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Zusammenfassung

Zusammenfassung
Das humane Protein CAPG (macrophage capping protein) ist 38,5 kDa grof3 und gehort zur

Gelsolin-/Villin-Familie  aktinbindender ~ Proteine. ~Durch  seine  Ca’’-abhingige
aktinblockierende Eigenschaft wird die Aktindynamik reguliert und dadurch die Zellmotilitdt
moduliert. Bei verschiedenen Tumorentitidten wie z. B. dem Glioblastom wurde bereits eine
CAPG-Uberexpression mit einer erhohten Invasivitit und Migration assoziiert. Erste
Hinweise deuten zudem darauf hin, dass es sich bei CAPG um ein redox-sensitives Protein
handeln konnte. Somit stand die genauere Charakterisierung von CAPG als redox-sensitives

Protein im Fokus dieser Arbeit.

e Die Behandlung von A172-Glioblastomzellen mit Wasserstoffperoxid fiihrte zur
Identifizierung von CAPG als eines von 382 redox-sensitiven Proteinen nach
Anreicherung {iber eine Thiopropyl Sepharose Matrix.

e Im Rahmen dieser Arbeit wurde das PEG-Switch Protokoll erfolgreich fiir die weitere
Charakterisierung des Redoxstatus von CAPG etabliert. Die detektierte
Molekulargewichtsverschiebung deutet darauf hin, dass zwei der fiinf Cysteine von
CAPG sensitiv fiir die Oxidation sind.

e Mit Hilfe des differenziellen massenspektrometriebasierten Markierungsexperiments
konnten die beiden Cysteine, C282 und C290, von CAPG in den unbehandelten
Proben positionsgenau als reversibel oxidiert nachgewiesen werden. Wohingegen es
unter Wasserstoffperoxidbehandlung zu einer Uberoxidation zu einer Sulfin- (SO,H)
oder Sulfonsdure (SO3;H) zu kommen scheint. Mittels zielgerichtetem
PRM-Experiment wurde eine Trioxidation an dem Cystein C290 nachgewiesen. Der
mogliche funktionelle Einfluss der oxidativen posttranslationalen Modifikationen
sollte im Folgenden geklirt werden.

e In Scratch Assays konnte erstmals gezeigt werden, dass die beiden Cysteinmutanten
C282S und C290S von CAPG das Migrationspotenzial der LN18-Zellen inhibieren.
Uberdies konnte mit Hilfe der Cysteinmutanten gezeigt werden, dass keines der
Cysteine von CAPG einen signifikanten FEinfluss auf die kanonische
Aktin-Capping-Funktion von CAPG hat. Dessen ungeachtet ist die Lokalisation von
CAPG jedoch redox-abhiangig und nach Wasserstoffperoxidbehandlung verringert sich
die CAPG-Menge im Kern. AuBerdem zeigte die Analyse der subzelluliren
Lokalisation von CAPG in menschlichem Tumorgewebe eine heterogene

CAPG-Verteilung, die in verschieden-gradigen Gliomen kein klares Muster zeigte.



Zusammenfassung

e Mittels einer Interaktomstudie konnte eine weitere zelluldre Funktion, in Form einer
moglicherweise redox-abhingigen Beteiligung an Adhidsionskomplexen, postuliert

werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde CAPG als redox-sensitives Protein in humanen
Glioblastomzelllinien umfassend charakterisiert. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
beiden Cysteine, C282 und C290, dabei eine relevante Rolle fiir die Proteinfunktion spielen.
Dabei deuten die Daten darauthin, dass CAPG in Abhingigkeit seines Redoxzustandes an der
Ausbildung von Adhésionskomplexen beteiligt ist und dass dies zu einem gesteigerten

Migrationspotenzial der Zellen fithren konnte.
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Summary

Summary
The human macrophage capping protein (CAPG) is a 38.5 kDa actin filament capping protein

of the gelsolin/villin family of actin binding proteins. Due to its Ca*'-dependent actin
blocking property, actin dynamics are regulated and thereby cell motility is modulated. In a
number of tumors such as glioblastoma a CAPG overexpression has already been associated
with increased invasiveness and migration. Preliminary studies suggested CAPG as a potential
redox-sensitive protein. The aim of this work was the detailed characterization of CAPG as a

redox-sensitive protein.

e The hydrogen peroxide treatment of A172 glioblastoma cells led to the identification
of CAPG as one of 382 redox-sensitive proteins after enrichment via a Thiopropyl
Sepharose matrix.

e As part of this work the PEG switch protocol was successfully established for a further
characterization of the redox status of CAPG. The detected molecular weight shift
indicates that two of the five CAPG cysteines are sensitive to oxidation.

e With the differential mass spectrometry based labeling experiment the two cysteines,
C282 and C290, of CAPG could be detected as reversibly oxidized in the untreated
samples. Whereas an overoxidation to a sulfinic (SO,H) or sulfonic acid (SOs;H)
occurs as a result of the hydrogen peroxide treatment. Additionally, a trioxidation was
detected on the cysteine C290 in a targeted parallel reaction monitoring experiment.
However, the possible functional impact of the oxidative posttranslational
modifications should be further validated.

e [t was shown for the first time that the two cysteine mutants, C282S and C290S,
inhibit the invasion potential of the LN18 cells in scratch assays. But however, the
cysteines of CAPG had no significant influence on the canonical actin capping
function of CAPG. Using the cysteine mutants, it could be shown that the subcellular
localization of CAPG is redox-dependent and that the amount of CAPG in the nucleus
decreases after hydrogen peroxide treatment. Furthermore, the analysis of the
subcellular localization of CAPG in human tumor tissue showed a heterogeneous
CAPG distribution showing no clear pattern in different glioma grades.

e With the results from the interactome studies another cellular function for CAPG
could be postulated in form of a possibly redox-dependent involvement in adhesion

complexes.

111



Summary

This work extensively contributes to the comprehensive characterization of CAPG as a
redox-sensitive protein in human glioblastoma cell lines. It was shown that the two cysteines,
(C282 and C290, play a relevant role for protein function and regulation. Additionally, the data
indicates that CAPG is involved in the formation of adhesion complexes depending on its

redox state and that this could lead to an increased migration of the cells.

v



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Reaktive Sauerstoffspezies und ihre Entstehung

Reaktive Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS), die von molekularem
Sauerstoff (O,) abgeleitet sind, konnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Zum einen in freie
Radikale, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen, wodurch sie besonders reaktiv
sind und gleichzeitig nur eine kurze Halbwertszeit besitzen. Zu dieser Gruppe gehoren das
Superoxidanion (O,7), das Hydroxyl-Radikal (OH) und Stickstoffmonoxid (NO’). Zur
zweiten Gruppe gehoren Wasserstoffperoxid (H,0O,) und die hypochlorige Séure (HOCI), die
hdufig irrtimlich als freie Radikale des Sauerstoffs bezeichnet werden, sich jedoch ihre
ungepaarten Elektronen teilen (Betteridge, 2000; Birben et al., 2012; Fridovich, 1999;
Halliwell, 1996, Halliwell und Cross, 1994). Dariiber hinaus wird auch der
Singulett-Sauerstoff ('0,) zu den reaktiven Sauerstoffspezies gezéhlt (Sies, 1993; Sies, 2017).
Die stufenweise Reduktion von molekularem Sauerstoff fiihrt dabei zur Entstehung und
Verkniipfung der verschiedenen aufgezihlten ROS durch einen 1-Elektronentransfer (Cai und
Harrison, 2000; Nordberg und Arnér, 2005). Neben ROS zédhlen auch reaktive Stickstoff-
(RNS) (del Rio, 2015) und reaktive Schwefelspezies (RSS) (Giles et al., 2001) zu weiteren
wichtigen reaktiven Spezies (RS).

In allen aeroben Organismen werden ROS gebildet und abgebaut. Die Regulation des
Auf- und Abbaus fiihrt zu physiologischen ROS-Konzentrationen, die flir eine normale
Zellfunktion erforderlich sind (Finkel und Holbrook, 2000; Nordberg und Arnér, 2005). 1985
wurde erstmals der Begriff oxidativer Stress fiir den Zustand, bei dem es als Folge zu
molekularen Zellschdden kommen kann, wenn ein Ungleichgewicht in der zelluldren
Redox-Homoostase aufgrund einer Uberproduktion an ROS oder einer unzureichenden
antioxidativen Abwehr besteht, eingefiihrt (Sies, 1985). Innerhalb der Zelle sind ROS in der
Lage Proteine, Lipide und Desoxyribonukleinsduren (DNA) zu modifizieren, was zu einer
Veranderung der Funktion des jeweiligen Molekiils fithren kann (Stadtman, 2006) und
weshalb eine enge und komplexe Regulierung der Prozesse zur Aufrechterhaltung des
zelluldren Redoxzustandes erforderlich ist.

Pro Tag ist eine humane Zelle ca. 1,5x10° oxidativen Addukten ausgesetzt (Beckman und
Ames, 1997; Nakajima et al., 1996), die endogen als Neben- oder Zwischenprodukt wiahrend
des zelluldren Metabolismus erzeugt werden oder durch exogene Quellen entstehen.
Mitochondrien stellen die wichtigste intrazelluldre Quelle fiir ROS im Organismus dar. Wobei
wihrend der Adenosintriphosphat (ATP)-Synthese zwei Elektronen auf molekularen

Sauerstoff liber oxidative Phosphorylierungen in den Mitochondrien {ibertragen werden
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missen. Dabei wird ein Protonengradient erzeugt, der fiir die ATP-Synthese genutzt wird.
Hier wird ein Grofteil des molekularen Sauerstoffs zu Wasser reduziert (Deutzmann et al.,
2006; Loffler et al., 2014). Als Nebenprodukt dieser Reaktion entstehen aus 1-3 % des
molekularen Sauerstoffs primar O,” und H,0,, als auch sekundir 'OH durch
Monoaminooxidasen an Komplex I (Nicotinamidadenindinukleotid (NADH):
Ubichinon-Oxidoreduktase) und Komplex III (Ubihydrochinon (Ubichinol):
Cytochrom c-Oxidoreduktase) in der Atmungskette (Ames et al., 1993; Turrens, 2003;
Turrens et al., 1985; Turrens und Boveris, 1980). Dabei fiihrt eine mitochondriale
Dysfunktion schnell zu oxidativem Stress (Tahara et al, 2009). Zudem entstechen ROS
endogen auch im Zytosol, im Endoplasmatischen Retikulum (ER), in Peroxisomen und durch
extramitochondriale, mit der Plasmamembran assoziierte Oxidasen (Fuchs-Tarlovsky, 2013;
Gough und Cotter, 2011). Bei enzymatischen Reaktionen, beispielsweise durch Peroxidasen,
Xanthin- und Aldehydoxidasen, Cytochrom-c-Oxidasen, NO-Synthasen, Lipooxygenasen
oder Cyclooxygenasen, entstehen zelluldr ebenfalls ROS (Droge, 2002; Fransen et al., 2012).
Zu einer weiteren wesentlichen zelluliren ROS-Quelle z#hlen membrangebundene
NADPH-Oxidase-Komplexe (NOX) (Bedard und Krause, 2007), die O," als Endprodukt
generieren, welches spontan (~10°M"'s"') oder enzymkatalysiert zu H,O, und O,
umgewandelt wird. Wohingegen die enzymkatalysierte Umwandlung um etwa vier
GroBenordnungen schneller liber die Superoxid-Dismutase (SOD) erfolgt (Gardner et al.,
1995; Hsu et al., 1996; Tyler, 1975). Zu der NOX-Familie gehoren fiinf kanonische NOX
(NOX1 bis NOX5) und zwei duale Oxidasen (DUOX1 und DUOX?2), die die O, -Produktion
in einer NADPH-abhédngigen Reaktion katalysieren (Lambeth et al., 2007). Superoxidanionen
haben nur eine kurze Lebensdauer und einen begrenzten Diffusionsbereich, wodurch ihre
Reaktivitit relativ gering ist (Weidinger und Kozlov, 2015). Im Vergleich besitzt H,O, eine
verhéltnisméfBig lange Halbwertszeit von 1 ms, ist membrangingig und diffusionsfdhig,
wodurch es als zelluldres Signalmolekiil fungieren kann (Bedard und Krause, 2007; Sies,
1993). Bei der Reduktion von H,;0O, in Gegenwart von Eisen-(II)-lonen entstehen
hochreaktive Hydroxylradikale wéhrend der sogenannten Fenton-Reaktion (Zepp et al.,
1992). Hydroxylradikale gelten als instabilste und reaktionsfreudigste ROS, wodurch sie
hiufig stark toxisch wirken (Halliwell und Gutteridge, 1984). Neutrophile, Eosinophile und
Makrophagen sind in der Lage ROS eigenstindig zu produzieren. Aktivierte Makrophagen
produzieren Superoxidanionen, Stickoxid und Wasserstoffperoxid, um z. B. eindringende

Bakterien abzutéten (Conner und Grisham, 1996; Thomas et al., 1988).



Einleitung

Exogene  Stimuli, wie z.B. Chemotherapeutika, = Medikamente, = Xenobiotika,
Ultraviolette (UV)- und ionisierende Strahlung, inflammatorische Zytokine und
Umwelttoxine tragen ebenso zur Entstehung von ROS in Zellen bei (Poole, 2015; Sacca und
Izzotti, 2014; Sies, 1993). Die Vielzahl unterschiedlicher Stimuli, die zur Entstehung von
ROS beitragen, verdeutlicht, wie komplex die Regulation der Redox-Homdostase zur

Vermeidung von oxidativem Stress sein muss.

1.2 Funktion und Regulation von ROS

In den vergangenen Jahren hat sich die Sichtweise, dass ROS nur mit oxidativem Stress und
Zellschdden assoziiert sind, stark gewandelt. Besteht intrazelluldr ein ausgeglichenes
Verhiltnis zwischen pro- und antioxidativen Einfliissen, herrscht eine Redoxbalance in der
Zelle. Um diese aufrecht zu erhalten, existieren Oxido-Reduktionssysteme, die die
entstehenden RS in ihren physiologischen Grenzen halten (Droge, 2002; Valko et al., 2007).
Derzeitig besteht grofles Interesse an Prozessen, die durch ROS reguliert werden. Denn es hat
sich gezeigt, dass ROS an einer Reihe von physiologischen, als auch pathophysiologischen
Prozessen, wie z.B. der Genexpression, der Zellproliferation, der Migration, der
Differenzierung und der Apoptose beteiligt sind (Finkel, 2003; Sinha ef al., 2013; Steven et
al., 2017). In geringen Konzentrationen fungieren ROS zudem als wichtige Signalmolekiile
(Finkel, 1999). Mehrere Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone und Neurotransmitter
stehen in Zusammenhang mit ROS als sekundéiren Botenstoff bei der intrazelluldren
Signaltransduktion (Thannickal und Fanburg, 2000). Die durch oxidative posttranslationale
Modifikationen (oxPTM) verursachten Verdnderungen der Proteinfunktion und ihre
Féhigkeit, mit anderen Proteinen, Makromolekiilen und DNA zu interagieren, werden
allgemein als Redoxsignalweiterleitung bezeichnet. Kénnen die Oxido-Reduktionssysteme die
Uberproduktion an ROS nicht mehr kompensieren, kommt es zur Akkumulation oxidativer
Zellschdden und es wird von oxidativem Stress gesprochen (Schieber und Chandel, 2014).

Dabei konnen ROS sowohl DNA, Lipide, als auch Proteine modifizieren, was direkte
Auswirkungen auf die Zellphysiologie hat (Laval, 1996; Stadtman, 2006; Valko et al., 2006).
Interagieren ROS mit DNA kann dies zu oxidativen Schiden in Form von Einzel-, sowie
Doppelstrangbriichen und DNA-Addukten fiihren. Daraus entstehende Mutationen kénnen die
Tumorentstehung begiinstigen (Manda et al., 2009; Pitot, 1993). Durch die Reaktion von
Lipiden mit ROS wird eine radikalische Kettenreaktion in Gang gesetzt, bei der es zur
Lipidperoxidation kommt, was in einer verdnderten Fluiditit und Zellpermeabilitit von
biologischen Membranen und einer Modifikation von membranassoziierten Rezeptoren

resultieren kann (Dalle-Donne et al., 2006; Halliwell und Chirico, 1993; Stocker und Keaney
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Jr, 2004). ROS kénnen eine Peptidkettenfragmentierung, eine Anderung der elektrischen
Ladung und eine Vernetzung von Proteinen verursachen (Berlett und Stadtman, 1997). Zudem
sind ROS in der Lage einzelne Aminosduren spezifisch reversibel und irreversibel zu
modifizieren, wodurch sowohl die Proteinfunktion, -aktivitit, als auch -struktur beeinflusst
werden kann (Birben et al., 2012; Kelly und Mudway, 2003). Aber auch Proteine werden
durch oxidativen Stress geschiadigt. Dabei greifen vor allem Hydroxylradikale die
Peptidbindung an und induzieren die Fragmentierung von Polypeptidstringen (Berlett und
Stadtman, 1997).

Durch enzymatische und nicht-enzymatische Oxido-Reduktionssysteme wird die
Redox-Homoostase aufrechterhalten und eine Signalweiterleitung durch oxidative
Modifikation redox-sensitiver Proteine innerhalb der Zelle ermdglicht. Denn auch fiir die
redox-spezifische Signalweiterleitung spielt die Menge an ROS eine entscheidende Rolle.
Schiitzende antioxidative Enzyme entfernen Oxidationsmittel durch Metall-, Thiol- oder
Selen-abhédngige Reaktionen und werden ihrerseits durch Reduktasesysteme aufrechterhalten
(Abbildung 1) (Poole, 2015). Da aus einer Vielzahl an ROS-Quellen primédr O, entsteht,
zahlen die drei Isoformen der Superoxiddismutase (SOD) zu den wichtigsten enzymatischen
Antioxidantien. Zu den Isoformen zdhlen die Kupfer-Zink-SOD (CuZn-SOD,(SOD1)), die
Mangan-SOD (Mn-SOD,(SOD?2)) und die extrazellulire SOD (EC-SOD,(SOD3)), die O," zu
H,0; und O, dismutieren (Zelko ef al., 2002). Um eine Akkumulation von H,O, in der Zelle
zu verhindern, sind der SOD zwei Enzymsysteme nachgeschaltet. Zum einen kann das
gebildete H,O, durch das in den Peroxisomen lokalisierte Enzym Katalase zu Wasser und O,
disproportioniert werden (Kirkman et al., 1999), zum anderen durch die Enzymfamilie der
Glutathion-Peroxidasen (GPX) oder Peroxiredoxine (PRDX) (Flohe, 1988). Einige GPX
besitzen die seltene Aminosdure Selenocystein in ihrem aktiven Zentrum und nutzen
niedermolekulare Thiole, wie Glutathion (GSH), zur Reduktion von Wasserstoffperoxid. Das
Tripeptid GSH (L-y-Glutamyl-L-Cysteinyl-Glycin) ist mit einer Konzentration im niedrig
millimolaren (mM) Bereich das in allen Zellen am héaufigsten vorkommende
Reduktionsmittel. Bei der Reduktion von H,O, durch GPX werden zwei Molekiile GSH
oxidiert und bilden das Glutathiondisulfid (GSSG), welches seinerseits durch das Enzym
Glutathion-Reduktase (GR) unter Verbrauch von NADPH wieder reduziert werden kann. Die
Glutathion-Peroxidase 1 (GPX1) ist dabei das am héiufigsten vorkommende Mitglied der
GPX-Familie, welches sich in allen Zellen, sowohl im Zytosol, als auch in den Mitochondrien
und in einigen Zellen sogar in Peroxisomen befindet (Esworthy et al., 1997; Flohe und

Schlegel, 1971; Singh et al., 1994). GSH ist ebenfalls in der Lage Glutaredoxine (GLRX) zu
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reduzieren, die ihrerseits verschiedene Substrate, wie z. B. glutathionylierte Proteine,
reduzieren konnen (Abbildung 1). Peroxiredoxine sind sowohl im Zytosol, in Mitochondrien,
als auch an Membranen lokalisiert und kommen in einer Vielzahl von Lebewesen vor. Beim
Menschen sind sechs verschiedene PRDX (PRDX1-6) bekannt, die ein redox-sensitives
Cystein in ihrem katalytischen Zentrum besitzen. Das durch die Reduktion von H,O, selbst
oxidierte Peroxiredoxin kann im Anschluss selbst durch Thioredoxine (TRX) reduziert
werden. Denn TRX besitzen im aktiven Zentrum eine Cystein-X-X-Cystein-Sequenz, welche
bei der Reduktion von H,O, zu Wasser selber oxidiert wird. Im reduzierten Zustand besitzen
TRX zwei freie Thiol-Gruppen, wihrend im oxidierten Zustand eine Disulfidbriicke
ausgebildet wird. Regeneriert wird das Thioredoxin durch die Thioredoxin-Reduktase

(TRXR) unter Beteiligung von NADPH als Elektronendonor (Holmgren, 2000).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des enzymatischen Antioxidationssystems zur Entfernung von
ROS. O, wird von NADPH-Oxidase-Komplexen (NOX) als Endprodukt generiert und kann im néchsten Schritt
von Superoxiddismutasen (SOD) zu H,0, und O, dismutiert werden. Katalasen (CAT), Glutathion-Peroxidasen
(GPX) und Peroxiredoxine (PRDX) konnen die Umwandlung von Wasserstoffperoxid (H,0,) zu Wasser (H,0)
und Sauerstoff (O,) katalysieren. Oxidiertes Glutathion (GSSGy,y) und oxidiertes Thioredoxin (TRX,) kdnnen
durch die Glutathion-Reduktase (GR) bzw. die Thioredoxin-Reduktase (TRXR) zu Glutathion (GSH,,4) und
TRX,eq reduziert werden. [ NADP/NADPH = oxidiertes/reduziertes Nicotinamidadenindinukleotidphosphat/die
Abbildung wurde modifiziert nach Kageyama und Waditee-Sirisattha, 2019]

Nicht-enzymatische Antioxidantien werden in zwei Gruppen unterschieden. Zu der
hydrophoben Gruppe nicht-enzymatischer Antioxidantien zdhlen z. B. Vitamin E (White et
al., 1997), Carotinoide und Ubiquinol (Rice-Evans et al., 1997). Diese lagern sich vor allem
in Zellmembranen ein, um diese vor der Schidigung durch Lipidperoxidation zu schiitzen
(Sies und Stahl, 1995). Zu den hydrophilen Substanzen gehoren unter anderem Vitamin C
(Bunker, 1992) und GSH (Masella et al., 2005; Sies, 1993). Aufgrund seiner hohen
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intrazelluliren Konzentration und der wichtigen Rolle, die GSH im Glutathionsystem
einnimmt, ist es maBgeblich fiir die Redox-Homoostase (Meister und Anderson, 1983).

Durch eine Dysregulation der Redox-Homdostase kann es zur Ausbildung von einer Reihe
von Krankheiten, wie Krebs, neurologischen Storungen, Atherosklerose, Bluthochdruck und

Diabetes, kommen (Dalle-Donne et al., 2006).

1.3 Posttranslationale Modifikation von Proteinen
Die Untersuchung reversibler und irreversibler posttranslationaler Modifikationen (PTM) von

Proteinen  spielt eine  wichtige Rolle bei der Beschreibung biologischer
Funktionszusammenhénge. Dabei sind die Zellen in der Lage solche Proteinverdnderungen,
die maBgebend fiir die Proteinfunktion, -lokalisation, -struktur oder fiir die
Protein-Protein-Interaktion sind, zu regulieren. Zu den bekanntesten PTM =zédhlen die
Acetylierung, die Glykosylierung, die Phosphorylierung und die Methylierung (Larsen ef al.,
2006). Die Phosphorylierung zdhlt ihrerseits zu den am héufigsten untersuchten
Proteinmodifikationen, wobei z. B. Serin-, Threonin- und Tyrosinreste durch Proteinkinasen

phosphoryliert werden.

1.3.1 Oxidative posttranslationale Modifikation von Proteinen
Die Bedeutung von ROS als sekunddre Botenstoffe mit regulatorischen Funktionen riickt in

den letzten Jahren immer mehr in den Fokus. Dabei kann die Signaltransduktion iiber die
Induktion von reversiblen und irreversiblen oxidativen posttranslationalen Modifikationen
(oxPTM) erfolgen. Denn in physiologisch geringen bzw. moderaten Mengen sind ROS an
einer Vielzahl wichtiger zelluldrer Prozesse beteiligt. Wobei die oxidative Modifikation von
redox-sensitiven  Proteinen eine entscheidende Rolle bei der intrazelluldren
Signalweiterleitung durch Verdnderung der Proteinfunktion, -lokalisation oder der
Protein-Protein-Interaktion spielt. Cysteine, Methionine, Tryptophane, Tyrosine und Histidine
zdhlen zu den fiir die Oxidation zugénglichsten Aminosduren (Hawkins und Davies, 2001;
Stadtman, 1993; Valderrama et al, 2002). Wobei davon vor allem die Cystein- und
Methioninreste anfillig fiir die Oxidation sind (Dean ef al., 1985).

1.3.2 Oxidative posttranslationale Cysteinmodifikationen
Cystein ist eine der seltener vorkommenden proteinogenen Aminosduren (Jones, 2008).

Dennoch findet sie sich hiufig als hochkonservierter Rest innerhalb wichtiger funktioneller
oder struktureller Proteinstellen (Fomenko et al., 2008). Im Vergleich zu Methionin ist die
Thiolgruppe (-SH) des Cysteins ionisierbar, wobei eine negativ geladene Thiolatgruppe (-S°)

nach der Deprotonierung entsteht und somit die nucleophile Reaktivitdt erhoht wird. Dabei
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erfolgt die Deprotonierung bereits ab einem physiologischen pH-Wert von 7.,4. Das
elektronenreiche Schwefelatom kann in mehreren Oxidationsstufen (von -2 bis +6) vorliegen,
weshalb es fiir die Oxidation durch ROS anfillig ist und es zur Ausbildung einer Vielzahl
verschiedener oxidativ posttranslationaler Modifikationen (oxPTM) kommen kann
(Abbildung 2). Dazu zdhlen reversible Modifikationen, wie die S-Nitrosylierung (R-SNO),
S-Glutathionylierung (R-S-GSH), intra- und intermolekulare Disulfidbindungen (R-S-S-R')
und die Sulfenylierung (Sulfensdure, SOH) (Chung et al, 2013). Diese spielen eine
entscheidende Rolle bei der Redoxregulation von Proteinen, weil sie in der Lage sind die
Proteineigenschaften zu verdndern (Wani ef al., 2014). Diese reversiblen Thiolmodifikationen
konnen ihrerseits wie ein redox-regulierter Schalter die Proteinfunktion regulieren. So stellt
die oxidative Modifikation von Proteinen einen wichtigen Mechanismus dar, bei dem ein
oxidatives Signal in eine biologische Antwort umgewandelt wird (Paulsen und Carroll, 2013).
Die hochreaktive Sulfensdure kann zu den weitestgehend irreversiblen Modifikationen, einer
Sulfin- (R-SO,H) und einer Sulfonsdure (R-SO3H) weiter oxidieren. Diese werden hédufig mit
einer Dysregulation der Redox-Homdostase und daraus resultierenden Krankheiten, wie z. B.

Krebs, assoziiert (Klaunig und Kamendulis, 2004).
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Abbildung 2: Mégliche oxidative posttranslationale Cysteinmodifikationen und deren gegenseitige
Umwandlung. Das Schwefelatom im Kern des Thiols ist elektronenreich und ermoglicht mehrere
Oxidationsstufen, wodurch freie Thiole (R-SH) unter oxidierenden Bedingungen intra- und intermolekulare
Disulfide (R-S-S-R°) ausbilden kénnen, die durch Thioredoxin oder Glutaredoxin reduziert werden kdnnen.
Thiosulfinate und Thiosulfonate entstehen durch die Oxidation von Disulfiden. Thiole kdnnen ebenfalls
sulfhydriert (R-S-SH) werden oder reagieren mit niedermolekularen Thiolen wie Glutathion (GSH) zu einem
Glutathiondisulfid (R-S-SGH). Zu weiteren reversiblen Modifikationen zdhlen die S-Nitrosylierung (R-SNO)
und die Sulfenylierung (Sulfensdure/R-SOH). Die reaktive Sulfensdure kann in Gegenwart hoher
Wasserstoffperoxidkonzentrationen zu den weitestgehend irreversiblen Modifikationen, einer Sulfin- (R-SO,H)
oder einer Sulfonsdure (R-SOs;H) weiter oxidieren. [die Abbildung wurde modifiziert nach Poschmann und
Stiihler, 2012, sowie Brandes et al., 2009]
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Die Reaktionsfahigkeit eines Cysteins bzgl. der Oxidation wird durch Faktoren, wie die
umliegenden Aminosdurereste, deren Zuginglichkeit, die subzelluldre Proteinlokalisation,
dem pH-Wert und der jeweiligen Sédurekonstante (pK,) des Cysteins beeinflusst.
Normalerweise haben Cysteinreste in Proteinen einen pK,-Wert von ca. 8,5.
Oxidation-sensitive und dadurch reaktivere Cysteine weisen jedoch hdufig einen geringeren
pKa.-Wert auf. Reaktive Cysteine in der Thiolatform werden unter anderem durch positiv
geladene Aminosdurereste stabilisiert (Jacob et al., 2011; Poole, 2015). Die Reihe
unterschiedlicher oxPTM und deren Reversibilitdt erhdht die mechanistische Vielfalt fiir die
Proteinfunktion und macht die Untersuchung von Zellsignalwegen, bei denen Cysteinreste
oxidiert werden, zu einem wachsenden Forschungsgebiet (Paulsen und Carroll, 2013).

Zu Proteinen, die durch Ausbildung von Disulfidbriicken aktiviert werden, zéhlen
beispielsweise der Transkriptionsfaktor OxyR aus E. coli (Zheng et al., 1998), der
Transkriptionsfaktor Yaplp aus S. cerevisiae (Kuge et al., 2001), das als molekulares
Chaperon fungierende Protein Hsp33 aus E. coli (Jakob et al., 1999) und der humane
Apoptosefaktor p66™ (Gertz et al, 2008). Die Oxidation von p66™™ fithrt in den
Mitochondrien zur Produktion von Wasserstoffperoxid, welches wiederum die
Membranpermeabilitdt erhoht und die Apoptose einleitet (Giorgio et al., 2005). Eine Vielzahl
von  Signalmolekiilen, einschlieflich  Rezeptortyrosinkinasen, = Phosphatasen  und
Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB (engl.: nuclear factor-«B) und AP-1 (engl.: activator
protein-1), besitzen redox-sensitive Cysteinreste (Brigelius-Flohe und Flohe, 2011; de Nigris
et al., 2001; Mohora et al., 2009) und sind an einer Reihe von physiologischen Prozessen, wie
dem Stoffwechsel, der Signaltransduktion, der Zellproliferation, der Genexpression und der
Apoptose beteiligt (Jakob und Leichert, 2009; Spickett und Pitt, 2012). Ebenfalls wird
angenommen, dass RS die Entwicklung und Verkniipfung neuronaler Synapsen, sowie

Lern- und Gedéchtnisprozesse beeinflussen (Milton und Sweeney, 2012).

1.4 Das Aktinfilamentsystem

Das Zytoskelett ist neben der Stabilisation der Form der Zellen, auch an einer Reihe
unterschiedlicher Prozesse, wie der Zellwanderung, der Endozytose, dem intrazelluldren
Transport, der morphologischen Verdnderung, der Zellteilung und der Adhédsion beteiligt
(Blain, 2009). Dabei setzt sich das Zytoskelett einer eukaryotischen Zelle aus dem
Intermediéren-, dem Mikrotubulisystem und dem Aktinzytoskelett zusammen. Diese drei
Klassen weisen jeweils einen fiir sich spezifischen Aufbau auf und iibernehmen dadurch
verschiedene Aufgaben in der Zelle. Das Aktinzytoskelett ist hochdynamisch und nimmt eine

besondere Rolle bei der Zellbewegung ein (Chen et al., 2000). Der Auf- und Abbau von
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Aktinfilamenten ermoglicht der Zelle eine Anpassung auf extra- oder intrazelluldre Signale.
Durch aktinbindende Proteine (ABP), die mit dem Netzwerk interagieren und die
Polymerisation der Aktinfilamente steuern, wird die Umorganisation des Aktinzytoskeletts
bewiltigt (Giebing et al., 1994; Lauffenburger und Horwitz, 1996).

Aktin wird in fast allen eukaryotischen Zellen exprimiert und kann in zwei verschiedenen
Formen in der Zelle vorliegen. Das als globuldres Aktin (G-Aktin) bezeichnete Monomer
(42 kDa) kann in einer reversiblen Reaktion zu helikalen Filamenten, die ihrerseits als
F-Aktin bezeichnet werden, polymerisieren (Abbildung 3A) (Holmes et al., 1990). Dabei
zahlt Aktin zu den am hiufigsten vorkommenden, hoch konservierten, multifunktionalen
Proteinen in vielen Zellen. Beim Menschen sind drei Aktin-Isoformen bekannt, die sich nur in
wenigen Aminosduren unterscheiden und in verschiedenen Gewebetypen exprimiert werden.
Funktionell sind diese Isoformen in alpha (a)-Aktin (muskuldre Variante), beta (p)-Aktin
(nicht muskuldre Variante) oder gamma-Aktin (glatte Muskel- und Nichtmuskelvariante)
unterteilbar (Garrels und Gibson, 1976; Khaitlina, 2001).

Im Wesentlichen findet die Aktinpolymerisation in drei Schritten statt. Im ersten Schritt, der
Nukleation, lagern sich drei bis vier ATP-beladene Aktinmonomere langsam zu einem Kern
zusammen, denn nur so entsteht ein thermodynamisch hinreichend stabiler Komplex, um in
den folgenden Schritten ein F-Aktinfilament auszubilden. Im néchsten Schritt binden weitere
Aktinmonomere bidirektional an den zuvor gebildeten Kern. Dieser Vorgang wird als
Elongation bezeichnet (Abbildung 3B) und lduft schnell ab bis sich ein FlieBgleichgewicht
(engl.: steady-state) zwischen neuanlagernden und dissoziierenden Aktinmonomeren einstellt
(Pollard und Cooper, 1986). Der Polymerisationsvorgang ist ATP-abhidngig und benétigt ein-
bzw. zweiwertige Kationen (K, Mg*", Ca*"). Die Konzentration an freiem G-Aktin, die im
Gleichgewicht zwischen Polymer und Monomer besteht, wird als kritische Konzentration
(Cc, engl.: critical concentration) bezeichnet. Sie bestimmt den Polymerisationsgrad und ist
fir beide Enden unterschiedlich. Deshalb wird zwischen dem schnell wachsenden
(engl.: barbed-end oder (+)-Ende, C.:+ von 0,1 uM) und dem langsam wachsenden
(engl.: pointed-end oder (-)-Ende, C.. von 0,8 uM) Aktinfilament unterschieden (Carlier und
Pantaloni, 1997; Wegner, 1976). Diese Asymmetrie kommt durch die G-Aktin-Struktur und
durch die Verteilung von ATP- bzw. ADP-beladenen Aktinmonomeren zustande (Bugyi und
Carlier, 2010). Am (+)-Ende erfolgt vor allem die Polymerisation wihrend am (-)-Ende vor
allem die Depolymerisation stattfindet. Dieser Vorgang wird als Tretmiihlenmechanismus

bezeichnet (Neuhaus ef al., 1983; Wegner, 1976).
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Abbildung 3: A) Struktur eines Aktinmonomers als Bandmodel. Die Abbildung wurde mit Hilfe der
Software PyMOL und dem PDB-File: 1ATN erstellt. In Rot ist das gebundene ATP-Molekiil und in Griin das
Ca®'-Ton dargestellt. In B) ist der spontane Nukleations- und Elongationsprozess dargestellt. Dimere und
Trimere sind instabil. Das Langenwachstum findet schnell am barbed-end (B) und langsam am pointed-end (P)
statt. [die Abbildung wurde modifiziert nach Pollard und Cooper, 2009]

Die hoch dynamische Struktur des Aktinzytoskeletts, die eine schnelle Anpassung an
unterschiedliche Stimuli ermoglicht, erklart warum es an einer Reihe relevanter Prozesse, wie
der Zellbewegung, der Zellteilung, der Endozytose, der Remodellierung von Chromatin und
der Sekretion beteiligt ist (Bettinger et al., 2004; Stossel, 1993; Trifar6 et al., 2002; Trifaro et
al., 2008; Yarar et al., 2005). Aufgrund der hohen Konzentrationen an Aktinmonomeren und
hoher Salz- und ATP-Konzentrationen innerhalb der Zelle, wiirde das gesamte Aktin
polymerisiert vorliegen, wenn keine aktinbindenden Proteine vorhanden wéren. Denn diese
sorgen durch die Regulation des dynamischen Auf- und Abbaus von Aktinfilamenten dafiir,

dass die Hélfte des Aktins in der Zelle als F-Aktin vorliegt (Stossel et al., 1985).

1.5 Regulation der Aktinpolymerisation durch aktinbindende

Proteine
Die Organisation des Aktinzytoskeletts wird unter anderem durch die Verfiigbarkeit von

Aktinmonomeren und dem Wechsel zwischen verschiedenen Kationen beeinflusst, aber auch
durch eine Vielzahl aktinbindender Proteine. Aktinbindende Proteine modulieren das
Liangenwachstum von Aktinfilamenten und konnen anhand ihrer Funktion und ihrer
unterschiedlichen Aktinbindeeigenschaften in verschiedene Gruppen unterteilt werden
(Winder und Ayscough, 2005). Einige Prozesse zur Modulierung der Aktinpolymerisation
sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt.
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A) Monomer-bindende Proteine

g a Profilin, Cofilin, (o) Q
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Abbildung 4: Modulierung von G- und F-Aktin durch ABP. In A) sind aktinmonomerbindende Proteine und
in B) filamentbindende Proteine dargestellt. [die Abbildung wurde modifiziert nach Pollard und Cooper, 2009]

Die Verfiigbarkeit an freiem G-Aktin wird in der Zelle durch aktinmonomerbindende

Proteine, wie z.B. Profilin und Thymosin, reguliert (Abbildung 4A). Wohingegen

filamentbindende Proteine die Polymerisation und Depolymerisation der Filamente

regulieren, indem sie die Filamentldnge durch Capping, Fragmentierung und die Ausbildung

komplexer Netzwerke durch Filamentquervernetzung modulieren (Lee und Dominguez,

2010). Einige reprisentative Vertreter der ABP sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Einige repriisentative Vertreter der ABP, sowie deren Eigenschaften und Funktionen.

Eigenschaft Protein Funktion

Aktinmonomerbindende Thymosin, Profilin Durch bevorzugte Bindung des G-Aktins

Proteine wird die Polymerisation verhindert
Katalyse des Nukleotidaustauschs
(Dominguez, 2009; Pollard und Borisy,
2003; Safer et al., 1997)

Polymerisationsfordernd Formine Beschleunigen den F-Aktinautbau
(Chesarone et al., 2010)

Depolymerisationsfordernd  Cofilin Beschleunigen den F-Aktinabbau
(Paavilainen et al., 2004)

Bindung des (-)-Ende Tropomodulin Verhindern eine Anlagerung oder

Dissoziation von Aktinuntereinheiten
durch das Cappen des (-)-Endes
(Weber et al., 1994)
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Eigenschaft Protein Funktion
Bindung des (+)-Ende CAPG Blockiert das (+)-Filamentende, ohne es zu
spalten (Yu et al., 1990)
Fragmentierungsproteine  Gelsolin, Villin, Erzeugen kiirzere Fragmente durch
Severin Filamentbriiche (Burtnick et al., 2004)

Quervernetzende Proteine a-Actinin, Filamin  Vernetzen F-Aktinfilamente zu Biindeln,
wodurch 3D-Netzwerke entstehen
(Sjoblom et al., 2008; Tseng et al., 2004)

ABP fungieren als wichtige Regulatoren der Aktinzytoskelettdynamik und werden ihrerseits
beispielsweise von Mitgliedern der Proteinfamilie der Rho-GTPasen {iiber komplexe
Signalwege gesteuert (Takenawa und Suetsugu, 2007). Zusitzlich spielen Stimuli, wie z. B.
der Ca2+—Spiegel (Blanchard et al, 1989) wund das Vorhandensein von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) (Yu et al., 1990), sowie posttranslationale

Modifikationen von Aminosdureresten, eine wichtige Rolle bei der Regulation von ABP.

1.6 Das humane Protein CAPG
Das humane Protein CAPG, ebenfalls bekannt als macrophage capping protein, ist 38,5 kDa

gro3 und besteht aus drei Dominen und 348 Aminosduren (Yu et al, 1990). Codiert wird
CAPG durch das CAPG-Gen, welches sich auf dem proximalen, kurzen Arm von
Chromosom 2 befindet (Mishra et al., 1994). Uberdies gehdrt CAPG zu der Gelsolin-/Villin-
Familie aktinbindender Proteine. Dabei weist CAPG eine 55 %-ige Homologie zu Gelsolin
auf und besteht aus drei Gelsolin-Dominen, wohingegen Gelsolin selbst aus sechs solcher
Doménen besteht (Mishra et al., 1994). Vom nativen CAPG existiert bislang noch keine
Kristallstruktur, daher ist nur die Struktur der CAPG-Mutante (CAPG-Sev), bei der die
Aminosduren 84-91 und 124-137 durch die aktinbindenden Helix-Sequenzen bzw. das
WH2-enthaltende Segment von Gelsolin ersetzt wurden, verfiigbar (Zhang et al., 2006). Die
3D-Struktur der CAPG-Mutante (CAPG-Sev) ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: 3D-Struktur der CAPG-Mutante (CAPG-Sev). In Rot eingefarbt wurden die fiinf in der
Aminosduresequenz enthaltenen Cysteine. Die Abbildung wurde mit Hilfe der Software PyMOL und dem
PDB-File: 1J72 erstellt.

Durch single nucleotide polymorphism (SNP) Analysen wurden zwei verschiedene Varianten
des CAPG Proteins identifiziert. Diese unterscheiden sich durch einen Aminosiureaustausch
an der Position 335. Die eine Variante weist ein Histidin (H), die andere ein Arginin (R) an
dieser Position auf (Burillo er al, 2009). Des Weiteren besitzt CAPG eine dem
herkdmmlichen Kernlokalisationssignal (engl.: nuclear localization signal, NLS) dhnelnde
Sequenz (KKLYQVKGKK) (Van Impe et al., 2003) und ist sowohl im Zytoplasma, als auch
im Zellkern lokalisiert (Gettemans et al., 2005). Es wird angenommen, dass die
Zellkernlokalisation von CAPG im Zusammenhang mit dessen Phosphorylierung steht
(Onoda und Yin, 1993). In epithelialen Zellen wurde, durch Fusion eines Kernexportsignals
(NES, engl.: nuclear export signal) von Fragmin an CAPG, die Kernlokalisation von CAPG
verhindert. Was in einem weniger invasiven Zelltyp resultierte (Gettemans et al., 2005). Der
Zellkernimport von CAPG ist ATP- und Importin-B-abhingig (De Corte et al., 2004) und
wird vom nuclear transport factor 2(NTF2) und Ran-GTPase vermittelt. NTF2 und
Ran-GTPase zdhlen zu den Hauptregulatoren fiir den Zytoplasma-Kern Transport (Van Impe
et al., 2008). Dabei stellt das im Kern lokalisierte CAPG eine mogliche Verkniipfung
zwischen dem Aktinzytoskelett und den auf mikrotubulibasierenden, fiir die Zellteilung
entscheidenden Organellen, wie der Mutter-Zentriole und der mitotischen Spindel, her
(Hubert et al, 2009). Darliber hinaus konnte das im Kern lokalisierte CAPG in
Chromatin-Remodeling-Komplexen (Olave et al., 2002; Silacci et al., 2004) und an der
Transkription (De Corte et al.,, 2004) durch seine Aktin-Capping-Eigenschaft beteiligt
sein (Chi et al., 2019; Huang et al., 2018).

CAPG wird ubiquitér exprimiert, aber besonders abundant in Makrophagen. Erstmals wurde
CAPG aus Makrophagen der Lungenbldschen (Alveolen) von Kaninchen isoliert, in denen es

ca. 1 % des zytoplasmatischen Gesamtproteins ausmachte (Southwick und DiNubile, 1986).
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Im Vergleich zu anderen Mitgliedern der Gelsolin-Familie schneidet CAPG Aktinfilamente
nicht, sondern blockiert (capped) diese am (+)-Ende (Schafer und Cooper, 1995). Durch
diesen Prozess wird die Aktindynamik moduliert. Wobei die Affinitit von CAPG gegeniiber
Aktin  durch mikromolare Ca®’-Konzentrationen kontrolliert wird. Wenn die
Ca”*-Konzentration abnimmt oder die PIP,-Menge unabhingig von der Ca’*"-Konzentration
steigt, dissoziiert CAPG leicht von den Aktinfilamenten (Johnston et al., 1990; Young et al.,
1994; Yu et al., 1990). Die reversible Ca**-Bindung bedingt eine Konformationséinderung von
CAPG, durch welche die Aktinbindestelle freigelegt wird (Young et al., 1994). Wohingegen
es durch die Interaktion von PIP, mit CAPG zur Dissoziation von CAPG und der Freigabe der
(+)-Enden der Aktinfilamente kommt. Somit kdnnte angenommen werden, dass CAPG eine
Rolle im Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweg (PIK3) spielt (Chi et al., 2019; Silacci et al.,
2004; Yu et al., 1990).

In vielen Studien wurde bereits beschrieben, dass CAPG eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Zellmotilitit einnimmt (Pellieux ef al., 2003; Witke ef al., 2001; Zhang et al.,
2009). In Wundheilungsexperimenten in Fibroblasten wurde z. B. gezeigt, dass eine moderate
CAPG-Uberexpression in einer erhdhten Zellbeweglichkeit resultiert (Sun et al., 1995).
Zudem wurde in vielen Studien nachgewiesen, dass CAPG in invasiven Tumorzellen
hochreguliert wird (Condeelis et al., 2005). Eine CAPG-Uberexpression wurde ebenfalls in
Brust-, Ovarial- und Pankreastumoren, sowie Glioblastomen und Lungenadenokarzinomen
gefunden (Dabhl et al., 2005; Lal et al., 1999; Shao et al., 2011; Thompson et al., 2007; Van
Ginkel et al., 1998).

1.7 Regulation der Aktinpolymerisation durch ROS

Die Dynamik des Aktinzytoskeletts wird zum einen, durch die Bindung von ABP und zum
anderen iiber die Modifikation von Aktin, seinerseits durch reaktive Sauerstoff- oder
Stickstoffspezies, reguliert. Dabei ist die intrazellulire Produktion an ROS fiir eine
ordnungsgeméfe Zellmigration und Chemotaxis erforderlich (Ambruso ef al., 2000; Roberts
et al., 1999). Fiir eine Reihe von Proteinen, die mit dem Zytoskelett assoziiert werden, wurde
bereits eine Redoxregulation nachgewiesen (Wilson und Gonzalez-Billault, 2015).

Aktin seinerseits ist sensitiv fiir die Oxidation durch ROS/RNS (Fiaschi et al., 2006; Lassing
et al., 2007; Milzani et al., 1997; Wilson et al., 2016). Sechs Cysteine des B/y-Aktin und fiinf
Cysteine des a-Aktins konnen oxidiert vorliegen, wobei das Cystein an Position 374 die
hochste Redoxsensitivitit aufweist (Wilson ef al., 2016). An den Cysteinen der Positionen 10
(nur im a-Aktin), 217, 257 und 374 konnte eine Glutathionylierung (Berndt ef al., 2014;
Hamnell-Pamment et al., 2005; Stournaras ef al., 1990) und an den Cysteinen 217, 257, 285
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und 374 eine Nitrosylierung nachgewiesen werden (Chen et al., 2008; Dalle-donne et al.,
2000; Thom et al., 2008). Dariiber hinaus konnte eine Sulfen-, Sulfin- oder Sulfonsdure bei
den Cysteinen an Position 217, 257, 272 (nur im B-Aktin), 285 und 374 gezeigt werden
(Fedorova et al., 2010; Gellert et al., 2015; Ishiwata, 1976; Lassing et al., 2007). Die meisten
Cysteinmodifikationen sind dabei mit Konformationsinderungen verbunden, die die
Polymerisation bzw. Depolymerisation, sowie die Wechselwirkung mit Bindungspartnern
beeinflussen. Es wird angenommen, dass die Oxidation die Polymerisation von G-Aktin
verlangsamt (DalleDonne et al., 1999; Wang et al., 2001) und die F-Aktinfilamente
destabilisiert (Stournaras ef al., 1990). Kritisch zu betrachten ist allerdings, dass viele Studien
hohe Oxidationsmittelkonzentrationen im mikromolaren Bereich verwendeten. Neuere
Arbeiten zeigen hingegen, dass in einigen Systemen eine niedrige, physiologisch relevante
ROS-Konzentration (nM-uM-Bereich) die Aktinpolymerisation férdern kann (Fiaschi et al.,
2006; Moldovan et al., 2000; Munnamalai und Suter, 2009; Xu et al., 2017).

Dariiber hinaus sind viele aktinbindende Proteine ebenfalls sensitiv fiir die Oxidation durch
RS. Ein Beispiel dafiir ist das Protein Cofilin, das die Depolymerisation von F-Aktin fordert,
indem es Filamentfragmente abtrennt, wodurch mehr neues G-Aktin und schnell wachsende
Enden (engl.: barbed-ends) entstehen (Gunst und Zhang, 2008). Die Bindung von Cofilin an
F-Aktin wird durch die Oxidation von Aktin durch MICAL erhdht (Grintsevich ef al., 2016).
Zusatzlich kann Cofilin seinerseits an vier Cysteinen (Cys39, Cys80, Cys139, Cys147) und
einem Methionin (Met115) auch direkt oxidiert werden.

Neben der Regulation des Aktinzytoskeletts iiber ROS gehort eine groe Gruppe an
Proteinen, wie Integrine, kleine GTPasen, Kinasen, Phosphatasen, Ionenkandle und
Transporter, zu dem Signalnetzwerk. Diese Proteine regulieren nicht nur direkt den Aufbau,
die Organisation und die Funktion des Aktinzytoskeletts im Hinblick auf verschiedene
zelluldre Stimuli, sondern l6sen auch unterschiedliche Signalkaskaden aus, die z. B. das
Zellwachstum oder die Migration beeinflussen. Hervorzuheben ist, dass die Regulatoren des
Aktinzytoskeletts ihrerseits ebenfalls durch ROS beeinflusst werden konnen, was die strikte
Kontrolle der ROS nochmals unterstreicht (Chuang et al., 2003; Eble und de Rezende, 2014).
Zum Beispiel umfasst die Rho-Familie der GTPasen 20 Proteine von denen ca. die Hélfte ein
konserviertes redox-sensitives Motiv (GXXXXGK(S/T)C aufweist. Das Cystein der
Konsensussequenz ist dabei 16sungsmittelzugidnglich und kann somit gut oxidiert werden
(Heo und Campbell, 2005).

Weitere ABP, wie Myosin, Profilin, Tropomyosin und Vimentin weisen ihrerseits oxidative

posttranslationale Cysteinmodifikationen auf (Gellert et al., 2015). In einer Proteomstudie, in
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der der Einfluss von Peroxiredoxin 1 auf die Chemoresistenz von A172-Glioblastomzellen
untersucht wurde, wurde auch CAPG als mogliches redox-sensitives Protein beschrieben.
Dabei wurde eine Verdnderung in der Abundanz nachgewiesen (Poschmann et al., 2015).
Mogliche oxidative posttranslationale Modifikationen der fiinf Cysteine von CAPG sind

allerdings bislang noch nicht beschrieben.

1.8 Die Bedeutung von ROS in Tumorzellen
Tumorzellen unterscheiden sich von nicht-entarteten Zellen in einigen Gesichtspunkten. Zu

den in der Literatur bereits beschriebenen Unterschieden zdhlen die unkontrollierte
Proliferation,  die  Inhibition = von  Apoptose-Prozessen,  Verdnderungen  der
Zell-Zell-Kommunikation, des Metabolismus und der Zelladhdsion (Evan und Vousden,
2001; Gogvadze et al., 2008; Hanahan und Weinberg, 2000; Hanahan und Weinberg, 2011).
ROS zihlen zu einer Vielzahl von Faktoren, durch deren Kombination Krebs induziert werden
kann. Wobei Tumorzellen einen basal hoheren ROS-Gehalt aufweisen, wodurch es zur
Akkumulation von Oxidationsprodukten kommen kann (Liou und Storz, 2010; Pelicano ef al.,
2004; Prasad et al., 2017; Schumacker, 2006). Dies stellt wiederum grof3e Herausforderungen
an das Oxido-Reduktionssystem der Zellen. Die basal hohen ROS-Mengen liegen durch das
Oxido-Reduktionssystem unter der toxischen Schwelle und haben unterschiedliche Einfliisse
auf die Tumorzellen. Zum einen wird durch Modifikation von DNA die genomische
Instabilitdt erhoht, wodurch die Tumorpromotion gefordert wird (Pelicano et al., 2004).
Zudem steigern ROS die Proliferation von Tumorzellen durch Modulation von Signalwegen,
wie z.B. des MAP-Kinase-Signalweges oder durch Modifikation redox-sensitiver
Transkriptionsfaktoren, wie HIF-1a, NF-kB oder AP-1 (Afanas’ev, 2011; Waris und Ahsan,
2006). Des Weiteren steigern ROS die Invasivitit von Tumorzellen und fordern die
Metastasierung (Manda et al., 2009; Nishikawa, 2008; Nishikawa und Hashida, 2006). Dabei
stellt der verdnderte Redoxstatus in Tumorzellen einen Ansatzpunkt fiir mdgliche
Therapieansdtze dar. Bei einem moglichen redox-modulierenden Ansatz werden antioxidativ
wirkende Substanzen verwendet, um den ROS-Gehalt zu verringern und als Folge Apoptose
auszuldsen. Wohingegen beim prooxidativen Ansatz der ROS-Gehalt weiter erhdht wird, was
ebenfalls zur Apoptose der Tumorzellen fiihrt. Im Vergleich zu entarteten Zellen sind
nicht-entartete Zellen in der Lage sich an die erhohte ROS-Menge anzupassen und diese
aufgrund ihres funktionalen Oxido-Reduktionssystems zu kompensieren (Panieri und Santoro,
2016; Sullivan und Chandel, 2014; Trachootham et al., 2009). Ein erhohter ROS-Gehalt in
Tumorzellen korreliert hdufig mit der Aggressivitit von Tumoren und einer schlechten

Prognose (Kumar et al., 2008).
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1.8.1 Die Rolle von CAPG in Tumorzellen

Zellen benoétigen ein funktionales Zytoskelett, um auf intra- und extrazelluldre Signale
entsprechend reagieren zu kdnnen. Das Aktinzytoskelett ist ein komplexes Netzwerk, das aus
einer Vielzahl verschiedener Proteine besteht. ABP fungieren als wichtige Regulatoren der
Aktinzytoskelettdynamik und werden ihrerseits iiber komplexe Signalwege gesteuert. Eine
entartete ABP-Regulation kann zur onkogenen Transformation der Zelle fiihren, indem sich
die Migration und Invasion von Krebszellen veridndert. Dabei spielt der Expressionsstatus, die
subzelluldre Lokalisation oder die Aktivitit der ABP eine Rolle.

Eine Reihe von Studien haben bereits gezeigt, dass es sich bei CAPG um ein wichtiges
Aktin-Capping-Protein handelt, welches mit einer Reihe klinisch pathologischer Merkmale
von Tumorzellen, wie der Motilitdt, der Invasivitidt und der Metastasierung, assoziiert wird
(Renz et al., 2008; Van Impe et al., 2013). Es wurde gezeigt, dass ein erhohtes CAPG-Level
in zundchst nicht invasiven Zellen mit einer erhdhten zelluliren Motilitdt/Chemotaxis
einhergeht und in einer erhohten Invasion in eine Kollagen Typ [-Matrix oder priméres
Herzgewebe von Hiithnern resultiert (De Corte et al., 2004). Wohingegen die Invasion
unterschiedlicher Krebszelllinien durch Runterregulation der CAPG-Expression verringert
wird (Kimura et al., 2013; Thompson et al., 2007; Van den Abbeele et al., 2007). Zudem
zeigten in den letzten Jahren eine Vielzahl von Proteomanalysen, dass CAPG in
verschiedenen Krebsarten liberexprimiert wird (Ichikawa et al., 2013; Kang et al., 2010;
Voisin et al., 2011; Xu et al., 2010). Ferner wurde gezeigt, dass CAPG die Tumorentstehung
durch Verdanderung tumorassoziierter Proteine, wie z. B. STAT4, ANK3 und IGF2, fordert
(Papala et al., 2017). Kiirzlich wurde beschrieben, dass CAPG die Brustkrebsmetastasierung
durch Modulation des Transkriptionsfaktors STC-1 erhoht. Mechanistisch konkurriert CAPG
mit dem Transkriptionsrepressor Arginin-Methyltransferase 5 (PRMTS5) um die Bindung an
den Stanniocalcin-1-Promotor (STC-1), was zu einer verringerten Histon-H4R3-Methylierung
und einer verstirkten S7C-/-Transkription fiihrt (Huang et al., 2018). In einer umfassenden
Studie, bei der Verdanderungen in der Genexpression humaner Glioblastome, der aggressivsten
Form von primédren Hirntumoren, untersucht wurden, zeigte sich, dass das CAPG-Transkript
um ein achtfaches erhoht vorlag (Lal ef al., 1999). Zudem ist die Proteinmenge an CAPG in
Gliomen des Grades III und IV im Vergleich zu normalem Gewebe erhoht (Xing und Zeng,
2016). Yun und Kollegen bestdtigten kiirzlich, dass der mRNA- und Proteinspiegel von
CAPG in humanen Gliomen signifikant erhoht ist und dass eine hohere CAPG-Expression als
unabhdngiger Faktor zur Vorhersage einer ungiinstigen Prognose dienen konnte. Die

Funktionsvalidierung wurde in den Glioblastomzelllinien U87 und U251 durchgefiihrt. Bei
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denen gezeigt werden konnte, dass eine Uberexpression oder Deletion von CAPG die
Zellproliferation, die Invasivitidt und die Migration beeinflusst. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass es sich bei CAPG um ein mutmalliches Onkogen in humanen Glioblastomen handeln
konnte (Yun ef al., 2018). Yang et al. (2018) identifizierten CAPG und eine Reihe anderer
Proteine als mdgliche Biomarker fiir Glioblastome oder als mogliche Ziele fiir eine
Gentherapie (Yang et al., 2018b).

Dariiber hinaus legen Erkenntnisse aus Studien nahe, dass Tumorzellen im Vergleich zu
gesunden, nicht-entarteten Zellen, einem erhohten oxidativen Stress ausgesetzt sind, der mit
onkogenen Transformationen, wie der Verdnderung der Stoffwechselaktivitit und einer
erhohten ROS-Produktion einhergeht (Behrend et al., 2003; Pelicano et al., 2004; Toyokuni et
al., 1995). ROS konnen ihrerseits die Metastasierung fordern, die Invasivitét steigern und die
Proliferation = modulieren, indem  bestimmte Signalwege oder redox-sensitive
Transkriptionsfaktoren reguliert werden (Manda et al., 2009; Waris und Ahsan, 2006). Die
vorliegenden Ergebnisse lassen mutmaflen, dass CAPG eine entscheidende Rolle bei der
Tumorgenese von Glioblastomen spielen konnte. Deshalb liegt der Fokus dieser Arbeit auf
der ndheren Charakterisierung des Proteins, sowie seines Redoxstatus in

Glioblastomzelllinien.

1.8.2 Epidemiologie von Gliomen
Primire Tumore des zentralen Nervensystems bestehen generell aus heterogenen Gruppen

benigner und maligner Neoplasien und werden als Gliome bezeichnet, weil die meisten einen
glialen Ursprung besitzen (Ohgaki und Kleihues, 2005). Weiter unterteilt werden die Gliome
nach dem urspriinglichen glialen Zelltyp in astrozytére, oligodendrozytire und ependymale
Gruppen, sowie Mischformen hieraus (Kleihues ef al., 2002; Louis et al., 2007). 2016 gab die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine neue Klassifizierung fiir Tumore heraus, die
erstmals molekulare Unterschiede zwischen den Tumoren berticksichtigte (Louis et al., 2016).
Wihrend WHO-Grad I Tumore, wie z. B. das pilozytische Astrozytom, als biologisch gutartig
gelten und vom umgebenden Gewebe deutlich abgrenzbar und resezierbar sind, wachsen
niedrig-gradige (WHO-Grad II) und hoher-gradige Gliome (WHO-Grad III und IV) diffus in
das angrenzende Hirngewebe und rezidivieren (Wilson, 1992). Héufige Vertreter der
WHO-Grad 11 Gliome sind diffuse Astrozytome, Oligodendrogliome und Oligoastrozytome,
welche in ithrem weiteren Verlauf stets in hohere WHO-Grade iibergehen konnen (Ohgaki und
Kleihues, 2005).

Das Glioblastoma multiforme (GBM) zdhlt zu den hdufigsten malignen hirneigenen Tumoren

bei Erwachsenen und zeichnet sich insbesondere durch starke Vaskularisierung und diffuse

18



Einleitung

Invasion in das benachbarte Hirngewebe aus. Glioblastompatienten haben unabhédngig von der
Tumorentstehung meist einen schnell fortschreitenden Krankheitsverlauf mit schlechten
Heilungsprognosen, ungeachtet der Behandlungen (Boisen ef al., 2018; Gilbert ef al., 2014).
Der Grund hierfiir ist die hohe Invasivitit der Glioblastomzellen. Deshalb wird nach neuen
Therapiemdoglichkeiten gesucht, um besser gegen den Tumor vorgehen zu konnen und so die
Lebensqualitit, sowie die Uberlebenszeit der Patienten zu erhéhen. Die Hemmung der
Tumorzellmigration stellt einen weiteren experimentell therapeutischen Ansatz dar. Wird die
Migration gehemmt, wére es denkbar, dass die schon angewandten lokalen Methoden, wie die
Resektion des Tumors und die Bestrahlung, einen hoheren Wirkungsgrad erreichen konnten.
In den letzten Jahrzehnten konnte zudem eine erhohte Hypoxie, sowie eine vermehrte
Laktatproduktion und eine gesteigerte glykolytische Aktivitit in Glioblastomen gezeigt
werden (Hegde et al., 2004).

1.8.3 Glioblastomzelllinien als Modellsystem
Die Ergebnisse aus der Literatur legen nahe, dass es sich bei CAPG um ein mogliches

Onkogen in humanen Glioblastomen handeln kénnte. Vor allem die Uberexpression des
Proteins scheint dabei eine groe Rolle fiir die Invasivitit und die Migration zu spielen.
Unklar bleibt, inwiefern ROS Einfluss auf die Regulation von CAPG haben. Fiir die
Untersuchung einzelner Proteine werden in der Regel Zelllinien als Modellsystem
herangezogen. In dieser Arbeit wurden die Glioblastomzelllinien A172 und LN18 ausgewéhlt,
um den Einfluss der Uberexpression des Kandidatengens CAPG und dessen Cysteinmutanten
Zu untersuchen.

Zelllinien eignen sich besonders gut als Modellsystem, weil sie sich in der Regel leicht
kultivieren lassen und groBere Mengen an Zellmaterial kostengiinstig und in kurzer Zeit
generiert werden konnen. Einflussfaktoren, wie die Temperatur oder die Nihrstoffversorgung,
konnen exakt kontrolliert und standardisiert werden, wodurch reproduzierbare Ergebnisse
generiert werden konnen. Ein weiterer Vorteil von Zellkulturmodellen besteht darin, dass
unter definierten Bedingungen, der Einfluss von beispielsweise ROS auf das gesamte
Proteom, aber auch auf ein einzelnes Kandidatenprotein, in einer vereinfachten in vitro
Umgebung untersucht werden kann. Ein Nachteil konnte sein, dass die Mikroumgebung
auBeracht gelassen wird, weil nur ein Zelltyp in Kultur betrachtet wird, wodurch z. B. keine
Informationen {iiber die Zell-Zellkommunikation erhalten wird. Durch Modulation des
Redoxstatus lassen sich fiir die Oxidation sensitive Cysteine identifizieren. FEine
Aufrechterhaltung des Redoxstatus in primdrem Tumorgewebe gestaltet sich als schwierig,

weil der oxidative Zustand der einzelnen Cysteinmodifikationen nicht arretiert werden kann,

19



Einleitung

da einige Oxidationszustinde sehr instabil sind und mit Umgebungsoxidationsmittel, wie
Sauerstoff, weiter hoch oxidiert werden konnen. Nachteilig ist ebenfalls, dass der Redoxstatus
in primdrem Gewebe nicht moduliert werden kann. Im Zellkulturexperiment konnen die
Zellen dafiir mit unterschiedlichen Mengen an Wasserstoffperoxid behandelt werden. Denn
obwohl Wasserstoffperoxid ein relativ schwaches Oxidationsmittel ist, ist exogen
zugegebenes Wasserstoffperoxid in der Lage die Zellmembran z. B. iiber Aquaporine schnell
zu durchqueren, um redox-sensitive Cysteine intrazelluldrer Proteine zu oxidieren und ihre
Aktivitit in Signalwegen zu modulieren (Bienert et al., 2007; Henzler und Steudle, 2000).
Diese Art von Manipulation potentieller redox-regulierter Proteine wurde bereits erfolgreich
in der Literatur verwendet. Die in dieser Arbeit verwendete
Wasserstoffperoxidkonzentrationen von 100 pM bzw. 250 uM und eine Behandlungsdauer
von 10 min wurde basierend auf Angaben aus vergleichbaren publizierten Studien gewihlt

(Upadhyay et al., 2019; Wani et al., 2011; Zmijewski ef al., 2010).

1.9 Proteomanalyse
Eine Moglichkeit posttranslationale Modifikationen in komplexen Systemen zu untersuchen

stellt die Proteomanalyse dar. Dabei wird die Gesamtheit aller Proteine, die zu einem
bestimmten Zeitpunkt unter definierten Bedingungen in einer Zelle, einem Gewebe, einer
Korperfliissigkeit oder einem Organismus exprimiert wird, als Proteom bezeichnet (Wilkins et
al., 1996) und ldsst sich nur mit Hilfe der Proteomanalyse erfassen. Exogene Faktoren, wie
Medikamente oder Umwelteinfliisse, sowie endogene Faktoren, wie der pH-Wert oder
intrazelluldre Signale sind in der Lage die Zusammensetzung des Proteoms mafigebend zu
beeinflussen (Anderson und Anderson, 1996). Durch alternatives Spleilen und als Folge
posttranskriptioneller =~ Modifikation von  Genprodukten  koénnen  unterschiedliche
Proteinvarianten entstehen, wodurch die Komplexitdt des Proteoms erh6ht wird (Missler und
Stidhof, 1998). Zusitzlich machen posttranslationale Modifikationen (PTM), wie z. B. die
Phosphorylierung, Methylierung oder die oxidative Modifizierung von Cysteinresten an
Proteinen, das Proteom zu einem hoch komplexen System (Apweiler ef al., 2009). Denn PTM
konnen die Proteinfunktion, -struktur, -lokalisation und deren Degradation beeinflussen
(Karve und Cheema, 2011). Dabei kann das Proteom einer eukaryotischen Zelle
ndherungsweise 10.000-20.000 Proteinspezies enthalten (Aebersold et al., 2018; Zuo et al.,
2001), deren Abundanz in einem dynamischen Bereich von sieben GroBenordnungen liegt
(Beck et al, 2011). Das Ziel der Proteomanalyse besteht in der Identifizierung und
Quantifizierung von Proteinen im Kontext komplexer biologischer Prozesse (Lottspeich,

2009). Denn bereits kleine Verdnderungen der Proteinmengen konnen einen entscheidenden
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regulatorischen Einfluss auf eine Vielzahl zelluldrer Prozesse haben (Choudhary und Grant,
2004). In differenziellen Proteomanalysen lassen sich die Verdnderungen zwischen
unterschiedlichen Zustinden oder Zelltypen erfassen, wodurch physiologische oder
pathophysiologische Prozesse aufgeklidrt werden konnen. Mittels Proteomanalyse konnen
zudem ebenfalls einzelne Zellkompartimente, wie das Zytosol, der Nukleus, einzelne
Zellorganellen oder das Sekretom, als auch PTM gezielt untersucht werden (Liu et al., 2018).

Die Massenspektrometrie (MS) ist zur Proteomanalysetechnik der Wahl geworden, mit deren
Hilfe nicht nur globale Proteomstudien  durchgefiihrt, sondern  ebenfalls
Protein-Protein-Interaktionen oder auch Netzwerke aufgeklart werden konnen (Blagoev et al.,
2003; Dunham et al., 2012; Gavin et al., 2002). Um weiterfilhrende Erkenntnisse aus den
gewonnenen MS-Daten ziechen zu konnen, schlieft sich eine bioinformatische
Datenauswertung  an.  Mit  deren  Hilfe  sich  einzelne  Aspekte, wie
Protein-Protein-Interaktionen, Proteinfunktionen und -modifikationen verkniipfen lassen,
sodass sich moglicherweise Signalwege, Netzwerke oder biologische Prozesse identifizieren

lassen, die eine wichtige Rolle spielen (Kumar und Mann, 2009; Schmidt et al., 2014).

1.9.1 Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen mittels

Massenspektrometrie
Die zweidimensionale (2D)-Gelelektrophorese (Klose wund Kobalz, 1995) wund

massenspektrometriebasierte Quantifizierungstechniken, wie die markierungsfreie Analyse
(Silva et al., 2005) oder metabolische Markierungsstrategien (SILAC, engl.: stable isotope
labeling by amino acids in cell culture) (Ong et al., 2002) zéhlen zu den grundlegenden
Methoden der Proteomanalyse (Abbildung 6). Bei der 2D-Gelelektrophorese konnen bis zu
drei Proteinproben vor der elektrophoretischen Trennung mit fluoreszierenden Farbstoffen
markiert werden. Dabei weisen die Fluoreszenzfarbstoffe eine dhnliche Struktur und eine
nahezu identische Masse auf, besitzen allerdings unterschiedliche Absorptions- und
Emissionsspektren, wodurch es mdglich ist Proteine unterschiedlicher Proben auf einem
einzigen 2D-Gel aufzutrennen. Nach der Fluoreszenzmarkierung werden die Proteine mittels
isoelektrischer Fokussierung iiber einen pH-Gradienten nach ihrem isoelektrischen Punkt in
einer Gelmatrix aufgetrennt. AnschlieBend erfolgt die Auftrennung nach dem
Molekulargewicht in einer zweiten Dimension (Unlii ez al., 1997). Nach aufeinanderfolgender
Anregung bei den unterschiedlichen Wellenldngen liefert jede Probe ein eigenes farbcodiertes
Spotmuster. Die erhaltenen Muster konnen anschlieend in einer entsprechenden Software

tibereinandergelegt und die Unterschiede verglichen werden (Chakravarti et al., 2005). Zudem
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konnen die gewiinschten Proteinspots aus dem Gel ausgeschnitten und mittels
Massenspektrometrie einer detaillierten Analyse unterzogen werden.

Die Massenspektrometrie bietet den Vorteil, dass tausende Proteine aus komplexen
Gemischen gleichzeitig identifiziert und quantifiziert werden konnen. Dazu kommt der
technische Fortschritt, wodurch heutzutage massenspektrometriebasierte Ansdtze, als
Methode der Wahl fiir eine Proteomanalyse genutzt werden. Massenspektrometriebasierte
Analysetechniken werden zudem aufgrund ihrer hohen Sensitivitit und der hohen Genauigkeit
bei der Massenbestimmung bevorzugt verwendet.

Im einfachsten Fall besteht ein Massenspektrometer dabei aus einer Ionenquelle, die die
geladenen Ionen generiert, einem Massenanalysator, der die Ionen nach dem
Masse-zu-Ladung-Verhéltnis (m/z) auftrennt und einem Detektor, der den Ionenstrom misst
(Aebersold und Mann, 2003). Bei massenspektrometriebasierten Methoden wird zwischen
dem bottom-up und dem top-down Ansatz unterschieden. Wahrend beim top-down Ansatz
intakte Proteine analysiert werden, wird bei der bottom-up Methode das Proteingemisch
zundchst proteolytisch verdaut, massenspektrometrisch analysiert und nach Abgleich der
Spektren mit Datenbanken einem Protein zugeordnet. Jedoch ist nach aktuellem Stand der
Technik eine Intaktmessung von komplexen Proteingemischen bislang nur eingeschrinkt
moglich (Catherman et al., 2014). Héufig wird das komplexe Protein- oder Peptidgemische
zunichst iiber eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, engl.: high
performance  liquid  chromatography)  aufgetrennt und  anschlieBend  mittels
Matrix-unterstiitzter Laser-Desorption/Ionisation (MALDI, engl.: matrix-assisted laser
desorption/ionization) (Karas und Hillenkamp, 1988) oder mittels Elektrosprayionisation
(ESI) (Fenn et al., 1989) von der Fliissig- in die Gasphase tiberfiihrt. Beim fop-down Ansatz
weisen die zu analysierenden Proteine hohe Ladungszustinde auf. Wohingegen bei der
bottom-up Methode niedrig geladene Peptidionen erzeugt und im  Anschluss
massenspektrometrisch nach dem Masse-zu-Ladung-Verhéltnis analysiert werden (Catherman
etal.,2014; Fenn et al., 1989).

Es gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Massenanalysatoren, wie z.B. einem
Flugzeitanalysator (engl.: time of fligth, TOF), einer lonenfalle, einem Tripel-Quadrupole oder
einer Orbitrap, die zur Auswahl stehen (Haag, 2016; Jennings und Dolnikowski, 1990). Jeder
Massenanalysator hat dabei seine Vor- und Nachteile und je nach Wahl konnen gerichtete
Analysen, wie z. B. PRM (engl.: parallel reaction monitoring) (Ronsein et al., 2015) oder
ungerichtete Analysen durchgefiihrt werden. Die gerichtete Analyse wird haufig zur

Untersuchung niedrig abundanter Proteine aus einem komplexen Gemisch und zur
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Untersuchung von PTM verwendet. Wohingegen sich die ungerichtete Analyse vor allem fiir
die Untersuchung von komplexen Proben eignet. Aktuell werden vermehrt Hybridgerite
benutzt, die eine Kombination aus mehreren Massenanalysatoren verbaut haben. Im ersten
Schritt erfolgt die Analyse der Mutterionen, wiahrend im néchsten Schritt lonen ausgewéhlt,
fragmentiert und anschlieBend die entstandenen Fragmentionen analysiert werden
(Tandem-MS).

Dariiber hinaus lassen sich Abundanzunterschiede von Proteinen zwischen unterschiedlichen
Zustinden mittels massenspektrometrischer Analyse relativ oder absolut quantifizieren
(Bantscheff et al., 2007). Bei der relativen Quantifizierung werden die ermittelten
Proteinabundanzen im Verhiltnis zueinander betrachtet. Voraussetzung fiir eine gute
markierungsfreie Analyse ist jedoch eine hohe Reproduzierbarkeit bei der Probenvorbereitung
und eine gleichbleibende Performance der HPLC und des Massenspektrometers (Cox und
Mann, 2011). Im Vergleich dazu konnen bei der absoluten Quantifizierung genaue
Konzentrationen ermittelt werden. Dabei werden z. B. Standards mit definierter Konzentration
zu den Proben gegeben, wodurch anschlieBend eine genaue Konzentrationsbestimmung
moglich ist. Fiir die relative Proteinquantifizierung stehen dabei verschiedene
massenspektrometriebasierte ~ Strategien zur Verfligung (Abbildung 6). Dazu zéhlt
beispielsweise die metabolische Markierung mittels SILAC, bei der isotopenmarkierte
Aminosduren in das Zellkulturmedium gegeben werden, wodurch die Zellen die
isotopenmarkierten Aminosduren in alle neu gebildeten Proteine einbauen. Wiahrend der
Probenvorbereitung konnen chemische Markierungsmethoden, wie die Isotopen-codierte
Affinitdtsmarkierung (engl.: isotope-coded affinity tag, ICAT) (Gygi et al., 1999), eingesetzt
werden. Sowohl bei einem SILAC-, als auch bei einem ICAT-Ansatz wird ein Signalpaar mit
einem spezifischen Massenunterschied detektiert. Uber das Verhiltnis der Signalintensititen

des Signalpaares kann im Anschluss eine Quantifizierung erfolgen.
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Abbildung 6: Géingige Methoden fiir die massenspektrometriebasierte Quantifizierung von Proteinen. Die
orangen und griinen Késtchen reprdsentieren zwei unterschiedliche Probengruppen. Die horizontalen Linien
verdeutlichen, wann die beiden Proben kombiniert werden. [SILAC = stable isotope labeling by amino acids in
cell culture; ICAT = isotope coded affinity tag; TMT = tandam mass tag/die Abbildung wurde modifiziert nach
Bantscheff ef al., 2007

Im Vergleich zu den beispielhaft vorgestellten markierungsbasierten Methoden kann auch
eine markierungsfreie Quantifizierung (engl.: label-free quantification, LFQ) genutzt werden.
Ein groBler Vorteil der markierungsfreien Quantifizierung besteht darin, dass die Proben nicht
manipuliert werden und die Analyse direkt erfolgt. Dabei kann die Quantifizierung auf den
Intensititen des Mutterions (area under the curve) oder iiber die Anzahl der aufgenommen
Fragmentspektren pro Protein (spectral counting) erfolgen (Bruce et al., 2013; Liu et al.,
2004).

Da der Fokus dieser Arbeit auf der massenspektrometrischen Analyse von oxidativen,
posttranslationalen Cysteinmodifikationen liegt, wird darauf im néchsten Abschnitt niher

eingegangen.
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1.9.2 Analyse von oxidativen Cysteinmodifikationen mittels

Massenspektrometrie
Die Untersuchung von oxidativen posttranslationalen Modifikationen (oxPTM) gewinnt

immer mehr an Bedeutung, weil oxPTM vielfdltige intrazelluldre Einfliisse aufweisen. Die
Reihe diverser oxPTM und deren Reversibilitit unterstreicht ihre Rolle fiir die
Proteinfunktion und macht die Untersuchung von Zellsignalwegen, bei denen Cysteinreste
oxidiert werden, zu einem wachsenden Forschungsgebiet. Um die Rolle von oxPTM in
biologischen Systemen verstehen zu konnen, ist ihre Identifizierung und Charakterisierung
von enormer Bedeutung. Die Identifizierung von oxPTM gestaltet sich allerdings als
schwierig, weil diese in biologischem Material hiufig nur in substochiometrischen Mengen
vorkommen und die meisten von ihnen reversibel sind. Deshalb muss bereits bei der
Probenvorbereitung vor allem darauf geachtet werden, dass die freien Thiole blockiert
werden, sodass der oxidative Zustand der Cysteine moglichst arretiert ist. Denn einige
Oxidationszusténde sind sehr instabil und konnen mit Umgebungsoxidationsmitteln, wie Oa,
oxidiert werden. Um Oxidationsartefakte wéhrend der Zell- oder Gewebeaufarbeitung zu
minimieren, werden Tiblicherweise zwei Methoden angewendet. Zum einen kann der
Oxidationszustand der Cysteine durch Zugabe von Trichloressigsdure (TCA) wiahrend der
Probenaufarbeitung arretiert werden. Beim TCA-Quenching kommt es zur Ausfillung und
Denaturierung von Proteinen, wodurch die Reaktivitit von Thiolatanionen unterdriickt wird,
indem der pH-Wert unter thren pK,-Wert gesenkt wird. Als Alternative sind eine Reihe von
thiolreaktiven Chemikalien entwickelt worden, die wéhrend der Zelllyse die freien Thiole
blockieren und mit massenspektrometriebasierten Analysen kombinierbar sind, um globale
Verdnderungen der oxidativen posttranslationalen Cysteinmodifikationen im Proteom
(Redox-Proteom) untersuchen zu kénnen (Giron et al., 2011; Held und Gibson, 2012; Kramer
et al., 2015; Leichert und Jakob, 2006). So kann ebenfalls der Einfluss von bestimmten
exogenen Stimuli, wie z. B. die Behandlung mit Wasserstoffperoxid, auf die Proteinoxidation
untersucht werden, um nicht nur redox-sensitive Proteine zu identifizieren, sondern auch
deren mogliche Beteiligung in Signalkaskaden oder Netzwerken abzuleiten.

Heutzutage werden oxPTM bevorzugt mittels massenspektrometriebasierter Methoden
untersucht, da hier auch Informationen iiber die genaue Lokalisation der Modifikation
erhalten werden konnen.

Wie in Abschnitt 1.9.1 beschrieben, kann fiir die Detektion von PTM eine 2D-DIGE (DIGE,
engl.: Difference Gel Electrophoresis) Gelektrophorese durchgefiihrt werden. Dabei kann
beispielhaft jeweils eine Probe, die unter reduzierenden, oxidierenden oder unverdnderten

Bedingungen aufgeschlossenen wurde verglichen werden. Die unterschiedlichen Proteinspots
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konnen aus dem Gel ausgeschnitten und mittels MS analysiert werden. Nachteilig ist, dass
niedrig abundante Proteine mit dieser Methode hautig schlecht nachgewiesen werden konnen,
was eine vorherige Anreicherung von oxidierten Proteinen notwendig macht (Leichert und
Jakob, 2006).

Im Jahre 2001 veroffentlichten Jaffrey er al. die Biotin-Switch-Technik (BST), die erste
massenspektrometriebasierte Methode fiir die Analyse von reversiblen oxPTM (Jaffrey und
Snyder, 2001). Diese ist iiber die Jahre immer weiterentwickelt worden (Leichert und Jakob,
2004; Lind et al., 2002; Reynaert et al., 2006). Dabei werden die freien Thiole mittels
Methanthiosulfonat (MMTS), N-Ethylmaleimid (NEM) oder lodoacetamid (IAM) im ersten
Schritt alkyliert. Im Anschluss erfolgt die selektive oder globale Reduktion der reversiblen
oxPTM (Abbildung 7). Die nun freien Thiole werden im dritten Schritt mit spezifischen
thiolreaktiven Reagenzien markiert (Jaffrey und Snyder, 2001). Im Anschluss kann eine
affinitdtschromatographische oder eine matrixbasierte Anreicherung erfolgen (Forrester et al.,
2009), bevor die Proben im Anschluss mittels LC-MS/MS analysiert werden (Yang und Li,
2015). Zur gezielten Anreicherung von Sulfensduren kann z. B. Biotin-gekoppeltes Dimedon
verwendet werden (Charles et al., 2007; Nelson et al., 2010). Allerdings bietet die
matrixbasierte Anreicherung den Vorteil, dass kein weiterer Schritt zur Abtrennung des
Biotins vor der LC-MS/MS-Analyse notig ist (Guo et al., 2014). Zudem haben matrixbasierte
Anreicherungsverfahren im Vergleich zu den Ansétzen auf Biotin-Basis den Vorteil, dass sie
simpler vom Arbeitsablauf sind und eine sehr hohe Anreicherungsspezifitit, sowie Sensitivitat

aufweisen (Forrester et al., 2009).
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Abbildung 7: Probenvorbereitungsstrategien fiir den Nachweis verschiedener Arten reversibler
Cysteinmodifikationen. Die freien Thiole (-SH) werden anfanglich durch Alkylierung mit N-Ethylmaleimid
(NEM) blockiert. Im Anschluss werden die verschiedenen Arten von modifizierten Cysteinen unter Verwendung
verschiedener Reagenzien selektiv zu freien Thiolen reduziert. [SH = freies Thiol; SNO = Nitrosylierung;
SSG = Glutathionylierung/die Abbildung wurde modifiziert nach Guo ef al., 2014]

Zudem konnen Reagenzien, wie iodoTMT (engl.: iodoacetyl-based cysteine reactive isobaric
tags), zur positionsgenauen Detektion und Quantifizierung von Cysteinmodifikationen
verwendet werden. Bei iodoTMT-Reagenzien handelt es sich um eine Reihe von isobaren
Verbindungen mit deren Hilfe sich bis zu sechs Proben markieren lassen, die anschlieBend in
einer MS-Analyse kombiniert werden konnen. Das iodoTMT-Reagenz bindet spezifisch und
irreversibel freie Thiole, die mit Hilfe dieses 7ags im nidchsten Schritt angereichert und
anschlieffend iiber LC-MS/MS analysiert werden konnen (Araki et al., 2016; Murray et al.,
2012; Qu et al., 2014). Ebenfalls eignen sich isotopenmarkierte, biotinylierte, thiolreaktive
Chemikalien, wie ICAT. Dabei gibt es zwei isotopische Formen, eine leichte '*C-Form und
eine schwere *C-Form. Fiir die Bestimmung des Oxidationszustandes von Cysteinen werden
reduzierte Thiole spezifisch mit '’C-ICAT und oxidierte Thiole nach deren Reduktion mit
PC-ICAT differenziell markiert, iiber den Tag angereichert, proteolytisch verdaut und iiber
LC-MS/MS analysiert. Der Oxidationszustand des Cysteins kann folglich aus dem Verhéltnis
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von schwer zu leicht markierten Cysteinen quantitativ bestimmt werden (Leichert ef al.,
2008). Ein Vorteil von iodoTMT- und ICAT-Reagenzien ist, dass sie kommerziell erhiltlich
sind. Allerdings haben diese Reagenzien eine sterisch anspruchsvolle Struktur, die die
Effizienz der Thiol-Markierung herabsetzen kann (Yang ef al., 2016). Um das Problem der
sterischen Hinderung zu umgehen, werden haufig thiolreaktive Chemikalien, mit sterisch
kleineren Strukturen, wie das lodoacetamid (IAM) oder das N-Ethylmaleimid (NEM)
verwendet. Diese bilden stabile Thioether mit den freien Thiolresten aus (Ratnayake et al.,
2013). Eine Quantifizierung ist ebenfalls moglich, wenn die nach der Reduktion neu frei
gewordenen Thiole mit der jeweils isotopenschweren Variante markiert werden (McDonagh
et al., 2014). Nachteilig ist allerdings, dass IAM ungewiinschte Nebenreaktionen mit
Histidin-, Methionin- oder Tyrosinresten eingehen kann. NEM hingegen reagiert schneller
und spezifischer mit Thiolgruppen in einem pH-Bereich von 6,5 bis 7,5, ist aber instabiler als
IAM. Eine weitere vorteilhafte Eigenschaft beider thiolreaktiver Reagenzien ist, dass beide
membranpermeabel sind (Rogers et al., 2006).

Bei den vorgestellten Methoden handelt es sich um einen indirekten Nachweis der oxPTM.
Dariiber hinaus gibt es ebenfalls Strategien bei denen oxPTM direkt nachgewiesen werden
konnen. Haufig wird allerdings die indirekte Nachweismethode bevorzugt, weil der oxidative
Zustand der Cysteine besser arretiert werden kann und grundsétzlich mehr indirekte Strategien
fir den Nachweis von oxPTM zur Verfiigung stehen (Kramer ef al, 2015). Bei der
Untersuchung von oxPTM ist es ebenfalls wichtig die Stochiometrie von oxidierten zu
reduzierten Thiolen quantifizieren zu konnen. Dafiir bietet sich die Kopplung eines
differenziellen Alkylierungsansatzes mit NEM und seinem schweren Isotop NEM-D5 mit
einem MRM-Experiment zur Quantifizierung des ortsspezifischen Cysteinoxidationsstatus
eines endogenen Proteins an (Held ef al., 2010).

Je nach Fragestellung miissen die einzelnen Vor- und Nachteile der jeweiligen Strategien
abgewogen werden. Fiir die Analyse eines komplexen Proteoms in Bezug auf oxidative
Modifikationen werden hdufig indirekte Nachweismethoden verwendet und ein Kompromiss
gewihlt, um moglichst viele redox-sensitive Proteine zu identifizieren. Die Untersuchung
eines einzelnen Proteins hat den Vorteil, dass die Reaktionsbedingungen gezielter auf das

jeweilige Protein abgestimmt werden konnen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das humane Protein CAPG (macrophage capping protein) ist ein wichtiges
Aktin-Capping-Protein, welches mit verschiedenen klinisch pathologischen Merkmalen von
Tumorzellen, wie der Invasion, Migration und Metastasierung, assoziiert ist. Zudem deuten
erste Hinweise darauf hin, dass es sich bei CAPG um ein redox-sensitives Protein handeln
konnte. Dies soll in dieser Arbeit eingehend untersucht werden.

Zunéchst soll ein zelluldres Modellsystem etabliert werden, um mogliche redox-induzierte
oxidative posttranslationale Cysteinmodifikationen im Kontext humaner Tumorzelllinien
untersuchen zu konnen. Im Anschluss soll das Modellsystem in einem globalen Ansatz {iber
die Behandlung mit Wasserstoffperoxid, einer matrixbasierten Aufarbeitung der Zelllysate
und einer massenspektrometriebasierten Analyse validiert werden.

Um die Frage zu kldren, ob es sich bei CAPG um ein redox-sensitives Protein handelt, soll
sowohl ein indirekter als auch ein direkter Nachweis der Cysteinmodifikationen stattfinden.
Fir den indirekten positionsgenauen Nachweis reversibler oxPTM, mittels
Massenspektrometrie, soll zum einen eine affinititsbasierte Anreicherung von CAPG und
Kopplung mit einer differenziellen Markierung, sowie der PEG-Switch Assay etabliert und
durchgefiihrt werden. Zudem sollen im ndchsten Schritt die oxidativen Cysteinmodifikationen
von CAPG mit Hilfe eines massenspektrometriebasierten zielgerichteten Experiments (PRM)
direkt nachgewiesen werden.

Als néchstes soll ermittelt werden, ob ein Zusammenhang zwischen den identifizierten
Cysteinmodifikationen von CAPG und dem Migrationspotential der humanen
LN18-Glioblastomzellen besteht. Dies soll durch einen gezielten Aminosdureaustausch der
einzelnen Cysteine von CAPG untersucht werden. Zudem soll dieses Experiment Aufschluss
iiber einen moglichen Einfluss der Cysteine auf die subzelluldre Lokalisation von CAPG
geben.

Um mogliche neue funktionelle Zusammenhidnge im Kontext der Tumorbiologie von CAPG
unter verdndertem Redoxzustand aufzudecken, soll eine Untersuchung des Interaktoms nach
Wasserstoffperoxidbehandlung mittels affinititsbasierter Anreicherung und
massenspektrometrischer Analyse durchgefiihrt werden.

Da Zellkultursysteme eine artifizielle Umgebung darstellen, soll CAPG auflerdem direkt in
humanen Tumorproben analysiert werden, um Hinweise iiber die Proteinabundanz von CAPG
und seine subzelluldre Lokalisation im Tumor in sifu zu erhalten. Dies soll mit Hilfe von
immunhistochemischen Farbungen von verschieden-gradigen Gliomen und Kontrollgewebe

untersucht werden.
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Zielsetzung der Arbeit

Die durchgefiihrten Arbeiten sollen einen Beitrag leisten die Rolle von CAPG als
redox-sensitives Protein zu untersuchen, um ein besseres Verstindnis dafiir zu erhalten, ob der

Redoxstatus einen Einfluss auf die Funktion des Proteins hat.
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Gerite

Gerit

Hersteller

Bildgebungssystem, ChemiDoc MP
Brutschrank

CO,-Inkubator, HERAcell 150i

DNA Engine Tetrad® 2 Thermocycler
Feinwaage, Entris

Folienschweil3gerit
Geldokumentationssystem
Gelkammer fiir 1D-Gele

Heiz- & Magnetriihrer, RCT basic
Heiz- & Magnetriihrer, MR-Hei
Heizschiittler, MKR 13

Konfokal Mikroskop, LSM710
Konfokal Mikroskop TCS SP8 STED 3X
Probenschiittler, HulaMixer

Laser Scanner, Typhoon 9400
Massenspektrometer, Fusion Lumos Tribrid
Massenspektrometer, QExactive Plus
Mikroskop, Axioplan

Mikroskop, Axiovert 25

Milli-Q® Integral Wasserautbereitungssystem
Minischiittler, MS/

Multifuge X7

Multifuge XIR

NanoDrop 1000

pH-Meter

Pipetten, Research Plus

Pipetus

Plattenlesegerdt, DTX 880
Plattformschittler, KS250 basic
Plattformschiittler, Unimax 1010
Power Blotter XL System
Préazisionswaage, PCB
Préazisionswaage, 8§22

Revco Ultima CO, Inkubator

Scanner, ViewPix 700

Bio-Rad

Bode Hartmann

Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad

Sartorius

Severin

Intas Science Imaging
Thermo Fisher Scientific
IKA

Heidolph

Hettich

Carl Zeiss Microscopy
Leica Microsystems
Thermo Fisher Scientific
GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Zeiss Microscopy
Carl Zeiss Microscopy
Merck Millipore

IKA

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Mettler Toledo
Eppendorf

Hirschmann

Beckman Coulter

IKA

Heidolph

Thermo Fisher Scientific
Kern

Kern

Thermo Fisher Scientific
Biostep
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Gerit

Hersteller

Schiittler, MaxQ 6000
Semi-Dry Blotter, Multiphor I1
Spannungsgerit, Consort ES15
Spannungsgerit, EPS 301
Sterilbank, clean air
Tischzentrifuge, Mikro 20
Tischzentrifuge, Mikro 220R
Tissue Lyser LT
Ultraschallbad, Sonorex
Vakuumkonzentrator, 5301
Zellzahler, Countess Il FL Automated Cell Counter
Zentrifuge, Rotina 46 R

Thermo Fisher Scientific

Amersham Pharmacia Biotech

Sigma-Aldrich

Amersham Pharmacia Biotech

Clean Air Techniek B.V.
Hettich

Hettich

QIAGEN

Bandelin

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific
Hettich

Zentrifuge, 5430 R Eppendorf
3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller
Acrodisc MS syringe filter, 0,2 pm Pall

Actin Polymerization / Depolymerisation Kit Biozol
Amicon Ultra Zentrifugenfiltereinheiten, 0,5 ml 3K, 10K Merck

Analytische Séule, Acclaim PepMap C18 reversed phase
Deckglédser 12mm

Dispenser-Spitzen

nanoESI-Emitter

High Pure PCR Product Purification Kit

Imaging u-Dish

Kapillarvorsdule, Acclaim PepMap C18 reversed phase
Kryogefile

Lipofectamin 3000 Transfektionskit

Low Bind Reaktionsgefile 0,5, 1,5, 2 pul
Mikrotiterplatten, 96-Well, transparent, flacher Boden
Mikrotiterplatten, 96-Well, weil3, flacher Boden

Mini Bio-Spin Séulen

Objekttrager mit Mattrand 26x76mm

Pipettenspitzen 10, 200, 1.000 ul

Pipettenspitzen mit Filtereinsatz 200, 1.000 pl
Plasmid Plus Maxi Kit

Plasmid Plus Mini Kit

PVDF-Membran Immobilon®-FL

Reaktionsgefalle 0,5, 1,5, 2 pl

Rohrchen 15, 50 ml

Thermo Fisher Scientific
VWR

Eppendorf

New Objective

Roche

ibidi

Thermo Fisher Scientific
VWR

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Greiner

Greiner

Biorad

VWR

Eppendorf

Eppendorf

QIAGEN

QIAGEN

Merck Millipore
Eppendorf

Greiner
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Verbrauchsmaterial Hersteller
SigmaPrep spin Sdulen Sigma-Aldrich
Stripetten 2, 5, 10, 25 ml Corning
Zellkulturflaschen, -schalen, -platten Sarstedt
Zellschaber Corning

3.1.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)

3 - [(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propansulfonathydrat (CHAPS)
3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS)

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Aceton

Acetonitril

Acrylamidkugeln, Bio-Gel P6

Agar

Agarosematrix, HIS-Select® Nickel Affinity Gel
Agarose, NEEO Ultra-Qualitt

Ammoniumbicarbonat

Ampicillin Natriumsalz
Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan
(Bis-Tris)

Bromphenolblau Natriumsalz

Calciumchlorid, dehydriert

Complete Ultra Ethylenediaminetetraacetic (EDTA) free
Mini Tablette

Coomassie Brilliant Blau G250
Desoxyribonukleinsdurefarbstoff, Roti-Load DNAstain
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Eindeckelmedium, Prolong Diamond Antifade Mountant
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethanol 99,5 %, vergillt

Ethanol, absolut

Fetales Kélberserum (FBS)

Gele, Bolt Bis-Tris Plus 4-12% 10 Well

Gele, Mini-Protean TGX Stain-Free Protein Gels 4-15%,

10 Well, 12 Well
Gele, NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Biorad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich

Roth
Fluka
Roche

VWR

Roth
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Merck

VWR

Merck Millipore
Pan Biotech

Thermo Fisher Scientific

Biorad

Thermo Fisher Scientific
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Chemikalie Hersteller

Geneticin (G418) Thermo Fisher Scientific
Glycerol Sigma-Aldrich

Glycin Sigma-Aldrich
Hefeextrakt Roth

HEPES (4-2 Hydroxyethylpiperazine-1- Sigma-Aldrich
ethansulfonsdure)

Hygromycin B Losung 50 mg/mL

Imidazol

India Ink

Iodoacetamid (IAM)

Iodoacetamid D4, 98 %
Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumhexacyanoferrat I1I K3[Fe(CN)6]
Kanamycin

L-Glutamin Losung

Magermilchpulver (Skim milk powder)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Magnetische Agarosepartikel, GFP-Trap® MA
Methanséure (formic acid, FA)

Nahrmedium, LB Broth

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

Natriumthiosulfat Pentahydrat
N-Ethylmaleinimid

N-Ethylmaleimid D5

N-Lauroylsarcosin Natriumsalz

Nonidet P 40 (NP40), Substitute
Paraformaldehyd extra rein

Penicillin Streptamycin

Pepton aus Casein

Phosphosidure (85 %)
Proteinfraktionierungskit, NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents
Proteinkonzentrationsbestimmungskit, Pierce 660 nm
Protein Assay

Proteinstandard, Micro 1 mg BSA/ml
Rinderserumalbumin (BSA)

Silbernitrat

Roth

Roth

Pelikan Holding
Sigma-Aldrich
Eurisotop
Thermo Fisher Scientific
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Chromotek
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka

Fluka

Cambridge Isotope Laboratories

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roth

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Merck Millipore
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Chemikalie Hersteller
Thiopropyl Sepharose 6B GE Healthcare
Trichloressigsdure (TCA) Sigma-Aldrich
Tricin Sigma-Aldrich
Trifluoressigsdure (TFA) Merck Millipore

Triton X 100

Trizma base

Trypanblaul6sung (0,4 %)
Trypsin

Trypsin-EDTA-Losung (0,25 %)
Trypsin/Lys-C Mix

Tween 20

Urea

Wasserbad-Schutzmittel, Aqua Resist

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Promega
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
VWR

Zellkulturmedium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  Sigma-Aldrich

(DMEM)

Zellkulturmedium DMEM high glucose, HEPES, no Sigma-Aldrich

phenol red

3.1.4 Puffer und Losungen

Puffer bei denen kein Losungsmittel angegeben ist, wurde Wasser verwendet.

Puffer Zusammensetzung
Anodenpuffer 300 mM Tris Base
100 mM Tricin
pH 8,7-8,8
Blockierlosung 2 Gew.-% BSA

Coomassie Féarbelosung

Coomassie Entfarbelosung
DTT
DTT fiir In-Gel-Verdau

Elutionspuffer fiir die Aufreinigung
(Bakterien)

3 Gew.-% Magermilchpulver

in Tris-gepufferter Salzlosung mit Tween 20 (TBS-T)
40 Vol.-% Ethanol

10 Vol.-% Essigsdure

250 mg/LL Coomassie

10 Vol.-% Essigsdure

1,4 M in 100 mM Ammoniumbicarbonat
10 mM DTT

50 mM Ammoniumbicarbonat

50 mM Natriumdihydrogenphosphat

300 mM Natriumchlorid

250 mM Imidazol

0,5 mM DTT

pH 8,0
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Puffer Zusammensetzung
Elutionspuffer fiir die Aufreinigung 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
(Zelllinien) 300 mM Natriumchlorid
250 mM Imidazol
0,05 Vol.-% Tween 20
pH 8,0
Entfarbelosung 1 30 mM Natriumthiosulfat
Entfarbeldsung 2 100 mM Kaliumhexacyanoferrat
Extraktionsldsung (Gelbande) 50 Vol.-% Trifluoressigsdure (aus 0,1 %-iger Losung)
50 Vol.-% Acetonitril
IAM fiir In-Gel-Verdau 55 mM lodoacetamid

in 50 mM Ammoniumbicarbonat
Kathodenpuffer 300 mM Aminocapronsaure
30 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
pH 8,6-8,7
LB-Medium 10 g/L Pepton
10 g/L Natriumchlorid
5 g/L Hefeextrakt
pH 7.4
LC-MS Losemittel A Fiir die Ladepumpe: 0,1 Vol.-% Trifluoressigséure
Fiir die Hauptpumpe: 0,1 Vol.-% Methansédure (FA)
LC-MS Losemittel B Fiir die Ladepumpe: 0,1 Vol.-% Trifluoressigsdure
84 Vol.-% Acetonitril
Fiir die Hauptpumpe: 0,1 Vol.-% Methansédure (FA)
84 Vol.-% Acetonitril
Lysepuffer 30 mM Tris Base
2 M Thioharnstoff
7 M Harnstoff
4 Gew.-% CHAPS
pH 8,5
Lysepuffer (fiir Bakterien) 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
300 mM Natriumchlorid
10 mM Imidazol
0,5 mM DTT
pH 8,0
Lysepufter (fiir Zelllinien) 50 mM Natriumdihydrogenphosphat
300 mM Natriumchlorid
10 mM Imidazol
0,05 % Tween 20
pH 8,0
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Puffer

Zusammensetzung

MES Puffer, 20-fach konzentriert

MOPS Puffer, 20-fach konzentriert

RIPA Puffer

SDS-Probenpuffer, 2-fach

konzentriert

Silberfarbung Losung A
Silberfarbung Losung B
Silberfarbung Losung C
Silberfarbung Losung D
Silberfarbung Losung E

Silberfarbung Losung F

SOB-Medium

1 M MES

1 M Tris Base

2 Gew.-% SDS
20 mM EDTA
pH 7,3

1 M MOPS

1 M Tris Base

2 Gew.-% SDS
20 mM EDTA
pH 7,7

50 mM Tris HCI
150 mM Natriumchlorid
0,5 mM EDTA

1 Vol.-% NP 40

Auf 10 mL Puffer 1 Tablette Complete Ultra Tablet

mini ohne EDTA

600 mM DTT (wurde bei Bedarf verwendet)

30 Vol.-% Glycerin
12 Gew.-% SDS
150 mM Tris HCI1
pH 7,0

Spatelspitze Bromphenolblau

50 Vol.-% Ethanol

10 Vol.-% Essigsdure

30 Vol.-% Ethanol

500 mM Natriumacetat

8 mM Natriumthiosulfat

6 mM Silbernitrat

236 mM Natriumcarbonat
236 mM Natriumcarbonat
0,01 Vol.-% Formaldehyd
50 mM EDTA

pH 8,0

20 g/L Pepton

5 g/L Hefeextrakt

0,5 g/L Natriumchlorid
2,5 mM Kaliumchlorid

10 mM Magnesiumsulfat
10 mM Magnesiumchlorid
pH 7,0
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Puffer Zusammensetzung
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE), 2 M Tris
50-fach konzentriert 1 M Essigséure

50 mM EDTA

TB-Puffer

Tris-gepufterte Salzlosung (TBS),

10-fach konzentriert

TBS-T

TPS-Anreicherungspuffer

TPS-Lysepuffer

TPS-Resuspensionspuffer

Trypsin Losung
Waschlosung A
Waschlosung B

Waschpuffer (fiir Bakterien)

Waschpuffer (fiir Zelllinien)

0,75 g/L Pipes

15 mM Calciumchlorid

250 mM Kaliumchlorid

10,88 g/L Mangan(II)-chlorid

pH 6,7

100 mM Tris Base

1,5 M Natriumchlorid

pH 8

50 mM Tris

150 mM Natriumchlorid

0,1 % Tween 20

50 mM HEPES

1 mM EDTA

pH 7,5

8 M Urea

1 Gew.-% SDS

250 mM HEPES

100 mM NEM

pH 7,5

8 M Urea

0,1 Gew.-% SDS

250 mM HEPES

pH 7,7

0,033 pg/uL Trypsin in 50 mM Ammoniumbicarbonat
10 mM Ammoniumhydrogencarbonat
50 Vol.-% 5 mM Ammoniumhydrogencarbonat
50 Vol.-% Acetonitril

50 mM Natriumdihydrogenphosphat
300 mM Natriumchlorid

20 mM Imidazol

0,5 mM DTT

pH 8,0

50 mM Natriumdihydrogenphosphat
300 mM Natriumchlorid

20 mM Imidazol

0,05 % Tween 20

pH 8.0
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3.1.5 Groflenstandards

GrofBlenstandard

Hersteller

1 kb DNA Ladder

Page Ruler PreStained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific

3.1.6 Antikorper

Primérantikdrper
Spezifitit Hersteller (Bestellnr.) Spezies Verdiinnung
(Verwendung)
anti-CAPG [AK 1] Sino Biological Kaninchen 1:500 (WB)
(SIN-14213-T52-200) (polyklonal) 1:200 (IF)
anti-CAPG (6D6) [AK 2] Sigma (SAB1403632-100UG) Maus 1:500 (WB)
(monoklonal)  1:200 (IF)
anti-Tubulin  III Chemicon Maus 1:500 (WB)
(MAB1637) (monoklonal)
anti-GFP Chromotek Ratte 1:500 (WB)
(3h9-100) (monoklonal)
anti-6x His-Tag Thermo Fisher Scientific Kaninchen 1:500 (WB)
(PA1-983B) (polyklonal) 1:200 (IF)
Sekundérantikdrper
Spezifitit Hersteller Spezies Verdiinnung
(Bestellnr.) (Verwendung)
anti-rabbit [gG Abberior STAR Abberior Ziege 1:500 (IF)
635P (2-0012-007-2) (polyklonal)
anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen Ziege 1:5000 (WB)
(A11029) (polyklonal) 1:500 (IF)
anti-mouse IgG Alexa Fluor 555 Invitrogen Ziege 1:5000 (WB)
(A21424) (polyklonal) 1:500 (IF)
anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen Esel 1:5000 (WB)
(A21206) (polyklonal) 1:500 (IF)
anti-rabbit IgG Alexa Fluor 555 Invitrogen Ziege 1:5000 (WB)
(A21429) (polyklonal) 1:200 (IF)
anti-rabbit [gG Alexa Fluor 647 Dianova Ziege 1:5000 (WB)
(711-605-152) (polyklonal)
anti-rat IgG Alexa Fluor 488 Invitrogen Esel 1:5000 (WB)
(A21208) (polyklonal)
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3.1.7 Plasmide

Plasmid Hersteller Verwendung
pcMV3-CAPG-His Sino Biological Transfektion
pcMV3-CAPG-c-GFPSpark Sino Biological Transfektion
pcMV3-c-GFPSpark Sino Biological Transfektion

pQE30

QIAGEN

Bakterielle Expression

3.1.8 Primer

Die verwendeten forward (fw) und reverse (rv) Primer wurden von der Firma biomers.net

produziert und geliefert.

Primer Sequenz Verwendung
CAPG C77S fw S¢-atgagcagggggcctctgecgtge-3°
CAPG C77S rv 5¢-gcacggcagaggccccctgetcat-3°
CAPG C165S fw 5¢-caacactggggactccttcatcctggacc-3°
CAPG C165S rv 5¢-ggtccaggatgaaggagtccccagtgttg-3°
CAPG C178S fw 5¢-gaacatcttcgcctggtctggtggaaagteca-3*
Mutagenese
CAPG C178S rv 5¢-tggactttccaccagaccaggcgaagatgttc-3°
CAPG C282S fw 5¢-gctgatatctgatgactcctttgtgetggacaacg-3¢
CAPG C282S rv 5¢-cgttgtccagcacaaaggagtcatcagatatcage-3°
CAPG C290S fw 5¢-tgetggacaacgggctctctggcaagate-3°
CAPG C290S rv 5¢-gatcttgccagagageccgttgtccagea-3°

3.1.9 Software

Software Hersteller

Chromeleon Thermo Fisher Scientific
ImagelLab Bio-Rad

LAS X Leica Micrososystems

MaxQuant Max Planck Institut fiir Biochemie
OriginPro 9.0 OriginLab

Perseus Max Planck Institut fiir Biochemie

Proteome Discoverer
PyMOL 1.74

R

RStudio

Skyline

Tune

X-Calibur
ZEN 2011

Thermo Fisher Scientific
Schrédinger

RCore Team

RStudio

MacCoss Lab Software
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Carl Zeiss Microskopy
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3.2 Methoden

3.2.1 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden

Das Wasser und alle verwendeten Medien wurden vor dem Gebrauch im Autoklaven
sterilisiert. Alle mikrobiologischen und molekularbiologischen Arbeiten erfolgten an der
Bunsenbrennerflamme unter sterilen Bedingungen. Zudem wurden ausschlieBlich sterile
Einwegmaterialien verwendet oder das verwendete Material vorab im Autoklav sterilisiert.
Die verwendeten Plasmide wurden iiber die Firmen Sino Biological und QIAGEN bezogen
(3.1.7) und die verwendeten Restriktionsenzyme und die dazugehorigen Puffer {iber Thermo
Fisher Scientific. Die fiir die Selektion benutzten Antibiotika, Ampicillin (Amp) und
Kanamycin (Kan), wurden zunéchst als 1000-fache Stocklosungen in Wasser angesetzt und

steril filtriert (Ampicillin: 100 mg/mL, Kanamycin: 50 mg/mL).

3.2.1.1 Bakterienstimme
Es wurden zwei unterschiedliche Escherichia coli (E. coli) Bakterienstimme der Firma

Agilent, ehemals Stratagene, verwendet.

XL1 blue:

Dieser Stamm wird zur DNA-Amplifikation eingesetzt und besitzt eine Tetracyclinresistenz.
Durch eine Mutation im EcoK-Endonukleasesystem wird die klonierte DNA vor dem Abbau
geschiitzt.

Genotyp:

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)]
BL21:

Dieser Stamm wurde fiir die bakterielle Expression des Proteins CAPG verwendet.

Genotyp:

fhuA?2 [lon] ompT gal [dcm] AhsdS

3.2.1.2 Herstellung chemokompetenter E. coli-Zellen
Es wurden 3 mL einer Vorkultur des Stammes E. coli XL1 blue oder BL21 aus jeweils einer

Einzelkolonie angelegt (3.2.1.5). Am ndchsten Tag wurden 100 mL SOB-Medium mit 800 pL
der Vorkultur beimpft und bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODggp) von ~0,2 bei
37°C und 180 Umdrehungen pro Minute (upm) im Warmluftschiittler inkubiert. Nach
Erreichen der gewiinschten ODgo9, wurde die Bakteriensuspension in Falkons iiberfiihrt und
fiir 10 min bei 4 °C und 1280 xg zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Sediment in 40 mL
kaltem TB-Puffer resuspendiert und erneut fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach wiederholter

Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde das Sediment in 10 mL kaltem TB-Puffer
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aufgenommen. Um die Bakterienzellen beim Einfrierprozess nicht zu beschidigen, wurde die
Bakteriensuspension mit 750 uL Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt und erneut fiir 10 min
auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die Bakteriensuspension ziigig in 100 pL. Ansétze in
sterile, vorgekiihlte 1,5 mL Reaktionsgefie aliquotiert, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2.1.3 Retransformation von E. coli-Zellen mittels Hitzeschock
Die Plasmide (3.1.7) wurden =zundchst in sterilem Wasser nach Herstellerangaben

resuspendiert und anschlieBend in chemokompetente XL1 blue Zellen transformiert, um
geniigend Ausgangsmaterial der Plasmide fiir nachfolgende Versuche herzustellen. Dafiir
wurden 0,5 pL. der Plasmid-DNA in ein steriles 1,5 mL Reaktionsgefdl3 pipettiert und mit
30 uL der langsam auf Eis aufgetauten XL1 blue Zellen fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die
Aufnahme der Plasmid-DNA in die Zellen erfolgte iiber einen Hitzeschock fiir 1,5 min bei
42 °C (Hanahan, 1983). Nachdem die Zellen im Anschluss 5 min auf Eis inkubiert worden
sind, wurden sie auf eine LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert

und tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.2.1.4 Transformation von E. coli-Zellen mittels Hitzeschock
Die Transformation von Plasmid-DNA, sowie ligierter Plasmid-DNA nach Klonierungen,

wurde nach der Hitzeschock-Methode durchgefiihrt (Hanahan, 1983). Pro Ansatz wurde ein
100 uL Aliquot chemisch kompetenter Zellen langsam auf Eis aufgetaut. Dann wurden die
Zellen mit ca. 1 ug der zu transformierenden DNA versetzt und anschliefend fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Dem nachfolgenden Hitzeschock von 1,5min bei 42 °C folgte eine
1-2-miniitige Inkubation auf Eis. Fiir die anschlieBende phanische Expression wurde der
Ansatz mit 700 uL. LB-Medium versetzt und fiir 1 h bei 37 °C und 300 upm inkubiert. Dann
wurden die Zellen fiir 2 min bei 5000 xg zentrifugiert und das Pellet in 100 puL. LB-Medium
aufgenommen. Im Anschluss wurde der komplette Ansatz auf LB-Agarplatten mit dem

entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.5 Vorkultur
3 mL LB-Medium wurden in einem Kulturréhrchen mit dem entsprechenden Antibiotikum

(1:1000) versetzt und mit einer transformierten Bakterienkolonie unter sterilen Bedingungen

angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 180 upm im Wiarmeschiittler iiber Nacht.

3.2.1.6 Hauptkultur
100 mL LB-Medium wurden in einem 250 mL Schiittelkolben mit dem entsprechenden

Antibiotikum (1:1000) versetzt und mit einer transformierten Bakterienkolonie oder 5 mL der
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Vorkultur angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 200 upm iiber Nacht im

Warmeschuttler.

3.2.1.7 Bestimmung der Zelldichte von Bakterienkulturen
Die Zelldichte der Bakterienkulturen wurde durch das Messen der optischen Dichte (OD) bei

einer Wellenldnge von 600 nm im Plattenlesegerét bestimmt.

3.2.1.8 Plasmid-DNA-Priparation
Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe des kommerziell

erhiltlichen QIAprep Spin Miniprep Kits aus Vorkulturen oder mittels QIAprep Spin
Maxiprep Kits aus Hauptkulturen. Die DNA wurde in 50 uL. (Vorkultur) bzw. 400 puL
(Hauptkultur) autoklaviertem Wasser eluiert. Diese Aufreinigung basiert auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse und der Bindung der Plasmid-DNA an eine Silica-Matrix. Die mit diesem

Verfahren isolierte DNA weist eine sehr hohe Reinheit auf.

3.2.1.9 DNA-Konzentrationsbestimmung
Nukleinsduren weisen aufgrund der Purin- und Pyrimidinbasen ein charakteristisches

Absorptionsmaximum bei 260 nm auf. Deshalb konnte die DNA-Konzentration durch
photometrische Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt werden. Dabei gilt, dass eine

ODy6p von 1 50 ug/mL DNA entspricht (Sambrook et al., 1989). Zusitzlich kann die Reinheit
durch den Quotienten % angegeben werden. Liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2,0

entspricht das reiner, doppelstrangiger DNA. Befindet sich der Quotient nicht im angegebenen
Bereich deutet dies z.B. auf Proteinverunreinigungen hin. Die Bestimmung der
DNA-Reinheit und der -konzentration erfolgte an einem NanoDrop ND-1000 UV/VIS-
Spektralphotometer im Genomics & Transcriptomics Labor (GTL) des Biologisch
Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ). Der jeweilige Elutionspuffer diente als Referenz.
Zur Messung der jeweiligen Probe wurden 1,5 pL Eluat aufgetragen und die Konzentration in

Doppelbestimmung ermittelt.

3.2.1.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction; PCR)

ermdglicht die gezielte Amplifikation vordefinierter Nukleinsdurefragmente mit Hilfe einer
thermostabilen DNA-Polymerase. Definiert werden die zu vervielfiltigenden Bereiche durch
die Wahl der Primer, die aufgrund ihrer Sequenz spezifisch an den zu replizierenden
Nukleinsdureeinzelstrang binden kdnnen. Durch den Denaturierungsschritt bei 98 °C wird die
Auftrennung des DNA-Doppelstranges in Einzelstringe ermoglicht. Wahrend des sich hieran

anschliefenden Anlagerungsschrittes (engl.: annealing) bei Temperaturen zwischen 50 °C
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und 65 °C konnen die Primer iiber entsprechende komplementdre Sequenzen mit den
DNA-Einzelstrangen hybridisieren. Die genaue Temperatur, bei der dieser Schritt ablduft,
richtet sich nach der jeweiligen Schmelztemperatur (Tm) des Primers. Diese ist von der
Léinge, der Sequenz und dem GC-Gehalt der Oligonukleotide abhédngig. Im dritten Schritt
erfolgt bei 72 °C die Synthese der neuen komplementiren Stringe. Durch das Wiederholen
dieser drei Schritte Denaturierung, Anlagerung und Verldngerung lassen sich gewlinschte
DNA-Bereiche innerhalb kurzer Zeit beliebig amplifizieren. In Tabelle 2 wurde der

PCR-Ansatz zusammengefasst.

Tabelle 2: PCR-Ansatz.

Komponente Menge [nL]
5x Phusion HF Puffer 10

10 mM dNTPs 1
Forward Primer (10 pmol/pL) 1,25
Reversed Primer (10 pmol/uL) 1,25
Template DNA (5-50 ng) 5
Phusion DNA-Polymerase (2 U/uL) 0,5
Wasser 26

Die Amplifikation des Reaktionsansatzes wurde in einem Thermocycler mit beheizbarem

Deckel durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen fiir die PCR sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: PCR-Programm.

Schritt Temperatur [°C] Dauer Zyklen
1. Initiale Denaturierung 98 °C 30 sec 1
2. Denaturierung 98 °C 15 sec
3. Anlagerung 55°C 1 min 25
4. Elongation 72 °C 1 min
5. Finale Elongation 72 °C 8 min 1
6. Lagerung 4°C 00

AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und
analysiert (3.2.1.14).
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3.2.1.11 Mutagenese
Bei der gerichteten DNA-Mutagenese werden gezielt Verdnderungen in eine DNA-Sequenz

eingebracht, um die Bedeutung einzelner Aminosduren fiir die Proteinstruktur und -funktion
zu untersuchen. Dafiir wurde in den Versuchen die humane CAPG-DNA-Sequenz als Vorlage
verwendet und gezielt im Basentriplett der fiinf in CAPG enthaltenen Cysteine die
Nukleotidbase Guanin zu Cytosin mutiert, wodurch in jeder Mutante anstatt des jeweiligen
Cysteins (Position: C77, C165, C178, C282, C290) ein Serin entstand. Die flir die Mutagenese
verwendeten synthetischen Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma biomers.net
hergestellt und geliefert.

Fir die durchgefiihrte gerichtete DNA-Mutagenese wurde das Verfahren Single-Primer
Reactions IN Parallel (SPRINP) (Edelheit ef al., 2009) verwendet. Hierbei werden die Primer
(forward und reverse) (3.1.8) zunichst in zwei parallel ablaufenden Einzelreaktionen genutzt.
Die PCR-Reaktionskomponenten und das verwendete PCR-Programm sind in Tabelle 4 und

Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 4: Komponenten der gerichteten PCR-Mutagenesereaktion.

Komponente PCR 1 PCR 2
Template Plasmid DNA 500 ng 500 ng
Forward Primer 50 pmol -
Reverse Primer - 50 pmol
DMSO (100 %) 1 L 1 uL
dNTPs (2 mM) 0,2 mM 0,2 mM
Phusion HF DNA Polymerase (2 U/uL) 1U 1U
5x Phusion HF Puffer 5uL S5ulL
Wasser ad 25 uL ad 25 pL

Tabelle 5: PCR-Programm fiir die Mutagenese.

Schritt Temperatur [°C] Dauer  Anzahl der Zyklen
1.Initiale Denaturierung 98 2 min 1
2. Denaturierung 98 30s
3. Primer Anlagerung primerspezifisch 60 s 30
(55-65)
4. Elongation 72 4,5 min
5. Finale Extension 72 8 min 1
6. Abkiihlen 4 0 1
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Im Anschluss an die Single-Primer-PCR wurden die jeweils zusammengehdrigen
PCR-Ansitze vereint und iiber das Combining-Programm (Tabelle 6) von 95 °C auf 37 °C

langsam abgekiihlt, sodass sich die komplementéren Doppelstrange vereinen konnten.

Tabelle 6: Denaturierung und langsames Abkiihlen fiir die Anlagerung der PCR-Produkte.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1 95 5

2 90 1

3 80 1

4 70 0,5

5 60 0,5

6 50 0,5

7 40 0,5

8 37 o0

Danach folgte der Verdau mit der Restiktionsendonuklease Dpnl, die spezifisch methylierte,
nicht-mutierte, parentale Plasmid-DNA (Ausgangsplasmid) zerschneidet (Lacks und
Greenberg, 1975), nach Herstellerangaben. Im letzten Schritt wurde das mutierte Plasmid in
XL1 blue Zellen transformiert, auf Selektionsplatten ausgestrichen (3.2.1.4) und am néchsten
Tag eine Einzelkolonie fiir eine Vorkultur gepickt (3.2.1.5). Die aus den Bakterien der
Vorkultur isolierte DNA wurde iiber eine Sequenzierung (3.2.1.16) analysiert und die

erfolgreiche Mutagenese bestétigt.

3.2.1.12 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen dient sowohl als préparatives

Hilfsmittel fiir Klonierungszwecke, als auch fiir analytische Zwecke wie zur Uberpriifung von
Plasmiden nach Klonierungen. Jedes Restriktionsenzym hat eine spezifische
Erkennungssequenz, die  unter optimalen  Pufferbedingungen und  optimaler
Inkubationstemperatur, geschnitten wird. Die Inkubationsdauer richtet sich nach der
Temperatur und den eingesetzten Mengen an DNA und Enzym. Analytische Spaltungen
konnten durch die verschiedenen Puffersysteme zeitsparend, mit zwei verschiedenen
Restriktionsendonukleasen in einem Reaktionsansatz durchgefiihrt werden, sofern beide
Enzyme ausreichende Kompatibilitét fiir einen Puffer zeigten. Der Verdau erfolgte fiir 2 h bei

37 °C.
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Tabelle 7: Komponenten des ersten Restriktionsverdaus.

Komponente Volumen [pL]
pcMV3-CAPG-His (1pug/pl) 3,26
Puffer BamHI 2

Kpnl (10 U/uL) 2

Xbal (10 U/uL) 2
Wasser ad 20

Tabelle 8: Komponenten des zweiten Restriktionsverdaus.

Komponente Volumen [uL]
pQE30 (1pg/ul) 3,26
Puffer BamHI 2

Kpnl (10 U/uL) 2

Xbal (10 U/uL) 2
Wasser ad 20

Im Anschluss wurden die Proben fiir 20 min bei 80 °C inkubiert, um den Restriktionsverdau
zu stoppen. Die geschnittenen Produkte wurden mit Desoxyribonukleosidtriphosphaten
(dNTPs; finale Konzentration:0,1 mM) mittels T4-Polymerase (5 U/uL) fiir 5 min bei RT
aufgefiillt. Das Ergebnis der jeweiligen Restriktionspaltung wurde iiber ein Agarosegel
analysiert (3.2.1.14). AnschlieBend wurden die gewiinschten Banden unter UV-Licht
ausgeschnitten und die DNA-Produkte aus dem Gelstiick extrahiert (3.2.1.15).

3.2.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten mit der T4-DNA-Ligase

Die  T4-DNA-Ligase  katalysiert unter = ATP-Verbrauch die Bildung einer

Phosphodiesterbindung zwischen der 5’-Phosphat- und der 3’-Hydroxylgruppe von
iberstehenden und glatten DNA-Enden. Es wurde nach Herstellerangaben verfahren. Die
Vektor-DNA (pQE30) wurde mit der doppelten Menge an /nsert-DNA (CAPG) ligiert. In

Tabelle 9 sind die einzelnen Komponenten zusammengefasst.

Tabelle 9: Ligationsansatz.

Komponente Volumen [pL]
Insert-DNA (CAPG) 7
Vektor-DNA (pQE30) 3,5
Puffer T4 Ligase 1,5

T4 DNA-Ligase (5 U/uL) 1,5
Wasser ad 15
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Die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. Nach der Ligation wurde die Ligase fiir 10 min bei
65 °C hitzeinaktiviert und der Ansatz konnte direkt zur Transformation kompetenter E. coli

XL1 blue Zellen verwendet werden (3.2.1.4).

3.2.1.14 Agarosegelelektrophorese
Um DNA-Fragmente aufzutrennen, ihre Grofle zu bestimmen und gewiinschte Fragmente zu

isolieren, wurde eine Gelelektrophorese nach Sambrook er al. 1989 durchgefiihrt. Die
Auftrennung  erfolgte in 0,8 %-igen oder 2 %-igen (w/v)  Agarosegelen in
Gelelektrophoresekammern mit TAE-Puffer als Laufpuffer. Wobei die Agarosekonzentration
von der GroBle der zu analysierenden DNA-Fragmente abhing. Fiir die Auftrennung von
kleineren DNA-Fragmenten (<500 bp) wurden 0,8 %-ige Agarosegele verwendet und fiir die
Aufreinigung groferer Fragmente (>500bp) 2 %-ige Agarosegele. Hierfiir wurde die
entsprechende Menge an Agarose in TAE-Puffer gelost, in der Mikrowelle erhitzt und in eine
Gelkammer mit passendem Kamm gegossen. Nach Erkalten des Gels wurden die
DNA-Proben mit 6-fach Ladepuffer Roti® Load DNAstain (Roth) fiir eine finale einfache
Konzentration versetzt und in die gewiinschten Geltaschen pipettiert. Zur Abschétzung der
Fragmentgroflen diente die / kb DNA Ladder als Marker, der mit /x Roti® Load DNAstain
versetzt wurde. Danach erfolgte die elektrophoretische Auftrennung fiir 20 bis 60 min bei
100 V. Im Anschluss wurden die Gele mit einem Geldokumentationssystem (Intas)
aufgenommen. Hierbei wurden die aufgetrennten DNA-Fragmente durch Bestrahlung mit
UV-Licht sichtbar gemacht. Denn der im Roti® Load DNAstain enthaltene
Fluoreszenzfarbstoff interkaliert mit doppelstrangiger DNA und wird durch UV-Licht

(A =254-366 nm) angeregt und emittiert dieses bei einer Wellenldnge von 525 nm.

3.2.1.15 Gelextraktion linearer DNA-Fragmente
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel (3.2.1.14) wurde auch zur Isolierung

von DNA mit spezifischer Lidnge verwendet. Dafiir wurde die Bande der entsprechenden
GroBe mit dem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten. Nach der Uberfiihrung in ein
Reaktionsgefdl und anschlieBender Gewichtsbestimmung, wurde die DNA aus dem
herausgeldsten Gelstiick mit Hilfe des High Pure PCR Product Purification Kits von Roche

nach Herstellerangaben isoliert.

3.2.1.16 DNA-Sequenzierung
Der Erfolg einer PCR wurde durch eine Sequenzierung iiberpriift, fiir die das aufgereinigte

PCR-Produkt zuvor auf eine Konzentration im Bereich von 150 ng/uL bis 600 ng/uL

verdiinnt werden musste.
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Die Sequenzierung wurde freundlicherweise von den Mitarbeitern des Genomics and
Transcriptomics Laboratory (GTL) des Biologisch Medizinischen Forschungszentrums

(BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit durchgefiihrt.

3.2.1.17 Bakterielle Expression und Aufreinigung des Zielproteins CAPG
Fir die bakterielle Expression des Zielproteins CAPG wurde zunédchst das

pQE30-CAPG-His-Konstrukt in den E. coli Stamm BL21 transformiert (3.2.1.4). Uber Nacht
erfolgte die Selektion eines Bakterienklons, der das Plasmid aufgenommen hat, auf selektiven
LB-Agarplatten. Am nichsten Tag wurde wie in 3.2.1.5 beschrieben eine Vorkultur durch
Picken einer Einzelkolonie angelegt. Am darauffolgenden Tag wurden 500 mL LB-Medium
in einem 1 L Schiittelkolben vorgelegt mit dem entsprechenden Antibiotikum (1:1000)
versetzt und auf eine ODgyp von 0,05 aus der Vorkultur angeimpft. Die Bakterienkultur wurde
bei 37 °C und 200 upm bis zu einer ODggo von 0,2 inkubiert. Fiir die Bestimmung der OD
wurden jeweils 200 pL. der Bakteriensuspension verwendet und die Messung erfolgte am
Multimode Detektor (Beckman Coulter) bei 600 nm. Anschlieend wurde die Expression von
CAPG durch die Zugabe von 0,15 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert.
Direkt nach der Induktion (Nullprobe) und nach einer weiteren Stunde wurde eine Probe
entnommen. 2h nach der Induktion wurde eine weitere Probe entnommen und die
Bakterienkultur vollstindig abgeerntet. Dafiir wurde die Zellsuspension in sterile 400 mL
Zentrifugenbecher iiberfiihrt und fiir 20 min bei 7.197 xg und 4 °C pelletiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 3 mL Lysepuffer resuspendiert. Nach Zugabe einer
Spatelspitze Lysozym wurden die Zellen fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde
die Zellsuspension mittels Ultraschallbehandlung auf Eis aufgeschlossen. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt fiir 30 min bei 10.000 xg und 4 °C. Mit dem Uberstand wurde
weitergearbeitet und das Sediment verworfen. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung des
Zielproteins mittels immobilisierter Metallionen-Affinititschromatographie (IMAC). Das
Prinzip der IMAC basiert auf der Affinitit von zweiwertigen Metallionen zu den
Aminosduren Cystein, Tryptophan und Histidin auf der Proteinoberfliche in wéssriger
Losung (Cheung ef al., 2012). Die Sequenz fiir das Zielprotein wurde so kloniert, dass CAPG
einen c-terminalen Polyhistidin-7ag trug. Uber diesen war das Protein in der Lage an das fiir
die IMAC verwendete Sédulenmaterial HIS-Select® Nickel Affinity Gel zu binden. Dafiir
wurden zundchst 100 pL der Sdulenmatrix in ein steriles Reaktionsgefdl liberfiihrt und mit
Lysepuffer eingewaschen. Der nach dem Aufschluss erhaltene Uberstand wurde auf die
gewaschene Matrix pipettiert und das Gemisch fiir 1 h bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler

inkubiert. Nach der Inkubationsphase wurde die Suspension auf ein Sdulchen iiberfiihrt und
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fiir 1 min bei 1000 xg zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und es folgten vier
Waschschritte a 400 pL Waschpuffer. Im Anschluss wurde das Protein von der Saule eluiert.
Die Elution erfolgte mit zweimal 100 uL Elutionspuffer und anschlieBend mit zweimal 50 pL
Elutionspuffer, wobei die Probe zwischen jedem Schritt fiir 1 min bei 1000 xg zentrifugiert
wurde. Eluat 1 und 2 sowie 3 und 4 wurden im Anschluss jeweils vereint. Zur Uberpriifung
der Produktreinheit wurden die Proben iiber eine SDS-PAGE (3.2.4.7) aufgetrennt, das Gel
anschlieBend mit Silbernitrat gefarbt (3.2.4.9) und eine Probe des jeweiligen Eluates mittels
LC-MS/MS analysiert (3.2.5), sowie immunologisch mittels Semidry Blotting mit einem
Antikorper gegen CAPG oder den His-7ag nachgewiesen.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

Samtliche zellbiologischen Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank nach
entsprechenden Sicherheitsrichtlinien im Zellkulturlabor der Sicherheitsstufe 1 (S1)
durchgefiihrt. Alle verwendeten Verbrauchsmaterialien waren steril verpackte Einwegartikel
oder wurden vor der Verwendung in einem Autoklaven sterilisiert und alle Zelllinien

regelmiBig auf den Befall von Mykoplasmen getestet.

3.2.2.1 Zelllinien
Fir die Analyse des Proteins CAPG wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene

Glioblastomzelllinien =~ verwendet. Die  Zellkultivierung  erfolgte in  einem
Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 5% CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit in verschiedenen
Gewebekulturflaschen, Petrischalen oder Multiwell-Platten.

A172:

Es wurde die Glioblastomzelllinie A172 (American Type Culture Collection, Manassas, USA)
verwendet, die urspriinglich aus dem Glioblastom eines 53-jdhrigen ménnlichen Patienten
stammt (Giard et al., 1973). Diese Zellen wuchsen adhdrent und wurden in high glucose
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 10 % fotalem Kélberserum (FKS) und
1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert und das Medium alle 2-3 Tage gewechselt.

LN18:

Zudem wurde die Glioblastomzelllinie LN18 (American Type Culture Collection, Manassas,
USA) verwendet, die urspriinglich 1976 aus dem rechten Temporallappen-Glioblastom eines
65-jahrigen ménnlichen Patienten etabliert wurde (Diserens et al., 1981). Diese Zellen
wuchsen adhédrent und wurden in high glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) mit 10 % fotalem Kélberserum (FKS) und 1% L-Glutamin kultiviert und das
Medium alle 2-3 Tage gewechselt.
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3.2.2.2 Wasserstoffperoxidbehandlung von Zellen
Fiir die Wasserstoffperoxidbehandlung der Zellen wurde die verdiinnte Stocklésung immer

frisch aus der 30%-igen sterilen Wasserstoffperoxidlosung fiir die Zellkultur angesetzt. Fiir
die tatsdchliche Behandlung wurden die Zellen final mit 100 uM oder 250 uM
Wasserstoffperoxid fiir 10 min bei Raumtemperatur (RT) behandelt. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen oder Zellen die fiir 10 min mit 20 mM DTT bei 37 °C behandelt worden

sind.

3.2.2.3 Bestimmung der Viabilitit und der Zellzahl mit Trypanblau
Trypanblau ist ein acider Farbstoff, der durch defekte Zellmembranen ins Zytosol toter Zellen

eindringen kann, wo dessen Anion an Zellproteine bindet und die Zellen tiefblau farbt. Im
Vergleich erscheinen lebende Zellen unter dem Mikroskop leuchtend hell. Bei zu langer
Einwirkzeit ist ein Anstieg von toten Zellen zu beobachten, da dieser Farbstoff zytotoxisch
wirkt. Mit diesem Test kann die Zellviabilitét iiberpriift und gleichzeitig die Gesamtzellzahl
ermittelt werden. Hierzu wurden gleiche Volumina (10 uL) der Zellsuspension und der
0,25 %-igen Trypanblaulosung gemischt und die Zellviabilitdit und die Zellzahl mit dem
Zellzéhl-Gerit Countess I FL bestimmt.

3.2.2.4 Passagieren von Zellen
Adhérente Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca. 90 % alle zwei bis drei Tage passagiert.

Dafiir wurde zunichst das Wachstumsmedium entfernt und die Zellen anschliefend mit einer
0,25 %-igen Trypsin-EDTA-Losung bedeckt bis sich die Zellen vom KulturgefdaBboden
abgeldst haben. Danach wurde das doppelte Volumen an vorgewdrmtem Vollmedium, das die
Wirksamkeit des Trypsins herabsetzte, zugegeben. Die Zellsuspension wurde fiir 5 min bei
800 xg zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Zellpellet in dem entsprechenden Volumen an frischem Kulturmedium resuspendiert
(Tabelle 10). Ein Teil der Zellsuspension wurde anschliefend in eine neue Zellkulturflasche
ausgesit. Das Umsetzungsverhéltnis variierte je nach Zelldichte zwischen 1:2 und 1:3.

Tabelle 10 fasst die verwendeten Mengen an Trypsin und Wachstumsmedium zusammen.
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Tabelle 10: Verwendete Mengen an Wachstumsmedium und Trypsin in Abhingigkeit des verwendeten
Kulturgefifies.

Kulturgefili Trypsin [mL] Wachstumsmedium [mL]

Schalen
10 cm 3 10
15cm 6 20
Flaschen
T-75 3 10
T-175 6 20
Platten
24-Well 0,5
6-Well 2 5

3.2.2.5 Zelltransfektion mittels Lipofectamine®3000
Fiir die stabile Transfektion der Zelllinien wurde das Lipofectamin 3000 Reagenz verwendet.

Die Zellen wurden 24 h vorher ausgesit, sodass sie am Tag der Transfektion eine Konfluenz
von 70 bis 80 % aufwiesen. Die Durchfithrung erfolgte nach Herstellerangaben und die
transfizierten Zellen wurden in dem oben beschriebenen Medium (3.2.2.1) kultiviert. Der
Expressionsvektor beinhaltete eine Hygromycin B-Resistenz wodurch transfizierte Zellen

durch die Zugabe von 250 ug/mL Hygromycin B (Roth) selektiert wurden.

3.2.2.6 Kryokonservierung
Die gut etablierte Lagerung von Zellen ist z. B. in fliissigem Stickstoff bei -196 °C mdoglich.

Um zu gewihrleisten, dass moglichst wenig Zellen in Folge der Eiskristallbildung im
Zellinneren beim Einfrierprozess Schaden nehmen, konnen diese mit DMSO versetzt werden.
Die Zellen wurden wie in 3.2.2.4 beschrieben vom Kulturgefd3 abgeldst und bei 800 xg fiir
5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieend in 1 mL Kulturmedium mit 10 % DMSO
resuspendiert und in ein 2 mL Kryogefal iiberfiihrt. Die Kryogefdle wurden in einer
verschlossenen Styroporbox bei —80 °C iiber Nacht eingefroren und am néchsten Tag in
katalogisierter Position in einen Stickstofftank iiberfiihrt. Auf diese Weise wurden die Zellen
schonend eingefroren.

Zur Weiterkultivierung wurden die Zellen schnell aufgetaut und langsam mit 10 mL 37 °C
warmen Medium ausverdiinnt. Das restliche DMSO wurde durch einmaliges Abzentrifugieren
der Zellen fiir 5 min bei 800 xg abgetrennt. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das
Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert und in eine entsprechende Kulturflasche ausgesit.
Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 5 % CO; und
95 % Luftfeuchtigkeit.
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3.2.3 Histologische Methoden

3.2.3.1 Immunhistochemische Farbungen

Zur Untersuchung der CAPG-Lokalisation in verschieden-gradigen Gliomen wurden
immunhistochemische Firbungen freundlicherweise am Institut fiir Neuropathologie des
Universititsklinikums Diisseldorf von Frau Dr. Christiane B. Knobbe-Thomsen durchgefiihrt.
Dafiir wurden anonymisierte Archivproben aus Diisseldorf (Ethikantragsnummern: 3005,

5144, 5576, 6217R) immunhistochemisch untersucht.

Tabelle 11: Klinisch-pathologische Merkmale der 24 Gliompatienten.

# Alter Geschlecht WHO-Grad Histologie Molekularer Befund

1 49 m v Glioblastom wt

2 19 f I Anaplastisches IDH1-R132H
Oligodendrogliom

3 37 f II Oligodendrogliom IDH1-R132H

4 56 m v Glioblastom mit wt
sarkomatdser Komponente

5 45 m I Anaplastisches Astrozytom wt

6 19 f v K27M-mutiertes Gliom wt

7 69 m v Glioblastom wt

8 52 m I Anaplastisches IDH1-R132H
Oligodendrogliom

9 47 m I Anaplastisches IDH1-R132H
Oligodendrogliom

10 27 f II Diffuses Astrozytom IDH1-R132S

11 55 f III Anaplastisches IDHI1-R132H
Oligodendrogliom

12 68 m 1A% GBM wt

13 70 f v GBM wt

14 29 f II Diffuses Astrozytom IDH1-R132C

15 53 m III Anaplastisches IDHI-R132H
Oligodendrogliom

16 82 f v GBM wt

17 29 f III Anaplastisches Astrozytom IDH1-R132H

18 40 m II Oligodendrogliom IDH1-R132H

19 50 f v GBM wt

20 41 f II Oligodendrogliom IDH2-R172K

21 26 m III Anaplastisches IDHI-R132H
Oligodendrogliom
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# Alter Geschlecht WHO-Grad Histologie Molekularer Befund

22 46 m I Anaplastisches IDH1-R132H
Oligodendrogliom

23 62 f I Anaplastisches Astrozytom IDHI1-R132H

24 47 m I Anaplastisches IDHI1-R132H
Oligodendrogliom

3.2.4 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

3.2.4.1 Zellernte

Fir die Zellernte wurde zundchst das Medium entfernt und einmal mit 10 mL PBS
gewaschen. Anschlieend wurde 1 mL PBS auf die Zellen pipettiert und die Zellen mit Hilfe
eines Schabers von der Zellkulturschale abgelost. Die Zellsuspension wurde in ein zuvor
abgewogenes 2 mL Reaktionsgefdl {berfiihrt und fiir 5 min bei 1000xg und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pelletgewicht bestimmt. Das
gewonnene Zellpellet wurde entweder direkt fiir den Zellaufschluss eingesetzt oder zunédchst

bei -80 °C gelagert.

3.2.4.2 Mechanischer Zellaufschluss
Fiir den Aufschluss des Zellpellets wurde das dreifache Volumen eines Lysepuffers

hinzugegeben und das Pellet resuspendiert. Nach Zugabe einer Stahlkugel mit 5 mm
Durchmesser wurde die Zellsuspension fiir 1 min bei 40 Hz mit dem Tissue Lyser
aufgeschlossen. Anschliefend wurde die Probe sechs Mal fiir 10 s sonifiziert, wobei nach je
10 s Beschallung eine 10-sekiindige Pause auf Eis folgte. Um Zelltrimmer abzutrennen,
folgte ein 15-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 16.000 xg und 4 °C. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen, in ein neues 1,5 mL low bind Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und auf Eis
gestellt. Im Anschluss wurde das Sediment ein zweites Mal nach demselben Prinzip
aufgeschlossen. Nur dieses Mal wurde nur die zweifache Menge an Lysepuffer eingesetzt.

Zum Schluss wurden die Uberstinde vereinigt.

3.2.4.3 Probenvorbereitung fiir die globale Analyse von reversiblen
Cysteinmodifikationen
Die globale Analyse reversibler oxPTM erfolgte nach dem Protokoll von Guo (Guo et al.,

2014). Dafiir wurde zunichst ein Teil der A172-Zellen mit 250 uM Wasserstoffperoxid
behandelt (3.2.2.2) (n =4) und die Proteine mittels TCA-Fallung gefillt, um den oxidativen
Zustand der Cysteine zu arretieren. Hierfiir mussten zunidchst alle Puffer fiir mindestens
15 min entgast werden. Dann wurden die Zellkulturschalen auf Eis gestellt und zwei Mal mit

10 mL kaltem PBS gewaschen. Danach wurde 1 mL 20 %-ige (v/v) Trichloressigsidure (TCA)
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in Wasser auf die Zellen gegeben. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei 4 °C wurden die
Zellen von der Schale geschabt und in ein 2 mL Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Um das Zellpellet
zu erhalten, folgte ein 10-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 13.000 xg und 4 °C.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und die Pellets nacheinander vorsichtig mit 10
und 5 %-iger (v/v) Trichloressigsidure gewaschen. Nachdem der Uberstand nach erneuter
Zentrifugation komplett abgenommen und verworfen wurde, wurden die Proben in 400 uL
TPS-Zelllysepuffer, der N-Ethylmaleimid (NEM) enthielt, resuspendiert. AnschlieBend
wurden die Proben fiir 1,5 h bei 850 upm und 37 °C im Dunkeln inkubiert und danach mit je
1,6 mL 100 %-igem Aceton (-20 °C) versetzt, um nicht gebundenes NEM zu entfernen. Die
Proben wurden gut resuspendiert und {iber Nacht bei -20 °C eingefroren. Am Folgetag wurden
die Proben fiir 10 min bei 13.000 xg und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Zellpellets anschlieBend mit 500 uL 70 %-igem Aceton gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen wurde der Uberstand erneut verworfen und
die Pellets flir 5 min mit offenem ReaktionsgefdBBdeckel an der Luft getrocknet, damit das
Aceton vollstindig abdampfen konnte. Danach wurden die Pellets in je 100 uL
TPS-Resuspensionspuffer resuspendiert. Im néchsten Schritt erfolgte die Reduktion der
Proben schiittelnd fiir 1 h bei 37 °C nach Zugabe von 2,86 puL der 1,4 M DTT-Stammldsung
(finale DTT-Konzentration der Proben: 10 mM). Im Anschluss wurde das iiberschiissige DTT
iber eine 30-miniitige Ultrafiltration bei 14.000 xg und 14 °C entfernt. Es folgten zwei
Waschschritte, zum einen mit 8 M Harnstoff und zum Schluss mit kaltem Wasser. Wahrend
des letzten Waschschrittes wurde parallel die Thiopropyl Sepharose 6B Matrix (TPS-Matrix)
vorbereitet. Dafiir wurden pro Probe 35 mg der TPS-Matrix in 1 mL Wasser geldst und fiir
15 min bei RT quellen gelassen. Nach der Inkubation wurde das Gemisch durch pipettieren
erneut resuspendiert und fiir weitere 10 min quellen gelassen. Vor der Verwendung wurde die
TPS-Matrix jeweils fiinfmal mit Wasser und TPS-Resuspensionspuffer gewaschen. Nach dem
Waschschritt mit Wasser wurden die Filter in ein sauberes Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt und die
Proben durch 5-miniitige Zentrifugation bei 1000 xg eluiert. Nach Aufnahme der Proben in je
50 uLL TPS-Bindungspuffer wurde eine Proteingehaltsbestimmung durchgefiihrt (3.2.4.5), um
jeweils 100 pg Protein fiir die anschlieBende Anreicherung einzusetzen. Bevor die Proben mit
der TPS-Matrix gemischt wurden, wurden noch 1,7 pL der 1,4 M DTT-Stammldsung (finale
DTT-Konzentration: 20 mM) und 1,2 uL. der 10 %-igen SDS-Stammlésung (finale
SDS-Konzentration: 0,1 %) zugesetzt. Dann folgte die Inkubation fiir 2 h bei RT und
850 upm. Nicht gebundene Proteine wurden durch stringente Waschschritte entfernt. Dafiir

wurde die TPS-Matrix jeweils fiinfmal mit 500 uL 8 M Harnstoff, 2 M Natriumchlorid,
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80 % Acetonitril mit 0,1 % TFA und zuletzt 25 mM HEPES gewaschen. Dann wurden 50 pL
SDS-Probenpuffer hinzugefiigt und die Proben unter stindigem Schiitteln bei 42 °C fiir
20 min inkubiert. Im letzten Schritt erfolgte die Elution der Proben von der TPS-Matrix in ein
frisches Reaktionsgefd3 {iber einen Zentrifugationsschritt fiir 1 min bei 1000 xg.

Anschlieend wurden die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C weggefroren.

3.2.4.4 Subzellulire Fraktionierung
Die subzelluldre Fraktionierung wurde nach Herstellerangaben mittels NE-PER™ Nuclear

and Cytoplasmic Extraction Kit von Thermo Fisher Scientific durchgefiihrt. Abweichend von
den Herstellerangaben wurde nach der Lyse mit CER1 das Kernpellet noch einmal mit 100 pL.
CER1 gewaschen und erneut fiir 5Smin bei 16.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Zur
Kernfraktionierung wurden die Pellets alle 10 min resuspendiert und zusétzlich mit dem Pistill

bearbeitet. AnschlieBend wurden die Proben viermal fiir je 10 s im Ultraschallbad sonifiziert.

3.2.4.5 Proteinkonzentrationsbestimmung
Zur quantitativen, photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Pierce

660 nm Protein-Assay genutzt. Dieser eignet sich fiir Konzentrationsbereiche von 50 pg/mL
bis 2,0 mg/mL. Detektiert wird eine Verschiebung des Absorptionsmaximums eines
Farbstoffs, die durch die Bindung eines Farbstoff-Metall-Komplexes an die Proteine in einem
sauren Puffer resultiert. Fiir die Messung wurden sowohl je 10 uL einer BSA Standardreihe
(0 ng/uL bis 2000 ng/uL), als auch je 10 uLL der zu messenden Probe in eine non-binding
96 Well-Platte pipettiert. Die Konzentration aller Proben wurde in Doppelbestimmung
gemessen. Dafiir wurde zu allen Proben je 150 pL des Reagenz hinzu pipettiert und die Platte
anschlieBend fiir 5 min bei RT inkubiert. Die Messung erfolgte in einem Multimode Detektor
(Beckman Coulter) bei einer Wellenldnge von 660 nm. Anhand einer Kalibriergerade konnte

die Proteinkonzentration anschlieBend berechnet.

3.2.4.6 Abtrennung von iiberschiissigen Pufferkomponenten mit niedrigem
Molekulargewicht mittels Gelfiltration
Verwendet wurden Mini Spin Séulen mit einem Fassungsvermogen von 50 uL bis 100 pL, die

im ersten Schritt in ein 2 mL Reaktionsgefdll gesetzt wurden. Bevor dann je 1 mL der Matrix
auf die Sdule gegeben wurde, wurde die P6-Matrix gut gemischt. Es folgte ein 2-miniitiger
Zentrifugationsschritt bei 1000 xg, damit sich die Matrix absetzen konnte. AnschlieBend
wurden zum Waschen der Sdule 600 pL. PBS auf die Sdule gegeben und es folgte erneut ein
2-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 1000 xg. Der Durchfluss wurde verworfen und der

Waschschritt ein zweites Mal wiederholt. AnschlieBend wurde die Mini Spin Sdule in ein
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frisches 1,5 mL Reaktionsgefall gesetzt und die Probe auf die Matrix gegeben. Durch erneute

Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 xg wurde die Probe von der Sdule eluiert.

3.2.4.7 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Bei einer Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) werden

Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Laemmli, 1970). Dabei iiberdeckt das
anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) die Eigenladung der Proteine. So weisen
die Proteine eine negative Ladung auf, die proportional zu ihrer Masse ist und eine
Auftrennung nach dem Molekulargewicht ermdglicht. Durch das teilweise im SDS
Probenpuffer enthaltene DTT werden die Disulfidbriicken aufgebrochen, wodurch die
Proteine denaturieren und ihre native Struktur verlieren. Oxidierte Cysteine wiirden dadurch
ebenfalls reduziert werden. Fiir die SDS-PAGE wurden 4-12 %-ige Gradientengele von
Thermo Fisher Scientific oder 4-15 %-ige Mini PROTEAN®TGX Stain fiee Gel von der
Firma Biorad verwendet. Die Proben wurden mit vierfachem SDS-Puffer versetzt und 10 min
bei 40 °C inkubiert. Fiir eine anschlieBende Western Blot Analyse wurden die Geltaschen je
nach Experiment mit 20-30 ug Protein beladen und als Marker wurde der PageRuler
Prestained Protein Ladder verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte fiir

15 min bei 50 V und anschlieBend fir weitere 45-60 min bei 200 V.

3.2.4.8 Coomassie-Farbung
Die Coomassie-Farbung zédhlt zu den Standardmethoden, um aufgetrennte Proteine im Gel zu

visualisieren. Dafiir wurden die Proteine zunéchst mittels SDS-PAGE (3.2.4.7) aufgetrennt
und das Gel anschlieend fiir mindestens 1 h in Coomassie-Schnellfiarbeldosung inkubiert. Bei
dieser Fiarbemethode handelt es sich um eine Endpunktfarbung bei der sich der Farbstoff
sowohl an basische, als auch aromatische Aminosédureseitenketten anlagert und alle Proteine
anfarbt. Nach der gewlinschten Inkubationszeit wurde das Gel fiir mindesten 1h in
Coomassie-Entfarbelosung gegeben, um nicht gebundenes Coomassie zu entfernen und das
Hintergrundsignal zu minimieren. Anschliefend wurde mit Wasser gewaschen und das Gel zu

Dokumentationszwecken eingescannt.

3.2.4.9 Silberfirbung
Die Silberfarbung zihlt ebenfalls zu den Standardmethoden um aufgetrennte Proteine im Gel

zu visualisieren (Nesterenko ef al., 1994). Der Féarbeablauf ist in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12: Der Ablauf, die Losungen und die Inkubationszeiten der Silberfirbung. Es wurden pro Losung
50 mL angesetzt.

Schritt Losung Dauer
Fixierung A 15 min-24 h
Inkubation B 15 min-2 h

Wissern Wasser 3x5 min
Féarbung C 15 min-30 min
Wissern Wasser wenige Sekunden

Spiilen D 1 min

Entwicklung E 1 min-7 min

Stoppen F 20 min-2 h

Waschen Wasser 10 min-24 h

3.2.4.10 Semidry Western Blot
Um die mittels SDS-PAGE (3.2.4.7) aufgetrennten Proteine zu immobilisieren, wurden diese

mit Hilfe des Semidry Blotting Verfahrens auf eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF)-Membran
transferiert, um sie anschlieBend immunologisch detektieren zu konnen. Fiir den
Proteintransfer wurden auf die Anodenplatte zundchst zwei zuvor in Anodenpuffer
eingeweichte Filterpapiere platziert. Darauf wurde eine zuvor mittels 100 % Isopropanol
aktivierte und anschlieBend in Anodenpuffer inkubierte PVDF-Membran gelegt. Auf die
aktivierte Membran kam das Gel und abschlieBend wurden zwei weitere zuvor in
Kathodenpuffer getrinkte Filterpapiere darauf gestapelt. Eingeschlossene Luftblasen wurden
entfernt und eine konstante Spannung von 2mA pro cm’® fiir 1h angelegt, um einen
gleichméBigen Proteintransfer zu gewihrleisten. Durch hydrophobe Wechselwirkungen
bleiben die Proteine an der Membranoberflache haften und das Auftrennungsmuster bleibt
erhalten. Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran schiittelnd in 50 mL Blockierlésung
fir 30 min bei RT inkubiert, um die unspezifischen Bindestellen auf der Membran
abzusittigen. AnschlieBend wurde der gewiinschte Primdrantikorper (3.1.6) in 1 mL
Blockierlosung verdiinnt, auf die Membran gegeben und tliber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
ndchsten Morgen wurde die Membran zweimal fiir 5 min mit einfach TBS-T auf einem
Schiittler gewaschen, bevor der an einen fluorophorgekoppelte Sekundérantikorper (3.1.6) in
Blockierlosung verdiinnt und auf die Membran gegeben wurde. Die Inkubation mit dem
Sekundirantikorper erfolgte im Dunkeln fiir 1,5 h bei RT auf dem Schiittler. Nachdem je
zweimal fiir 5 min mit einfach TBS-T und einfach TBS lichtgeschiitzt gewaschen wurde,
wurde die Membran fiir mindestens 30 min bei 37 °C im Waérmeschrank getrocknet.
Anschlieend konnte die Membran am Fluoreszenzplattenlesegerdt im jeweiligen Kanal

aufgenommen werden.
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3.2.4.11 Immunprizipitation von GFP und GFP-Fusionsproteinen
Fiir die Untersuchung des CAPG-GFP-Fusionsproteins und den fiinf daraus generierten

Cysteinmutanten (C77, Cl165, C178, (€282, (C290) wurde ein Protokoll fiir die
Immunprézipitation (IP) etabliert. Die Zellernte erfolgte wie bereits in 3.2.4.1 beschrieben.
Anstelle des Standardlysepuffers wurde hier RIPA-Lysepuffer, der mit NEM versetzt war
(final: 100 mM NEM), fiir den Aufschluss verwendet 3.2.4.2. Fiir die Analyse des
CAPG-GFP-Fusionsproteins und dessen potentiellen Interaktionspartnern wurde die IP von
GFP-Fusionsproteinen unter Verwendung von GFP-Trap® MA (Chromotek) durchgefiihrt.
Bei der GFP-Trap® MA werden Alpaka-Antikorperfragmente, die kovalent an die
Oberflache von magnetischen Agarosepartikeln gekoppelt sind, verwendet. Die IP wurde nach
Herstellerangaben durchgefiihrt und die Elution erfolgte mit 100 uL. SDS-Probenpuffer. Die

Eluate wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.2.4.12 Polyethylenglykol (PEG)-Switch Assay
Zur Untersuchung reversibler oxidativer posttranslationaler Cysteinmodifikationen (oxPTM)

von Zielproteinen wurde der PEG-Switch Assay nach Burgoyne et al. 2013 verwendet. Dabei
lassen sich mit dieser Methode unter Verwendung eines Alkylierungsmittels auf PEG-Basis
(Methoxypolyethylenglykolmaleimid, Sigma) reversible oxPTM eines Zielproteins
nachweisen.

Um zu untersuchen, ob es sich be1t CAPG um ein redox-sensitives Protein handelt und um den
Redoxzustand der einzelnen Cysteinmutanten von CAPG zu analysieren, wurden
LN18-Zellen verwendet, in die CAPG-His oder die jeweilige Cysteinmutante von CAPG
stabil eingebracht wurden. Die Zellen wurden auf 15 cm Kulturschalen ausgesit und bis zu
einer Konfluenz von 90-100 % kultiviert. Alle Puffer und Losung wurden vor dem Gebrauch
entgast. Es wurden unterschiedliche Kontrollen verwendet und die Schalen dem entsprechend
beschriftet (1) unmodifiziert, 2) Minimale Molekulargewichtsverschiebung, 3) unbehandelt,
4) 250 uM Wasserstoffperoxid, 5) 1 mM Wasserstoffperoxid, 6) Maximale
Molekulargewichtsverschiebung). Jeweils eine Schale wurde mit 250 uM Wasserstoffperoxid
fiir 10 min bei RT und eine weitere mit 1 mM Wasserstoffperoxid fiir 5 min bei 37 °C
behandelt. Die Zellernte erfolgte wie bereits in 3.2.4.1 beschrieben. Der Uberstand wurde
abgenommen und das gewonnene Zellpellet der Proben 1, 2 und 6 in 100 uL Blockierpuffer
pH 6,9 (100 mM HEPES und 1 % SDS) ohne N-Ethylmaleimid (NEM) resuspendiert. Die
Pellets der Proben 3, 4 und 5 wurden in 100 pL Blockierpuffer pH 6,9 (100 mM HEPES und
1 % SDS) mit 100 mM NEM aufgenommen. Die Zelllyse und die Alkylierung der freien
Thiole mittels NEM erfolgten durch Inkubation bei 50 °C und 850 upm fiir 25 min im
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Dunkeln. Im nédchsten Schritt wurde {tberschiissiges nicht gebundenes NEM mittels
Gelfiltration (3.2.4.6) abgetrennt. Anschlieend erfolgte die Reduktion reversibler oxPTM
durch Zugabe von 10 mM Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP) und Inkubation fiir 15 min
bei 45 °C und 300 upm. Uberschiissiges TCEP wurde erneut mittels Gelfiltration abgetrennt.
Die neu freigewordenen Thiole wurden bei Probe 2 mit 100 mM NEM markiert und bei den
Proben 3 bis 6 mit 40 mM PEG-maleimid. Zusétzlich wurde den Proben 0,5 % SDS zugesetzt.
Probe 1 wurde unmodifiziert gelassen. Nach 2 h Inkubation leicht schiittelnd bei RT im
Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 mM HEPES-Puffer mit 100 mM NEM
(pH 6,8) zu den Proben 2 bis 6 gestoppt. Mittels Acetonfdllung liber Nacht wurde
iiberschiissiges NEM entfernt. Dafiir wurden 800 pL -20 °C kaltes Aceton zu den Proben
gegeben, die Proben im Anschluss gut durchmischt und iiber Nacht bei -20 °C eingefroren.
Am Folgetag wurden die Proben fiir 10 min bei 13.000 xg und 4 °C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellpellets anschlieBend mit 100 pL 70 %-igem Aceton
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde der Uberstand
erneut verworfen und die Pellets fiir 5 min mit offenem Reaktionsgefiddeckel an der Luft
getrocknet, damit das Aceton vollstindig abdampfen konnte. Danach wurden die Pellets in je
50 uL Minimalpuffer mit HEPES resuspendiert und die Proteinkonzentration bestimmt
(3.2.4.5). Im néchsten Schritt wurden die Proteine {iber eine SDS-PAGE aufgetrennt (3.2.4.7),
auf eine PVDF-Membran {bertragen und das Kandidatenprotein immunologisch
nachgewiesen (3.2.4.10). Wies das Protein reversible oxPTM auf so korreliert die
Molekulargewichtsverschiebung im Blot nach Alkylierung mit PEG-maleimid mit der Anzahl
an oxPTM.

3.2.4.13 Immunzytochemische Firbungen
Fiir die mikroskopischen Untersuchungen der CAPG-Lokalisation wurden die Zellen auf

Deckglédsern kultiviert. Dazu wurden zunichst die Deckglédser in Ethanol desinfiziert, in ein
24-Well gelegt und zwei Mal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Deckgldser mit
je 250 uL Poly-L-Lysin (0,1 %), welches zuvor 1:10 in PBS verdiinnt wurde, beschichtet.
Nach 2-stiindiger Inkubation bei RT unter der Sterilbank wurde das Poly-L-Lysin-Gemisch
abgenommen und die Deckgldser fiir 20 min mit UV-Licht bestrahlt. Darauthin wurde drei
Mal mit PBS gewaschen, bevor ca. 1x10° Zellen/mL pro Deckglischen ausgesit und iiber
Nacht in einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 5 % CO, inkubiert, um eine Konfluenz von
ca. 70 % zu erreichen.

Am nichsten Tag erfolgte zundchst die jeweilige Behandlung der Zellen. Nach der

Behandlung wurde fiir eine Minute mit PBS gewaschen und die Zellen im Anschluss mit
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4 %-iger Paraformaldehydlésung (PFA) in PBS fiir 15 min bei RT unter dem Abzug fixiert.
Nach zwei anschlieBenden Waschschritten mit PBS wurden die Zellen in einer Losung mit
10 % FKS und 0,6 % TritonX 100 in PBS fiir 20 min inkubiert, damit unspezifische
Bindestellen blockiert und die Zellen permeabilisiert wurden. Die Zellen wurden {iber Nacht
bei 4 °C in dem jeweiligen in 200 uL PBS verdiinnten Primérantikorper (3.1.6) inkubiert. Am
folgenden Tag wurden die Deckglidser drei Mal fiir 5 min mit PBS gewaschen, um nicht
gebundenen Primérantikdrper zu entfernen. Danach erfolgte die 1-stiindige Inkubation mit
dem Sekundirantikérper und DAPI bei RT im Dunkeln. Drei Waschschritte mit PBS
schlossen sich an bevor die Deckgldser mit den Zellen nach unten auf einem Objekttrager mit
Eindeckmedium (Prolong Diamond Antifade Mountant, Life Technologies) aufgebracht

wurden. Bis zum Mikroskopieren wurden die Objekttrager bei RT im Dunkeln gelagert.

3.2.4.14 Mikroskopie
Die Bilder wurden am Mikroskop Axioplan (Zeiss) zum einen mit einem 40x und zum

anderen mit einem 100x Objektiv aufgenommen. Das Mikroskop war mit einer
Quecksilberdampflampe und einer Digitalkamera ausgestattet. Die Bildbearbeitung erfolgte

mit der Software AxioVision und ZEN 201 1.

3.2.4.15 Konfokal-Mikroskopie
Die Aufnahmen der immunzytochemisch angefirbten Zellen wurden am konfokalen,

hochauflosenden System Leica TCS SPSSTED 3X mit einem 40x Objektiv am Center for
advanced imaging (CA1) der Heinrich-Heine-Universitit Disseldorf mit freundlicher
Unterstiitzung von Herrn Dr. Sebastian Hansch aufgenommen. Die Bildbearbeitung erfolgte

mit der Software LAS X (Leica).

3.2.4.16 Lebendzell-Mikroskopie
Zur Untersuchung des Einflusses der Wasserstoffperoxidbehandlung (3.2.2.2) auf lebende

Glioblastomzellen, in die entweder CAPG-GFP oder eine der Cysteinmutanten (C282S-GFP
oder C290S-GFP) stabil eingebracht wurde, wurden die lebenden Zellen iiber die Zeit am
konfokalen hochauflésenden System Leica TCS SPSSTED 3X mit einem 40x Objektiv am
Center for advanced imaging (CAi) der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf mit
freundlicher Unterstlitzung von Herrn Dr. Sebastian Hénsch aufgenommen. Die
Lebendzell-Mikroskopie bietet den entscheidenden Vorteil, dass sich mit dieser Methode
Einblicke in die Dynamik von Prozessen erhalten lassen, wohingegen fixierte Proben immer
nur eine Momentaufnahme liefern. Die LN18-CAPG-GFP-, LN18-CAPG C282S-GFP- und
LN18-CAPG C290S-GFP-Zellen wurden auf p-Schalen von ibidi ausgesdt und in Medium

ohne Phenolrot, um die Autofluoreszenz zu minimieren, bis zu einer Konfluenz von
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ca. 70-80 % kultiviert. Die subzelluldre Lokalisation von CAPG in lebenden Zellen wurde
durch Anregung des GFP-Tags nachverfolgt. Zunichst wurden die Zellen jeweils iiber einen
Zeitraum von ca. 5 min im unbehandelten Zustand aufgenommen. Im Anschluss erfolgte die
Wasserstoffperoxidzugabe ohne die Unterbrechung der Aufnahmen, um den Fokus nicht zu
verlieren. Danach wurden die Zellen noch fiir mindestens weitere 30 min aufgenommen. Die
Aufnahme erfolgte unter Kulturbedingungen bei 37 °C und 5 % CO, (3.2.2.1), um die Zellen
nicht noch zusitzlichem Stress auszusetzen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der

Software ImageJ.

3.2.4.17 Molekulardynamik (MD)-Simulation
Die MD-Simulationen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Markus Dick (Institut fiir

pharmazeutische und chemische Chemie, AG Computational Pharmaceutical Chemistry von
Prof. Dr. Gohlke) angefertigt. Als Grundlage fiir die MD-Simulationen diente die publizierte
Struktur der CAPG-Sev-Mutante (pdb: 1j72). Es wurde die Lage der einzelnen Cysteine von
CAPG und deren Losemittelzugénglichkeit untersucht, um eine Aussage dariiber treffen zu
konnen, wie zugénglich diese fiir die Redox-Regulation sind. Dafiir wurden unter anderem
Distanzmessungen zwischen den einzelnen Cysteinpaaren durchgefiihrt. Zur Visualisierung
und Analyse wurde die Software VMD (visual molecular dynamics) verwendet. Zum einen

wurde das komplette Protein betrachtet und zum anderen vereinzelte Doménen.

3.2.4.18 Aktinpolymerisations-/-depolymerisationsassay
Zur Messung der Aktin-Capping-Aktivitit der verschiedenen, rekombinant in E. coli

hergestellten CAPG-Proteinvarianten wurde der Aktinpolymerisations-
/-depolymerisationsassay (Fluorometric/ BIV-K457-100) von Biozol verwendet. Die
Experimente wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt und 2,8 uM der jeweiligen
CAPG-Proteinvariante  fiir die Experimente verwendet. Abweichend von den
Herstellerangaben wurde die jeweilige CAPG-Proteinvariante flir 10 min mit 100 pM
Wasserstoffperoxid bei RT, wihrend der letzten 10 min der I-stiindigen Inkubationsphase
nach der Rekonstitution von markiertem Aktin, behandelt, um den Einfluss mdglicher
oxidativer posttranslationaler Cysteinmodifikationen der CAPG-Proteinvarianten auf die

Aktin-Capping-Aktivitit zu untersuchen.

3.2.4.19 Scratch Assay
Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens verschiedener LN18-Zelllinien wurde der Scratch

Assay verwendet. Hierbei wurde das Migrationspotenzial herkdmmlicher LN18-Zellen mit
dem CAPG-His oder die jeweilige Cysteinmutante von CAPG iiberexprimierender

LN18-Zellen verglichen, um herauszufinden welchen Einfluss zum einen eine erhhte Menge
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an CAPG und zum anderen die einzelnen Cysteinmutanten auf das Migrationsverhaltens
haben. Dafiir wurden die entsprechenden Zellen auf 6-Wells ausgesdt. Am Folgetag wurde
dem konfluenten Zellrasen unter sterilen Bedingungen mit Hilfe einer 200 uL Pipettenspitze
ein gleichméBiger Kratzer (engl.: scratch) zugefiigt. Im Anschluss folgten drei Waschschritte
mit PBS, um die beim Scratch-Vorgang abgelosten Zellen zu entfernen. Danach wurden die
Zellen im Standardkulturmedium kultiviert. Durch Verlaufsfotodokumentation direkt im
Anschluss, nach 24 h und 48 h nach dem Zufiigen des Kratzers und Ausmessen der zellfreien
Flache konnten Riickschliisse auf das Migrationsverhalten der untersuchten Zellen gezogen
werden. Fiir das Ausmessen der freien Fliche wurde die Software ImageJ verwendet. Die
Versuche wurden in drei Replikaten durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden statistisch und

graphisch mit Microsoft Excel aufbereitet und dargestellt.

3.2.5 LC-MS/MS-Analysen

3.2.5.1 Probenvorbereitung fiir den In-Gel-Verdau
Das silbergefirbte Gel (3.2.4.9) wurde auf eine Glasplatte gelegt, die entsprechenden Banden

mit einem Skalpell ausgeschnitten und in die entsprechenden Verdaurdhrchen gelegt. Die
Waschlosungen A und B, sowie die Entfarbelosungen eins und zwei wurden in 1,5 mL
Reaktionsgefdlen vorgelegt. Die Entfiarbelosungen wurden im Verhiltnis 1:1 gemischt und
davon je 40-60 pL auf die jeweilige Gelbande pipettiert, sodass diese vollstindig bedeckt war.
Die Losung blieb solange drauf bis die Bande vollstandig entfiarbt war. AnschlieBend wurde
die Losung abgenommen und je 60 pL. der Waschlosung A auf die entfirbten Gelbanden
pipettiert. Nach einer Inkubation fiir 3-10 min bei RT wurde der Uberstand abgenommen und
60 uL der Waschlosung B auf die Bande gegeben. Es folgte eine erneute Inkubation fiir
3-10 min bei RT. AnschlieBend wurde alternierend noch zweimal mit Waschlésung A und B
gewaschen, bevor die Gelstlicke zum Trocknen in die Vakuumzentrifuge gestellt wurden. Die
Banden konnten entweder weggefroren, zunichst noch reduziert und alkyliert (3.2.5.2) oder

direkt fiir den Verdau (3.2.5.3) eingesetzt werden.

3.2.5.2 Reduzieren und Alkylieren der Banden
Um die trockenen Gelstiicke zu reduzieren, wurden die Banden in je 50 pL 10 mM DTT in

50 mM Ammoniumbicarbonat flir 45 min bei 56 °C quellen gelassen. Anschlielend wurde die
iiberschiissige Losung abgenommen und ziigig 50 pL. 55 mM lodoacetamid (IAM) in 50 mM
Ammoniumbicarbonat zugegeben. Nach 30-miniitiger Inkubation bei RT wurden die
Gelstiicke erneut zweimal alternierend fiir 3-10 min mit den Waschlosungen A und B

gewaschen und dann in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Je nachdem wofiir die Banden
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eingesetzt werden sollten, wurden sie trocken weggefroren oder direkt proteolytisch mit
Trypsin liber Nacht verdaut (3.2.5.3). Je nach Versuch wurde der Reduktionsschritt
weggelassen oder anstelle mit IAM mit [AM-D4 alkyliert.

3.2.5.3 Proteolytischer Verdau
Zum Ansetzen der Arbeitslosung wurden 32,5 uL der 100 mM Ammoniumbicarbonatldosung

(pH 8,0) zu einem 5 pL Trypsin-Aliquot, welches eine Konzentration von 250 ng/uL hat und
in 10 mM Salzsdure geldst ist, pipettiert, um eine Trypsin-Endkonzentration von 0,033 ug/uL
zu erhalten. AnschlieBend wurden 3 puL der frisch angesetzten Arbeitslosung und 3 pL der
Waschlosung A auf das Gelstliick gegeben. Nach Aufquellen des Gelstiicks wurden die

Verdaurohrchen verschlossen und tiber Nacht bei 37 °C im Warmeschrank inkubiert.

3.2.5.4 Peptidextraktion
Zunidchst wurde die Extraktionslosung frisch aus 0,1 %-iger TFA und Acetonitril 1:1

angesetzt und anschlieBend je nach BandengroBe 10-40 uL der frisch angesetzten
Extraktionslosung auf die Gelbande gegeben. Nachdem die Proben fiir 15 min im mit Eis
gefiillten Ultraschallbad beschallt wurden, wurde der Uberstand in ein HPLC-Probengefi
iberfiihrt. AnschlieBend wurde erneut die gleiche Menge an Extraktionslosung auf die
Gelbanden gegeben und die Proben kamen fiir weitere 15 min ins Ultraschallbad, bevor die
Uberstiinde vereint wurden. AnschlieBend wurden die HPLC-Probengefifle fiir ca. 4 h zum
Trocknen in die Vakuumzentrifuge gestellt, um das komplette Acetonitril zu entfernen. Die
trockenen Proben wurden entweder direkt in 17 pL 0,1 %-iger TFA aufgenommen und

gemessen oder bei -20 °C gelagert.

3.2.5.5 Massenspektrometrie
Alle, wie 1im vorherigen Abschnitt beschrieben, prozessierten Proben wurden

massenspektrometrisch analysiert. Fiir die MS-Analyse wurde der bottom-up Ansatz
verwendet. Zunédchst wurden alle Proben {iber eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(engl.: high performance liquid chromatography; HPLC) aufgetrennt, bevor sie anschlieend
an der QExactive Plus analysiert wurden. An die LC-MS/MS-Analyse schloss sich die
bioinformatische Datenauswertung an. Um ein stabiles Laufverhalten des HPLC-MS-Systems
zu gewidhrleisten, liefen in regelmédfBigen Abstinden Peptidstandards. Die jeweiligen

Geriteinstellungen sind in den folgenden Unterkapiteln beschrieben.

3.2.5.5.1 Flussigkeitschromatographie
Fiir die Probenauftrennung wurde ein Ultimate 3000 Fliissigkeitschromatographiesystem

genutzt. Mit Hilfe des Autosamplers wurden je 15 pL einer Probe auf eine Vorsdule (Acclaim
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PepMap C18, 75 um Innendurchmesser, 3 um PartikelgroBe, 100 A PorengrofBe, 2 cm Linge)
geladen, um vorab mogliche Verschmutzungen der Probe zu reduzieren. Im Anschluss
erfolgte die eigentliche Auftrennung der Probe mit einer Flussrate von 0,3 pL/min iiber eine
analytische Sdule (Acclaim PepMap C18, 75 pm Innendurchmesser, 2 pum Partikelgrofe,
100 A PorengrdBe, 25 cm Linge). Dabei war die gewihlte Gradientenlinge von der
Komplexitit der zu analysierenden Probe abhéngig. Fiir weniger komplexe Proben wurde ein
60-miniitiger Gradient verwendet und fiir komplexe Peptidgemische ein 120-miniitiger. Auf
den jeweiligen Gradienten folgte jeweils ein Spiil- und Equilibrierungsschritt von 60 min. Die
Teilschritte des jeweiligen Gradienten sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengefasst.
Im Anschluss wurden die Proben iiber eine Nanoelektrospray-lonisationsquelle (nESI) in das

Massenspektrometer eingebracht.

Tabelle 13: Teilschritte des 60-miniitigen Gradienten fiir die Probenauftrennung mittels HPLC.

Zeit [min] Anteil an B [%] Flussrate [pul/min] Schritt

0-10 4 0,3 Beladen der Vorsédule

10-12 4-10 0,3 Beladen der analytischen
Saule

12-65 10-40 0,3 Linearer Gradient

65-69 95 0,3

69,5-70 4 0,3

71-75 95 0,4

75,5-80 4 0,4 Spiilen und Equilibrieren

81-85 50 0,4

85,5-90 96 0,4

95,5-120 4 0,4

Tabelle 14: Teilschritte des 120-miniitigen Gradienten fiir die Probenauftrennung mittels HPLC.

Zeit [min]  Anteil an B [%] Flussrate [uL/min]  Schritt

0-15 4 0,3 Beladen der Vorsédule
Beladen der analytischen

15-78 10-20 0,3 . , .
Saule/linearer Gradient

78-130 20-40 0,3 linearer Gradient

130-137 95 0,3

141-145 50 0,4

145,5-150 96 0,4 .. S
Spiilen und Equilibrieren

150,5-153 4 0,4

153-158 96 0,4

158,5-180 4 0,4
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3.2.5.5.2 Massenspektrometrische Analyse

Tandem-Massenspektren wurden mit dem hochauflosenden Orbitrap-Quadrupol Hybridgerét
QExactive Plus aufgezeichnet. Hierbei werden Ionen in der C-Falle gesammelt und zur
Orbitalfalle, die als Analysator dient, weitergeleitet. Dort wird ein Transient aufgenommen,
der mittels Fourier-Transformation in Massenspektren umgewandelt wird. Die Vorldauferionen
werden mit Hilfe einer Nanoelektrospray-lonisationsquelle (nESI-Quelle) erzeugt und
anschlieBend in Zyklen Vorlduferionen- und Fragmentspektren aufgezeichnet. Fiir die
Aufzeichnung von Vorlduferionenspektren werden Vorlduferionen in der Orbitalfalle
gesammelt und analysiert. Bis zu zehn der 2 bis 4-fach geladenen Vorlduferionen mit dem
hochsten Signal werden anschlieBend nacheinander im Quadrupol isoliert, in der High Energy
Collision Dissosiation (HCD) Zelle fragmentiert und in der Orbitalfalle analysiert. Danach
folgt ein neuer Zyklus. Die Peptidfragmentierung in der HCD-Zelle erfolgt durch
Zusammenstoe mit dem Kollisionsgas Stickstoff.

QExactive Plus  wurden in Tabelle 15

Die verwendeten Einstellungen fiir die

zusammengefasst.

Tabelle 15: Massenspektrometrische Parameter fiir die MS/MS-Analysen mit der QExactive Plus.

Parameter Werte 120-miniitiger Werte 60-miniitiger
HPLC-Gradient HPLC-Gradient
Spray Spannung (+) 1,4 kV 1,4 kV
Kapillartemperatur 250 °C 250 °C
Polaritat positiv positiv
MS1-Auflosung 70,000 70,000
MS2-Auflosung 17,500 17,500
MS1-Scan-Bereich 350 bis 2000 m/z 200 bis 2000 m/z
MS2-Scan-Bereich 200 bis 2000 m/z 200 bis 2000 m/z
TopN 10 20
Isolationsfenster Quadrupol 2m/z 4 m/z
Automatic Gain Control (MS1)  3.00E+06 3.00E+06
Automatic Gain Control (MS2)  1.00E+05 1.00E+05
Maximale lonenzeit (MS1) 80 ms 50 ms
Maximale lonenzeit (MS2) 60 ms 50 ms

Ladeausschluss
Dynamischer Ausschluss

Nicht zugeordnet, 1, >3
100 s

Nicht zugeordnet, 1, >5
10s

Fragmentierungsmethode HCD HCD
Kollisionsgas Stickstoff Stickstoff
Kollisionsenergie 30 % 30 %
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Die gezielte direkte Detektion von oxidativen posttranslationalen Cysteinmodifikationen des
Zielproteins wurde mittels Parallel Reaction Monitoring (PRM) ebenfalls an der
QExactive Plus  durchgefiihrt. Aus einer vorherigen shotgun-Analyse wurde eine
Einschlussliste (engl.: inclusion list) fiir die PRM-Analyse des Proteins CAPG erstellt
(Tabelle 16).

Tabelle 16: Peptid-Einschlussliste fiir die gezielte MS/MS-Analyse der oxidativen posttranslationalen
Cysteinmodifikationen des Kandidatenproteins CAPG.

Peptide Modifikation m/z RT [min] Zeitfenster
VADSSPFALELLISD 2 Carbamidomethyl (C) 985,8087 62
DCFVLDNGLCGK
VADSSPFALELLISD 2 Cys-Cys 947,1224 42,5
DCFVLDNGLCGK
VADSSPFALELLISD 2 Cys-Cys 947,1224 64,9 ab Minute 36 bis
DCFVLDNGLCGK zum Ende

VADSSPFALELLISD Carbamidomethyl (C), 977,4648 69,5
DCFVLDNGLCGK Dioxidation (C)
VADSSPFALELLISD Carbamidomethyl (C), 982,7964 68,6
DCFVLDNGLCGK Trioxidation (C)

ANAQAAALYK unmodifiziert 510,77 21
ARDLALAIR unmodifiziert 333,5417 20
. Minute 10 bis 26
DLALAIRDSER unmodifiziert 420,2298 24
EGNPEEDLTADK unmodifiziert 659,2939 18
QFFKDWK unmodifiziert 333,5080 30 Minute 26 bis 35

Fiir die PRM-Analysen wurde der 120-miniitige HPLC-Gradient verwendet. Die verwendeten
massenspektrometrischen  Einstellungen wurden in  der nachfolgenden Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 17: Massenspektrometrische Parameter fiir die PRM-Analysen mit der QExactive Plus.

Parameter Werte

Spray Spannung (+) 1,4 kV
Kapillartemperatur 250 °C

Polaritét positiv
MS1-Auflosung 70,000
MS2-Auflésung 17,500
MS1-Scan-Bereich 200 bis 2000 m/z
MS2-Scan-Bereich 200 bis 2000 m/z
Isolationsfenster Quadrupol 2 m/z
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Parameter Werte
Automatic Gain Control (MS1)  3.00E+06
Automatic Gain Control (MS2)  2.00E+05

Maximale Ionenzeit (MS1) 50 ms
Maximale Ionenzeit (MS2) 100 ms
Fragmentierungsmethode HCD
Kollisionsgas Stickstoff
Kollisionsenergie 30 %

3.2.6 Bioinformatische Datenanalyse
Fir die bioinformatische Datenanalyse wurden je nach Probenart, Komplexitit und

Probenaufarbeitung verschiedene Strategien angewandt.

3.2.6.1 Massenspektrometrische Proteinidentifizierung
Fiir die Identifizierung von Proteinen wurde der bottom-up Ansatz verwendet. Fiir diesen

Ansatz wurden die Proteine zuvor proteolytisch verdaut (3.2.5.3). Die generierten MS- und
MS/MS-Spektren wurden fiir die Identifizierung und Quantifizierung von Peptiden und
Proteinen mit Hilfe der Software MaxQuant (Max Planck Institut fiir Biochemie, Planegg)
(Cox und Mann, 2008) mit dem implementierten Andromeda-Such-Algorithmus ausgewertet.
Die Suchen wurden mit Standardparametern durchgefiihrt, wenn nicht anders angegeben. Die

Parameter fiir den Datenbankabgleich sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

Tabelle 18: Parameter fiir den Datenabgleich mit MaxQuant.

Protease Trypsin (Schnittstelle hinter den Aminosduren Arginin und
Lysin/max. zwei {iberlesene Schnittstellen)

Toleranz MS1 Suche 20 ppm

Toleranz MS2 Suche 4,5 ppm

FDR (Peptidebene) 1%

FDR (Proteinebene) 1%

Taxonomie Homo sapiens
Masse Monoisotopisch
Min. Peptidlidnge 8

Fiir die Datenbanksuchen wurden humane Sequenzen aus der UniProt oder SwissProt
Knowledgebase (KB) verwendet. In Tabelle 19 sind die fiir die unterschiedlichen Experimente

verwendeten Programmversionen und Proteom-Datenbanken zusammengefasst.
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Tabelle 19: Zusammenfassung der verwendeten Proteindatenbanken, sowie der MaxQuant (MQ)- und
Perseus-Versionen.

Studie MQ-Version Datenbank Perseus-Version

20.08.2018
A172-Redox-Proteom 1.6.2.10 Uniprot 1.6.1.1
(73.112 Eintrdige)
20.08.2018
A172-Proteom 1.6.2.10 Uniprot 1.6.1.1
(73.112 Eintrdge)
19.02.2018
IAM/IAM-D4 1.6.3.4 SwissProt -
(42.271 Eintrdge)
19.02.2018
Interaktionspartner A172-CAPG-His 1.6.3.4 SwissProt 1.6.1.1
(42.271 FEintrdige)
19.02.2018
SwissProt
Interaktionspartner (42.271 Eintrdge)
LN18-CAPG-/-CAPG C282S-/ 1.6.3.4 GFP-fasta 1.6.2.3
-CAPG C290S-GFP fasta-Datei der
Cysteinmutanten
von CAPG

Fiir die markierungsfreie Quantifizierung wurde der Modus match between runs verwendet.
Fir die Analyse des A172-Proteoms und des A172-Redox-Proteoms wurden folgende
Suchparameter zusétzlich verwendet: variable Modifikationen an der Aminosdure Cystein:
Carbamidomethyl (IAM) (m/z = 57,021) und NEM (m/z = 125,048).

Fir die markierungsbasierte Studie mit IAM/IAM-D4 und die Interaktionsstudie
(LN18-CAPG/-CAPG C282S/-CAPG C290S-GFP) wurde neben [IAM als variable
Modifikation am Cystein noch IAM-D4 (m/z = 61,047) beriicksichtigt. Zusitzlich wurde die
max. Peptidldnge auf 35 hochgesetzt.

3.2.6.2 Quantitative Auswertung der massenspektrometriebasierten Daten
Die weiterreichende Datenanalyse nach der MaxQuant-Suche erfolgte mittels Perseus

Software (Tabelle 19). Dafiir wurden zunidchst die erhaltenen Informationen aus der
MaxQuant-Suche eingeladen, die Proben nach ihrer Zugehorigkeit gruppiert und die
Proteinliste nach den folgenden Giitekriterien gefiltert: Identifizierung by site,
reverse-Eintrige, potenzielle Kontaminanten anhand der MaxQuant Kontaminantenliste und

mindestens zwei identifizierte Peptide. Anschlieend wurden alle Proteine rausgefiltert, die
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nicht in mindestens einer Gruppe in allen Replikaten identifiziert worden sind. Im Anschluss
wurde von den LFQ-Intensitdten der Logarithmus zur Basis 2 gebildet. Vor der statistischen
Analyse wurden die jetzt noch fehlenden Werte basierend auf den Werten der
Normalverteilung (width = 0,3; down shift = 1,8) imputiert (Cox et al., 2014). Es wurde eine

significance analysis of microassays (SAM) auf Basis eines zweiseitigen T-Tests

durchgefiihrt (FDR = 0,05; SO = 0,1). Die Differenz ist definiert als: Znz11082An _ Znz11082 Bn

na np

3.2.6.3 Quantitative Auswertung der PRM-Daten
Fir die Identifizierung und Quantifizierung von Peptiden und Proteinen aus den

PRM-Experimenten wurde ebenfalls die MaxQuant Software verwendet. Die weiterfiihrende
Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der Software Skyline-daily (MacLean et al., 2010). Die
Quantifizierung erfolgte auf MS*-Ebene.

3.2.6.4 Anreicherungsanalysen
Fir die Erstellung von Proteinnetzwerken und die Annotation von Proteinen nach

Ontologiebegriffen wurde die Software STRING (Version 11.0) verwendet (Snel et al., 2000),
um so Informationen iiber mogliche iiberreprasentative biologische Prozesse in den jeweiligen
Datensédtzen zu erhalten. Dargestellt sind Protein-Protein-Interaktionen, die auf

experimentellen Daten basieren oder aus kurierten Datenbanken stammen.

3.2.6.5 VENN-Analyse
Fiir die vergleichende Darstellung der quantifizierten Daten in VENN-Diagrammen wurde die

Software FunRich (Pathan ef al., 2015) verwendet.

3.2.6.6 Quantifizierung der freien Fliche in den Scratch Assay
Fiir die Quantifizierung der noch nicht zu gewachsenen Fldche nach dem Zufiigen einer

Wunde, wurde die freie Fliche mit Hilfe der Software /mageJ ermittelt. Hierbei wurde fiir
jede Zelllinie und jeden Zeitpunkt eine Stichprobenanzahl von 3 ausgewertet. Die Berechnung
der Mittelwerte und Standardabweichung, sowie die graphische Darstellung erfolgte mit
Excel 2010 (Microsoft). Die statistische Auswertung erfolgte iiber einen zweiseitig gepaarten
studentischen T-Test. Der Signifikanzwert (p-Wert) ist in den Abbildungen mit Sternen
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001) dargestellt.

3.2.6.7 Statistische Auswertung des Aktinpolymerisationsassays
Die Auswertung der Daten aus dem Aktinpolymersiationsversuch erfolgte in der

R-Umgebung (Version 3.6.0 R Core Team (2019); R: A language and environment for
statistical computing, R Foundation for Statistical Computing) unter Verwendung der Pakete

“MASS” und “growthcurver”. Bei der funktionellen Untersuchung der kanonischen Funktion
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von CAPG in Abhéngigkeit der Cysteinmutanten wurden sechs der sieben Gruppen mit einem
n von 5 analysiert. Fiir die CAPG-His C178S-Mutante wurde ein n von 4 fiir die statistische
Datenauswertung verwendet, weil eine Messung als Ausreiler gewertet wurde. Bei der
Untersuchung des Einflusses von Wasserstoffperoxid auf die kanonische Funktion von CAPG
wurden fiinf Gruppen mit einem n von 4 analysiert. Dafiir wurden zuerst die gemessenen
Hintergrundintensitidten beriicksichtigt. Durch eine robuste lineare Regression (Funktion
,IIm* der logarithmierten Intensititen der Hintergrundproben) wurde der mittlere Hintergrund
pro Zeitpunkt berechnet, der dann von den weiteren gemessenen Intensititen abgezogen
wurde. Kennwerte fiir die erhaltenen Wachstumskurven wurden dann mit der Funktion
»summarizeGrowth* fiir die jeweiligen Einzelproben kalkuliert. Die erhaltenen Kennwerte
wurden gruppiert und mittels Varianzanalyse und nachfolgenden Post-Hoc-Test nach Tukey

auf Unterschiede zwischen den Gruppen untersucht.

3.2.6.8 Statistische Auswertung immunhistochemischer Firbungen
Die immunhistochemischen Féarbungen wurden basierend auf einem Firbeindex, dem

sogenannten Immunreaktiv-Score (engl.: immunoreactive score, (IRS) (Fedchenko und
Reifenrath, 2014; Remmele, 1987), semiquantitativ ausgewertet. Der Immunreaktiv-Score
(IRS) gibt einen Bereich von 0 bis 12 als Produkt der Multiplikation zwischen dem
Prozentsatz positiver Zellen (0-4) und der Intensitit der Farbung (0-3) an (Tabelle 20).

Tabelle 20: Zusammensetzung des IRS.

A (Prozentsatz positiver Zellen) B (Intensitit der Firbung) IRS (A*B)
0 = keine positiven Zellen 0 = keine Farbung 0-1 = negative
1 = weniger als 10 % an positiven Zellen 1 =milde Farbung 2-3 =mild
2 =10-50 % an positiven Zellen 2 = moderate Farbung 4-8 = moderat
3 =51-80 % an positiven Zellen 3 = starke Farbung 9-12 = stark

4 = mehr als 81% an positiven Zellen Finaler IRS (A*B): 0-12

Die Auswertung erfolgte zundchst blind, ohne vorherige Kenntnis der Patientendaten

(Tabelle 11).

3.2.6.9 Statistische Auswertung
Die Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen, sowie die graphische

Darstellung erfolgte mit Excel 2010 (Microsoft). Signifikanzen wurden durch einen zweiseitig
gepaarten studentischen T-Test ermittelt. Die Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA)

mit anschlieBendem multiplem Vergleichstest nach Tukey erfolgte mittels R/RStudio anhand
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eines R-Skriptes (MPL). Der Signifikanzwert (p-Wert) ist in den Abbildungen mit Sternen
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) dargestellt.
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4 Ergebnisse

Verschiedene Studien zeigen, dass das Aktin-Capping-Protein CAPG mit verschiedenen
klinisch pathologischen Merkmalen von Tumorzellen, wie der Migration, der Invasivitdt und
der Metastasierung, assoziiert ist (Renz ef al., 2008; Van Impe et al., 2013). In humanen
Gliomen und vor allem Glioblastomen ist der mRNA- und Proteinspiegel von CAPG
signifikant erhoht (Xing und Zeng, 2016). Eine hohere CAPG-Expression kann als
unabhéngiger Faktor zur Vorhersage einer ungiinstigen Prognose dienen (Yun ef al., 2018). In
einer Proteomstudie, in welcher der Einfluss von Peroxiredoxin 1 auf die Chemoresistenz von
A172-Glioblastomzellen untersucht wurde, gab es erste Hinweise darauf, dass es sich bei
CAPG um ein redox-sensitives Protein handelt (Poschmann et al., 2015). In der hier
vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, ob es sich bei CAPG tatsidchlich um ein
redox-sensitives Protein handelt und welche Auswirkungen der Redoxstatus von CAPG auf
humane Glioblastomzelllinien hat. Dafiir wurden zwei verschiedene Glioblastomzelllinien als
Modellsystem verwendet und deren Redoxzustand manipuliert. Zur Validierung und um einen
ersten Hinweis zu bekommen, ob es sich bei CAPG tatsdchlich um ein redox-sensitives
Protein handelt, wurde das Redox-Proteom global analysiert. Im nédchsten Schritt wurden die
Cysteine von CAPG, die sensitiv fiir die Oxidation sind, positionsgenau nachgewiesen.
AbschlieBend wurden die moglichen Konsequenzen dieser Redoxregulation in funktionellen

Studien und die CAPG-Abundanz in humanen Gewebeproben untersucht.

4.1 Differenzielle Analyse von reversibel redox-sensitiven

Cysteinresten im Proteom von A172-Zellen
Die Reihe diverser oxidativer Cysteinmodifikationen (oxPTM) und deren Reversibilitét

unterstreicht ihre Rolle fiir die Proteinfunktion und macht die Untersuchung von
Zellsignalwegen, bei denen Cysteinreste oxidiert werden, zu einem sehr interessanten
Forschungsgebiet. Um herauszufinden, ob es in Folge der Behandlung von entsprechenden
Zellmodellen mit Wasserstoffperoxid zu reversiblen Oxidationen an Proteinen kommt, hat
sich die Anreicherung von reversiblen Cysteinmodifikationen {iber eine Thiopropyl Sepharose
Matrix (TPS-Matrix) anhand des modifizierten Protokolls nach Guo (Guo et al., 2014) und
deren Analyse mittels differenzieller, markierungsfreier Proteomanalyse via LC-MS/MS als
effektive  Methode  herausgestellt.  Insbesondere die  Informationen aus der
Massenspektrometrie ergeben erste Hinweise liber die fiir die Oxidation sensitiven Cysteine,
der als redox-sensitiv identifizierten Proteine, im Redox-Proteom der A172-Zellen nach
Wasserstoffperoxidbehandlung. Die mit DTT-behandelten Proben dienten als

Reduktionskontrolle und diese Studie wird im Folgenden als A172-Redox-Proteom
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bezeichnet. Mit diesem globalen Ansatz ldsst sich das Modellsystem validieren und die
Anfangshypothese mit einem globaleren Readout reproduzieren. Der Ablauf der

Probenaufarbeitung ist schematisch in Abbildung 8 gezeigt.

Al172- Ze]len

&H Blockierung der ‘l \I

Behandlung: fre