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Einleitung/Ziel der Dissertation

1. Einleitung/Ziel der Dissertation

Beim Glaukom, im Volksmund auch als Griiner Star bezeichnet, handelt es sich um
ein neuropathisches Erkrankungsbild, welches durch eine strukturelle Schadigung der
retinalen Ganglienzellen und typischen damit einhergehenden irreversiblen
Gesichtsfeldausfallen  charakterisiert  ist  [1].  Allgemein  lassen  sich
Offenwinkelglaukome von Engwinkelglaukomen unterscheiden. Ca. 60 Millionen
Menschen weltweit sind am Glaukom erkrankt, drei Viertel davon am
Offenwinkelglaukom, wobei Frauen haufiger betroffen sind als Manner [2]. Die
Erkrankung verlauft zunachst lange asymptomatisch und klinisch stumm, was die
Einleitung einer rechtzeitigen Therapie oftmals hinauszégern kann [3]. Haufig fuhrt
dies zur totalen Erblindung des betroffenen Auges. Bei ca. 8,4 Millionen Menschen
konnte eine Erblindung infolge eines Glaukom ausgemacht werden, was die
Erkrankung zur zweith&aufigsten Erblindungsursache weltweit macht - direkt nach der
Katarakt, dem Grauen Star [4]. Als ein Hauptrisikofaktor fir das Glaukom gilt ein
erhohter Augeninnendruck, jedoch werden auch lokale Durchblutungsstérungen im
GefaRsystem des Auges als entscheidende Risikofaktoren in der Atiopathogenese der
Erkrankung diskutiert [5]. Bis heute ist die genaue Krankheitsentstehung des
Normaldruck-Glaukoms (normal tension glaucoma, NTG), bei dem im Gegensatz zum
konventionellen Glaukom kein erhdéhter Augeninnendruck vorliegt, nicht abschlieend
verstanden. Es wird allerdings als sehr wahrscheinlich betrachtet, dass die
Schadigung des Sehnervkopfes in diesem Fall eine vaskularen Ursache hat [6].
Hypertonie [7] und in Folge Atherosklerose sowie auch oxidativer Stress [8] stehen in
starkem Zusammenhang mit Umgestaltungen im Gefal3system, welche mit
endothelialer Dysfunktion, Veranderungen der vasomotorischen Funktion, vaskularer
Entzindung und strukturellen Umbauvorgangen einhergehen. Daran ist auch das
Peptidhormon Angiotensin Il unter pathologischen Bedingungen beteiligt. In den
letzten Jahren ist das Interesse an der Rolle von Angiotensin Il in der Pathogenese
des Glaukoms zunehmend grof3er geworden. Trotz seiner extrem wichtigen
(patho)physiologischen Funktionen muss unterstrichen werden, dass die konkreten
molekularen Mechanismen von Angiotensin ll-induziertem oxidativen Stress sowie
dessen genaue Wirkung auf die Zellen von Retina und Augenarterie weitestgehend
unaufgeklart sind und somit die Gelegenheit der tiefgreifenden Untersuchung auf
diesem Feld bieten. Einige Studien haben bereits die Effekte von Angiotensin Il und
die Rolle von oxidativem Stress auf verschiedene Gefal3systeme beschrieben [8-13].
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Einleitung/Ziel der Dissertation

Bisher wurde aber der Einfluss von Angiotensin Il auf das Gefal3bett im Auge in keiner
Studie untersucht. Vor wenigen Jahren konnten mit Hilfe von pharmakologischen und
immunhistochemischen  Ansatzen die physiologischen Mechanismen der
Vasodilatation der Arteria Ophthalmica der Maus genau entschlisselt werden [14, 15].
Auf der Ebene der Proteine und zellularer Signalwege wurde dieser Aspekt aber
tatsachlich noch nie ndher beleuchtet. Diese Studie konnte als einfaches aber
reproduzierbares in vitro-Glaukommodell an der Maus die besondere Wichtigkeit und
Beteiligung von zwei wesentlich unterschiedlichen Gefallbetten im Auge, namlich
Arteria Ophthalmica als retrobulbares Gefald und die intraokuldre Retina, an der
Krankheitsentstehung hervorheben, um die Pathomechanismen der glaukomatosen
Sehnervschadigung bei nicht erhohtem Augeninnendruck eingehend zu verstehen
sowie dazu beitragen, die Mechanismen der Umbauvorgange auf Proteinebene zu
entschlisseln und Signalwege als direkte Antwort auf Angiotensin IlI-induzierten
oxidativen Stress gezielt aufzudecken. Es wird unmittelbar die Hypothese getestet,
dass die Retina anfélliger gegentber Angiotensin ll-induziertem oxidativen Stress ist

als die Arteria Ophthalmica.
Dementsprechend verfolgt die Studie kurzum folgende Ziele:

1. Etablierung eines effizienten und soliden experimentellen Protokolls zur
Probenvorbereitung insbesondere fur die nachfolgende MS-basierte Analyse
von speziell geringen Mengen Gewebsproben von okularen Mikrogefalien

2. Massenspektrometrische Charakterisierung des Proteoms von

a. Arteria Ophthalmica und
b. Retina der Maus bei Angiotensin ll-induziertem oxidativen Stress

3. Validierung von ausgewahlten Biomarkern auf mRNA-Level mittels RT-qPCR
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Literaturdiskussion

2. Literaturdiskussion

2.1 Glaukom

Der Begriff ,Glaukom*® definiert allgemein eine heterogene Gruppe von multifaktoriellen
Augenerkrankungen, die mit einer optischen Neuropathie einhergehen sowie durch
den voranschreitenden Zelluntergang der retinalen Ganglienzellen charakterisiert sind
und letztendlich zu einem irreversiblen Gesichtsfeldausfall fiihren, sollten sie nicht
rechtzeitig diagnostiziert und therapiert werden [1, 16]. Die Erkrankung weist weltweit
eine Pravalenz bei ca. 60 Millionen Menschen auf, perspektivisch mit einer Steigerung
auf geschatzt 80 Millionen Menschen bis zum Jahr 2020, wobei allgemein Frauen
statistisch haufiger betroffen sind als Manner [2]. Offenwinkelglaukome treten deutlich
haufiger, ndmlich bei schatzungsweise drei Viertel aller Glaukompatienten, auf. Das
Glaukom ist in Deutschland der zweithaufigste Grund zu erblinden [17], wohingegen
als Hauptursache die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) [18] angegeben wird,
bei der nicht die Netzhaut, sondern ihre umgebenden Strukturen, namlich das retinale
Pigmentepithel, die Bruch-Membran und die Choroidea beeintrachtigt sind [19]. Auch
weltweit wird das Glaukom als zweithaufigste Erblindungsursache angegeben,
wahrend hierbei aber die Hauptursache die Katarakt darstellt [2], bei der es auf Grund

unterschiedlicher Faktoren zu einer Eintribung der Augenlinse kommt [20].

2.1.1 Atiologie und Klassifikation

Glaukome lassen sich zunachst allgemein anatomisch betrachtet in Offen- und
Engwinkel- oder auch Winkelblockglaukome unterscheiden [21], was sich auf den
Kammerwinkel bezieht, der von der Regenbogenhaut (Iris) und der Hornhaut (Kornea)
gebildet wird. Im Kammerwinkel befindet sich das Trabekelwerk, durch welches das
Kammerwasser im Schlemm-Kanal abflie3en kann. Bildungsort des Kammerwassers
ist der Ziliarkérper, an dem auch die Augenlinse Uber die Zonulafasern aufgehangt ist.
Das Kammerwasser flie3t von der hinteren Augenkammer durch die Pupille in die

vordere Augenkammer, wie es als roter Pfeil in Abbildung 1 dargestellt ist.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Anatomie des Auges mit Abflussweg des Kammerwassers
(roter Pfeil)

Offenwinkelglaukome treten deutlich haufiger auf [17] und verlaufen meist eher
chronisch und Kklinisch stumm. Bei Engwinkelglaukomen kann ganz akut ein
sogenannter Glaukomanfall auftreten, bei dem das Kammerwasser durch Verlegung
des Kammerwinkels durch die Iris kaum noch abflieRen kann, was eine dramatische
Steigerung des intraokuldren Drucks zur Folge hat und auch als Winkelblock
bezeichnet wird. Hierbei kénnen in schwerwiegenden Fallen Augen- und
Kopfschmerzen sowie Ubelkeit und Erbrechen auftreten, was eine medizinische
Notfallsituation darstellt, die eine schnelle Therapie unabdingbar macht. Zumeist ist
allerdings nur ein Auge betroffen. Abbildung 2 zeigt schematisch beide
Glaukomformen mit jeweils unterschiedlicher Gestaltung des Kammerwinkels.
Weiterhin werden primére Offenwinkelglaukome nochmal von den sekundaren
Offenwinkelglaukomen unterschieden. Bei Letzteren entsteht das Glaukom als Folge
einer anderen Augenerkrankung wie beispielsweise intraokuldren Tumoren oder
Uveitis. Beim konventionellen primaren Offenwinkel-Glaukom ist ein entscheidender,

aber beherrschbarer Risikofaktor ein erhdhter Augeninnendruck [22].
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@
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Abbildung 2: Schematische Darstellung beider Glaukomformen mit unterschiedlicher Gestaltung des
Kammerwinkels [23]

2.1.2 Beitrag lokaler Durchblutungsstorungen an der Krankheitsentwicklung

Obwohl Pharmaka, die vorwiegend als Augentropfen verabreicht werden, zum Senken
dieses Drucks etabliert werden konnten wie z. B. Betablocker, Alpha-
Sympathomimetika und Carboanhydrasehemmer, die die Produktion des
Kammerwassers aus dem Ziliarkorper verringern oder Cholinergika, die durch
Kontraktion des Ziliarkbrpers das Trabekelwerk offnen und zuséatzlich durch
Verengung der Pupille den Kammerwinkel 6ffnen [21, 24], was besonders beim
Engwinkelglaukom von Vorteil ist, schreitet bei manchen Glaukompatienten die
Erkrankung weiter voran, was oftmals zu einem irreversiblem Gesichtsfeldausfall fuhrt.
Bei diesen Patienten geht man davon aus, dass eine beeintrachtige Autoregulation im
okularen Gefallbett verantwortlich fir den Krankheitsfortschritt ist. Dies kann durch
Atherosklerose, Vasospasmus und endotheliale Dysfunktion bedingt sein [22]. Als
Konsequenz wird der Sehnervkopf zunehmend anfélliger gegenuber
Perfusionsdefiziten, erhdhtem intraokuldrem Druck und den anfallenden lokalen
metabolischen Anforderungen. Dadurch entsteht ein ischdmischer Schaden, der die
vaskulare Autoregulation wiederum weiter schadigt, wodurch sich die Morphologie der
Zellstruktur des Sehnervkopfes verandert, was ein typisches Diagnosekriterium eines
Glaukoms darstellt. Die spezifische Atrophie des Sehnervs in Form von Ausdinnung
des neuroretinalen Randes des Sehnervkopfes und Verlust der retinalen
Nervenzellfaserschicht bezeichnet man als glaukomatdse optische Neuropathie [25].
Die klinische Entitat dieser in Kombination mit einem Augeninnendruck, der sich in den
normalen Grenzen bewegt (nicht Uber 22 mmHG), wird dann als Normaldruck-

Glaukom (normal tension glaucoma, NTG) als Untergruppe der priméaren
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Offenwinkelglaukome bezeichnet. Es zeigt in der Regel keine auffalligen Symptome.
Perfusionsdefizite am Sehnervkopf, in der Retina und Choroidea ausgeldst durch
Vasospasmus, small vessel disease oder autoregulatorische Dysfunktionen ohne
Anstieg des Augeninnendrucks sind signifikante Faktoren in der Pathogenese des
NTG [26]. Dafur, dass in der Pathogenese dieses Glaukoms eine vaskulare
Insuffizienz involviert ist, spricht, dass man besonders beim NTG h&ufig eine kleine
Blutung am Sehnervkopf beobachten kann [27]. Verschlusskrankheiten wie z. B. der
retinale Zentralarterienverschluss (central retinal artery occlusion) der Arteria centralis
retinae werden bei Patienten mit NTG ungeféahr acht Mal haufiger beobachtet als bei
sonst gesunden Patienten [28]. Auch die Migrane, ausgelost durch Vasospasmus in
HirngefalRen, wurde haufiger bei Patienten mit NTG beobachtet als bei Patienten mit
konventionellem primaren Offenwinkelglaukom oder Kontrollgruppen [29]. Die
Mechanismen, die zum abnormalen Blutfluss beim NTG fihren, bleiben ungeklart,
aber oxidativer Stress, Vasospasmus und endotheliale Dysfunktion scheinen
Risikofaktoren dafiur zu sein [26]. Es konnte in vorigen Studien gezeigt werden, dass
die beeintrachtigte vaskuldre Autoregulation bei NTG-Patienten im Vergleich zu
Patienten mit erhdhtem Augeninnendruck deutlich ausgepragter war [30]. Wéahrend
eine gestdrte Durchblutung im Auge als Risikofaktor des Glaukoms kein vollig neues
Konzept ist, kommen standig neue Erkenntnisse auf, welche weitere Studien
ermdglichen, um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen aufzudecken, die
den Krankheitsverlauf regulieren. Obwohl erhebliche Bemihungen zur Untersuchung
der intraokularen BlutgefalRe unternommen wurden, insbesondere der Retina, wird die
funktionelle Relevanz und Bedeutung der retrobulbdren Blutgefalle, welche ja
hauptséachlich fur die Blutversorgung am Sehnervkopf verantwortlich sind, haufig
Ubersehen. Es gibt zunehmend mehr Hinweise, dass Anomalien im Blutkreislauf der
retrobulbaren Gefalle, also Arteria Ophthalmica und den Ziliararterien, mit der
Pathophysiologie eines progressiven Glaukoms assoziiert sind [31-33].
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2.2 Arteria Ophthalmica

Die gesamte arterielle Blutversorgung des Augapfels und der Augenhdhle der Maus
wird durch die Arteria Ophthalmica gewahrleistet. Sie besitzt einen inneren
Durchmesser zwischen 80 und 150 um [14, 15], entspringt der Arteria Carotis interna
unmittelbar nachdem diese den Sinus Cavernosus verlassen hat und passiert die
Orbita durch den Canalis Opticus in Richtung der Lederhaut (Sklera) [26, 34]. Dort
zweigt sich die Arteria centralis retinae ab (siehe auch schematische Darstellung in
Abbildung 7 links). Diese tritt dann schrag durch einen Skleraring direkt in den Nervus
Opticus ein und ist unmittelbar fur die Gefaldversorgung der Netzhaut (Retina)
verantwortlich. Zusammen mit den hinteren Ziliararterien stellt sie das Blut fir den
hinteren Augenanteil bereit. Die entsprechende Vene verlauft ndher am Nerv als die
Arterie. Danach teilt sich die Arteria Ophthalmica noch auf Hohe der Sklera in eine
temporale und eine nasale Ziliararterie, welche wiederum die stark vaskularisierte
Aderhaut (Choroidea) versorgen. Diese zahlt ebenso wie die Regenbogenhaut (Iris)
und der Ziliarkdrper zur Uvea und liegt zwischen Retina und Sklera. Wie in Abbildung
3 dargestellt versorgen die Aste der Arteria Ophthalmica beim Menschen samtliche
anatomische Strukturen der Orbita wie z. B. die Tranendrise, aber auch andere
wichtige anatomische Strukturen auf3erhalb der Orbita wie Teile der Hirnh&aute, der
Nase und des Gesichts, wie z. B. die Muskeln der au3eren Augenmuskulatur, namlich
der Musculus levator palpebrae superioris, der Musculus obliquus inferior und obliquus
superior, der Musculus rectus inferior, rectus superior, rectus lateralis und rectus
medialis sowie der Musculus frontalis, der Musculus nasalis und der Musculus
procerus, welche zur mimischen Muskulatur zahlen, erhalten ihre Blutversorgung
durch die Arteria Ophthalmica [35].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Anatomie der Arteria Ophthalmica und ihrer Aste [35]
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Histologisch ist die Arteria Ophthalmica wie jede andere Arterie auch mit einem
dreigliedrigen Wandaufbau ausgestattet: Nach einer &uf3eren Schicht von lockerem
kollagenem Bindegewebe (Tunica externa oder adventitia), in dem Nerven und Gefalde
verlaufen, welche die Arterie wiederum selbst versorgen (Vasa vasorum), befindet sich
in der Mitte des arteriellen Wandaufbaus eine dicke ringférmige Schicht an glatter
Muskulatur (Tunica media). Wie bei allen Blutgefal3en befindet sich zum Lumen hin
eine einschichtige Endothelzellschicht (Tunica intima), welche Uuber diffusible
vasoaktive Substanzen malgeblich an der Aufrechthaltung des vaskularen
Muskeltonus beteiligt ist [15]. Zwischen den einzelnen Wandschichten befindet sich
jeweils eine interne bzw. externe elastische Membran. Abbildung 4 zeigt schematisch
den fur Arterien typischen dreigliedrigen histologischen Wandaufbau.

Tunica media

/
Tunica externa / Tunica intima

/ // /

glatte I

Muskulatur Endothel

externe

elastische interne elastische
Membran N

Abbildung 4: Schematische Darstellung des dreigliedrigen Wandaufbaus von Arterien [36]

Hauptmechanismus fiir die Vasodilatation ist hierbei die Freisetzung von gasformigem
Stickstoffmonoxid (NO) durch die endotheliale NO-Synthetase (eNOS), welches durch
die Doppellipidschichten in die glatte Muskelzelle diffundieren kann und dort Gber eine
Erhéhung des cGMP-Spiegels und die Aktivierung der Proteinkinase G den
intrazellularen Calcium-Spiegel erniedrigt und so die Vasodilatation einleitet. In den
meisten Arterien geschieht dies Uber die Aktivierung des muskarinischen
Acetylcholinrezeptors, woraufhin NO vom Endothel freigesetzt wird [37, 38]. Dieser
Rezeptor tritt in 5 verschiedenen Isoformen auf (M1 — Ms). Dabei spielt der Ms-Subtyp
eine besondere Rolle: Er vermittelt Acetylcholin-abhé&ngige Vasodilatation in den
Blutgefallen des Auges von Mé&ausen bei intaktem Endothel [39, 40] und unter
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Bedingungen von endothelialer Dysfunktion sogar Vasokonstriktion [41]. Somit stellt
dieser ein sinnvolles pharmakologisches Ziel dar, um in den okularen Blutfluss
einzugreifen, wenn dieser beeintrachtigt ist wie z. B. bei der diabetischen Retinopathie,
der altersabhéngigen Makuladegeneration, der nicht-arteriitischen anterioren
Optikusneuropathie oder dem POAG [42-45]. Der Beitrag von NO an der
Vasodilatation von okuléaren Blutgefaf3en ist somit lange bekannt und gut erforscht [46,
47]. Bei Hemmung der NO-Synthese wird die Acetylcholin-induzierte Vasodilatation
allerdings nur abgemildert, nicht aber ganzlich aufgehoben. Manicam et al. konnten
2016 nachweisen, dass dafur Arachidonsauremetaboliten in enger Zusammenarbeit
mit den gap junctions verantwortlich sind, da erst das kombinierte Blocken der
Cytochrom-P450-Oxygenase (CYP450) und der Lipoxygenase (LOX), genauso wie
das kombinierte Blocken von CYP450 und den gap junctions, die Vasodilatation
komplett aufhebt [15]. AuRerdem wurde in dieser Studie der spannungsabhéngige
Kalium-Kanal Ky1.6, der ausschlie3lich in der glatten Muskulatur vorkommt, als
funktionell relevant fir die Vasodilatation ausgemacht. Man hofft den Kv1.6-Kanal als
mdogliches therapeutisches Ziel bei kompromittierter NO-Synthese etablieren zu
kénnen. In einer weiteren Studie konnten Manicam et al. 2017 an den vorigen
Ergebnissen anknipfen, indem sogar an einem eNOS-Knockout-Mausmodell
dilatatorische Antworten nachgewiesen wurden, was bedeutet, dass ein endothelialer
Adaptivmechanismus als Backup-System vorhanden ist, um bei chronischem Fehlen
der eNOS die Vasorelaxation zu erhalten [14]. Hierfir wurden sogenannte
endothelium-derived hyperpolarizing factors (EDHFs) verantwortlich gemacht.
Ebenfalls konnten Arachidonsauremetaboliten, vor allem vom 12-Lipoxygenase-
Signalweg, als Schlisselmolekiile in der Aktivierung der Kaliumkanale ausgemacht

werden, um das chronische Fehlen der eNOS zu kompensieren.
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2.3 Retina

Die Innenflache des Auges wird von der Netzhaut ausgekleidet. An der Ora serrata
geht sie nach anterior als ,blinder” Teil der Retina in den Ziliarkdrper tUber. Sie besteht
aus einer mehrschichtigen Ansammlung von hochspezialisierten Nervenzellen, welche
den ,optischen“ Teil der Netzhaut reprasentieren und visuelle Lichtreize in
Aktionspotentiale umwandeln, die wiederum zum Corpus geniculatum laterale im
Thalamus weitergeleitet werden. Die Retina lasst sich histologisch nach
morphologischen Gesichtspunkten von auf3en nach innen in 10 Schichten unterteilen,

wie schematisch in Abbildung 5 dargestellt:

1. Pigmentepithelschicht (liegt mit der Bruch-Membran als Grenzschicht der
Choroidea direkt an)

2. Photorezeptorenschicht mit Aul3en- und Innensegmenten der Stabchen und
Zapfen

3. aulRere Grenzmembran mit Millerzellen

4. aulere Kornerschicht mit den Perikaryen der Stabchen und Zapfen

5. auliere plexiforme Schicht als Umschaltstation zwischen Photorezeptoren und
Bipolarzellen

6. innere Kornerschicht mit den Perikaryen der Bipolarzellen mit Amakrin- und
Horizontalzellen

7. innere plexiforme Schicht als Umschaltstation zwischen Bipolarzellen und
Ganglienzellen

8. Ganglienzellschicht mit den Perikaryen der Ganglienzellen

9. Nervenfaserschicht mit den Axonen der Ganglienzellen

10.innere Grenzmembran mit Mullerzellen

Die innerste Schicht grenzt direkt an den Glaskorper. Die Schichten 2 — 10 kdnnen
nochmal als neurosensorische Retina zusammengefasst werden, um sie vom retinalen
Pigmentepithel abzugrenzen. Interessant ist, dass das Licht als Erstes auf die
innersten Netzhautschichten trifft, obwohl die erste Station in der Verarbeitung dieses

Reizes die Photorezeptorenschicht ist, die ja ganz auf3en liegt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Netzhautschichten [48]

An der Macula lutea (gelber Fleck) befindet sich ein gefalarmes und im Zentrum freies
Gebiet, indem die Dichte der farbempfindlichen Zapfen besonders hoch ist. Die
gelbliche Farbung wird durch eingelagerte Carotinoide verursacht, welche besonders
energiereiches Licht filtern und so die Zellen besonders vor UV-Schaden schiitzen.
Mitten in der Macula lutea liegt die Fovea centralis, die Stelle des schérfsten Sehens.

Dort, wo sich die Axone der retinalen Ganglienzellen zum Nervus Opticus vereinigen,
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die Sehnervpapille bilden und schliel3lich den Augapfel verlassen, befindet sich der

sogenannte blinde Fleck, an welchem sich keine Photorezeptoren befinden.

Die Netzhaut wird hauptsachlich tber die Arteria centralis retinae mit arteriellem Blut
versorgt, welche selbst wiederum wie vorher bereits genannt ein Ast der Arteria
Ophthalmica ist. Sie verlauft im Nervus Opticus bis zur Sehnervpapille. Von dort sendet
sie in groRRer Zahl ihre Endaste aus. Bei einem Verschluss dieses Gefal3es durch
Thromben oder atherosklerotischen Verdnderungen spricht man vom retinalen
Zentralarterienverschluss, der zum sofortigen Sehverlust des entsprechenden Auges
fuhrt [49]. Abbildung 6 zeigt einen Schnitt durch den Sehnnerv der Maus mit Arteria
und Vena centralis retinae auf Hohe der Retina. Die Photorezeptoren hingegen werden
per Diffusion Uber die Choroidea versorgt, Gber welche auch die Fovea centralis ihre

Blutversorgung erhalt.

Abbildung 6: Lichtmikroskopischer Schnitt durch die Arteria (A) und Vena centralis retinae (V)
innerhalb des Nervus Opticus der Maus auf Hohe der Retina in 200facher VergréRerung, gefarbt mit
Toluidinblau [34]. Die Pfeilspitzen zeigen auf Astrozyten, die kleinen Pfeile auf Kapillaren aus der
Arteria centralis retinae
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Ein gro3er Unterschied zu anderen Spezies besteht darin, dass bei der Maus die
arterielle Versorgung am Sehnervkopf allein Uber die Arteria centralis retinae
sichergestellt wird [34]. Beim Nervus Opticus des Menschen beispielsweise wird der
Sehnervkopf zusatzlich auch Uber die Choroidea ernahrt. Abbildung 7 zeigt den
Sehnervkopf der Maus im sagittalen Schnitt. Die Myelinisierung des Sehnervs beginnt
ca. 0,6 — 0,8 mm hinter dem Bulbus (siehe Pfeil in Abbildung 7 rechts) und im Bereich
der Sklera ziehen keine Kollagenfasern zum neuronalen Gewebe als weiterer
Unterschied zu anderen Spezies, wo Letztere dort ein siebartiges Netzwerk (Lamina
cribrosa) formen. Stattdessen wird im Auge der Maus der Sehnerv von der Sklera

durch einen Ring an dicht gepackten Kollagenfasern getrennt.

SAY
3

Abbildung 7: Schematische Darstellung der arteriellen Blutversorgung des Nervus Opticus (ON) (links)
und sagittaler Schnitt durch den Sehnervkopf der Maus in 80facher Vergro3erung, gefarbt mit
Toluidinblau (rechts) [34]; OA = Arteria Ophthalmica, CRA = Arteria centralis retinae, Sc = Sklera, Ch
= Choroidea
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2.4 Renin-Angiotensin-System (RAS)

Angiotensin Il spielt die zentrale Rolle im sogenannten Renin-Angiotensin-System
(RAS) und ist ein Peptidhormon, welches an einer Vielzahl von zellularen Prozessen
wie der Regulation der GefaRRfunktion, Zellwachstum, Apoptose, Zellmigration,
Entzindung und Fibrose beteiligt ist [50, 51]. Seine Primarstuktur besteht aus
insgesamt acht Aminosauren (HzN-Asparaginsaure-Arginin-Valin-Tyrosin-lsoleucin-
Histidin-Prolin-Phenylalanin-COOH), weswegen es als Oktapeptid bezeichnet wird
(siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Kaskade des Renin-Angiotensin-Systems mit Wirkung am AT1- und AT2-
Rezeptor [52-55]
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Die Endopeptidase Renin wird in der Niere von spezialisierten Zellen des
juxtaglomerularen Apparates, den sogenannten granulierten oder juxtaglomeruléren
Zellen, synthetisiert. Die Sekretion wird durch drei Faktoren stimuliert: Bei einem Abfall
des arteriellen Blutdrucks, was von den Barorezeptoren der arteriellen Blutgefal3e
registriert wird sowie des Weiteren bei einem Abfall von Natriumchlorid in der Niere,
was von der Macula densa im juxtaglomerularen Apparat detektiert wird sowie letztlich
durch eine Stimulation des sympathischen Nervensystems an den [i-
Adrenorezeptoren. Renin spaltet das in der Leber synthetisierte Prohormon
Angiotensinogen [56] enzymatisch, woraufhin das Dekapeptid Angiotensin | entsteht.
Das aus der Lunge stammende Angiotensin Converting Enzyme (ACE) wandelt
Angiotensin | durch Abspaltung zweier Aminosaurereste in Angiotensin Il (Ang Il) um,
dessen Wirkung deutlich potenter ist als die von Angiotensin I. Ang Il bindet an den
ATi-Rezeptor [7, 57], was dazu fuhrt, dass die NADPH-Oxidase das Sauerstoffradikal
Superoxid (O2%) bildet. Chemisch gesehen entsteht das Anion Superoxid, indem ein
Elektron von einem Molekul wie z. B. NADPH auf molekularen Sauerstoff Gibertragen
wird [58]. Sauerstoff wird also reduziert. Dabei wird NADPH zu NADP* oxidiert,
katalysiert durch die NADPH-Oxidase. Bei Hypertonie, Atherosklerose und Diabetes
mellitus wird das System der Ang lI-stimulierten Produktion von Superoxid tber die
NADPH-Oxidase hochreguliert [59]. Superoxid besitzt ein freies Elektron, welches eine
hohe Reaktivitat vermittelt und das Molekul instabil und kurzlebig macht. Es ist 16slich
in Wasser und daher fur die Zellmembranen nicht permeabel, wird aber Gber Anion-
Kanale Uber die Membranen transportiert [60]. Superoxid kann dann durch die
Superoxid-Dismutase (SOD) zu viel stabilerem Wasserstoffperoxid (H202)
umgewandelt werden. Es existieren drei Isoformen der SOD: die Kupfer-Zink-lsoform
(CuznSOD), die Mangan-lsoform (MnSOD) und die extrazellulare SOD [58].
Wasserstoffperoxid ist kein freies Radikal, des Weiteren fettléslich, also somit
permeabel fur die Zellmembran und kann wiederum in verschiedenen chemischen
Reaktionen zu anderen oxidativ wirksamen Molekulen wie z. B. Hydroxyl-Radikale
(OH), Peroxinitrit (ONOO") oder hypochlorige Saure (HCIO) umgewandelt werden
[61]. All diese Sauerstoffradikale oder auch reaktive Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS) kénnen Signalmolekille durch oxidative Modifikation der
Proteine und Veranderung des intrazellularen Redox-Zustands beeinflussen [7, 62].
Hydroxyl-Radikale beispielsweise entstehen in Anwesenheit von Molekilen, die

zweiwertiges Eisen (Fe?*) enthalten [58], und sind extrem reaktionsfreudig, indem sie
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sofort lokale Schaden anrichten direkt dort, wo sie gebildet werden [7]. Das Enzym
Katalase kann Wasserstoffperoxid wiederum zu Wasser und Sauerstoff entgiften.
Auch der Glutathion-Peroxidase ist es moglich Wasserstoffperoxid zu entgiften [63]. In
den arteriellen BlutgefalRen reagiert nun das durch die Bindung von Ang Il an den ATi-
Rezeptor gebildete Superoxid mit Stickstoffmonoxid (NO) als zentrales Molekul der
Vasodilatation [15] zum hochtoxischen Peroxinitrit (ONOO") [64] und vermindert somit
die Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid [8]. Aul3erdem fiuhrt die Bindung von Ang Il
an den ATi-Rezeptor dazu, dass die Phospholipase C aktiviert wird und dadurch
Inositoltriphosphat (IPs) und Diacylglycerol (DAG) produziert werden, welche beide
verschiedene Proteinkinasen (z. B. die Myosin-leichte-Ketten-Kinase und die Rho-
Kinase) aktivieren, was zur Kontraktion der glatten Muskulatur fihrt [65]. Somit hemmt
Ang Il nicht nur die Vasodilatation, sondern ist auch ein hochpotenter Vasokonstriktor,
was folglich zu einem Blutdruckanstieg und einer gesteigerten Durchblutung in
verschiedenen Organen einschlief3lich der Niere zur Aufrechthaltung der glomerularen
Filtrationsrate fuhrt. Abbildung 9 zeigt schematisch die Signalkaskade der Wirkung von
Ang Il in BlutgefalRen, welche unter anderem die Hemmung der Vasodilatation in der

glatten Muskulatur zur Folge hat.

Angiotensin Il
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Abbildung 9: Vereinfachte schematische Darstellung der Signalkaskade der Wirkung von Angiotensin
Il auf Endothel (blau) und glatte Muskulatur (rot) in den BlutgefaRen [66]; ACE = angiotensin
converting enzyme, SOD = Superoxid-Dismutase, eNOS = endotheliale NO-Synthase, NO =

Stickstoffmonoxid
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Zudem vermittelt Ang Il eine vermehrte Ausschittung des Steroidhormons Aldosteron
aus der Nebennierenrinde, was wiederum die Ruckresorption von Natrium- und
Chloridionen sowie die Ausscheidung von Kaliumionen und Protonen im
Tubulussystem der Niere fordert. Als Konsequenz kommt es osmotisch zu einer
erhohten Aufnahme von Wasser, was das Volumen des Blutes zusétzlich und folgend
den arteriellen Blutdruck erhdht. Daneben wird durch die Wirkung von Ang Il zusétzlich
auch der Hypophysenhinterlappen, die sogenannte Neurohypophyse, stimuliert
vermehrt das antidiuretische Hormon (ADH oder auch Vasopressin) freizusetzen, was
gleichermalRen eine gesteigerte Wasserruckresorption durch den Einbau von
Aquaporinen in die Sammelrohre der Niere zur Folge hat und vom zuvor
beschriebenen Mechanismus unabhangig auch zu einer Vasokonstriktion fihrt.
Zentral 16st die Bindung von Ang Il an die ATi-Rezeptoren im Hypothalamus
,ourstgefihl“ und ,Salzappetit* aus. Neben dem ATi-Rezeptor, kann Ang Il auch an
den AT2-Rezeptor binden, welcher die Effekte des ATi-Rezeptors in einer Art
negativem Feedback-Mechanismus wiederum eher antagonisiert [67]. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die selektive Stimulation des AT2-Rezeptors die NO-
Freisetzung in der Schleimhaut des Jejunums von Schweinen fordert [68]. In
Mikrogefal’en konnte gezeigt werden, dass die Stimulation des AT2-Rezeptors zu
einer Senkung des Blutdrucks fihrt, sofern der ATi-Rezeptor blockiert wird [69].
Pharmakologisch konnten in der Therapie der arteriellen Hypertonie ACE-Hemmer (z.
B. Ramipril) und selektive AT1-Rezeptorantagonisten (z. B. Candesartan) etabliert
werden, welche an zwei Hauptpunkten in diesen Kreislauf eingreifen und somit den
arteriellen Blutdruck senken. Abgebaut wird Ang Il durch Aminopeptidasen tber die
weniger aktiven Zwischenprodukte Angiotensin Il und IV schlie3lich zu inaktiven

Stoffwechselprodukten.

2.4.1 Angiotensin ll-induzierter oxidativer Stress

Es ist genau erforscht, dass Ang Il eine kritische Rolle in Bezug auf das Hervorrufen
von oxidativem Stress im Gefal3system spielt: Es konnte gezeigt werden, dass Ang |l
fur die Bildung von Sauerstoffradikalen in Hirnarterien von Mausen [11, 70, 71] und
Ratten [72] sowie somit fur die Verdnderung der vasomotorischen Funktion, eine
beeintrachtigte neurovaskulare Kopplung, Entztindung und vaskuldres Remodelling
verantwortlich ist [8]. Oxidativer Stress tragt allgemein zur Pathogenese von
kardiovaskularen Erkrankungen bei [73] und ist charakterisiert als ein zellulares Milieu,

wo die Erzeugung von endogenen Antioxidantien (wie z. B. SOD, Glutathion-
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Peroxidase, Katalase, Thioredoxin, antioxidative Vitamine [74]) zu Gunsten der
Erzeugung von Sauerstoffradikalen verschoben ist. Hingegen sind unter
physiologischen Bedingungen die Produktion von ROS und deren Beseitigung
ausbalanciert. Alle Zelltypen des GefalRsystems, also Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, Fibroblasten der Adventitia [75] und Makrophagen/neutrophile
Granulozyten [76], produzieren Sauerstoffradikale [77]. Letztere verwenden die
erzeugten Sauerstoffradikale fur die intrazellulare Verdauung von phagozytierten
Fremdkdrpern beziehungsweise Krankheitserregern. Die besondere Rolle dieses
sogenannten oxidativen Bursts wird unterstrichen, wenn man sich mit der
Erkrankungen der septischen Granulomatose beschatftigt [78]. Hierbei ist die Funktion
der NADPH-Oxidase in den neutrophilen Granulozyten gestort, was zur Folge hat,
dass sich bestimmte Bakterien und Pilze ungehindert ausbreiten und Granulome in
verschiedenen Organen bilden kénnen. Unbehandelt fuhrt dieses Krankheitsbild
schnell zum Tod. Oxidativer Stress ist in der Pathogenese von vielen Erkrankungen
wie z. B. Hypertonie, Hypercholesterinamie, Atherosklerose, Diabetes, Schlaganfall
und Morbus Alzheimer beteiligt [8]. Dartber hinaus tragt oxidativer Stress zu
Entziindungen sowie Schéaden an Proteinen, DNA und anderen Makromolekilen bei.
Obwohl ein erhdhtes Level an Sauerstoffradikalen zu Schaden im Gefal3system und
zu vaskularer Dysfunktion fiuhrt, wurde beschrieben, dass niedrige Level auch
forderliche Effekte auf das GefaRsystem im Gehirn haben und gerade dort als
Vasodilatatoren unter physiologischen Bedingungen fungieren kodnnen [79].
Verschiedene Enzyme, die im Gefal3system vorkommen, kénnen ROS bilden —
entweder als Nebenprodukt ihrer normalen Enzymaktivitat oder wenn sich das Enzym
in einem fehlerhaften Zustand befindet. Die NADPH-Oxidasen (Nox) sind die einzige
Enzymfamilie, von denen man weil3, dass deren Hauptprodukt ROS ist als
physiologisches Signalmolekil [80]. Es existieren nach aktuellem Forschungsstand 7
Isoenzyme: Nox1 — 5 sowie duale Oxidasen (DUOX1 und DUOX2). Davon werden
Nox1, Nox2, Nox4 und Nox5 im Gefal3system exprimiert. Im Gefal3system des Hirns
konnten lediglich Nox1, Nox2 und Nox4 nachgewiesen werden [81]. Uber Nox5
hingegen ist nicht viel bekannt. Ebenso ist unser aktuelles Verstandnis beziglich
DUOX1/2 stark begrenzt. Nox1 [71] und Nox2 [11, 70] tragen beide zu Ang II-
induziertem oxidativen Stress in Hirnarterien bei. In Arterien von Nox1-Knockout-
Mausen konnten keine ATi-Rezeptoren in der Zellmembran nachgewiesen werden,

was andeutet, dass Noxl-abhangige Sauerstoffradikale die Expression von ATi-
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Rezeptoren an der Zelloberflache regulieren kénnten [82]. Die NADPH-Oxidasen
werden neben Ang Il von vasoaktiven Substanzen (wie Endothelin 1, Thrombin oder
Serotonin), von Zytokinen (wie Interleukin 1, dem Tumornekrosefaktor-a), von
Wachstumsfaktoren oder mechanischen Kraften (wie Schubspannung und zyklische
Dehnung) reguliert [59]. Auch im Herzen besteht der Hauptmechanismus im
Hervorrufen von ROS in der Aktivierung der Nox, welche durch Bindung von Ang Il an
den AT1-Rezeptor iiber die Proteinkinase C stimuliert wird [53]. Uber die entstehenden
ROS wird mitochondriale Dysfunktion Uber das Herunterregulieren von Sirtuin-3

induziert wie es in Abbildung 10 schematisch dargestellt ist.

Angiotensinll

-@P o oo
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iﬁsﬂ q%kb
POPVCROOODD B 000000000000000 seeeeRe0e®
CROBEAORODOD 00000000VEROOERG 2e08808800

AT1-Rezeptor

\/ I

Mitochondriale Dysfunktion
durch Herunterregulieren von

Abbildung 10: Schematische Darstellung zur Wirkung von Ang Il am AT1-Rezeptor in Zellen des
Herzens [53]; PKC = Proteinkinase C, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, NO = Stickstoffmonoxid,
SOD1/2 = Superoxid-Dismutase-1/2, Sirt3 = Sirtuin-3
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2.5 Proteomik

2.5.1 Massenspektrometrie-basierende Proteomik

Die Erforschung der Gesamtheit aller Proteine in einem bestimmten Gewebe oder in
einer bestimmten Korperflissigkeit unter standardisierten Bedingungen wird unter dem
Begriff ,Proteomik* zusammengefasst [83] und ist in den letzten Jahren zunehmend
wichtiger fur das Verstandnis von Erkrankungen geworden [84]. Im Gegensatz zum
Genom, welches statisch unverandert bleibt, verandert sich das Proteom
beispielsweise durch krankhafte Zustande oder Medikamente fortlaufend und
reflektiert den tatsachlichen physiologischen Status eines Gewebes [85]. Durch das
Aufzeichnen dieses dynamischen Prozesses kdonnen entscheidende Hinweise auf
involvierte Signalwege gewonnen werden. Zur Identifikation der Proteine werden
heutzutage hauptsachlich Methoden verwendet die auf Massenspektrometrie (MS)
basieren. So kénnen Proteine oder auch andere Makromolekile in Laborproben durch
die Analyse der Masse einzelner lonen in einem lonengas identifiziert und quantifiziert
werden. Bei der Discovery-Proteomik soll die groRtmogliche Anzahl von Proteinen
identifiziert werden. Beim anschlieRenden Vergleich von Kontroll- zu
Krankheitsgruppen kénnen erste Hinweise auf Signalmolekiile als mogliche Biomarker
gewonnen werden. Mit der Targeted-Proteomik konnen gezielt Proteine
gegebenenfalls als Markermolekiile identifiziert werden. Ein
massenspektrometrisches System benotigt eine lonenquelle zum lonisieren der zu
untersuchenden Proben, einen Analysator zur Auftrennung der lonen entsprechend
ihres Masse-Ladungs-Verhéltnisses (m/z) und einen Detektor, welcher Informationen
Uber die Intensitat der lonen liefert [86]. Zur lonenerzeugung kann zum Beispiel das
Verfahren der Matrix-assistierten Laser-Desorption-lonisierung (MALDI) [87] zum
Einsatz kommen. Dieses Verfahren wird haufig mit der Flugzeitanalyse (time of flight,
TOF) freigesetzter lonen kombiniert. Die Probe wird hierfir mit einer Matrixldsung
gemischt und auf einem Trager fixiert. Danach werden die Moleklle mit Hilfe eines
Pulslasers als hei3es Gas aus der Probe geldst, was auch als Desorption bezeichnet
wird. Schlie3lich werden die herausgelésten Molekile durch Abgabe von Protonen
ionisiert [88]. Die lonen werden anschlief3end in einem Massenspektrometer durch ein
elektrisches Feld in einem Vakuum beschleunigt und ihre Flugzeit bestimmt. Diese ist
proportional zum Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z) [89]. In dieser Studie wurde
das LTQ-Orbitrap-XL™-System mit Elektrospray-lonisation (ESI) als lonenquelle

verwendet, welches sich besonders durch hohe Sensitivitat, Messgenauigkeit und
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Auflésungsvermdégen hervorhebt. Wie in Abbildung 11 schematisch gezeigt, wandern
die von der lonenquelle erzeugten lonen hierbei zuerst in die lonenfalle, die
sogenannte C-Trap, in der sie durch elektromagnetische Felder entweder festgehalten
oder durchgelassen werden. Danach gelangen sie nacheinander gebindelt in die
Orbitrap, wo die lonen um eine spindelférmige Elektrode eingefangen werden [90].
Innerhalb des elektromagnetischen Feldes oszillieren sie auf einer Umlaufbahn. Durch
Aufzeichnung ihrer Frequenz kann nun der m/z-Wert ermittelt werden [90, 91]. Dieses
System verwendet zwei Analysatoren hintereinander, was dann als Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) bezeichnet wird. Dadurch kénnen zusétzliche Daten
gewonnen werden, die bei Verwendung eines einzigen Analysators verloren gegangen
waren. Es existieren zwei unterschiedliche Ansatze bei der Proteinidentifikation: Mit
der bottom-up Methode werden die Proteine vor der MS-Analyse gelelektrophoretisch
aufgetrennt und beispielsweise mit Trypsin verdaut. Meist ist dieses Verfahren mit
einer Flussigkeitschromatographie (LC) kombiniert, welche die verdauten Proteine
nochmal auftrennt, bevor sie im MS-System analysiert werden [92]. Bei der top-down
Methode hingegen werden Proteine analysiert, ohne sie vorher chemisch
aufzutrennen [93]. Die gewonnen MS/MS-Spektren werden im nachfolgenden Schritt
mit  bereits  bekannten  Proteinsequenz-Datenbanken  abgeglichen. Die
Proteinidentifikation ist also dahingehend limitiert, dass solche Datenbanken
umfassend vorhanden sein missen [86]. Dennoch stellt die Kombination von ESI, LC
und MS/MS-System ein sehr gut anwendbares Verfahren in der Discovery-Proteomik
dar, weil komplexe biologische Proteingemisch-Proben mit tberschaubarem
Zeitaufwand und gleichzeitig hoher Effizienz gerade durch die vorige Fraktionierung

durch das LC-Verfahren analysiert werden kénnen.
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lonenquelle lonenfalle

Af

Orbitrap

Abbildung 11: Schematischer Aufbau des in der Studie verwendeten LTQ-Orbitrap-XL™-Systems von
Thermo Fisher Scientific Inc. [94]

2.5.2 Proteomische Analysen der Retina

Zur Analyse von retinalem Gewebe fanden zunachst Verfahren basierend auf der
Microarray-Technik Anwendung [95]. Hierbei wird eine interessierende mRNA einer
Probe auf einen Glastrager, auf welchem sich eine bekannte DNA-Sequenz befindet,
aufgebracht. Diese ist wiederum mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und bindet
komplementar an bestimmte DNA-Sequenzen, was Uber die Intensitat der Fluoreszenz
messbar ist. So konnen relative Anderungen der Genexpression nachgewiesen
werden. Allerdings kdnnen durch die Expression eines einzelnen Gens Uber
posttranslationale Modifikationen haufig mehrere unterschiedliche Proteine entstehen
[96]. Zur genauen Charakterisierung der Proteine eines Gewebes haben in den letzten
Jahren Verfahren, die auf Massenspektrometrie basieren, zunehmend an Bedeutung
gewonnen [84] und konnten die retinale Gewebsanalyse revolutionieren. Im
Gegensatz zur lonisation durch MALDI besteht der grof3e Vorteil der ESI-lonisation in
der Kopplung an ein LC-System. So kdnnen nun auch komplexere Gewebeproben
analysiert werden, die zun&chst durch ein LC aufgereinigt werden mussen. Tabelle 1
zeigt ausgewahlte Studien, die das Proteom der Retina verschiedener Spezies unter
unterschiedlichen Bedingungen bzw. Krankheitsmodellen charakterisiert haben. 2012
konnten Kim et al. mit Hilfe von nano-LC-ESI-Tandem-Massenspektrometrie 1074

Proteine an einem Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie nachweisen
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und in einem Folgeversuch, der auf einer Targeted-Proteomikstrategie basierte, sogar
validieren [97]. In einem &hnlichen Modell, allerdings an der Ratte, konnten Tu et al.
2015 durch nano-LC-Massenspektrometrie 1325 Netzhautproteine identifizieren [98].
Die 32 signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine wurden anschlieRend durch
Western Blot validiert. 2013 gelang Skeie et al. durch LC-Tandem-
Massenspektrometrie der Nachweis von 1680 Proteinen in der Retina der Maus [99].
In dieser Studie wurde vor allen Dingen die Interaktion zwischen Retina und dem
Glaskorper naher beleuchtet. Hervorzuheben ist, dass sich generell viele Studien mit
der diabetischen Retinopathie als gefurchtete Komplikation eines entgleisten Diabetes
mellitus beschéaftigen. So wurden in einem Diabetes Typ 2-Mausmodell von Zhang et
al. 2013, bei dem der Effekt des Glykosids Phlorizin auf das Proteom der Retina der
Maus untersucht wurde, 1636 Retinaproteine durch LC-Tandem-Massenspektrometrie
nachgewiesen [100]. 2014 wurden von Ly et al. in einem ahnlichen Diabetes Typ 2-
Mausmodell, allerdings unter genauer Betrachtung des Effekts des oralen
Antidiabetikums Metformin, 844 retinale Proteine identifiziert [101]. SchlieRlich
unterstrichen Saddala et al. 2018 die besondere Rolle des PIGF (placental growth
factor) im Hervorrufen der diabetischen Retinopathie, indem 794 Retinaproteine [102]
proteomisch nachgewiesen wurden. Die Anzahl an Tier-Glaukommodellen, welche mit
MS-basierender Forschung untersucht wurden, ist stark begrenzt. Vor allen Dingen
sind gerade proteomische Studien, die menschliche Netzhautproben untersuchen,
extrem selten. Vor dieser Studie konnten lediglich Funke et al. 2016 mehr als 600
glaukomattse Netzhautproteine am Menschen identifizieren [103]. Anschliel3end
wurden die potentiellen Glaukom-Biomarker ANT3, DFS70 und MeCp2 Uber AIMS
(Accurate Inclusion Mass Screening) validiert und immunhistochemisch angefarbt.
2017 wiesen Anders et al. 931 Proteine der Retina an Ratten nach, deren episkleralen
Venen durch Kautern verschlossen wurden, um den intraokuléaren Druck im Sinne
eines Glaukommodells zu erh6éhen. AuRerdem konnten durch Anfarben
morphologische Unterschiede des Nervus opticus auf Zelllevel ausgemacht werden
[104]. Akt und Mapkl sowie die Proteine des NF-kB-Komplexes konnten als mégliche
Biomarker in der Friherkennung des Glaukoms benannt werden. Alle

Glaukommodelle sind in Tabelle 1 hervorgehoben und fettgedruckt.
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Tabelle 1: Ubersicht der Ergebnisse verschiedener Studien beziiglich der proteomischen Analyse der

Retina
Gruope Spezies, MS-Svstem Identifizierte Identifizierte Un‘;csrsricmh:gfltléch
PP Modell y Schlusselproteine Proteine prim!
Proteine
Kim et Salrj/l:rus?c')ff—
al. 2012 . ) LTQ Velos keine Angabe 1074 77
[97] induzierte
Retinopathie
Skeie et
al. 2013 Maus LTQ Velos keine Angabe 1680 951
[99]
Zer;aar;g Maus,
201,0; diabetische LTQ Velos keine Angabe 1636 348
[100] Retinopathie
Ly et al. Maus,
2014 diabetische LTQ Velos VGLUT1 844 98
[101] Retinopathie
Tuetal Ratte,
2015 Sauerstoff- | LTQ/OmIrap | o9 ceap 1325 32
[98] induzierte XL-ETD
Retinopathie
Funke
et al. Mensch, LTQ ANT3, DFS70, Mehr als keine Angabe
2016 Glaukom Orbitrap XL MeCp2 600 g
[103]
Anders
et al. Ratte, LTQ
2017 Glaukom Orbitrap XL Akt, Mapkl 931 32
[104]
Saddala Maus Q-Exactive Gnbl, Gnb2,
et al. diabetische hybrid Gnb4, Gnai2, 794 31
2018 Retinopathie Quadrupole- Gnaol, Snap2,
[102] P Orbitrap Gngtl
Diese Maus, LTQ Cryab, Crybb2
° | Normaldruck- ; yan, Lrybbs, 985 107
Studie Orbitrap XL Cryaa
glaukom

2.5.3 Proteomische Analysen von Blutgefal3en

Nur eine limitierte, Gberschaubare Anzahl von Studien hat sich bisher mit dem Proteom

von Arterien beschaftigt. Badhwar et al. konnten 2014 als Erstes die Arterien des

Circulus arteriosus Willisii und dessen Aste im Hirn von Mausen charakterisieren [105].

Durch die Kombination eines gelfreien und gelbasierten Versuchsansatzes konnten

mit Hilfe von nano-LC-ESI-Tandem-Massenspektrometrie insgesamt 2188 Proteine
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proteomisch identifiziert werden. Manicam et al. folgten 2016 mit der ersten
proteomischen Charakterisierung von Arterien eines Gefal3betts innerhalb des Auges.
Es konnte das Proteom der kurzen hinteren Ziliararterien von Schweinen mit einer
Discovery-Proteomikstrategie charakterisiert werden [106]. Diese stellen den
Hauptanteil des Blutes fir den Sehnervkopf bereit. Obwohl die funktionelle Relevanz
dieses GefalRbettes, insbesondere in Bezug auf die Pathogenese des NTG und
NAION, gut bekannt ist, war dies die erste Studie, die das Proteom der kurzen hinteren
Ziliararterien von Schweinen genau aufschlisselte. Es wurde erstmals ein Eindruck
der komplexen Proteinlandschaft dieses GefalRbettes unter normalen physiologischen
Bedingungen gewonnen. Insgesamt wurden 1742 Proteine und 10527 Peptide
identifiziert.

Dementsprechend ist diese Studie die erste, welche das Proteom der Arteria
Ophthalmica von Mausen im Rahmen eines Normaldruckglaukom-Modells
charakterisiert. Tabelle 2 zeigt die Anzahl an insgesamt identifizierten Proteinen der
jeweiligen Studien, die sich mit der proteomischen Analyse von Arterien mittels
Massenspektrometrie beschéftigt haben. Die Ergebnisse bieten die Moglichkeit in
Zukunft viele weitere Studien zu etablieren, so z. B. auf Targeted-Proteomikstrategien
basierende Studien, um die komplexen Prozesse des Glaukoms n&her und

eingehender zu verstehen.

Tabelle 2: Ubersicht der Ergebnisse verschiedener Studien beziiglich der proteomischen Analyse von
Arterien

Gruppe Spezies, MS- Identifizierte Identifizierte | Unterschiedlich
Modell System SchlUsselproteine Proteine exprimierte
Proteine
Badhwar et Maus, LTQ keine Angabe 2188 keine Angabe
al. 2014 Hirnarterien Orbitrap
[105] XL
Manicam et Schwein, LTQ keine Angabe 1742 keine Angabe
al. 2016 kurze hintere Orbitrap
[106] Ziliararterien XL
Diese Maus, Arteria LTQ Sept7, Sodl, 592 34
Studie Ophthalmica Orbitrap Tnnt2, Tnnt3,
XL Tpm3
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3. Material und Methoden

3.1 Geréate, Verbrauchsmaterial, Chemikalien und Software

3.1.1 Gerate
BBY24M Bullet Blender Storm

Bioanalyser

BioBasic C18 column

BioBasic Phenyl column

Biofuge primo R

Concentrator 5301
ESI-LTQ-Orbitrap-XL MS

Heizblock KTMR133

HTS PAL Autosampler

Intelli Mixer
Jupiter C4 column

Labsonic M

Mikroskop
Multiskan Ascent V1.24

Perfection V600 Photo Scanner

Rheos Allegro Pump

StepOnePlus gPCR-Gerat

Sonorex RK31

Next Advance Inc., Averill Park, NY,
USA

Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Phenomenex, Torrance, CA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Eppendorf, Hamburg, Germany

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Haep Labor Consult, Bovenden,
Germany

CTC Analytics AG, Zwingen,
Switzerland

neolLab, Heidelberg, Germany
Phenomenex, Torrance, CA, USA

Sartorius Labortechnik AG, Géttingen,
Germany

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany

MTX Lab Systems Inc., Bradenton, FL,
USA

Seiko Epson Corporation, Suwa,
Nagano, Japan

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Germany
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3.1.2 Verbrauchsmaterial
Abdeckfolie PCR, selbstklebend, PP

Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter
Devices

C18 ZipTip® Pipette Tips

Cellstar 96 Well Cell Culture Plate, v-
bottom

Costar 3595 96 well cell culture cluster

Eppendorf 0,5, 1,5, 2,0 ml
Mikroreaktionsgefalie

Eppendorf Pipettenspitzen
NuPAGE 4 - 12 % Bis-Tris Gel, 10 Wells

Parafilm M Laboratory Film

Phase Lock Gel-Heavy tubes

PP-Rodhrchen, 15 ml

Sempercare® examination gloves nitrile
Latex-Free Powder-Free

ZrOB10 1,0 mm und ZrOBO05 0,5 mm
Zirconium Oxide Beads

3.1.3 Chemikalien
Acetonitril (ACN) fur LC-MS grade
Ameisenséure fur LC-MS grade

Ammoniumbicarbonat

Angiotensin Il human

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
without phenol red

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Essigsaure

Ratiolab GmbH, Dreieich, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Merck Millipore, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Germany

Corning Inc., Corning, NY, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany

Eppendorf, Hamburg, Germany

Novex, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Bemis Company, Neenah, WI, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Germany

Sempermed, Semperit AG, Wien,
Osterreich

Next Advance Inc., Averill Park, NY,
USA

AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany
AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany

Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe,
Germany
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Krebs-Henseleit (K-H)-Puffer
Methanol fur LC-MS
NuPAGE Antioxidant

NuPAGE Colloidal Blue Staining Kit
(Stainer A, Stainer B)

NuPAGE LDS Sample Buffer (4x)
NuPAGE MES-buffer

NuPAGE MOPS-buffer

NuPAGE Reducing Agent (10x)
Penicillin Streptomycin (Pen-Strep)

Pierce BCA-Protein Assay Kit

PrimeScript™ RT Master Mix
Qubit®

RNeasy Kit

Seeblue Plus2 Prestained Standard

Sequencing Grade Modified Trypsin

SYBR® Green PCR Master Mix

Tissue protein extraction reagent (T-
PER)

Trifluoressigsaure (TFA)
TRIzoI®

Wasser fur LC-MS grade
Wasser fur HPLC

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Novex , Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Novex , Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Novex , Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Novex , Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Novex , Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Novex , Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Takara Bio Inc., Japan

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Qiagen Bioinformatics, QIAGEN N.V.,
Venlo, Netherlands

Invitrogen AG, Carlsbad, CA, USA

Promega Corporation, Madison, WI,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany
AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

39



Material und Methoden

3.1.4 Software

Endnote X9 Thomson Reuters, New York City, NY,
USA

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) Qiagen Bioinformatics, QIAGEN N.V.,
Venlo, Netherlands

MaxQuant 1.6.1.0 Max Planck Institute of Biochemistry
(Cox und Mann 2008)

Microsoft® Excel 2016 Microsoft Cooperation ©, Redmond,
WA, USA

Microsoft® Word 2016 Microsoft Cooperation ©, Redmond,
WA, USA

Perseus 1.6.2.3 Max Planck Institute of Biochemistry
(Cox und Mann 2012)

Proteome Discoverer 1.1.0.263 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Prism 5 GraphPad Software Inc., CA, USA

Statistica 13 StatSoft, Tulsa, OK, USA

3.2 Versuchstiere

Die Experimente wurden entsprechend der Erklarung der Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO) Uber den Umgang mit Versuchstieren in der
ophthalmologischen Forschung und entsprechend den Richtlinien des Instituts sowie
der EU-Direktive 2010/63/EU flr Tierversuche durchgefuhrt. Die Studie wurde vom
Translational Animal Research Centre (TARC) der Universitatsmedizin der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz genehmigt. Der Einsatz der Tiere in diesem Experiment
war stets im Einklang mit dem 3R-Prinzip (replacement, reduction, refinement).
Funfzehn ménnliche Mause (C57B1/6J) aus dem Jackson-Labor (Bar Harbour, ME,
USA), die unter standardisierten Bedingungen (12 Stunden Zyklus von
Licht/Dunkelheit, Temperatur 23 + 2 °C, Luftfeuchtigkeit 55 + 10% sowie ad Libitum-
Bereitstellung von Wasser und Standardmausfutter) gehalten wurden und ungefahr 3
— 5 Monate alt waren, wurden Uber die Inhalation von Kohlenstoffdioxid getotet. Das
Gas stromte ohne Gerausch in den Kafig ein, um die Tiere nicht zu &dngstigen. Der Tod
wurde stets durch Kontrolle des Herzstillstandes bestatigt. Danach wurde das Tier
umgehend dekapitiert und die Augen mitsamt Nervus opticus und extraokuléren

Geweben enukleiert.
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3.3 Vorgehensweise der proteomischen Experimente

3.3.1 Probenvorbereitung

Unter dem Mikroskop wurde zunachst die Arteria Ophthalmica in kaltem Krebs-
Henseleit-Puffer bei einem pH-Wert von 7,4 (mit Komposition folgender lonen in mM:
118,3 NaCl, 4,7 KCl, 2,5 CaClz, 1,2 MgSO4, 1,2 KH2PO4, 25 NaHCO3s und 11 Glukose)
unter Verwendung von mikrochirurgischen Pinzetten (Extra Fine-Tipped Type 5
Precision Tweezer) prapariert und von Bindegewebe und Muskulatur getrennt. Es
wurde besonders darauf geachtet, die Blutgeféal3e und retinalen Gewebe wahrend der
Isolierung weder zu quetschen noch in irgendeiner anderen Form zu schadigen.
Danach wurden die isolierten Blutgefale behutsam mit kaltem PBS abgespuilt, um
Verunreinigungen von Blut zu beseitigen. Mithilfe einer Kanule wurde ein kleines Loch
in die Cornea der Augen gestochen, welches durch eine mikrochirurgische Schere
(Vannas Capsulotomy Scissor) vergrof3ert wurde. Durch vorsichtiges Zupfen mit der
Pinzette konnten zunachst Linse und Glaskorper entfernt werden und schlief3lich die
Retina von den umgebenden anderen intraokularen Augenanteilen isoliert werden.
Alle 20 bis 30 Minuten wurde der Krebs-Henseleit-Puffer durch frischen kalten Puffer
ausgetauscht, um zu gewabhrleisten, dass das Gewebe ausreichend gekuhlt wird.
Retina und Arteria Ophthalmica von jeweils fiunf Mausen wurden gepoolt, was einem
biologischen Replikat entspricht. Es wurden dementsprechend insgesamt drei
biologische Replikate in dieser Studie verwendet. Die Proben wurden in ihrer Menge
halbiert und somit in 2 Gruppen eingeteilt: die ANG-Gruppe wurde fur 22 Stunden bei
37 °C in einem Medium bestehend aus DMEM ohne Phenolrot (1,6 ml), 120 U/ml
Penicillin (100 ul), 10 mg/ml Streptomycin (100 ul) und 0,1 uM Angiotensin II-Lésung
(200 pl) inkubiert. Uber den gleichen Zeitraum wurde die CTRL-Gruppe inkubiert,
allerdings wurde in deren Medium die Angiotensin II-Losung durch 200 uyl Wasser
ersetzt. Verwendet wurden 6-well cell culture plates. Abbildung 12 zeigt schematisch
die Aufteilung der Replikate in die beiden Gruppen. Die Methode der in vitro-Inkubation
von Gefallen mit Angiotensin Il entspricht grundsétzlich Didion et al [13] mit leichten
Modifikationen.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Einteilung der Proben in die zwei Gruppen

Nach der Inkubation wurden die Proben entsprechend der Gruppeneinteilung in 2 ml
Mikroreaktionsgefalie Uberflhrt, in welche 200 pl T-PER sowie eine Mischung aus 0,5
mm und 1,0 mm Zirkoniumoxid-Beads hinzugefigt wurden. Mithilfe des BBY24M
Bullet Blenders Storm wurden die Proben homogenisiert. Wahrend des
Homogenisierungsvorganges wurden die Proben immer wieder im Eis kalt gehalten,
um die Proteindenaturierung zu minimieren. Abbildung 13 zeigt schematisch den
Laborschritt des Homogenisierens. Diese Proteinextraktion entspricht einer von
Manicam et al etablierten Methode gezielt fur kleine Blutgefal3e [106, 107].

T-PER Zirkoniumoxid-Beads Probe BBY24M Bullet Blender Storm

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Homogenisierungsvorgangs mit Hilfe des BBY24M

Bullet Blenders Storm
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Die homogenisierten Proben wurden dann fur 20 Minuten bei 10000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Dadurch lagerten sich alle unloslichen Proteine als Pellet zusammen und
konnten vom fliissigen Uberstand (supernatant), der alle I6slichen Proteine enthielt,
getrennt werden. Der Uberstand wurde in Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices
Uberfihrt und in 4 Zyklen fur jeweils 15 Minuten bei 14000 x g und 4 °C zentrifugiert,
um alle Molekulle unter 3 kDa aus den Proben zu entfernen (desalting und buffer
exchange), um diese also aufzureinigen. Die Proteinkonzentration des entstandenen
Eluats wurde tber das BCA Protein Assay Kit und die Messung der Absorption bei 562
nm mit dem Multiskan Ascent V1.24 bestimmit.

3.3.2 Eindimensionale Gelelektrophorese (1DE)

Im Gegensatz zu Korperflussigkeiten, wie zum Beispiel Tranen oder Kammerwasser,
bestehen Gewebeproben aus einer noch komplexeren Proteinzusammensetzung. Um
Proteine in einem Gemisch ihrer Gro3e nach aufzutrennen, wurde das Verfahren der
eindimensionalen Gelelektrophorese entwickelt. Dabei werden die Proteine zunachst
durch Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und laufen danach in einem
Polyacrylamid-Gel, welches unter einer elektrischen Spannung steht, entsprechend
ihrer Masse unterschiedlich weit. Ein Gemisch aus NUPAGE LDS Sample Buffer (4x),
NuPAGE Reducing Agent (10x) und 50 pg von der jeweiligen Probe wurden im
Heizblock KTMR133 fur 15 Minuten bei 80 °C erhitzt. Zur Herstellung des Laufpuffers
wurden 50 ml NUPAGE MES-buffer und 950 ml VE-Wasser gemischt. Dabei wurden
600 ml in die &uRere Gelkammer (Anode) und 200 ml in die innere (Kathode) gegeben.
Danach konnte das erhitzte Gemisch in die Schéchte eines 10-well NUPAGE 4 - 12 %
Bis-Tris Gels pipettiert werden. Dem ersten Schacht des Gels wurden stets 10 ul des
Seeblue Plus2 Prestained Standard, ein Protein-Marker, zugesetzt. Aul3erdem wurde
in die innere Gelkammer 500 pl des NUPAGE Antioxidant hinzugegeben. Insgesamt
gab es zwei Gele mit den jeweils unterschiedlichen Gewebeproben (Retina und Arteria
Ophthalmica). Die Gele liefen fir ca. eine Stunde konstant bei 150 V und 4 °C. Nach
Herauslosen der Gele aus dem Rahmen wurden sie in eine Plastikschale tberfuhrt
und mit dem NuPAGE Colloidal Blue Staining Kit gefarbt. Hierflir wurde ihnen zun&chst
die Fixierlosung bestehend aus 40 ml H20, 50 ml Methanol und 10 ml Essigsaure
zugesetzt. Nach 10 Minuten auf dem Schuttler wurde die Fixierlésung verworfen und
durch die Farbel6sung bestehend aus 55 ml H20, 20 ml Methanol und 20 ml Stainer A
ersetzt. Nach erneuten 10 Minuten auf dem Schiittler wurden schliel3lich 5 ml von

Stainer B hinzugegeben. Alles in allem wurden die Gele fir ca. 15 Stunden gefarbt.
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Zum Entfarben wurde die Farbelésung verworfen und die Gele immer wieder in
frischem VE-Wasser inkubiert. Danach konnten sie in Folie gelegt mit dem Epson

Perfection V600 Photo Scanner eingescannt werden.

3.3.3 In-Gel-Verdauung und Extraktion

Die jedem Replikat entsprechenden Gel-Lanes wurden basierend auf der Dicke und
Farbintensitat der zu sehenden Banden in 20 Slices eingeteilt. Entsprechend diesem
Schnittmuster wurden die einzelnen Lanes mit einem Mikrotommesser und einem
Skalpell geschnitten, danach nochmal auf Wrfel mit einer GréRe von ca. 1 mm?
zerkleinert und schliefZlich in 2,0 mm Eppendorf MikroreaktionsgeféalRe tberfuhrt. Die
Gelstiickchen wurden im Grolien und Ganzen basierend auf der Methode nach
Shevchenko et al [108] modifiziert von Manicam et al [106, 107] verdaut. Zun&chst
erfolgte das Entfarben. Den Gelsticken wurden 500 pl des Entfarbungspuffers
bestehend aus 100 mM (0,39 g ABC in 50 ml entionisiertem Wasser) ABC/ACN (1:1,
vol/vol) zugesetzt. Direkt nach Beimischen des Puffers sowie nach weiteren 15
Minuten wurden alle Mikroreaktionsgefaf3e geschuttelt. Nach 30 Minuten erschienen
alle Gelstlicke farblos und der Entfarbungspuffer konnte aus den Gefafl3en heraus
pipettiert und verworfen werden. Er wurde durch 400 yl DTT-L6sung (0,06 g DTT in 40
ml entionisiertem Wasser) ersetzt. Um die Reduktion der Proben zu starten, wurden
sie fur 30 Minuten bei 56 °C inkubiert. Danach wurde die DTT-L6sung wieder heraus
pipettiert und zum Zweck der Alkylierung durch die 1AA-L6sung (0,4 g in 40 ml
entionisiertem Wasser) ersetzt. Hierfir mussten die Proben 30 Minuten in absoluter
Dunkelheit verbleiben. Nach erneutem Entfernen der Flissigkeit, wurden noch einmal
500 pl ACN hinzugefigt. Durch kraftiges Schutteln der Proben schrumpften die
Gelstiicke und farbten sich weil3lich. Nach 10 Minuten wurde auch das ACN wieder
entfernt. Die Proben wurden nun fir 10 Minuten an der Luft getrocknet. Danach kamen
50 ul der Trypsin-Lésung bestehend aus 1,5 ml Trypsin-Puffer (10mM ABC und 10 %
(vol/ vol) ACN) und zwei Phiolen von 20 pg Sequencing Grade Modified Trypsin hinzu,
welche die Gelstiicke komplett bedeckte. Nach 30 Minuten Inkubation in 4 °C wurde
sorgféltig Uberprift, ob die Trypsin-Lésung von den Gelstiickchen absorbiert wurde.
Falls notwendig wurden 50 - 100 pl des Trypsin-Puffers hinzugefuigt, sodass wirklich
alle Gelstlicke komplett mit Flussigkeit bedeckt waren. Schlie3lich wurden alle Proben
bei 37 °C fir 16 Stunden inkubiert.
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Am nachsten Tag erfolgte die Peptid-Extraktion. Hierfir wurde die extrahierte Peptid-
LAsung aus den einzelnen Eppendorf Gefalien in frische PCR-Tubes Uberfiihrt. Der
Uberstand wurde mithilfe des Eppendorf Concentrator 5301 eingedampft. Den
verbliebenen Gelstiicken wurden nun 100 ul Extraktions-Puffer bestehend aus 1:2
(vol/vol) von 5% Ameisensaure/ACN zugesetzt. Daraufhin wurden sie fir eine Stunde
bei Raumtemperatur mit dem Intelli Mixer geriittelt. Dieser Uberstand wurde danach in
dieselbe PCR-Tube entsprechend den einzelnen Banden uberfihrt und ebenfalls

eingedampft. Zuletzt wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

3.3.4 ZipTip-Aufbereitung

Gereinigte Proben sind flr eine exakte massenspektrometrische Analyse
unabdingbar. Die Reinigung der extrahierten Peptide von z. B. Natriumdodecylsulfat
erfolgte bei dieser Studie mittels C18 ZipTip® Pipette Tips entsprechend der
Herstelleranweisung. An die C18-Kohlenstoffketten der Pipettenspitzen kénnen
namlich lediglich die verdauten Peptide binden. Durch Elution mit einem Losungsmittel
verbleibt die salz- und schadstofffreie Probe. Da die Proben nach der Peptid-Extraktion
eingedampft wurden, mussten diese fur die ZipTip-Aufbereitung zunéchst wieder mit
10 pl 0,1% TFA (10 pl TFA in 10 ml entionisiertem Wasser) im mit Eis und Wasser
beflllten Ultraschallbad Sonorex RK31 Iésbar gemacht werden. Anschliel3end wurden
die Proben mit einer Minizentrifuge zentrifugiert. Der erste Schritt in der Aufbereitung
bestand darin die C18-Kohlenstoffketten in der Pipettenspitze mit einer 10 ul-Pipette
dreimal mit 100% ACN zu aktivieren. Dabei wurden die 10 pl ACN jeweils stets
verworfen. Im Anschluss erfolgte ein dreimaliges Equilibrieren durch 0,1% TFA. Erneut
wurden die 10 ul TFA jeweils verworfen. Durch das darauffolgende zehnmalige Auf-
und Abpipettieren der Probe konnten die Peptide an die C18-Kohlenstoffketten binden.
Danach erfolgte ein dreimaliges Waschen mit 0,1% TFA. Schlie3lich wurden die
Peptide durch den Elutionspuffer bestehend aus 0,1% TFA und 60% ACN (10 ul TFA
und 6 ml ACN in 4 ml entionisiertem Wasser) in neue PCR-Tubes eluiert. Im ersten
Zyklus wurden sogar zweimal 10 ul des Elutionspuffers in die neue Tube pipettiert; im
zweiten Zyklus nur einmal 10 pl Puffers. Das Endvolumen waren dementsprechend 30
ul. Fur die besonders dicken und farbintensiven Banden wurde noch ein dritter Zyklus
durchgeftihrt, bei dem allerdings kein weiterer Elutionspuffer hinzugefiigt wurde,
sondern lediglich die Peptide nach Abséttigen der Pipettenspitze mit diesen und dem
anschlieRenden Waschen mit 0,1% TFA direkt in die mit 30 yl Elutionspuffer beftllte

neue PCR-Tube abgelassen wurden. Nach jeder Probe wurde selbstverstandlich die
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ZipTip® Pipettenspitze ausgetauscht. Nach der Aufreinigung wurden die Proben
wieder eingedampft und bei -20 °C gelagert. Fir die massenspektrometrische Analyse
mussten die Proben wieder wie oben bereits beschrieben mit 10 pl 0,1% TFA
verflussigt werden. Diese gesamten 10 ul an Probe wurden dann in die ersten Reihen
einer V-Bottom-Plate mittig und ohne die Seitenwénde eines Schachts zu berihren
pipettiert. Die letzte Reihe wurde dann noch mit 100 ul einer Waschlésung bestehend
aus 60 % ACN befullt. Schlie3lich wurde die Platte mit einer Abdeckfolie versiegelt.

3.3.5 Flussigkeitschromatographie (LC) — Electrospray-lonisation (ESI) —
MS/MS-Analyse

Nach vollendeter Verdauung und Aufreinigung konnten die Peptide letztlich in das
System der Flussigkeitschromatographie (LC) geleitet werden. Dieses umfasste eine
Rheos Allegro Pumpe und ein HTS PAL Autosampler, dem wiederum eine BioBasic
C18 30 x 0,5 mm Vorsaule und eine BioBasic Phenyl 150 x 0,5 mm Analytiksaule
bereitgestellt war. Die C18-Kohlenstoffketten gehen auch hier wieder reversible,
hydrophobe Wechselwirkungen mit den Peptiden ein. Die Umkehrphase des LC-
Systems bestand aus einem wassrigen Losungsmittel A (bestehend aus Wasser fir
LC-MS Grade mit 0,1 % (v/v) Ameisensaure) und einem organischen Lésungsmittel B
(bestehend aus ACN fur LC-MS Grade mit 0,1% (v/v) Ameisensaure). Das Verhaltnis
der Losungsmittel wurde in 90 Minuten pro Probe folgendermal3en veréandert: O - 50
min: 10 — 35% Ldsungsmittel B, 50 - 70 min: 35 — 55% Ldsungsmittel B, 70 - 75 min:
55 — 90 % L6sungsmittel B, 75 - 80 min: 90 % Losungsmittel B, 80 - 83 min: 90 — 10
% Losungsmittel B, 83 - 90 min: 10 % Losungsmittel B. Die massenspektrometrischen
Daten wurden mit einem ESI-LTQ-Orbitrap-XL-MS-System erfasst, welche sich fir die
Aufzeichnung der Ergebnisse im datenabh&ngigen Modus befand, um automatisch
zwischen Orbitrap-MS- und LTQ-MS/MS-Erfassung umschalten zu kénnen. Die
Einstellungen der Parameter des Gerates waren: Positive ion electrospray ionization
mode, Spray voltage: 2,15 kV und Capillary temperature: 220°C. Die Normalized
Collision Energy (NCE) betrug 35 % mit einem Repeat Count von 3, einer
Aktivierungszeit von 30 ms und einer Dynamic Exclusion Duration von 600 ms. Die
Massenspektren (m/z 300 bis 1600) wurden mit einer Orbitrapauflésung von 30000 bei
m/z 400 aufgenommen. Die Automatic Gain Control (AGC) lag bei 1.0 x 108 lonen. Die
Lock mass-Option wurde im MS Modus aktiviert. Polydimethylcyclosiloxan (PCM)-
lonen mit m/z 445,120025 dienten zur internen Rekalibrierung in Echtzeit. Die

Tandem-Daten wurden erstellt, indem man die ersten funf intensivsten Vorlauferionen,
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welche durch den hochauflosenden MS-Scan des Orbitrap-Fourier transform mass
spectrometry (FTMS) analyser bereitgestellt wurden, sequenziell isolierte und sie
durch eine Collision-induced Dissociation (CID) fragmentierte. Dabei wurde Heliumgas
verwendet. Die fertig fragmentierten lonen wurden im LTQ aufgezeichnet. Die
angewandten Parameter des Systems entsprechen der Methode von Manicam et al
[106, 107]. Um die Rohdaten auswerten zu kdnnen, wurde das Programm Proteome
Discoverer in der Version 1.1.0.263 benutzt, mit dessen Hilfe allgemein das
Vorhandensein von Peptiden/Proteinen in den einzelnen Proben evaluiert werden

konnte.

3.3.6 Markierungsfreie massenspektrometrische Untersuchung (LFQ-Analyse)
Um die aufgezeichneten Daten bioinformatisch zu verarbeiten, wurden die MaxQuant
Software in der Version 1.6.1.0 und die im Programm integrierte Suchmaschine
Andromeda fur die Peptid- und Proteinidentifikation [109-111] sowie die Swissprot-
Datenbanken Mouse und Human von UniProt (beide abgerufen am 19.09.2018 mit
16991 gelisteten Proteinen fur Mus Musculus und 20394 gelisteten Proteinen fir Homo
Sapiens) zum Abgleich verwendet. Die Suche und Quantifizierung wurde mittels LFQ-
und Intensitats-basierter absoluter Quantifizierung (iBAQ) durchgefiihrt. Die
Einstellungen fur das Programm waren standardmafig: Peptidmasse-Toleranz von +
30 ppm, eine Fragmentmasse-Toleranz von = 0,5 Da mit einem Rickstand von = 6
Aminosauren, nur ,unique plus razor peptides®, die zu einem Protein gehoren, wurden
ausgewahlt und eine False discovery rate (FDR) fur die Identifizierung der Proteine
und Peptide < 1% sowie fixierte Modifikationen auf Carbamidomethylierung von
Cystein, variable Modifikationen der Oxidation von Methionin und Acetylierung von N-
Termini, proteolytisches Enzym als Trypsin und maximale Anzahl der verpassten
Spaltstellen 2. Das Matching time window war auf 5 Minuten und die Alignment time
auf 20 Minuten eingestellt. Match between wurde so eingestellt, dass der Transfer
nicht-sequenzierter oder nicht-identifizierter MS-Features in anderen LC-MS
Durchlaufen ermdglicht wurde. Die Suche fir die Peptididentifikation wurde mit beiden
verschiedenen Datenbanken durchgefuhrt, da in der Datenbank fur die Maus eine
deutlich geringere Anzahl an Proteinen vorhanden war im Vergleich zur Datenbank der
Proteine des Menschen. Somit konnte die Identifizierung der Peptide maximiert
werden, was forderlich fur die nachfolgende funktionelle Charakterisierung war [112-
115].
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3.3.7 Statistische und bioinformatische Analyse der proteomischen Daten

Die generierten Daten aus MaxQuant (,proteingroups.text) wurden in ein Excel-
Workbook-Format  (Microsoft Office Excel 2016) exportiert und dabei
Kontaminierungen ausgefiltert. Diese Excel-Datei wurde daraufhin in die Perseus-
Software in der Version 1.6.2.3 Uberfuhrt. Hier wurden als Erstes die Koeffizienten der
Pearson’s Correlation analysiert und dabei der normalisierte LFQ-Datensatz
verwendet, um die experimentelle Reproduzierbarkeit und die Homogenitat der
festgelegten Gruppen zu beurteilen. Als Nachstes wurden mithilfe einer log (2) -
Transformation alle LFQ-Intensitaten umgewandelt, um Ab- und Aufregulierungen der
Proteine in gleicher GroRR3e und in gleichen Abstanden auf einer grafischen Darstellung
abzubilden. Fehlende Werte wurden durch Werte ersetzt, die aus einer
Normalverteilung generiert wurden (imputation). Es wurde nachfolgend ein
zweiseitiger t-Test mit p < 0,05 durchgefuhrt, um eine signifikante Ab- und
Aufregulierung der Proteine in einer bestimmten Gruppe nachzuweisen. Zur
Erzeugung der Heat Maps wurde eine unkontrollierte hierarchische Clustering-Analyse

entsprechend des Euklidischen Abstands durchgefihrt.

Im allerletzten Schritt der experimentellen Auswertung wurden die Daten aus der
statistischen Analyse der unterschiedlichen Expressionsprofile mithilfe von drei
bioinformatischen Analyse-Softwares untersucht. Drei unabhéngige Gruppen wurden
in der Annotation verwendet: molecular function (GOMF), biological processes
(GOBP) und cellular component (GOCC). Als Erstes wurde die Ingenuity Pathway
Analysis-Software verwendet, um Begriffe aus der GOCC, die Molekiltypen und das
PPI-Netzwerk der identifizierten Proteine zu interpretieren. IPA basiert auf einem
Wissenspool, der sich auf anerkannte Datenbanken, publizierte Studien und Reviews
sowie Wissen aus Lehrbichern bezieht. Durch Auswertung mit der Software wurden
wichtige Informationen Gber Beziehungen, Mechanismen, Funktionen und Signalwege
der einzelnen Proteine gewonnen, was im Anschluss durch eine visuelle Darstellung
des Proteintyps, der Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinen, ihrer
Lokalisation in den verschiedenen Zellkompartimenten oder dem Extrazellularraum
und ihrer Expressionsprofile verdeutlicht wurde. Auf3erdem konnte Aufschluss tber die
biologischen Funktionen der einzelnen Proteine gegeben werden und man konnte
einen Uberblick gewinnen, in welche biologischen Systeme und Prozesse sowie sogar
in welche Erkrankungen die Proteine involviert sind. Die IPA-Analyse basiert auf den

Veroffentlichungen von Kramer et al [116] mit Modifikationen von Manicam et al [106,
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117]. Als Nachstes wurde das Netzwerk aus molekularen Interaktionen zwischen den
Proteinen assoziiert mit Erkrankungen und Funktionen im PANTHER
Klassifizierungssystem begutachtet, welches 13096 Proteinfamilien mit 78442
funktionellen Subfamilien enthalt [118]. Als Letztes wurde DAVID verwendet, um die
GOBP und GOMF Begriffe zu interpretieren [119, 120].

3.3.8 Validierung von ausgewahlten Biomarkern auf mRNA-Level mittels RT-
gPCR

RNA wurde zuné&chst aus den Proben der Arteria Ophthalmica und Retina durch eine
Kombination aus RNeasy Mico Kit und TRIzol® extrahiert. Die Homogenisierung der
unterschiedlichen Gewebetypen wurde wie folgt durchgefiihrt: die Proben wurden in
flissigem Stickstoff schockgefrostet, lysiert und in 800 pl kaltem TRIzol® mithilfe von
Spritzen homogenisiert. Danach wurden sie fir 30 Sekunden gevortext und fur 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fur die Phasentrennung wurden Phase Lock
Gel (PLG)-Heavy tubes verwendet. Es wurde 160 pl Chloroform zu den Tubes
hinzugefluigt, welche darauffolgend 15 Sekunden lang kréftig geschuttelt und fur 3
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die Phasentrennung wurde dann
letztlich durch die Zentrifugation bei 12000 x g fur 15 Minuten bei 4°C erreicht. Die
klare, flissige Phase an der Oberflache, welche die RNA enthielt, wurde in frische
Tubes Uuberfuhrt. Die nachfolgende RNA-Extraktion wurde entsprechend dem
Herstellerprotokoll des RNeasy Micro Kits durchgefiihrt. Eine Qualitatskontrolle der
RNA-Proben wurde durch Konzentrationsbestimmung mittels Qubit und dem
Bioanalyser durchgefiihrt. Die Konzentrationen lagen > 65 ng/ul mit RIN-Werten > 6,2
fur die Arteria Ophthalmica sowie > 400 ng/pl mit RIN-Werten > 7,9 fir die Retina. 500
ng der RNA wurden genutzt, um cDNA entsprechend den Herstellervorgaben des

PrimeScript™ RT Master Mix zu erzeugen.

Es wurde eine quantitative Polymerase Kettenreaktion (QPCR) mittels SYBR® Green
PCR Master Mix und einem StepOnePlus qPCR-Geréat durchgefiihrt. Die Primerpaare
wurden mit Hilfe von primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
angepasst und von Sigma Aldrich (Germany) bestellt. Die Spezifitat der Primer wurde
vor dem Gebrauch mit Schmelzkurven und Agarosegelen getestet. Die Bedingungen
der PCR-Zyklen waren folgendermafRen: 15 Minuten bei 95 °C; [15 Sekunden bei
94°C, 30 Sekunden bei 55°C, 30 Sekunden bei 72°C] x 40 Zyklen. Zwei Gene (HPRT1

und GAPDH) wurden angewandt, um die mRNA der interessierenden Gene mittels
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Delta-Delta-ct-Methode zu normalisieren. Die Daten wurden normalisiert und mit

Kontrollwerten vergleichen.

Die Daten wurden grafisch dargestellt und deskriptive Statistiken angewandt, um die
Daten auf Normalverteilung zu Gberprifen (D’Agostino & Pearson omnibus normality
test). Die normalverteilten Daten wurden mittels unpaarem two-tailed t-Test mit der
Prism 5-Software analysiert. Alpha wurde auf 5% gesetzt mit p-Werten < 0,05, was als

statistisch signifikant angesehen wurde.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse sind in zwei Abschnitte eingeteilt. Der erste Abschnitt beleuchtet
mehrere Optimierungsschritte im Labor, welche dann fur die nachfolgende Analyse der
tatsachlichen, von Verunreinigungen befreiten Gewebeproben des Angiotensin II-
Experiments im zweiten Abschnitt angewandt wurden und die exakte Auswertung der

Laborergebnisse erst moglich gemacht haben.

4.1 Optimierung der Probenvorbereitung

In einer Vorstudie wurde ein effizientes, solides und schnell durchfiihrbares Protokoll
speziell fur die MS-basierte Analyse von okularen Mikrogefal3en geschaffen [107]. Bei
den Proben handelte es sich in diesem Fall beispielhaft um die kurzen posterioren
Ziliararterien (short posterior ciliary arteries, sSPCA) aus Schweinen, welche dem
retrobulbdren Gefalibett entstammen. Das Proteom der sPCA von Schweinen konnte
bereits von Manicam et al charakterisiert werden [106]. Basierend auf dieser Studie
wurde die Methode weiter optimiert. Drei Laborschritte, die fur die reproduzierbaren
Ergebnisse und die grundliche Aufklarung des komplexen Proteoms von Retina und
Arteria Ophthalmica unter dem Einfluss von Angiotensin Il im zweiten Abschnitt
notwendig waren, werden hier besonders hervorgehoben. Diese Schritte waren vor
allem auch deshalb unabdingbar, weil die Probenmenge fir die MS-Analyse bei
Mikrogefalien oft stark limitiert ist und somit die optimale Proteinextraktion vor eine
schwere Aufgabe stellt. Obwohl diese Methode spezifisch fur die proteomische
Analyse von okuléren MikrogefaRen entwickelt wurde, konnte auch der Nachweis
erbracht werden, dass das Protokoll ebenfalls fir Proben, die auf anderen Geweben

beruhen, verwendet werden kann.

4.1.1 Homogenisierung durch Zirkonoxid-Beads

Zu jeder Probe wurde fir den Homogenisierungsvorgang eine Mischung aus 0,5 mm
und 1,0 mm Zirkonoxid-Beads, dargestellt in Abbildung 14, sowie tissue protein
extraction reagent (T-PER) hinzugefugt. Die Menge des verwendeten T-PERs ist dabei
generell abhangig vom Gewicht der jeweiligen Tube mit einem Verhaltnis von etwa 1
ml T-PER pro 50 mg Probe. Eine Faustregel fur das Fillen der Tubes bei der
Homogenisierung ist ein Volumenverhéltnisvon 1 : 1 : 2 = Probe : Beads : T-PER wie
es in Abbildung 16A zu sehen ist. Um eine ineffektive Homogenisierung zu verhindern,

darf nicht zu viel T-PER und zu wenig Beads verwendet werden.
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Fur die korrekten Einstellungen am Gerat zur Homogenisierung musste die Zeit auf 2
Minuten und das Geschwindigkeitslevel auf Level 6 eingestellt werden wie es in
Abbildung 15 dargestellt ist. Nach jedem erfolgten Homogenisierungszyklus mussten
die einzelnen Proben darauf gepruft werden, ob sie vollstandig homogenisiert wurden.
Falls nicht mussten so viele weitere Zyklen durchgefiihrt werden bis eine vollstandige
Homogenisierung erreicht wurde wie es in Abbildung 16B dargestellt ist. Insgesamt
konnten gleichzeitig 24 Tubus homogenisiert werden innerhalb eines Zyklus. Es war
besonders wichtig die Proben wahrend diesem Vorgang immer wieder kalt zu halten,
um Proteindenaturierungen zu vermeiden. Der hier verwendete Bullet Blender besitzt

eine extra dafur eingebaute Kuhlfunktion.
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Abbildung 14: Fotos der verwendeten Zirkonoxid-Beads

Zeiteinstellung Geschwindigkeitslevel

Abbildung 15: Einstellungen am verwendeten BBY24M Bullet Blender Storm wéhrend des
Homogenisierungsvorgangs
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Abbildung 16: Foto des Befiillens der Tubes mit Zirkonoxid-Beads, Probe der sPCA und T-PER vor
(A) und nach (B) dem Homogenisierungsvorgang

Nach Uberfiihren der homogenisierten Proben in frische Tubes und Zentrifugation bei
10000 x g und 4 °C fir 20 Minuten war in den Tubes ein flissiger Uberstand an der
Oberflache mit hauptséachlich wasserloslichen Proteinen sowie ein festes Pellet am
Boden mit nicht I6slichen Transmembranproteinen erkennbar, welche vorsichtig in 2
neue Tubes Uberfuhrt wurden (siehe Abbildung 17). Dabei musste beim Pipettieren

besonders darauf geachtet werden, dass die Oberflache des Pellets nicht berthrt wird.

=y

Abbildung 17: Foto der Proben nach dem Zentrifugieren, bei dem ein Uberstand (links) und ein Pellet
(rechts) voneinander getrennt werden kdnnen
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4.1.2 Pellet-Verdauung

Damit die Proteine, die im Pellet enthalten sind, nicht verloren gehen, sondern in der
MS-Analyse erfasst werden, wurde in der Vorstudie das Pellet anhand des
nachfolgenden Protokolls verdaut: Dem Pellet wurden 200 pl des Extraktionspuffers
2A sowie 5 pl des Proteaseinhibitor-Cocktails hinzugefugt und durch mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren eine Suspension gebildet. Beide Reagenzien mussten zuvor gut
durchmischt werden, bevor sie dem Pellet zugesetzt wurden. Fir die darauffolgende
Homogenisierung wurde der auf Ultraschall basierende Labsonic M verwendet.
Amplitude wurde hierbei auf 60 und cycle auf 1 gesetzt wie es in Abbildung 18
erkennbar ist. Wichtig ist generell, dass die Sondenspitze aus Titan besteht sowie
einen Durchmesser von ca. 0,5 mm hat und 80 mm lang ist, um Proben kleiner
Volumina homogenisieren zu kénnen. Durch Eintauchen der Suspension in die Spitze
und Dricken des Startknopfs wurde die jeweilige Probe Ultraschallwellen ausgesetzt,
was einen Homogenisierungszyklus startet. Analog zum vorigen Schritt mussten nach
jedem erfolgten Zyklus die einzelnen Proben darauf gepruft werden, ob sie vollstandig
homogenisiert wurden. Falls nicht wurden so viele weitere Zyklen durchgefihrt bis eine
vollstandige Homogenisierung erreicht wurde. Wichtig war es auch hier wieder die
Proben wahrend diesem Vorgang immer wieder kalt zu halten, um
Proteindenaturierungen zu vermeiden, die durch die Hitze auftreten kbnnen, die beim

Homogenisieren mithilfe von Ultraschall entsteht.

Amplituden-
einstellung

Ultraschall-
spitze

Abbildung 18: Einstellungen am verwendeten Labsonic M wahrend des Pellet-Homogenisierungsvorgangs
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4.1.3 Probenaufreinigung durch Filtrierung

Danach wurden die Proben mit dem Ziel eines Pufferwechsels und Entsalzens filtriert,
um alle Molekule unter 3 kDa aus den Proben zu entfernen. Daflir mussten 200 pl der
Probe und 200 ul entionisiertes Wasser in die Filter pipettiert werden. Diese wurden
darauffolgend bei 14000 x g und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Abbildung 19 zeigt
den Filter vor und nach dem Filtrieren. Fir diesen Laborschritt wurden Amicon Ultra-
0.5 Centrifugal Filter Devices verwendet. Nach Entfernen des Filtrats wurden dem
Filter erneut 400 pl entionisiertes Wasser zugefuhrt und alles erneut zentrifugiert.
Dieser Vorgang wurde noch zwei weitere Male wiederholt. Die aufgereinigten Proben
wurden anschlieRend in frische Tubes Uberflhrt.

Abbildung 19: Foto vor (A) und nach (B) dem Filtriervorgang
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4.1.4 Eindimensionale Gelelektrophorese (1DE) ohne Optimierungsschritte

Abbildung 20 zeigt zwei beispielhafte 1DE-Gele von Proben der Retina des Schweins,
bei welchen die Optimierungsschritte, welche in den Kapiteln 4.1.1 — 4.1.3 dargestellt
wurden, nicht durchgefihrt wurden. In allen dargestellten Gelbanden zeigt sich eine
vertikale Spur von Verunreinigungen, welche auf eine Kontamination der Proben
hindeutet. Daher ist es unabdingbar die Methode um die zuvor dargestellten

Optimierungsschritte zu erweitern, also die Verunreinigungen zu beseitigen.

Uber- Uber- Uber- Uber-
M(kDa)  stand R1 stand R2 M (kDa) stand R1 stand R2
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Abbildung 20: Beispielhafte Gelbanden von 1DE-Gelen von Proben der Retina des Schweins fir zwei
Replikate des Uberstands zu je 50 ug, bei denen die Optimierungsschritte weggelassen wurden. Ganz
links befindet sich der Referenzmarker (M)
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4.1.5 Eindimensionale Gelelektrophorese (1DE) der Vorstudie

Nach der Proteinbestimmung konnte analog zur Methode unter ,3.3.2 Eindimensionale
Gelelektrophorese (1DE)“ ein 1DE-Gel gewonnen werden, welches sich in Abbildung
21 dargestellt. FUr dieses Gel wurden exemplarisch Proben aus der Retina von
Schweinen verwendet. Es sind bereits hier vor der konkreten MS-Analyse markante
Unterschiede der Gelbanden zwischen dem Uberstand und dem Pellet sichtbar, was
die Hypothese belegt, dass viele Proteine unentdeckt bleiben, sofern man das Pellet
verwirft und nicht verdaut. Bei der ersten Bande ganz links handelt es sich um den
Referenzmarker (M).

Uber-
M (kDa) sta::i Pellet
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Abbildung 21: Gelbanden des 1DE-Gels beispielhaft von Proben der Retina des Schweins fiir Uberstand
und Pellet zu je 50 pg. Ganz links befindet sich der Referenzmarker (M)

57



Ergebnisse

4.2 Auswertung der tatsachlichen experimentellen Studie

Die Proteinexpressionen der Angiotensin 1I-Gruppe (ANG I[I-Gruppe) wurden im
direkten Vergleich zur Kontrollgruppe der zwei unterschiedlichen Gewebetypen
ermittelt und sind in den nachfolgenden Kapiteln getrennt voneinander beschrieben.

4.2.1 Arteria Ophthalmica

Die Proteinprofile der Arteria Ophthalmica sind als 1DE-Gelbanden in Abbildung 22
dargestellt. Bei der ersten Bande ganz links handelt es sich um den Referenzmarker
(M), wohingegen die sechs Banden rechts davon die drei biologischen Replikate der
jeweiligen Gruppe darstellen, welche die genetischen Variationen so gering wie
maoglich halten sollen. Bei der Betrachtung der zwei Ansichten im Vergleich lasst sich

sagen, dass augenscheinlich keine wesentlichen Unterschiede vorhanden sind.

Kontrollgruppe ANG II-Gruppe

M (kDa) R1 R2 R3 R1 R2 R3
TS N AR SR e e

198

98 Wy

62 =

49 e

Abbildung 22: Gelbanden des 1DE-Gels der Arteria Ophthalmica fir die Kontroll- und die Angiotensin I
(ANG I1)-Gruppe mit den biologischen Replikaten (R) 1 bis 3 zu je 50 pg. Ganz links befindet sich der
Referenzmarker (M)
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Durch die proteomische Analyse nach dem Konzept der bottom-up LC-MS/MS-
Methode der Triplikate beider Gruppen konnten mittels MaxQuant insgesamt 592
Proteine in der Arteria Ophthalmica mit einer FDR < 1% identifiziert werden (siehe
Anhang). Es wurden die UniProt Datenbanken von sowohl Maus als auch Mensch fir
die Suche der Tandem-Massenspektrometrie verwendet, um die Proteinidentifikation
zu maximieren, da die Datenbank fir ,Mus Musculus® lediglich 16991 Proteine und die
Datenbank flr ,Homo Sapiens”im Gegensatz dazu 20394 Proteine zum Zeitpunkt des
Abrufs (19.09.2018) enthielt. Das Verwenden von multiplen Datenbanken kann
nachweislich signifikant detailliertere Informationen liefern, die nicht auf Sequenzen
beschrankt sind, die nur in dem interessierenden Organismus enthalten sind [112-
115]. Die Anzahl der identifizierten Proteine in beiden Datenbanken fur Arteria
Ophthalmica ist in Abbildung 23 dargestellt. Die groRe Mehrzahl der identifizierten
Proteine wurden in den Datenbanken fir beide Spezies gefunden mit 52,7%, eine
héhere Prozentzahl von Proteinen in der Datenbank der Hausmaus (Mus Musculus)
mit 39% und eine geringere Anzahl an Proteinen in der Datenbank des Menschen
(Homo Sapiens) mit 8,3%.
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Abbildung 23: Venn-Diagramm fir die Arteria Ophthalmica nach Abgleich mit den Datenbanken fur die
Hausmaus (blau) und Mensch (grin)
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Anschlie3end erfolgte die statistische Auswertung der Proteinverteilungen in den

einzelnen Gruppen. Hierfur wurde ein zweiseitiger t-Test mittels der Perseus-Software

und LFQ-Werten durchgefuhrt, der feststellte, ob die Proteine innerhalb der Gruppen

signifikant (p < 0,01) erhoht, erniedrigt oder gar nicht signifikant reguliert wurden. In

der Arteria Ophthalmica wurde das vaskulare Proteom durch Angiotensin Il

dahingehend verandert, dass 34 Proteine unterschiedlich exprimiert wurden, davon

wurden 21 hoch und 13 herunterreguliert. Tabelle 3 zeigt die unterschiedlich

regulierten Proteine der Arteria Ophthalmica-Gruppe mit deren Gennamen und Protein

ID sowie p-Wert und diesen mit logz-Tranformation. Abbildung 24 stellt diese

Verteilung wiederum grafisch als Heat Map dar.

Tabelle 3: Liste der signifikant hoch- oder herunterregulierten Proteine der Arteria Ophthalmica

Nummer Protein ID Genname p-Wert logo-fach

Hochregulierte Proteine
1 P21107 Tpm3 2.26E-02 29.2
2 P11055 MYH3 5.24E-03 285.16
3 Q9Qz47 Tnnt3 1.45E-02 273.42
4 Q9UKX3 MYH13 4.31E-02 257.88
5 P30049 ATP5D 3.68E-02 218.68
6 Q9CQJ8 Ndufb9 2.65E-02 177.14
7 Q71DI3 HIST2H3A 2.37E-02 158.79
8 P84244 H3f3a 2.54E-02 154.92
9 P12883 MYH7 1.09E-02 146.83
10 Q86TD4 SRL 3.05E-02 140.61
11 Q8R429 Atp2al 1.15E-02 13.74
12 Q5SX39 Myh4 5.36E-03 137.43
13 P12882 MYH1 7.46E-03 124.82
14 P05976 MYL1 3.88E-02 114.97
15 P07942 LAMB1 3.61E-02 106.09
16 P00338 LDHA 4.07E-02 100.15
17 Q64727 vcl 1.12E-02 0.97
18 Q80X19 Coll4al 1.70E-02 0.92
19 Q9UKX2 MYH2 4.97E-02 0.89
20 P31040 SDHA 1.82E-02 0.62
21 Q61830 Mrcl 3.95E-02 051

Herunterregulierte Proteine
22 Q80XI7 Bpifb9a 3.70E-04 -644.22
23 Q61114 Bpifbl 1.34E-02 -405.15
24 P06880 Ghl 1.47E-02 -391.58
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25 055131 Sept7 4.83E-02 -172.61
26 Q61490 Alcam 4.48E-02 -154.61
27 P08228 Sodl 2.38E-02 -151.16
28 Q99MN9 Pccb 4.62E-03 -125.91
29 Q8VCT4 Cesld 3.15E-03 -107.39
30 Q9CQ54 Ndufc2 2.72E-02 -103.23
31 P68871 HBB 4.76E-02 -10.03
32 P16330 Cnp 4.66E-02 -0.94

33 P27573 Mpz 2.49E-02 -0.63

34 P30041 PRDX6 3.90E-02 -0.37
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Abbildung 24: Heat Map flr die Arteria Ophthalmica der unterschiedlich exprimierten Proteine von
Kontroll- gegenuber Angiotensin II-Gruppe; rot = hochreguliert, griin = herunterreguliert; je heller die
Farbe desto intensiver die Abundanz
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Exemplarisch werden in Abbildung 25 die Regulationsprofile von einigen stark
unterschiedlich exprimierten Proteinen in beiden Gruppen als Balkendiagramm
gezeigt, wo Septin-7 (Sept7) und die Superoxid-Dismutase (Sodl) signifikant
herunterreguliert wurden, wéahrend fast skeletal muscle troponin T (Tnnt3) und
tropomyosin alpha 3-chain (Tpm3) signifikant hochreguliert wurden mit einem

jeweiligen p-Wert < als 0,05.
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Abbildung 25: Balkendiagramm von stark unterschiedlich exprimierten Proteinen der Arteria
Ophthalmica

Danach wurden die unterschiedlich stark exprimierten Proteine mit der Ingenuity
Pathway Analyse-Software (IPA) untersucht. Diese ergab Informationen Uber
Erkrankungen und Signalwege, in welche die jeweiligen Proteine involviert sind. Die
darauffolgende Netzwerkanalyse zeigt die Wechselwirkungen zwischen den Proteinen
in Form von direkten und indirekten Verbindungen. Hierbei werden aul3erdem der
Proteintyp als Form von unterschiedlichen Symbolen sowie die Lokalisation im
Zellkompartiment dargestellt. Abbildung 26 zeigt, dass es sich bei der Mehrzahl der
identifizierten Proteine aus den Proben der Arteria Ophthalmica um Enzyme handelt,

welche im Zytoplasma lokalisiert sind. An diesem Ort wurden MYH3 (p-Wert
0.00524), Ndufb9 (p-Wert = 0.0265), MYH7 (p-Wert = 0.0109), Myh4(p-Wert
0.00536), MYH2 (p-Wert = 0.0497), LDHA (p-Wert = 0.0407), MYH13 (p-Wert
0.0431), Tnnt3 (p-Wert = 0.0145), Tpm3 (p-Wert = 0.0226), MYL1 (p-Wert = 0.0388),

SRL (p-Wert = 0.0305), ATP5D (p-Wert = 0.0368), Atp2al (p-Wert = 0.0115) und
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SDHA (p-Wert = 0.0182) als hochreguliert und Sodl1 (p-Wert = 0.0238), PRDX6 (p-
Wert = 0.039), Cesld (p-Wert = 0.00315), Cnp (p-Wert = 0.0466), Pccb (p-Wert
0.00462), Ndufc2 (p-Wert = 0.0272), Sept7 (p-Wert = 0.0483) und HBB (p-Wert

0.0476) als herunterreguliert identifiziert. Die néchstgro3ere Gruppe an Proteinen

befindet sich innerhalb der Plasmamembran. Hier konnte ein Hochregulieren von Mrcl
(p-Wert = 0.0395), MYH1 (p-Wert = 0.00746) und Vcl (p-Wert = 0.0112) sowie ein
Herunterregulieren von Alcam (p-Wert = 0.0448) und Mpz (p-Wert = 0.0249)
nachgewiesen werden. Im Nukleus befinden sich lediglich HIST2H3A (p-Wert =
0.0237) und H3f3a (p-Wert = 0.0254), welche hochreguliert wurden. Im
Extrazellularraum wurden LAMB1 (p-Wert = 0.0361) und Col14al (p-Wert = 0.017) als
hochreguliert und Bpifbl (p-Wert = 0.0134) als herunterreguliert nachgewiesen. An
.=anderen Orten“ taucht nur Bpifb9a (p-Wert = 0.00037) als herunterreguliert auf.

Dessen Zuordnung in ein Zellkompartiment ist demnach noch nicht eindeutig.
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Abbildung 26: Netzwerkanalyse (ingenuity pathway analysis) fur die Arteria Ophthalmica der unterschiedlich exprimierten Proteine von Kontroll- gegentber
Angiotensin 1I-Gruppe eingeteilt nach Lokalisation im Zellkompartiment. Interaktionen zwischen Proteinen werden mit Linien dargestellt. Die unterschiedlich
regulierten Expressionsprofile sind farblich gekennzeichnet: So sind rot geféarbte Proteine héher und griin gefarbte niedriger reguliert. AuRerdem lasst sich die

Signifikanz der Ergebnisse an der Intensitét der Farbung ablesen: je intensiver die Farbe, desto héher die Signifikanz
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Weitere Analysen mit der Ingenuity Pathway Analyse-Software (IPA) ergaben, dass
die meisten Signalwege, die signifikant beeinflusst wurden, hauptsachlich calcium
signaling (p-Wert = 2.09E-13), epithelial adherens junction (p-Wert = 3.93E-11), tight
junction signaling (p-Wert = 8.31E-11), integrin-linked kinase (ILK) signaling (p-Wert =
5.07E-12), actin cytoskeleton signaling (p-Wert = 7.08E-10) und mitochondrial
dysfunction (p-Wert = 1.91E-03) umfassten, wie es in Abbildung 27 logarithmisch
dargestellt ist. Die darauffolgende Analyse zeigte, dass die unterschiedlich
exprimierten Proteine signifikant den Funktionen skeletal & muscular system
development & function (p-Wert = 2.74E-16), cellular assembly & organization (p-Wert
= 2.52E-09), free radical scavenging (p-Wert = 5.42E-06), cellular function &
maintenance (p-Wert = 1.10E-04), cellular morphology (p-Wert = 2.10E-04), cell-to-cell
signaling & interaction (p-Wert = 2.10E-04), inflammatory response (p-Wert = 8.00E-
04) und cell signaling (p-Wert = 1.04E-03 ) zuzuordnen sind, was in Abbildung 28

erneut logarithmisch dargestellt ist.
B positiver z-Score z-5core =0 M negativer z-5core kein Aktivititsmuster
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Abbildung 27: Balkendiagramm der signifikant beeinflussten Signalwege der unterschiedlich
exprimierten Proteine der Arteria Ophthalmica
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Abbildung 28: Balkendiagramm der signifikant beeinflussten Funktionen, welche den unterschiedlich
exprimierten Proteinen der Arteria Ophthalmica zugeordnet sind

SchlieBlich wurde die Ingenuity Pathway Analyse-Software dazu verwendet die
signifikant am meisten beeinflussten Upstream-Regulatoren zu identifizieren. In der
Augenarterie wurden die Transkriptionsfaktoren MYOD1 (p-Wert = 3.86E-07, z-Score
= 1.491), SMARCA4 (p-Wert = 3.17E-04, z-Score = 2) und RB1 (p-Wert = 4.02E-03,
z-Score = 2) aktiviert, wohingegen RCANL1 (p-Wert = 6.42E-08, z-Score = -0.581) und
KDMS5A (p-Wert = 4.37E-05, z-Score = -2) gehemmt wurden. Zusatzlich wurde der
Wachstumsfaktor TGFB1 (p-Wert = 1.69E-02, z-Score = 2.399) und die Phosphatase
DUSP1 (p-Wert = 1.80E-08, z-Score = 0.984) aktiviert. Abbildung 29 zeigt die

genannten Upstream-Regulatoren und deren Interaktion mit anderen Proteinen.
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Abbildung 29: Ausgewahlte prognostizierte Upstream-Regulatoren, welche in der Arteria Ophthalmica entweder aktiviert (A) oder gehemmt (B) wurden [121]; rot
gefarbte Proteine sind héher und griin gefarbte niedriger reguliert; orange gefarbte Interaktionen bedeuten Aktivierung, blau gefarbte Hemmung
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4.2.2 Retina

Die Proteinprofile der Retina sind als 1DE-Gelbanden in Abbildung 30 dargestellt. Bei
der ersten Bande ganz links handelt es sich erneut um den Referenzmarker (M),
wohingegen die sechs Banden rechts davon die drei biologischen Replikate der
jeweiligen Gruppe darstellen, welche die genetischen Variationen so gering wie
maoglich halten sollen. Bei der Betrachtung der zwei Ansichten im Vergleich lasst sich
wiederholt sagen, dass augenscheinlich keine wesentlichen Unterschiede vorhanden

sind.

Kontrollgruppe ANG lI-Gruppe
M (kDa) R1 R2 R3

Il v S St N f——
Abbildung 30: Gelbanden des 1DE-Gels der Retina fir die Kontroll- und die Angiotensin Il (ANG I1)-

Gruppe mit den biologischen Replikaten (R) 1 bis 3 zu je 50 ug. Ganz links befindet sich der
Referenzmarker (M)
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Durch die proteomische Analyse der Triplikate beider Gruppen konnten mittels
MaxQuant insgesamt 985 Proteine in der Retina mit einer FDR < 1% identifiziert
werden (siehe Anhang). Es wurden erneut die UniProt Datenbanken von sowohl Maus
als auch Mensch fir die Suche der Tandem-Massenspektrometrie verwendet. Die
Anzahl der identifizierten Proteine in beiden Datenbanken fir die Retina ist in
Abbildung 31 dargestellt. Die grof3e Mehrzahl der identifizierten Proteine wurden in
den Datenbanken fur beide Spezies gefunden mit 60,7%, eine héhere Prozentzahl von
Proteinen in der Datenbank der Hausmaus (Mus Musculus) mit 28,1% und eine
geringere Anzahl an Proteinen in der Datenbank des Menschen (Homo Sapiens) mit
11,2%.

20 998 110

Abbildung 31: Venn-Diagramm fiir die Retina nach Abgleich mit den Datenbanken fir die Hausmaus
(blau) und Mensch (griin)

Insgesamt wurden 107 unterschiedlich exprimierte Proteine in den retinalen Proben
der ANG-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden (Tabelle 4). Unter diesen
wurde eine hohere Nummer von 68 Proteinen herunterreguliert, wahrend 39 Proteine
hochreguliert wurden, wie es in Abbildung 32 grafisch als Heat Map dargestellt ist.
Insbesondere einige Crystallin-Proteine wurden signifikant herunterreguliert mit einem

p-Wert < 0,001, was als Balkendiagramm in Abbildung 33 grafisch dargestellt ist.
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Tabelle 4: Liste der signifikant hoch- oder herunterregulierten Proteine der Retina

Nummer |Protein ID| Genname | p-Wert | t-Test Differenz | Expressionsprofil
1 P24622 Cryaa 2,72E-04 -7,0808 Erniedrigt
2 P23927 Cryab 3,88E-04 -7,07597 Erniedrigt
3 P62696 Crybb2 | 3,49E-04 -4,58614 Erniedrigt
4 Q99962 | SH3GL2 | 5,62E-03 -3,28319 Erniedrigt
5 P56382 Atp5e 4,54E-02 -3,07145 Erniedrigt
6 000459 PIK3R2 | 1,43E-03 -3,06928 Erniedrigt
7 Q9ROP5 Dstn 2,75E-03 -2,4913 Erniedrigt
8 P24527 Ltadh 3,48E-03 -1,98384 Erniedrigt
9 Q5XG69 | Faml69a | 1,14E-02 -1,92995 Erniedrigt
10 Q99L43 Cds2 1,60E-03 -1,90231 Erniedrigt
11 Q9CzM2 Rpl15 2,94E-03 -1,86923 Erniedrigt
12 035295 Purb 6,75E-03 -1,80848 Erniedrigt
13 P62889 Rpl30 2,60E-02 -1,58691 Erniedrigt
14 P70404 Idh3g 4,42E-02 -1,56611 Erniedrigt
15 P08752 Gnai2 1,72E-02 -1,5359 Erniedrigt
16 P47911 Rpl6 1,08E-02 -1,39432 Erniedrigt
17 P19096 Fasn 1,39E-03 -1,39088 Erniedrigt
18 P49722 Psma2 | 5,94E-03 -1,3418 Erniedrigt
19 P47857 Pfkm 4,74E-04 -1,31211 Erniedrigt
20 P05132 Prkaca |1,11E-02 -1,27825 Erniedrigt
21 P60335 Pcbpl 2,90E-02 -1,26593 Erniedrigt
22 Q9WUA3 Pfkp 4,32E-03 -1,14014 Erniedrigt
23 Q9DCJ5 Ndufa8 | 1,90E-02 -1,13219 Erniedrigt
24 P62317 Snrpd2 | 3,30E-02 -1,13014 Erniedrigt
25 088569 |Hnrnpa2bl | 3,78E-02 -1,09662 Erniedrigt
26 P49194 Rbp3 1,90E-02 -1,03276 Erniedrigt
27 Q99PVO0 Prpf8 3,73E-02 -0,95513 Erniedrigt
28 Q91YQ5 Rpnl 3,67E-02 -0,91589 Erniedrigt
29 Q8BG39 Sv2b 2,08E-02 -0,82627 Erniedrigt
30 COHKE9 | Histlh2ah | 4,63E-02 -0,78916 Erniedrigt
31 Q8R5M8 Cadml | 3,65E-03 -0,77945 Erniedrigt
32 P12382 Pfkl 4,28E-03 -0,77155 Erniedrigt
33 Q7L0J3 SV2A 8,12E-03 -0,76879 Erniedrigt
34 P99028 Uqcrh 4,45E-02 -0,75033 Erniedrigt
35 Q8CJ40 Crocc 3,05E-02 -0,73339 Erniedrigt
36 P63027 VAMP2 | 2,10E-02 -0,72328 Erniedrigt
37 Q78IK2 Usmg5 | 3,12E-02 -0,72205 Erniedrigt
38 P97351 Rps3a | 4,93E-03 -0,66802 Erniedrigt
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39 Q9DO0K?2 Oxctl 2,72E-02 -0,63335 Erniedrigt
40 035600 Abca4 1,06E-02 -0,60558 Erniedrigt
41 Q60931 Vdac3 3,90E-02 -0,58788 Erniedrigt
42 094925 GLS 1,84E-02 -0,58348 Erniedrigt
43 Q8K4z3 | Apoalbp | 2,26E-02 -0,57417 Erniedrigt
44 P12970 Rpl7a 3,08E-02 -0,54383 Erniedrigt
45 P62962 Pfnl 3,94E-02 -0,53287 Erniedrigt
46 Q8BHN3 Ganab | 3,95E-03 -0,50741 Erniedrigt
47 P12367 Prkar2a | 4,93E-02 -0,47591 Erniedrigt
48 P43024 Cox6al | 3,75E-02 -0,47528 Erniedrigt
49 P23440 Pde6b | 3,86E-02 -0,47132 Erniedrigt
50 Q9DCX2 Atp5h 2,10E-02 -0,44978 Erniedrigt
51 Q91X97 Ncald 2,84E-02 -0,44873 Erniedrigt
52 Q62261 Sptbnl | 7,74E-03 -0,43759 Erniedrigt
53 Q99LC5 Etfa 2,53E-02 -0,43602 Erniedrigt
54 Q62Q38 Candl [ 4,23E-02 -0,43159 Erniedrigt
55 P25444 Rps2 3,30E-02 -0,40829 Erniedrigt
56 Q9CQA3 Sdhb 1,53E-02 -0,40337 Erniedrigt
57 P05213 Tubalb |1,11E-02 -0,37141 Erniedrigt
58 P58252 Eef2 2,12E-03 -0,37075 Erniedrigt
59 P98160 HSPG2 | 4,07E-02 -0,33378 Erniedrigt
60 035129 Phb2 2,13E-02 -0,32394 Erniedrigt
61 P24549 Aldhlal | 2,61E-02 -0,32276 Erniedrigt
62 Q99P72 Rtn4 4,07E-02 -0,31842 Erniedrigt
63 P15880 RPS2 2,29E-02 -0,31404 Erniedrigt
64 Q99L13 Hibadh | 4,45E-02 -0,29218 Erniedrigt
65 P17427 Ap2a2 3,04E-02 -0,26769 Erniedrigt
66 Q68FD5 Cltc 2,04E-02 -0,26228 Erniedrigt
67 Q99KIO0 Aco2 1,30E-02 -0,25742 Erniedrigt
68 P52272 | HNRNPM [ 1,28E-02 -0,15343 Erniedrigt
69 Q9D6R2 ldh3a 4,49E-02 0,247908

70 P19157 Gstpl 9,79E-04 0,275457

71 P41216 Acsll 2,42E-02 0,295104

72 P00505 GOT2 1,54E-02 0,330928

73 P15409 Rho 2,22E-02 0,33205

74 P08238 |HSP90ABL1| 3,77E-02 0,335649

75 Q8C854 Myef2 2,38E-02 0,341424

76 P49368 CCT3 4,87E-03 0,401889

77 P51150 Rab7a | 2,11E-03 0,426415

78 P20612 Gnatl 3,03E-02 0,427828

79 Q971G4 | Atp6vOal | 3,65E-02 0,446644

80 P10852 Slc3a2 | 1,41E-02 0,467787
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81 Q922R8 Pdia6 6,08E-03 0,468273
82 P14733 Lmnbl | 3,73E-02 0,477271
83 Q8VE97Y Srsf4 3,81E-02 0,486447
84 Q8VH51 Rbm39 | 1,58E-02 494807

85 P10809 HSPD1 | 4,54E-02 0,506552
86 P62987 UBA52 | 4,27E-02 0,511976
87 Q8BH59 | Slc25a12 | 2,80E-02 0,528165
88 070456 Sfn 2,66E-02 0,555655
89 P49821 NDUFV1 | 1,12E-02 0,570836
90 P61294 Rab6b 1,09E-02 0,627135
91 Q61990 Pcbp2 1,52E-03 0,634974
92 P61088 UBE2N | 3,99E-02 0,640079
93 Q9Y639 NPTN 3,07E-02 0,680681
94 Q9ES97 Rtn3 2,46E-02 0,778431
95 Q9CZU6 Cs 1,73E-02 0,798567
96 Q8BVI4 Qdpr 5,99E-03 0,84552
97 Q15907 RAB11B | 7,64E-03 0,855483
98 P62269 RPS18 | 3,35E-02 0,915475
99 Q60597 Ogdh 4,32E-04 0,928735
100 P31930 | UQCRC1 | 4,10E-02 0,931268
101 P59999 Arpcd 3,48E-02 1,07473
102 P35980 Rpl18 3,05E-03 1,14949
103 Q64520 Gukl 4,85E-03 1,21435
104 055022 Pgrmcl | 2,07E-04 1,7215

105 P24472 Gstad 4,87E-05 2,71622
106 A6NIH7 | UNC119B | 3,55E-02 3,47395
107 B2RR83 Ythdc2 | 3,40E-02 4,03104
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Abbildung 32: Heat Map fir die Retina der unterschiedlich exprimierten Proteine von Kontroll-

gegenuber Angiotensin lI-Gruppe; rot = hochreguliert, griin = herunterreguliert; je heller die Farbe desto
intensiver die Abundanz
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Abbildung 33: Balkendiagramm von stark herunterregulierten Proteinen der Retina

Analog zu den Proteinen der Arteria Ophthalmica zeigt das Netzwerk der Protein-
Protein-Interaktion (PPI) der unterschiedlich exprimierten retinalen Proteine, dass eine
hohe Anzahl von Proteinen ebenfalls im Zytoplasma und innerhalb der
Plasmamembran ansassig und auch aus Enzymen zusammengesetzt ist, wie es in
Abbildung 34 dargestellt ist. Im Vergleich zur Arteria Ophthalmica ist aber eine deutlich
groRere Gruppe retinaler Proteine im Nukleus lokalisiert. Nur sehr wenige Proteine
befinden sich im Extrazellularraum und an anderen Orten. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit werden an dieser Stelle nicht alle der 107 unterschiedlich
exprimierten Proteine der Retina und deren Lokalisation im Zellkompartiment benannt.
Fur die einzelnen p-Werte der Proteine und deren Protein ID siehe Tabelle 4.
Abbildung 35 fasst die Verteilung aller unterschiedlich exprimierten Proteine der Retina

in ihre jeweiligen Proteintypen als Kuchendiagramm zusammen.
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Abbildung 34: Netzwerkanalyse (ingenuity pathway analysis) fir die Retina der unterschiedlich exprimierten Proteine von Kontroll- gegeniiber Angiotensin II-
Gruppe eingeteilt nach Lokalisation im Zellkompartiment. Interaktionen zwischen Proteinen werden mit Linien dargestellt. Die unterschiedlich regulierten
Expressionsprofile sind farblich gekennzeichnet: So sind rot gefarbte Proteine héher und griin gefarbte niedriger reguliert. AuRerdem lasst sich die Signifikanz
der Ergebnisse an der Intensitat der Farbung ablesen: je intensiver die Farbe, desto héher die Signifikanz
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Abbildung 35: Kuchendiagramm der Verteilung der unterschiedlich exprimierten Proteine der Retina in
ihre jeweiligen Proteintypen

Die hierdurch am meisten beeinflussten Signalwege sind oxidative phosphorylation (z-
Score = -1.143), eukaryotic translation initiation factor (EIF2) signaling (z-Score = -
1.143), adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) signaling (z-
Score =-1.414), PPARa /RXRa activation (z-Score = -1,633), sirtuin signaling pathway
(z-Score = -0.378), synaptogenesis signaling pathway (z-Score = -1.89) und CREB
signaling in neurons (z-Score = -2) wie es in Abbildung 36 dargestellt ist. All diese
Signalwege weisen eine verringerte Aktivitat auf, da die z-Scores negativ (in Abbildung
36 blau gefarbt) sind. Auffallend ist, dass alle Proteine, die den AMPK-Signalweg
beeinflussen, bestehend aus elongation factor 2 (Eef2), fatty acid synthase (Fasn),
ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type (Pfkl), ATP-dependent 6-
phosphofructokinase, muscle type (Pfkm), ATP-dependent 6-phosphofructokinase,
platelet type (Pfkp), phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta (PIK3R2),
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha (Prkaca) und cAMP-dependent
protein kinase type ll-alpha regulatory subunit (Prkar2a), herunterreguliert wurden.
Lediglich ein Signalweg zeigt, auf Grund des positiven z-Scores, eine gesteigerte
Aktivitat: apelin adipocyte signaling pathway (z-Score = 1). Interessanterweise sind die
signifikant am meisten beeinflussten Signalwege tricarboxylic acid (TCA) cycle (p-Wert
= 1.09E-09) und mitochondrial dysfunction (p-Wert = 7.31E-09). Letzterer ist

reprasentiert durch zahlreiche Proteine, die in der Atmungskette exprimiert werden.
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Die danach durchgefiihrte Analyse konnte den Proteinen hauptsachlich die Funktionen
developmental disorder (p-Wert = 5.69E-09), ophthalmic disease (p-Wert = 5.69E-09),
organismal injury and abnormalities (p-Wert = 5.69E-09), post-translational
modification (p-Wert = 6.02E-09), protein folding (p-Wert = 6.02E-09), RNA damage
and repair (p-Wert = 4.92E-08), protein synthesis (p-Wert = 4.11E-07), nervous system
development and function (p-Wert = 5.36E-07), visual system development and
function (p-Wert = 5.36E-07), cellular compromise (p-Wert = 5.09E-06), und cellular
function and maintenance (p-Wert = 7.41E-06), neurological disease (p-Wert = 1.41E-
05), cell death and survival (p-Wert = 2.14E-05), inflammatory response (p-Wert =
2.6E-05), cell-to-cell signaling and interaction (p-Wert = 6.4E-05), molecular transport
(p-Wert = 6.4E-05), cell signaling (p-Wert = 2.85E-04), connective tissue disorders (p-
Wert = 4.65E-03) und free radical scavenging (p-Wert = 4.96E-03) zuordnen, was in
Abbildung 37 logarithmisch dargestellt ist.
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Abbildung 36: Balkendiagramm der signifikant beeinflussten Signalwege der unterschiedlich exprimierten Proteine der Retina
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Abbildung 37: Balkendiagramm der signifikant beeinflussten Funktionen, welche den unterschiedlich
exprimierten Proteinen der Retina zugeordnet sind

Die Analyse der Upstream-Regulatoren in der Retina ergab, dass TP53 (p-Wert =
8.13E-11, z-Score = -0.121), mTOR (p-Wert = 7.65E-07, z-Score = -1.897), IL4 (p-
Wert = 2.22E-03, z-Score =-2.538) und MYOD1 (p-Wert = 2.17E-03, z-Score =-2.216)
gehemmt, wahrend RICTOR (p-Wert = 1.66E-13, z-Score = 1.5) und PDX1 (p-Wert =
1.25E-02, z-Score = 2) aktiviert wurden. Abbildung 38 zeigt die genannten Upstream-

Regulatoren und deren Interaktion mit anderen Proteinen.
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Abbildung 38: Ausgewahlte prognostizierte Upstream-Regulatoren, welche in der Retina entweder gehemmt (A) oder aktiviert (B) wurden [121]; rot gefarbte

Proteine sind héher und griin geféarbte niedriger reguliert; orange geférbte Interaktionen bedeuten Aktivierung, blau gefarbte Hemmung
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4.2.3 Ergebnisse der RT-gPCR

Um die MS-basierte proteomische Analyse zu validieren, wurde als zweite davon
unabhéngige Methode eine real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR) von ausgewahlten Proteinen, die als signifikant unterschiedlich exprimiert und
von physiologischer Wichtigkeit in beiden GefalRsystemen identifiziert wurden,
durchgefuihrt. Die Genexpression von Sept7, Sodl, Tnnt3 und Tpm3 in der
Augenarterie entsprachen der Abundanz ihrer jeweiligen Proteine. Die ersten beiden
Gene wurden signifikant herunterreguliert, wohingegen letztere signifikant
hochreguliert wurden. Auf der anderen Seite unterdrickte Angiotensin Il die
Genexpression in der Retina der Gene Cryab und Crybb2, was ebenfalls dem
Expressionsprofil der jeweiligen Proteine entspricht. Die Ergebnisse der RT-gPCR sind
als Balkendiagramme in Abbildung 39 dargestellt. Hingegen wurde die Expression des
Gens Cryaa auf dem mRNA-Level in der Retina nicht beeinflusst, was in Abbildung 40
in der oberen Reihe ganz rechts als Balkendiagramm dargestellt ist. Es ist
bemerkenswert, dass die Expression dieser ausgewdahlten Gene hochspezifisch fur
das jeweilige Gewebe ist, was durch die nicht-signifikante Expression derselben Gene
in den jeweiligen anderen Proben verdeutlicht wird. Dementsprechend wurde die
Expression der Gene Cryaa, Cryab und Crybb2 auf dem mRNA-Level in der Retina
sowie die Expression der Gene Sept7, Sodl, Tnnt3 und Tpm3 auf dem mRNA-Level
in der Arteria Ophthalmica nicht beeinflusst, was durch die tGbrigen Balkendiagramme
in Abbildung 40 verdeutlicht wird.
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Abbildung 39: Balkendiagramme der Ergebnisse der RT-gPCR von ausgewahlten, signifikant unterschiedlich exprimierten Proteinen
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5. Diskussion

Das proteomische Charakterisieren von verschiedenen okularen Gewebeproben ist
ein wichtiger und unverzichtbarer erster Schritt, um die molekularen Mechanismen und
Signalwege zu beleuchten, die an einem Gesundheits- oder Krankheitszustand
beteiligt sind. Um hochqualifizierte Daten zu erhalten und die Reproduzierbarkeit
dieser Ergebnisse zu garantieren, sind optimierte Schritte zur vorgehenden
Probenvorbereitung unerlasslich. Durch den Mangel an spezifischen Methoden, um
suffiziente Mengen von Proteinen gerade bei geringen Mengen von arteriellen Proben
Zu gewinnen, war es notwendig ein verbessertes Versuchsprotokoll fir eine exaktes,
hocheffiziente und MS-kompatible Probenvorbereitung zur Verfigung zu stellen.
Dabei spielen einige Aspekte dieses Versuchsprotokolls eine kritische Rolle, welche
streng kontrolliert werden mussen, um eine optimale Durchfiihrbarkeit der
nachfolgenden massenspektrometrischen Analyse zu garantieren. Als Erstes ist es
unabdingbar fur die optimale Proteinextraktion, dass die Homogenisierung
unabhangig von der Probenmenge vollstandig durchgefiihrt wird. In diesem Fall wurde
eine vollstandige Gewebsaufldsung durch das Mischen der Probe mit unterschiedlich
grol3en Beads im Bullet Blender erreicht. Die Art und Gré3e der Beads hangen von
der Menge und vom Typ des Gewebes ab. Zirkonoxid-Beads eignen sich besonders
gut fur mittelharte Gewebe wie Blutgefal3e. Als Zweites empfiehlt sich das Trennen
von Uberstand und Pellet sowie fur deren enzymatische Verdauung und die
nachfolgende Proteinextraktion das Verwenden von speziell fir diesen Zweck
entwickelten Kits. Dieser Schritt ist vor allem notwendig, um besonders schwere
Proteine wie Transmembran-Proteine extrahieren zu kdnnen. Das Pellet lasst sich vor
allen Dingen durch Ultraschall besonders gut auflésen. So kann verhindert werden,
dass rares Probenmaterial nicht unndétig verloren geht wie es beispielsweise bei
Methoden, die auf dem Schitteln von Proben beruhen, der Fall ist. Drittens missen
alle Schritte der Probenvorbereitung bei einer niedrigen Temperatur von ca. 4°C
durchgefuhrt werden, um auch nur minimalsten Proteindenaturierungen vorzubeugen.
Viertens sollte darauf verzichtet werden, die Proben zwischenzeitlich zu oft
einzufrieren und wieder aufzutauen, da dies zu einer Verschlechterung der
Probenqualitat fuhrt. Schlie3lich hat es eine hohe Prioritat in der Probenvorbereitung
Verunreinigungen zu entfernen, um eine Interferenz dieser mit dem Gel, der

enzymatischen Verdauung oder der MS-Analyse zu verhindern [122, 123]. Diese
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Verunreinigungen interferieren haufig gerade bei der gelelektrophoretischen
Auftrennung, was visuell direkt am 1DE-Gel erkannt werden kann, wie es in Abbildung
20 gezeigt ist. Um diesen zuvorzukommen, wird trotz minimalen Verlusten von
Proteinen das Verwenden von Filtern zur Probenaufreinigung warmstens empfohlen.
Obwohl das entwickelte experimentelle Protokoll die wichtigsten Optimierungsschritte
der Probenvorbereitung fir eine optimale MS-Analyse bietet, sind diesem zwei
Grenzen gesetzt. Als Erstes wurden sPCA-Proben von zwei Schweineaugen gepoolt,
um suffiziente Mengen an Gewebe zu erhalten. Da diese randomisiert vom lokalen
Schlachthof geliefert wurden, kann nicht sichergestellt sein, dass die Augen vom
gleichen Tier stammen. Das Poolen von Proben mildert stets interindividuelle
Variationen [117, 124]. Nichtsdestotrotz kann das geschilderte Versuchsprotokoll
abhangig von der Menge der verfugbaren Proben auch fir eine individuelle
Probenvorbereitung angewandt werden. Zweitens wurde das dargestellte
Versuchsprotokoll spezifisch fur eine Fraktionierung mittels 1DE-Gel entwickelt. Die
Kompatibilitdt der Methode mit top-down Ansatzen oder anderen
Fraktionierungsmethoden missen weitergehend untersucht werden.
Zusammenfassend bietet der beschriebene Arbeitsablauf trotz der geschilderten
Grenzen einen einfachen, aber dennoch effizienten Versuchsansatz zur
Probenvorbereitung gerade fir die Analyse von kleinen Mengen von Blutgefal3en.
Diese Methode kann auRerdem flr MS-basierte proteomische Analysen von anderen

Zell- oder Gewebsproben angewandt werden.

Dem pleiotropen Hormon Angiotensin Il als zentralem Molekul des multifunktionellen
Renin-Angiotensin-System (RAS) ist es moglich, vor allem im Kreislaufsystem
unzéhlige zellulare Antworten zu induzieren [125-127]. Deshalb wurden in den letzten
Jahren erhebliche Versuche unternommen, Angiotensin ll-induzierten oxidativen
Stress und die zugrundeliegenden Veranderungen in der Funktionalitat diverser
Blutgefalie zu erforschen, welche stetig unser Verstandnis der Rolle von Angiotensin
Il in verschiedenen Geweben und Zellen erweitert haben [8, 71, 128-130]. An diese
Studien anknupfend hat sich diese Arbeit bemiiht die eingebaute zellulare Antwort auf
die akute Bewaltigung von Angiotensin Il in zwei unterschiedlichen okuléren
GefalR3betten, namlich Arteria Ophthalmica und Retina, durch einen umfassenden

proteomischen Ansatz zu beleuchten.
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Die mit der Ingenuity Pathway Analyse-Software ermittelten Signalwege der
unterschiedlich exprimierten Proteine beider Gewebetypen kdnnen in Abbildung 42
miteinander verglichen werden. Es sind die zehn haufigsten signifikant beeinflussten
Signalwege der Retina im direkten Vergleich zur Arteria Ophthalmica dargestellt. Eine
markante Erkenntnis dieser Ergebnisse ist, dass aul3er der apelin adipocyte signaling
pathway, welcher aktiviert wurde, alle Ubrigen Signalwege in der Retina durch
Angiotensin Il in ihrer Aktivitat vermindert wurden. Auf der Gegenseite sind die zwei
signifikant am meisten beeintrachtigten Signalwege integrin-linked kinase (ILK)
signaling und actin cytoskeleton signaling, die in den Proben der Arteria Ophthalmica
durch Angiotensin Il aktiviert wurden. Allerdings zeigen beide Gefal3systeme ein

ahnliches Expressionsmuster an einer Hemmung des sirtuin signaling pathway.

Retina

<
O
— ILK Signaling
L— Actin Cytoskeleton Signaling [
Apelin Adipocyte Signaling Pathway
Sirtuin Signaling Pathway
r CREB Signaling in Neurons
t Synaptogenesis Signaling Pathway

AMPK Signaling

PPARa/RXRa Activation

Oxidative Phosphorylation

EIF2 Signaling

Aktivitat (z-Score) mm B
2.236 2.828

Abbildung 41: Top 10-Signalwege der Retina und der Arteria Ophthalmica (OA) im direkten Vergleich.
Die blaue Farbe weist auf verminderte und die orangene Farbe auf erhdhte Aktivitat je nach Intensitét
der Farbe in Abhangigkeit des z-Scores hin

Interessanterweise sind die am meisten beeintrachtigten biologischen Funktionen der

Proteine der Augenarterie contractility of muscle, microtuble dynamics, cell movement,

production of reactive oxygen species und function of muscle wie es in Abbildung 43

dargestellt ist. All diese Funktionen erfahren eine Aktivitatssteigerung. Im Gegensatz

dazu werden in der Netzhaut retinal degeneration, genauer gesagt degeneration of

cells & photoreceptors, necrosis und DNA damage aktiviert sowie cell viability und cell
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survival-Prozesse gehemmt. In beiden Proben wurde der fatty acid metabolismus

gehemmt, signifikant mehr in der Retina im Vergleich zur Arteria Ophthalmica.
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Abbildung 42: Haufigste biologische Funktionen der Retina und der Arteria Ophthalmica (OA) im
direkten Vergleich. Die blaue Farbe weist auf verminderte und die orangene Farbe auf erhéhte
Aktivitat je nach Intensitat der Farbe in Abhangigkeit des z-Scores hin

Die dargestellten Daten zeigen zwei Haupterkenntnisse: Erstens erbringt das Muster
an Veranderung im retinalen Proteom und der dadurch unterschiedlich exprimierten
Proteine den Nachweis, dass eine akute Behandlung des Gewebes mit Angiotensin I
zu einer veranderten Bioenergetik und schlieBlich zu zellularem Untergang fuhrt.
Zweitens wurde durch die Anwendung von Angiotensin Il in der Arteria Ophthalmica
signifikant die Dynamik des Aktin-Zytoskeletts beeinflusst. Diese Ergebnisse kommen
nicht unerwartet, da es bekannt ist, dass die Retina zu den Gewebetypen zahlt, die am
meisten Energie benétigen, und als solches aul3erst anfallig gegeniber Veranderung
im Energiemetabolismus ist [131-133], wohingegen die Arteria Ophthalmica, wie
bereits in vorigen Studien gezeigt [14, 15], ein robustes okulares Gefal3system
darstellt, welches die inharente Fahigkeit besitzt, Schadigungen egal welcher Art durch

verschiedene Umbaumechanismen im Gefaldsystem basierend auf Calcium-
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Signalwegen zu kompensieren. Dennoch stellt diese Arbeit den ersten Einblick in die
Rolle und die Signalachse von verschiedenen Proteinen dar, die einen neuen und
faszinierenden Weg fir ein besseres Verstandnis der beobachteten Veranderungen

eroffnen.

In der Retina wurde ein markantes Herunterregulieren von Proteinen aus der Familie
von heterogenen Crystallinen beobachtet, was nochmals mittels RT-qPCR validiert
wurde, insbesondere Cryab und Crybb2. Obwohl zunehmende Anhaltspunkte aus
mehreren Studien die Rolle eines Stress-induzierten Hochregulierens der Crystalline
als Mechanismus des Zelliberlebens stutzen [104, 134-136], kdnnte eine haltbare
Vermutung der beobachteten herunterregulierten Level dieser Proteine sein, dass
Angiotensin Il eine Schadigung dieses Schutzmechanismus fir die retinalen Zellen
hervorgerufen hat, und dadurch der Zelluntergang ausgelost wurde. Dieses Ergebnis
wird des Weiteren durch die Vergleichsanalyse der Erkrankungen und biologischen
Funktionen der unterschiedlich exprimierten Proteine zwischen Arteria Ophthalmica
und Retina bestatigt, die explizit die Aktivierung von retinalem Zelluntergang und
Hemmung des Zelliberlebens sowie metabolische Antworten hervorgehoben hat.
Zusammenfassend erinnert dieses Ergebnis an ein ahnliches Phanomen, das kirzlich
in experimentellen Modellen von retinalem Zelluntergang beschrieben wurde, bei
denen man herausfand, dass Alpha-Crystalline ebenfalls signifikant herunterreguliert
wurden [137, 138]. AulRerdem konnten Knockout-Tiere, denen das Alpha-Crystallin-
Gen fehlte, eine erhOhte Rate an zugrunde gegangenen retinalen Ganglienzellen
zeigen [139]. Ein anderer bedeutsamer Faktor in diesen Ergebnissen ist die zellulare
Lokalisation von Cryab im Zellkern, welches unter normalen Bedingungen im
Zytoplasma lokalisiert ist, was vereinbar mit seiner Translokation vom Zytoplasma in

den Nucleus unter Stressbedingungen ist [140-142].

Die Auswirkungen von Angiotensin ll-induziertem Stress auf das retinale Proteom
auRerten sich als Dysregulation von zahlreichen energieproduzierenden und
metabolischen Signalwegen, was zu einer mdglichen Veranderung der Bioenergetik
fuhrt. Mehrere zellulare Signalwege sind verwickelt in der aktiven Produktion von
Energie. Dies ist fur den TCA-Zyklus, die oxidative Phosphorylierung, EIF2 signaling,
AMPK signaling, sirtuin signaling und CREB signaling zutreffend, welche durch die
Behandlung mit Angiotensin Il beeinflusst wurden. Dementsprechend war die

mitochondriale Dysfunktion einer der am meisten beeinflussten Signalwege. Vorige
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Studien verleihen der Hypothese Nachdruck, dass Angiotensin Il in verschiedenen
Geweben genau dazu fuhrt [143]. Die Storung des CREB-Signalweges, welche auch
in der Analyse dieser Arbeit als gehemmt identifiziert wurde, ist vielmehr mit einer
kompromissbehafteten mitochondrialen Effizienz assoziiert [144]. Daher kbénnte, da
das Mitochondrium der Ort des TCA-Zyklus und der oxidativen Phosphorylierung ist,
die retrograde Signalkaskade stimuliert durch Stérungen dieser Zellmaschinerien auf
den Beginn des retinalen Zelluntergangs hinweisen [145, 146]. Zuséatzlich reprasentiert
der AMPK-Signalweg den zentralen zellularen metabolischen Sensor. Die Hemmung
des nachgeschalteten Signalweges verschlimmert daher den Energiestress [147, 148].
Diese Energiekrise im retinalen Gewebe wird durch das Herunterregulieren von allen
unterschiedlich exprimierten Proteinen im letzteren Netzwerk veranschaulicht. Es ist
bemerkenswert, dass die Mehrzahl dieser Proteine Kinasen sind, bestehend aus Pfkl,
Pfkm, Pfkp, Prkaca, Prkar2a und PIK3R2, welche alle als Schllsselrollen in der
Glykolyse fungieren und mit Aminosaure-Metabolismus sowie Proteinbiosynthese
assoziiert sind [149]. Unter metabolischen Stressbedingungen reguliert AMPK
unzéhlige Signalkaskaden der Energiewiederherstellung einschliel3lich Oxidation der
Fettsauren mit dem Ziel die zellulare metabolische Balance aufrecht zu erhalten [147,
150, 151]. Dazu passend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die abgestimmte
Regulation der Energiehomoostase durch den Fettsduremetabolismus gehemmt
wurde, was vermutlich den Zusammenbruch der zellularen Energiehomdéostase mit

Beitrag der Fettsduren-Achse wiederspiegelt.

Es ist zudem notwendig hier hervorzuheben, dass ein prognostizierter
Upstreamregulator namens p53 identifiziert wurde, das stark signifikant an der
Regulation einer Gruppe unterschiedlich exprimierter Netzhautproteine beteiligt ist,
hauptséachlich die Proteine des TCA Zyklus (Aco2, Cs, Idh3g und Ogdh), der Glykolyse
(Pfkm und Pfkp) und der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung (Atp5e, Ndufa8,
Sdhb und UQCRC1) umfassend, was deckungsgleich mit seiner Ursprungsfunktion in
der Koordination der Atmungskette und Glykolyse ist [152]. Allerdings ist dieser
Transkriptionsfaktor ebenso bekannt als ,zellularer Gatekeeper® entsprechend seiner
zentralen Rollen in der Kontrolle einer Vielzahl an zellularen Antworten auf Stressreize
einschliel3lich der Regulation von Genen, die verantwortlich fiir den Zelltod sind [153].
Zuriickblickend konnten einige Studien die Veranderung von p53 im Zelltod retinaler
Ganglionzellen nach Schadigung des Nervus opticus dokumentieren [154-156]. In

ahnlicher Weise wurde in den Angiotensin II-Gruppen ein anderer prognostizierter
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Upstreamregulator, namlich mammalian target of rapamycin (mTOR), gehemmt, was
die kritische Rolle von unterschiedlich exprimierten Netzhautproteinen unterstreicht,
die von diesem als Antwort auf oxidativen Stress reguliert werden. Es wurde
herausgefunden, dass die Aktivierung dieser Kinase Schutz vor Zelltod unter
Stressbedingungen wie z. B. die Degeneration der Photorezeptoren Ubertragt [157].
Somit stellt der AMPK-p53-mTOR-Signalweg ein fundamentales Netzwerk von
Energiesensoren dar, das den metabolischen Zellstatus reguliert [152]. Diese
proteomischen Beobachtungen bekréftigen die anfangs geaul3erte Hypothese, dass
akuter oxidativer Stress signifikant das Muster des Energieverbrauchs in der Retina
verandert, was schlie8lich zu Energieerschopfung und letztlich zum Zelluntergang
fuhrt.

Interessanterweise wurde der Sirtuin-Signalweg in den beiden Gewebeproben, Retina
und Arteria Ophthalmica, negativ durch Angiotensin Il beeinflusst. Dies ist aus dem
Grund besonders erwahnenswert, da sich die beteiligten Proteine zwischen den
beiden Gefalsystemen unterscheiden, was bedeutet, dass alternative
Kompensationsmechanismen tber den gleichen Signalweg existieren. Auf der einen
Seite werden Sirtuin-Signalkaskaden als metabolische Sensoren aktiviert, was
wiederum dazu fuhrt, dass metabolische Proteine des TCA Zyklus, Untereinheiten der
Komplexe der oxidativen Phosphorylierung und Enzyme der Fettsdureoxidation
acetyliert werden, um die Homdostase der Zellenergetik wahrend Zellstress aufrecht
zu erhalten [158-161], wie es in der Retina beobachtet wurde. Auf der anderen Seite
ist der Sirtuin-Signalweg allgemein bekannt als die wesentliche Rolle in der
Aufrechthaltung der zellularen Redoxbalance. Er fordert Angiotensin Ill-induziertes
Remodelling im Gefal3system, wie es in der Aorta der Maus gezeigt wurde [162-164].
Dies spiegelt sich in dieser experimentellen Untersuchung durch das Expressionslevel
von Sodl wieder — eines der wichtigsten antioxidativen Enzyme, welches beteiligt ist
am Sirtuin-Signalweg in der Arteria Ophthalmica der Maus. Um zu klaren, ob diese
Abnahme des Proteinlevels an Sodl einem Herunterregulieren der mMRNA zugrunde
liegt, wurde die RT-gPCR des entsprechenden Gens durchgefiihrt und eine parallele
Senkung des mRNA-Levels nachgewiesen. Das Herunterregulieren des Sodl-
Enzyms, ebenfalls bekannt als die vorherrschende Kupfer-Zink-lsoform der Sod in
BlutgefalRen [146, 165], wurde assoziiert mit erhthtem oxidativen Stress in
verschiedenen Geweben und es konnte gezeigt werden, dass ein Defizit an Sod1 die

Angiotensin ll-induzierte vaskulare Dysfunktion in Mikrogefal3en wie z. B. den kleinen
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Mesenterialarterien vermehrt [166-168], was dem Enzym seine antioxidativen
Eigenschaften verleiht. Die antioxidativen Effekte des Phenols Resveratrol beruhen
namlich auf dem SIRT1-Signalweg [169]. Sirtuine sind in der Lage Histone und andere
Proteine zu deacetylieren [170]. In einem Sirtl-Knockout-Mausmodell wurde
beobachtet, dass die meisten Mause perinatal starben sowie Schaden an der Retina,
den Knochen und am Herzen beobachtet wurden [170]. Nachweise aus vielen Studien
stuitzen die gegenwartige Beobachtung, dass der Sirtuin-Signalweg bei Beeinflussung
durch Angiotensin Il in beiden okularen GefalBen mit einer hervorragenden
funktionellen Diversitat ausgestattet ist, welche innerhalb eines jeden GefalR3betts

getrennt reguliert wird.

Ein anderes herunterreguliertes Protein der Arteria Ophthalmica, dessen mRNA-
Expression eindeutig mittels qPCR validiert wurde, war Sept7. Dieses Protein, welches
zu der hochkonservierten Familie der kleinen GTPasen gehdrt, ist ein wesentlicher
Bestandteil des Membran-assoziierten Zytoskeletts und interagiert somit mit Aktin und
den Mikrotubuli, um die regelrechte Organisation und Koordination der Zellmigration
und —gestaltung zu regulieren [171-173]. In den Mikrogefal3en der Niere wurde
nachgewiesen, dass Sept7 in den Endothelzellen der glomerularen Kapillaren
lokalisiert ist [174]. Vorige Studien konnten dokumentieren, dass eine verringerte
kardiale Kontraktilitat im Zebrafisch der Abnahme dieses Proteins zugeschrieben ist
[175] und dass eines der herunterregulierten Septine in der Aorta von Mausen mit Typ
2-Diabetes Sept7 war [176]. Da Septine als wichtige Entitat in der Dynamik des Aktin-
Zytoskeletts auf Grund ihrer Geriustfunktion bekannt sind, verursacht ein Mangel an
SEPT2 beispielsweise ein Ausdinnen der Aktinfilamente von Endothelzellen in
MikrogefalRen der Haut des Menschen, was einen lokalen Membranumbauprozess
widerspiegelt [173]. Ein interessanter Fakt in den Ergebnissen dieser Arbeit ist, dass
Ubereinkommend mit der Literatur herausgefunden wurde, dass als Antwort auf
Angiotensin Il sowohl der Aktin-Zytoskelett- als auch der Integrin-Linked-Kinase (ILK)-
Signalweg aktiviert wurden. Die Proteine des ILK-Signalwegs sind dafur bekannt,
komplexe Rollen in der Modulation der Dynamik von Mikrotubuli zu spielen [177]. In
Keratinozyten haben Stérungen in der Funktionalitat der ILK-abhangigen
Mechanismen dazu gefiihrt, dass weniger extrazellulare Matrix abgelagert wurde und
als Konsequenz diese auch weniger befestigt war [178]. Es wurde von Bendig und
Kollegen [179] eindrucksvoll demonstriert, dass die ILK ein wesentlicher Bestandteil

des mechanischen Dehnungssensors im Herzen ist. In einer Studie von Wakatsuki et
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al. [180] wurde gezeigt, dass anhaltende Herzhypertrophie, ausgeltst durch
verschiedene Faktoren einschlieBlich Angiotensin I, zu einer verminderten
Kontraktilitat durch eine falsche Lage der Sarkomere als Kompensation fir die
hamodynamische Uberladung fiihrt. In dieser Arbeit konnte der growth factor beta 1
(TGF-B1) als stark aktivierter Upstreamregulator identifiziert werden, welcher die
nachgeschaltete Regulation von einer Gruppe von Strukturproteinen, namlich Mpz,
MYH7, Tpm3 und Vcl, organisieren soll. Bemerkenswerterweise ist bekannt, dass
dieser Wachstumsfaktor durch Angiotensin Il aktiviert wird, um die Ablagerung
extrazellularer Matrix Uber erhéhte Fibronectin- und Kollagen-Synthese in glatten

Muskelzellen von Gefal3en zu stimulieren [181-183].

Es ist auch erwahnenswert, dass es sich bei der groRen Mehrheit der Proteine, die
sowohl in den Aktin- als auch in den ILK-Signalweg eingebunden sind, um
hochregulierte Myosine handelt. Diese Aktin-abhangigen molekularen Motoren sind
der erste entscheidende Faktor in der Kontraktion in der GefaRmuskulatur und es ist
daher nicht Uberraschend, dass Myosine die zentrale Verknupfung zwischen
verschiedenen Signaltransduktionswegen und dem Aktin-Zytoskelett sind [184, 185].
Nennenswerterweise arbeitet diese Gruppe von Myosinen eng mit zwei anderen
Proteinen zusammen, die im Proteom der Arteria Ophthalmica und ebenso die mRNA
als signifikant hochreguliert identifiziert wurden, namlich Tnnt3 und Tpm3. Beide
Proteine sind Hauptregulatoren der muskularen Kontraktilitat und aktiv involviert in
sowohl Stabilisierung als auch Modulation der Funktion der Aktinfilamente [186, 187].
Es wurde berichtet, dass das Hochregulieren von Tpm3 und Tnnt3 die Folge eines
diabetischen Muskelinfarkts oder Folge von kardialem Stress auf Grund erhoéhter
Produktion von oxidativen Sauerstoffradikalen im myokardialen Gewebe darstellt [188,
189]. AuRerdem sind Myosine stark anfallig fur oxidative Schadigung [190] und es
kann auf Basis der Ergebnisse dieser Arbeit und voriger Studien spekuliert werden,
dass die Aktivierung dieser Signalwege und deren Proteine, die verantwortlich flr die
Kontraktilitat der Muskulatur sind, ein mdglicher adaptiver Mechanismus reprasentiert
mit dem gemeinsamen Ziel die vaskulare Integritdt als Antwort auf Angiotensin Il-
induzierten oxidativen Stress zu bewahren. Zusammenfassend stiitzen die derzeitigen
Ergebnisse vehement die Fahigkeit der Adaptation der Arteria Ophthalmica an einen
Angiotensin ll-ausgelosten oxidativen Schaden, wahrend vorige Studien rekapituliert

werden konnen, in denen ihre inharente Fahigkeit belegt ist, den Mangel an
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vorherrschenden molekularen Mediatoren zu kompensieren, um die Gefal3funktionen
aufrecht zu erhalten [14, 15].

Begrenzt ist dieses experimentelle Modell dadurch, dass das angewandte in vitro-
Experiment naturlich nicht den exakten in vivo-Bedingungen im Gefal3system
entspricht. Dennoch wurde diese einfache und reproduzierbare exogene
Verabreichung von Angiotensin Il angewandt, um den verwirrenden Beitrag von
Anderungen im arteriellen Blutdruck auszuschlieBen, um den Einfluss von
neurohumoralen Faktoren zu minimieren und um die direkte Untersuchung der
intakten arteriellen Segmente und Netzhautgewebe per se zu ermdglichen [13, 191-
194]. Wichtigerweise hinterfragen die derzeitigen Ergebnisse den beschrénkten Blick
weiter, dass die durch Angiotensin ll-ausgelosten molekularen Veranderungen vom
blutdrucksteigernden Effekt abhéngt und dass dadurch der direkte Nachweis erbracht
wurde, dass Angiotensin Il relativ schnell Veranderungen im Proteom der Gefalie
durch lokale Mechanismen auslosen kann, welche nicht auf einen erhghten arteriellen
Blutdruck zurtickzufihren sind. Des Weiteren ist die Studie dadurch limitiert, dass die
mdogliche Umkehrung von schéadlichen Effekten durch oxidativen Stress nicht
untersucht wurde, wie es mit Radikalfangern wie beispielsweise TEMPOL moglich ist.
Darauf wurde zunéchst verzichtet, weil als Erstes ein experimentelles Paradigma
etabliert werden sollte, welches funktionell und reproduzierbar fir verschiedene
vaskulare Gewebeproben des Auges ist, und weil nachgewiesen werden sollte, dass
eine signifikante Anderung im Proteom durch Angiotensin Il ausgeldst wird.
Nichtsdestotrotz sollten weitere Studien zu den Effekten von Angiotensin Il in vivo
sowie zum lindernden Einfluss von Radikalfangern im Fokus von zukinftigen

Untersuchungen stehen, was wiederum weitere Forschungsarbeit erfordert.

Abschliel3end haben die Ergebnisse aus dieser Studie gezeigt, dass im Gefaldsystem
des Auges, insbesondere in der intraokuléren Retina und der retrobulbéaren Arteria
Ophthalmica, zwei unterschiedliche Adaptationsmechanismen existieren, die auf der
einen Seite durch die zellulare Bioenergetik und auf der anderen Seite durch das Aktin-
Zytoskelett vermittelt sind und vaskulares Remodelling verursachen. Es muss
weiterhin geklart werden, ob diese molekularen Veranderungen, welche in beiden
GefalRsystemen beobachtet wurden, pathologisch sind oder einen stressinduzierten

adaptiven Uberlebensmechanismus reprasentieren.
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6. Zusammenfassung

Das gesamte okuldare System ist ein metabolisch aul3erordentlich aktives Organ und
hat trotz seiner kleinen Grél3e den grofdten Energiebedarf innerhalb des Gehirns [195].
Ein zentrales Merkmal im Energiehaushalt des Auges ist das komplexe okulare
Gefal3system. Blutgefal3e sind stark dynamische Komponenten des Kreislaufs, welche
sich fortwadhrend funktionellen Anpassungsmechanismen auf diverse Stimuli via
vaskularen Umbauvorgédngen unterziehen, um die Blutversorgung des Auges mit
maximaler Effektivitdt aufrecht erhalten zu kdnnen. Um dieser speziellen
metabolischen Anforderung gerecht zu werden erhalt der Sehnervkopf beim
Menschen seine Blutversorgung aus zwei unterschiedlichen GefalRsystemen,
einerseits aus der Arteria centralis retinae und andererseits aus der Choroidea.
Obwohl beide GefalRsysteme aus der Arteria Ophthalmica entstammen, so
unterscheiden sie sich morphologisch und funktionell [196]. In den letzten Jahren
konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass jegliches Ungleichgewicht oder generell
Unterversorgung im GefalRbett des visuellen Systems in einem Krankheitszustand
muandet [5, 22, 197]. Dysfunktionen im okularen Gefal3system zahlen zu den
Hauptrisikofaktoren in der Pathogenese des Glaukoms. Ein Hauptgrund in der
Krankheitsentstehung ist bekanntlich ein beeintrachtigter Blutfluss als Folge einer
vaskularen Insuffizienz im okularen Gefal3system [198, 199]. Entscheidend beteiligt an
der Regulation des Muskeltonus der okularen Blutgefale und den Umbauvorgangen
ist das Renin-Angiotensin-System (RAS) [200]. Die Aktivierung des zentralen Molekuls
im RAS, Angiotensin Il, fuhrt zur Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS), welche wiederum zu endothelialer Dysfunktion sowie
gegebenenfalls zu schadlichen Effekten auf das GefaRsystem fihren, die ein
vaskulares Remodelling als Folge haben kdnnen. In den letzten Jahren ist somit erneut
Interesse an der Rolle von Angiotensin Il im Krankheitsentstehungsprozess des
Glaukoms aufgekommen und demzufolge sind ACE-Hemmer auch als neue Gruppe
in der medikamentdsen Therapie des Glaukoms aufgetaucht [200]. Trotz des wichtigen
(patho)physiologischen Stellenwerts des Hormons, verbleiben die genauen
molekularen Mechanismen, die Angiotensin ll-induziertem oxidativem Stress
zugrunde liegen, weitestgehend unaufgeklart. In dieser Arbeit wird der erste direkte
Nachweis von Anderungen des Proteoms und von Signalwegen als Antwort auf einen

durch Angiotensin ll-ausgel6ésten oxidativen Schaden in der Arteria Ophthalmica und
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der Retina als experimentelles in vitro-Mausmodell erbracht, und dies unabhangig vom

arteriellen Blutdruck.

Die markierungsfreie quantitative proteomische Analyse auf Basis von
Massenspektrometrie ergab, dass Angiotensin Il eine unterschiedliche Expression von
107 Proteinen in der Retina und von 34 Proteinen in der Arteria Ophthalmica induziert
hat. Die gewonnenen MS-Spektra wurden soliden statistischen, bioinformatischen und
funktionellen Analysen unterworfen, welche aufgedeckt haben, dass Proteingruppen
in der Arteria Ophthalmica, die in den Aktin-Zytoskelett- und den Integrin-Linked-
Kinase (ILK)-Signalweg eingebunden sind, als Ausdruck eines Anpassungsprozesses
im GefalRsystem signifikant aktiviert wurden und eine Mdglichkeit darstellen, um
oxidativen Stress zu bewaltigen. Auf der anderen Seite ist eine grol3e Mehrheit der
unterschiedlich exprimierten Proteine in der Retina an Dysregulationen von
zahlreichen energieproduzierenden und metabolischen Signalwegen beteiligt, was auf
eine mdogliche Veradnderung der zellularen Bioenergetik der Netzhaut hindeutet.
Insbesondere das durch Angiotensin ll-ausgeloste Herunterregulieren von Septin-7
(Sept7) und der Kupfer-Zink-lsoform der Superoxid-Dismutase (Sodl) und das
Hochregulieren von Troponin T, fast skeletal muscle (Tnnt3) und tropomyosin alpha-3
chain (Tpm3) in der Arteria Ophthalmica sowie die signifikant verringerte Expression
von zwei Crystallin-Proteinen (Cryab und Crybb2) in der Retina unterstreichen die
proteomischen Ergebnisse, welche auf dem Level der mRNA durch RT-gPCR
nochmals verifiziert wurden. Es konnte also die Hypothese bestatigt werden, dass die
Arteria Ophthalmica die Eigenschaft besitzt, die intrazellulare Redox-Balance
aufrechtzuerhalten, wohingegen die Retina stark anfallig fir oxidativen Schaden ist,
weil potenzielle neuroprotektive Mechanismen inaktiviert wurden. Zusammenfassend
wurde sich zum ersten Mal tiefgreifend mit den molekularen und funktionellen
Anderungen als reaktive Antwort auf oxidativen Stress in der intraokularen Retina
verglichen mit einem retrobulbaren Gefal3bett beschaftigt und es wurde der erste
Einblick in das komplexe Zusammenspiel zwischen wesentlichen molekularen und
zellularen Signalmechanismen als akute adaptive Antwort auf Angiotensin Il in zwei

Hauptblutgefal3en des Auges gewahrt.
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Anhang

Anhang
Tabelle 5: Liste aller identifizierten Proteine der Arteria Ophthalmica

Nummer Datenbank Protein ID Proteinname Genname
1 Mus musculus P61922 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial Abat
2 Mus musculus Q8VCR7 Alpha/beta hydrolase domain-containing protein 14B Abhd14b
3 Mus musculus Q8BWT1 | 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial Acaa2
4 Mus musculus P51174 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial Acadl
5 Mus musculus P45952 Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial Acadm
6 Mus musculus Q8QZT1 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial Acatl
7 Mus musculus Q91Vv92 ATP-citrate synthase Acly
8 Mus musculus Q99KIO0 Aconitate hydratase, mitochondrial Aco2
9 Mus musculus Q9QYR9 Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mitochondrial Acot2
10 Mus musculus P68134 Actin, alpha skeletal muscle Actal
11 Mus musculus P62737 Actin, aortic smooth muscle Acta2
12 Mus musculus P60710 Actin, cytoplasmic 1 Actb
13 Mus musculus Q8BFZ3 Beta-actin-like protein 2 Actbl2
14 Mus musculus P68033 Actin, alpha cardiac muscle 1 Actcl
15 Mus musculus P63260 Actin, cytoplasmic 2 Actgl
16 Mus musculus Q7TPR4 Alpha-actinin-1 Actnl
17 Mus musculus Q9JI191 Alpha-actinin-2 Actn2
18 Mus musculus P57780 Alpha-actinin-4 Actn4
19 Homo sapiens P61163 Alpha-centractin ACTR1A
20 Mus musculus Q8R5C5 Beta-centractin Actrlb
21 Mus musculus P28474 Alcohol dehydrogenase class-3 Adh5
22 Mus musculus Q60994 Adiponectin Adipog
23 Mus musculus P50247 Adenosylhomocysteinase Ahcy
24 Mus musculus P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein Ahsg
25 Mus musculus Q9JII6 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] Akrlal
26 Mus musculus P45376 Aldose reductase Akrlbl
27 Mus musculus P10518 Delta-aminolevulinic acid dehydratase Alad
28 Mus musculus P0O7724 Serum albumin Alb
29 Mus musculus Q61490 CD166 antigen Alcam
30 Mus musculus P47738 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial Aldh2
31 Mus musculus Q9EQ20 Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mitochondrial Aldh6al
32 Mus musculus Q9DBF1 Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase Aldh7al
33 Mus musculus P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A Aldoa
34 Mus musculus P09242 Alkaline phosphatase, tissue-nonspecific isozyme Alpl
35 Mus musculus Q692U8 Ankyrin repeat domain-containing protein 6 Ankrd6
36 Mus musculus P97449 Aminopeptidase N Anpep
37 Mus musculus P10107 Annexin A1 Anxal
38 Mus musculus P97384 Annexin A11 Anxall
39 Mus musculus P07356 Annexin A2 Anxa2
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40 Mus musculus 035639 Annexin A3 Anxa3
41 Mus musculus P97429 Annexin A4 Anxad
42 Mus musculus P48036 Annexin A5 Anxa5
43 Mus musculus P14824 Annexin A6 Anxa6
44 Mus musculus 070423 Membrane primary amine oxidase Aoc3
45 Mus musculus P61967 AP-1 complex subunit sigma-1A Aplsl
46 Mus musculus Q8K4z3 NAD(P)H-hydrate epimerase Apoalbp
47 Mus musculus P84078 ADP-ribosylation factor 1 Arfl
48 Mus musculus Q99PT1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 Arhgdia
49 Mus musculus Q9WUL7 | ADP-ribosylation factor-like protein 3 Arl3
50 Mus musculus Q8R5J9 PRA1 family protein 3 Arl6ip5
51 Homo sapiens Q9P241 Probable phospholipid-transporting ATPase VD ATP10D
52 Mus musculus Q8VDN2 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 Atplal
53 Mus musculus Q6PIES Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 Atpla2
54 Mus musculus Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 Atpla3
55 Mus musculus P14094 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 Atplbl
56 Mus musculus P97370 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 Atp1b3
57 Mus musculus Q8R429 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1 Atp2al
58 Mus musculus Q64518 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3 Atp2a3
59 Mus musculus Q03265 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Atp5al
60 Mus musculus P56480 ATP synthase subunit beta, mitochondrial Atp5b
61 Mus musculus Q91VR2 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial Atp5cl
62 Mus musculus Q9D3D9 ATP synthase subunit delta, mitochondrial Atp5d
63 Mus musculus Q9CQQ7 | ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial Atp5fl
64 Mus musculus Q9DCX2 ATP synthase subunit d, mitochondrial Atp5h
65 Mus musculus Q06185 ATP synthase subunit e, mitochondrial Atp5i
66 Mus musculus P56135 ATP synthase subunit f, mitochondrial Atp5j2
67 Mus musculus Q9CPQ8 | ATP synthase subunit g, mitochondrial Atp5I
68 Mus musculus Q9DB20 ATP synthase subunit O, mitochondrial Atp50
69 Mus musculus P50516 V-type proton ATPase catalytic subunit A Atp6vla
70 Mus musculus P50518 V-type proton ATPase subunit E 1 Atpbviel
71 Mus musculus Q9R069 Basal cell adhesion molecule Bcam
72 Mus musculus 035855 Branched-chain-amino-acid aminotransferase, mitochondrial Bcat2
73 Mus musculus Q6PAJ1 Breakpoint cluster region protein Ber
74 Mus musculus P28653 Biglycan Bgn
75 Mus musculus Q8R164 Valacyclovir hydrolase Bphl
76 Mus musculus Q61114 BPI fold-containing family B member 1 Bpifbl
77 Mus musculus Q80XI7 Vomeromodulin Bpifb9a
78 Mus musculus P18572 Basigin Bsg
79 Mus musculus 035658 Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial Clgbp
80 Mus musculus P00920 Carbonic anhydrase 2 Ca2
81 Mus musculus P16015 Carbonic anhydrase 3 Ca3
82 Mus musculus 008532 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1 Cacna2dl
83 Mus musculus Q99N28 Cell adhesion molecule 3 Cadm3
84 Mus musculus Q8R464 Cell adhesion molecule 4 Cadm4
85 Mus musculus Q08331 Calretinin Calb2
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86 Homo sapiens PODP25 Calmodulin-3 CALM3
87 Mus musculus PODP28 Calmodulin-like protein 3 Calmi3
88 Mus musculus P14211 Calreticulin Calr
89 Mus musculus P35564 Calnexin Canx
90 Mus musculus P40124 Adenylyl cyclase-associated protein 1 Capl
91 Mus musculus P47754 F-actin-capping protein subunit alpha-2 Capza2
92 Mus musculus P47757 F-actin-capping protein subunit beta Capzb
93 Mus musculus 009165 Calsequestrin-1 Casql
94 Mus musculus 009161 Calsequestrin-2 Casqg2
95 Mus musculus P49817 Caveolin-1 Cavl
96 Homo sapiens Q502wW7 Coiled-coil domain-containing protein 38 CCDC38
97 Mus musculus 035566 CD151 antigen Cd151
98 Mus musculus 054901 0OX-2 membrane glycoprotein Cd200
99 Mus musculus Q08857 Platelet glycoprotein 4 Cd36
100 Mus musculus Q61735 Leukocyte surface antigen CD47 Cd47
101 Mus musculus 055186 CD59A glycoprotein Cd59a
102 Mus musculus P35762 CD81 antigen Cd81
103 Mus musculus P40240 CD9 antigen Cd9
104 Mus musculus P60766 Cell division control protein 42 homolog Cdc42
105 Mus musculus Q9WTR5 Cadherin-13 Cdh13
106 Homo sapiens P23141 Liver carboxylesterase 1 CES1
107 Mus musculus Q8VCT4 Carboxylesterase 1D Cesld
108 Mus musculus P18760 Cofilin-1 Cfl1
109 Mus musculus Q91WSO0 CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1 Cisdl
110 Mus musculus Q91V76 Ester hydrolase C11orf54 homolog CKO054
111 Mus musculus Q04447 Creatine kinase B-type Ckb
112 Mus musculus Q6P8J7 Creatine kinase S-type, mitochondrial Ckmt2
113 Mus musculus Q9QZM3 | Cardiotrophin-like cytokine factor 1 Clcfl
114 Mus musculus 088551 Claudin-1 Cldnl
115 Mus musculus Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 Cltc
116 Mus musculus Q06890 Clusterin Clu
117 Mus musculus P16330 2,3-cyclic-nucleotide 3-phosphodiesterase Cnp
118 Mus musculus Q90QXTO0 Protein canopy homolog 2 Cnpy2
119 Mus musculus Q80X19 Collagen alpha-1(XIV) chain Coll4al
120 Mus musculus P11087 Collagen alpha-1(l) chain Collal
121 Mus musculus Q04857 Collagen alpha-1(VI) chain Col6al
122 Mus musculus Q02788 Collagen alpha-2(VI) chain Col6a2
123 Homo sapiens P12111 Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3
124 Mus musculus 088543 COP9 signalosome complex subunit 3 Cops3
125 Mus musculus P19783 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial Cox4il
126 Mus musculus P12787 Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, mitochondrial Coxba
127 Mus musculus P19536 Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial Cox5b
128 Mus musculus Q9CPQ1 Cytochrome c oxidase subunit 6C Cox6¢c
129 Mus musculus P56392 Cytochrome ¢ oxidase subunit 7A1, mitochondrial Cox7al
130 Mus musculus P48771 Cytochrome c oxidase subunit 7A2, mitochondrial Cox7a2
131 Mus musculus Q61147 Ceruloplasmin Cp
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132 Mus musculus P15089 Mast cell carboxypeptidase A Cpa3
133 Homo sapiens QINQ79 Cartilage acidic protein 1 CRTAC1
134 Mus musculus pP23927 Alpha-crystallin B chain Cryab
135 Mus musculus Q9CZU6 Citrate synthase, mitochondrial Cs
136 Mus musculus P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1 Csrpl
137 Mus musculus P56203 Cathepsin W Ctsw
138 Mus musculus P56395 Cytochrome b5 Cyb5a
139 Mus musculus Q9DCN2 NADH-cytochrome b5 reductase 3 Cyb5r3
140 Mus musculus Q9DOM3 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial Cycl
141 Mus musculus P62897 Cytochrome ¢, somatic Cycs
142 Mus musculus P33267 Cytochrome P450 2F2 Cyp2f2
143 Mus musculus Q9ID172 ES1 protein homolog, mitochondrial D10Jhu8le
144 Mus musculus P61804 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit DAD1 Dadl
145 Mus musculus P28654 Decorin Dcn
146 Mus musculus Q9DAR7 m7GpppX diphosphatase Dcps
147 Mus musculus QI9CWSO0 | N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 Ddahl
148 Mus musculus Q99LD8 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 Ddah2
149 Mus musculus 054734 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit Ddost
150 Mus musculus P31001 Desmin Des
151 Mus musculus Q8CIP5 Protein dispatched homolog 2 Disp2
152 Mus musculus Q8BMF4 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mitochondrial Dlat
153 Mus musculus 008749 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial Did
154 Mus musculus Q9D2G2 Di_hydrolipo_yllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, Dist
mitochondrial
155 Homo sapiens P11532 Dystrophin DMD
156 Mus musculus Q9Z2W0 | Aspartyl aminopeptidase Dnpep
157 Mus musculus P31428 Dipeptidase 1 Dpepl
158 Mus musculus Q9ET22 Dipeptidyl peptidase 2 Dpp7
159 Mus musculus Q90276 Dermatopontin Dpt
160 Mus musculus 008553 Dihydropyrimidinase-related protein 2 DpysI2
161 Mus musculus Q62188 Dihydropyrimidinase-related protein 3 DpysI3
162 Mus musculus Q9R0OP5 Destrin Dstn
163 Mus musculus Q9DOM5 Dynein light chain 2, cytoplasmic DynlI2
164 Mus musculus Q8BI55 Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 4 Dyrk4
165 Mus musculus 035459 Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial Echl
166 Mus musculus P42125 Enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial Ecil
167 Mus musculus P10126 Elongation factor 1-alpha 1 Eeflal
168 Homo sapiens Q5VTEO Putative elongation factor 1-alpha-like 3 EEF1A1P5
169 Mus musculus 070251 Elongation factor 1-beta Eeflb
170 Mus musculus P58252 Elongation factor 2 Eef2
171 Mus musculus P17182 Alpha-enolase Enol
172 Mus musculus P17183 Gamma-enolase Eno2
173 Mus musculus P21550 Beta-enolase Eno3
174 Mus musculus P16406 Glutamyl aminopeptidase Enpep
175 Mus musculus P55772 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 Entpdl
176 Mus musculus 055026 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2 Entpd2
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177 Mus musculus Q99M71 Mammalian ependymin-related protein 1 Epdrl
178 Mus musculus Q9D379 Epoxide hydrolase 1 Ephx1
179 Mus musculus Q9EQH2 Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 Erapl
180 Mus musculus P57759 Endoplasmic reticulum resident protein 29 Erp29
181 Homo sapiens Q9BS26 Endoplasmic reticulum resident protein 44 ERP44
182 Mus musculus Q9R0OP3 S-formylglutathione hydrolase Esd
183 Mus musculus Q99LC5 Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial Etfa
184 Mus musculus Q921G7 Electron transfer flavoprotein-ubiguinone oxidoreductase, mitochondrial Etfdh
185 Mus musculus P04117 Fatty acid-binding protein, adipocyte Fabp4
186 Mus musculus Q05816 Fatty acid-binding protein, epidermal Fabp5
187 Mus musculus P51880 Fatty acid-binding protein, brain Fabp7
188 Mus musculus P19096 Fatty acid synthase Fasn
189 Mus musculus Q9WVH9 Fibulin-5 Fbin5
190 Mus musculus Q61554 Fibrillin-1 Fbnl
191 Mus musculus Q920E5 Farnesyl pyrophosphate synthase Fdps
192 Mus musculus E9PV24 Fibrinogen alpha chain Fga
193 Mus musculus P97807 Fumarate hydratase, mitochondrial Fh
194 Mus musculus P26883 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A Fkbpla
195 Mus musculus Q8BTM8 Filamin-A Flna
196 Mus musculus Q8K2I3 Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 2 Fmo2
197 Mus musculus Q61553 Fascin Fscnl
198 Mus musculus P09528 Ferritin heavy chain Fthl
199 Mus musculus P29391 Ferritin light chain 1 Ftl1
200 Mus musculus P59648 FXYD domain-containing ion transport regulator 7 Fxyd7
201 Homo sapiens PODPI2 Glutamine amidotransferase-like class 1 domain-containing protein 3A GAL3A
202 Mus musculus Q8BHN3 Neutral alpha-glucosidase AB Ganab
203 Mus musculus P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Gapdh
204 Mus musculus 055126 Protein NipSnap homolog 2 Gbas
205 Mus musculus P50396 Rab GDP dissociation inhibitor alpha Gdil
206 Mus musculus Q61598 Rab GDP dissociation inhibitor beta Gdi2
207 Mus musculus P06880 Somatotropin Ghi
208 Mus musculus P23780 Beta-galactosidase Glbl
209 Mus musculus Q9CPUO Lactoylglutathione lyase Glol
210 Mus musculus Q9CPV4 Glyoxalase domain-containing protein 4 Glod4
211 Mus musculus P26443 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial Gludl
212 Mus musculus Q9CQI3 Glia maturation factor beta Gmfb
213 Mus musculus P30677 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-14 Gnal4
214 Mus musculus B2RSH2 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 Gnail
215 Mus musculus P08752 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 Gnai2
216 Mus musculus P21279 Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha Gnag
217 Mus musculus P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1 Gnbl
218 Mus musculus P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2 Gnb2
219 Mus musculus P63213 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-2 Gng2
220 Mus musculus P05201 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic Gotl
221 Mus musculus P05202 Aspartate aminotransferase, mitochondrial Got2
222 Mus musculus Q64521 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial Gpd2
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223 Mus musculus P06745 Glucose-6-phosphate isomerase Gpi
224 Mus musculus P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b Gpmé6b
225 Mus musculus Q99LP6 GrpE protein homolog 1, mitochondrial Grpell
226 Mus musculus P13020 Gelsolin Gsn
227 Mus musculus P24472 Glutathione S-transferase A4 Gsta4d
228 Mus musculus P10649 Glutathione S-transferase Mu 1 Gstml
229 Mus musculus P15626 Glutathione S-transferase Mu 2 Gstm2
230 Homo sapiens P46439 Glutathione S-transferase Mu 5 GSTM5
231 Mus musculus 009131 Glutathione S-transferase omega-1 Gstol
232 Mus musculus P19157 Glutathione S-transferase P 1 Gstpl
233 Mus musculus Q3THWS Histone H2A.V H2afv
234 Mus musculus P84244 Histone H3.3 H3f3a
235 Mus musculus Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial Hadh
236 Mus musculus Q8BMS1 | Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial Hadha
237 Mus musculus Q99JY0 Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial Hadhb
238 Mus musculus P01942 Hemoglobin subunit alpha Hba
239 Homo sapiens P69905 Hemoglobin subunit alpha HBA1
240 Homo sapiens P68871 Hemoglobin subunit beta HBB
241 Mus musculus P02088 Hemoglobin subunit beta-1 Hbb-b1
242 Mus musculus P02089 Hemoglobin subunit beta-2 Hbb-b2
243 Mus musculus Q3UGR5 Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 2 Hdhd2
244 Mus musculus Q99L13 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial Hibadh
245 Mus musculus Q8QZS1 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial Hibch
246 Mus musculus P70349 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 Hintl
247 Mus musculus P43274 Histone H1.4 Histlhle
248 Homo sapiens P22492 Histone H1t HIST1HLT
249 Homo sapiens Q99878 Histone H2A type 1-J HIST1H2AJ
250 Homo sapiens Q99880 Histone H2B type 1-L HIST1H2BL
251 Mus musculus Q8CGP2 Histone H2B type 1-P Hist1h2bp
252 Mus musculus P62806 Histone H4 Histlh4a
253 Mus musculus Q64523 Histone H2A type 2-C Hist2h2ac
254 Homo sapiens Q71DI3 Histone H3.2 HIST2H3A
255 Mus musculus Q9D2U9 Histone H2B type 3-A Hist3h2ba
256 Mus musculus P17710 Hexokinase-1 Hk1
257 Mus musculus P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al Hnrnpal
258 Homo sapiens Q32P51 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al-like 2 HNRNPA1L2
259 Mus musculus 088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 Hnrnpa2bl
260 Mus musculus Q972X1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F Hnrnpf
261 Mus musculus 035737 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H Hnrnphl
262 Homo sapiens P55795 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 HNRNPH2
263 Mus musculus P61979 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Hnrnpk
264 Mus musculus P00493 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase Hprtl
265 Mus musculus 008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 Hsd17b10
266 Mus musculus Q9EQO06 Estradiol 17-beta-dehydrogenase 11 Hsd17b11
267 Mus musculus P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha Hsp90aal
268 Mus musculus P11499 Heat shock protein HSP 90-beta Hsp90abl
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269 Homo sapiens Q58FF8 Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 HSP90AB2P
270 Mus musculus P08113 Endoplasmin Hsp90b1
271 Mus musculus Q8K0oU4 Heat shock 70 kDa protein 12A Hspal2a
272 Mus musculus P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like Hspall
273 Mus musculus Q61316 Heat shock 70 kDa protein 4 Hspa4
274 Mus musculus P20029 78 kDa glucose-regulated protein Hspa5
275 Homo sapiens P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 HSPA6
276 Mus musculus P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8
277 Mus musculus P38647 Stress-70 protein, mitochondrial Hspa9
278 Mus musculus P63038 60 kDa heat shock protein, mitochondrial Hspdl
279 Mus musculus Q64433 10 kDa heat shock protein, mitochondrial Hspel
280 Mus musculus Q05793 Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein Hspg2
281 Mus musculus Q9JKR6 Hypoxia up-regulated protein 1 Hyoul
282 Mus musculus 088844 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic Idhl
283 Mus musculus P54071 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial Idh2
284 Mus musculus Q9D6R2 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial Idh3a
285 Mus musculus P58044 Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1 Idi1
286 Homo sapiens PODOX7 Ig kappa chain C region IGKC
287 Mus musculus 055023 Inositol monophosphatase 1 Impal
288 Mus musculus P40936 Indolethylamine N-methyltransferase Inmt
289 Mus musculus P85094 Isochorismatase domain-containing protein 2A, mitochondrial Isoc2a
290 Mus musculus Q3V3R4 Integrin alpha-1 Itgal
291 Mus musculus Q61739 Integrin alpha-6 Itga6
292 Mus musculus P43406 Integrin alpha-V ltgav
293 Mus musculus P09055 Integrin beta-1 Itgbl
294 Mus musculus A2A863 Integrin beta-4 ltgh4
295 Mus musculus Q9z0T9 Integrin beta-6 Itgh6
296 Mus musculus Q9JHI5 Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial Ivd
297 Mus musculus Q9D8B7 Junctional adhesion molecule C Jam3
298 Mus musculus Q9D3R6 Katanin p60 ATPase-containing subunit A-like 2 Katnal2
299 Mus musculus Q80WQ4 | Probable tRNA methyltransferase 9-like protein Kiaal456
300 Homo sapiens Q2M275 Centrosomal protein kizuna KlZ
301 Mus musculus Q8CE33 Kelch-like protein 11 Klhi11
302 Mus musculus P70168 Importin subunit beta-1 Kpnbl
303 Homo sapiens P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 KRT1
304 Homo sapiens P04259 Keratin, type Il cytoskeletal 6B KRT6B
305 Mus musculus Q3uUv17 Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral Krt76
306 Mus musculus Q60675 Laminin subunit alpha-2 Lama?2
307 Mus musculus P97927 Laminin subunit alpha-4 Lama4
308 Mus musculus P02469 Laminin subunit beta-1 Lambl
309 Mus musculus Q61292 Laminin subunit beta-2 Lamb?2
310 Mus musculus P02468 Laminin subunit gamma-1 Lamcl
311 Mus musculus P11438 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 Lampl
312 Mus musculus P17047 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 Lamp2
313 Mus musculus Q61233 Plastin-2 Lcpl
314 Mus musculus P06151 L-lactate dehydrogenase A chain Ldha
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315 Mus musculus P16125 L-lactate dehydrogenase B chain Ldhb
316 Mus musculus P16045 Galectin-1 Lgalsl
317 Mus musculus P48678 Prelamin-A/C Lmna
318 Mus musculus Q917X7 Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 Lrpl
319 Mus musculus P51885 Lumican Lum
320 Mus musculus P20917 Myelin-associated glycoprotein Mag
321 Mus musculus P14873 Microtubule-associated protein 1B Maplb
322 Mus musculus P04370 Myelin basic protein Mbp
323 Mus musculus Q8R2Y2 Cell surface glycoprotein MUC18 Mcam
324 Mus musculus pP21812 Mast cell protease 4 Mcpt4
325 Mus musculus P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic Mdh1
326 Mus musculus P08249 Malate dehydrogenase, mitochondrial Mdh2
327 Homo sapiens Q9HB8H3 Methyltransferase-like protein 7A METTL7A
328 Mus musculus P55002 Microfibrillar-associated protein 2 Mfap2
329 Mus musculus Q9D1H9 Microfibril-associated glycoprotein 4 Mfap4
330 Mus musculus Q6ZQI13 Malectin Mlec
331 Mus musculus P56379 6.8 kDa mitochondrial proteolipid Mp68
332 Mus musculus P27573 Myelin protein PO Mpz
333 Mus musculus Q61830 Macrophage mannose receptor 1 Mrcl
334 Mus musculus Q64449 C-type mannose receptor 2 Mrc2
335 Mus musculus P03930 ATP synthase protein 8 Mtatp8
336 Mus musculus P00405 Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 Mtco2
337 Mus musculus P00158 Cytochrome b Mt-Cyb
338 Mus musculus QB80TA6 Myotubularin-related protein 12 Mtmr12
339 Mus musculus P62774 Myotrophin Mtpn
340 Homo sapiens Q7Z5P9 Mucin-19 MUC19
341 Mus musculus Q9EQK5 Major vault protein Mvp
342 Mus musculus Q9CPT4 Myeloid-derived growth factor Mydgf
343 Homo sapiens P23409 Myogenic factor 6 MYF6
344 Mus musculus Q5SX40 Myosin-1 Myh1
345 Mus musculus Q61879 Myosin-10 Myh10
346 Mus musculus 008638 Myosin-11 Myh11
347 Homo sapiens Q9UKX3 Myosin-13 MYH13
348 Homo sapiens Q9UKX2 Myosin-2 MYH2
349 Homo sapiens P11055 Myosin-3 MYH3
350 Mus musculus Q5SX39 Myosin-4 Myh4
351 Mus musculus Q91783 Myosin-7 Myh7
352 Mus musculus P13542 Myosin-8 Myh8
353 Mus musculus P05977 Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform Myl1l
354 Mus musculus Q60605 Myosin light polypeptide 6 Myl6
355 Mus musculus Q6PDN3 Myosin light chain kinase, smooth muscle Mylk
356 Mus musculus P97457 Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform Mylpf
357 Homo sapiens Q8IVLO Neuron navigator 3 NAV3
358 Mus musculus P13595 Neural cell adhesion molecule 1 Ncaml
359 Mus musculus Q62433 Protein NDRG1 Ndrgl
360 Mus musculus Q99LC3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mitochondrial Ndufal0
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361 Mus musculus Q9D8B4 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11 Ndufall
362 Mus musculus Q7TMF3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 12 Ndufal2
363 Mus musculus Q9CQ75 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2 Ndufa2
364 Mus musculus Q62425 Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4 Ndufa4
365 Mus musculus Q9DCJ5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 8 Ndufa8
366 Mus musculus Q9DC69 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mitochondrial Ndufa9
367 Mus musculus Q9IDCS9 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 Ndufb10
368 Mus musculus Q9CQZ6 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 3 Ndufb3
369 Mus musculus Q9CQC7 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 4 Ndufb4
370 Mus musculus Q9CQH3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 5, mitochondrial Ndufb5
371 Mus musculus Q9ICR61 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 7 Ndufb?7
372 Mus musculus Q9CQJ8 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9 Ndufb9
373 Mus musculus Q9CQ54 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit C2 Ndufc2
374 Mus musculus Q91VvD9 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial Ndufsl
375 Mus musculus Q91WD5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mitochondrial Ndufs2
376 Mus musculus Q9IDCT2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mitochondrial Ndufs3
377 Mus musculus Q8K3J1 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mitochondrial Ndufs8
378 Mus musculus Q91YTO NADH dehydrogenase [ubiguinone] flavoprotein 1, mitochondrial Ndufvl
379 Mus musculus Q9D6J6 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mitochondrial Ndufv2
380 Homo sapiens P20929 Nebulin NEB
381 Mus musculus P19246 Neurofilament heavy polypeptide Nefh
382 Mus musculus P08551 Neurofilament light polypeptide Nefl
383 Mus musculus P08553 Neurofilament medium polypeptide Nefm
384 Mus musculus P10493 Nidogen-1 Nid1l
385 Mus musculus 088322 Nidogen-2 Nid2
386 Mus musculus P50220 Homeobox protein Nkx-2.1 Nkx2-1
387 Mus musculus Q01768 Nucleoside diphosphate kinase B Nme2
388 Mus musculus Q11011 Puromycin-sensitive aminopeptidase Npepps
389 Mus musculus P81117 Nucleobindin-2 Nucb2
390 Mus musculus P29758 Ornithine aminotransferase, mitochondrial Oat
391 Mus musculus Q60597 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial Ogdh
392 Mus musculus Q62000 Mimecan Ogn
393 Mus musculus Q64288 Olfactory marker protein Omp
394 Mus musculus Q78XF5 Oligosaccharyltransferase complex subunit OSTC Ostc
395 Mus musculus Q62422 Osteoclast-stimulating factor 1 Ostfl
396 Mus musculus Q9DOK2 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1, mitochondrial Oxctl
397 Mus musculus P09103 Protein disulfide-isomerase P4hb
398 Mus musculus Q61206 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta Pafah1b2
399 Mus musculus Q99MN9 Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial Pccb
400 Mus musculus Q9CQF9 Prenylcysteine oxidase Pcyox1
401 Mus musculus Q8C7K6 Prenylcysteine oxidase-like Pcyox1l
402 Mus musculus P27773 Protein disulfide-isomerase A3 Pdia3
403 Mus musculus Q922R8 Protein disulfide-isomerase A6 Pdia6
404 Mus musculus 070209 PDZ and LIM domain protein 3 Pdlim3
405 Mus musculus P70296 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 Pebpl
406 Mus musculus P62962 Profilin-1 Pfnl
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407 Mus musculus Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 Pgaml
408 Mus musculus 070250 Phosphoglycerate mutase 2 Pgam2
409 Mus musculus Q9DCDO 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating Pgd
410 Mus musculus P09411 Phosphoglycerate kinase 1 Pgk1
411 Mus musculus 055022 Membrane-associated progesterone receptor component 1 Pgrmcl
412 Mus musculus P67778 Prohibitin Phb
413 Mus musculus 035129 Prohibitin-2 Phb2
414 Mus musculus P53810 Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform Pitpna
415 Homo sapiens PO8F94 Fibrocystin PKHD1
416 Mus musculus P52480 Pyruvate kinase PKM Pkm
417 Mus musculus Q8K2J0 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase delta-3 Plcd3
418 Mus musculus Q9QXS1 Plectin Plec
419 Mus musculus Q9DCU2 Plasmolipin Pllp
420 Mus musculus P60202 Myelin proteolipid protein Plp1
421 Mus musculus Q62009 Periostin Postn
422 Mus musculus P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia
423 Mus musculus P30412 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C Ppic
424 Mus musculus P63087 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit Ppplcc
425 Homo sapiens Q16821 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A PPP1R3A
426 Mus musculus P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform Ppp2ca
427 Mus musculus Q76MZ3 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform Ppp2rla
428 Mus musculus P35700 Peroxiredoxin-1 Prdx1
429 Mus musculus Q61171 Peroxiredoxin-2 Prdx2
430 Mus musculus P20108 Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial Prdx3
431 Mus musculus 008807 Peroxiredoxin-4 Prdx4
432 Mus musculus P99029 Peroxiredoxin-5, mitochondrial Prdx5
433 Mus musculus 008709 Peroxiredoxin-6 Prdx6
434 Mus musculus Q9JK53 Prolargin Prelp
435 Mus musculus 008795 Glucosidase 2 subunit beta Prkcsh
436 Mus musculus P15331 Peripherin Prph
437 Homo sapiens PODMB1 Proline-rich protein 23D2 PRR23D2
438 Mus musculus 055103 Periaxin Prx
439 Mus musculus Q61207 Prosaposin Psap
440 Mus musculus 070435 Proteasome subunit alpha type-3 Psma3
441 Mus musculus Q9R1P0O Proteasome subunit alpha type-4 Psma4
442 Mus musculus Q9z2U1 Proteasome subunit alpha type-5 Psma5
443 Mus musculus Q9QUM9 Proteasome subunit alpha type-6 Psma6
444 Mus musculus Q9Z2U0 Proteasome subunit alpha type-7 Psma7
445 Mus musculus 009061 Proteasome subunit beta type-1 Psmb1
446 Mus musculus Q9R1P3 Proteasome subunit beta type-2 Psmb2
447 Mus musculus Q9R1P1 Proteasome subunit beta type-3 Psmb3
448 Mus musculus 055234 Proteasome subunit beta type-5 Psmb5
449 Mus musculus Q60692 Proteasome subunit beta type-6 Psmb6
450 Mus musculus 009114 Prostaglandin-H2 D-isomerase Ptgds
451 Mus musculus 035074 Prostacyclin synthase Ptgis
452 Mus musculus P32848 Parvalbumin alpha Pvalb
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453 Mus musculus Q9WUBS3 | Glycogen phosphorylase, muscle form Pygm
454 Mus musculus P61027 Ras-related protein Rab-10 Rab10
455 Mus musculus P46638 Ras-related protein Rab-11B Rab11b
456 Mus musculus P62821 Ras-related protein Rab-1A Rab1A
457 Homo sapiens Q9HOU4 Ras-related protein Rab-1B RAB1B
458 Mus musculus Q9CQD1 Ras-related protein Rab-5A Rab5a
459 Homo sapiens P61020 Ras-related protein Rab-5B RAB5B
460 Mus musculus P61294 Ras-related protein Rab-6B Rab6b
461 Mus musculus P51150 Ras-related protein Rab-7a Rab7a
462 Homo sapiens P63000 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 RAC1
463 Mus musculus Q05144 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 Rac2
464 Mus musculus P63321 Ras-related protein Ral-A Rala
465 Homo sapiens P62834 Ras-related protein Rap-1A RAP1A
466 Mus musculus Q99J16 Ras-related protein Rap-1b Raplb
467 Mus musculus Q60870 Receptor expression-enhancing protein 5 Reep5
468 Mus musculus Q9D8S4 Oligoribonuclease, mitochondrial Rexo2
469 Mus musculus Q9oQuUI0 Transforming protein RhoA Rhoa
470 Mus musculus P70426 GTP-binding protein Ritl Ritl
471 Mus musculus P47955 60S acidic ribosomal protein P1 Rplp1
472 Mus musculus Q9DBG6 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 Rpn2
473 Homo sapiens P23396 40S ribosomal protein S3 RPS3
474 Mus musculus P10833 Ras-related protein R-Ras Rras
475 Mus musculus Q8KOTO Reticulon-1 Rtnl
476 Mus musculus 070622 Reticulon-2 Rtn2
477 Mus musculus Q9ES97 Reticulon-3 Rtn3
478 Mus musculus Q99P72 Reticulon-4 Rtn4
479 Mus musculus P08207 Protein S100-A10 S100a10
480 Mus musculus P50543 Protein S100-A11 S100all
481 Homo sapiens P06703 Protein S100-A6 S100A6
482 Mus musculus P50114 Protein S100-B S100b
483 Homo sapiens Q9HOE3 Histone deacetylase complex subunit SAP130 SAP130
484 Mus musculus Q8K2B3 Succinate dehydrogenase [ubiguinone] flavoprotein subunit, mitochondrial Sdha
485 Mus musculus Q9CQA3 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial Sdhb
486 Mus musculus Q9CZB0 Succinate dehydrogenase cytochrome b560 subunit, mitochondrial Sdhc
487 Mus musculus Q8C1B7 Septin-11 Septll
488 Mus musculus P42208 Septin-2 Sept2
489 Mus musculus 055131 Septin-7 Sept7
490 Mus musculus Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3 Serpinalc
491 Mus musculus Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5 Serpinale
492 Mus musculus Q03734 Serine protease inhibitor A3M Serpina3m
493 Mus musculus Q60854 Serpin B6 Serpinb6
494 Mus musculus P19324 Serpin H1 Serpinhl
495 Mus musculus 070456 14-3-3 protein sigma Sfn
496 Mus musculus Q9JJU8 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein Sh3bgrl
497 Mus musculus Q9CR62 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein Slc25al1
498 Mus musculus Q8BH59 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl Slc25a12
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499 Mus musculus Q90QXX4 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 Slc25a13
500 Mus musculus Q8VEMS8 Phosphate carrier protein, mitochondrial Slc25a3
501 Mus musculus P48962 ADP/ATP translocase 1 Slc25a4
502 Mus musculus P51881 ADP/ATP translocase 2 Slc25a5
503 Homo sapiens P12236 ADP/ATP translocase 3 SLC25A6
504 Mus musculus P17809 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 Slc2al
505 Mus musculus Q6X893 Choline transporter-like protein 1 Slc44al
506 Mus musculus Q8BY89 Choline transporter-like protein 2 Slc44a2
507 Mus musculus P04919 Band 3 anion transport protein Slc4al
508 Mus musculus Q9EPT5 Solute carrier organic anion transporter family member 2A1 Slco2al
509 Mus musculus Q9R1B9 Slit homolog 2 protein Slit2
510 Mus musculus Q810C1 SLIT and NTRK-like protein 1 Slitrk1
511 Mus musculus Q61466 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily D member 1 Smarcdl
512 Homo sapiens Q96SB8 Structural maintenance of chromosomes protein 6 SMC6
513 Mus musculus P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] Sodl
514 Mus musculus P09671 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial Sod2
515 Mus musculus Q64442 Sorbitol dehydrogenase Sord
516 Homo sapiens Q2M3V2 Ankyrin repeat domain-containing protein SOWAHA SOWAHA
517 Mus musculus Q8K450 Sperm-associated antigen 16 protein Spag16
518 Mus musculus P07214 SPARC Sparc
519 Mus musculus P16546 Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 Sptanl
520 Mus musculus Q62261 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 Sptbnl
521 Mus musculus Q7TQ48 Sarcalumenin Srl
522 Mus musculus Q99L47 Hsc70-interacting protein St13
523 Homo sapiens Q8I1ZP2 Putative protein FAM10A4 ST13P4
524 Mus musculus Q97219 Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mitochondrial Sucla2
525 Mus musculus P09926 Surfeit locus protein 2 Surf2
526 Mus musculus Q9DBX3 Sushi domain-containing protein 2 Susd2
527 Mus musculus 089104 Synaptophysin-like protein 2 Sypl2
528 Mus musculus P37804 Transgelin Taglin
529 Mus musculus Q9WVA4 | Transgelin-2 TagIn2
530 Mus musculus Q93092 Transaldolase Taldol
531 Mus musculus Q8R1G1 Threonine aspartase 1 Taspl
532 Mus musculus Q92111 Serotransferrin Tf
533 Mus musculus P82198 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 Tgfbi
534 Mus musculus P01831 Thy-1 membrane glycoprotein Thyl
535 Mus musculus P40142 Transketolase Tkt
536 Mus musculus P26039 Talin-1 Tinl
537 Mus musculus Q9D1D4 Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 Tmed10
538 Mus musculus Q3UBX0 Transmembrane protein 109 Tmem109
539 Mus musculus Q9CQN6 Transmembrane protein 14C Tmeml4c
540 Mus musculus Q3TMP8 Trimeric intracellular cation channel type A Tmem38a
541 Mus musculus P20801 Troponin C, skeletal muscle Tnnc2
542 Mus musculus P13412 Troponin |, fast skeletal muscle Tnni2
543 Mus musculus Q9Qz47 Troponin T, fast skeletal muscle Tnnt3
544 Mus musculus P17751 Triosephosphate isomerase Tpil
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545 Mus musculus pP58771 Tropomyosin alpha-1 chain Tpml
546 Mus musculus P58774 Tropomyosin beta chain Tpm2
547 Mus musculus P21107 Tropomyosin alpha-3 chain Tpm3
548 Mus musculus Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 chain Tpm4
549 Mus musculus Q9CRB6 Tubulin polymerization-promoting protein family member 3 Tppp3
550 Mus musculus P63028 Translationally-controlled tumor protein Tptl
551 Mus musculus Q9ESN2 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM39 Trim39
552 Mus musculus A2ASS6 Titin Ttn
553 Mus musculus P68369 Tubulin alpha-1A chain Tubala
554 Mus musculus P05213 Tubulin alpha-1B chain Tubalb
555 Homo sapiens P07437 Tubulin beta chain TUBB
556 Mus musculus P99024 Tubulin beta-5 chain Tubb5
557 Mus musculus 088413 Tubby-related protein 3 Tulp3
558 Mus musculus P10639 Thioredoxin Txn
559 Mus musculus Q91W90 Thioredoxin domain-containing protein 5 Txndc5
560 Mus musculus Q9JMH6 Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic Txnrdl
561 Mus musculus Q02053 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Ubal
562 Mus musculus P62984 Ubiguitin-60S ribosomal protein L40 Uba52
563 Mus musculus Q9ROP9 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 Uchll
564 Mus musculus Q6P5E4 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 Ugotl
565 Mus musculus Q8R1I1 Cytochrome b-c1 complex subunit 9 Ugcrl0
566 Mus musculus Q9D855 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 Uqgcrb
567 Mus musculus Q9CzZ13 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial Ugcrcl
568 Mus musculus Q9IDB77 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial Ugcrec2
569 Mus musculus QI9CR68 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial Uqcrfsl
570 Mus musculus Q9CQ69 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 Ugcrg
571 Mus musculus Q78IK2 Up-regulated during skeletal muscle growth protein 5 Usmg5
572 Mus musculus Q62Q93 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34 Usp34
573 Mus musculus Q62465 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog Vatl
574 Mus musculus Q80TB8 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like Vatll
575 Mus musculus Q64727 Vinculin Vcl
576 Mus musculus Q01853 Transitional endoplasmic reticulum ATPase Vcep
577 Mus musculus Q60932 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 Vdacl
578 Mus musculus Q60931 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 Vdac3
579 Mus musculus P20152 Vimentin Vim
580 Mus musculus Q9EP79 Vomeronasal type-1 receptor 52 Vmnlr52
581 Mus musculus Q9EQH3 Vacuolar protein sorting-associated protein 35 Vps35
582 Mus musculus Q8ROA6 V-set and transmembrane domain-containing protein 2A Vstm2a
583 Mus musculus Q8R2275 von Willebrand factor A domain-containing protein 1 Vwal
584 Mus musculus Q99KC8 von Willebrand factor A domain-containing protein 5A Vwaba
585 Mus musculus 088342 WD repeat-containing protein 1 Wdrl
586 Mus musculus Q9CQV8 14-3-3 protein beta/alpha Ywhab
587 Mus musculus P62259 14-3-3 protein epsilon Ywhae
588 Mus musculus P61982 14-3-3 protein gamma Ywhag
589 Mus musculus P68510 14-3-3 protein eta Ywhah
590 Mus musculus P68254 14-3-3 protein theta Ywhaqg
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591 Mus musculus P63101 14-3-3 protein zeta/delta Ywhaz
592 Mus musculus Q9z2U2 Zinc finger protein 292 Zfp292
Tabelle 6: Liste aller identifizierten Proteine der Retina
Nummer Datenbank Protein ID Proteinname Genname
1 Homo sapiens Q16613 Serotonin N-acetyltransferase AANAT
2 Mus musculus Q8BGQ7 | Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic Aars
3 Mus musculus P61922 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial Abat
4 Mus musculus 035600 Retinal-specific ATP-binding cassette transporter Abca4
5 Mus musculus Q6PE15 Mycophenolic acid acyl-glucuronide esterase, mitochondrial Abhd10
6 Mus musculus Q8VCR7 | Alpha/beta hydrolase domain-containing protein 14B Abhd14b
7 Mus musculus Q921H8 3-ketoacyl-CoA thiolase A, peroxisomal Acaala
8 Mus musculus Q8BWT1 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial Acaa2
9 Mus musculus Q8JZN5 Acyl-CoA dehydrogenase family member 9, mitochondrial Acad9
10 Mus musculus P45952 Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial Acadm
11 Mus musculus Q8QZT1 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial Acatl
12 Mus musculus Q91Vv92 ATP-citrate synthase Acly
13 Mus musculus p28271 Cytoplasmic aconitate hydratase Acol
14 Mus musculus Q99KIO0 Aconitate hydratase, mitochondrial Aco2
15 Mus musculus Q9CQR4 | Acyl-coenzyme A thioesterase 13 Acot13
16 Mus musculus Q91V12 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase Acot7
17 Mus musculus Q9D358 Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase Acpl
18 Mus musculus P41216 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 Acsll
19 Mus musculus Q91WC3 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6 Acsl6
20 Mus musculus P68134 Actin, alpha skeletal muscle Actal
21 Mus musculus P60710 Actin, cytoplasmic 1 Actb
22 Mus musculus Q8BFZ3 Beta-actin-like protein 2 Actbl2
23 Mus musculus P63260 Actin, cytoplasmic 2 Actgl
24 Mus musculus 088990 Alpha-actinin-3 Actn3
25 Mus musculus P57780 Alpha-actinin-4 Actn4
26 Mus musculus P61164 Alpha-centractin Actrla
27 Mus musculus Q8R5C5 Beta-centractin Actrlb
28 Mus musculus Q99JY9 Actin-related protein 3 Actr3
29 Homo sapiens Q9CO0K3 Actin-related protein 3C ACTR3C
30 Mus musculus P56376 Acylphosphatase-1 Acypl
31 Homo sapiens P58397 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 12 ADAMTS12
32 Mus musculus P28650 Adenylosuccinate synthetase isozyme 1 Adssl1
33 Mus musculus Q640N1 Adipocyte enhancer-binding protein 1 Aebpl
34 Mus musculus Q9D517 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase gamma Agpat3
35 Mus musculus P50247 Adenosylhomocysteinase Ahcy
36 Mus musculus Q8K3ES5 Jouberin Ahil
37 Mus musculus Q9R0OY5 Adenylate kinase isoenzyme 1 Akl
38 Mus musculus Q9Jll6 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] Akrlal

121




Anhang

39 Mus musculus P45376 Aldose reductase Akrlbl
40 Mus musculus Q8CG76 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2 Akr7a2
41 Homo sapiens Q8NHP1 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 4 AKR7L
42 Mus musculus P24549 Retinal dehydrogenase 1 Aldhlal
43 Mus musculus P47738 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial Aldh2
44 Mus musculus P47740 Fatty aldehyde dehydrogenase Aldh3a2
45 Mus musculus Q8CHTO Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, mitochondrial Aldh4al
46 Mus musculus Q8BWFO Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial Aldh5al
47 Mus musculus P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A Aldoa
48 Mus musculus P05063 Fructose-bisphosphate aldolase C Aldoc
49 Mus musculus Q9DBES8 Alpha-1,3/1,6-mannosyltransferase ALG2 Alg2
50 Mus musculus 035381 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A Anp32a
51 Mus musculus Q9EST5 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B Anp32b
52 Mus musculus P97822 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member E Anp32e
53 Mus musculus P10107 Annexin A1 Anxal
54 Mus musculus P48036 Annexin A5 Anxab
55 Mus musculus P14824 Annexin A6 Anxa6
56 Mus musculus 035643 AP-1 complex subunit beta-1 Aplbl
57 Mus musculus P17427 AP-2 complex subunit alpha-2 Ap2a2
58 Mus musculus Q9DBG3 AP-2 complex subunit beta Ap2bl
59 Homo sapiens P53680 AP-2 complex subunit sigma AP2S1
60 Mus musculus 054774 AP-3 complex subunit delta-1 Ap3d1l
61 Mus musculus Q3TAP4 AP-5 complex subunit beta-1 Ap5bl
62 Mus musculus P28352 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase Apex1
63 Mus musculus 035841 Apoptosis inhibitor 5 Api5
64 Mus musculus Q8K4z3 NAD(P)H-hydrate epimerase Apoalbp
65 Mus musculus Q9DCz4 Apolipoprotein O Apoo
66 Mus musculus P84078 ADP-ribosylation factor 1 Arfl
67 Mus musculus P84084 ADP-ribosylation factor 5 Arf5
68 Mus musculus Q5FWK3 Rho GTPase-activating protein 1 Arhgapl
69 Mus musculus Q99PT1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 Arhgdia
70 Mus musculus P61211 ADP-ribosylation factor-like protein 1 Arll
71 Mus musculus Q9WUL7 | ADP-ribosylation factor-like protein 3 Arl3
72 Mus musculus 088848 ADP-ribosylation factor-like protein 6 Arl6
73 Mus musculus Q9R0Q6 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A Arpcla
74 Mus musculus Q9JM76 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 Arpc3
75 Mus musculus P59999 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 Arpc4
76 Homo sapiens P49407 Beta-arrestin-1 ARRB1
77 Mus musculus Q9D5TO ATPase family AAA domain-containing protein 1 Atadl
78 Homo sapiens P54707 Potassium-transporting ATPase alpha chain 2 ATP12A
79 Mus musculus Q8VDN2 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 Atplal
80 Homo sapiens P50993 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 ATP1A2
81 Mus musculus Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 Atpla3
82 Mus musculus P14094 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 Atplbl
83 Mus musculus P14231 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 Atplb2
84 Mus musculus P97370 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 Atplb3
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85 Mus musculus 055143 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 Atp2a2
86 Mus musculus G5E829 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 Atp2bl
87 Mus musculus Q9ROK7 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 Atp2b2
88 Mus musculus Q60Q477 Calcium-transporting ATPase Atp2b4
89 Mus musculus Q03265 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial Atp5al
90 Mus musculus P56480 ATP synthase subunit beta, mitochondrial Atp5b
91 Mus musculus Q91VR2 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial Atp5cl
92 Mus musculus Q9D3D9 ATP synthase subunit delta, mitochondrial Atp5d
93 Mus musculus P56382 ATP synthase subunit epsilon, mitochondrial Atp5e
94 Mus musculus Q9CQQ7 | ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial Atp5fl
95 Mus musculus Q9IDCX2 ATP synthase subunit d, mitochondrial Atp5h
96 Mus musculus Q06185 ATP synthase subunit e, mitochondrial Atp5i
97 Mus musculus P56135 ATP synthase subunit f, mitochondrial Atp5j2
98 Mus musculus Q9CPQ8 | ATP synthase subunit g, mitochondrial Atp5I
99 Mus musculus Q9DB20 ATP synthase subunit O, mitochondrial Atp50
100 Mus musculus Q9CYN9 Renin receptor Atp6ap2
101 Mus musculus Q9Z1G4 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 Atp6v0al
102 Mus musculus P51863 V-type proton ATPase subunitd 1 Atp6v0dl
103 Homo sapiens Q8N8Y2 V-type proton ATPase subunit d 2 ATP6VOD2
104 Mus musculus P50516 V-type proton ATPase catalytic subunit A Atp6vla
105 Mus musculus P62814 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform Atp6vib2
106 Mus musculus Q971G3 V-type proton ATPase subunit C 1 Atp6vicl
107 Mus musculus P57746 V-type proton ATPase subunit D Atpé6vld
108 Mus musculus P50518 V-type proton ATPase subunit E 1 Atp6viel
109 Mus musculus Q9D1K2 V-type proton ATPase subunit F Atp6vif
110 Mus musculus Q9CR51 V-type proton ATPase subunit G 1 Atp6vigl
111 Mus musculus Q9WTT4 | V-type proton ATPase subunit G 2 Atp6vlg2
112 Mus musculus Q8BVES3 V-type proton ATPase subunit H Atp6vih
113 Mus musculus Q9JLZ3 Methylglutaconyl-CoA hydratase, mitochondrial Auh
114 Mus musculus 054962 Barrier-to-autointegration factor Banfl
115 Mus musculus Q91XV3 Brain acid soluble protein 1 Baspl
116 Mus musculus Q3V3N7 Bardet-Biedl syndrome 1 protein Bbsl
117 Mus musculus P24288 Branched-chain-amino-acid aminotransferase, cytosolic Bcatl
118 Mus musculus Q80XNO D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mitochondrial Bdhl
119 Mus musculus Q8R016 Bleomycin hydrolase Bimh
120 Homo sapiens Q01954 Zinc finger protein basonuclin-1 BNC1
121 Homo sapiens Q8TDL5 BPI fold-containing family B member 1 BPIFB1
122 Homo sapiens Q12830 Nucleosome-remodeling factor subunit BPTF BPTF
123 Mus musculus Q8BXV2 BRI3-binding protein Bri3bp
124 Mus musculus P18572 Basigin Bsg
125 Homo sapiens Q9Y224 UPF0568 protein C140rf166 C140rf166
126 Mus musculus Q80X80 C2 domain-containing protein 2-like C2cd2|
127 Mus musculus Q9WVT6 Carbonic anhydrase 14 Cal4
128 Mus musculus P00920 Carbonic anhydrase 2 Ca2
129 Mus musculus Q6PHS9 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2 Cacha2d2
130 Mus musculus QI9CXW3 | Calcyclin-binding protein Cacybp
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131 Mus musculus Q8R5M8 Cell adhesion molecule 1 Cadm1l
132 Mus musculus Q8BLQY Cell adhesion molecule 2 Cadm2
133 Mus musculus Q80TJ1 Calcium-dependent secretion activator 1 Cadps
134 Mus musculus P12658 Calbindin Calbl
135 Mus musculus Q08331 Calretinin Calb2
136 Mus musculus PODP28 Calmodulin-3 Calm3
137 Mus musculus P14211 Calreticulin Calr
138 Mus musculus P28652 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit beta Camk2b
139 Mus musculus Q6PHZ2 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit delta Camk2d
140 Homo sapiens Q8NCB2 CaM kinase-like vesicle-associated protein CAMKV
141 Mus musculus Q6ZQ38 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 Candl
142 Mus musculus P35564 Calnexin Canx
143 Mus musculus P40124 Adenylyl cyclase-associated protein 1 Capl
144 Mus musculus P47754 F-actin-capping protein subunit alpha-2 Capza2
145 Mus musculus P47757 F-actin-capping protein subunit beta Capzb
146 Mus musculus P48758 Carbonyl reductase [NADPH] 1 Cbrl
147 Mus musculus P23198 Chromobox protein homolog 3 Cbx3
148 Mus musculus Q8VDP4 Cell cycle and apoptosis regulator protein 2 Ccar2
149 Mus musculus Q8BIS8 Coiled-coil domain-containing protein 126 Ccdc126
150 Homo sapiens Q6ZP82 Coiled-coil domain-containing protein 141 CCDC141
151 Mus musculus P80314 T-complex protein 1 subunit beta Cct2
152 Mus musculus P80318 T-complex protein 1 subunit gamma Cct3
153 Mus musculus P80315 T-complex protein 1 subunit delta Cct4
154 Mus musculus P80316 T-complex protein 1 subunit epsilon Cct5
155 Mus musculus P80317 T-complex protein 1 subunit zeta Cctba
156 Mus musculus P80313 T-complex protein 1 subunit eta Cct?7
157 Mus musculus P42932 T-complex protein 1 subunit theta Cct8
158 Mus musculus Q61735 Leukocyte surface antigen CD47 Cd47
159 Mus musculus P35762 CD81 antigen Cd81
160 Mus musculus P60766 Cell division control protein 42 homolog Cdc42
161 Mus musculus Q8VDP6 CDP-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase Cdipt
162 Mus musculus Q99L43 Phosphatidate cytidylyltransferase 2 Cds2
163 Mus musculus Q8K1K4 Centromere protein | Cenpi
164 Mus musculus P18760 Cofilin-1 Cfl1
165 Mus musculus Q6PDQ2 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4 Chd4
166 Mus musculus P60824 Cold-inducible RNA-binding protein Cirbp
167 Mus musculus Q91WS0 CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1 Cisdl
168 Mus musculus Q8BMK4 | Cytoskeleton-associated protein 4 Ckap4
169 Mus musculus Q04447 Creatine kinase B-type Ckb
170 Mus musculus P30275 Creatine kinase U-type, mitochondrial Ckmtl
171 Homo sapiens P12532 Creatine kinase U-type, mitochondrial CKMT1A
172 Mus musculus Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 Cltc
173 Homo sapiens P53675 Clathrin heavy chain 2 CLTCL1
174 Mus musculus Q99KK2 N-acylneuraminate cytidylyltransferase Cmas
175 Mus musculus P29974 cGMP-gated cation channel alpha-1 Cngal
176 Mus musculus Q9QXT0 Protein canopy homolog 2 Cnpy2
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177 Mus musculus Q5M8NO CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1 Cnripl
178 Mus musculus P02463 Collagen alpha-1(1V) chain Col4al
179 Mus musculus P08122 Collagen alpha-2(1V) chain Col4a2
180 Mus musculus Q90QZS0 Collagen alpha-3(1V) chain Col4a3
181 Homo sapiens Q14031 Collagen alpha-6(1V) chain COL4A6
182 Mus musculus Q8K2Q0 COMM domain-containing protein 9 Commd9
183 Mus musculus Q8CIE6 Coatomer subunit alpha Copa
184 Mus musculus 088543 COP9 signalosome complex subunit 3 Cops3
185 Mus musculus 088544 COP9 signalosome complex subunit 4 Cops4
186 Homo sapiens Q14019 Coactosin-like protein COTL1
187 Mus musculus P19783 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial Cox4il
188 Mus musculus P12787 Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial Cox5a
189 Mus musculus P43024 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6A1, mitochondrial Cox6al
190 Mus musculus P56391 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 Cox6bl
191 Mus musculus Q9CPQ1 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C Cox6c
192 Mus musculus P48771 Cytochrome c oxidase subunit 7A2, mitochondrial Cox7a2
193 Mus musculus Q61147 Ceruloplasmin Cp
194 Mus musculus Q80WM3 Complexin-4 Cplx4
195 Mus musculus P52825 Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial Cpt2
196 Mus musculus Q91ZR3 CREB/ATF bZIP transcription factor Crebzf
197 Mus musculus Q64010 Adapter molecule crk Crk
198 Mus musculus P97427 Dihydropyrimidinase-related protein 1 Crmpl
199 Mus musculus Q8CJ40 Rootletin Crocc
200 Homo sapiens QINQ79 Cartilage acidic protein 1 CRTAC1
201 Mus musculus 054751 Cone-rod homeobox protein Crx
202 Mus musculus P24622 Alpha-crystallin A chain Cryaa
203 Mus musculus P23927 Alpha-crystallin B chain Cryab
204 Mus musculus P02525 Beta-crystallin A1 Crybal
205 Mus musculus P62696 Beta-crystallin B2 Crybb2
206 Mus musculus 054983 Ketimine reductase mu-crystallin Crym
207 Mus musculus Q9CZU6 Citrate synthase, mitochondrial Cs
208 Mus musculus Q91W50 Cold shock domain-containing protein E1 Csdel
209 Mus musculus Q9ERK4 Exportin-2 Csell
210 Mus musculus P56546 C-terminal-binding protein 2 Ctbp2
211 Mus musculus Q3TCH7 Cullin-4A Culda
212 Mus musculus Q9D5V5 Cullin-5 Culs
213 Mus musculus Q9CQ89 Protein CutA Cuta
214 Mus musculus Q9CQX2 Cytochrome b5 type B Cyb5b
215 Mus musculus Q9DB73 NADH-cytochrome b5 reductase 1 Cyb5r1
216 Mus musculus Q9DCN2 NADH-cytochrome b5 reductase 3 Cyb5r3
217 Mus musculus Q9DOM3 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial Cycl
218 Mus musculus P62897 Cytochrome ¢, somatic Cycs
219 Mus musculus Q5SQX6 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2 Cyfip2
220 Mus musculus Q9D172 ES1 protein homolog, mitochondrial D10Jhu8le
221 Mus musculus P61804 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit DAD1 Dadl
222 Mus musculus P31786 Acyl-CoA-binding protein Dbi
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223 Mus musculus Q9DAR7 m7GpppX diphosphatase Dcps
224 Mus musculus QI9CWSO0 | N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 Ddahl
225 Mus musculus Q99LD8 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 Ddah2
226 Mus musculus Q3U1J4 DNA damage-binding protein 1 Ddb1
227 Mus musculus 054734 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit Ddost
228 Mus musculus 035215 D-dopachrome decarboxylase Ddt
229 Mus musculus Q91VR5 ATP-dependent RNA helicase DDX1 Ddx1
230 Mus musculus Q501J6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 Ddx17
231 Mus musculus Q9JIK5 Nucleolar RNA helicase 2 Ddx21
232 Mus musculus Q9Z1N5 Spliceosome RNA helicase Ddx39b Ddx39b
233 Homo sapiens 000571 ATP-dependent RNA helicase DDX3X DDX3X
234 Mus musculus Q62095 ATP-dependent RNA helicase DDX3Y Ddx3y
235 Mus musculus Q61656 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 Ddx5
236 Mus musculus Q9CQ62 2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial Decrl
237 Mus musculus Q7TNVO Protein DEK Dek
238 Mus musculus Q9R1C6 Diacylglycerol kinase epsilon Dgke
239 Mus musculus P00375 Dihydrofolate reductase Dhfr
240 Homo sapiens Q86XF0 Dihydrofolate reductase, mitochondrial DHFRL1
241 Mus musculus 070133 ATP-dependent RNA helicase A Dhx9
242 Mus musculus Q8BMF4 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mitochondrial Dlat
243 Mus musculus 008749 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial Did
244 Mus musculus Q91XM9 Disks large homolog 2 DIg2
245 Mus musculus Q9D2G2 rl?]iitsggr:glri]%?i)g:ysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, Dist
246 Homo sapiens Q9UGM3 Deleted in malignant brain tumors 1 protein DMBT1
247 Homo sapiens P11532 Dystrophin DMD
248 Mus musculus Q8BPN8 DmX-like protein 2 DmxlI2
249 Mus musculus Q8VHE6 Dynein heavy chain 5, axonemal Dnah5
250 Mus musculus Q9QYJO DnaJ homolog subfamily A member 2 Dnaja2
251 Mus musculus P60904 DnaJ homolog subfamily C member 5 Dnajc5
252 Mus musculus P39053 Dynamin-1 Dnm1
253 Mus musculus P39054 Dynamin-2 Dnm2
254 Mus musculus Q8BZ98 Dynamin-3 Dnm3
255 Mus musculus Q9Z2W0 | Aspartyl aminopeptidase Dnpep
256 Mus musculus Q9D10Q4 Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 3 Dpm3
257 Mus musculus 008553 Dihydropyrimidinase-related protein 2 Dpysl|2
258 Mus musculus Q62188 Dihydropyrimidinase-related protein 3 DpysI3
259 Mus musculus 035098 Dihydropyrimidinase-related protein 4 Dpysl4
260 Homo sapiens Q9BPU6 Dihydropyrimidinase-related protein 5 DPYSL5
261 Mus musculus Q90QXB9 Developmentally-regulated GTP-binding protein 2 Drg2
262 Mus musculus Q9ROP5 Destrin Dstn
263 Mus musculus Q9JHU4 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 Dynclhl
264 Mus musculus Q8R10Q8 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 Dync1lil
265 Mus musculus Q9DOM5 Dynein light chain 2, cytoplasmic Dynll2
266 Mus musculus P62627 Dynein light chain roadblock-type 1 Dynlirb1
267 Mus musculus Q8BH95 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial Echsl
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268 Mus musculus P42125 Enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial Ecil
269 Mus musculus P10126 Elongation factor 1-alpha 1 Eeflal
270 Homo sapiens Q5VTEO Putative elongation factor 1-alpha-like 3 EEF1A1P5
271 Mus musculus P62631 Elongation factor 1-alpha 2 Eefla2
272 Mus musculus 070251 Elongation factor 1-beta Eeflb
273 Mus musculus Q9D8NO Elongation factor 1-gamma Eeflg
274 Mus musculus P58252 Elongation factor 2 Eef2
275 Homo sapiens Q72272 Elongation factor Tu GTP-binding domain-containing protein 1 EFTUD1
276 Mus musculus 008810 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component Eftud2
277 Mus musculus P48024 Eukaryotic translation initiation factor 1 Eifl
278 Mus musculus Q8JZQ9 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B Eif3b
279 Mus musculus P60229 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E Eif3e
280 Mus musculus P60843 Eukaryotic initiation factor 4A-I Eif4al
281 Mus musculus P63242 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 Eif5a
282 Mus musculus P70372 ELAV-like protein 1 Elavil
283 Mus musculus P17182 Alpha-enolase Enol
284 Mus musculus P17183 Gamma-enolase Eno2
285 Homo sapiens P13929 Beta-enolase ENO3
286 Mus musculus Q8BGB7 Enolase-phosphatase E1 Enophl
287 Homo sapiens Q07075 Glutamyl aminopeptidase ENPEP
288 Mus musculus 070318 Band 4.1-like protein 2 Epb41I12
289 Mus musculus P84089 Enhancer of rudimentary homolog Erh
290 Mus musculus Q8BFZ9 Erlin-2 Erlin2
291 Mus musculus P57759 Endoplasmic reticulum resident protein 29 Erp29
292 Mus musculus Q9R0OP3 S-formylglutathione hydrolase Esd
293 Mus musculus Q99LC5 Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial Etfa
294 Mus musculus Q9DCW4 | Electron transfer flavoprotein subunit beta Etfb
295 Mus musculus Q9D952 Envoplakin Evpl
296 Mus musculus Q3TC72 Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing protein 2A Fahd2
297 Homo sapiens Q96GK7 Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing protein 2A FAHD2A
298 Mus musculus Q9WUDS8 | Fas apoptotic inhibitory molecule 1 Faim
299 Mus musculus Q5XG69 Soluble lamin-associated protein of 75 kDa Fam169a
300 Mus musculus Q9CYH2 Redox-regulatory protein FAM213A Fam213a
301 Mus musculus Q8C0C7 Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit Farsa
302 Mus musculus Q9WUA2 Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit Farsb
303 Mus musculus P19096 Fatty acid synthase Fasn
304 Mus musculus Q920E5 Farnesyl pyrophosphate synthase Fdps
305 Mus musculus P97807 Fumarate hydratase, mitochondrial Fh
306 Mus musculus Q9CQ92 Mitochondrial fission 1 protein Fisl
307 Mus musculus P26883 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A Fkbpla
308 Mus musculus Q6DFV6 Fibronectin type Ill domain containing protein 3C1 Fndc3cl
309 Mus musculus Q61553 Fascin Fscnl
310 Mus musculus Q9D6K8 FUN14 domain-containing protein 2 Fundc2
311 Homo sapiens P11413 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase G6PD
312 Mus musculus Q8BHN3 Neutral alpha-glucosidase AB Ganab
313 Mus musculus P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Gapdh
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314 Homo sapiens 014556 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, testis-specific GAPDHS
315 Homo sapiens Q75VX8 GRB2-associated and regulator of MAPK protein-like GAREML
316 Mus musculus Q9CZD3 Glycine--tRNA ligase Gars
317 Mus musculus 055126 Protein NipSnap homolog 2 Gbas
318 Mus musculus P50396 Rab GDP dissociation inhibitor alpha Gdil
319 Mus musculus Q61598 Rab GDP dissociation inhibitor beta Gdi2
320 Mus musculus Q9CPUO Lactoylglutathione lyase Glol
321 Mus musculus Q9CQM9 Glutaredoxin-3 Glrx3
322 Mus musculus Q80Y14 Glutaredoxin-related protein 5, mitochondrial GIrx5
323 Mus musculus D3Z7P3 Glutaminase kidney isoform, mitochondrial Gls
324 Homo sapiens QINZD2 Glycolipid transfer protein GLTP
325 Mus musculus P26443 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial Glud1l
326 Mus musculus P15105 Glutamine synthetase Glul
327 Mus musculus Q9CQI3 Glia maturation factor beta Gmfb
328 Mus musculus p21278 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 Gnall
329 Mus musculus B2RSH2 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 Gnail
330 Mus musculus P08752 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 Gnai2
331 Mus musculus pP18872 Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit alpha Gnaol
332 Mus musculus P21279 Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha Gnag
333 Mus musculus P63094 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short Gnas
334 Mus musculus P20612 Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1 Gnatl
335 Mus musculus 070443 Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit alpha Gnaz
336 Mus musculus P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1 Gnbl
337 Mus musculus P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2 Gnb2
338 Mus musculus P68040 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 Gnb2I1
339 Mus musculus Q61011 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-3 Gnb3
340 Mus musculus P62881 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 Gnb5
341 Mus musculus P63213 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-2 Gng2
342 Mus musculus P50153 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-4 Gng4
343 Mus musculus Q61016 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit gamma-7 Gng7
344 Mus musculus Q61012 Guanine nucleotide-binding protein G(T) subunit gamma-T1 Gngtl
345 Homo sapiens 095249 Golgi SNAP receptor complex member 1 GOSR1
346 Mus musculus P05201 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic Gotl
347 Mus musculus P05202 Aspartate aminotransferase, mitochondrial Got2
348 Mus musculus P06745 Glucose-6-phosphate isomerase Gpi
349 Mus musculus P35802 Neuronal membrane glycoprotein M6-a Gpmé6a
350 Mus musculus P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b Gpm6b
351 Mus musculus Q5U431 G-protein coupled receptor 39 Gpr39
352 Mus musculus QowWVvL4 Rhodopsin kinase Grk1
353 Mus musculus Q99LP6 GrpE protein homolog 1, mitochondrial Grpell
354 Mus musculus P24472 Glutathione S-transferase A4 Gstad
355 Mus musculus P10649 Glutathione S-transferase Mu 1 Gstm1
356 Mus musculus P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 Gstm5
357 Mus musculus P19157 Glutathione S-transferase P 1 Gstpl
358 Mus musculus Q9ESZ8 General transcription factor II-I Gtf2i
359 Mus musculus 054865 Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 Gucy1b3
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360 Homo sapiens Q02846 Retinal guanylyl cyclase 1 GUCY2D
361 Mus musculus P52785 Guanylyl cyclase GC-E Gucy2e
362 Mus musculus Q64520 Guanylate kinase Gukl
363 Mus musculus P10922 Histone H1.0 H1f0
364 Homo sapiens Q92522 Histone H1x H1FX
365 Mus musculus Q3THW5 Histone H2A.V H2afv
366 Mus musculus Q90zQ8 Core histone macro-H2A.1 H2afy
367 Mus musculus Q8CCKO Core histone macro-H2A.2 H2afy2
368 Homo sapiens P57053 Histone H2B type F-S H2BFS
369 Mus musculus P84244 Histone H3.3 H3f3a
370 Homo sapiens Q14520 Hyaluronan-binding protein 2 HABP2
371 Mus musculus Q8K2C9 Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 3 Hacd3
372 Mus musculus Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial Hadh
373 Mus musculus Q8BMS1 | Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial Hadha
374 Mus musculus Q99JY0 Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial Hadhb
375 Mus musculus P01942 Hemoglobin subunit alpha Hba
376 Homo sapiens P69905 Hemoglobin subunit alpha HBA1
377 Mus musculus P02088 Hemoglobin subunit beta-1 Hbb-bl
378 Mus musculus 009106 Histone deacetylase 1 Hdacl
379 Mus musculus Q3UGR5 Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 2 Hdhd2
380 Mus musculus Q99L13 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial Hibadh
381 Mus musculus Q8QZS1 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial Hibch
382 Mus musculus Q9JLR9 HIG1 domain family member 1A, mitochondrial Higdla
383 Mus musculus P70349 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 Hintl
384 Mus musculus Q9D0S9 Histidine triad nucleotide-binding protein 2, mitochondrial Hint2
385 Mus musculus P43275 Histone H1.1 Histlhla
386 Mus musculus P43276 Histone H1.5 Histlhlb
387 Mus musculus P15864 Histone H1.2 Histlhlc
388 Mus musculus P43277 Histone H1.3 Histlhld
389 Mus musculus P43274 Histone H1.4 Histlhle
390 Homo sapiens Q96QV6 Histone H2A type 1-A HIST1H2AA
391 Homo sapiens P20671 Histone H2A type 1-D HIST1H2AD
392 Mus musculus COHKEQ Histone H2A type 1-H Histlh2ah
393 Homo sapiens Q99880 Histone H2B type 1-L HIST1H2BL
394 Mus musculus Q8CGP2 Histone H2B type 1-P Hist1h2bp
395 Mus musculus P68433 Histone H3.1 Histlh3a
396 Mus musculus P84228 Histone H3.2 Hist1h3b
397 Mus musculus P62806 Histone H4 Histlhda
398 Mus musculus Q64522 Histone H2A type 2-B Hist2h2ab
399 Mus musculus Q64523 Histone H2A type 2-C Hist2h2ac
400 Homo sapiens Q16778 Histone H2B type 2-E HIST2H2BE
401 Homo sapiens Q71DI3 Histone H3.2 HIST2H3A
402 Homo sapiens Q7L7L0 Histone H2A type 3 HIST3H2A
403 Mus musculus Q9D2U9 Histone H2B type 3-A Hist3h2ba
404 Mus musculus P17710 Hexokinase-1 Hk1
405 Mus musculus 008528 Hexokinase-2 Hk2
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406 Mus musculus P63158 High mobility group protein B1 Hmgbl
407 Mus musculus P30681 High mobility group protein B2 Hmgb2
408 Mus musculus P38060 Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial Hmgcl
409 Mus musculus Q9ICX86 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO HnrnpaO
410 Mus musculus P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al Hnrnpal
411 Homo sapiens Q32P51 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al-like 2 HNRNPA1L2
412 Mus musculus 088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 Hnrnpa2bl
413 Mus musculus Q8BG05 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 Hnrnpa3
414 Mus musculus Q99020 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B Hnrnpab
415 Mus musculus Q97204 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 Hnrnpc
416 Mus musculus Q60668 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO Hnrnpd
417 Mus musculus Q9z2X1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F Hnrnpf
418 Mus musculus 035737 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H Hnrnphl
419 Homo sapiens P31942 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 HNRNPH3
420 Mus musculus P61979 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Hnrnpk
421 Mus musculus Q8R081 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L Hnrnpl
422 Mus musculus Q9DOE1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M Hnrnpm
423 Homo sapiens 043390 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R HNRNPR
424 Mus musculus Q8VEKS3 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U Hnrnpu
425 Mus musculus QOO0PI9 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2 Hnrnpul2
426 Mus musculus Q3TEAS8 Heterochromatin protein 1-binding protein 3 Hplbp3
427 Homo sapiens P84074 Neuron-specific calcium-binding protein hippocalcin HPCA
428 Mus musculus P00493 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase Hprtl
429 Mus musculus Q61411 GTPase HRas Hras
430 Mus musculus 008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 Hsd17b10
431 Mus musculus 070503 Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase Hsd17b12
432 Mus musculus Q8BTX9 Inactive hydroxysteroid dehydrogenase-like protein 1 Hsdl1l
433 Mus musculus P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha Hsp90aal
434 Mus musculus P11499 Heat shock protein HSP 90-beta Hsp90abl
435 Homo sapiens Q58FF8 Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 HSP90AB2P
436 Mus musculus P08113 Endoplasmin Hsp90b1
437 Mus musculus Q8K0oU4 Heat shock 70 kDa protein 12A Hspal2a
438 Mus musculus Q61696 Heat shock 70 kDa protein 1A Hspala
439 Homo sapiens PODMV9 Heat shock 70 kDa protein 1B HSPA1B
440 Mus musculus P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like Hspall
441 Mus musculus Q61316 Heat shock 70 kDa protein 4 Hspa4
442 Mus musculus P48722 Heat shock 70 kDa protein 4L Hspa4l
443 Mus musculus P20029 78 kDa glucose-regulated protein Hspab
444 Homo sapiens P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 HSPAG6
445 Mus musculus P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8
446 Mus musculus P38647 Stress-70 protein, mitochondrial Hspa9
447 Mus musculus P63038 60 kDa heat shock protein, mitochondrial Hspdl
448 Mus musculus Q64433 10 kDa heat shock protein, mitochondrial Hspel
449 Mus musculus Q05793 Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein Hspg2
450 Mus musculus Q8BGCO HIV Tat-specific factor 1 homolog Htatsfl
451 Mus musculus Q9JKR6 Hypoxia up-regulated protein 1 Hyoul
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452 Mus musculus Q8BI1J6 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial lars2
453 Mus musculus 088844 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic Idhl
454 Mus musculus P54071 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial Idh2
455 Mus musculus Q9D6R2 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial Idh3a
456 Homo sapiens 043837 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit beta, mitochondrial IDH3B
457 Mus musculus P70404 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma 1, mitochondrial 1dh3g
458 Mus musculus Q9CR20 Immediate early response 3-interacting protein 1 ler3ipl
459 Homo sapiens P01876 Ig alpha-1 chain C region IGHAL
460 Homo sapiens PODOX5 Ilg gamma-1 chain C region IGHG1
461 Homo sapiens P01591 Immunoglobulin J chain 1GJ
462 Homo sapiens P01834 Ig kappa chain C region IGKC
463 Homo sapiens PODOY3 Ig lambda-6 chain C region IGLC6
464 Mus musculus Q8R366 Immunoglobulin superfamily member 8 1gsf8
465 Mus musculus QICXY6 Interleukin enhancer-binding factor 2 1If2
466 Homo sapiens Q13418 Integrin-linked protein kinase ILK
467 Mus musculus Q8CAQ8 MICOS complex subunit Mic60 Immt
468 Mus musculus 055023 Inositol monophosphatase 1 Impal
469 Mus musculus P50096 Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 1 Impdhl1
470 Mus musculus Q8R1WS Interphotoreceptor matrix proteoglycan 1 Impg1l
471 Mus musculus Q80XH2 Interphotoreceptor matrix proteoglycan 2 Impg2
472 Mus musculus P49442 Inositol polyphosphate 1-phosphatase Inppl
473 Mus musculus Q8BKC5 Importin-5 Ipo5
474 Mus musculus Q9EPLS Importin-7 Ipo7
475 Mus musculus P85094 Isochorismatase domain-containing protein 2A, mitochondrial Isoc2a
476 Mus musculus Q9D3R6 Katanin p60 ATPase-containing subunit A-like 2 Katnal2
477 Mus musculus Q03717 Potassium voltage-gated channel subfamily B member 1 Kcnbl
478 Mus musculus pP28738 Kinesin heavy chain isoform 5C Kif5¢c
479 Mus musculus P70168 Importin subunit beta-1 Kpnbl
480 Homo sapiens P01116 GTPase KRas KRAS
481 Homo sapiens P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 KRT1
482 Homo sapiens P04259 Keratin, type Il cytoskeletal 6B KRT6B
483 Mus musculus Q3uUv17 Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral Krt76
484 Mus musculus QB8CF66 Ragulator complex protein LAMTOR4 Lamtor4
485 Mus musculus Q9JJK2 LanC-like protein 2 Lancl2
486 Mus musculus P06151 L-lactate dehydrogenase A chain Ldha
487 Mus musculus P16125 L-lactate dehydrogenase B chain Ldhb
488 Mus musculus Q8VED9 Galectin-related protein Lgalsl
489 Homo sapiens QINUP9 Protein lin-7 homolog C LIN7C
490 Mus musculus P14733 Lamin-B1 Lmnbl
491 Homo sapiens 095490 Latrophilin-2 LPHN2
492 Mus musculus Q6PB66 Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial Lrpprc
493 Mus musculus Q92208 Leucine-rich repeat-containing protein 59 Lrrc59
494 Mus musculus Q8BLK3 Limbic system-associated membrane protein Lsamp
495 Mus musculus P62322 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm5 Lsm5
496 Mus musculus P24527 Leukotriene A-4 hydrolase Ltadh
497 Homo sapiens P02788 Lactotransferrin LTF
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498 Homo sapiens P61626 Lysozyme C LYZ
499 Mus musculus P17897 Lysozyme C-1 Lyz1
500 Homo sapiens P61326 Protein mago nashi homolog MAGOH
501 Mus musculus Q9CQL1 Protein mago nashi homolog 2 Magohb
502 Mus musculus P14873 Microtubule-associated protein 1B Maplb
503 Mus musculus Q6PER3 Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 Mapre3
504 Mus musculus Q8K310 Matrin-3 Matr3
505 Mus musculus P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic Mdhl
506 Mus musculus P08249 Malate dehydrogenase, mitochondrial Mdh2
507 Mus musculus P06801 NADP-dependent malic enzyme Mel
508 Mus musculus Q99KE1 NAD-dependent malic enzyme, mitochondrial Me2
509 Mus musculus Q9CQLO Protein N-lysine methyltransferase METTL21A Mettl21A
510 Mus musculus Q8V164 Protein MGARP Mgarp
511 Mus musculus 035678 Monoglyceride lipase Mgll
512 Mus musculus P34884 Macrophage migration inhibitory factor Mif
513 Mus musculus Q7TNS2 MICOS complex subunit Mic10 Minos1
514 Mus musculus P56379 6.8 kDa mitochondrial proteolipid Mp68
515 Mus musculus P63030 Mitochondrial pyruvate carrier 1 Mpcl
516 Mus musculus Q9R0Q9 Mannose-P-dolichol utilization defect 1 protein Mpdul
517 Mus musculus Q9WV34 MAGUK p55 subfamily member 2 Mpp2
518 Mus musculus Q6P7F1 MAGUK p55 subfamily member 4 Mpp4
519 Homo sapiens Q9UKD2 MRNA turnover protein 4 homolog MRTO4
520 Mus musculus Q61474 RNA-binding protein Musashi homolog 1 Msil
521 Mus musculus Q920Q6 RNA-binding protein Musashi homolog 2 Msi2
522 Mus musculus P03930 ATP synthase protein 8 Mtatp8
523 Mus musculus Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2 Mtch2
524 Homo sapiens Q9Y4B5 Microtubule cross-linking factor 1 MTCL1
525 Mus musculus P00405 Cytochrome c oxidase subunit 2 Mtco2
526 Mus musculus P00158 Cytochrome b Mt-Cyb
527 Mus musculus P03899 NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 3 Mtnd3
528 Mus musculus P62774 Myotrophin Mtpn
529 Mus musculus 088441 Metaxin-2 Mtx2
530 Homo sapiens Q7Z5P9 Mucin-19 MUC19
531 Homo sapiens Q9HC84 Mucin-5B MUC5B
532 Mus musculus Q8C854 Myelin expression factor 2 Myef2
533 Mus musculus Q61879 Myosin-10 Myh10
534 Mus musculus 008638 Myosin-11 Myh11
535 Mus musculus Q60605 Myosin light polypeptide 6 Myl6
536 Mus musculus Q99104 Unconventional myosin-Va Myo5a
537 Mus musculus Q64331 Unconventional myosin-VI Myo6
538 Homo sapiens P15173 Myogenin MYOG
539 Mus musculus Q8C5H8 NAD kinase 2, mitochondrial Nadk2
540 Mus musculus P28656 Nucleosome assembly protein 1-like 1 Naplll
541 Mus musculus Q78ZA7 Nucleosome assembly protein 1-like 4 Nap1i4
542 Mus musculus Q9DB05 Alpha-soluble NSF attachment protein Napa
543 Mus musculus Q8BP47 Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic Nars
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544 Homo sapiens Q6ZNJ1 Neurobeachin-like protein 2 NBEAL2
545 Mus musculus Q91X97 Neurocalcin-delta Ncald
546 Mus musculus P13595 Neural cell adhesion molecule 1 Ncaml
547 Mus musculus 035136 Neural cell adhesion molecule 2 Ncam?2
548 Mus musculus Q9Z0EO Neurochondrin Ncdn
549 Mus musculus P09405 Nucleolin Ncl
550 Homo sapiens Q9Y618 Nuclear receptor corepressor 2 NCOR2
551 Mus musculus Q9QYGO Protein NDRG2 Ndrg2
552 Mus musculus Q99LC3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mitochondrial Ndufal0
553 Mus musculus Q9D8B4 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11 Ndufall
554 Mus musculus Q7TMF3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 12 Ndufal2
555 Mus musculus Q9ERS2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 Ndufal3
556 Mus musculus Q9CQ75 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2 Ndufa2
557 Mus musculus Q62425 Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4 Ndufa4
558 Mus musculus Q9CQZ5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 6 Ndufa6
559 Mus musculus Q9DCJI5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 8 Ndufa8
560 Mus musculus Q9DC69 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mitochondrial Ndufa9
561 Mus musculus QI9CR21 Acyl carrier protein, mitochondrial Ndufabl
562 Mus musculus PODN34 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 1 Ndufbl
563 Mus musculus Q9DCS9 NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 beta subcomplex subunit 10 Ndufb10
564 Mus musculus Q9CPU2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 2, mitochondrial Ndufb2
565 Mus musculus Q9CQC7 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 4 Ndufb4
566 Mus musculus Q9CQH3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 5, mitochondrial Ndufb5
567 Mus musculus Q3UIU2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 6 Ndufb6
568 Mus musculus QI9CR61 NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 beta subcomplex subunit 7 Ndufb7
569 Mus musculus Q9D6J5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial Ndufb8
570 Mus musculus Q9CQJ8 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9 Ndufb9
571 Mus musculus Q9CQ54 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit C2 Ndufc2
572 Mus musculus Q91VvD9 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial Ndufsl
573 Mus musculus Q91WD5 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mitochondrial Ndufs2
574 Mus musculus QIDCT2 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mitochondrial Ndufs3
575 Mus musculus Q8K3J1 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mitochondrial Ndufs8
576 Mus musculus Q91YTO NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mitochondrial Ndufvl
577 Mus musculus Q9D6J6 NADH dehydrogenase [ubiguinone] flavoprotein 2, mitochondrial Ndufv2
578 Homo sapiens P20929 Nebulin NEB
579 Mus musculus Q80724 Neuronal growth regulator 1 Negrl
580 Mus musculus P51954 Serine/threonine-protein kinase Nekl Nekl
581 Mus musculus Q04690 Neurofibromin Nfl
582 Mus musculus 055125 Protein NipSnap homolog 1 Nipsnapl
583 Mus musculus P15532 Nucleoside diphosphate kinase A Nmel
584 Homo sapiens P22392 Nucleoside diphosphate kinase B NME2
585 Mus musculus Q9ID671 Nucleolar protein 56 Nop56
586 Mus musculus Q6DFW4 Nucleolar protein 58 Nop58
587 Mus musculus Q11011 Puromycin-sensitive aminopeptidase Npepps
588 Mus musculus Q61937 Nucleophosmin Npm1l
589 Mus musculus P97300 Neuroplastin Nptn
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590 Mus musculus P46460 Vesicle-fusing ATPase Nsf
591 Mus musculus Q61503 5-nucleotidase Nt5e
592 Mus musculus Q99PJ0 Neurotrimin Ntm
593 Mus musculus Q3uU2v3 8-0x0-dGDP phosphatase NUDT18 Nudt18
594 Mus musculus P29758 Ornithine aminotransferase, mitochondrial Oat
595 Mus musculus Q60597 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial Ogdh
596 Mus musculus 035599 Medium-wave-sensitive opsin 1 Opnlmw
597 Mus musculus P51491 Short-wave-sensitive opsin 1 Opnlsw
598 Mus musculus Q78XF5 Oligosaccharyltransferase complex subunit OSTC Ostc
599 Mus musculus Q9D0OK2 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1, mitochondrial Oxctl
600 Mus musculus P09103 Protein disulfide-isomerase P4hb
601 Mus musculus Q61206 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta Pafah1b2
602 Mus musculus Q61205 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma Pafah1b3
603 Mus musculus Q9IDCL9 Multifunctional protein ADE2 Paics
604 Mus musculus Q99LX0 Protein deglycase DJ-1 Park7
605 Mus musculus Q8BZ20 Poly [ADP-ribose] polymerase 12 Parp12
606 Mus musculus P60335 Poly(rC)-binding protein 1 Pcbpl
607 Mus musculus Q61990 Poly(rC)-binding protein 2 Pcbp2
608 Mus musculus P57722 Poly(rC)-binding protein 3 Pcbp3
609 Homo sapiens 060330 Protocadherin gamma-A12 PCDHGA12
610 Mus musculus Q9CQF9 Prenylcysteine oxidase Pcyox1
611 Mus musculus Q90QWO08 Phosducin Pdc
612 Mus musculus P27664 Rod cGMP-specific 3,5-cyclic phosphodiesterase subunit alpha Pde6a
613 Mus musculus P23440 Rod cGMP-specific 3,5-cyclic phosphodiesterase subunit beta Pde6b
614 Mus musculus 055057 Retinal rod rhodopsin-sensitive cGMP 3,5-cyclic phosphodiesterase subunit delta Pde6d
615 Mus musculus P09174 Retinal rod rhodopsin-sensitive cGMP 3,5-cyclic phosphodiesterase subunit gamma Pde6g
616 Mus musculus P35486 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mitochondrial Pdhal
617 Mus musculus Q9D051 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial Pdhb
618 Mus musculus pP27773 Protein disulfide-isomerase A3 Pdia3
619 Mus musculus Q922R8 Protein disulfide-isomerase A6 Pdia6
620 Mus musculus Q8K183 Pyridoxal kinase Pdxk
621 Mus musculus P60487 Pyridoxal phosphate phosphatase Pdxp
622 Mus musculus Q62048 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 Peal5
623 Mus musculus P70296 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 Pebpl
624 Mus musculus Q5SURO Phosphoribosylformylglycinamidine synthase Pfas
625 Mus musculus P12382 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type Pkl
626 Mus musculus P47857 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type Pfkm
627 Mus musculus Q9WUA3 | ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type Pfkp
628 Mus musculus P62962 Profilin-1 Pfnl
629 Mus musculus Q9JJIV2 Profilin-2 Pfn2
630 Mus musculus Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 Pgaml
631 Mus musculus Q9DCDO 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating Pgd
632 Mus musculus P09411 Phosphoglycerate kinase 1 Pgkl
633 Mus musculus Q9D0OF9 Phosphoglucomutase-1 Pgmi
634 Mus musculus Q8CAA7 Glucose 1,6-bisphosphate synthase Pgm2I1
635 Mus musculus 055022 Membrane-associated progesterone receptor component 1 Pgrmcl
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636 Mus musculus P67778 Prohibitin Phb
637 Mus musculus 035129 Prohibitin-2 Phb2
638 Mus musculus Q9DAK9 14 kDa phosphohistidine phosphatase Phptl
639 Homo sapiens P01833 Polymeric immunoglobulin receptor PIGR
640 Homo sapiens 000459 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta PIK3R2
641 Mus musculus P53810 Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform Pitpna
642 Mus musculus P52480 Pyruvate kinase PKM Pkm
643 Mus musculus Q9D819 Inorganic pyrophosphatase Ppal
644 Homo sapiens Q96CD2 Phosphopantothenoylcysteine decarboxylase PPCDC
645 Mus musculus Q9CR37 Pancreatic progenitor cell differentiation and proliferation factor Ppdpf
646 Mus musculus P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia
647 Mus musculus P24369 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B Ppib
648 Mus musculus Q9CR16 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D Ppid
649 Mus musculus Q8BVQ5 Protein phosphatase methylesterase 1 Ppmel
650 Mus musculus P63087 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit Ppplcc
651 Homo sapiens Q15435 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 PPP1R7
652 Mus musculus Q3UM45 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 Ppplr7
653 Mus musculus P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform Ppp2ca
654 Mus musculus Q76MZ3 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform Ppp2rla
655 Mus musculus Q6ZWR4 | Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B beta isoform Ppp2r2b
656 Mus musculus P35700 Peroxiredoxin-1 Prdx1
657 Mus musculus Q61171 Peroxiredoxin-2 Prdx2
658 Mus musculus P20108 Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial Prdx3
659 Mus musculus 008807 Peroxiredoxin-4 Prdx4
660 Mus musculus P99029 Peroxiredoxin-5, mitochondrial Prdx5
661 Mus musculus 008709 Peroxiredoxin-6 Prdx6
662 Homo sapiens P13727 Bone marrow proteoglycan PRG2
663 Mus musculus P05132 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha Prkaca
664 Mus musculus P68181 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit beta Prkacb
665 Mus musculus P12367 cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha regulatory subunit Prkar2a
666 Mus musculus P31324 cAMP-dependent protein kinase type |l-beta regulatory subunit Prkar2b
667 Homo sapiens P17252 Protein kinase C alpha type PRKCA
668 Mus musculus P68404 Protein kinase C beta type Prkcb
669 Mus musculus 054990 Prominin-1 Prom1
670 Mus musculus Q99PVO Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 Prpf8
671 Mus musculus P15499 Peripherin-2 Prph2
672 Mus musculus Q8R574 Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 Prpsap2
673 Mus musculus Q61207 Prosaposin Psap
674 Mus musculus Q99JF8 PC4 and SFRS1-interacting protein Psip1
675 Mus musculus P49722 Proteasome subunit alpha type-2 Psma2
676 Mus musculus 070435 Proteasome subunit alpha type-3 Psma3
677 Mus musculus Q9R1PO Proteasome subunit alpha type-4 Psma4
678 Mus musculus Q9QUM9 Proteasome subunit alpha type-6 Psma6
679 Mus musculus Q9z2U0 Proteasome subunit alpha type-7 Psma7
680 Mus musculus 009061 Proteasome subunit beta type-1 Psmbl
681 Mus musculus Q9R1P3 Proteasome subunit beta type-2 Psmb2
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682 Mus musculus Q9R1P1 Proteasome subunit beta type-3 Psmb3
683 Mus musculus 055234 Proteasome subunit beta type-5 Psmb5
684 Mus musculus Q60692 Proteasome subunit beta type-6 Psmb6
685 Mus musculus P54775 26S protease regulatory subunit 6B Psmc4
686 Mus musculus P62334 26S protease regulatory subunit 10B Psmc6
687 Mus musculus Q3TXS7 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 Psmd1
688 Mus musculus Q8BG32 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 Psmdil
689 Mus musculus Q8VDM4 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 Psmd2
690 Mus musculus P14685 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 Psmd3
691 Mus musculus Q99J14 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6 Psmd6
692 Mus musculus P26516 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 Psmd7
693 Mus musculus Q9ICX56 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8 Psmd8
694 Mus musculus Q91731 Polypyrimidine tract-binding protein 2 Ptbp2
695 Mus musculus Q8BWMO | Prostaglandin E synthase 2 Ptges2
696 Mus musculus Q9R0Q7 Prostaglandin E synthase 3 Ptges3
697 Mus musculus P26350 Prothymosin alpha Ptma
698 Mus musculus Q9D0J8 Parathymosin Ptms
699 Mus musculus Q8R2Y8 Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial Ptrh2
700 Mus musculus P42669 Transcriptional activator protein Pur-alpha Pura
701 Mus musculus 035295 Transcriptional activator protein Pur-beta Purb
702 Mus musculus Q8CI94 Glycogen phosphorylase, brain form Pygb
703 Mus musculus Q9WUB3 | Glycogen phosphorylase, muscle form Pygm
704 Mus musculus Q8BVI4 Dihydropteridine reductase Qdpr
705 Mus musculus P61027 Ras-related protein Rab-10 Rab10
706 Mus musculus P46638 Ras-related protein Rab-11B Rabl1b
707 Mus musculus Q91v41 Ras-related protein Rab-14 Rab14
708 Mus musculus P35293 Ras-related protein Rab-18 Rab18
709 Mus musculus P62821 Ras-related protein Rab-1A RablA
710 Mus musculus Q9D1G1 Ras-related protein Rab-1B Rablb
711 Mus musculus P53994 Ras-related protein Rab-2A Rab2a
712 Mus musculus P63011 Ras-related protein Rab-3A Rab3a
713 Mus musculus P35276 Ras-related protein Rab-3D Rab3d
714 Mus musculus Q9CQD1 Ras-related protein Rab-5A Rab5a
715 Homo sapiens P61020 Ras-related protein Rab-5B RAB5B
716 Mus musculus P61294 Ras-related protein Rab-6B Rab6b
717 Mus musculus P51150 Ras-related protein Rab-7a Rab7a
718 Mus musculus P55258 Ras-related protein Rab-8A Rab8a
719 Homo sapiens P63000 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 RAC1
720 Mus musculus Q05144 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 Rac2
721 Mus musculus P63321 Ras-related protein Ral-A Rala
722 Mus musculus P62827 GTP-binding nuclear protein Ran Ran
723 Mus musculus P34022 Ran-specific GTPase-activating protein Ranbpl
724 Homo sapiens P62834 Ras-related protein Rap-1A RAP1A
725 Mus musculus Q99J16 Ras-related protein Rap-1b Raplb
726 Mus musculus Q3U186 Probable arginine--tRNA ligase, mitochondrial Rars2
727 Mus musculus Q8VH51 RNA-binding protein 39 Rbm39
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728 Mus musculus P49194 Retinol-binding protein 3 Rbp3
729 Mus musculus Q8BP92 Reticulocalbin-2 Rcn2
730 Mus musculus P34057 Recoverin Rcvrn
731 Mus musculus Q8BYK4 Retinol dehydrogenase 12 Rdh12
732 Homo sapiens Q9HBH5 Retinol dehydrogenase 14 RDH14
733 Mus musculus Q9JIM62 Receptor expression-enhancing protein 6 Reep6
734 Mus musculus 054828 Regulator of G-protein signaling 9 Rgs9
735 Mus musculus P15409 Rhodopsin Rho
736 Mus musculus QoQuUI0 Transforming protein RhoA Rhoa
737 Mus musculus Q8BG51 Mitochondrial Rho GTPase 1 Rhot1
738 Mus musculus Q8JZN7 Mitochondrial Rho GTPase 2 Rhot2
739 Mus musculus Q97275 Retinaldehyde-binding protein 1 Ribpl
740 Mus musculus Q99M28 RNA-binding protein with serine-rich domain 1 Rnps1
741 Mus musculus Q3TDK6 Protein rogdi homolog Rogdi
742 Mus musculus P32958 Rod outer segment membrane protein 1 Roml
743 Mus musculus P53026 60S ribosomal protein L10a Rpl10a
744 Mus musculus QI9CXW4 | 60S ribosomal protein L11 Rpl11
745 Mus musculus P35979 60S ribosomal protein L12 Rpl12
746 Mus musculus P47963 60S ribosomal protein L13 Rpl13
747 Mus musculus Q9CR57 60S ribosomal protein L14 Rpl14
748 Mus musculus Q9CZM2 60S ribosomal protein L15 Rpl15
749 Mus musculus P35980 60S ribosomal protein L18 Rpl18
750 Mus musculus P62717 60S ribosomal protein L18a Rpl18a
751 Mus musculus P67984 60S ribosomal protein L22 Rpl22
752 Mus musculus P62830 60S ribosomal protein L23 Rpl23
753 Mus musculus P62751 60S ribosomal protein L23a Rpl23a
754 Mus musculus Q8BP67 60S ribosomal protein L24 Rpl24
755 Mus musculus P61358 60S ribosomal protein L27 Rpl27
756 Mus musculus P62889 60S ribosomal protein L30 Rpl30
757 Mus musculus P62900 60S ribosomal protein L31 Rpl31
758 Mus musculus Q6ZWV7 | 60S ribosomal protein L35 Rpl35
759 Mus musculus Q9JJI18 60S ribosomal protein L38 Rpl38
760 Mus musculus Q9D8E6 60S ribosomal protein L4 Rpl4
761 Mus musculus P47911 60S ribosomal protein L6 Rpl6
762 Mus musculus P14148 60S ribosomal protein L7 Rpl7
763 Mus musculus P12970 60S ribosomal protein L7a Rpl7a
764 Mus musculus P51410 60S ribosomal protein L9 Rpl9
765 Mus musculus P14869 60S acidic ribosomal protein PO Rplp0
766 Homo sapiens Q8NHWS5 | 60S acidic ribosomal protein PO-like RPLPOP6
767 Mus musculus P47955 60S acidic ribosomal protein P1 Rplpl
768 Mus musculus P99027 60S acidic ribosomal protein P2 Rplp2
769 Mus musculus Q91YQ5 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 Rpnl
770 Mus musculus Q9DBG6 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 Rpn2
771 Mus musculus P63325 40S ribosomal protein S10 Rps10
772 Mus musculus P62281 40S ribosomal protein S11 Rpsll
773 Mus musculus P62301 40S ribosomal protein S13 Rps13
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774 Mus musculus P62245 40S ribosomal protein S15a Rpsl5a
775 Mus musculus P14131 40S ribosomal protein S16 Rps16
776 Mus musculus P62270 40S ribosomal protein S18 Rps18
777 Mus musculus P25444 40S ribosomal protein S2 Rps2
778 Mus musculus P60867 40S ribosomal protein S20 Rps20
779 Mus musculus P62267 40S ribosomal protein S23 Rps23
780 Mus musculus P62849 40S ribosomal protein S24 Rps24
781 Mus musculus P62855 40S ribosomal protein S26 Rps26
782 Mus musculus Q6ZWU9 | 40S ribosomal protein S27 Rps27
783 Mus musculus P62908 40S ribosomal protein S3 Rps3
784 Mus musculus P97351 40S ribosomal protein S3a Rps3a
785 Mus musculus P62702 40S ribosomal protein S4, X isoform Rps4x
786 Homo sapiens P46782 40S ribosomal protein S5 RPS5
787 Mus musculus P62754 40S ribosomal protein S6 Rps6
788 Mus musculus P62082 40S ribosomal protein S7 Rps7
789 Mus musculus P62242 40S ribosomal protein S8 Rps8
790 Mus musculus Q6ZWN5 | 40S ribosomal protein S9 Rps9
791 Homo sapiens Q9HB90 Ras-related GTP-binding protein C RRAGC
792 Mus musculus Q9z1L4 Retinoschisin Rsl
793 Mus musculus Q8KOTO Reticulon-1 Rtnl
794 Mus musculus Q9ES97 Reticulon-3 Rtn3
795 Mus musculus Q99P72 Reticulon-4 Rtn4
796 Mus musculus Q9CQES8 UPF0568 protein C140rf166 homolog Rtraf
797 Homo sapiens P05109 Protein S100-A8 S100A8
798 Mus musculus P20443 S-arrestin Sag
799 Mus musculus Q8BGH2 Sorting and assembly machinery component 50 homolog Samm50
800 Homo sapiens Q9UL12 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial SARDH
801 Mus musculus Q9JKD3 Secretory carrier-associated membrane protein 5 Scamp5
802 Mus musculus Q91WD9 | Secretagogin Scgn
803 Mus musculus Q8K2B3 Succinate dehydrogenase [ubiguinone] flavoprotein subunit, mitochondrial Sdha
804 Mus musculus Q9CQA3 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial Sdhb
805 Mus musculus Q9CZB0 Succinate dehydrogenase cytochrome b560 subunit, mitochondrial Sdhc
806 Mus musculus QICXV1 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] cytochrome b small subunit, mitochondrial Sdhd
807 Mus musculus 008547 Vesicle-trafficking protein SEC22b Sec22b
808 Mus musculus Q9CQS8 Protein transport protein Sec61 subunit beta Sec61b
809 Homo sapiens P04279 Semenogelin-1 SEMG1
810 Homo sapiens Q02383 Semenogelin-2 SEMG2
811 Mus musculus Q972Q6 Septin-5 Sept5
812 Mus musculus 055131 Septin-7 Sept7
813 Mus musculus Q9EQU5 Protein SET Set
814 Mus musculus Q99NB9 Splicing factor 3B subunit 1 Sf3bl
815 Mus musculus Q921M3 Splicing factor 3B subunit 3 Sf3b3
816 Mus musculus 070456 14-3-3 protein sigma Sfn
817 Mus musculus Q8V1J6 Splicing factor, proline- and glutamine-rich Sfpg
818 Mus musculus Q91V61 Sideroflexin-3 Sfxn3
819 Mus musculus Q925N0 Sideroflexin-5 Sfxn5
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820 Mus musculus Q8BG73 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 2 Sh3bgrl2
821 Mus musculus Q62420 Endophilin-Al Sh3gl2
822 Mus musculus QIWTX5 S-phase kinase-associated protein 1 Skpl
823 Mus musculus Q91VvV14 Solute carrier family 12 member 5 Slc12a5
824 Mus musculus P53986 Monocarboxylate transporter 1 Sicl6al
825 Mus musculus P43006 Excitatory amino acid transporter 2 Sicla2
826 Mus musculus P56564 Excitatory amino acid transporter 1 Sicla3
827 Mus musculus QI9CR62 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein Slc25al11
828 Mus musculus Q8BH59 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl Slc25a12
829 Mus musculus Q90QXX4 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 Slc25a13
830 Mus musculus Q9D6M3 Mitochondrial glutamate carrier 1 Slc25a22
831 Mus musculus Q8VEMS8 Phosphate carrier protein, mitochondrial Slc25a3
832 Homo sapiens Q9HOC2 ADP/ATP translocase 4 SLC25A31
833 Mus musculus P48962 ADP/ATP translocase 1 Slc25a4
834 Mus musculus P51881 ADP/ATP translocase 2 Slc25a5
835 Homo sapiens P12236 ADP/ATP translocase 3 SLC25A6
836 Mus musculus P17809 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 Slc2al
837 Mus musculus 035633 Vesicular inhibitory amino acid transporter Sic32al
838 Mus musculus Q9DCP2 Sodium-coupled neutral amino acid transporter 3 Slc38a3
839 Mus musculus P10852 4F2 cell-surface antigen heavy chain Slc3a2
840 Mus musculus P31648 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1 Slc6al
841 Mus musculus P31650 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 Slc6all
842 Mus musculus Q810C1 SLIT and NTRK-like protein 1 Slitrk1
843 Mus musculus Q91ZW3 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A member 5 Smarcab
844 Homo sapiens Q96SB8 Structural maintenance of chromosomes protein 6 SMC6
845 Mus musculus P60879 Synaptosomal-associated protein 25 Snap25
846 Mus musculus Q61548 Clathrin coat assembly protein AP180 Snap9l
847 Mus musculus Q91773 Beta-synuclein Sncb
848 Mus musculus Q6P4T2 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase Snrnp200
849 Mus musculus P27048 Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein B Snrpb
850 Mus musculus P62315 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 Snrpd1
851 Mus musculus P62317 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 Snrpd2
852 Mus musculus P62320 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 Snrpd3
853 Mus musculus P62305 Small nuclear ribonucleoprotein E Snrpe
854 Mus musculus P62307 Small nuclear ribonucleoprotein F Snrpf
855 Mus musculus P62309 Small nuclear ribonucleoprotein G Snrpg
856 Homo sapiens P63162 Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N SNRPN
857 Mus musculus P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] Sodl
858 Mus musculus P09671 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial Sod2
859 Homo sapiens Q96J17 Spatacsin SPG11
860 Mus musculus Q64105 Sepiapterin reductase Spr
861 Mus musculus P16546 Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 Sptanl
862 Mus musculus Q62261 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 Sptbnl
863 Mus musculus Q52KI8 Serine/arginine repetitive matrix protein 1 Srrm1l
864 Homo sapiens ABNNA2 Serine/arginine repetitive matrix protein 3 SRRM3
865 Mus musculus Q6PDM2 Serine/arginine-rich splicing factor 1 Srsfl
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866 Mus musculus Q62093 Serine/arginine-rich splicing factor 2 Srsf2
867 Mus musculus P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 Srsf3
868 Mus musculus Q8VE97 Serine/arginine-rich splicing factor 4 Srsf4
869 Homo sapiens Q13247 Serine/arginine-rich splicing factor 6 SRSF6
870 Mus musculus Q8BL97 Serine/arginine-rich splicing factor 7 Srsf7
871 Mus musculus P32067 Lupus La protein homolog Ssh
872 Mus musculus Q62186 Translocon-associated protein subunit delta Ssr4
873 Mus musculus Q08943 FACT complex subunit SSRP1 Ssrpl
874 Mus musculus Q99JB2 Stomatin-like protein 2, mitochondrial Stoml|2
875 Mus musculus Q91WM1 | Spermatid perinuclear RNA-binding protein Strbp
876 Mus musculus P61264 Syntaxin-1B Stx1b
877 Mus musculus Q64704 Syntaxin-3 Stx3
878 Mus musculus 008599 Syntaxin-binding protein 1 Stxbpl
879 Mus musculus Q97219 Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mitochondrial Sucla2
880 Mus musculus Q9WUMS | Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha, mitochondrial Suclgl
881 Homo sapiens Q96199 Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, mitochondrial SUCLG2
882 Mus musculus Q9JIS5 Synaptic vesicle glycoprotein 2A Sv2a
883 Mus musculus Q8BG39 Synaptic vesicle glycoprotein 2B Sv2b
884 Mus musculus Q7TMK9 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q Syncrip
885 Mus musculus 055100 Synaptogyrin-1 Syngrl
886 Mus musculus Q8CHC4 Synaptojanin-1 Synjl
887 Mus musculus Q8BGN8 Synaptoporin Synpr
888 Mus musculus Q62277 Synaptophysin Syp
889 Mus musculus P46096 Synaptotagmin-1 Sytl
890 Mus musculus Q9R10Q8 Transgelin-3 TagIn3
891 Mus musculus Q93092 Transaldolase Taldol
892 Mus musculus Q921F2 TAR DNA-binding protein 43 Tardbp
893 Mus musculus P11983 T-complex protein 1 subunit alpha Tcpl
894 Mus musculus Q92111 Serotransferrin Tf
895 Mus musculus Q62351 Transferrin receptor protein 1 Tfrc
896 Mus musculus Q8C1A5 Thimet oligopeptidase Thopl
897 Mus musculus Q56976 Thyroid hormone receptor-associated protein 3 Thrap3
898 Mus musculus P01831 Thy-1 membrane glycoprotein Thyl
899 Mus musculus 035857 Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM44 Timm44
900 Mus musculus P40142 Transketolase Tkt
901 Mus musculus Q9D1D4 Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 Tmed10
902 Mus musculus Q3UBX0 Transmembrane protein 109 Tmem109
903 Mus musculus Q9CQN6 Transmembrane protein 14C Tmeml4c
904 Mus musculus Q5F285 Transmembrane protein 256 Tmem256
905 Mus musculus Q9CR67 Transmembrane protein 33 Tmem33
906 Mus musculus Q4VAE3 Transmembrane protein 65 Tmem65
907 Homo sapiens Q7RTY8 Transmembrane protease serine 7 TMPRSS7
908 Mus musculus Q9D710 Thioredoxin-related transmembrane protein 2 Tmx2
909 Mus musculus Q8BFY9 Transportin-1 Tnpol
910 Mus musculus Q9CPQ3 Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog Tomm22
911 Mus musculus Q9CZW5 Mitochondrial import receptor subunit TOM70 Tomm?70a
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912 Mus musculus Q04750 DNA topoisomerase 1 Topl
913 Homo sapiens P11388 DNA topoisomerase 2-alpha TOP2A
914 Mus musculus Q64511 DNA topoisomerase 2-beta Top2b
915 Mus musculus ES5FYH1 Testis- and ovary-specific PAZ domain-containing protein 1 Topazl
916 Mus musculus P17751 Triosephosphate isomerase Tpil
917 Mus musculus Q7TQD2 Tubulin polymerization-promoting protein Tppp
918 Mus musculus P63028 Translationally-controlled tumor protein Tptl
919 Mus musculus Q6PFR5 Transformer-2 protein homolog alpha Tra2a
920 Homo sapiens | AOA075B6X5 | T cell receptor alpha variable 18 TRAV18
921 Mus musculus Q62318 Transcription intermediary factor 1-beta Trim28
922 Mus musculus Q62348 Translin Tsn
923 Mus musculus A2ASS6 Titin Ttn
924 Mus musculus P68369 Tubulin alpha-1A chain Tubala
925 Mus musculus P05213 Tubulin alpha-1B chain Tubalb
926 Mus musculus P68368 Tubulin alpha-4A chain Tubada
927 Homo sapiens P07437 Tubulin beta chain TUBB
928 Mus musculus Q7TMM9 Tubulin beta-2A chain Tubb2a
929 Mus musculus Q9CWF2 | Tubulin beta-2B chain Tubb2b
930 Mus musculus Q9ERD7 Tubulin beta-3 chain Tubb3
931 Mus musculus Q9D6F9 Tubulin beta-4A chain Tubb4a
932 Mus musculus P68372 Tubulin beta-4B chain Tubb4b
933 Mus musculus P99024 Tubulin beta-5 chain Tubb5
934 Mus musculus Q922F4 Tubulin beta-6 chain Tubb6
935 Homo sapiens Q3ZCM7 | Tubulin beta-8 chain TUBB8
936 Mus musculus Q8BFR5 Elongation factor Tu, mitochondrial Tufm
937 Mus musculus Q97273 Tubby-related protein 1 Tulpl
938 Mus musculus P10639 Thioredoxin Txn
939 Mus musculus Q8BGJ9 Splicing factor U2AF 26 kDa subunit U2afll4
940 Mus musculus Q02053 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Ubal
941 Mus musculus Q9Z1F9 SUMO-activating enzyme subunit 2 Uba2
942 Mus musculus P62984 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 Uba52
943 Mus musculus P68037 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 Ube2I3
944 Mus musculus P61089 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N Ube2n
945 Mus musculus Q6P5E4 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 Uggtl
946 Mus musculus Q9Z2R6 Protein unc-119 homolog A Uncl19
947 Homo sapiens A6NIH7 Protein unc-119 homolog B UNC119B
948 Mus musculus Q8R1I1 Cytochrome b-c1 complex subunit 9 Uqgcrl0
949 Mus musculus QICPX8 Cytochrome b-c1 complex subunit 10 Ugcrll
950 Mus musculus Q9ID855 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 Ugcrb
951 Mus musculus Q9CZ13 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial Ugcrcl
952 Mus musculus Q9DB77 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial Ugcrc2
953 Mus musculus Q9ICR68 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial Ugcrfsl
954 Mus musculus P99028 Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial Uqcrh
955 Mus musculus Q9CQ69 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 Ugcrg
956 Mus musculus Q78IK2 Up-regulated during skeletal muscle growth protein 5 Usmg5
957 Mus musculus P56399 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 Usp5
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958 Mus musculus P63044 Vesicle-associated membrane protein 2 Vamp?2
959 Mus musculus Q9WV55 | Vesicle-associated membrane protein-associated protein A Vapa
960 Homo sapiens 095292 Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C VAPB
961 Mus musculus Q9Z1Q9 Valine--tRNA ligase Vars
962 Mus musculus Q80TB8 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like Vatll
963 Mus musculus Q64727 Vinculin Vcl
964 Mus musculus Q01853 Transitional endoplasmic reticulum ATPase Vep
965 Mus musculus Q60932 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 Vdacl
966 Mus musculus Q60930 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 Vdac2
967 Mus musculus Q60931 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 Vdac3
968 Mus musculus P20152 Vimentin Vim
969 Mus musculus Q78T54 Vacuolar ATPase assembly integral membrane protein Vma21 Vma2l
970 Mus musculus Q9EQH3 Vacuolar protein sorting-associated protein 35 Vps35
971 Mus musculus P62761 Visinin-like protein 1 Vsnll
972 Mus musculus P32921 Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic Wars
973 Mus musculus QICYF5 Williams-Beuren syndrome chromosomal region 16 protein homolog Whbscrl6
974 Mus musculus 088342 WD repeat-containing protein 1 Wdrl
975 Mus musculus Q6P5F9 Exportin-1 Xpol
976 Mus musculus Q924C1 Exportin-5 Xpo5
977 Mus musculus Q91WQ3 | Tyrosine--tRNA ligase, cytoplasmic Yars
978 Mus musculus B2RR83 Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2 Ythdc2
979 Mus musculus Q9CQV8 14-3-3 protein beta/alpha Ywhab
980 Mus musculus P62259 14-3-3 protein epsilon Ywhae
981 Mus musculus P61982 14-3-3 protein gamma Ywhag
982 Mus musculus P68510 14-3-3 protein eta Ywhah
983 Mus musculus P68254 14-3-3 protein theta Ywhag
984 Mus musculus P63101 14-3-3 protein zeta/delta Ywhaz
985 Mus musculus Q5SS00 DBF4-type zinc finger-containing protein 2 homolog Zdbf2
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Tabelle 7: Auflistung der verwendeten MaxQuant-Parameter

Parameter Value
Version 1.6.1.0
Fixed modifications Carbamidomethyl (C)
Include contaminants True
PSM FDR 0,01
XPSM FDR 0,01
Protein FDR 0,01
Site FDR 0,01
Use Normalized Ratios For Occupancy True
Min. peptide Length 7

Min. score for unmodified peptides 0

Min. score for modified peptides 40
Min. delta score for unmodified peptides 0

Min. delta score for modified peptides 6

Min. unique peptides 0

Min. razor peptides 1

Min. peptides 1

Use only unmodified peptides and True

Madifications included in protein quantification

Oxidation (M);Acetyl (Protein N-term)

Peptides used for protein quantification

Razor

Discard unmodified counterpart peptides True
Label min. ratio count 2
Use delta score False
iBAQ True
iBAQ log fit True
Match between runs True
Matching time window [min] 5
Alignment time window [min] 20
Find dependent peptides False

Uniprot-reviewed, Homo sapiens; Date, 17 Oct

Fasta file 2018; Proteins listed, 20410

Fasta file Uniprot-revigwe_d, Mus musculus; Date, 17 Oct
2018; Proteins listed, 17001

Decoy mode revert

Include contaminants True

Advanced ratios True

Fixed andromeda index folder

Temporary folder

Combined folder location

Second peptides True

Stabilize large LFQ ratios True

Separate LFQ in parameter groups True

Require MS/MS for LFQ comparisons True

Calculate peak properties False

Main search max. combinations 200

Advanced site intensities True

LFQ norm for sites and peptides False

Write msScans table True

Write msmsScans table True

Write ms3Scans table True

Write allPeptides table True

Write mzRange table True

Write pasefMsmsScans table True

Write accumulatedPasefMsmsScans table True

Max. peptide mass [Da] 4600

Min. peptide length for unspecific search 8

Max. peptide length for unspecific search 25
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Razor protein FDR True
Disable MD5 False
Max mods in site table 3
Match unidentified features False
MS/MS tol. (FTMS) 20 ppm
Top MS/MS peaks per Da interval. (FTMS) 12
Da interval. (FTMS) 100
MS/MS deisotoping (FTMS) True
MS/MS deisotoping tolerance (FTMS) 7
MS/MS deisotoping tolerance unit (FTMS) ppm
MS/MS higher charges (FTMS) True
MS/MS water loss (FTMS) True
MS/MS ammonia loss (FTMS) True
MS/MS dependent losses (FTMS) True
MS/MS recalibration (FTMS) False
MS/MS tol. (ITMS) 0.5 Da
Top MS/MS peaks per Da interval. (ITMS) 8

Da interval. (ITMS) 100
MS/MS deisotoping (ITMS) False
MS/MS deisotoping tolerance (ITMS) 0,15
MS/MS deisotoping tolerance unit (ITMS) Da
MS/MS higher charges (ITMS) True
MS/MS water loss (ITMS) True
MS/MS ammonia loss (ITMS) True
MS/MS dependent losses (ITMS) True
MS/MS recalibration (ITMS) False
MS/MS tol. (TOF) 40 ppm
Top MS/MS peaks per Da interval. (TOF) 10
Da interval. (TOF) 100
MS/MS deisotoping (TOF) True
MS/MS deisotoping tolerance (TOF) 0,01
MS/MS deisotoping tolerance unit (TOF) Da
MS/MS higher charges (TOF) True
MS/MS water loss (TOF) True
MS/MS ammonia loss (TOF) True
MS/MS dependent losses (TOF) True
MS/MS recalibration (TOF) False
MS/MS tol. (Unknown) 0.5 Da
Top MS/MS peaks per Da interval. (Unknown) 8

Da interval. (Unknown) 100
MS/MS deisotoping (Unknown) False
MS/MS deisotoping tolerance (Unknown) 0,15
MS/MS deisotoping tolerance unit (Unknown) Da
MS/MS higher charges (Unknown) True
MS/MS water loss (Unknown) True
MS/MS ammonia loss (Unknown) True
MS/MS dependent losses (Unknown) True
MS/MS recalibration (Unknown) False
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