaden, die z.B. auf verdnderte energetische
Bediirfnisse der neuronal differenzierenden Zelle reagieren und zu der Ausbildung phénotypischer

Merkmale beitragen kénnen

[P |
/l\u

Einfluss auf Proteine des Oxidative Modifizierung von Proteinen
RA-Signalweges downstream von RA
Teil des Autoregulationsmechanismus - Energiehaushalt
fur die RA-HoméGostase - Zytoskelett-Dynamik

==

- Ausbildung phanotypischer Merkmale
- Expression von Markerproteinen

Abbildung 5.6 Mdogliche molekulare Auswirkungen von RS wihrend der Retinsdure-induzierten neuronalen
Differenzierung.

Die redox-sensitiven Proteomanalysen lassen die Vermutung zu, dass reaktive Spezies (RS), wie z.B. H20;, (1)
Proteine des Retinsdure (RA)-Signalweges beeinflussen und damit an der Modulierung der RA-Homgoostase
beteiligt sein kénnen und (2) zu reversiblen Oxidationen an Proteinen fithren kénnen, die in Signalkaskaden
downstream von RA vorkommen.

Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Prozessen (Abschnitt 5.3) handelt es sich um Redoxkaskaden
und es ist davon auszugehen, dass nicht alle oxidativen Modifizierungen direkt auf die Reaktion mit
H202 oder anderen RS zuriickzufiihren sind. Vielmehr wird, dhnlich wie bei der Vermittlung anderer

posttranslationaler Modifizierungen, auch eine Kontrolle durch Enzyme stattfinden die bestimmte
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Oxidations- und/oder Reduktionsschritte katalysieren. Eine Redoxreaktion ist prinzipiell durch die
Interaktion zweier Proteine moglich oder durch die Bereitstellung von Reduktionsdquivalenten, wie

TXN und GSH, welche wiederum durch NAD(P)H regeneriert werden.

Der proteomanalytische Ansatz bietet einen globalen Uberblick iiber involvierte Prozesse. Eine
funktionale Analyse, die diese Teilprozesse miteinander in Verbindung bringt, kann Gegenstand
nachfolgender Arbeiten sein. Hierbei ist es von besonderem Interesse zu {iberpriifen, ob ein
Zusammenspiel zwischen dem Redoxstatus einzelner Kandidatenproteine und der neuronalen
Differenzierung besteht und wie dieses verldauft. Zu diesem Zweck konnen redox-insensitive
Proteinvarianten in das Modellsystem eingebracht und die Ausbildung des neuronalen Phanotyps

erneut iiberpriift werden.

Da H20: und andere RS als globale Signalmolekiile dienen, ist es von Interesse zu iiberpriifen ob
gewebespezifische Zielproteine identifiziert werden kénnen. Somit ist die Ubertragung auf humane
Zellen anderer Gewebe erstrebenswert. Zudem sollte {iberpriift werden, ob die Zusammenhéange auch
in komplexeren Modellen gefunden werden, z.B. in primdren Zellen oder dem Zebrafisch. Die
Identifizierung von redox-sensitiven Proteinen ist besonders unter dem Aspekt der klinischen
Anwendung interessant, da oxidativer Stress und verdanderte ROS-Mengen mit der Entwicklung von
neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. der Parkinson-Krankheit, Alzheimer-Krankheit und
Huntington-Krankheit, assoziiert sind (Manoharan et al., 2016). Der Einsatz eines geeigneten redox-
sensitiven Proteins, als Biomarker fiir die Diagnose der Erkrankungen bzw. Target fiir eine Therapie,

wire in diesem Zusammenhang denkbar.
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6. Anhang
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Abbildung 6.1 Beispielhafte Darstellung der Qualititskontrolle fiir die Proteomanalysen.

Dargestellt anhand der differenziellen Studie 120 Std.-Proteom. Die Anzahl der aufgenommenen MS- (A) und
MS/MS- (B) Spektren innerhalb einer Studie, sollen maximal eine Abweichung von 10% des jeweiligen
Mittelwertes iiber alle Laufe zeigen. Die Giite der match between runs (MBR)-Funktion wurde mithilfe des R-
Paketes PTXQC v.0.92.1 (Bielow et al., 2016) iiberpriift. Beispielhaft dargestellt an drei Laufen ist der Sequenz-
abgleich (B) und die ID—Ubertragung (C). (D) Mithilfe einer Korrelationsanalyse nach Pearson (Perseus) wurde
die Giite der Replikate itiberpriift. Beispielhaft dargestellt an je zwei Replikaten nach 0 Std. (links), 120 Std. EtOH-
(mitte) und 120 Std. Retinsdurebehandlung (rechts).
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Abbildung 6.2 Mittlere MS-Signalintensititen des Thiol-TPS-Datensatzes.
Die LC-MS/MS-Messungen der Replikate (n=5) zeigten, dass auch nach wiederholter Messung das Replikat

EtOH-5 eine 13-fach erhdhte Intensitét, verglichen zu den anderen Proben, aufwies. Daher wurde EtOH-5 aus der
nachfolgenden Analyse ausgeschlossen.
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Abbildung 6.3 Relative Abundanzinderung der Komponenten des klassischen Retinsdure-Signalweges im
Proteom und Transkriptom.

Zusatzlich zu den bereits quantifizierten Komponenten in dem Proteom von Retinsdure (RA)- und EtOH
(Kontrolle)- behandelten SH-SY5Y-Zellen (120S5Std.), wurden weitere Komponenten in dem Transkriptom
identisch behandelter Zellen quantifiziert. (A) Darunter Retinsdure- und Retinoid-X-Rezeptoren sowie deren
assoziierte Komponenten. Eintrége fiir Gene/Proteine welche an die retinoic acid responsive elements (RARE) der
DNA binden, Retinol-/Retinal-/Retinsdure-Bindung aufweisen oder den Transport von Retinol vermitteln. (B)
Relative Veranderung der Abundanz weiterer Gene/Proteine, welche dem Retinol/Retinsédure-Metabolismus bzw.
Retinsaure-Signalwegen zugesprochen werden. Die SAM-Methode wurde auf log2 transformierte Werte
angewandt, mit einem konstanten S0=0,1 und einer FDR-Korrektur von 0,05. Die Sterne markieren einen
signifikanten Unterschied zwischen retinsaurebehandelten und Kontrollzellen **p <0,01 und **p <0,001.
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Tabellen

Die Listen beinhalten alle Proteine (UniProt, majority protein ID), die eine differenzielle Abundanz
(wenn nicht anders angegeben p<0,05) in dem untersuchten Kontext aufwiesen. Bei den angegebenen
p-Werten handelt es sich um korrigierte p-Werte (3.9). Die Ratios berechnen sich aus den gemittelten
LFQ-Intensitaten und erlauben eine Aussage iiber die Zu- oder Abnahme der Abundanz des Proteins.
Die in den Proteinlisten angegebene Anzahl der Peptide und die Sequenzabdeckung beziehen sich auf
alle zur Quantifizierung genutzten Peptide (razor und unique). Abweichungen von den oben
genannten Kriterien sind stets angegeben.

Tabelle 6.1 120 Std.-Proteom: Liste der 80 differenziellen Proteine.

Proteine mit einer statistisch signifikanten Anderung der Abundanz nach 120Std. Retinsdurebehandlung (RA) im
Vergleich zu der 120 Std. Kontrolle (EtOH).

. Sequenz-
PthDem S:r:e Ratio p-Wert Peptide abdqeckung Score '}lclso/l:\:f
(%)
120Std.  120Std. 12:AS;d. 120Std. 120Std. lRZEitj
EtOH/ RA/ 120td. EtOH vs. RA vs. 1205td.
0std. 0std. EtOH 0std. 0std. ErOH
P29373 CRABP2 1,08 24,89 23,14 1 1,9x107 1,3x10° 6 50,0 44,2 31
015394 NCAM?2 0,95 7,13 7,51 9,8x10™ 1,8x10™* 6,5x10™ 8 15,9 22,2 40
Q04656 ATP7A 1,41 9,42 6,66 1,2x10™ 1,3x10”7 2,8x10° 12 9,9 20,5 49
P07949 RET 3,56 21,12 5,93 5,8x10° 1,8x10° 1,9x10° 27 33,2 120,5 139
043174 CYP26A1 0,78 4,30 5,55 9,4x10™ 1,3x10” 3,3x10” 5 12,5 7,7 15
Q8Iv4s ERIL 1,07 5,33 5,00 1 7,0x10°® 9,1x10° 3 9,7 5,7 18
P22466 GAL 0,60 2,89 4,85 3,1x10™ 4,2x107 1,7x10° 2 13,0 3,5 24
P13521 SCG2 0,90 4,22 4,68 8,3x10™ 9,7x10°® 3,4x10° 17 41,8 96,5 142
Q99439 CNN2 0,56 2,04 3,65 2,1x107 1,0x10° 5,6x10™ 5 23,0 13,7 36
Q68C72 TNS3 0,64 2,11 3,30 8,6x10” 7,1x10° 1,1x10° 4 6,6 15,0 18
P07858 CTSB 1,25 4,04 3,24 1,2x10™ 7,2x10°® 1,3x10° 13 51,6 117,3 167
Q9UKS6 PACSIN3 1,28 3,87 3,02 1 1,7x10° 2,7x10° 3 10,8 6,0 24
Q8luD2 ERC1 0,96 2,74 2,87 1 3,4x10° 1,5x10° 3 3,7 53 20
015240 VGF 0,74 1,92 2,59 1,1x10° 1,6x10° 2,0x10° 45 69,9 323,3 1071
P09543 CNP 1,84 4,64 2,51 2,4x10° 6,1x10” 5,9x10™ 20 55,6 75,3 130
Q9Y6C2 EMILIN1 1,73 4,02 2,33 4,2x10° 1,1x10° 9,7x10™ 7 12,8 25,5 37
075369 FLNB 1,04 2,30 2,22 8,9x10-1 6,8x10° 3,0x10” 93 54,6 3233 775
Q9UEY8 ADD3 2,37 5,18 2,19 1,8x10° 4,5x10°® 2,4x10° 19 33,1 63,9 119
P09455 RBP1 0,66 1,40 2,13 6,7x10” 1,9x10-1 1,5x10° 15 80,0 114,2 233
Q04726 TLE3 0,70 1,46 2,09 3,3x107 2,6x10° 1,4x10° 10 20,7 27,1 81
P56199 ITGAL 2,04 4,01 1,96 5,8x10° 9,7x10°® 2,2x10° 11 11,9 31,5 44
Q9NPH2 ISYNAL 0,87 1,66 1,92 6,3x10-1 3,1x10° 4,0x10° 15 37,5 65,6 153
Q99541 PLIN2 0,82 1,42 1,73 8,5x10” 3,2x10° 6,1x10™ 11 39,6 24,6 68
Q13232 NME3 2,11 3,59 1,70 4,5x10™ 2,0x10° 3,3x10” 2 20,1 6,9 29
Q15274 QPRT 0,97 1,65 1,70 1 6,4x10° 3,7x10” 8 35,7 29,1 67
P08183 ABCB1 1,30 2,13 1,65 1,1x10” 1,0x10° 5,0x10™ 25 24,7 78,8 224

P42785 PRCP 1,49 2,37 1,59 1,5x10° 1,1x10° 2,9x10° 13 33,7 20,8 83
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Q9UMS6 SYNPO2 1,01 1,60 1,57 1 5,8x10™ 6,2x10° 21 37,1 81,6 195
P36871 PGM1 0,99 1,53 1,55 1 1,3x10° 6,2x10° 27 55,9 204,8 251
Q15417 CNN3 0,68 1,05 1,55 1,8x10° 8,7x10-1 3,5x10° 16 58,7 91,8 186
Q9BX79 STRA6 1,74 2,64 1,52 2,0x10™ 7,7x10” 1,3x10” 8 21,0 39,9 76
Q14195 DPYSL3 0,80 1,19 1,49 7,5x107 2,2x10-1 1,8x107 30 75,3 3233 798
P35611 ADD1 1,42 2,08 1,46 1,2x10" 9,6x108 3,8x10™ 18 31,8 51,7 167
P49748 ACADVL 1,41 2,01 1,43 2,1x10™ 1,9x10”7 9,7x10™ 29 53,9 163,5 381
Q9HC35 EML4 0,92 1,26 1,37 3,3x10-1 2,6x10° 1,7x10° 29 36,1 146,7 321
QoUJU6 DBNL 0,73 0,98 1,34 4,7x10" 1 4,1x10° 14 41,2 168,2 148
P09172 DBH 1,16 1,56 1,34 7,2x10 3,4x10° 1,1x10” 29 59,0 240,8 463
Q01813 PFKP 1,00 1,32 1,33 1 8,9x10™ 6,2x10° 28 41,5 102,0 258
P13591 NCAM1 2,42 3,21 1,33 2,6x107 3,8x109 9,5x10° 26 40,0 302,1 295
P26378 ELAVL4 0,81 1,07 1,32 2,9x107 7,5x10™ 3,7x107 12 34,2 82,2 160
:22:67" P4 ﬁLDng;GL 1,28 1,68 1,31 1,0x10° 9,6x10” 3,0x10° 24 53,2 63,8 251
Q15436 SEC23A 0,87 1,14 1,31 1,7x10™ 2,0x10™ 3,7x10” 12 27,7 41,4 113
P09104 ENO2 0,92 1,19 1,29 5,0x10™ 5,2x10 3,7x10 17 54,1 228,0 299
P46821 MAP1B 1,07 1,38 1,28 2,3x10™ 6,6x10° 5,6x10™ 9 49,4 323,3 1072
Q9UHB6 LIMAL 0,77 0,98 1,27 4,6x10° 1 5,010 17 31,8 77,3 130
P63010 AP2B1 1,16 1,43 1,24 2,8x10” 2,6x10° 1,8x10” 36 44,3 144,2 279
Q01082 SPTBN1 1,07 1,31 1,23 4,9x10™ 4,8x10™ 3,1x10” 119 60,2 323,3 1434
P55786 NPEPPS 0,93 1,11 1,19 2,5x10™ 7,2x10 2,2x10° 36 52,3 160,3 383
Q9P2J5 LARS 0,84 0,68 0,81 2,2x107 3,6x10° 3,7x107 36 36,6 205,8 265
P40926 MDH2 1,50 1,19 0,79 9,9x10° 4,0x107 3,5x10° 26 69,2 214,2 644
P42704 LRPPRC 1,53 1,21 0,79 5,2x10° 3,2x10° 3,7x10° 80 65,8 323,3 935
P26640 VARS 1,10 0,86 0,78 2,5x10™ 5,1x10” 1,6x10” 34 39,4 115,8 235
Q15149 PLEC 1,40 1,06 0,76 1,5x10™ 5,6x10™ 4,0x10° 114 32,8 282,9 737
P29401 TKT 0,70 0,53 0,76 1,9x10™ 6,9x10” 1,1x10° 33 71,6 189,3 449
P11498 PC 1,14 0,86 0,75 2,0x10™ 1,5x10™ 3,3x10” 17 23,5 63,1 118
Q9HD20 ATP13A1 1,19 0,87 0,73 7,4x10 1,7x10™" 1,4x10° 15 16,3 36,4 124
075439 PMPCB 1,24 0,90 0,72 1,0x10° 1,7x10™" 2,6x10° 14 37,4 51,2 127
QINSD9 FARSB 0,73 0,53 0,72 2,8x10° 5,0x10°® 1,8x10” 17 35,8 39,0 141
075964 ATP5L 1,64 1,18 0,72 4,0x10" 2,1x10™" 4,1x10 6 53,4 13,9 51
ggm/\éw :::f:B;H 1,05 0,76 0,72 9,6x10™ 9,2x10° 2,5x10” 35 65,5 323,3 585
P08670 VIM 0,39 0,63 0,71 3,4x10™ 3,0x10™ 3,0x107 70 89,7 323,33 2548
P23921 RRM1 0,56 0,39 0,70 1,8x10™ 1,3x10° 4,7x10” 17 35,1 65,3 157
Q8TEX9 IPO4 0,77 0,54 0,70 4,1x10” 6,8x10° 4,5x10” 17 23,7 84,6 118
P22087 FBL 1,19 0,83 0,69 1,9x10-1 9,3x10™ 2,1x10” 9 34,9 44,8 119
Q9P015 MRPL15 1,10 0,76 0,69 7,2x10-1 3,3x10” 4,0x10 6 26,0 15,8 27
QoY257 POLDIP2 1,61 1,10 0,68 1,6x10° 6,8x10-1 4,9x107 4 14,9 8,1 29
P62993 GRB2 1,07 0,72 0,67 8,0x10™ 1,4x10° 2,9x10° 7 41,0 48,5 73
Q12931 TRAP1 1,27 0,83 0,65 2,9x10° 1,5x10° 1,4x10™" 21 38,8 91,4 234
QY51 uTP18 1,10 0,71 0,65 6,1x10™ 1,0x10° 1,1x10” 5 13,3 9,9 20
P17252 PRKCA 1,36 0,88 0,65 4,8x10™ 9,3x10™ 1,1x10™* 12 25,9 39,3 81
Q12788 TBL3 1,18 0,74 0,63 3,0x10™ 2,9x10° 1,1x10” 23 44,3 86,5 194
Zzﬁig;A :2:’;5? 1,08 0,64 0,60 9,4x10™ 1,4x10° 4,0x10° 33 76,4 323,3 528
Q15758 SLC1AS5 1,15 0,67 0,58 5,010 4,8x10° 4,2x10° 7 17,9 46,9 76
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Q9H6R4 NOL6 1,22 0,66 0,54 2,9x10™ 6,7x10° 3,3x10° 9 13,9 24,8 68
Q8WWM9  CYGB 1,00 0,54 0,53 1 7,2x10" 5,2x10° 7 50,5 11,6 28
Q03701 CEBPZ 3,31 1,70 0,51 2,7x10° 9,3x10° 2,0x10” 10 14,2 27,0 50
QINZWS MPP6 1,54 0,75 0,48 8,8x10” 6,3x10” 9,7x10™ 10 23,0 32,0 36
P50150 GNG4 2,82 0,87 0,31 3,9x10° 9,3x10™ 9,5x10° 2 44,0 4,3 9
P10645 CHGA 2,59 0,80 0,31 2,0x10™ 2,9x10™" 1,1x10™* 13 43,3 78,2 128
Q12860 CNTN1 3,71 0,90 0,24 3,7x10° 9,4x10™ 9,8x10° 11 15,2 17,7 39

Tabelle 6.2 RA-Zeitreihe: Liste der 177 differenziellen Proteine.
Proteine mit einer statistisch signifikanten Anderung der Abundanz (p<0,05) nach 1, 3, 8 oder 48Std.
Retinsdurebehandlung (RA) im Vergleich zu der Kontrolle (EtOH), zu dem gleichen Zeitpunkt. Dargestellt sind
auch die korrigierten p-Werte der zweifaktoriellen ANOVA. Diff.: Zeitpunkt zu dem signifikante Abundanz-
anderungen detektiert wurden. Bhdl.: Behandlung; Pep: Anzahl der Peptide.

p-Wert ANOVA (korrigiert)

p-Wert RA vs. EtOH

Sequenz-
Bhdl. Pe
Protein ID Genname Bhdl. Zeit 1Std 3Std. 8Std. 48Std. Diff. abdeckun
*Zeit p
g (%)
P35611-2 ADD1 1,2x10™ 2,9x10° 2,7x10° 6,3x10™ 3,7x10" 1 1,9x10” 48 13 33,1
A6NKG5 RTL1 6,4x10-"" 6,0x10" <1x10™ 1 1 4,6x10” <1x10™ 8 /48 53 53,8
P47756-2 CAPZB 2,8x10™ 1,0x10™ 1,5x10™ 9,5x10™" 1 9,8x10" 1,2x107 48 17 64
B4ADDF4 CNN2 2,9x10” 1,2x10™" 3,6x10” 1 1 8,9x10™ 2,3x10" 48 5 30,2
B726M1 PLS3 7,110 4,8x10™" 2,7x10° 1 8,0x10" 1 4,2x10° 48 15 37,3
B4DLN1 SLC25A10 9,4x10™ 3,2x10” 2,5x10” 1 1 9,0x10™ 4,1x10° 48 11 36
B5SAK60 ABCB1 1,5x10° 1,7x10-"° 7,1x10° 4,7x10" 1 1 3,3x10™° 48 18 21,1
B7Z9L0 cCT4 3,7x10™ 1,4x10™" 3,6x10™ 1 1 1 2,1x10” 48 31 46,4
B8ZZG1 MPP6 1,0x10™ 4,1x10” 7,7x10" 1 3,4x10™ 3,6x10™ 2,9x10° 48 7 18,5
C9JIX6 ARVCF 1,1x10™" 5,5x10” 2,6x10" 1 1 9,7x10™ 2,2x10” 48 6 9,9
060716-24  CTNND1 4,2x10™ 2,5x10° 2,4x10" 1 1 1 2,5x10° 48 15 30
095757 HSPAAL 4,8x10” 2,8x10° 1,3x10” 7,7x10™ 9,7x10™ 1 1,3x10" 48 22 36,9
E9PAU2 RAVER1 2,0x10" 6,4x10" 2,2x10" 1 1 1 2,6x10° 48 14 36,6
Q86V81 ALYREF 8,5x10™ 1,9x10° 6,1x10° 1 2,7x10° 1,4x10™" 1 3 7 45,5
SEPT6; 1 4 1 1 2
Q14141-2 5,2x10° 5,2x10" 1,6x10° 9,6x10° 1 1 2,0x10° 48 18 58,5
ARHGEF9
F5H2F3 NUMA1 5,110 3,8x10° 1,5x10° 1 1 9,8x10™ 2,4x10° 48 33 37
FSH7D6 TLE3 4,2x10% 3,6x10™ 1,2x10 9,9x10™" 1,9x10™ 3,0x10™ 1,9x10™° 8 /48 10 22,9
ZNF711;EPS s . , . 5
F5H896 8,6x10° 3,9x10° 2,4x10° 9,1x10 1 1 2,9x10° 48 24 24,3
8;URI1
Q16630-3 CPSF6 2,0x10™ 3,3x10" 2,6x10" 2,8x10” 1 1 8,6x10" 1 8 24,1
G3VOE4 PMPCB 1,8x10™ 7,1x10™ 5,3x10” 7,4x10" 1 9,7x10" 4,4x10° 48 31 32,3
G3V1V0 MYL6 3,2x10" 1,2x10-" 2,5x10" 1 9,9x10™ 6,1x10" 1,6x107 48 9 3,7
G5E9LO ARFGAP2 1,3x10™ 8,6x10” 4,4x10" 9,8x10™" 1 2,2x10™ 1 8 10 3,2
CALM1;CAL , . ] , .
P62158 2,6x10° 1,4x10° 2,0x10° 1 1 2,1x10° 1,5x10° 8 7 55,7
M2;CALM3
13Q5V6 RSL1D1 7,3x10™ 1,9x107 2,4x10" 1 1 1 1,9x107 48 5 17
K7EIG1 CLUH 4,6x10” 1,6x10° 8,0x10™" 1 1 1 2,0x10° 48 10 11,9
000442 RTCA 4,6x10" 3,3x10™ 2,4x10" 1 3,5x10” 1 1 3 8 30,9
014744 PRMT5 6,8x10° 8,6x10° 3,1x10™ 1 9,9x10" 1,0x10™ 1,4x107 48 15 41
014813 PHOX2A 1,5x10° 4,0x10” 6,2x10° 1 1,5x10" 1,9x10° 2,6x10° 8 /48 8 43,3
015018-2 - 6,1x10° 1,5x107 3,7x10° 3,2x10" 1 9,3x10™ 8,1x10° 48 12 4,9
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015240 VGF 4,1x10-07  4,3x10-°  3,4x10-12 1 1 8,6x10" <1x10™ 48 42 70,7
015394 NCAM2 6,1x10° 1,9x10” 2,1x10° 1 8,6x10™" 7,8x10™ 1,7x10° 48 7 12,1
043174-2 CYP26A1 1,5x10° 1,1x10% 9,6x10° 1 8,8x10" 9,0x10™ 1,3x10-10 48 11 34,3
043252 PAPSS1 6,1x10” 2,3x10™ 3,2x10" 1 1 1 9,7x10° 48 12 30,3
043301 HSPA12A 2,4x10" 6,2x10" 2,5x10" 1 1 1 1,1x107 48 7 14,5
043815 STRN 8,6x10” 3,0x10" 2,5x10" 1 9,8x10™ 5,9x10" 2,7x10° 48 8 17,2
075369-2 FLNB 1,0x10-08  7,7x10™  3,4x10-12 1 1 1 <1x10™ 48 89 54,4
075643 SNRNP200 1,3x10™ 2,0x10% 1,1x10™ 1 1 4,0x10" 6,0x10° 48 81 52,7
075976 CPD 3,1x10™ 6,9x10° 1,7x107 8,3x10" 1 9,8x10™ 3,1x10” 48 15 16,7
094923 GLCE 1,3x10™ 3,1x10™ 4,2x10" 7,9x10" 1 1 4,5x10” 48 14 19
095201 ZNF205 2,6x10” 2,2x10” 5,4x10” 1 9,9x10™ 1 6,6x10" 48 18 11,7
095336 PGLS 1,1x107 1,8x10™ 6,9x10™ 9,9x10™ 3,0x10” 6,2x10" 8,2x10™ 3 13 73,3
095573 ACSL3 2,1x10° 1,8x10% 2,2x10" 8,0x10" 9,9x10™ 1 1,1x10° 48 16 34,2
MSHS; -1 -1 -1 -1 -1 -1 2
095864-3 2,5x10 3,3x10 2,0x10 9,5x10 3,6x10 9,9x10 4,4x10 48 11 20,2
DENND6B
ALDH1A1; . ] , . ,
P00352 2,5x10° 1,2x10° 5,3x10° 9,9x10° 1 1 1,2x10° 48 27 30,2
GLUD1
P00491 PNP 2,3x10™ 1,5x10™ 1,6x10° 1 9,9x10™ 9,7x10" 3,2x10™ 48 8 41,5
P00558 PGK1 2,2x10™ 2,7x10™ 3,5x10” 1 4,6x10" 9,8x10™ 1,9x10° 48 34 83
P04424-2 AsL 1,3x10™" 1,7x10° 2,0x10° 7,3x10" 4,8x10™ 1 3,2x10-8 48 5 14,4
P05141 SLC25A5 1,3x10™" 2,2x10” 1,7x10™ 1 1 1 5,4x10” 48 7 19,5
P05556 ITGB1 4,9x10” 3,3x10" 7,9x10° 1 1 1 1,2x10° 48 19 37,2
P07237 P4HB 9,5x10™ 2,4x10° 1,5x10° 4,5x10™ 9,9x10™ 9,9x10™ 3,2x10" 48 38 70,7
P07858 CTSB 56x10-10  1,2x10™°  2,5x10-16 6,3x10" 9,7x10™ 1,9x10™ <1x10™ 48 11 41,9
3/8
P07949-2 RET 3,5x10-22  2,9x10%  5,0x10-18 1 6,6x10°  0,0x10+00  <1x10™ , 13 19
48
P08107 HSPA1A 2,8x10° 1,2x10™ 4,5x10” 1 1 9,9x10™ 2,3x10-8 48 33 60,1
P09104 ENO2 1,4x10" 1,5x107 4,4x10™ 1 9,2x10™ 1 2,1x10” 48 17 54,6
P09382 LGALS1 5,3x10" 4,4x10" 2,5x10™ 1 1 1 1,5x10” 48 10 86,7
P09455 RBP1 3,1x10” 1,7x10° 1,5x10° 9,1x10™ 1 8,6x10™ 1,2x10° 48 13 80
P09529 INHBB 7,3x10° 4,4x10" 1,7x10” 9,9x10" 1 1 9,2x10-9 48 16 27
P10643 c7 8,6x10" 1,4x107 1,2x10" 1 4,7x10” 1 7,0x10™ 3 6 12,1
CHGA; 6 07 6 1 10
P10645 6,1x10" 2,1x10" 1,8x10" 4,3x10° 1 1 1,4x10° 48 10 37,9
AP1S3
P11142 HSPAS 3,0x10° 1,1x10% 8,1x10° 9,9x10" 4,6x10™ 5,4x10" 2,1x10° 48 49 83,3
P11413 G6PD 7,9x10” 2,7x10° 7,6x10° 6,6x10" 1 4,3x10™ 2,8x10" 48 28 63,3
P11908 PRPS2 1,5x10™ 4,4x10" 5,6x10" 1 3,6x10° 1 9,9x10" 3 12 53,8
P12004 PCNA 2,6x10™ 4,4x10™ 4,3x10™ 1 1 1 4,9x10” 48 14 82,8
P12270 TPR 1,3x10™ 3,6x10™ 3,5x10" 1 1 8,8x10" 1,6x107 48 42 24
P13521 SCG2 4,3x10™ 2,2x10” 1,8x10° 1 1 1 5,9x10™"" 48 12 30,8
P13591-1 NCAM1 8,6x10" 2,3x10" 4,4x10° 1 4,5x107 1 1,9x10™ 3 20 36
P13667 PDIA4 1,8x10™" 1,1x107 1,8x10” 4,0x10” 7,7x10™ 9,8x10™ 9,4x10” 1 43 58,1
P20618 PSMB1 8,6x10° 3,5x10° 6,1x10" 8,1x10™ 9,2x10™ 9,9x10" 1,7x107 48 12 58,5
P22087 FBL 4,0x10" 3,8x10” 7,8x10° 1 7,8x10™ 1 2,9x10" 48 9 15,7
P22102 GART 8,8x10™" 4,3x10" 1,7x10° 1 9,6x10™ 9,9x10" 1,9x10° 48 38 55
P23921 RRM1 4,5x107 1,0x10° 1,4x10° 1 1 1 2,1x10° 48 26 46,2
P26196 DDX6 1,1x107 6,5x10° 3,3x10" 1 3,2x10" 1,3x107 1 8 16 51,6
P26640 VARS 1,9x10™" 6,0x10™ 3,1x10” 1 8,6x10™ 6,9x10" 1,5x10° 48 38 40,5
P27708 CAD 4,3x10" 1,2x10™ 1,4x10™ 1 1 9,9x10" 3,3x10° 48 47 31,5
P28838-2 LAP3 1,9x10™" 5,5x10" 2,5x10" 9,5x10™ 1 9,9x10™ 2,5x10” 48 19 52,3
P29373 CRABP2 1,3x10" 1,4x10% 1,8x10° 1 1 7,710 3,2x10-10 48 8 57,2
P31689 DNAJAL 2,8x10™ 4,6x10™° 1,3x10" 1 1 1 9,5x10° 48 17 57,4
P31939 ATIC 1,8x10™ 6,6x10™ 2,0x10™ 1 1 1 5,0x10° 48 37 81,1
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P36871 PGM1 1,5x10° 2,1x10° 1,1x10™ 1 1 8,4x10™ 1,9x10-8 48 25 57,5
P37802 TAGLN2 2,2x10" 6,1x10™ 2,5x10™ 1 1 1 1,3x10” 48 16 84,9
P41250 GARS 6,3x10" 4,7x10™ 2,5x107" 1 1 1 2,7x10” 48 64 41,7
P42081-6 DCI;NAE1 2,6x10" 1,0x10° 1,8x10™ 1 1 1 7,0x10° 48 6 19,5
P42702 LIFR 9,0x10” 1,4x107" 3,6x10" 1 1 5,8x10™ 4,9x10” 48 100 39,1
P46063 RECQL 2,6x10" 4,2x10” 2,6x10™ 1 9,8x10™" 1 4,3x10” 48 12 26,7
P47755 CAPZA2 4,5x10” 4,6x10” 2,6x107 1 1 8,1x10™ 1,4x107 48 14 70,3
P48681 NES 8,9x10™" 8,0x10™ 4,4x10” 9,8x10™" 6,7x10" 6,8x10™ 3,9x10™ 48 52 41,8
P49327 FASN 5,9x10" 7,5x10% 2,0x10™" 1 1 9,9x10™ 5,9x10° 48 112 52,7
P49747 comP 1,4x10™ 3,4x10™ 5,6x10™ 1 1 9,9x10" 1,5x10° 48 20 28,1
P50406 HTR6 2,2x10" 7,5x10" 2,9x10" 1 1 1 1,1x107 48 15 9,5
P52789 HK2 1,4x10™ 1,3x10” 4,3x10" 9,8x10™" 1 1 4,7x10” 48 13 22,5
P52907 CAPZA1 6,5x10" 1,5x107 2,0x10" 1 1 1 2,4x10” 48 11 58
P53367-2 ARFIP1 2,4x10™ 1,8x10” 3,6x10" 3,8x107 1 1 1 1 5 22
P53396-2 ACLY 2,5x10" 3,5x10" 2,5x10" 1 9,2x10™ 9,6x10™ 4,7x10” 48 48 53,5
P55884 EIF3B 3,7x10" 7,1x10° 2,9x10™ 1 1 1 2,8x10™ 48 32 51,2
RRPl' 1 1 1 1 1 2
P56182 6,6x10" 1,1x10° 1,8x10° 9,9x10 1 8,6x10 4,2x10 48 28 32,1
ZDHHC19
P56199 ITGA1 2,7x10™ 3,1x10” 8,0x10™ 9,8x10™ 8,8x10™ 1 1,9x10° 48 11 11,5
P56730 PRSS12 1,1x10° 2,3x10"  3,4x10-12 1 1,1x10™ 9,0x10™ <1x10™ 48 13 21,9
P57081-2 WDR4 6,1x10" 3,4x10” 9,9x10” 1 1 1 6,3x10” 48 4 18
P62333 PSMC6 1,5x10™ 6,8x10" 2,0x10™ 9,7x10™ 9,0x10™ 9,7x10" 1,7x107 48 20 59,1
P62993 GRB2 4,9x10° 2,9x10-12 1,6x10° 8,2x10™ 9,7x10™ 9,7x10™ 1,4x10-9 48 6 38,7
Q01650 SLC7AS 9,2x10" 2,3x10° 6,0x10° 7,4x10° 9,4x10" 1 1 1 2 6,7
Q03701 CEBPZ 2,0x10™ 1,3x10™ 3,6x10” 1 1 1 2,3x10" 48 12 17,2
Q04656-5 ATP7A 2,3x10” 1,8x10-8 3,0x10-8 9,8x10" 1 1 5,0x10 " 48 8 8,4
Q08752 PPID 9,6x10™ 6,0x10" 1,9x10” 1 5,1x10™ 8,8x10™ 9,5x10° 48 11 37,3
Q12765 SCRN1 6,4x10™ 1,6x10™ 1,9x10° 9,6x10™ 4,7x10" 4,0x10" 3,1x10° 48 21 68,4
Q12788 TBL3 2,2x10™ 3,3x10” 4,2x10™ 9,1x10™ 9,9x10™ 1 5,0x10° 48 21 42,2
Q12860-2 CNTN1 3,1x10” 2,9x10° 7,0x10° 9,9x10" 1 1 1,0x10° 48 12 18,1
TIAMY; 2 1 1 1 3
Q13009 2,1x10° 2,4x10° 2,6x10° 1 1 3,1x10° 5,7x10" 48 10 8
HNRNPUL1
Q13895 BYSL 1,3x10™ 7,1x10™ 3,6x10” 9,5x10" 1 6,0x10™ 1,4x10° 48 7 20,6
Q14195-2 - 5,7x10" 1,5x10° 1,8x10° 7,9x10™ 8,6x10" 9,9x10™ 6,1x10™° 48 35 51,4
Q14894 CRYM 1,9x10° 4,0x10° 1,2x10™ 1 6,0x10™" 1 4,2x10° 48 3 1,3
Q15019 SEPT2 4,1x10” 1,7x107 4,2x10™ 9,9x10™ 6,4x10" 1 6,8x10° 48 14 63,4
Q15113 PCOLCE 3,1x107 3,4x10™ 2,0x10™ 1 2,0x10™ 9,8x10" 2,8x10° 48 10 31
Q15149-7 PLEC 3,4x10” 7,1x10-8 2,4x10" 1 1 9,2x10™ 4,6x10° 48 88 27,2
Q15274 QPRT 2,1x10™ 6,1x10™ 2,7x10™ 1 1 1 4,3x10™ 48 8 45,8
Q15393 SF3B3 1,1x10™" 6,7x10° 2,5x10" 9,1x10™ 1 1 1,8x107 48 41 51,5
Q15942 7YX 1,8x10™ 1,2x10-12 1,5x10™ 1 8,0x10™ 1,5x10™ 1,2x10° 48 14 43
Q16658 FSCN1 8,2x10™ 1,6x10™" 3,1x10° 1 1 8,5x10™ 2,0x10" 48 40 85,2
Q9Y2H5 PLEKHA6 4,3x10" 1,2x10” 3,6x107 1 1 9,4x10" 1,4x10° 48 4 6,2
Q6P2Q9 PRPF8 1,0x107 6,2x10" 4,3x10™ 9,6x10" 1 3,4x10" 4,3x10° 48 58 34,1
Q70199 UNC13D 2,0x107 1,8x10™ 2,4x10™ 1 9,7x10™ 8,1x10" 1,4x10° 48 20 28,1
Q7Z3E5 ARMC9 5,2x10" 1,1x107 2,0x10" 1 1 1 4,4x10” 48 7 14,7
Q77519-2 IRF2BP2 3,7x10" 4,3x10° 4,6x10° 1 9,9x10" 1 2,2x10° 48 6 20,3
Q8NBS9-2 TXNDC5 1,7x10™" 7,4x10° 4,1x10™ 1 1 1 3,3x10” 48 13 46
QaIvo3 PLD3 1,3x10™ 5,8x10" 1,5x10° 9,9x10™ 1 8,8x10" 9,9x10° 48 12 36,3
Q8Iv4s ERI1 7,7x10” 7,8x10-7 2,2x10° 1 1 9,9x10™ 2,5x10° 48 4 14,6
Q8IX12-2 CCAR1 2,1x10™ 3,9x10™ 3,2x10" 1,9x10° 1 1 9,9x10" 1 5 6,4
Q81zJ1-2 UNC5B 2,5x10” 7,2x10" 5,1x10™ 1 1 4,2x10™" 4,2x10” 48 4 7,5
Q8NFW8 CMAS 7,7x10™ 2,0x10° 1,1x10™ 2,7x10° 8,2x10™ 1 1 1 4 13,4
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Q8NI08-7 NCOA7 2,7x10" 3,2x10™ 3,6x10" 1 1 1 3,7x10” 48 4 10,5
Q8NI36 WDR36 7,8x107 3,0x10™ 5,1x10" 1 1 9,4x10" 4,3x10” 48 10 13,6
Q8TEM1 NUP210 9,6x10" 2,0x10” 3,9x10° 8,9x10™ 6,7x10" 1 2,2x10” 48 20 15,5
Q8WUA4 GTF3C2 4,2x10" 4,0x10" 1,5x10™ 9,7x10™" 1 7,4x10™ 4,3x10” 48 5 9,3

HSPH1;KIA ] . . . ] X
Q92598-2 5,1x10° 8,1x10 5,8x10° 9,1x10 8,4x10° 1 1,9x10° 48 39 58,8
A0319L

Q92616 GCN1L1 3,8x10" 4,4x10° 3,2x10™ 1 1 9,9x10™ 4,0x10” 48 61 32

Q92786 PROX1 2,5x107 9,8x10° 2,4x10™ 8,6x107 1 1 6,0x10° 48 6 11,4
Q96CN7 1SOC1 1,4x10" 1,7x10° 1,4x10° 1 1 1 2,4x10” 48 19 85,6
Q96EE3 SEH1L 2,9x10" 6,1x10" 2,4x10" 1 1 1 1,1x107 48 9 35,6
Q961J6 GMPPA 4,6x10" 1,0x10™" 2,2x10" 1 1 1 1,6x107 48 5 16,7
Q965B3 PPP1R9B 4,3x10" 2,7x10° 1,1x10™ 2,3x10° 7,4x10™ 1 9,9x10" 1 5 10,4
Q965T3 SIN3A 4,9x10™ 1,7x10™" 3,1x10™ 1 1 4,6x10” 1 8 7 9,2

Q99536 VAT1 1,5x10™ 3,6x10™ 2,6x10™ 1 1 1 1,1x107 48 14 52,9
Q9BQO4 RBM4B 7,8x10™ 1,8x10™" 1,0x10™" 1 1,5x107 1 1 3 2 8,9

Q9BRF8 CPPED1 4,0x10" 5,3x10™ 1,4x10™ 1 1 1 1,0x107 48 5 24,5
Q9BTW9 TBCD 6,7x10™ 4,9x10” 4,1x10™ 1 1 1 3,6x10” 48 27 33,6
Q9BWUO SLC4A1AP 1,8x10™" 4,4x10° 3,5x10" 2,0x10° 9,9x10" 1 1 1 4 10,2
Q9BXI3 NT5C1A 2,8x10™ 7,8x10" 2,7x10° 1 9,7x10™ 1 6,0x10" 48 7 26,1
Q9BXYO MAK16 4,0x10" 1,1x10™ 3,5x10°" 1 1 1 4,1x10” 48 4 17,7
Q9BYB4-2 - 5,5x10™ 3,9x10° 3,2x10™ 1 1 4,5x10” 1 8 8 2,9

Q9BZF1-3 OSBPL8 2,5x10° 5,0x10° 5,3x10" 1 9,5x10™" 7,5x10™ 1,1x107 48 12 22,1
Q9GZL7 WDR12 1,3x10™" 1,5x10° 1,1x10™ 1 1 9,8x10™ 8,1x10™ 48 11 38,5
Q9H0S4-2 DDX47 6,8x10° 4,3x10" 5,1x10" 5,6x10" 1 8,8x10™" 1,0x107 48 6 21,4
Q9H2J4 PDCL3 5,5x10” 6,5x10-7 2,9x10" 1,1x10” 9,1x10™ 1 9,2x10™ 1 8 49,4
Q9H4A4 RNPEP 1,5x10° 6,2x10” 1,3x10™ 1 9,9x10™ 9,8x10™" 2,9x10° 48 26 59,7
Q9H5Q3 - 1,2x10™" 2,1x10” 2,6x10" 1 6,5x10° 1 1 3 4 4,1

Q9H6R4-4 NOL6 1,3x10™ 1,4x10™ 3,6x10° 1 1 1 5,8x10™ 48 6 8,1

Q9H8HO NOL11 4,0x10° 1,3x10° 9,2x10” 1 1 4,9x10™ 3,7x10" 48 7 14,7
Q9HB71 CACYBP 9,4x10" 8,3x10° 4,5x10° 1 4,6x10™ 1 1,7x107 48 17 76,8
QINPH2 ISYNA1 4,5x10” 4,7x10” 8,0x10™ 1 1 1 8,8x10” 48 13 38,7
Q9onNQT4 EXOSC5 1,7x10" 8,9x10” 3,2x10™ 1 9,1x10™ 1 1,1x107 48 6 35,3
Q9NQW7-3  XPNPEP1 1,4x10” 2,0x10™ 5,9x10" 7,5x10" 9,9x10™" 9,2x10" 1,4x10” 48 16 42,5
Q9NR30 DDX21 8,8x107 1,4x10° 1,5x10™ 1 1 3,6x10" 7,9x10° 48 16 28,9
Q9INR63 CYP26B1 2,6x10° 6,3x10-7 1,0x10” 1 1 1 2,9x10™ 48 9 26,2
Q9NVP1 DDX18 5,9x10" 1,3x107 1,1x10™ 1 7,5x10™ 1 2,1x10” 48 10 21,6
Q9Nzz3 CHMP5 1,1x10™ 1,2x10-9 3,6x10" 1 8,3x10™" 1,3x10” 1 8 5 28,3
Q9P210 CPSF2 6,2x10" 5,5x10" 1,6x10™" 1 2,0x10™ 1 2,7x10” 48 10 20,1
Q9UEY8-2 ADD3 4,8x10" 2,1x10™ 3,2x107 1 7,4x10™ 1 3,1x10° 48 12 26,6
Q9UHD1 CHORDC1 4,8x10™ 7,1x10-7 1,0x10™ 1 1 8,6x10™ 1,5x107 48 13 53,3
Q9UI36-4 DACH1 9,3x10” 8,7x10™ 1,6x10™ 9,4x10" 1 9,5x10°" 1,5x10” 48 4 12,5
QouQ3s SRRM2 4,8x10™" 1,1x10° 8,1x10” 1 8,9x10™ 6,5x10" 3,8x10” 48 20 11

Q9Y262 EIF3L 4,3x10" 1,2x10” 1,8x10™ 1 9,8x10™" 1 2,2x10™ 48 24 53,9
Q9Y285 FARSA 1,0x10™" 6,3x10” 4,7x10™ 1 1 1 3,5x10° 48 8 17,5
u3KkQJ1 POLDIP2 4,3x10" 3,7x10™ 4,4x10” 1 7,3x10™ 9,8x10™ 6,1x10” 48 8 33,8
Q9Y371 SH3GLB1 6,8x10" 5,0x10™ 1,8x10™ 1 9,8x10" 1 3,5x10” 48 5 16,2
Q9Y5M8 SRPRB 8,2x10™ 2,2x107 1,1x10™ 1 4,3x10” 1 5,8x10™ 3 12 52

Qo617 PSAT1 2,4x10™ 2,7x10° 3,0x10™ 9,6x10" 1 1 1,5x107 48 17 65,7
Q9Y6C2 EMILINL 2,2x10™ 2,0x10™ 1,1x10° 8,3x10™" 1 1 1,6x10” 48 7 12,1
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Tabelle 6.3 RA-Zeitreihe: Anreicherungsanalyse der Cluster4 und 7.

Signifikant ab- (Anreicherungsfaktor <1) und angereicherte (>1) biologische Prozesse. Durchgefiihrt wurde ein
exakter Test nach Fisher, vor dem Hintergrund aller 2303 Proteine des Datensatzes, Benjamini-Hochberg

korrigierter p-Wert <0,05.

Assoziierte Assoziierte

GOBP-Kategorie Anreicherungsfaktor p-Wert Proteine Proteine im
gesamt Cluster

Cluster4, KategoriegroRe:278
cytoplasmic translation 6,63 1,52x10” 5 4
ribosome biogenesis 5,52 6,97 x10* 12 8
rRNA processing 2,93 1,39x10" 65 23
translational elongation 2,46 8,28x10™ 74 22
translational initiation 2,13 1,30x10'3 105 27
translation 2,04 7,48x10'4 130 32
RNA catabolic process 1,86 8,18x10'3 120 27
DNA repair 1,86 1,96x107 98 22
cellular component disassembly 1,71 8,88x10° 160 33
RNA processing 1,69 6,33x10™ 285 58
mRNA metabolic process 1,65 6,08x10™ 291 58
RNA metabolic process 1,44 2,31x10™ 609 106
nucleobase-containing compound metabolic process 1,32 7,31x10™ 825 131
cellular nitrogen compound metabolic process 1,22 6,00x10° 928 137
nitrogen compound metabolic process 1,21 8,97x10° 947 138
response to chemical stimulus 0,67 3,46x10'3 560 45
organelle organization 0,65 2,64 x10? 547 43
membrane organization 0,51 1,50x10'2 226 14
vesicle-mediated transport 0,41 1,29 x10? 242 12
Cluster7, KategoriegroBe: 262
extracellular matrix organization 3,63 3,53 x10° 46 19
extracellular structure organization 3,63 1,77 x10° 46 19
hormone metabolic process 3,38 3,60x10° 26 10
neurological system process 2,33 3,75x10° 68 18
biological adhesion 2,04 9,17x10° 86 20
cell adhesion 2,04 8,75x10° 86 20
cellular lipid metabolic process 2,01 2,42x10° 118 27
lipid metabolic process 1,90 2,32 x10? 148 32
cellular ketone metabolic process 1,83 2,47x10'3 163 34
organic acid metabolic process 1,81 2,72x10»3 165 34
response to external stimulus 1,56 1,60x10'2 209 37
macromolecule metabolic process 0,82 3,41x10° 1215 113
nitrogen compound metabolic process 0,77 3,69x10° 947 83
cellular nitrogen compound metabolic process 0,77 3,59x10° 928 81
nucleobase-containing compound metabolic process 0,66 1,82x10™ 825 62
RNA metabolic process 0,59 2,33x10™ 609 41
viral reproduction 0,55 1,09x107 274 17
RNA processing 0,46 2,60 x10° 285 15
mRNA metabolic process 0,45 1,84x10'3 291 15
chromosome organization 0,43 1,65 x107 165 8
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cellular macromolecular complex assembly 0,29 1,96x10° 179 6
ribonucleoprotein complex assembly 0,20 1,77x10™ 86 2
translation 0,20 2,39x10'3 130 3
RNA catabolic process 0,15 2,09x10'3 120 2

Tabelle 6.4 Cysox-TPS: Liste der 275 differenziellen Proteine innerhalb des Redox-Proteoms.
Zusammenfassung der redox-sensitiven Proteomanalyse nach Retinsdurebehandlung. Die statistische Auswert-
ung basiert auf der SAM-Methode. Die angegebene Cysteinposition bezieht sich auf die Priméarsequenz, resultiert
aus der Quantifizierung der carbamidomethylierten Peptide und beinhaltet nur solche mit einer differenziellen
Abundanz. Die SILAC-Quantifizierung wurde zur unabhéangigen Uberpriifung der Redox-Proteomstudie Cysox-
TPS verwendet und beinhaltet die in Tabelle 4.4 gezeigten Daten.

SILAC-
Sequenz-
Protein -log MS/MS- Quantifizierung
Genname Differenz  Peptide  abdeckung Score Cysteinposition
ID p-Wert Count : Ratio
(%)
(RA/EtOH)
Retinsdure
000154 ACOT7 1,61 0,99 16 47 A 323,3 204
000299 CLIc1 2,22 0,95 13 62,2 323,3 118 Cys24, Cys191
000743 PPP6C 1,81 1,65 8 34,4 50,1 60
000746 NME4 1,52 0,96 4 23 37,5 33
014818 PSMA7 1,69 0,88 13 56 262,9 156
015144 ARPC2 3,17 1,11 16 58,3 323,3 202
015498 YKT6 2,58 1,21 9 60,6 323,3 150
043681 ASNA1 1,55 1,93 11 44,8 151,6 61
043813 LANCL1 2,38 1,06 9 28,6 56,5 66
043837 IDH3B 2,11 1,31 8 24,2 30,8 55
075306 NDUFS2 2,67 0,59 12 29,6 54,1 95 Cys347
075352 MPDU1 2,24 0,60 3 13,8 14,5 44
075390 Cs 1,86 0,88 15 42,7 323,3 148 Cys101
075436 VPS26A 1,85 1,59 10 46,5 109,7 61
075489 NDUFS3 1,56 1,05 9 42,8 82,6 73
075569 PRKRA 1,61 1,09 6 25,9 70,7 41 Cys54
094905 ERLIN2 1,64 1,76 8 28,9 22,6 39
095433 AHSA1 1,63 2,59 11 41,4 247,7 54
095456 PSMG1 2,30 0,32 2 10,4 7,1 20
095716 RAB3D 2,64 1,22 5 29,7 39,3 56
P00338 LDHA 2,52 0,98 29 77,1 323,3 383 1,04
P00387 CYB5R3 1,91 0,90 7 25,6 104 ,4 93
P00491 PNP 1,69 1,63 8 39,8 135,0 70
P05141 SLC25A5 2,09 1,25 5 24,2 27,0 47 2,28
P05198 EIF2S1 2,30 1,33 22 75,9 261,8 147 Cys70
P05388 RPLPO 2,64 0,95 16 59,3 323,3 238 Cys119, Cys27 1,01
P06132 UROD 1,77 0,64 8 36,8 177,7 42
P06493 CDK1 2,22 1,11 18 76,4 160,1 168
P07195 LDHB 2,64 1,11 22 66,2 323,3 334 Cys294
P07339 CTSD 2,71 0,65 10 29,4 200,0 91
P07737 PFN1 2,12 0,97 11 84,3 323,3 116 1,32
P07910 HNRNPC 2,11 1,04 11 37,6 195,0 193
P08754 GNAI3 2,27 1,09 17 57,9 323,3 165 Cys66 2,40

P08758 ANXAS5 2,81 1,11 19 68,1 323 .3 214
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P09001 MRPL3 2,12 0,88 3 8 6,1 23
P09455 RBP1 1,51 1,00 13 80 323,3 184
P09651 HNRNPAL 2,07 0,87 17 45 4 3233 316 1,07
P11766 ADH5 2,97 1,13 11 37,4 96,6 83
P12004 PCNA 1,91 1,03 11 61,3 3233 112 Cys162
P12235 SLC25A4 2,39 0,79 6 19,1 41,8 75
P12236 SLC25A6 2,40 1,02 17 63,1 3233 250 5,58
P14324 FDPS 1,61 0,80 10 37,7 141,2 72
P15121 AKR1B1 2,33 1,15 16 67,1 3233 145 Cys81
P15880 RPS2 2,51 0,83 12 43,7 166 ,0 209 Cys229
P17174 GOT1 1,89 0,98 16 51,8 233,7 181
P18077 RPL35A 2,02 1,10 5 22,7 12,2 74
P18085 ARF4 2,87 1,72 7 43,9 416 58 Cys62
P18669 PGAM1 1,98 0,82 16 74 3233 218 Cys153
P20042 EIF252 1,67 1,64 8 26,4 583 59
P20338 RAB4A 1,59 1,54 5 30,7 17 ,4 47
P20339 RAB5A 1,73 1,49 3 25,6 103,0 65
P20340 RAB6A 1,88 1,18 4 23,1 181 4 36
P21796 VDAC1 1,56 0,87 18 79,5 3233 258 Cys232 Rus RA: 0,59
P22087 FBL 2,42 1,55 14 53,6 268 4 140
HNRNPA2B
P22626 ) 2,72 1,09 22 62,3 3233 508 Cys50 1,12
P22695 UQCRC2 1,50 0,96 13 448 3233 144 Cys125, Cys192
P23396 RPS3 2,39 1,18 22 76,5 3233 301 Cys97
P23526 AHCY 1,60 0,84 20 36,8 3233 270 Cys195 1,43
P24539 ATPSF1 1,99 0,73 9 43 1420 79
P25788 PSMA3 2,41 1,48 10 49,4 187,0 80
P26378 ELAVLA 1,49 0,94 13 345 2085 159
P27348 YWHAQ 3,01 1,27 17 66,1 3233 185 Cys94, Cys134 1,35
P27695 APEX1 1,79 0,87 17 67,3 3233 156 Cys93, Cys65, Cys296
P28072 PSMB6 2,19 1,10 3 22,6 35,9 23
P28074 PSMBS 2,11 1,14 11 46 3233 123
P29218 IMPAL 2,16 1,34 10 37,2 95,8 63
P29992 GNA11 2,84 1,08 12 38,2 1163 118
P30041 PRDX6 1,64 0,84 17 77,2 311 ,4 190 Cys91 1,10
P30044 PRDX5 2,16 1,26 10 44,9 1815 53 Cys100
P31350 RRM2 2,29 0,90 16 52,4 278 2 167
P31946 YWHAB 3,99 1,30 12 58,5 3233 161
P35250 RFC2 1,56 1,15 10 13,8 1862 81
P35268 RPL22 1,62 1,00 7 67,2 300,1 61 Cys25
P36542 ATP5C1 1,78 0,91 10 41,9 194 4 115
P37108 SRP14 2,00 0,73 5 34,6 267 4 79
P37837 TALDO1 1,48 1,20 12 39,2 55,0 64
P38919 EIF4A3 1,65 1,05 19 a4 281,7 223
P39687 ANP32A 1,37 1,76 9 438 290 4 6 Cysi23
P40429 RPL13A 211 0,97 10 36,5 3233 90 1,53
P40616 ARL1 2,55 0,88 6 49,7 31,2 50
P40925 MDH1 1,90 0,74 16 53 3233 101
P45880 VDAC2 2,22 0,93 13 52,4 3233 178 Cysa7
P46926 GNPDAL 2,41 2,06 7 33,9 97,5 47
P47755 CAPZA2 1,85 1,18 5 28,7 146 ,8 52 Cys111
P47756 CAPZB 1,37 1,49 15 56 247 8 100 Cys62
P47985;P UQCRFS1;U 1,87 1,19 5 29,9 25,0 23
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0C7P4 QCRFS1P1
P48729 CSNK1A1 1,37 1,39 8 27,3 19,1 32
P48739 PITPNB 1,32 1,58 12 53,1 117,8 61
P49755 TMED10 1,97 1,55 6 34,2 71,9 65
P50402 EMD 1,82 0,80 9 55,1 210,0 105
P51148 RABS5C 2,58 1,22 8 59,7 323,3 164
P51149 RAB7A 2,05 0,97 14 75,4 288 ,4 135
P51153 RAB13 2,69 1,50 3 21,7 13,9 25
P51398 DAP3 1,51 1,42 10 30,7 51,8 79
P51571 SSR4 1,62 1,22 4 30,6 191,7 69
P51572 BCAP31 1,60 2,53 6 26,4 41,2 31
P51965 UBE2E1 2,16 1,26 2 9,8 5,2 24
P52565 ARHGDIA 2,98 1,32 10 61,8 323,3 159
P53004 BLVRA 2,15 1,05 16 54,1 323,3 119 Cys281
P54920 NAPA 2,34 1,39 12 52,5 130,6 42 Cys84
P56537 EIF6 1,37 2,02 7 46,1 323,3 47
P57088 TMEM33 2,37 1,25 7 26,7 140,2 56 Cys232
P57772 EEFSEC 1,95 1,68 7 12,9 14 .9 31
P59998 ARPC4 2,13 1,20 7 53 323,3 101
P60228 EIF3E 1,65 1,03 22 54,2 222.,9 156 Cys345
P60709 ACTB 2,24 1,18 30 88,5 323,3 1004
P60842 EIF4A1 1,70 0,90 32 78,8 323,3 652 2,37
P60900 PSMA6 1,9 1,05 10 51,6 126 ,3 94
P60953 CDC42 1,72 0,71 8 67,5 323,3 82
P61006 RAB8A 2,86 0,76 5 29,5 45,7 45
P61019 RAB2A 2,38 1,14 12 64,6 144 ,2 114
P61020 RAB5B 2,13 0,88 2 15,3 16,9 26
P61026 RAB10 1,98 2,39 5 31,5 104,0 52
P61086 UBE2K 1,58 0,94 9 55,5 105,5 73 1,05
P61106 RAB14 1,42 1,27 8 47,9 33,8 36
P61224 RAP1B 2,25 0,96 9 53,8 98,5 111
P61923 Ccopz1 1,93 1,35 5 27,1 72,3 56
P61981 YWHAG 3,85 1,43 9 51,8 323,3 106
P62136 PPP1CA 2,88 0,80 20 60,9 323,3 236
P62140 PPP1CB 1,76 0,70 8 31,2 197,1 82 Cys61
P62249 RPS16 2,34 1,25 10 54,1 120,2 179
P62258 YWHAE 3,14 1,46 26 85,5 323,3 377 1,43
P62263 RPS14 1,59 0,97 9 41,7 219,6 138
P62280 RPS11 1,53 0,95 11 51,3 229,3 54
P62826 RAN 2,06 1,17 11 56 235,3 117
P62879 GNB2 1,44 1,57 10 40,3 323,3 54 Cys25, Cys204
P63000 RAC1 1,91 1,00 11 68,8 195,6 97
P63092 GNAS 1,62 0,75 19 59,4 3233 281
P63104 YWHAZ 3,09 1,18 17 76,7 323,3 250 Cys94 13,54
P63173 RPL38 1,42 1,12 5 50 74,6 55
P63241 EIF5A 1,53 0,96 10 77,3 323,3 84
Cys138,Cys153,Cys182,
P63244 GNB2L1 2,28 1,30 20 87,4 323,3 231 1,09
Cys240

P67775 PPP2CA 3,71 1,01 11 49,2 323,3 76
P67870 CSNK2B 1,33 1,85 6 34,4 257,7 23 Cys109
P84077;P

ARF1;ARF3 2,71 0,90 14 82,3 323,3 204
61204

P84095 RHOG 1,46 1,88 4 31,9 51,1 23
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Q00325 SLC25A3 2,02 0,58 9 30,4 171,8 113
Q00534 CDK6 1,47 1,20 13 45,1 157,1 83 Cys83
Q00535 CDK5 3,58 1,05 12 40,1 77,1 77
Q00796 SORD 2,73 0,89 11 39,5 175,9 110
Q02543 RPL18A 1,54 1,02 7 39,2 258,5 90 Cys22, Cys64
Q02978 SLC25A11 1,78 1,08 12 44,6 323,3 101
Q04917 YWHAH 1,83 2,42 11 52,8 323 .3 63
Q06830 PRDX1 2,31 1,07 15 59,8 105,8 167
Q08257 CRYZ 2,48 1,03 10 47,7 121,4 79
Q12907 LMAN2 2,45 1,01 12 38,5 140,1 103 Cys239
Q13151 HNRNPAO 2,16 0,93 9 42,6 323 .3 139
Q13232 NME3 2,21 1,07 4 27,8 16,0 23
Q13257 MAD2L1 1,81 2,21 4 30,7 81,4 32
Q13347 EIF3I 1,65 1,41 10 49,8 274 1 68
Q13505 MTX1 1,72 1,13 6 19,1 66,8 31
Q13637 RAB32 1,63 1,27 4 22,7 20,5 24
Q14165 MLEC 1,60 1,20 7 31,8 79,5 71
Q14232 EIF2B1 1,74 1,09 10 36,4 31,3 39
Q14240 EIF4A2 1,60 0,94 9 28,5 52,5 59
Q14344 GNA13 1,87 1,48 10 29,7 123,2 44 Cys329
Q14576 ELAVL3 2,00 1,68 6 24 33,1 40 Cys68
Q15005 SPCS2 1,87 2,73 5 15,9 12,9 20
Q15008 PSMD6 2,05 1,15 26 70,7 323 .3 201 Cys188
Q15286 RAB35 3,03 1,86 7 46,3 51,2 37
Q15382 RHEB 1,74 2,11 5 22,3 23,9 38
Q15526 SURF1 1,82 0,91 3 16 32,1 24
Q15631 TSN 1,70 0,79 15 66,2 278 ,4 127
Q15691 MAPRE1 2,38 1,05 16 70,1 3233 149
Q15717 ELAVL1 1,43 1,10 8 30,4 288,1 131
Q15819 UBE2V2 1,73 0,91 6 52,4 73,8 36
Q15907;P RAB11B;RA
2,38 1,16 11 54,1 300,7 158
62491 B11A
Q16629 SRSF7 1,9 0,55 7 24,4 110,7 92
Q5T6VS C9orf64 1,65 1,02 11 38,1 84,3 87
Q63HM9 PLCXD3 1,56 1,00 4 21,5 32,9 46
Q6PJ69 TRIME5 1,67 1,10 4 10,8 12,6 17
Q6UXN9 WDR82 2,51 1,31 8 29,4 100,1 25 Cys287
Q7Z7K6 CENPV 2,75 1,13 7 37,1 114,0 69 Cys219
Q86X76 NIT1 2,29 1,28 5 19,9 17,8 30
Q8IWA0 WDR75 2,10 1,72 8 12,2 15,2 21
Q8N5K1 CIsb2 2,95 1,79 5 31,1 246 23 Cys92
Q8NBQS HSD17B11 2,52 1,01 9 44 302,0 126

Cys121, Cys128,
Q8NBS9 TXNDCS 1,65 1,57 11 28,9 74 .8 47 1,89
Cys247, Cys254

Q8NBUS ATAD1 2,59 0,75 10 31 60,8 67
Q8TB36 GDAP1 3,46 1,35 9 27,1 149 ,4 80
Q8TC12 RDH11 1,65 1,12 5 21,7 71,8 79
Q8TDN6 BRIX1 1,80 0,88 6 20,7 26,0 28
QswubD1 RAB2B 1,54 1,14 2 14,8 61,3 36
Q92688 ANP32B 3,77 2,16 5 22,7 58,5 32 Cys123
Q969P0 IGSF8 2,30 0,76 6 11,7 10,4 16
Q969X5 ERGIC1 1,47 1,04 6 25,5 50,9 68
Q96A72 MAGOHB 1,74 1,33 8 63,5 62,4 54
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Q96BM9 ARL8A 1,95 1,46 8 51,6 20,6 36

Q96CN7 1SOC1 2,62 1,19 14 55,4 323,3 169

Q96DG6 CMBL 1,58 1,50 5 22,9 22,4 20

Q96ER9 CCDC51 2,09 1,47 5 15,3 105,8 24

Q96FW1 oTuB1 2,84 1,29 13 61,6 194 ,2 139 Cys91
Q96GDO PDXP 1,65 0,94 11 42,9 84,9 94 Cys91
Q99536 VAT1 1,88 0,78 15 48 3 323 .3 195

Q99873 PRMT1 2,34 0,91 20 54,8 323,3 211 Cys350, Cys354
Q9BPWS NIPSNAP1 1,74 0,96 9 34,2 141,9 104

Q9BTV4 TMEMA43 2,44 0,72 9 30,5 48,8 90

Q9BUF5 TUBB6 1,44 1,14 9 34,5 132,3 49

Q9BV20 MRI1 2,24 2,37 6 26,6 31,5 32

Q9BV38 WDR18 2,23 1,04 8 23,1 48,8 36

Q9BWM7 SFXN3 1,80 0,87 10 41,8 113,5 114

Q9BXW?7 CECR5 1,41 1,72 8 25,8 51,8 48

Q9BYD2 MRPL9 1,59 0,98 4 19,5 6,8 16

Q9BZE1 MRPL37 1,91 1,05 9 31,9 102,5 76

Q9GZT8 NIF3L1 1,74 1,10 6 22 22,2 49

Q9HOU4 RAB1B 2,34 1,09 9 57,7 207,8 171

Q9H6EV9 C2orf43 1,62 1,06 6 15,1 29,5 41

Q9H936 SLC25A22 2,49 1,29 11 35,6 85,0 49

Q9H9B4 SFXN1 1,99 1,01 11 45,7 193,7 98

Q9NP72 RAB18 2,01 1,42 7 42,7 58,4 76

Q9NQT4 EXOSC5 2,24 0,65 2 8,9 6,3 14

Q9NR31 SAR1A 1,82 0,98 8 57,1 57,7 54

QI9NRW1 RAB6B 1,36 2,35 9 45,2 152,0 92

Q9NUQ9S FAM49B 3,37 1,33 12 45,4 270,6 121

Q9NUU7 DDX19A 3,51 0,72 13 32 139,3 88

QINWU5 MRPL22 1,67 0,82 3 18 21,3 16

QINX20 MRPL16 1,98 1,74 4 19,1 12,0 10

Q9NY12 GAR1 1,50 0,93 4 12,9 7,2 17

Q9P035 HACD3 2,36 0,58 8 18,2 180,9 108

Q9P2K5 MYEF2 3,70 1,93 11 20,7 109,1 31

Q9UBEO SAE1 1,93 1,08 13 44 .5 305,2 113

QouGI8 TES 1,50 1,88 11 31,1 200,9 40

Qoul12 ATP6VIH 1,65 0,86 11 31,3 50,5 69

Q9UKD2 MRTO4 1,9 2,07 10 32,6 127,8 59

Q9UKM9 RALY 1,59 0,90 13 51,3 3233 158

QouL46 PSME2 1,80 0,89 10 49,8 323 .3 101

Q9Y266 NUDC 2,38 2,45 12 42,6 64,6 47

QoY277 VDAC3 1,92 1,13 13 54,4 251,3 116 Cys65
Q9Y2P8 RCL1 1,52 0,93 7 20,9 13,5 41

Q9Y2Q3 GSTK1 1,46 1,46 4 25,2 25,0 30

Q9Y316 MEMO1 2,98 1,12 4 15,2 26,4 26

Q9Y394 DHRS7 2,18 0,61 11 33,3 132,2 93

Q9Y3B3 TMED7 2,02 2,45 4 23,7 20,9 31 Cys48
Q9Y3E5 PTRH2 1,81 0,92 4 39,7 52,2 59 Cys86
Q9Y3F4 STRAP 1,63 1,35 12 47,7 123 ,4 96

Q9Y3L5 RAP2C 2,70 2,88 3 16 4 6,0 22

Q9Y5M8 SRPRB 1,84 0,90 15 65,3 211,1 106 Cys73
Q9Y617 PSAT1 2,83 1,18 15 51,1 208 ,8 120 Cys98, Cys224
Q9Y6C9 MTCH2 2,82 0,82 10 47,5 320,7 94 Cys49
Q9Y6E2 BZW2 2,15 0,66 13 31,5 136,3 102
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A1L020 MEX3A 2,59 0,50 5 14,6 70,1 76 0,86
014776 TCERG1 1,9 0,93 32 25,6 195,7 271

015031 PLXNB2 2,43 0,76 4 2,9 6,7 18

P05060 CHGB 1,47 1,03 18 37,7 3233 85

P07196 NEFL 3,11 0,38 10 28 65 4 56

PODMV9 HSPA1B 3,39 0,53 29 64,3 3233 261

P11137 MAP2 2,79 0,42 17 13,5 192,7 91

P23246 SFPQ 2,50 0,83 20 35,1 3233 289 0,78
P38646 HSPA9 2,08 0,58 27 46 4 3233 310 0,98
P42166 TMPO 1,63 -1,19 9 18,6 31,6 29

P48449 Lss 2,73 0,41 15 23,8 481 91

P49790 NUP153 2,57 0,65 18 17 4 95,6 117

Q07065 CKAP4 3,13 -0,65 29 56,6 3233 323

Q13435 SF3B2 3,64 0,78 20 29,2 3233 204 0,88
Q13492 PICALM 4,01 0,34 7 17,6 139 8 88

Q13573 SNW1 2,74 0,55 10 233 162 3 66

Q14166 TTLL12 2,27 -0,52 7 15,7 39,4 86

Q14974 KPNB1 3,13 0,35 39 61,9 3233 571

Q15459 SF3A1 2,57 -0,45 22 34,9 321,0 175

Q6NUQ4 TMEM214 3,86 -0,59 7 12,5 27,3 37

Q6P9BY INTS5 2,70 -0,57 6 7,9 8,9 18

Qslye7 RAVER1 2,81 -0,77 10 25,7 43,5 80 Cys297

Q8N1G4 LRRCA7 3,17 0,76 23 48 3233 290

Q8ND24 RNF214 1,92 1,44 7 13,9 22,8 45

Q92615 LARPAB 1,97 1,41 9 15 19,2 33

Q96124 FUBP3 2,34 -0,59 15 43 136,1 61

Q96788 UHRF1 3,89 -0,42 11 20,2 53,0 72

Q99459 CDCSL 2,29 0,46 23 36 3233 215

Q99798 ACO2 4,11 0,38 18 281 160,9 142

Q9H307 PNN 1,58 1,79 7 11,7 18,0 33

Q9HBW3 NO66 2,68 -0,44 10 211 29,8 50

QINVP1 DDX18 2,02 0,60 14 30,1 1240 97

Q9NZB2 FAM120A 2,84 0,54 12 13,8 52,7 72

Q9v223 GNE 1,48 1,01 7 12,6 52,2 35

Tabelle 6.5 Liste der 73 differenziellen carbamidomethylierten Peptide.

Carbamidomethylierte Peptide die infolge der Retinsaure (RA)- oder EtOH-Behandlung eine erhohte Abundanz
in dem Redox-Proteom aufwiesen (SAM-Methode). LW: Lokalisierungswahrscheinlichkeit. Bhdl.: Behandlung

Genname Score Masse- -log Differenz
Delta La-
Cystein- Modifizierte Sequenz Lokalisier- fehler Bhdl p- (RA-
Score dung
position ung [ppm] Wert EtOH)
CLIC1
ELFVKAGSDGAKIGNCPFSQRLFMVLWLKGV 64,5 43,3 -0,6 RA 2 3,74 0,14
Cys24
CLIC1
ADCNLLPKLHIVQVVCKKYRGFTIPEAFRGV 79,5 43,8 0,2 RA 3 1,87 0,10
Cys191
NDUFS2
CRVEEMRQSLRIIAQCLNKMPPGEIKVDDAK 39,5 77,1 -0,7 RA 2 1,80 0,13

Cys347
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(&)

DPDEGIRFRGFSIPECQKLLPKAKGGEEPLP 75,2 65,4 -0,7 RA 1,39 0,16
Cys101
PRKRA

LHEYGMKTKNIPVYECERSDVQIHVPTFTFR 37,7 42,7 -1,5 RA 2,87 0,19
Cys54
EIF2S1

RIRSINKLIRIGRNECVVVIRVDKEKGYIDL 61,4 58,6 -1,1 RA 0,95 0,15
Cys70
RPLPO;
RPLPOP6

ANKVPAAARAGAIAPCEVTVPAQNTGLGPEK 138,0 46 ,4 -0,1 RA 1,15 0,16
Cys119;
Cys119
RPLPO;
RPLPOP6

NYFLKIIQLLDDYPKCFIVGADNVGSKQMQQ 92,3 95,4 -1,7 RA 1,94 0,15
Cys27;
Cys27
LDHB

KGMYGIENEVFLSLPCILNARGLTSVINQKL 146,7 47,6 -0,8 RA 1,95 0,10
Cys294
GNAI3

KQMKIIHEDGYSEDECKQYKVVVYSNTIQSI 73,5 51,8 0,1 RA 2,86 0,09
Cys66
PCNA

ICRDLSHIGDAVVISCAKDGVKFSASGELGN 89,2 50,0 -0,2 RA 1,33 0,14
Cys162
AKR1B1

QVVKREELFIVSKLWCTYHEKGLVKGACQKT 86,8 41,9 -0,7 RA 2,76 0,09
Cys81
RPS2

LMMAGIDDCYTSARGCTATLGNFAKATFDAI 96,2 66,6 0,3 RA 1,74 0,23
Cys229
ARF4

PTIGFNVETVEYKNICFTVWDVGGQDRIRPL 58,0 59,7 -0,7 RA 2,19 0,13
Cys62
PGAM1

KDRRYADLTEDQLPSCESLKDTIARALPFWN 93,9 41,6 -0,9 RA 1,70 0,17
Cys153
VDAC1

TRFGIAAKYQIDPDACFSAKVNNSSLIGLGY 67,3 59,2 -0,9 RA 1,53 0,16
Cys232
HNRNPA2
B1 ESLRNYYEQWGKLTDCVVMRDPASKRSRGFG 81,7 56 ,4 -0,1 RA 2,82 0,08
Cys50
UQCRC2

LSVTATRENMAYTVECLRGDVDILMEFLLNV 148,5 58,2 0,1 RA 1,91 0,10
Cys125
UQCRC2

LHAAAYRNALANPLYCPDYRIGKVTSEELHY 77,7 83,2 -1,1 RA 2,23 0,14
Cys192
RPS3

GSVELYAEKVATRGLCAIAQAESLRYKLLGG 139,2 111,5 -1,3 RA 1,28 0,18
Cys97
AHCY

VNDSVTKSKFDNLYGCRESLIDGIKRATDVM 142,7 99,3 -0,8 RA 2,44 0,09
Cys195
YWHAQ

IKDYREKVESELRSICTTVLELLDKYLIANA 129,2 68 ,4 0,7 RA 2,46 0,23
Cys94
YWHAQ

LKMKGDYFRYLAEVACGDDRKQTIDNSQGAY 162,6 137,0 0,4 RA 4,33 0,13
Cys134
APEX1

KKGLDWVKEEAPDILCLQETKCSENKLPAEL 50,3 52,2 1,2 RA 1,60 0,08

Cys93
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APEX1

DQKTSPSGKPATLKICSWNVDGLRAWIKKKG 1 113,7 93,1 -1,0 RA 1,69 0,13
Cys65
APEX1

RLDYFLLSHSLLPALCDSKIRSKALGSDHCP 1 97,2 83,4 1,6 RA 1,29 0,11
Cys296
PRDX6

VEDHLAWSKDINAYNCEEPTEKLPFPIIDDR 1 97,8 45,9 -0,8 RA 1,93 0,13
Cys91
PRDX5

KKGVLFGVPGAFTPGCSKTHLPGFVEQAEAL 1 44,9 51,0 1,0 RA 1,85 0,10
Cys100
RPL22

KGGKKKKQVLKFTLDCTHPVEDGIMDAANFE 1 108,0 72,9 -0,2 RA 1,88 0,08
Cys25
ANP32A

PLKKLENLKSLDLFNCEVTNLNDYRENVFKL 1 147,9 43,2 -1,5 RA 1,86 0,13
Cys123
VDAC2

GFGFGLVKLDVKTKSCSGVEFSTSGSSNTDT 1 223,0 42,8 0,6 RA 2,66 0,15
Cys47
CAPZA2

FKFDHLRKEATDPRPCEVENAVESWRTSVET 1 53,2 43,2 -0,1 RA 2,37 0,12
Cys1l1l
CAPZB

LKIARDKVVGKDYLLCDYNRDGDSYRSPWSN 1 84,3 43,6 -1,1 RA 2,85 0,18
Cys62
BLVRA

FSEKELAAEKKRILHCLGLAEEIQKYCCSRK 1 74,5 80,2 1,1 RA 1,17 0,10
Cys281
NAPA

AQLHLQLQSKHDAATCFVDAGNAFKKADPQE 1 63,4 61,4 0,4 RA 5,22 0,12
Cys84
TMEM33

HIIMKPACPLFVRRLCLQSIAFISRLAPTVP 1 67,7 66,3 0,8 RA 2,02 0,11
Cys232
EIF3E

EDFIENARLFIFETFCRIHQCISINMLADKL 1 34,8 62,5 -0,7 RA 1,76 0,09
Cys345
PPP1CB

LSQPILLELEAPLKICGDIHGQYTDLLRLFE 1 55,3 68,3 0,1 RA 2,61 0,17
Cys61
GNB2

EAEQLRNQIRDARKACGDSTLTQITAGLDPV 1 85,6 98,4 -0,4 RA 1,37 0,18
Cys25
GNB2

SLSLAPDGRTFVSGACDASIKLWDVRDSMCR 1 51,6 51,7 1,6 RA 2,40 0,20
Cys204
YWHAZ

AREYREKIETELRDICNDVLSLLEKFLIPNA 1 69,0 42,6 -0,2 RA 1,85 0,20
Cys94
GNB2L1

KHLYTLDGGDIINALCFSPNRYWLCAATGPS 1 198,5 113,3 -0,2 RA 1,52 0,10
Cys240
GNB2L1

GSRDKTIKLWNTLGVCKYTVQDESHSEWVSC 1 60,1 71,6 0,0 RA 2,58 0,11
Cys138
GNB2L1

SCGWDKLVKVWNLANCKLKTNHIGHTGYLNT 1 78,6 87,8 -0,9 RA 3,43 0,12
Cys182
GNB2L1

CKYTVQDESHSEWVSCVRFSPNSSNPIIVSC 1 146,3 92 ,4 0,7 RA 2,36 0,20
Cys153
CSNK2B

IAQMLEKYQQGDFGYCPRVYCENQPMLPIGL 1 135,3 112 ,1 -0,3 RA 2,59 0,22
Cys109
CDK6

LETFEHPNVVRLFDVCTVSRTDRETKLTLVF 1 57,9 51,3 0,6 RA 3,41 0,15
Cys83
RPL18A LREYKVVGRCLPTPKCHTPPLYRMRIFAPNH 1 55,3 67,0 0,2 RA 1,72 0,09
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Cys22
RPL18A

SQLKKMKKSSGEIVYCGQVFEKSPLRVKNFG 1 115,33 67,1 0,4 RA 2,06 0,14
Cys64
LMAN2

LTVMTDLEDKNEWKNCIDITGVRLPTGYYFG 1 65,7 89,0 -0,7 RA 3,44 0,12
Cys239
GNA13

GDPHCLRDVQKFLVECFRNKRRDQQQKPLYH 1 50,0 68,9 -1,3 RA 2,04 0,13
Cys329
ELAVL3

DEFKSLFGSIGDIESCKLVRDKITGQSLGYG 1 56,6 40,9 -0,9 RA 1,15 0,13
Cys68
PSMD6

DWDRRNRLKVYQGLYCVAIRDFKQAAELFLD 1 55,1 49,3 0,1 RA 1,95 0,10
Cys188
WDR82

IKVAVLDGKHTGPITCLQFNPKFMTFASACS 1 87,7 61,5 0,2 RA 2,24 0,13
Cys287
CENPV

YTFNTHKAQHTFCKRCGVQSFYTPRSNPGGF 1 99,7 72,2 0,1 RA 1,17 0,10
Cys219
RAVER1 EtO

ADGLSLGGSHLRVSFCAPGPPGRSMLAALIA 1 55,8 64,8 0,1 1,45 -0,12
Cys297 H
CIsD2

KENPKVVNEINIEDLCLTKAAYCRCWRSKTF 1 47,9 53,3 1,0 RA 1,55 0,10
Cys92
ANP32B

PLKKLECLKSLDLFNCEVTNLNDYRESVFKL 1 147,9 91,6 -1,0 RA 2,94 0,17
Cys123
OTUB1

HKKYSYIRKTRPDGNCFYRAFGFSHLEALLD 1 63,4 68,7 -0,9 RA 2,80 0,11
Cys91
PDXP

GFGGLRAEQLFSSALCAARLLRQRLPGPPDA 1 55,0 57 .,4 -2,8 RA 1,28 0,10
Cys91
VDAC3

DTGKASGNLETKYKVCNYGLTFTQKWNTDNT 1 86,7 64,6 2,4 RA 1,38 0,11
Cys65
TMED7

GASEITFELPDNAKQCFYEDIAQGTKCTLEF 1 86,2 43,0 0,0 RA 3,06 0,17
Cys48
PTRH2

VRNDLKMGKGKVAAQCSHAAVSAYKQIQRRN 1 68,1 66,2 1,1 RA 1,29 0,11
Cys86
SRPRB

RSRRSSQRAVLLVGLCDSGKTLLFVRLLTGL 1 49,5 61,1 1,7 RA 2,50 0,14
Cys73
PSAT1

FSAVPLNLIGLKAGRCADYVVTGAWSAKAAE 1 57,2 62,3 -1,2 RA 2,86 0,10
Cys98
PSAT1

VVIVRDDLLGFALRECPSVLEYKVQAGNSSL 1 50,6 63,1 -0,7 RA 1,14 0,13
Cys224
MTCH2

PLPPTIGRNIFGRQVCQLPGLFSYAQHIASI 1 80,9 48,6 -1,0 RA 2,38 0,13
Cys49
TXNDC5

YNSMEDAKVYVAKVDCTAHSDVCSAQGVRGY 1 87,0 94,5 -1,1 RA 1,66 0,08
Cys121
TXNDC5

KVYVAKVDCTAHSDVCSAQGVRGYPTLKLFK 1 87,0 94,5 -1,1 RA 1,65 0,08
Cys128
TXNDC5

LGLEHSETVKIGKVDCTQHYELCSGNQVRGY 1 56,5 61,3 -0,4 RA 1,98 0,12
Cys247
TXNDC5

TVKIGKVDCTQHYELCSGNQVRGYPTLLWFR 1 56,5 61,3 -0,4 RA 1,87 0,13

Cys254
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PRMT1

RDLDFTIDLDFKGQLCELSCSTDYRMR 1 95,2 66,0 -0,9 RA 2 2,86 0,13
Cys350
PRMT1

FTIDLDFKGQLCELSCSTDYRMR 1 95,2 66,0 -0,9 RA 2 2,63 0,14
Cys354

Tabelle 6.6 Wirkstoff-Studie: Liste der 68 Proteine mit Wirkstoff-Effekt.

Proteine mit einem direkten (D) oder indirekten (I) Wirkstoff-Effekt (WE) durch Zugabe von N-Acetylcystein
(NAC) oder Butylhydroxyanisol (BHA). a Angabe der Ratios. RA: (RA/EtOH); BHA: (RA+BHA)/RA; NAC:
(RA+NAC)/RA

Sequenz-

Protein MS/MS

Genname p-Wert Peptide abdeckung WE Ratio (a)

ID -Count
(%)
RA (RA+EtOH) (RA+NAC)
Vs. Vs. Vs. RA BHA NAC
EtOH  (RA+BHA)  (RA+EtOH)
P49748 ACADVL 0,03 0,02 0,99 22 46 388 D; BHA 1,26 1,28 0,96
096019 ACTL6A 0,04 0,83 0,03 8 308 67 D; NAC 0,65 1,16 1,59
P04075 ALDOA 0,79 0,01 0,55 26 701 775 I; BHA 0,91 1,31 1,13
Q13510 ASAH1 0,01 0,03 0,87 3 84 36 D; BHA 1,88 0,59 0,81
P08243 ASNS 0,97 0,00 0,66 16 39 147 I; BHA 0,86 0,36 1,34
I; BHA,
P62158 CALM1 0,81 0,00 0,00 6 544 164 1,13 0,49 0,43
NAC

P27824 CANX 0,00 0,00 0,90 15 242 348 D; BHA 1,20 1,20 0,96
Q13185 CBX3 0,92 0,05 0,09 7 525 161 I; BHA 1,10 0,74 0,75
P06493 CDK1 0,98 0,02 0,99 9 374 130 I; BHA 0,80 0,42 1,19
P10645 CHGA 0,12 0,00 0,11 11 411 190 I; BHA 0,51 0,16 0,52
P05060 CHGB 1,00 0,00 0,35 10 229 105 I; BHA 1,07 0,30 0,61
000299 CLIc1 0,89 0,04 0,93 13 647 405 I; BHA 0,91 1,35 1,09
Q12860 CNTN1 0,98 0,95 0,05 11 168 100 I; NAC 0,78 1,36 0,46
P31146 CORO1A 0,44 0,04 0,97 6 258 45 I; BHA 1,59 0,49 0,85
043174 CYP26A1 0,00 0,91 0,00 7 205 42 D; NAC 3,03 1,23 0,41
P61803 DAD1 1,00 0,83 0,00 3 283 65 I; NAC 1,01 1,28 0,39
Q01469 FABP5 0,58 0,03 0,84 6 541 103 I; BHA 0,75 0,60 1,22
Q96AC1 FERMT2 0,73 0,01 0,70 18 368 186 I; BHA 0,86 1,55 1,19
075955 FLOT1 0,04 0,01 0,99 16 515 237 D; BHA 1,27 0,75 0,96
P11413 G6PD 0,75 0,02 1,00 15 383 260 I; BHA 0,92 1,24 1,03

HIST2H2AC;
Q16777;

HIST2H2AA 0,96 0,13 0,03 8 581 487 I; NAC 0,90 0,74 0,70
Q6FI13

3
P51659 HSD17B4 0,09 0,00 0,98 20 409 339 I; BHA 1,14 1,21 0,97
P14625 HSP90B1 0,00 0,00 1,00 50 608 1410 D; BHA 1,20 1,25 1,00
P08107 HSPA1A 0,01 0,00 0,59 30 573 865 D; BHA 0,80 1,29 1,10
P11021 HSPAS5 0,10 0,00 1,00 40 555 1434 I; BHA 1,21 1,34 1,00
Q92598 HSPH1 0,00 0,00 0,58 32 464 542 D; BHA 0,78 1,31 1,09
P18065 IGFBP2 1,00 0,00 1,00 5 225 99 I; BHA 1,07 0,52 0,93
P31153 MAT2A 0,48 0,03 1,00 5 154 90 I; BHA 0,70 0,61 1,12
P49736 MCM2 0,37 0,01 0,90 17 273 273 I; BHA 0,85 0,75 1,09
P33991 MCM4 1,00 0,01 0,89 19 337 219 I; BHA 0,92 0,44 1,24

Q14566 MCM6 0,97 0,03 1,00 24 40 354 I; BHA 0,94 0,74 1,04
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P33993  MCM7 0,70 0,02 0,77 26 478 284 ;BHA 0,88 0,73 1,13
Q14165  MLEC 0,99 0,04 0,96 6 288 142 ;BHA 1,04 1,36 0,93
Q13724  MOGS 0,08 1,00 0,00 11 182 141 NAC 1,36 0,9 0,63
P60660  MYL6 0,94 0,01 0,17 10 589 208 ;BHA 1,08 0,71 0,80
Q13765;
NACA 0,89 0,00 0,52 5 256 139 I;BHA 0,89 0,65 0,85
ESPAV3
P19404  NDUFV2 1,00 0,05 0,60 3 173 61 [BHA 1,04 0,45 0,68
Q9BPWS NIPSNAP1 0,68 0,05 0,41 10 391 104 I; BHA 0,77 1,77 1,38
Q16822  PCK2 0,86 0,01 0,99 15 356 142 [BHA 1,17 0,58 0,91
P12004  PCNA 0,89 0,00 0,57 12 651 312 ;BHA 0,94 0,58 1,11
Q15113  PCOLCE 1,00 0,04 1,00 9 31 112 [BHA 1,02 0,77 0,97
QOUHVS  PFDN2 0,80 0,00 0,62 2 169 62 ;BHA 0,84 0,57 0,85
060568  PLOD3 1,00 0,05 0,68 13 245 140 [BHA 0,97 1,38 0,87
P13861  PRKAR2A 0,87 1,00 0,01 6 252 67 LNAC 1,33 0,98 0,37
P14314  PRKCSH 0,25 0,03 0,82 11 227 182 [BHA 1,26 0,73 0,88
Q99873 PRMTL 0,14 0,00 0,99 19 651 281 ;BHA 0,82 0,66 1,05
PO7602  PSAP 0,95 0,83 0,01 2 5 57 NAC 1,16 0,79 0,46
P25789  PSMA4 0,01 0,04 0,73 11 544 199 [BHA 0,93 1,25 1,11
Q06323  PSME1L 1,00 0,05 0,28 13 502 201 [BHA 1,03 0,79 0,85
PS1149  RAB7A 0,97 0,04 1,00 14 778 342 ;BHA 0,95 1,23 1,01
P83731  RPL24 0,99 0,05 0,65 5 306 43 [BHA 1,15 0,45 0,66
I; BHA,
P0OS387  RPLP2 0,99 0,00 0,00 4 696 82 0,91 0,35 0,34
NAC
P04843  RPN1 0,95 0,00 1,00 27 582 618 [BHA 1,05 1,32 1,01
P62266  RPS23 1,00 0,05 1,00 5 406 72 ;BHA 0,93 0,55 1,09
P62701  RPSAX 1,00 0,04 0,57 18 593 305 [BHA 0,97 0,73 0,84
P46781  RPS9 0,71 0,05 1,00 8 304 129 ;BHA 0,75 0,52 0,87
Q14108  SCARB2 0,31 1,00 0,00 7 184 83 NAC 1,72 1,08 0,34
D; BHA,
P13521  SCG2 0,00 0,00 0,00 13 323 194 3,93 0,35 0,38
NAC
Q15437  SEC23B 0,77 0,00 0,96 20 379 227 ;BHA 0,93 1,27 1,05
QO1105;
SET 0,96 0,00 0,08 8 331 142 ;BHA 0,91 0,64 0,74
PODMEO
Q8IzP2;  ST13P4;
PS0502;  ST13; 0,96 0,03 0,43 5 254 107 I;BHA 0,93 0,76 0,86
Q8NFI4  ST13P5
I; BHA,
P16949  STMN1 0,30 0,00 0,00 8 389 188 0,78 0,51 0,58
NAC
I; BHA,
PO6753  TPM3 1,00 0,02 0,00 8 20 111 1,15 0,28 0,19
NAC
I; BHA,
P67936  TPM4 1,00 0,00 0,00 19 565 193 1,06 0,29 0,19
NAC
P10599  TXN 0,55 0,05 0,88 6 60 95 [BHA 0,67 0,57 0,82
Q8NBS9  TXNDC5 0,99 0,04 0,98 12 292 196 [BHA 0,96 1,26 0,95
P61088;  UBEZ2N;
0,95 0,03 0,98 11 776 211 ;BHA 0,91 0,72 0,92
Q5/XB2  UBE2NL
D; BHA,
015240  VGF 0,00 0,00 0,00 35 616 1025 2,71 0,51 0,56

NAC
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Tabelle 6.7 Zusammengefasste GO-Kategorien fiir die Beschreibung der BHA- und NAC-sensitiven Proteine.

Verwendete Bezeichnung GO-Kategorie Anzahl assoziierter Proteine

Entwicklung anatomischer Strukturen anatomical structure arrangement 1

anatomical structure development 19

anatomical structure formation involved in
morphogenesis

anatomical structure homeostasis

anatomical structure morphogenesis

Entwicklung des Axons axon guidance

N O b

axonogenesis

Entwicklung des Nervensystems nerve development
nervous system development
neurological system process

neuron projection development

N W R, N

neuron projection morphogenesis
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Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

1D Eindimensional

2D Zweidimensional

A Angstrom

A Ampere

ATP Adenosintriphosphat

BDNF Wachstumsfaktor (brain-derived neurotrophic factor)
BHA Butylhydroxyanisol

bp Basenpaar

BST biotin switch technique

bzw. beziehungsweise

CaCl, Calciumchlorid

CH Schweiz

Co, Kohlenstoffdioxid

cu’ Kupferion

Cys Cystein

Cys-PTM Posttranslationale Modifizierung am Cystein

Da Dalton

DE Deutschland

Dimedon 5,5-Dimethylcyclohexan-1,3-dion

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
DPI Diphenyleneiodonium

DTNB 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid), Ellman's Reagenz
DTT Dithiothreitol

DUOX Duale-NADPH-Oxidase

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)
em. Emission

ETC Elektronentrasportkette (electron transport chain)
EtOH Ethanol

ex. Extinktion

FADH,/FAD Flavin-Adenindinukleotid (reduziert/oxidiert)

FDR false discovery rate

Fe** Zweiwertiges Eisenion

FMNH,/FMN Flavin-Mononukleotid (reduziert/oxidiert)

fw forward, Angabe bei Primern (5'-3')

GFP Grun fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)
ggf. gegebenenfalls

GO Gen-Ontologie

GR Glutathion-Reduktase

GSH/GSSG Glutathion (reduziert/oxidiert)

GTL Genomics & Transcriptomics Labor

h hour

H,0, Wasserstoffperoxid
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HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HOCI Hypochlorid

IAM lodacetamid

ICAT Isotopen-codierte Affinitdtsmarkierung (isotope coded affinity tag)

ID Identifikator

iTRAQ isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation

KCl Kaliumchlorid

LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry, Kopplung von HPLC und
Tandemmassenspektrometrie

LFQ Markierungsfreie Quantifizierung (label-free quantification)

log Logarithmus

M Molar

m/z Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis

MEM Minimum Essential Medium

MFZ Biologisch Medizinisches Forschungszentrum

MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO, Magnesiumsulfat

Min. Minute

ml Milliliter

ms Millisekunde

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandemmassenspektrometrie

n Nano

N Stickstoff

NAC N-Acetylcystein

NacCl Natriumchlorid

NAD+/NADH Nicotinamidadenindinukleotid (reduzierte/oxidierte Form)

NADP+/NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte/oxidierte Form)

NCF1-RoGFP2 Sensorprotein ROGFP2 fusioniert mit dem neutrophil cytosol factor-1(NCF1, p47°">)

NEM N-Ethylmaleimid

nm Nanometer

NH4HCO; Ammoniumbicarbonat

NO Stickstoffmonoxid

NO* Nitrosonium

NOX NADPH Oxidase-Komplex

0, Molekularer Sauerstoff

0, Superoxidanion

oD Optische Dichte

OH~ Hydroxylradikal

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PCVDF Polyvinylidenfluorid

PDGF Wachstumsfaktor, platelet-derived growth factor

PEG Polyethyleneglycol

pKa logarithmische GroRe der Sdurekonstante

RAR Retinsdure-Rezeptor (retinoic acid receptor)

RARE retinoic acid response element

Retinsdure all-trans-Retinsdure

Riss SILAC-Ratios von leicht zu schwer markierten Proteinen
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RNS

RO
RoGFP2
RoGFP2-Orpl
ROO
ROOH
ROS
RPKM
rom

RSS
R-SSO3

rv

RXR

S

SAM

SDS
SDS-PAGE
Sek.
SILAC
SOE-PCR
Std.

Tip

TBS

TCA

TCEP

TIC

T™MT

TNB
TPS-Matrix
Tris-HCI
TXN
TXNred/TXNox
uv

Vv

v/v

VAD

w/v

z.B.

Proteinnamen

Reaktive Stickstoff Spezies (reactive nitrogen species)
Alkoxylradikal

redox-sensitive Variante des GFPs

Sensorprotein RoGFP2 fusioniert mit der Hefe Thiolperoxidase ORP1
Peroxylradikal

Hydroperoxid

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
reads per kilobase million

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

Reaktive Schwefelspezies (reactive sulfur species)
Thiosulfate

reverse, Angabe bei Primern (5'-3')

Retinoid-X-Rezeptor (retinoid X receptor)

Schwefel

significance analysis of microarrays
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunde

stable isotope labeling by/with amino acids in cell culture
splicing by overlap extension-polymerase chain reaction
Stunde

Halbwertszeit

Tris-gepufferter Salzlosung

Trichloressigsdure

Tris(2-carboxyethyl)phosphine

total ion current

tandem mass tag

5-thio-2-nitrobenzoate

Thiopropyl-Sepharose 6B-Matrix
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan hydrochlorid
Thioredoxin

Thioredoxin, ausfihrlich: TXN(SH)2/TXNSS (reduziert/oxidiert)
Ultraviolett

Volt

Volumenprozent (volume/volume)

Vitamin A defiziente Diat (vitamin a deficiency)
Gewichtsprozent (weight/volume)

zum Beispiel

Bei den angegebenen Protein- und Gennamen handelt es sich um die UniProt Empfehlungen.
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