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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Anfinge und Problematik der Organtransplantation

Die erste erfolgreiche Transplantation eines menschlichen Organs, einer Niere, gelang 1954
Dr. Joseph Murray und Dr. John Merril in Boston. Spender und Empfinger waren die
eineiigen Zwillinge Ronald und Richard Herrick (Merrill et al. 1956). Fiir eine erfolgreiche
Transplantation zwischen genetisch unterschiedlichen Individuen brauchte es jedoch, um
eine AbstoBung seitens des Empfingers zu verhindern, eine effektive Immunsuppression.
Die subletale Ganzkorperbestrahlung der Transplantationspatienten erwies sich dafiir
ruckblickend als konzeptioneller Beweis (Linden 2009). Sie selbst stellte kein geeignetes
Mittel dar. In einer von Murray und Merril durchgefithrten Studie starben neun von zehn
bestrahlten Patienten innerhalb weniger Tage, jedoch nicht auf Grund einer

Abstofungsreaktion, sondern an den Folgen der Bestrahlung (Murray et al. 1960).

Zeitgleich erfolgte die Entdeckung gleich mehrerer Pharmaka als potenzielle
Immunsuppressiva. So vermeldeten Calne und Zukoski, dass eine Abstoungsreaktion bei
Nierentransplantationen in Hunden mit 6-Mercaptopurin verhindert werden konnte (Calne
1960; Zukoski et al. 1960). AuBerdem zeigten Cyclophosphamid und Methotrexat in
Kombination mit Prednison eine Verlingerung der abstoBungsfreien Uberlebenszeit nach
Nierentransplantation (Goodwin et al. 1963). Auch Prednison als Monotherapie konnte eine
AbstoBung hinauszogern (Zukoski et al. 1963). Hohe Dosen von 200 mg/d Prednison in
Kombination mit der dauerhaften Gabe von Azathioprin konnten gar eine Umkehrung der
AbstoBungsreaktion zeigen (Marchioro et al. 1964). Azathioprin gilt als prodrug und wird im
Korper zu 6-Mercaptopurin umgewandelt (Elion 1993). Diese Funde fihrten dazu, dass in
den Vereinigten Staaten von Amerika und Europa mehrere Transplantationszentren
eingerichtet wurden und die Organtransplantation Einzug hielt in die klinische Medizin
(Starzl 2001; Linden 2009).

Den  wichtigsten Schritt in der immunsuppressiven Pharmakotherapie  bei
Transplantationspatienten stellen die Einfihrung der Calcineurininhibitoren (CNI)
Cyclosporin A (CsA) in 1983, und spiter Tacrolimus (TAC), Anfang der 1990er Jahre, (s.a.
1.2 Calcineurininhibitoren) dar (Linden 2009). Unter Behandlung mit CNI wurde eine 1-
Jahresiiberlebensrate der Spenderniere von 89,5% in Nierentransplantationspatienten
beobachtet, gegentiber einer 1-Jahresiiberlebensrate von 50% in Patienten, die Azathioprin

als Immunsuppressivum erhielten (Rosenthal et al. 1983).

Heute ist die Organtransplantation und daraus resultierend die pharmakologische
Immunsuppression gingige klinische Praxis. So wurden seit 1963 in Deutschland 135.312

Organe transplantiert. In den Jahren 2012 bis 2017 waren es zwischen 2.765 und 3.706 pro
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Jahr (DSO Jahresbericht). Bei allen Patienten mit einem transplantierten Organ — z. B. der
Niere - ist lebenslang eine immunsuppressive Therapie indiziert (Kasiske et al. 2009). In 2017
enthielt diese immunsuppressive Therapie in den U.S.A. - nach Nierentransplantation - in
90,5 % der Fille einen Calcineurininhibitor (Hart et al. 2019).

1.2 Calcineurininhibitoren — Cyclosporin A und Tacrolimus

Calcineurin ist eine Serin-/Threoninphosphatase eukaryotischer Zellen, welche erstmals
Ende der 1970er Jahre beschrieben wurde (Wang und Desai 1976; Watterson und Vanaman
1976; Klee und Krinks 1978). Calcineurin, ein Heterodimer, setzt sich aus einer katalytischen
(Calcineurin A) und einer regulatorischen (Calcineurin B) Domine zusammen (Klee et al.
2006). Als Serin/Threoninphosphatase ist Calcineurin in diverse Signalwege innerhalb der
Zelle involviert, darunter die Aktivierung des Nuwclear Factor of Activated T-Cells (NFAT)
(Flanagan et al. 1991) und sukzessive die Bildung von Interleukin 2 (IL-2) in der zelluldren
Immunantwort (Shaw et al. 1988). IL-2 fihrt bei T-Zellen, die einen IL-2-Rezeptor
exprimieren, zur Proliferation (Schreier et al. 1980). Auf Grund dieser Eigenschaft wird IL-
2 auch als T-Zell-Wachstumsfaktor (#-ce// growth factor) bezeichnet. Calcineurin ist in seiner
Funktion abhingig von Ca** und Calmodulin (Klee et al. 1979). Mit Cyclosporin A (CsA)
und Tacrolimus (TAC) existieren zwei wirksame Inhibitoren von Calcineurin. Entdeckt
wurde CsA und seine immunsuppressiven Eigenschaften in einem Labor um F. Borel des
Pharmakonzerns Sandoz (heute Teil von Novartis) (Borel 1976). CsA, welches aus dem Pilz
Tohpocladinm inflatum Gams gewonnen wird, ist ein neutrales, lipophiles, zyklisches Peptid,
bestehend aus elf Aminosduren (AS) (Kahan 1989). Abbildung 1 zeigt seine chemische
Struktur.
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Abbildung 1: Chemische Struktur von Cyclosporin A

Seine immunsuppressive Wirkung entfaltet CsA indem es reversibel die von T-Zellen
vermittelte Immunantwort inhibiert (Borel 1976). Vorrangig ist hier die namensgebende

Inhibition von Calcineurin (s.0.). CsA bindet Immunophiline wie Cyclophilin [auch bekannt
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als Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase (PPI)] (Handschumacher et al. 1984) und zusammen
verhindern sie die Phosphataseaktivitit von Calcineurin (Liu et al. 1991). Das inhibierte
Calcineurin ist nicht langer in der LLage NFAT zu dephosphorylieren, was zur Folge hat, dass
NFAT nicht in den Nukleus transloziert (Flanagan et al. 1991). CsA inhibiert die Bildung
von IL-2 somit schon auf der Transkriptionsebene (Kronke et al. 1984; Herold et al. 1980).

Bei TAC, auch bekannt als FK506, handelt es sich um ein Makrolid, welches aus S#reptomyces
Tsuknbaensis 1soliert werden kann (Kino et al. 1987). Abbildung 2 zeigt seine chemische

Struktur.

HO

~

O/

Abbildung 2: Chemische Struktur von Tacrolimus

Wie CsA entfaltet TAC seine immunsuppressive Wirkung durch die Inhibition von Calci-
neurin. Es bindet dazu allerdings FK506 bindende Proteine (FKBP), welche, wie Cyclophilin,
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase-Aktivitit besitzt (Harding et al. 1989). TAC, FKBP12,
Calmodulin, Ca®* und Calcineurin formen einen Komplex, in welchem die
Phosphataseaktivitit des Calcineurin aufgehoben ist (Thomson et al. 1995). Abbildung 3
gibt eine Ubersicht tiber die Wirkmechanismen von TAC und CsA.
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Abbildung 3: Wirkmechanismen der Calcineurininhibitoren (Barbarino et al. 2013) Lizenz: CC-BY-SA
4.0

Wie Abbildung 3 zeigt, wirken CsA und TAC nicht nur tGber die Inhibition von Calcineurin.
Ebenso greifen sie in verschiedene Mitogen-Activated Protein Kinase MAPK)-Wege ein, was zur
immunsuppressiven Wirkung beitragt (Matsuda et al. 2000; Jeffrey et al. 2007). Eine weitere
Wirkung der CNI ist die Aktivierung von Transforming Growth Factor beta (TGE-8) (Shin 1998;
Bennett et al. 2016), welcher eine entscheidende Rolle in der Entstehung der Nierenfibrose
spielt (s. 1.4). Die gesteigerte Expression von TGF-§ findet sowohl in renalen Tubulus
Zellen, als auch in tubulointerstitiellen Fibroblasten statt (Wolf et al. 1995). Die
Nierenfibrose ist entscheidender Teil der wichtigsten unerwiinschten Arzneimittelwirkung
(UAW) von CsA und TAC — der Calcineurininhibitor-Nephrotoxizitit (s. 1.3).

1.3 CNI-Nephrotoxizitit

Nephrotoxizitit wird als unerwiinschte Arzneimittelwirkung (UAW) sowohl bei der Cyclo-

sporin A- (Calne et al. 1978), als auch bei der Tacrolimus-Therapie beobachtet (Neuhaus et
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al. 1994; Laskow et al. 1996). Die nephrotoxische Wirkung der beiden Medikamente ahnelt
sich so sehr, dass von einem Wirkstoffgruppeneffekt ausgegangen wird (Williams und

Haragsim 2006) und im Folgenden nur noch von CNI-Nephrotoxizitit gesprochen wird.

Die CNI-Nephrotoxizitit beruht auf einer himodynamisch bedingten, potentiell reversiblen
»akuten CNI-Nephrotoxizitit® (Klintmalm et al. 1981) und einer progredienten,
irreversiblen ,,chronischen CNI-Nephrotoxizitit“ (Myers et al. 1984; Myers und Newton
1991).

Die ,,akute CNI-Nephrotoxizitit® ist bedingt durch einen verminderten Blutfluss in der
Niere (Murray et al. 1985). Dies kommt durch eine Vasokonstriktion sowohl des Vas
afferens, als auch des Vas efferens der Glomeruli zustande, welche zu einer Reduktion der
glomeruliren Filtrationsrate (GEFR) fihrt (Barros et al. 1987; English et al. 1987). Zu den
Mediatoren der Vasokonstriktion gehéren die vermehrte Sekretion von Endothelin (Lanese
und Conger 1993) sowie die verminderte Bildung vasodilatatorischer Substanzen wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandinen (De Nicola et al. 1993; Lanese und Conger
1993; Sudhir et al. 1994).

Die ,,chronische CNI-Nephrotoxizitit™ zeigt eine Punktprivalenz von 67,3% nach 5 Jahren
und 100% nach 10 Jahren post transplantationem (Nankivell et al. 2004). Sie wurde erstmals
von (Myers et al. 1984) als solche beschrieben. Sie zeigten interstitielle Fibrose, tubulire
Atrophie und das Auftreten von fokal segmentaler Sklerose (FSGS) bei
Herztransplantationspatienten, die mit CsA immunsupprimiert waren. Die interstitielle
Fibrose lisst sich bei nahezu allen CNI-behandelten Patienten zeigen und korreliert mit der
Dauer der Behandlung sowie der Héhe der Dosis (Klintmalm et al. 1984). Haufig zeigt die
interstitielle Fibrose in der Biopsie zunichst ein charakteristisch streifiges Muster, jedoch
kommt auch eine diffuse Fibrosierung vor. Glomeruli, die sich in fibrosierten Bereichen
befinden, zeigen Zeichen der Sklerosierung und kénnen kollabieren (Kopp und Klotman
1990). Wie die ,,akute CNI-Nephrotoxizitit® ist auch die ,,chronische CNI-Nephrotoxizitit™
mitbedingt durch eine Verringerung des renalen Blutflusses. In der Tunica media der Vv.
afferentes bilden sich hyaline Ablagerungen, die mit der Zeit grof3 genug werden kénnen, um
das Lumen des Vas afferens einzuengen (Nankivell et al. 2004; Sis et al. 2000).

1.4 Nierenfibrose

Wie in 1.3 beschrieben, fithrt die langjidhrige Einnahme von CNIs fast unvermeidlich zur
Fibrose der Niere. Charakteristisch fur die Nierenfibrose sind die ,,interstitielle Fibrose® mit
Ablagerung von Bestandteilen der extrazelluliren Matrix (EZM) im Tubulointerstitium
(Bohle et al. 1979) und die ,,Glomerulosklerose® mit EZM-Ablagerungen in den Glomeruli
(Mauer et al. 1992). Zur Bildung dieser Ablagerungen tragen sowohl epitheliale Tubulus
Zellen (Tang et al. 1999; Wang et al. 1999), als auch mesenchymale Fibroblasten bei (Roberts

et al. 1997). Ebenso kommt es bei der Nierenfibrose zur Epithelial-mesenchymalen
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Transition (EMT), bei der Tubulus Zellen die Eigenschaften von Fibroblasten annehmen
(Strutz et al. 1995). Die renale Fibrose geht mit einem Funktionsverlust der Niere einher
(Mackensen-Haen et al. 1981; Taft et al. 1994). Die Pathomechanismen, die zur Fibrose eines
Organsystems fiithren, sind vielfiltig und Gegenstand der aktuellen Forschung (Lovisa et al.
2020; Sheng und Zhuang 2020; Carney 2021). FEine zentrale Rolle in der Entstehung der
Nierenfibrose spielt Transforming Growth Factor beta (TGF-$) (Border und Noble 1994).
AuBlerdem ist die intakte Funktionsfihigkeit des endoplasmatischen Retikulums (ER),
respektive deren Verlust bedeutend (Dihazi et al. 2011). Die Funktionen des ER und ihre
Stérung im Zusammenhang mit der CNI-Behandlung werden in dieser Arbeit untersucht
und jeweils in einem gesonderten Punkt behandelt (s. 1.5 und 1.6). Die Behandlung renaler
Fibroblasten mit profibrotischen Agenzien, wie TGF-8, fiuhrt zu einer vermehrten
Expression von 78 kDa Glukose-reguliertes Protein (GRP78), endoplasmatische Retikulum
Protein 57 (ERp57) und Calretikulin (Dihazi et al. 2013). In Nierenbiopsien von Patienten,
die mit CNI immunsupprimiert waren, konnte ein Anstieg von ERp57 gegentiber Patienten,
die ein anderes Immunsuppressivum (Mycophenolat Mofetil) erhielten, gezeigt werden
(Flechner et al. 2004). Mit CsA oder TAC behandelte HEK-293 Zellen (humane embryonale
Nierenzellen) zeigen in proteomischen Untersuchungen mittels Stable Isotope Labeling by/ with
Amino Acids in Cell Culture (SILAC) eine vermehrte Expression von ER-Stress Proteinen
(Lamoureux et al. 2011).

Die Arbeiten von Dihazi et al. in Zusammenschau mit den Beobachtungen von Flechner
und Lamoureux weisen auf eine mogliche Rolle des ER-Stresses in der CNI-Nephrotoxizitit
hin.

1.5 Faltung von Proteinen und die ER-Stress Proteine GRP78, ERp57
und CALR

Das Zellorganell endoplasmatisches Retikulum (ER) dient als Ort fir die Synthese sowie
Faltung von sekretorischen und Transmembranproteinen, als Ca**-Speicher und nimmt
sowohl am Lipid-, als auch am Kohlenhydratstoffwechsel teil (Siekevitz und Palade 1960;
Palade 1975; Clapham 2007; Fagone und Jackowski 2009).

Die korrekte Faltung der Primirstruktur neugebildeter Proteine geschieht nicht immer
spontan. Daftr stehen im Lumen des ER eine Reihe von Enzymen zur Verfiigung. Sie
gehoren zur Klasse der molekularen Chaperons, Foldasen oder Lektinchaperons. Molekulare
Chaperons wie das Binding Immunoglobulin Protein (BiP), ebenso bekannt als GRP78
unterstiitzen die Proteinfaltung indem sie noch ungefaltete Stellen binden und so von der
Umgebung abschirmen (Munro und Pelham 1986). Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerasen
(PPI) (Fischer et al. 1984) und Proteindisulfidisomerasen (PDI) (Givol et al. 1964) wie die
Proteindisul-fidisomerase A3 (PDIA3), auch bekannt als ERp57 katalysieren einzelne
Faltungsschritte, sie zidhlen zu den Foldasen. Zu den Lektinen zihlt das Calretikulin (CALR).
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ERp57 und CALR kénnen im ER einen Komplex bilden (Oliver et al. 1999) und katalysieren
die Bildung von Disulfidbriicken in noch ungefalteten Glykoproteinen (Oliver et al. 1997).

Da die Proteine GRP78, ERp57 und CALR in dieser Arbeit eingehender untersucht werden,

soll an dieser Stelle ein Uberblick iiber sie gegeben werden.

GRP78 ist ein Protein, das im Lumen des ER vorkommt und gehort zur Familie der heat
shock protein 70 kDa (HSP70) molekularen Chaperons. Es bindet an hydrophobe Bereiche in
noch ungefalteten Proteinen, wodurch es unspezifische intra- oder intermolekulare
Bindungen sowie Aggregation verhindert (Gething et al. 1986; Munro und Pelham 1980).
Durch Zyklen von Bindung und Freigabe der von GRP78 gebundenen Proteine, wird
schrittweise die korrekte Faltung ermoglicht (Gething 1999). Die vermehrte Expression von
GRP78 gilt als Marker fiir ER-Stress (Rutkowski und Kaufman 2004; Lee 2005).

ERp57 ist, wie oben beschrieben, involviert in die korrekte Faltung von neugebildeten
Proteinen im ER. Es gehort zu den PDI und katalysiert die Aus- bzw. Umbildung von
Disulfidbriicken (Zapun et al. 1998; Antoniou et al. 2002), es ist dabei spezifisch fiir
neugebildete Gykoproteine (Oliver et al. 1999). Die Disulfidisomerasefunktion des ERp57
wird durch CALR verstirkt, indem es Substrat und katalytisches Zentrum von ERp57

raumlich zusammenfiihrt (Zapun et al. 1998).

CALR kommt innerhalb der Zelle sowohl im sarkoplasmatischen (Ostwald und MacLennan
1974), als auch im endoplasmatischen Retikulum vor (Opas et al. 1991), wo es Ca* in gro3en
Mengen bindet (Milner et al. 1991). Die kalziumbindende Funktion und die als Chaperon
(s.0.) werden von verschiedenen Dominen innerhalb des CALR vermittelt (Michalak et al.
1992).

1.6 ER-Stress und der UPR-Signalweg

Sind eine oder mehrere der Funktionen des ER gestort, kann es zur Akkumulation von fehl-
bzw. ungefalteten Proteinen im Lumen des ER kommen — dieser Zustand wird als ER-Stress
bezeichnet (Kozutsumi et al. 1988; Cnop et al. 2012). Grund daftir kénnen Ischimie
(Paschen und Doutheil 1999), die Depletion intrazelluliren Kalziums (Wileman et al. 1991),
oxidativer Stress und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (van der Vlies et al.
2003), Glukosedeprivation (de la Cadena et al. 2014) sowie die gesteigerte Produktion se-
kretorischer Proteine z. B. bei einer Virusinfektion (Jordan et al. 2002) sein. Die
Akkumulation fehl- bzw. ungefalteter Proteine im Lumen des ER ist zelltoxisch und spielt
eine entscheidende Rolle in der Entstehung von diversen neurodegenerativen Krankheiten,
wie Alzheimer Demenz und Parkinson Syndromen (Taylor et al. 2002; Selkoe 2003) oder
dem metabolischen Syndrom (Ozcan et al. 2004).
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Abbildung 4: Der UPR-Signalweg. Publiziert in Molecular Cancer Therapeutics (Vincenz et al. 2013). Die
Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der American Association for Cancer Research

(Rechteinhaber). Eine schriftliche Genehmigung des Rechteinhabers liegt vor.

Die zellulire Antwort auf ER-Stress ist der Unfolded Protein Response (UPR)-Signalweg,.
Zunichst muss erkannt werden, ob in Inneren des ER mehr Proteine neugebildet werden,
als korrekt gefaltet werden konnen. Eine wichtige Rolle spielt dabei das GRP78, welches
neuentstandene und ungefaltete Proteine bindet (s. 1.4). Zusitzlich bindet es auch die
Proteine Activating Transcription Factor 6 alpha (ATFG) (Shen et al. 2002), Protein Kinase R
(PKR)-Like Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK) und Inosito! Reguiring Kinase 1 (IRE1)
(Bertolotti et al. 2000). Steigt die Anzahl ungefalteter Proteine im ER, werden diese vermehrt
von GRP78 gebunden und bislang gebundene ATF6, PERK und IRE1 werden frei. Das
Transmem-branprotein ATF6 wird unter ER-Stressbedingungen gespalten und seine N-
terminale Domine (p50ATFO) transloziert in den Zellkern (Haze et al. 1999). Dadurch wird
die Expression von ER-Stress Proteinen wie GRP78, GRP94 und Calretikulin verstirkt
(Yoshida et al. 1998). PERK und IRE1 werden durch das Freiwerden ihrer GRP78-
Bindestelle aktiviert (Bertolotti et al. 2000). Sie aktivieren Signalwege, die wie im Falle des
ATFG6 die Expression von ER-Stress Proteinen verstirken (Harding et al. 2000a; Harding et
al. 2000b; Lin et al. 2007). Gleichzeitig wird die Gesamtmenge an neugebildeten Proteinen
gesenkt (Harding et al. 2000a). Eine Aktivierung des UPR-Signalweges fiihrt auBlerdem zu
einer Verlangsamung respektive dem Arrest des Zellzyklus (Brewer und Diehl 2000). Fihren
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diese Mechanismen nicht zu einer Reduktion der fehl- bzw. ungefalteten Proteine und der

ER-Stress bleibt bestehen kommt es zur Apoptose (Marciniak et al. 2004).

1.7  Fragestellung und Zielsetzung

Die nephrotoxische Wirkung der CNI ist trotz ihres breiten FEinsatzes und der
jahrzehntelangen Erfahrung mit den Medikamenten nur in Teilen verstanden. So existiert bis
heute keine kausale Therapiemoglichkeit der ,,chronischen CNI-Nephrotoxizitit®
entgegenzuwirken. Zunichst soll deshalb in dieser Arbeit gezeigt werden, ob CNI eine
toxische Wirkung auf die verwendeten Zellen (HK-2 und TK-173 s.u.) haben. Bei
entsprechender Behandlung soll eine Proteomische Analyse durchgefithrt werden, um neue
Erkenntnisse iiber die Mechanismen, die zur CNI-Nephrotoxizitit fiihren, zu erlangen und
potenzielle Ziele fir eine Therapie zu identifizieren. AnschlieBend stellt sich die Frage, ob
ER-Stress eine Rolle in der CNI-Nephrotoxizitit spielt. Dazu werden verschiedene in den
ER-Stress involvierte Proteine mittels Western Blot untersucht. Nach gentechnisch
vermittelter Uber- bzw. Unterexpression wird eruiert, ob diese moglicherweise eine
schadliche oder protektive Wirkung zeigen. Da der in dieser Arbeit gewahlte klassische
Ansatz der Proteomik globale Zustinde (unbehandelt gegentiber behandelt) untersucht, lasst
sich an dieser Stelle keine Hypothese aufstellen. Fiir den Rest der Arbeit lassen sich folgende

Hypothesen aufstellen:

CNI besitzen eine direkte toxische Wirkung auf Nierenzellen, die in den renalen
Zelllinien HK-2 und TK-173 Zellen abgebildet werden kann.

ER-Stress und der UPR-Signalweg spielen eine Rolle in der CNI-Nephrotoxizitit, was
sich im Zellmodell in HK-2 und TK-173 darstellen l4sst.

Eine Verinderung der Expression der ER-Stress-Proteine ERP57 und CALR bewirkt
eine Verinderung der toxischen Wirkung der CNI, sodass diese Proteine potenzielle

Ziele einer Therapie zur Linderung der CNI-Nephrotoxizitit sein konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikdrper

Tabelle 1: Verwendete Antikérper
Antikérper
Anti - beta - Aktin (Maus)
Anti - CALR (Ziege)
Anti - CALR (Kaninchen)
Anti - ERP57 (Maus)
Anti - GRP78 (Kaninchen)
Alexa Fluor 488 anti - Annexin V (Maus)
Alexa Fluor 647 anti - goat (Esel)
Alexa Fluor 647 anti - mouse (Ziege)
Alexa Fluor 647 anti - rabbit (Ziege)

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien
Chemikalie

1,4 — Dithiothreitol

Acetonitril

Acrylamid, Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 30)
Ammoniumperoxiddisulfat (APS)

Bradford — Reagens
(Protein Assay Dye Reagent Concentrate)
Bromphenolblau

Butanol

Cholamidopropyldimethylammoniopropansulfonat
(CHAPS)
Cyclosporin A

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsdure

Fetales Kilberserum (FCS)
Geneticin G-418 — Sulphate
Glycin

Glycerin

HCl

L-Glutamin

Hersteller
Sigma — Aldrich, Steinheim
Abcam, Hamburg

Cell signaling, Danvers, MA USA

Enzo, Farmingdale, NY USA
Sigma — Aldrich, Steinheim

Life technologies Cotp., Eugene, OR USA
Life technologies Cotp., Eugene, OR USA
Life technologies Corp., Eugene, OR USA
Life technologies Corp., Eugene, OR USA

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma — Aldrich, Steinheim
Bio — Rad, Munchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Toctis, Bristol, UK

Sigma — Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Katlsruhe
Gibco, Paisley UK

Roth, Katlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma — Aldrich, Steinheim
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Lipofectamin
Milchpulver
Mercaptoethanol (98%)
Methanol (99%)

Natriumchlorid

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)

Ponceau S

Precision Plus Protein Kaleidoscope

SDS
Tacrolimus
TEMED

Tris Pufferan ®
Triton X 100
Tween 20

Urea

2.1.3 Gerite

Tabelle 3: Verwendete Geriite

Gerit
Abzug Zellkultur

Durchflusszytometer
Elektrische Pipette

Elektrophorese-Behilter

Fluoreszenzscanner

Heizblock

Inkubator

Kihlschrank

Kihlschrank

Kihlschrank

Kihlschrank
Lichtmikroskop
Mikropipette 1000, 100, 10 ul
pH-Meter

Photometer
Massenspektrometer
Schiittelofen

Schuttelofen

Spannungsquelle

Modell
BSB4A
FACS Canto 11

Pipetus

Mini-Protean 3 Cell
ELA 5100

Thermomixer comfort

Napco 5400

GlassLine
Premium
Premium Nofrost
MDEF-U5312
Axiovert 200
Reference

PB - 11

TLambda 25

Q Exactive
IKA Combimag Reo

Lab-Therm
2301 Macrodrive 1

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma — Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Gibco/Invitrogen, Katlsruhe
Serva, Heidelberg

Bio — Rad, Miinchen

Roth, Kalrsruhe

Abcam, Hamburg

Sigma — Aldrich, Steinheim
Roth, Katlsruhe

Sigma — Aldrich, Steinheim
Roth, Katlsruhe

Sigma — Aldrich, Steinheim

Hersteller
Gelaire, Sydney Australia

BD Biosciences, Franklin Lakes,
NY, USA

Hirschmann Laborgerite
GmbH & Co. KG, Eberstadt
Bio-Rad, Miinchen

Fujifilm, Shigetaka Komori,
Japan

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific,
Braunschweig
Liebherr, Bulle

Liebherr, Bulle

Liebherr, Bulle

SANYO, Moriguchi, Japan
Zeiss, Oberkochen
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Géttingen

Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA

Janke & Kunkel GmbH,
Staufen

B. Braun, Melsungen

LKB, Bromma, Schweden
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Vakuumpumpe 095 AN. 18 Schiitt, Gottingen
Vakuumzentrifuge Univapo 150 H Uniequip, Planegg
Vortexer Reax 2000 Heidolph, Schwabach
Waage 1773 Sartorius, Gottingen
Waage Universal Sartorius, Gottingen
Wasserbad GFL 1083 Gebr. Rettberg GmbH,
Gottingen
Zihlkammer Neubauer Improved Assistent, Sondheim v. d. Rhén
Zentrifuge 1-15PK Sigma, Osterode
Zentrifuge 3-18K Sigma, Osterode
Zentrifuge 5425R Eppendorf, Hamburg

2.1.4 Nukleinsiduren

Die Herunterregulierung von ERp57 erfolgte mittels siRNA der Firma Eurofins MWG
Operon Inc., welche in der Arbeitsgruppe zuvor mehrfach verwendet wurden. Ihre

Sequenzen lauten wie folgt:

sense-Strang 5° ACC UCG UCC UUC ACA UCU CAC UAA CAU CAA GAG UGU UAG
UGA GAU GUG AAG GACUU 3

antisense-Strang 3° CAA AAA GUC CUU CAC AUC UCA CUA ACA CUC UUG AUG
UUA GUG AGA UGU GAA GGACG 5°

Die Herunterregulierung von CALR erfolgte mittels siRNA ,,CALR_437“ und
,»CALR_1190% der Firma Eurofins MWG Operon Inc., welche in der Arbeitsgruppe zuvor

mehrfach verwendet wurden. Ihre Sequenzen lauten wie folgt:
sense-Strang 5 GAC AGA CAU GCA CGG AGA CUC AGA AUA 3
antisense-Strang 5° UAU UCU GAG UCU CCG UGC AUG UCU GUC %

sense-Strang 5 GGA AGA AGA CAA GAA ACG CAA AGA GGA ¥

antisense-Strang 5 UCC UCU UUG CGU UUC UUG UCU UCU UCC 3

Zur Hochregulierung der Expression von ERp57 wurde das Plasmid cDNA3.1-ERp57
(freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. Neil Bulleid von der Universitit in
Glasgow) genutzt. Dieses enthilt alle benétigten Informationen zur Expression von ERp57.
Zusitzlich enthilt es ein Gen fir die Resistenz gegentiber dem Antibiotikum G418, was als
Selektionsmittel fiir erfolgreich transfizierte Zellen diente. Aulerdem enthilt das Plasmid die
Information iber eine Resistenz gegentber Ampicillin, was die Selektion von
Bakterienstimmen in der Plasmidvermehrung und -reinigung ermoglicht. Abbildung 5 zeigt

das Plasmid mit seinen Eigenschaften.
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CMV Promotor
Ampicillin (R)

MCS:
Nhel
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Kpnl

BamHI
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5,4 kb EcoRV
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Abbildung 5: Das Plasmid pcDNA3.1 (Invitrogen), welches fiir die Transfektion des ERp57-Gens
verwendet wurde. CMV: Cytomegalievirus; MCS: Multiple Cloning Site (Polylinker); oti: Origin of Replication
(Replikationsursprung); SV40: Simian-Virus 40; (R): Resistenz.

Zur Hochregulierung von CALR wurde ein Plasmid mit allen benétigten Informationen zur
Expression von CALR eingesetzt. Zur Selektion transfizierter Zellen enthielt das Plasmid ein
Gen fiir die Resistenz gegeniiber Hygromycin. Abbildung 6 zeigt das Plasmid mit seinen

Eigenschaften.

KaniR) /CMI promoter Comments for pCMV2-Flag:
T7 primer
Kozak CMV promoter: bases 232-819
SVA40 early promoter: bases 1833-2202
i MCS

Hygromycin ORF: bases 2220-3245

linker pUC origin: bases 3888-4561
Flag Kanamycin ORF: bases 4635-5450
§592bp BGH reverse primer

M SV40 early promoter
\
Hygro(R)

Abbildung 6: Das Plasmid pCMV2-Flag, welches fir die Transfektion des CALR-Gens verwendet
wurde. Die Darstellung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Firma Sino Biological, die die Rechte an
dem Bild innehat. CMV: Cytomegalievirus; MCS: multiple cloning site (Polylinker); BGH: Bovine Growth Hormone
(bovines Wachstumshormon); SV40: Simian-Virus 40; Hygro: Hygromycin; ori: Origin of Replication
(Replikationsursprung); Kan: Kanamycin; (R): Resistenz.
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2.1.5 Proteine und Enzyme
Tabelle 4: Verwendete Proteine und Enzyme
Protein/Enzym Hersteller
Bovines Serumalbumin (BSA) Gibco/Invitrogen, Katlsruhe
Trypsin/ Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (0,5%)  Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin (Sequencing Grade Modjfied Trypsin, Porcine) Promega, Madison, WI, USA
2.1.6 Software
Tabelle 5: Verwendete Software
Software Anwendung Hersteller
Excel 2016 Einfache Kalkulationen Microsoft Corp.,
Redmond, WA, USA
BD FACS Diva, Version Durchflusszytometer Software BD Biosciences, Franklin
6.1.3 Lakes, NY, USA
Image] Version 1.40g Quantifizierung Westernblot Wayne Rasband,
National Institute of
Health, USA
Image Reader FLLA 5000 Fluoreszenzscanner Software Fujifilm, Shigetaka
Version 3.0 Komori, Japan
Scaffold™ 4 Version Software zur Normalisierung Proteome Software,
4.10.0 von Proteomdaten Portland, OR, USA
Word 2016 Textverarbeitung Microsoft Corp.,
Redmond, WA, USA
GraphPad Prism 8 Statistische Analyse und Erstellung ~ GraphPad Software Inc.,

Flow]o 10

Ingenuity Pathway Analysis

von Graphen
Auswertung von FACS

Signalweg- und Toxizititsanalyse

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Produkt

96-Well tissue culture plate
Combitips 0,5 ml, 5 ml
Disposable Scalpel
Filterpapier

Glasflasche (verschiedene Volumina)

Handschuhe
Kivette (Polystyrol)

Hersteller

La Jolla, CA, USA

BD Biosciences, Franklin
Lakes, NY, USA

Qiagen, Venlo,
Niederlande

Falcon, Rochester, NY USA
Eppendorf, Hamburg

Feather, Koln

Bio — Rad, Minchen

Schott Duran, Elmsford, NY USA

B. Braun, Melsungen

Sarstedt, Numbrecht
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Labortucher
Meliseptol
Multitex Tucher

Nitrocellulose Blotting Membran

PCR soft tubes 0,2 ml

Pasteurpipette

Pipettenspitzen 10 pl, 100 ul, 1000 pl
Reaktionsgefilie 500 pl, 1,5 ml, 2 ml
Réhren 15 ml, 50 ml

Rithrspatel

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml

TC-Flasche T75, Bel. Ka.
(Zellkulturtlasche)
Zellschaber

2.1.8 Zelllinien

Kimberley Clark, Reigate, UK
B. Braun, Melsungen

ZNVG-Zellstoff-Vertriebs-GmbH & Co.

KG, Troisdorf

GE Healthcare, Chicago, IL. USA
Biozym, Wien, AU

BRAND, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Fur die Versuche dieser Arbeit wurden die Zelllinien HK-2 und TK-173 verwendet.

Bei der HK-2 Zelllinie handelt es sich um immortalisierte Epithelzellen aus dem proximalen

Tubulus einer gesunden, erwachsenen humanen Niere (Ryan et al. 1994).

TK-173 Zellen sind Fibroblasten aus einer gesunden, erwachsenen humanen Niere (Miller

und Rodemann 1991).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Beide Zelllinien, TK-173 und HK-2, wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Ein
Filter in der Kappe der Zellkulturflaschen sorgte fiir aerobe Wachstumsbedingungen.

Gelagert wurden die Zellen im Inkubator (Napco 5400, Thermo Scientific, Braunschweig)
bei 37 °C, 5% COz in der Luft und 95% Luftfeuchtigkeit.

Auf die Zellen wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% fetalem
Kilberserum (FCS) (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), 1% Penicillin/Streptomycin (10000
U/ml) (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) und 1% L-Glutamin (0,2 M) gegeben. Im Abstand
von hochstens 2 Tagen wurden die Zellen lichtmikroskopisch auf Morphologie, Grof3e und

eventuelle Verunreinigungen sowie auf den Stand der Konfluenz kontrolliert.

Bei Erreichen oder Anndhern von 100% Konfluenz wurden die Zellen geteilt. Um die Zellen
zu teilen, wurde zunichst das Medium abgesaugt und anschlieBend mit 5 ml Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (DPBS) die Zellen gespilt. Nach Absaugen des DPBS erfolgte die
Zugabe von 1,5 ml Trypsin 0,05% (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), welches fiir 2 min auf den
Zellen belassen wurde. Anschliefend wurde das Trypsin vorsichtig abgesaugt und die Zellen
durch wiederholtes, kurzes Klopfen der Zellkulturflaschen von deren Boden abgel6st. Die
gelosten Zellen wurden in 6 ml DMEM aufgenommen und auf neue Zellkulturflaschen
verteilt. In der neuen Zellkulturflasche wurde das Medium auf mindestens 7 ml aufgefallt
und die Zellen durch Schwenken gut verteilt. Alle Arbeiten an der Zellkultur erfolgten stets
unter sterilen Bedingungen an der Laminar-Air-Flow-Bank (BSB4A, Gelaire, Sydney
Australia).

2.2.2 Behandlung mit Calcineurininhibitoren

CsA (Tocris, Bristol, UK) und TAC (Abcam, Hamburg) wurden in Dimethylsulfoxid
(DMSO) gel6st und Stammlésungen von 50 mM hergestellt. Diese Stammlésungen wurden
bei -20° C gelagert. In DMEM wurden die Stammlésungen auf die

Behandlungskonzentrationen (Tabelle 7) verdinnt.

Zur Behandlung wurden 7 ml des CNI-haltigen DMEM zu den Zellen gegeben und verteilt.
Uber die Dauer der Behandlung wurden die Zellen bei 37 °C, 5% CO; in der Luft und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 24 h und vor Beenden der Behandlung erfolgten lichtmi-

kroskopische Kontrollen.
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Tabelle 7: Verdiinnungen der Stammlésungen (50 mM) im Zellkulturmedium

Cyclosporin A Tacrolimus
0,5 uM 0,5 uM
1uM 1TuM*
5uM 5uM

10 uM * 10 uM

15 uM 20 uM

20 pM * 30 uM

25 uM 40 pM

30 uM 50 uM

- 60 pM *
_ 80 uM

Die mit einem * gekennzeichneten Konzentrationen wurden zur Zellbehandlung vor Western-Blot Analysen
verwendet; die mit einem T gekennzeichneten Konzentrationen wurden zur Zellbehandlung vor der

proteomischen Analyse verwendet.

2.2.3 Einfluss der CNI-Behandlung auf das Zelliiberleben und Proliferation:
MTT Viabilititstest

Verwendet wurde das ,,Ce// Proliferation Kit I (MTT)*“ (Hoffmann-La Roche, Basel). TK-173
sowie HK-2 wurden zur Behandlung zu 5000, respektive 2500 Zellen pro Well auf 96-wel/-
Pplates ausgesit und iber Nacht in 100 uL. Zellmedium inkubiert. AnschlieBend, wurden die
Zellen mit steigenden Konzentrationen von CsA und TAC, wie in Tabelle 7 dargestellt,
behandelt. Nach 48 h wurde die Behandlung gestoppt, indem das Medium von den Zellen
entfernt wurde. Den Zellen wurden 100 pl. (CNI-freies) Zellmedium hinzugefiigt sowie
jedem Well 10 uL. des ,,MTT labeling reagent*. Nach 4 Stunden wurde durch Zugabe von 100
ul ,,Solubilisation Buffer* die Reaktion gestoppt.

Die Bestimmung der Viabilitit wurde durch Messung der Absorption bei 595 nm mit dem
PHOmo Elisa Reader (Autobio Diagnostics Co, Volksrepublik China) durchgefiihrt.

Die Mittelwerte der einzelnen Messungen, jeweils 6 pro Konzentration, wurden durch den
Mittelwert einer unbehandelten Kontrolle dividiert, um eine relative Aussage tber die
Viabilitit der Zellen unter CNI-Behandlung zu treffen. Die Messwerte der einzelnen
Konzentrationen wurden mittels t-Test auf signifikante Unterschiede gegeniiber der
Kontrolle hin tiberprift. Eine Anpassung des Signifikanzniveaus erfolgte mittels Bonferroni-

Korrektut.
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Die Ergebnisse — Mittelwerte und Standardabweichung - wurden mittels GraphPad Prism 8
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) als Histogramme dargestellt.

2.2.4 Das Ernten der Zellen und Proteinextraktion

Fir die proteomischen Analysen wurden nach Behandlung mit CNI die Zellen geerntet und

ein Zelllysat gewonnen.

Zunichst wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop beobachtet, um einen Eindruck des
Behandlungseffektes zu gewinnen und eventuelle Kontaminationen auszuschlieBen.
Darauthin wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und die Zellen mit einem
Zellschaber vorsichtig vom Boden der Zellkulturflasche gelost. AnschlieBend wurde die
Zellkulturflasche mit 5 ml DPBS gespiilt. DPBS und darin befindliche Zellen wurden dann
in einem 50 ml Test-Réhrchen gesammelt. Die Réhrchen mit den gesammelten Zellen
wurden bei 4 °C fiir 5 min mit 1200 rpm zentrifugiert (3-18 K, Sigma, Osterode). Nach
verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 5 ml DPBS resuspendiert und in ein 15 ml
Test-Rohrchen tberfiihrt und erneut, wie im vorangegangenen Schritt, zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und dem Pellet je nach GréBe 30 — 100 ul
eines Lysepuffers [Urea, Cholamido-propyldimethylammoniopropansulfonat (CHAPS) 2%,
Dithiotreitol (DTT), Phenylmethylsulfonylfluorid] hinzugegeben. Das lysieren der Zellen
erfolgte dann auf Fis fir 30 min unter regelmafligem Vortexen (Reax 2000, Heidolph,
Schwabach) um die Ausbeute der Proteinextraktion zu steigern. Der gesamte Inhalt der 15
ml Réhrchen wurde in ein 0,5 ml Eppendorf-Tube tberfithrt und diese bei 4 °C fiir 30 min
bei 14000 rpm zentrifugiert (1-15 PK, Sigma, Osterode). Das Pellet wurde verworfen und
der Uberstand mit den gelésten Proteinen wurde in einem neuen 0,5 ml Eppendorf-Tube
wie im vorangegangenen Schritt zentrifugiert. Dieser beim letzten Zentrifugationsschritt
gewonnene Proteinextrakt wurde entweder direkt fir weitere Versuche eingesetzt oder

bei -20 °C bis zur Verwertung gelagert.

2.2.5 Proteinbestimmung (Bradford)

Die Proteinbestimmung wurde entsprechend der Bradford Methode durchgefiihrt (Bradford
1976). Fur eine Bradford-Losung [1:5 Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad,
Miinchen) zu doppelt destilliertem Wasser (ddH»O)] wurde mit bovinem Serumalbumin
(BSA) eine Eichkurve erstellt. Dafiir wurde das in Tabelle 8 gezeigte Pipettierschema
verwendet und die Extinktion bei 595 nm Wellenlinge photometrisch bestimmt (Lambda
25, Perkin Elmer, Waltham, MA USA). Die Funktion der Eichkurve wurde ermittelt und als
f(x) = mx + b dargestellt.

Die zu bestimmenden Proben wurden so weit verdunnt, dass ihre Extinktion im Bereich
derer der Eichkurve lag. Anhand der Extinktionswerte wurde mittels der Funktion die

Proteinkonzentration errechnet.
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Tabelle 8: Pipettierschema zur Erstellung einer BSA-Eichkurve

Bradford-Losung [pl] BSA-Lésung [ul]
1000 0

998 2

996 4

994 6

992 8

990 10

2.2.6 Herstellung von Polyacrylamidgelen

Die Herstellung der Gele fir die Elektrophorese erfolgte modifiziert nach (Laemmli 1970).
Jedes Gel bestand aus einem Sammelgel (4% Acrylamidanteil) und einem Trenngel (12%

Acrylamidanteil). Tabelle 9 zeigt das Pipettierschema zur Herstellung beider Gele.

Zunichst wurde das Trenngel in eine Glaskammer gegossen und bis zur Polymerisation mit
Butanol tibergossen. AnschlieBend wurde das Butanol entfernt und Sammelgel eingegossen.

In das Sammelgel wurde ein Kamm eingebracht und so Kammern im Gel erzeugt.

Tabelle 9: Pipettierschema zur Herstellung von Trenn- und Sammelgelen

Trenngel 12% Acrylamid, | Sammelgel 4% Acrylamid,
pH 8,8 pH 6,8

ddH20 14 ml 15 ml

Tris-HCI pH 8,8 10 ml -

Tris-HCI pH 6,8 - 6,3 ml

Acrylamid 16 ml 3,9 ml

SDS 10% 400 pl 250 pl

TEMED 30 ul 25 ul

APS 10% 200 pl 125 pl

2.2.7 Die Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Proben von 60 — 100 pg Gesamtproteinmenge wurden mit 5 ul Probenpuffer
[Trisaminomethan — Salzsdure (HCI) Puffer 125 mM, pH 6,8, SDS 4% (w/v), Glycerol 20%
(v/v), Bromphenolblau 2% (v/v), Beta Mercaptoethanol 2% (v/v)] versetzt und mit ddH>O

bis zu einem Volumen von 20 pl aufgefillt. AnschlieBend wurden zu
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Denaturierungszwecken die Proben fiir 10 min auf 95 °C erhitzt (Thermomixer comfort,

Eppendorf, Hamburg).

Nach kurzer Abkihlzeit wurden die Proben sowie ein Proteinstandard (Precision Plus Protein
Kaleidoscope, Bio-Rad, Miinchen), in die Taschen des Sammelgels pipettiert (s. 2.2.6). Die Gele
befanden sich in Elektrophorese-Kammern (Bio-Rad, Miinchen), die mit Elektrophorese-
Puffer [200 ml funffach konzentrierter Elektrophorese-Puffer (Ttis 15 g, L-Glycin 72 g, SDS
5 gin 2 1ddH>O), 800 ml ddH,O] gefillt waren. Zur Trennung der Proteine fand in einem
ersten Schritt, die Gelelektrophorese fir 10 min unter einer Spannung von 180 V und in
einen zweiten Schritt fiir 50 min unter einer Spannung von 200 V (2301 Macrodrive 1, LKB,

Bromma, Schweden) statt.

2.2.8 Western Blot

Die Polyacrylamidgele mit den Proben aus 2.2.7 wurden wie auf Abbildung 7 abgebildet
zusammengestellt und in eine Blotting-Vorrichtung (Bio-Rad, Miinchen) geklemmt. In der
Kammer aus 2.2.7 wurden die Blotting-Vorrichtung und ein Eisblock platziert. Die Kammer
wurde vollstindig mit Transferpuffer [200 ml funffach konzentrierter Transferpuffer (Tris
30,3 g, L-Glycin 144 g, SDS 5 g in 2 1 ddH,0), 200 ml Methanol 99% (v/v), 600 ml ddH2O]
gefillt. Uber die Nacht wurde eine Spannung von 40 V angelegt (2301 Macrodrive 1, LKB,

Bromma, Schweden).

Der Erfolg des Blots wurde kontrolliert, indem die Nitrocellulosemembran fir 1 min in
Poinceau S Losung (Serva, Heidelberg) getaucht und anschlieBend in funfprozentiger
Essigsdure gewaschen wurde.

1

2 3 4 5 (=] 4 3 2
Abbildung 7: Zusammenstellung des Western Blot Sandwiches. Die Liicken zwischen den einzelnen

Komponenten dienen der leichtern Nachvollziehbarkeit. 1) Kathode 2) Klemmvorrichtung 3) Schwamm 4)
Filterpapier 5) Gel 6) Membran 7) Anode.
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2.2.9 Antikérpervermittelte Darstellung von Proteinen

Die mit Proteinen beladenen Nitrocellulosemembranen aus 2.2.8 wurden fir 10 min in
Waschpuffer [200 ml funffach konzentrierter Waschpuffer (Tris 12,11 g, NaCl 58,16 g,
Tween 10 mlin 21ddH,O, pH 7,5), 800 ml ddH,O] bei 37 °C sanft geschiittelt (Lab-Therm,
B. Braun, Melsungen). Zur Vermeidung von Hintergrundfirbung wurden die freie
Bindungsstellen der Nitrocellulosemembran fur 2 h mit einem Blockierpuffer [5g

Magermilchpulver (Roth, Karlsruhe) in 100 ml Waschpuffer] gesittigt.

Uber die Nacht wurden die Membranen mit Primirantikérpern bei 4 °C inkubiert. Die
Primirantikérper wurden zuvor in Blockierpuffer verdiinnt. AnschlieBend wurden die Mem-
branen drei Mal fir 10 min mit Waschpuffer gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit
einem fluoreszierenden Sekundirantikrper fiir 2 h bei 37 °C im Schiittler. Erneut wurde
drei Mal fir 10 min gewaschen. Die Membranen wurden getrocknet und in entsprechenden

Wellenlingenbereich gescannt (ELA 5100, Fujifilm, Shigetaka Komori, Japan).

Die Intensitit der gescannten Banden wurde mittels Image] quantifiziert. Die
Quantifizierung erfolgte nach einem Protokoll von Miller (lukemiller.org» Blog Archive »
Analyzing gels and western blots with Image]). Die Intensititen der Banden von ERp57,
GRP 78 und Calretikulin wurden durch die Intensitit der beta-Aktin Bande derselben Spur
dividiert. Die erhaltenen Quotienten wurden jeweils durch denjenigen der Kontrolle

dividiert, um die Intensitit relativ zu jener der Kontrolle zu errechnen.

In GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) wurden die relativen
Intensititen aller Western-Blots als Histogramm dargestellt. Auf signifikante Unterschiede

der behandelten Proben gegentiber der Kontrolle wurde mittels t-Test untersucht.

2.2.10 In-Gel-Verdau

Zur Vorbereitung fiir den Verdau wurden Proben von je 120 pug Proteinmenge wie in 2.2.7
mittels Elektrophorese aufgetrennt. An dieser Stelle wurden fertige Gele (Mini Protean TGX
Precast Gel, Bio-Rad, Miinchen) benutzt. Mit Fixierlosung [Methanol 1000 ml, HxO 760 ml,
Essigsdure 240 ml] wurden die Proteine im Gel fixiert und anschlieBend mit Coomassie-
Blau-Losung [H20 60 ml, Methanol 20 ml, Roti-Blue 5x Konzentrat (Roth, Katrlsruhe) 20
ml] sichtbar gemacht.

Mit einer Stanze wurden die Proteinbanden in je 23 ,,Gelstreifen” aufgetrennt. Jeder der
Gelstreifen wurde in ein eigenes 0,5 ml Reaktionsgefdl3 (,,Reaktionsgefil3 1) gegeben. Die

Gele wurden vor dem Ausstanzen fotographiert.

Jedem der Gelstreifen wurde zum Waschen 150 pl ddH,O hinzugegeben und wieder
entfernt. Mit 150 pl Acetonitril (ACN) wurde fir 15 min dehydratisiert. Danach wurden die
Gelstreifen mit 10 mM Dithiotreitol (DTT) [DTT 1,54 mg/ml in 100 mM NHHCO;]
bedeckt und fiir 50 min bei 56 °C inkubiert (GFL 1083, Gebr. Rettberg GmbH, Géttingen).
Das DTT wurde entfernt und erneut mit 150 ul ACN fiir 15 min inkubiert. AnschlieBend
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wurden 100 pl Iodacetamid (IAA) 55 mM (IAA 10,2 mg/ml in 100 mM NH/HCOs)
hinzugegeben und fiir 20 min bei Dunkelheit inkubiert. Darauf folgte die Inkubation mit 150
ul von 100 mM NH,HCO:; fiir 15 min. Zwei Mal wurde fiir 15 min mit 150 ul ACN inkubiert
und nach dem zweiten Mal die Gelstiickchen griindlich getrocknet.

Der Verdau erfolgte mittels Trypsins in Verdaupuffer [50 mM NH,HCO;, 5 mM CaCly, 12,5
ng/ul Trypsin (Promega, Madison, WI, USA)], mit dem jedes der Gelstiickchen bedeckt
wurde. Nachdem die Gelstuckchen den Verdaupuffer aufgenommen hatten, wurden sie mit
demselben Puffer ohne Trypsin [50 mM NHHCO;, 5 mM CaCly] erneut bedeckt. Die
Gelstlickchen wurden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am Folgetag wurden 15 pl H,O hinzugegeben und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Darauf
folgte ein Inkubationsschritt mit 80 ul ACN fiir 15 min bei 37 °C. Die gesamte Flussigkeit
wurde in einem neuen Reaktionsgefdl3 (,,Reaktionsgefill 2°) gesammelt. Dem Gelstiickchen
wurden 65 ul fiinfprozentiger Ameisensiure hinzugegeben und fir 15 min bei 37 °C
inkubiert. 65 pl ACN wurden hinzugefiigt und erneut fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Die
gesamte Flussigkeit wurde abgenommen und ,,Reaktionsgefi3 2“ hinzugefiigt. In der
Vakuumzentrifuge (Univapo 150 H, Uniequip, Planegg) wurden die Proben getrocknet und
bei -80 °C gelagert.

2.2.11 Massenspektrometrie und Identifikation der Proteine

Die in 2.2.10 gewonnenen Peptidfragmente wurden mit dem Q Exactive™ (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) Hybrid-Quadrupol-Orbitrap Massenspektrometer analysiert.
AnschlieBend wurden die Tandem-Massenspektren (MS/MS) in Mascot (Matrix Science,
London, UK, Version 2.4.1) eingegeben, um die Peptidsequenz zu ermitteln und die Proteine
zu identifizieren. Als Datenbank wurde Swiss-Prot (11/2018) gewihlt. Die Einstellungen
wurden folgendermallen vorgenommen: Spezies Mensch, Trypsin als Verdauenzym,
Fragmentionenmassentoleranz 0,02 Da, Mutter-Ionentoleranz 10 ppm, Carbamidomethyl

von Cystein als fixed modification und die Oxidation von Methionin als variable modification.

Die weitere Beurteilung der Daten erfolgte in Scaffold™ 4 (Proteome Software, Portland,
OR, USA, Version 4.10.0). Scaffold normalisiert MS/MS Daten zwischen verschiedenen
Proben, sodass diese miteinander verglichen werden kénnen. Dazu wird von jeder Probe die
Gesamtzahl der detektierten Spektren ermittelt und aus diesen ein Mittelwert errechnet. Die

Anzahl aller Spektren einer Masse wird anschlieBend mit dem Mittelwert multipliziert.

Um hoch- bzw. herunterregulierte Proteine zu identifizieren wurden durch Scaffold von den
normalisierten Quantititen fir jedes Protein ein Fold Change ermittelt. Dieser wurde fur die
weitere Analyse zum Logarithmus zur Basis 2 konvertiert, sodass ein negativer Fold Change
eine Herunterregulierung und eine Positiver eine Hochregulierung. Proteine mit einem Fo/d

Change = 1 galten als hochreguliert, Proteine mit einem Fo/d Change = 1 als herunterreguliert.
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Diejenigen Proteine, die nur in einer der Proben (Kontrolle, CsA oder TAC) identifiziert
werden konnten wurden mittels Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/ Proteins V' 11.0
(STRING)(Szklarczyk et al. 2019) auf Interaktionen tberpriift.

Von den hoch- bzw. herunterregulierten Proteinen wurden mit Ingenuity Pathway Analysis®
(Qiagen, Venlo, Niederlande) eine funktionelle Analyse, eine Signalwegsanalyse sowie eine

Toxizititsanalyse angefertigt.

2.2.12 Transfektion

Zur Hoch- bzw. Herunterregulierung von ERp57 und CALR wurden HK-2 Zellen mit
Plasmid-DNA bzw. siRNA transfiziert. Die Sequenzen der Plasmid-DNA wurden so
gewahlt, dass sie das fir das jeweilige Proteine kodierende Gen enthalten und von den Zellen
exprimiert werden kénnen. Die siRNA wurde so konzipiert, dass sie spezifisch die mRNA
der jeweiligen Proteine im Zytosol bindet. Die vier verwendeten Nukleinsduren sind in 2.1.4

aufgefihrt und beschrieben.

Zur Transfektion wurde die Lipofektion nach Felgner verwendet (Felgner et al. 1987). Dazu
wurde das DMEM von den zu transfizierenden Zellen abgesaugt und durch 7,5 ml Opti-
MEM (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) ersetzt. Nach einer Stunde wurde 1 ml von zuvor
angesetzter Losung mit Nukleinsauren in Liposomen hinzugefiigt. Um die Nukleinsduren in
Liposomen einzubringen, wurden zwei Ansitze mit 500 ul Lipofectamin (Gibco/Invitrogen,
Karlsruhe) erstellt. Der erste ,,Ansatz A“ mit 471,8 ul Opti-MEM und 28,2 pl Lipofectamin.
Der zweite ,,Ansatz B mit der aus Tabelle 10 zu entnehmender Menge an Nukleinsiure, der
mit Opti-MEM auf 500 ul aufgefillt wurde. Ansitze A und B wurden fir 5 min inkubiert,

dann zusammengefithrt und nach weiteren 30 min zu den Zellen gegeben.

Tabelle 10: Nukleinsiuren fiir die Transfektion

Nukleinsdure Eingesetzte Menge pro
Flasche [ng]

Plasmid-DNA ERp57 2000

siRNA ERp57 50

Plasmid-DNA CALR 2000

siRNA CALR 437 52

siRNA CALR 1190 52

Nach der Transfektion wurden die Zellen wie in 2.2.4, 2.2.5, 2.2.7 und 2.2.8 beschrieben

verarbeitet und schlieBlich mittels Western-Blot das Ergebnis der Transfektion tberpriift.
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Die mit Plasmid-DNA transfizierten Zellen wurden auflerdem in einem speziellen
Zellmedium, welches mit Geniticin (G418) versetzt war kultiviert. Da die Plasmid-DNA ein
Resistenz-Gen gegeniiber G418 enthielt, sollte so ein Selektionsdruck auf nicht transfizierte

Zellen erzeugt werden.

2.2.13 Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting: FACS)

Fir die Durchflusszytometrie wurde das ,,Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa
Fluor™ & Propidium Iodide (PI)*“ (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)

verwendet.

In 6-well Platten wurden pro Well ca. 20.000 Zellen (HK-2 oder TK-173) in 1,5 ml
Zellmedium (DMEM, 10% FCS, 1 % L-Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin) ausgesit.
Nach Anwachsen der Zellen wurde mit CNI, wie in Tabelle 7 gezeigt, behandelt. Die
Behandlung erfolgte tiber 48 h.

Nach abgeschlossener Behandlung wurde das Zellmedium in einem 15 ml Reaktionsgefdl3
gesammelt. Die Zellen wurden mit 1 ml DPBS gesptilt, welches ebenfalls im entsprechenden
15 ml Reaktionsgefd3 gesammelt wurde. AnschlieBend wurde 0,5 ml Trypsin 0,05%
(Gibco/Invitrogen, Katlsruhe) zu den Zellen gegeben und fiir 2 min belassen. Nach Ablauf
der 2 min wurde 1 ml Zellmedium hinzugegeben und die Trypsinreaktion gestoppt.
Vorsichtig wurden die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vom Boden der Wells gelost

und im 15 ml Reaktionsgefal3 aus dem ersten Schritt gesammelt.

Zweimal wurde bei 1200 rpm, 4 °C fiir 5 min zentrifugiert (3-18 K, Sigma, Osterode). Nach
dem ersten Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und mit 5 ml DBPS die Zellen

resuspendiert, nach dem zweiten Zentrifugieren erneut der Uberstand verworfen.

Das Pellet wurde in 100 pl Annexin-Binding-Buffer (ABB) resuspendiert und in Round-Bottom-
Tubes tberfihrt. Den Reaktionsgefilen wurden 5 ul anti-Annexin-V-Antikérper und 1 pl
Propidiumiodid (PI) wie in Tabelle 11 abgebildet hinzugefiigt. Nach 20 min wurden 200 ul
ABB hinzugegeben und die Proben im Durchflusszytometer (FACS Canto 1I, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA) gemessen.

Tabelle 11: Pipettierschema Durchflusszytometrie

»hegative ,,FITC* ,,PI Proben
5 ul Annexin V AK | - + - +
1wl PI - ; + +

- : Die Substanz wurde nicht hinzugefiigt; + : die Substanz wurde hinzugeftgt.

Je nach Anfirbbarkeit der transfizierten und mit CNI behandelten Zellen mit dem Annexin
V-Antikérper oder dem PI wurden die Zellen in vier Gruppen eingeteilt. Zellen, die weder

den Annexin V-Antikérper noch PI gebunden hatten, galten als vital. Zellen, die Annexin V-
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Antikorper, nicht aber PI gebunden hatten, galten als frithapoptotisch. Die gleichzeitige
Bindung von Annexin V-Antikérper und PI galt als spatapoptotisch. Die alleinige Bindung
von PI galt als nekrotisch. Die vier Kategorien wurden mit FlowJo 10 (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NY, USA) in Quadranten abgebildet, mit 10000 gemessenen Zellen als
Punkte. Um die Grenzen fir die Quadranten zu wihlen, wurden die mit nur einem der
beiden Farbstoffe behandelten Proben (,,FITC®, |PI“) verwendet. Zur vereinfachten
Vergleichbarkeit wurde der Anteil jedes Quadranten an der Gesamtmenge als farbiger Balken
in GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) dargestellt.
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3  Ergebnisse

3.1 Einfluss von CNI auf die Zellviabilitit

Zur Untersuchung des Effektes der CNI auf die Zellviabilitit und um geeignete
Medikamentenkonzentrationen fiir weitere Versuche zu ermitteln, wurde ein MTT-

Viabilititstest eingesetzt. Die Tests wurde an beiden humanen Nierenzelllinien HK-2 und
TK-173 Zellen durchgefiihrt.

3.1.1 Zellviabilitit von HK-2 unter CNI Behandlung

150
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Zellviabilitat [%]

Konzentration CsA [uM]

Abbildung 8: Viabilitit von HK-2 Zellen nach 48 h CsA-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte
von 6 Versuchen als Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Zellviabilitdt in
Relation zu der der Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CsA in
aufsteigender Reihenfolge abgebildet. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegentiber einer
unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegeniiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ¥**: p < 0,001; ****: p <
0,0001.

Bei der Behandlung von HK-2 Zellen mit CsA zeigte sich, dass bei jeder der eingesetzten
Konzentrationen von CsA die Zellviabilitit in Relation zur unbehandelten Kontrolle
verringert ist. Mit steigender CsA-Konzentration nimmt die Zellviabilitit stetig ab, wie

Abbildung 8 veranschaulicht. Die einzelnen Zahlenwerte sind der verbesserten Ubersicht

halber Tabelle 12 zu entnehmen.
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Tabelle 12: Zahlenwerte des MTT-Tests HK-2 mit CsA

Konzentration Zellviabilitit relativ zur Standardabweichung Signifikanz
von CsA [pM] Kontrolle (Mittelwert) [%] (p-Wert)
0,5 89,79 2,482 0,0248
1 87,24 6,17 0,0038
5 86,29 6,3 0,0039
10 82,55 12,55 0,0021
15 81,47 7,89 0,0003
20 75,89 5,86 < 0,0001
25 69,89 4,5 < 0,0001
30 66,32 1,98 < 0,0001
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Abbildung 9: Viabilitit von HK-2 Zellen nach 48 h TAC-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte
von 6 Versuchen als Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Zellviabilitit in

Relation zu der der Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von TAC in

aufsteigender Reihenfolge abgebildet. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegentiber einer

unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegentiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ¥*¥*: p <

0,0001.

Bei der Behandlung von HK-2 Zellen mit TAC zeigte sich erst ab einer Konzentration von

60 pM eine signifikante Abnahme der Zellviabilitit, wie in Abbildung 9 dargestellt. Die

einzelnen Zahlenwerte sind der verbesserten Ubersicht halber Tabelle 13 zu entnehmen.
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Tabelle 13: Zahlenwerte MTT HK-2 TAC

Konzentration von Zellviabilitit relativ zur Standardabweichung Signifikanz
TAC [uM] Kontrolle (Mittelwert) [%0] (p-Wert)
0,5 95,30 1,13 0,5547
1 90,44 2,44 0,0246
5 92,36 3,54 0,0978
10 93,32 2,18 0,1782
20 95,18 3,92 0,5296
30 93,33 2,3 0,216
60 44,6 2,56 < 0,0001
80 30,36 2,29 < 0,0001

3.1.2 Zellviabilitit von TK-173 unter CNI Behandlung

150 -
T ke *hw 3 3.4 i
=
= 100
Hy k
=
:E dededede drdedede  dededede
s
= 50
Q
N
0 e
)
)
'
*_0

Konzentration CsA [uM]

Abbildung 10: Viabilitit von TK-173 Zellen nach 48 h CsA-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte
von 6 Versuchen als Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Zellviabilitdt in
Relation zu der der Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CsA in
aufsteigender Reihenfolge abgebildet. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegeniiber einer
unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegentiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p = 0,01; ***: p < 0,001; *F**k:p <
0,0001.

Bei der Behandlung von TK-173 mit CsA zeigten die eingesetzten Konzentrationen von 0,5
uM - 10 uM eine geringe Abnahme der Zellviabilitit. Die Konzentration 15 pM bewirkte
eine Abnahme der Zellviabilitit um mehr als die Hilfte. Konzentrationen von 20 uM - 30
uM fithrten zu einer starken Abnahme der Zellviabilitit. Abbildung 10 gibt eine Ubersicht.

Die einzelnen Zahlenwerte sind der verbesserten Ubersicht halber Tabelle 14 zu entnehmen.
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Tabelle 14: Zahlenwerte MTT TK-173 CsA

Konzentration von Zellviabilitit relativ zur Standardabweichung Signifikanz
A i %
CsA [uM] Kontrolle (Mittelwert) [%] (p-Wert)
0,5 85,70 4,590 0,0052
1 78,93 3,96 0,0001
5 81,87 4,69 0,0005
10 84,54 6,37 0,0078
15 40,41 5,07 < 0,0001
20 19,13 2,15 < 0,0001
25 16,79 1,26 < 0,0001
30 16,42 2,1 < 0,0001
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Abbildung 11: Viabilitit von TK-173 Zellen nach 48 h TAC-Behandlung. Dargestellt sind die
Mittelwerte von 6 Versuchen als Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die
Zellviabilitit in Relation zu der der Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen
von TAC in aufsteigender Reihenfolge abgebildet. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede
gegeniiber einer unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe
gegentiber der Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001;
iRk p < 0,0001.

Bereits die geringsten eingesetzten Konzentrationen von TAC bewirkten eine geringe, aber
signifikante Abnahme der Zellviabilitit von TK-173. Die Konzentrationen 0,5 uM — 30 uM
zeigten eine geringe Abnahme der Zellviabilitit. Die Konzentrationen 60 uM und 80 pM
zeigten eine Abnahme von ca. 50% bzw. 75%. Abbildung 11 gibt eine Ubersicht. Die

einzelnen Zahlenwerte sind der verbesserten Ubersicht halber Tabelle 15 zu entnehmen.
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Tabelle 15: Zahlenwerte MTT TK-173 TAC

Konzentration von Zellviabilitit relativ zur Standardabweichung Signifikanz
TAC [uM] Kontrolle (Mittelwert) [%o] (p-Wert)
0,5 93,94 7,466 0,0385
1 91,96 8,1 0,0076
5 93,58 11,26 0,0325
10 94,19 10,37 0,0429
20 91,72 8,89 < 0,0001
30 91,05 8,58 0,0015
60 50,89 5,56 < 0,0001
80 22,25 4,02 < 0,0001

3.2 Proteomische Analyse

Drei verschiedene Proben von HK-2 Zellen wurden proteomisch analysiert. Eine
unbehandelte Kontrolle, eine mit 10 uM CsA behandelte Probe und eine mit 60 uM TAC
behandelte Probe. Abbildung 12 zeigt beispielhaft ein Polyacrylamidgel, welches

anschlieBend zur proteomischen Analyse weiterverwendet wurde.

Abbildung 12: Polyacrylamidgel vor dem Ausstanzen. Von links nach rechts wurde das Gel wie folgt
beladen (alle Proben in doppelter Ausfithrung und mit einer Tasche als Abstandhalter dazwischen): Marker,
unbehandelte Kontrolle, TAC 1 uM, TAC 60 uM, CsA 10 uM, CsA 20 pM. Alle Banden wurden ausgestanzt
und trypsinverdaut. Letztlich wurden Kontrolle, TAC 60 uM und CsA 10 uM proteomisch analysiert.

Insgesamt wurden 4502 Proteine identifiziert, davon 4186 in allen 3 Proben, 26
ausschlieBlich in der Kontrolle, 21 ausschlieBlich in der mit CsA Behandelten und 34
ausschliefllich in der mit TAC behandelten Probe. Die Verteilung zeigt Abbildung 13.
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Einer Anpassung des Signifikanzniveaus fur multiples testen (Bonferroni p < 0,00001;
Benjamini-Hochberg p < 0,00001) hielt keines der Proteine stand, weshalb auf eine solche
Anpassung verzichtet wurde. Als signifikant wurden Proteine mit einem p < 0,05 angesehen.
Um die Ergebnisse zusitzlich zu validieren, wurden nur Proteine als reguliert angesehen, die

zusitzlich einen Fold Change von < -1 bzw. = 1 aufweisen.

Kontrolle CsA

TAC

Abbildung 13: Verteilung identifizierter Proteine. Das Venn-Diagramm illustriert die Proteine, die nur in
einer der Proben, in zwei der Proben oder in allen drei Proben identifiziert wurden.

Die Proteine, die ausschlieB3lich in behandelten Proben identifiziert werden konnten, wurden
getrennt auf Interaktionen und biologische Prozesse, in die sie involviert sind, Gberpruft.
Mittels STRING wurden die folgenden Netzwerke erstellt und betroffene Funktionen

identifiziert.
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Abbildung 14: STRING-Netzwerk der Proteine, die exklusiv in der mit CsA behandelten Probe

identifiziert wurden. Abgebildet sind die einzelnen Proteine als Kugeln. Die Linien zwischen den Kugeln
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zeigen eine Interaktion dieser Proteine miteinander an. Je dicker die Linie, desto mehr Evidenz findet
STRING fiir die gegebene Interaktion. Lizenz: CC-BY 4.0

STRING erstellt aus den Proteinen, die exklusiv in der mit CsA behandelten Probe
indentifiziert wurden 20 sogenannte Knoten. Zwischen den Knoten koénnen vier
Interaktionen festgestellt werden. Bei der gegebenen Menge an Knoten sagt STRING zwei
Interaktionen vorher. In diesem Netzwerk sind nicht signifikant mehr Interaktionen zu
finden als erwartet (p-Wert 0,24). Zudem gibt STRING an, welchen Zellfunktionen und
Signalwegen die Proteine zugeordnet werden kénnen. Mit der niedrigsten False Discovery Rate
(tdr) werden MAP Kinase Aktivitit (fdr 0,0069) bei den Zellfunktionen und der VEGF
Signalweg (fdr 0,004) angegeben. Die Knoten und ihre Interaktionen sind in Abbildung 14
dargestellt.
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Abbildung 15: STRING-Netzwerk der Proteine, die exklusiv in der mit TAC behandelten Probe
identifiziert wurden. Abgebildet sind die einzelnen Proteine als Kugeln. Die Linien zwischen den Kugeln
zeigen eine Interaktion dieser Proteine miteinander an. Je dicker die Linie, desto mehr Evidenz findet
STRING fiir die gegebene Interaktion. Lizenz: CC-BY 4.0

Aus den Proteinen, die exklusiv in der mit TAC behandelten Probe identifiziert werden
konnten, erstellt STRING ein Netzwerk mit 30 Knoten. Zwischen den Knoten kénnen sechs
Interaktionen ermittelt werden. Bei dieser Menge an Knoten erwartet STRING funf
Interaktionen, sodass nicht signifikant mehr Interaktionen im Netzwerk zu finden sind (p-
Wert 0,343). Es konnen fiir dieses Netzwerk keine Zellfunktionen angegeben werden, die
besonders vertreten sind. Der Prefoldin Komplex als zellulire Komponente zeigt sich
angereichert (fdr 0,0134). Die Knoten und ihre Interaktionen sind in Abbildung 15
dargestellt.
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Abbildung 16: STRING-Netzwerk der Proteine, die in der mit CsA und der mit TAC behandelten
Probe identifiziert wurde, nicht jedoch in der unbehandelten Kontrolle. Abgebildet sind die einzelnen
Proteine als Kugeln. Die Linien zwischen den Kugeln zeigen eine Interaktion dieser Proteine miteinander an.

Je dicker die Linie, desto mehr Evidenz findet STRING fiir die gegebene Interaktion. Lizenz: CC-BY 4.0

Von den Proteinen, die sowohl in der mit CsA behandelten Probe als auch in der mit TAC
Behandelten identifiziert wurden erstellt STRING ein Netzwerk mit 34 Knoten. Darin
befinden sich 21 Interaktionen. STRING erwartet fiir diese Menge Knoten sieben
Interaktionen. Es befinden sich signifikant mehr Interaktionen in diesem Netzwerk als
erwartet (p-Wert 2,6E-05). Die am meisten angereicherten Zellfunktionen betreffen die
Ephrinrezeptoren (fdr 0,0263), die bei der Wachstumsrichtung von Axonen (fdr 0,0151) eine
Rolle spielen. Angereicherte Signalwege sind SNARE-Interaktionen (fdr 0,0117), mRNA
Uberwachungs Signalweg (fdr 0,005), RNA Transport (fdr 0,00025) und das Spliceosome
(fdr 0,0012). Die Knoten und ihre Interaktionen sind in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 17: STRING-Netzwerk der Proteine, die exklusiv in der unbehandelten Kontrolle
identifiziert wurden. Abgebildet sind die einzelnen Proteine als Kugeln. Die Linien zwischen den Kugeln
zeigen eine Interaktion dieser Proteine miteinander an. Je dicker die Linie, desto mehr Evidenz findet
STRING fiir die gegebene Interaktion. Lizenz: CC-BY 4.0

Von den Proteinen, die ausschlieSlich in der unbehandelten Kontrolle identifiziert wurden
erstellt STRING ein Netzwerk mit 20 Knoten. Zwischen den Knoten werden zwei
Interaktionen ausgemacht, wihrend zwei Interaktionen erwartet wurden (p-Wert 0,456). Es
bestehen nicht signifikant mehr Interaktionen in diesem Netzwerk als erwartet. Unter den
im Netzwerk angereicherten molekularen Funktionen befindet sich die T-
Zellrezeptorbindung (fdr 0,007) und die Bindung der SH2-Domane (fdr 0,0453). Die Knoten
und ihre Interaktionen sind in Abbildung 17 dargestellt.

3.2.1 Einfluss der CsA-Behandlung auf das Proteom der Nierenzellen

Volcano Plot (T-Test, p < 0,05, No Correction)
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Abbildung 18: Volcano Plot der Proteine in der mit CsA behandelten Probe im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrolle Die Abszisse gibt den Logarithmus zur Basis 2 des Fold Change an. Die Ordinate
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gibt den negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes an. Die rote Linie trennt die signifikant

verinderten von den nicht-signifikant verinderten Proteinen. Jeder Kasten bzw. Punkt steht fiir ein Protein.

Nach der Normalisierung der Proteine in Scaffold gibt Abbildung 18 einen ersten Uberblick
Uber die Verteilung von hoch- bzw. herunterregulierten Proteinen. Von den in Scaffold
normalisierten Proteinen wurde anschlieBend mit IPA eine Karte erstellt, um festzustellen,
welche zelluliren Kompartimente betroffen und welche Signalwege innerhalb der Zelle
aktiviert bzw. inhibiert wurden. Kartiert wurden 223 regulierte Proteine. Davon zeigten sich
158 Proteine als herunterreguliert (Fold Change < -1) und 65 Proteine als hochreguliert (Fo/d
Change = 1). Insgesamt waren 54 Signalwege reguliert, die in Abbildung 19 bis Abbildung 21
aufgefihrt werden. Abbildung 22 zeigt eine Toxizititsanalyse, in der die regulierten
Signalwege mit denen bekannter Pathologien verglichen werden. Zusitzlich waren 13
Netzwerke molekularer Signalwege reguliert. Diejenigen, die die Immunantwort oder den
Zelltod betreffen sind in Abbildung 23 bis Abbildung 25 gezeigt. Die einzelnen Proteine, ihr
Fold Change und ihr p-Wert sind in Tabelle Al im Anhang aufgefihrt, die regulierten
Signalwege in Tabelle A3.
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Abbildung 19: Regulierte Signalwege nach CsA Behandlung 1/3. Die Balken zeigen den Anteil det

regulierten Proteine an der Gesamtzahl (rechts neben den Balken) der in den Signalweg involvierten Proteine

an. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung, in grau markiert sind nicht regulierte

Proteine.
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Abbildung 20: Regulierte Signalwege nach CsA Behandlung 2/3. Die Balken zeigen den Anteil der

regulierten Proteine an der Gesamtzahl (rechts neben den Balken) der in den Signalweg involvierten Proteine

an. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung, in grau markiert sind nicht regulierte

Proteine.
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Abbildung 21: Regulierte Signalwege nach CsA Behandlung 3/3. Die Balken zeigen den Anteil der

regulierten Proteine an der Gesamtzahl (rechts neben den Balken) der in den Signalweg involvierten Proteine

an. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung, in grau markiert sind nicht regulierte

Proteine.
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Abbildung 22: IPA Toxizititsanalyse der proteomischen Daten von HK-2 nach CsA Behandlung.

IPA findet fir 27 bekannte Krankheiten bzw. Krankheitsaspekte signifikante
Uberschneidungen mit den fiir CsA erhobenen proteomischen Daten. Direkt die Niere
betreffen 10 der 27.

Die Analyse beztiglich Nephrotoxizitit erzielt die signifikantesten Regulierungen in den IPA-
Signalwegen Glomerulire Vetletzungen, renale Nekrose/Zelltod, renaler Schaden, renale

Inflammation und Nephritis.
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Entwicklung und Funktion. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung. Die Intensitit
der Farben indiziert das Ausmal3 der Regulierung. Ein durchgezogener Pfeil zeigt eine direkte Interaktion, ein

Gestrichelter eine indirekte Interaktion.
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Abbildung 24: CsA reguliert Zelltod und -iibetleben, Zellmorphologie, renale Nekrose/Zelltod. Griin
zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung. Die Intensitit der Farben indiziert das Ausmal der
Regulierung. Ein durchgezogener Pfeil zeigt eine direkte Interaktion, ein Gestrichelter eine indirekte
Interaktion.
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eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung. Die Intensitit der Farben indiziert das Ausmal3 der

Regulierung. Fin durchgezogener Pfeil zeigt eine direkte Interaktion, ein Gestrichelter eine indirekte
Interaktion.
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3.2.2 Einfluss der TAC-Behandlung auf das Proteom der Nierenzellen

Volcano Plot (T-Test, p < 0,05, No Correction)
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Abbildung 26: Volcano Plot der Proteine in der mit TAC behandelten Probe im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrolle. Die Abszisse gibt den Logarithmus zur Basis 2 des Fo/d Change an. Die Ordinate
gibt den negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes an. Die rote Linie trennt die signifikant

veridnderten von den nicht-signifikant verinderten Proteinen. Jeder Kasten bzw. Punkt steht fiir ein Protein.

Nach der Normalisierung der Proteine in Scaffold gibt Abbildung 26 einen ersten Uberblick
tber die Verteilung von hoch- bzw. herunterregulierten Proteinen. Von den in Scaffold
normalisierten Proteinen wurde anschlieBend mit IPA eine Karte erstellt, um festzustellen,
welche zelluliren Kompartimente betroffen und welche Signalwege innerhalb der Zelle
aktiviert bzw. inhibiert wurden. Kartiert wurden 706 regulierte Proteine. Davon zeigten sich
576 Proteine als herunterreguliert (Fo/d Change < -1) und 130 Proteine als hochreguliert (Fo/d
Change = 1). Insgesamt waren 486 Signalwege reguliert, die in Abbildung 27 bis Abbildung
30 aufgefithrt werden. Abbildung 31 zeigt eine Toxizititsanalyse, in der die regulierten
Signalwege mit denen bekannter Pathologien verglichen werden. Zusitzlich waren 25
Netzwerke molekularer Signalwege reguliert. Diejeniegen, die die Immunantwort oder den
Zelltod betreffen sind in Abbildung 32 bis Abbildung 35 gezeigt.

Die einzelnen Proteine, ihr Fold Change und ihr p-Wert sind in Tabelle A2 im Anhang
aufgefiihrt, die regulierten Signalwege in Tabelle A4.
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II Downregulated M INo change M Upregulated | | Mo overlap with dataset I

Mitochondiial Dysfunction

Oridative Phosphorylation

Clathiin-mediated Endocytosis Signaling

Cholesterol Biosynthesis I

Cholesterol Biosynthesis II (via 24,25-dihydrolanosterol)

Cholesterol Biosynthesis III (via Desmosterol)

Superpathway of Cholesterol Biosynthesis

Sittuin Signaling Pathway

Huntington's Disease Signaling

EGF Signaling

Proline Biosynthesis II (from Arginine)

NER Pathway

Arginine Degradation VI (Arginase 2 Pathway)

Synaptogenesis Signaling Pathway

Epoxysqualene Biosynthesis

GP6 Signaling Pathway
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Abbildung 27: Regulierte Signalwege nach TAC-Behandlung Teil 1/4. Die Balken zeigen den Anteil

der regulierten Proteine an der Gesamtzahl (rechts neben den Balken) der in den Signalweg involvierten

Proteine an. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung, in grau markiert sind nicht

regulierte Proteine.




Ergebnisse

45

Insulin Secration Signaling Pathway

EIF2 Signaling

Tight Junction Signaling

Epithelial Adherens Junction Signaling

Leukocyte Extravasation Signaling

Proline Biosynthesis I

CTLA4 Signaling in Cytatoxic T Lymphacytes

Assernbly of RMA Polymerase IIT Complex

Reelin Signaling in Meurans

Cellular Effects of Sildenafil (\iagra)

Lipid Antigen Presentation by CD1

DHA Double-Strand Break Repair by Homologous Recornbination

GDHF Family Ligand-Receptor Interactions

Regulation of eIF4 and p70S6K Signaling

IL-7 Signaling Pathway

Granzyme B Signaling

LR FR Activation

Zymosterol Biosynthesis

Abbildung 28: Regulierte Signalwege nach TAC-Behandlung Teil 2/4. Die Balken zeigen den Anteil
der regulierten Proteine an der Gesamtzahl (rechts neben den Balken) der in den Signalweg involvierten

Proteine an. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung, in grau markiert sind nicht

regulierte Proteine.
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TR/RXR Activation

FGF Signaling

Stearate Biosynthesis I (Animals)

PDGF Signaling

Vilus Entry via Endocytic Pathways

Coronavitus Pathogenesis Pathway

Actin Cytoskeleton Signaling

Assembly of RINA Polymerase II Complex

Mucleotide Excision Repair Pathway

CDP-diacylglycerol Biosynthesis I

Inteiferon Signaling

MNon-Small Cell Lung Cancer Signaling

GPCR-Mediated Integration of Enteroendocrine Signaling Exemplified by an L Cell

Calcium Signaling

Estrogen Receptor Signaling

Cell Cycle Control of Chromosomal Replication

Phosphatidylglycerol Biosynthesis II (Mon-plastidic)

Folate Transformations I

Renin-Angiotensin Signaling
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Abbildung 29: Regulierte Signalwege nach TAC-Behandlung Teil 3/4. Die Balken zeigen den Anteil

der regulierten Proteine an der Gesamtzahl (rechts neben den Balken) der in den Signalweg involvierten

Proteine an. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung, in grau markiert sind nicht

regulierte Proteine.
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Asparagine Biosynthesis I

Alanine Biosynthesis IIT

tRINA Charging

Inhibition of Matrix Metalloproteases

Superpathway of D-myao-inositol (1,4,5)-trisphosphate Metabolism

ILK Signaling

Ketolysis

Tumoricidal Function of Hepatic Matural Killer Cells

IMeuropathic Pain Signaling In Dorsal Hom Neurons

Renal Cell Carcinoma Signaling

Endometrial Cancer Signaling

Ketogenesis

Purine Nucleotides De Movo Biosynthesis 1T

Synaptic Long Term Potentiation

Axonal Guidance Signaling

Ga12/13 Signaling
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Abbildung 30: Regulierte Signalwege nach TAC-Behandlung Teil 4/4. Die Balken zeigen den Anteil

der regulierten Proteine an der Gesamtzahl (rechts neben den Balken) der in den Signalweg involvierten

Proteine an. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung, in grau markiert sind nicht

regulierte Proteine.
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Abbildung 31: IPA Toxizititsanalyse der proteomischen Daten von HK-2 nach TAC-Behandlung.
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IPA  findet fir 32 bekannte Krankheiten bzw. Krankheitsaspekte signifikante
Uberschneidungen mit den fiir CsA erhobenen proteomischen Daten. Direkt die Niere
betreffen 8 der 32.

Die Analyse beztiglich Nephrotoxizitit erzielt die signifikantesten Regulierungen in den IPA-
Signalwegen renale Nekrose/Zelltod, glomerulire Vetletzung, renaler Schaden, renale

Inflammation und Nephritis.
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Abbildung 32: TAC reguliert Zellgefihrdung, Gastrointestinale Erkrankungen, Lebererkrankungen.

Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung. Die Intensitit der Farben indiziert das
Ausmal der Regulierung. Ein durchgezogener Pfeil zeigt eine direkte Interaktion, ein Gestrichelter eine

indirekte Interaktion.
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Abbildung 33: TAC reguliert Zelltod und -iibetleben, Zellsignalisierung, Zell-zu-Zell Signalisierung
und Interaktion. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung. Die Intensitit der Farben

indiziert das Ausmaf3 der Regulierung. Ein durchgezogener Pfeil zeigt eine direkte Interaktion, ein

Gestrichelter eine indirekte Interaktion.

RRFRT

Abbildung 34: TAC reguliert Zelltod und -iiberleben, zelluldre Funktion und Instandhaltung, DNA-
Replikation, -Rekombination und -Reparatur. Griin zeigt eine Herunterregulierung, Rot eine
Hochregulierung. Die Intensitit der Farben indiziert das Ausmal} der Regulierung. Ein durchgezogener Pfeil

zeigt eine direkte Interaktion, ein Gestrichelter eine indirekte Interaktion.
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Abbildung 35: TAC reguliert Krebs, Zelltod und -iibetleben, Infektionskrankheiten. Griin zeigt eine
Herunterregulierung, Rot eine Hochregulierung. Die Intensitit der Farben indiziert das Ausmal3 der

Regulierung. Ein durchgezogener Pfeil zeigt eine direkte Interaktion, ein Gestrichelter eine indirekte

Interaktion.
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3.3 Western-Blot Analyse der Rolle der ER-Stress Proteine in der
CNI-Therapie

Um die Auswirkung der CNI-Behandlung von HK-2 und TK-173 auf Proteine, die an ER-
Stressreaktionen beteiligt sind zu untersuchen, wurden Western-Blots durchgefiihrt. Die
Proteine GRP78, ERP57 und Calretikulin wurden mittels spezifischer Antikérper sichtbar

gemacht und die Intensitit der gemessenen Signale verglichen.

3.3.1 Einfluss der CNI-Behandlung auf die Expression von GRP78

w

o

o
]

200+

100

Intensitat relativ zur
unbehandelten Kontrolle [%]

- e

0-

Kontrolle TAC1uM TAC60 UM CsA10uM  CsA 20 uM b) S D
WY oY

O

a)

Abbildung 36: Western-Blot von HK-2 mit GRP78 Antikorper. a) Dargestellt ist exemplarisch eines von
3 Replikaten. b) Abgebildet sind die Werte von 3 Versuchen als Punkte und den Mittelwerten als Balken
sowie mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der
Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CNI mit denen behandelt
wurde abgebildet. Auf die Abbildung der Kontrolle wurde verzichtet, weil diese in der gewihlten Darstellung
immer genau 100 betragen wiirde. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegentiber einer
unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegeniiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ¥*¥*: p <
0,0001.

Bei der Behandlung von HK-2 mit TAC zeigt sich bei einer Konzentration von 60 pM eine
signifikante (p = 0,0154) Zunahme der GRP78-Expression (Bandenintensitit auf 207%)

gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 36). Die Behandlung mit 1 uM TAC
zeigte keine signifikante (p = 0,4849) Verinderung der GRP78-Expression.

Beide verwendeten Konzentrationen von CsA fiihrten zu einer Zunahme der Intensitit der
GRP78 Bande. Diese betrug 156% des Kontrollwertes bei 10 uM (p = 0,0775) und 178%
bei 20 uM (p = 0,039). Damit ist nur der Wert bei 20 uM signifikant erhoht, jedoch zeigt sich
auch bei 10 uM ein deutlicher Trend in Richtung einer Steigerung der GRP78-Expression
im Western-Blot.
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Abbildung 37: Western-Blot von TK-173 mit GRP78 Antikérper. a) Dargestellt ist exemplarisch eines
von 3 Replikaten. b) Abgebildet sind die Werte von 3 Versuchen als Punkte und den Mittelwerten als Balken
sowie mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der
Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CNI mit denen behandelt
wurde abgebildet. Auf die Abbildung der Kontrolle wurde verzichtet, weil diese in der gewihlten Darstellung
immer genau 100 betragen wirde. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegeniiber einer
unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegentiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ¥*¥*: p <
0,0001.

Keine der CNI-Behandlungen von TK-173 fihrte zu einer signifikanten Zunahme der
Intensitit der GRP78-Expression im Western-Blot (Abbildung 37). Die Behandlung mit 60
uM TAC zeigt den stirksten Trend zu erhohten GRP78-Expression mit einem Mittelwert
von 210% (p = 0,2822).

3.3.2 Einfluss der CNI-Behandlung auf die Expression von ERp57
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Abbildung 38: Western-Blot von HK-2 mit ERp57 Antikdrper. a) Dargestellt ist exemplarisch eines von
4 Replikaten. b) Abgebildet sind die Werte von 4 Versuchen als Punkte und den Mittelwerten als Balken
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sowie mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der
Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CNI mit denen behandelt
wurde abgebildet. Auf die Abbildung der Kontrolle wurde verzichtet, weil diese in der gewihlten Darstellung
immer genau 100 betragen wirde. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegeniiber einer
unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegentiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ¥**: p < 0,001; *¥+¥*: p <
0,0001.

Mit Ausnahme der 1 uM TAC Behandlung (p = 0,5860) zeigen alle behandelten HK-2 Zellen
eine signifikante Zunahme in der Intensitit ihrer ERp57-Bande (Abbildung 38). Bei der
Behandlung mit 60 uM TAC betrigt sie 227% des Kontrollwertes (p = 0,0187). Die mit CsA
behandelten Zellen zeigen eine Zunahme auf 200% (p = 0,0043) bei 10 uM und auf 179%
(p = 0,0493) bei 20 uM.
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Abbildung 39: Western-Blot von TK-173 mit ERP57 Antikorper. a) Dargestellt ist exemplarisch eines
von 3 Replikaten. b) Abgebildet sind die Werte von 4 Versuchen als Punkte und den Mittelwerten als Balken
sowie mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der
Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CNI mit denen behandelt
wurde abgebildet. Auf die Abbildung der Kontrolle wurde verzichtet, weil diese in der gewihlten Darstellung
immer genau 100 betragen wiirde. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegentiber einer
unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegeniiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ¥***: p <
0,0001.

Keine der CNI-Behandlungen von TK-173 fihrte zu einer signifikanten Zunahme der
Intensitit der ERP57-Bande im Western-Blot (Abbildung 39). Die gemessenen Intensititen

zeigen Werte von 1006-137% der Intensitit der unbehandelten Kontrolle. Die stirkste
Zunahme zeigt dabei die Behandlung mit 60 uM TAC (Mittelwert = 137 %, p = 0,223).
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3.3.3 Einfluss der CNI-Behandlung auf die Expression von CALR
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Abbildung 40: Western-Blot von HK-2 mit CALR Antikérper. a) Dargestellt ist exemplarisch eines von 4
Replikaten. b) Abgebildet sind die Werte von 4 Versuchen als Punkte und den Mittelwerten als Balken sowie
mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der Kontrolle.
Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CNI mit denen behandelt wurde
abgebildet. Auf die Abbildung der Kontrolle wurde verzichtet, weil diese in der gewihlten Darstellung immer
genau 100 betragen wiirde. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegeniiber einer unbehandelten
Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegentiber der Kontrolle sind wie folgt
gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ¥*: p < 0,001; **¥**: p < 0,0001.

Mit Ausnahme der 1 pM TAC Behandlung (p = 0,382) zeigen alle behandelten HK-2 Zellen
eine signifikante Zunahme in der Intensitit ihrer CALR-Bande (Abbildung 40). Bei der
Behandlung mit 60 uM TAC betrigt sie 207% des Kontrollwertes (p = 0,0038). Die mit CsA

behandelten Zellen zeigen eine Zunahme auf 155,5% (p = 0,0094) bei 10 uM und auf 178,3%
(p = 0,0498) bei 20 uM.
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Abbildung 41: Western-Blot von TK-173 mit CALR Antikérper. a) Dargestellt ist exemplarisch eines von
2 Replikaten. b) Abgebildet sind die Werte von 2 Versuchen als Punkte und den Mittelwerten als Balken
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sowie mit der Standardabweichung als Whisker. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der
Kontrolle. Auf der Abszisse sind die unterschiedlichen Konzentrationen von CNI mit denen behandelt
wurde abgebildet. Auf die Abbildung der Kontrolle wurde verzichtet, weil diese in der gewihlten Darstellung
immer genau 100 betragen wirde. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede gegeniiber einer
unbehandelten Kontrolle getestet. Signifikante Unterschiede einer behandelten Probe gegentiber der
Kontrolle sind wie folgt gekennzeichnet: ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ¥+ p <
0,0001.

Keine der CNI-Behandlungen von TK-173 fithrte zu einer signifikanten Zunahme der
Intensitit der CALR-Bande im Western-Blot (Abbildung 41). Die Behandlung mit 60 uM
TAC fihrt zu der stirksten Zunahme (Mittelwert = 177 %, p = 0,072). Da nicht ausreichend
Protein extrahiert werden konnte, wurden nur zwei Replikate der Western-Blots von TK.173

mit dem anti-CALR AntikOrper quantifiziert.
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3.4 Einfluss der Regulierung der ERp57 und CALR Expression auf
die Zellreaktion auf CNI Behandlung.

In HK-2 Zellen wurden mit siRNA bzw. Plasmid-DNA die Proteine ERp57 und CALR
herunter- bzw. hochreguliert. Der Erfolg der Transfektionen wurde mittels Western-Blot
Uberprift. Nach der Transfektion wurden die Zellen mit CNI in aufsteigenden
Konzentrationen behandelt und mittels FACS die Anteile frith-, spat apoptotischer sowie
nekrotischer Zellen ermittelt. Da die grof3ten Unterschiede in den frith apoptotischen
Anteilen zu sehen waren, wurden diese mittels t-Test auf signifikante Unterschiede

untersucht.

3.4.1 Der Effekt der ERp57 Expressionsregulation auf die Zellantwort auf die

CNI TAC und CsA
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Abbildung 42: Western-Blot Kontrolle der Transfektionen von HK-2 mit ERp57. a) Dargestellt ist der
Western-Blot zur Erfolgskontrolle der Transfektionen mit ERp57. b) Abgebildet sind die Werte der
Transfektionskontrolle als Balken. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der Kontrolle. Auf der
Abszisse sind die unterschiedlich transfizierten Proben aufgefiihrt. Zur besseren Nachvollziehbarkeit der

regulatorischen Effekte der Transfektion ist in der Graphik auch die untransfizierte Kontrolle abgebildet.

Die mit siRNA transfizierten Zellen (ERp57 -) zeigen im Western-Blot eine ERp57-Bande
von 5,2 % der Intensitit relativ zur Kontrolle. Die mit Plasmid-DNA transfizierten Zellen
(ERp57 +) zeigen eine ERp57-Bande von 185,6 % der Kontrolle (Abbildung 42). Aufgrund

der geringen Menge an transfizierten Zellen wurde bei den Western-Blots zur

Transfektionskontrolle auf das Anfertigen von Replikaten verzichtet.
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Abbildung 43: Durchflusszytometrie von ERp57-transfizierten HK-2, behandelt mit TAC.

a) Abgebildet sind exemplarisch die durchflusszytometrischen Ergebnisse von HK-2 Zellen, in denen ERp57
herunter- (links) und hochreguliert (rechts) wurden, die anschlieBend mit aufsteigenden Konzentrationen
TAC behandelt wurden. Die Quadranten zeigen begonnen unten links und dann gegen den Uhrzeigersinn:
vitale Zellen, frihapoptotische Zellen, spatapoptotische Zellen und nekrotische Zellen. b) Gezeigt sind die
Mittelwerte von 3 Versuchen als farbige Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Blaue Balken
zeigen vitale Zellen, rote Balken frith apoptotische Zellen, griine Balken spit apoptotische Zellen und
schwarze Balken nekrotische Zellen. Balken ohne Strichelung bilden die mit siRNA transfizierten Zellen ab,

die gestrichelten Balken zeigen die mit Plasmid DNA transfizierten Zellen.

Alle eingesetzten Konzentrationen von TAC fihren bei den mit siRNA transfizierten Zellen
(siRNA-ERp57) zu hoheren Anteilen in der frithapoptotischen Fraktion gegentiber den mit
Plasmid transfizierten Zellen (pPDIA3) (Abbildung 43). Lediglich bei 60 uM TAC zeigt sich

dieser Unterschied als statistisch signifikant (p = 0,02). Alle Werte sind in Tabelle 16
aufgefihrt.

Tabelle 16: Zahlenwerte der friith apoptotischen HK-2 nach Behandlung mit TAC

Konzentration TAC | siRNA-ERp57 siRNA-ERp57 pPDIA3 pPDIA3 p-Wert
(M) Mittelwert [%o] SD [%)] Mittelwert | SD [%]

%]
Kontrolle 4,31 0,3732 3,887 1,151 0,577
1 4,993 1,939 3,143 1,756 0,288
30 10,14 8,92 3,377 1,41 0,263
40 16,73 17,77 3,883 1,913 0,281
50 23,84 14,86 6,12 0,92 0,108
60 45,03 8,422 21,7 6,729 0,02
80 77,07 16,64 60,37 20,2 0,331
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B AnnexinV-/PI-
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Abbildung 44: Durchflusszytometrie von ERp57-transfizierten HK-2, mit CsA behandelt.

a) Abgebildet sind exemplarisch die durchflusszytometrischen Ergebnisse von HK-2 Zellen, in denen ERp57
herunter- (links) und hochreguliert (rechts) wurden, die anschlieBend mit aufsteigenden Konzentrationen CsA
behandelt wurden. Die Quadranten zeigen begonnen unten links und dann gegen den Uhrzeigersinn: vitale
Zellen, frithapoptotische Zellen, spitapoptotische Zellen und nekrotische Zellen. b) Gezeigt sind die
Mittelwerte von 3 Versuchen als farbige Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Blaue Balken
zeigen vitale Zellen, rote Balken frithapoptotische Zellen, griine Balken spitapoptotische Zellen und
schwarze Balken nekrotische Zellen. Balken ohne Strichelung bilden die mit siRNA transfizierten Zellen ab,
die gestrichelten Balken zeigen die mit Plasmid DNA transfizierten Zellen.

Wie bei der Behandlung mit TAC fihrt auch die Behandlung mit CsA bei jeder eingesetzten
Konzentration zu einer Erhohung des Anteils frith apoptotischer Zellen bei siRNA-ERp57
gegentiber pPDIA3 (Abbildung 44). Die Unterschiede sind allesamt signifikant. Auch bei
den unbehandelten Kontrollen besteht ein signifikanter (p = 0,0457) Unterschied von ca. 2,3
%. Alle Werte sind in Tabelle 17 aufgefihrt.

Tabelle 17: Zahlenwerte der friith apoptotischen HK-2 nach Behandlung mit CsA

Konzentration siRNA-ERp57 | siRNA- | pPDIA3 pPDIA3 | p-Wert
CsA [uM] Mittelwert [%] | ERp57 Mittelwert [%] | SD [%]
SD [%]

Kontrolle 5,177 0,802 2,897 1,121 0,0457
5 7,65 0,524 2,97 1,551 0,0078
10 8,31 1,021 2,047 0,954 0,0047
15 12,6 0,954 3.42 0,364 <0,0001
20 26,53 2,06 9.65 1,521 0,0003
25 24,6 3,576 9,25 1187 0,0021
30 29,0 0,954 9.7 4854 0,0025
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3.4.2 Der Effekt der CALR Expressionsregulation auf die Zellantwort auf die
CNI TAC und CsA
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Abbildung 45: Western-Blot Kontrolle der Transfektionen von HK-2 mit CALR. a) Dargestellt ist der
Western-Blot zur Erfolgskontrolle der Transfektionen mit ERp57. b) Abgebildet sind die Werte der
Transfektionskontrolle als Balken. Die Ordinate zeigt die Intensitit in Relation zu der der Kontrolle. Auf der
Abszisse sind die unterschiedlich transfizierten Proben aufgefithrt. Zur besseren Nachvollziehbarkeit der

regulatorischen Effekte der Transfektion ist in der Graphik auch die untransfizierte Kontrolle abgebildet.

Die mit siRNA transfizierten Zellen (siRNA-CALR) zeigen im Western-Blot eine CALR-
Bande von 35,1 % der Intensitit relativ zur Kontrolle. Die mit Plasmid-DNA transfizierten
Zellen (pCALR) zeigen eine CALR-Bande von 118,5 % der Kontrolle (Abbildung 45).
Aufgrund der geringen Menge an transfizierten Zellen wurde bei den Western-Blots zur

Transfektionskontrolle auf das Anfertigen von Replikaten verzichtet.



Ergebnisse

Kontrolle

30 uM

40 uM

50 uM

60 uM

80 uM

SiRNA-CALR

o
=] 1%

iR
o o
=2 ar
a =
LEE] 18

s

e L
345 Az
3 -3
041 148
b
e Ll
343 e
o ad
o zm

el :,

ﬁm,.

e

o
B

] @
o= s

=
BT

o

Kontrolle

30 uM

40 uM

50 uM

60 uM

80 uM

G -3
0 B3 e
RSP S
a4 (-]
i e
a o
114 =
il -3
ik 298
o -3
051 ae

a4 &
ar2 HEE
an o
LR amw




Ergebnisse

64

100

Anteil [%]

b)

e

50

0

G NN BSOS B & &

Q
&

Tacrolimus [uM]

B AnnexinV-/PI -

B AnnexinV +/PI -
I AnnexinV +/ Pl +
W AnnexinV-/Pl+

| siRNA-CALR

pCALR

Abbildung 46: Durchflusszytometrie von CALR-transfizierten HK-2, mit TAC behandelt.
a) Abgebildet sind exemplarisch die durchflusszytometrischen Ergebnisse von HK-2 Zellen, in denen CALR

herunter- (links) und hochreguliert (rechts) wurden, die anschlieBend mit aufsteigenden Konzentrationen
TAC behandelt wurden. Die Quadranten zeigen begonnen unten links und dann gegen den Uhrzeigersinn:
vitale Zellen, frihapoptotische Zellen, spatapoptotische Zellen und nekrotische Zellen. b) Gezeigt sind die
Mittelwerte von 3 Versuchen als farbige Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Blaue Balken

zeigen vitale Zellen, rote Balken frithapoptotische Zellen, griine Balken spitapoptotische Zellen und

schwarze Balken nekrotische Zellen. Balken ohne Strichelung bilden die mit siRNA transfizierten Zellen ab,

die gestrichelten Balken zeigen die mit Plasmid DNA transfizierten Zellen.

siRNA-CALR

Tabelle 18: Zahlenwerte der frith apoptotischen HK-2 nach Behandlung mit TAC

zeigt bei allen TAC-Konzentrationen
frihapoptotischen Zellen im Vergleich zu pCALR (Abbildung 46). Mit Ausnahme von 40
uM TAC zeigt sich fir jede eingesetzte TAC-Konzentration ein signifikanter Unterschied.
Alle Werte sind in Tabelle 18 aufgefiihrt.

einen grofleren Anteil

an

Konzentration siRNA-CALR | siRNA- pCALR pCALR p-Wert
TAC [uM] Mittelwert [%] | CALR Mittelwert SD [%]
SD [%] | [%]

Kontrolle 2,82 0,21 2,137 0,11 0,0075

1 2,973 0,255 2,27 0,248 0,0267
30 4,16 0,392 3,82 0,947 0,5928
40 7,03 0,851 5,95 0,803 0,1861
50 13,8 0,361 9,06 0,384 < 0,0001
60 437 2,771 9,793 2,583 0,0001
80 86,2 4,795 10,67 1,343 < 0,0001
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Abbildung 47: Durchflusszytometrie von CALR-transfizierten HK-2, mit CsA behandelt. a)
Abgebildet sind exemplarisch die durchflusszytometrischen Ergebnisse von HK-2 Zellen, in denen CALR
herunter- (links) und hochreguliert (rechts) wurden, die anschlieBend mit aufsteigenden Konzentrationen CsA
behandelt wurden. Die Quadranten zeigen begonnen unten links und dann gegen den Uhrzeigersinn: vitale
Zellen, frithapoptotische Zellen, spitapoptotische Zellen und nekrotische Zellen. b) Gezeigt sind die
Mittelwerte von 3 Versuchen als farbige Balken mit der Standardabweichung als Whisker. Blaue Balken
zeigen vitale Zellen, rote Balken frithapoptotische Zellen, griine Balken spitapoptotische Zellen und
schwarze Balken nekrotische Zellen. Balken ohne Strichelung bilden die mit siRNA transfizierten Zellen ab,

die gestrichelten Balken zeigen die mit Plasmid DNA transfizierten Zellen.

Nach der Behandlung von CALR-transfizierten Zellen mit CsA ist kein klares Muster zu
erkennen, wie bei der Behandlung mit TAC (Abbildung 47). Einzig die Behandlung mit 30
uM CsA fihrt zu einem signifikanten Unterschied (p = 0,02). Alle Werte sind in Tabelle 19
aufgefihrt.

Tabelle 19: Zahlenwerte der friith apoptotischen HK-2 nach Behandlung mit CsA

Konzentration siRNA- siRNA- pCALR pCALR p-Wert
CsA [uM] CALR CALR Mittelwert SD [%0]
Mittelwert SD [%] [%0]
[70]
Kontrolle 3,93 0,35 4,43 0,853 0,404
5 5,72 0,761 5,69 0,578 0,968
10 10,4 0,6 12,84 4037 0,358
15 19,7 5,522 2493 2,013 0,198
20 4527 8,558 40,0 3,985 0,389
25 342 2,163 402 5,551 0,156
30 402 5,551 351 0,872 0,02
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Versuchsmaterialien

Derzeit wird nach jeder Transplantation eines soliden Organs ein CNI zur
Immunsuppression empfohlen (Kasiske et al. 2009). Die gewiinschte Immunsuppression
geht dabei mit unerwiinschten Arzneimittelwirkungen einher, die therapielimitierend sein
koénnen (s. auch 1.3). Wie es zu den unerwiinschten Arzneimittelwirkungen kommt, ist in
groen Teilen nicht ausreichend geklirt, weshalb sich die vorliegende Arbeit mit den
Verinderungen auf Proteinebene unter CNI-Behandlung beschiftigt. Speziell die unter CNI-
Behandlung beobachtete Nierenfibrose (s. 1.4) wird untersucht. Dazu wurden an zwei
Zelllinien von gesunden Nieren (s. 2.1.8) nach der Behandlung mit CNI in verschiedenen
Konzentrationen Versuche durchgefihrt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen der

gleichen Zelllinie.

Fir die Versuche wurden als Modell fur die Nierenzellen im Menschen die in 2.1.8 niher
beschriebenen Zelllinien HK-2 und TK-173 gewihlt. V. a. HK-2 sind Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen von Nephrotoxizitit (i und Zhou 2016; Wang et al. 2017;
Zhang et al. 2017; Qiu et al. 2018). Die Zellkultur macht es méglich, dulere Faktoren wie
Temperatur, Nihrstoff- und Gaszufuhr, etc. zu standardisieren und zu regulieren. Das
Untersuchen einer homogenen Zellpopulation macht auflerdem die Ergebnisse leicht
vergleichbar und reproduzierbar. Das Untersuchen von kultivierten Zellen als Modell fir die
Zellen im Organ bzw. im Organismus birgt gleichzeitig Limitationen. Selbstverstindlich
besteht die Niere aus mehr als den zwei hier untersuchten Zellarten. Auch das Verhalten
einer Zellpopulation kann sich in der Kultur von dem Verhalten im Organismus
unterscheiden (Kaur und Dufour 2012). Letztlich ist auch das beste Modell ein artifiziell
geschaffenes System, in welchem es zu Fehlern kommen kann. Die in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse sollten deshalb u. a. mit Ergebnissen aus vergleichbaren Studien

z. B. an Nierenbiopsien oder Tiermodellen verglichen werden.

4.2 Toxische Wirkung von CNI auf HK-2 und TK-173

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese formuliert, dass CNI eine toxische
Wirkung auf Nierenzellen haben. Um diese Hypothese zu Gberprifen und geeignete CNI-
Konzentrationen fir weitere Versuche zu finden, wurde die Zellviabilitit der Modelzelllinien
HK-2 und TK-173 mittels MTT-Tests untersucht. Dabei wurde sich an Arbeitsgruppen
otientiert, die bereits proteomische Analysen zu CNI-Nephrotoxizitit in der Zellkultur
durchgefithrt haben (Lamoureux et al. 2011). Die Zellen initial mikromolaren
Konzentrationen von CsA und TAC auszusetzen, orientierte sich an den
Plasmakonzentrationen in Patienten, die die Medikamente zur Immunsuppression nach

Organtransplantation einnehmen (Nashan et al. 2002; Sikma et al. 2015).
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Sowohl CsA als auch TAC verursachen in HK-2 und TK-173 eine signifikante Reduktion
der Zellviabilitat. Weiterhin auffillig wird, dass es v. a. bei der Behandlung mit CsA eine
Antiproportionalitit gibt zwischen der Hohe der eingesetzten CNI-Konzentration und der
Zellviabilitit. Bei der Behandlung mit TAC ist diese ebenfalls zu beobachten, jedoch sinkt
die Zellviabilitit erst ab deutlich héheren Konzentrationen. In der Zusammenschau zeigt
sich, dass CNI eine toxische Wirkung sowohl auf HK-2 als auch auf TK-173 haben und es

kann an dieser Stelle die Hypothese angenommen werden.

Eine Schwiche der hier durchgefithrten Versuche ist, dass mittels MTT-Tests nicht
unterschieden werden kann, ob die Reduktion der Viabilitit der HK-2 und TK-173 Zellen
durch die Behandlung mit CNI auf den Zelltod oder das Verlangsamen des Zellstoffwechsels
zurlickzufihren ist. Sowohl die Induktion von Apoptose (McDonald et al. 1996; McDonald
et al. 1997) als auch die Induktion von Seneszenz (Jennings et al. 2007) sind fiir CNI

beschrieben.

In vorangegangenen Arbeiten zur Toxizitit von CNI an Zelllinien (u. a. HK-2) wurden
vergleichbare Konzentrationen von CNI eingesetzt (Jennings et al. 2007; Lamoureux et al.
2011). Bei TAC sind die verwendeten Konzentrationen in dieser Arbeit im Vergleich hoch,
so kamen bei Lamoureux et al. 2011 0,5 uM TAC fir eine proteomische Analyse an HEK-
Zellen zum Einsatz. In einer Studie zur Nierenfibrose in TK-173 Zellen wurden ebenfalls
TAC-Konzentrationen dieser Gréflenordnung eingesetzt (Kern et al. 2014), allerdings sind
auch Zellversuche mit 30 uM TAC beschrieben (Szabo et al. 2013; Kita et al. 2019). Auf
Grund der niedrigeren TAC-Konzentrationen in vergleichbaren Arbeiten und weil in der
klinischen Anwendung im Vergleich zu CsA geringere Mengen TAC eingesetzt werden,
wurde in den MTT-Tests, Western-Blots und FACS-Analysen zusitzlich die Auswirkung
einer geringen TAC-Konzentration (1 pM) mit untersucht. Ein Grund fir die héheren
benotigten TAC-Konzentrationen konnte sein, dass TAC eine sehr hohe Proteinbindung
aufweist (Plekoszewski und Jusko 1993; Iwasaki et al. 1996). Um ungewollte Interaktion des
TAC und den im FCS enthaltenen Proteinen zu vermeiden hitte man die Versuche auch in
FCS-freiem Medium durchftihren kénnen. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten
Versuchen wurde jedoch dem Zellmedium immer FCS hinzugefiigt, um den Zellen optimale
Wachstumsbedingungen zu gewihren. FCS enthilt Wachstumsfaktoren, die das
Zellwachstum begiinstigen weshalb man es zum Zellmedium hinzuftigt (Shah 1999). Das
Verwenden von FCS kann zu Artefakten in bestimmten Versuchen fithren (Kerbel und
Blakeslee 1976; Ostler und Ehl 2002), weswegen sich oft gegen das Verwenden von FCS

bzw. ein Entfernen des FCS aus dem Zellmedium kurz vor den Versuchen entschieden wird.

Dass TAC in der klinischen Anwendung geringer dosiert wird als CsA, liegt an seiner
immunsuppressiven Potenz, die im Vergleich bis zu einhundertmal gréBer ist (Kino et al.
1987). Gleichzeitig zeigt TAC bei Dosierungen mit gleicher immunsuppressiver Wirkung wie
CsA weniger Nebenwirkungen (Kobashigawa et al. 2006). Diese Informationen gemeinsam

mit den Ergebnissen aus den MTT-Tests legen nahe, dass die immunsuppressive und die
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zytotoxische Wirkung der CNI nicht oder nur unvollstindig tiber denselben Mechanismus

erfolgt.

Die Mechanismen hinter der Reduktion der Zellviabilitit besser zu verstehen ist Ziel der in
Folge durchgefihrten Experimente. Daftr wurden die Konzentrationen so gewihlt, dass ein
deutlicher Verlust von Zellviabilitit vorliegt, jedoch gleichzeitig genug Zellviabilitit erhalten
bleibt, um mit den Zellen arbeiten zu kénnen. Fuir die proteomische Analyse fiel die Wahl
auf 10 uM CsA und 60 uM TAC. Bei den Western-Blots und der Durchflusszytometrie
wurden zusitzliche Konzentrationen untersucht, um eventuelle Abstufungen der Effekte

von CNI-Behandlung bzw. CNI-Behandlung nach Transfektion darstellen zu kénnen.

4.3 Auswirkungen der CNI-Behandlung auf das Proteom von HK-2

Insgesamt konnten 4502 unterschiedliche Proteine identifiziert werden, davon konnten 4186
in allen dreien nachgewiesen werden. Typischerweise werden in dieser Art proteomischer
Analyse 2000 - 4000 Proteine identifiziert (Cantin et al. 2008; de Godoy et al. 2008; Dephoure
et al. 2008). Damit liegen die Ergebnisse dieser Arbeit betreffend der identifizierten Proteine
am oberen Ende der Norm, allerdings sind auch proteomische Analysen beschrieben, die
deutlich Gber 10.000 Proteine haben nachweisen kénnen (Azimifar et al. 2014). Die hohe
Anzahl identifizierter Proteine fithrt bei der statistischen Auswertung zu Schwierigkeiten,
denn es sollte das Signifikanzniveau fiir multiples Testen angepasst werden, um nicht zu viele
falsch positive Ergebnisse zu erhalten. Wie in dieser Arbeit kann das Anpassen des
Signifikanzniveaus z. B. nach Bonferroni oder Benjamini-Hochberg dazu fihren, dass kaum
oder keine Ergebnisse mehr als signifikant anzusehen sind. Dies ist ein bekanntes Problem
und die statistische Auswertung groB3er Datensitze wie in der Proteomik deshalb ein aktuell
diskutiertes Thema ohne eine universell anwendbare definitive Loésung (Choi und
Nesvizhskii 2008; Pascovici et al. 2016). Eine Moglichkeit diese Probleme anzugehen, ist die
Anzahl der Replikate zu steigern, was jedoch, wie im Rahmen dieser Arbeit, oft wirtschaftlich

nicht umzusetzen ist.

Das Untersuchen der Proteine, die exklusiv in den mit CNI behandelten Proben detektiert
wurden mittels STRING, lieferte fir CsA und TAC alleine keine signifikante Hiufung von
Interaktion. Bei den Proteinen, die in den beiden mit CNI behandelten Proben, aber nicht
in der unbehandelten Kontrolle identifiziert werden konnten konnte STRING signifikant

mehr Interaktionen als erwartet auffinden.

Unter den Proteinen, die exklusiv in der unbehandelten Kontrolle detektiert wurden waren
Proteine angereichert, die bei der T-Zell-Rezeptorbindung eine Rolle spielen. Bei ihnen
handelt es sich um die Proteine HLA-E (HI.A class I histocompatibility antigen, alpha chain E)
und LCK (Tyrosine-protein kinase Ick). HLA-E ist entscheidend an der Zellerkennung durch
natiirliche Killerzellen beteiligt (Braud et al. 1998). Je nachdem welcher der Rezeptoren der
natiirlichen Killerzellen das HLA-E bindet, ergibt sich ein inhibitorischer oder aktivierender
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Effekt. Durch das Fehlen dieses Proteins in den mit CNI behandelten Proben lisst sich
anhand der limitierten Informationen nicht ableiten, ob die CNI moglicherweise eine
immunsuppressive Wirkung tber die Modulation von natiirlichen Killerzellen entfalten.
Grundsitzlich ist eine solche Wirkung denkbar und konnte in Folgeuntersuchungen
nachgegangen werden. LCK ist eine Tyrosinkinase, die vorwiegend in T-Zellen vorkommt.
Sie spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Aktivierung von T-Zellen (Isakov und
Biesinger 2000). In &nock-out Zellmodellen konnte gezeigt werden, dass ohne die LCK die
Produktion von IL-2 in T-Zellen nahezu aufgehoben ist (Luo und Sefton 1992). Die LCK
wurde in dieser Arbeit nur in der unbehandelten Kontrolle nachgewiesen. Es ist also méglich,
dass die CNI die Expression der LCK vermindern und so, neben der namensgebenden
Inhibition von Calcineurin, zu einer Immunsuppression mittels verminderter Expression
von IL-2 fithren. Dieser Mechanismus ist im bisherigen Verstindnis der Wirkweise von CNIs
noch nicht enthalten und kénnte eine erginzende Rolle spielen. Ebenso denkbar ist die LCK
als Ziel neuer Immunsuppressiva, die moglicherweise ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil
besitzen, da die LCK vorwiegend in T-Lymphozyten vorkommt, nicht jedoch in den meisten

Geweben.

Problematisch an dieser Art von Analyse ist in dieser Arbeit das Fehlen von Replikaten. Die
teils nur in sehr geringer Zahl detektierten Proteine konnen aufgrund der Wirkung der CNI
ausschlief3lich in einer der Proben detektiert worden sein, es konnte jedoch auch sein, dass
sie allein aufgrund der geringen Anzahl in den anderen Proben nicht nachgewiesen wurden.
Neben Replikaten der gesamten proteomischen Analyse wiren zum Beispiel Western-Blot
Analysen einzelner Proteine, die in dieser Arbeit als differentiell exprimiert gemessen
wurden, eine kostenglnstigere und arbeitssparende Malnahme, um diese Unsicherheit zu
beheben.

In der mit CsA behandelten Probe zeigen sich in der funktionellen Analyse zahlreiche
zellulire Funktionen gegeniiber der Kontrolle reguliert. AuBerdem zeigten die
Nephrotoxizititsanalyse signifikante Uberschneidungen mit Signalwegen, die dafiir bekannt
sind, in Pathologien der Niere involviert zu sein. Zusammen lassen die funktionelle Analyse
und die Toxizititsanalyse den Schluss zu, dass CsA schidigende Effekte auf HK-2 Zellen
besitzt und ldsst weiter stark vermuten, dass diese Teil der CNI-Nephrotoxizitit sind bei
Patienten, die CsA einnehmen. Die Signalwegsanalyse ergab fiir die zuvor involviert
vermuteten UPR- und ER-Stress-Signalwege teils signifikante Ergebnisse. Diese erfiillten
aber die zuvor ausgegebenen Fold Change Grenzwerte nicht und sind deshalb nicht als
reguliert aufgefihrt. Auffillig ist, dass der eukaryotic Initiation Factor 2 (eIF2) -Signalweg in
beiden mit CNI behandelten Proben deutlich durch die Behandlung beeinflusst wird. Da der
elF2-Signalweg iiber PERK durch ER-Stress aktiviert wird (Teske et al. 2011), ergibt sich
hier ein Hinweis auf Beteiligung der zuvor postulierten Proteine. Diese wurden in dieser
Arbeit zusitzlich separat untersucht und weiter unten diskutiert. Gleiches gilt fiir die
Behandlung mit TAC. In der mit TAC behandelten Probe zeigen die funktionelle Analyse

und die Nephrotoxizititsanalyse dhnliche Ergebnisse. Im Vergleich sind noch mehr zellulire
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Funktionen betroffen, wihrend die Nephrotoxizitit wesentlich der von der CsA-Behandlung
gleicht. In der Zusammenschau gleichen sich die Ergebnisse der Nephrotoxizititsanalyse mit
Hinweisen auf bekannte Charaktereigenschaften der CNI-Nephrotoxizitit, aber auch andere
nephrotoxische Prozesse. So gibt es teilweise Ahnlichkeit mit einer vergleichbaren

Nephrotoxizititsanalyse an HK-2 mit Vancomycin (Li und Zhou 2016).

Bei der Betrachtung der mit CsA und TAC behandelten Proben in der proteomischen
Analyse fillt auf, dass durch die Behandlung mit TAC deutlich mehr Proteine und damit
mehr Signalwege reguliert sind. Ein naheliegender Grund fiir diesen Unterschied wire die
unterschiedliche Dosierung der beiden Medikamente CsA und TAC. Die fir die
proteomische Analyse gewihlte TAC Konzentration fiihrt zu mehr Stress als die CsA
Konzentration, was vermuten lisst, dass entsprechend mehr Prozesse innerhalb der Zelle in
Gang gesetzt wurden. Beim Vergleich der Signalwege, die in den beiden behandelten Proben
reguliert sind, fillt jedoch auf, dass es sich bei den in der mit TAC behandelten Probe nicht
tberwiegend um Prozesse handelt, die vermehrten Zelltod oder -schaden widerspiegeln. Die
héhere Anzahl regulierte Signalwege in der mit TAC behandelten Probe sind daher nicht
allein Ausdruck der hoheren Zelltodrate unter Behandlung. Fine Unterscheidung bzw.
Vergleichbarkeit der Effekte, die fiir das jeweilige Medikament spezifisch sind, ist trotzdem
schwierig. Idealerweise hitten zu diesem Zweck Medikamentenkonzentrationen verwendet

werden miissen, die nahezu den gleichen toxischen Effekt auf die Zellen haben.

Die erzielten Ergebnisse bieten eine Grundlage fir ein erweitertes Verstindnis zelluldrer
Mechanismen und Funktionen, die verantwortlich fir die CNI-Nephrotoxizitit sind. Die
vielen als reguliert identifizierten Signalwege kénnen nun als potenzielle Ziele fiir eine
therapeutische Intervention zur Linderung der CNI-Nephrotoxizitit untersucht werden.
Denn bis eine Méglichkeit zur Therapie der CNI-Nephrotoxizitit gefunden wurde bleibt vor
allem bei der chronischen CNI-Nephrotoxizitit nur die Umstellung auf ein anderes
Medikament. Nattrlich miissen die Funde in weiteren Studien validiert werden, zumal die
Anzahl von zwei Messungen auch im Kontext proteomischer Analysen gering ausgefallen

ist.

4.4 Regulierung von ER-Stress Proteinen unter CNI-Therapie

Um der Hypothese, dass ER-Stress und der UPR-Signalweg eine Rolle in der CNI-
Nephrotoxizitit spielen, nachzugehen, wurden Western-Blots von HK-2 und TK-173 nach
CNI-Behandlung durchgefihrt. Die Western-Blots wurden mit spezifischen Antikérpern
gegen die ER-Stress Proteine GRP78, ERp57 und CALR behandelt und anhand der

Intensitit der entstandenen Banden Rickschlisse auf die Quantitit der Proteine gezogen.

Zunichst wurde GRP78 betrachtet, da die gesteigerte Expression von GRP78 ein hiufig
herangezogener Indikator fir das Vorliegen von ER-Stress ist (Kaira et al. 2016; Serrano-
Negron et al. 2018). In HK-2 fihrt die Behandlung mit 60 uM TAC und 20 uM CsA zu einer
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signifikanten Zunahme der Intensitit der GRP78-Bande im Western-Blot. Daraus lisst sich
schlief3en, dass die Expression von GRP78 in den Zellen unter CNI-Behandlung steigt und
weiter, dass die Behandlung mit CNI in HK-2 ER-Stress verursacht. In TK-173 zeigt keine
der eingesetzten CNI-Behandlungen eine signifikante Zunahme der GRP78-Bande im
Western-Blot. Die Behandlung mit 60 uM TAC sowie die Behandlung mit 10 uM und 20
uM CsA zeigen einen Trend in Richtung Erh6hung. Daher lisst sich hier das Verursachen
von ER-Stress durch die CNI-Behandlung zwar vermuten, aber nicht nachweisen. Auffillig
ist hier, dass eines der Replikate fiir alle eingesetzten CNI-Behandlung nicht nur keine

Erhohung des GRP78 anzeigt, sondern eine Verringerung.

Dies ist zumindest in Teilen auf die Quantifizierungsmethode, die hier angewendet wurde
zurickzufiihren. Die Kontrollbande wurde hier als besonders intensiv interpretiert. Das
Quantifizieren von Western-Blot Banden ist eine kontrovers diskutierte Methode (Bell 2016).
Trotz berechtigter Kritik an der Methode bietet sie doch eine Moglichkeit die Ergebnisse der
Western-Blot Analysen miteinander zu vergleichen und auf signifikante Unterschiede hin
untersuchen, weshalb sie in dieser Arbeit unter Berticksichtigung potenzieller Fehlerquellen

verwendet wurde.

Eine vermehrte Expression von ERp57 und CALR ist eine Reaktion der Zelle auf ER-Stress
(s. 1.5 und 1.6). Vorangestellte Mitglieder des UPR-Signalwegs (s. 1.6) wurden in dieser
Arbeit nicht explizit untersucht, sodass genau genommen keine Aussage tber dessen
Aktivierung gemacht werden kann. Da GRP78 am Anfang der Signalkaskade steht und
ERp57 und CALR dafir bekannt sind, an ihrem Ende zu stehen (Yoshida et al. 1998;
Hoffman et al. 2013) wird an dieser Stelle von der Verinderung der letzteren Proteine
indirekt auf die Aktivierung des UPR-Signalwegs geschlossen. Um sicherzugehen, dass es
sich bei den Verdnderungen von ERp57 und CALR um ein Resultat der Aktivierung des
UPR-Signalweges handelt, hitten z. B. Western-Blot Analysen von ATF6, PERK oder IRE1

durchgefithrt werden mussen.

Die Behandlung von HK-2 mit 60 uM TAC sowie 10 uM und 20 pM CsA fiihrte zu einer
signifikanten Zunahme der Intensitit der ERp57-Bande im Western-Blot. Das bedeutet, dass
ERp57 unter CNI-Behandlung vermehrt von HK-2 gebildet wird. Die Erhohung der
ERp57-Expression ist eine bekannte Reaktion auf ER-Stress (Roberson et al. 2012). Bei den
Versuchen mit TK-173 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der ERp57-
Expression. Anders als beim GRP78 ist auch kaum ein Trend zur vermehrten Expression zu
erkennen. Die Western-Blot Ergebnisse fur CALR stellten sich dhnlich zu denen von ERp57
dar. Signifikante Verinderungen zeigten die Behandlungen mit 60 uM TAC sowie 10 uM
und 20 uM CsA in den Versuchen mit HK-2, wihrend fir TK-173 keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden konnten. An dieser Stelle sei erwihnt, dass sich die
Western-Blots von TK-173 mit CALR als sehr schwierig darstellten. Fiir die Versuche war

nur sehr wenig Zellextrakt vorhanden. In der Folge waren die Resultate insgesamt von
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deutlich schlechterer Qualitit als die Western-Blots von HK-2 und von TK-173 mit den

anderen Antikérpern.

Die mittels Western-Blot gefundenen Ergebnisse sollten mit mindestens einer weiteren
Methode validiert werden. Fir HK-2 zeigt sich in der proteomischen Analyse ebenfalls ein
signifikanter Anstieg von GRP78 und ERp57 gegentiber der Kontrolle, CALR zeigt einen
Trend zur Erhéhung, ist jedoch nicht signifikant erh6ht. Da an TK-173 keine proteomische
Analyse durchgefiihrt wurde, entfillt diese Validierungsmdéglichkeit. Es empfiehlt sich das
Vergleichen der Ergebnisse beider Zelllinien mit Ergebnissen von Versuchen, die nicht auf
Protein ebene stattgefunden haben, sondern z. B. auf der Transkriptionsebene. Darauf wurde

in dieser Arbeit jedoch verzichtet.

Fir HK-2 zeigt die Western-Blot Analyse iiber eine Hochregulierung von GRP78, ERp57
und CALR, dass ER-Stress und die Reaktion der Zelle auf diesen durch die Aktivierung des
UPR-Signalwegs Teil der Mechanismen sind, die eine CNI-Behandlung in Gang setzt. Ob
die vermehrte Expression von ERp57 und CALR ein Schutzmechanismus der Zelle ist oder
ob diese Teil der Pathophysiologie der CNI-Nephrotoxizitit ist, soll abschlieBend beleuchtet

werden.

4.5 Rolle der ER-Stressproteine ERp57 und CALR in der CNI-
Nephrotoxizitit

Nachdem fir HK-2 gezeigt werden konnte, dass es unter CNI-Behandlung zu einer
Zunahme der Expression von ERp57 kommt und fiir CALR eine Zunahme sich zumindest
andeutet, soll beleuchtet werden, welchen Effekt die beiden Proteine im Rahmen der CNI-
Behandlung haben. Die zuvor formulierte Hypothese lautet: Eine Verinderung der
Expression der ER-Stress-Proteine ERp57 und CALR bewirkt eine Verinderung der
toxischen Wirkung der CNI. Auflerdem von Interesse ist bei einer etwaigen Verinderung

der toxischen Wirkung der CNI auf HK-2, in welche Richtung sie beeinflusst wird.

Das Fehlen von ERp57 und CALR fiihrt bei beiden CNI zu mehr apoptotischen Zellen im
Vergleich zu denen mit mehr ERp57 und CALR. Besonders deutlich wird dies in der
Behandlung mit TAC. Der Grund konnte sein, dass die gewihlten TAC-Konzentrationen
von vornherein zu mehr Zelltod gefithrt haben und deshalb die Unterschiede auch deutlicher
wurden. Dass erniedrigtes ERp57 zu vermehrtem Zelltod fihrt und das Vorhandensein von
ERp57 gleichzeitig vor Zelltod schiitzen kann, zeigt sich auch in Pankreaszellen (Yamamoto
et al. 2014) oder der Shikonin vermittelten Apoptose von Leukimiezellen (Trivedi et al.
2016). Gleichzeitig ist beschrieben, dass ein Unterdriicken der katalytischen Funktion von
ERp57 vor Zelltod schitzen kann, was im Widerspruch zu den hier beobachteten
Ergebnissen steht (Hoffstrom et al. 2010; Anathy et al. 2012). Dieser Effekt zeigt sich bei
Apoptose, die im Zusammenhang mit fehlgefalteten Proteinen eingeleitet wurde, nicht

jedoch, wenn ein anderer Ausléser vorliegt (Xu et al. 2009; Hoffstrom et al. 2010). Ebenso
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reduziert ein ERp57-Knockdown die Apoptoserate in Bronchialzellen, die mit ER-Stress
induzierenden Hausstaubmilben in Kontakt gebracht wurden (Hoffman et al. 2013).
Entscheidend bei der Rolle von ERp57 in Signalwegen, die zu Zelltod fithren, ist seine
Lokalisation, die nicht auf das ER begrenzt ist (Ozaki et al. 2008; Panaretakis et al. 2008;
Hettinghouse et al. 2018). Deshalb ist die Darstellung der Lokalisation von ERp57 unter
CNI-Behandlung zukiinftig von Interesse. Fir die Behandlung mit CNI sprechen die
Ergebnisse dieser Arbeit eher dafiir, dass der Ausloser fir die Apoptose nicht das Anfallen
fehlgefalteter Proteine ist. Den tatsichlichen Ausléser zu benennen ist mit den hier

angewandten Methoden nicht méglich und bedarf weiterer Untersuchung.

Wie bei ERp57 existieren Versuche, die zeigen, dass eine verstirkte Expression von CALR
die Zellen vor Zelltod schiitzt (Liu et al. 1997). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass
reduziertes oder funktionsunfihiges CALR vor Apoptose, die durch ER-Stress ausgelost
wurde schutzt (Obakan-Yerlikaya et al. 2017; Salati et al. 2019). Diese Eigenschaft teilen
CALR und ERp57 offensichtlich. Ebenso teilen sie, dass die Lokalisation innerhalb der Zelle
von entscheidender Bedeutung fiir ihre Wirkung ist (Obeid et al. 2007; Panaretakis et al.
2009). Ob CALR und ERp57 vor Zelltod schiitzen oder diesen beschleunigen hingt offenbar
vom Grund und der Art des Zelltodes ab.

Eine Schwiche der durchgefiihrten Versuche ist vor allem das Fehlen von FACS mit nicht
transfizierten Zellen, hier wurde als Ersatz mit den Ergebnissen der MTT-Tests verglichen.
AuBerdem konnte der gezeigte Effekt unspezifisch fiir jede Transfektion auftreten, weshalb
man mit ,leerer” siRNA bzw. Plasmid hitte transfizieren konnen. Dagegen spricht, dass die
Hoch- und Herunterregulierung gegenteilige Effekte zeigen. Nicht zuletzt wurden mit der
siRNA die Proteine fast vollstindig entfernt, was unabhingig von der Behandlung mit CNI
zu vermehrtem Zelltod fihren kann (Hoffstrom et al. 2010). Die transfizierten, aber
unbehandelten Zellen haben jedoch kaum Apoptose gezeigt. In HK-2 fihrt das Knockdown

von ERp57 und CALR ohne weitere Stressoren offensichtlich nicht zu vermehrtem Zelltod.

Das Fehlen von ERp57 und CALR fiihrte zu einer h6heren Sterblichkeit der HK-2 Zellen
unter CNI-Behandlung. Ein Grund dafir koénnte sein, dass Calcineurin teil der
physiologischen Antwort auf ER-Stress ist (Bollo et al. 2010). Ist diese inhibiert und der Zelle
fehlen zusitzlich die wichtigen ER-Stress Proteine ERp57 oder CALR kann nicht mehr
addquat auf ER-Stress reagiert werden. Daher konnte es von Interesse sein, bei Patienten,
die einen CNI einnehmen, auf Substanzen zu verzichten, die zu einer Reduktion der beiden
Proteine fithren. AuBerdem von therapeutischem Interesse kénnte das bessere Uberleben
der HK-2 Zellen bei gesteigerter Expression von ERp57 und CALR sein. Mit Substanzen,
die die Expression von ERp57 und CALR anregen, kann so mdglicherweise die
Nephrotoxizitit der CNI geddmpft und damit die Prognose von Patienten, die ein CNI
einnehmen, verbessert werden. Dabei sollte besonderes Augenmerk auf der Entstehung von
Nierenfibrose liegen, da diese zentraler Teil der CNI-Nephrotoxizitit ist (s. 1.3) und durch
eine Uberexpression von ERp57 begiinstigt wird (Dihazi et al. 2013). Ein weiterer potenziell
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problematischer Effekt einer ERp57 Erhéhung in vivo konnte sein, dass es ein Aktivator der
primire Himostase ist (Essex und Li 1999; Essex 2008) und auch eine Rolle in der
sekundiren Himostase vermutet wird (Zhou et al. 2014), sodass vermehrt Thrombosen
auftreten konnten. Weiterfuhrende Studien zu dieser Fragestellung kénnten im Tiermodell
erfolgen. Entsprechende Mausmodelle mit Knockdown von ERp57 und CALR existieren
(Mesaeli et al. 1999; Coe et al. 2010) und mit ihnen kénnten eine potenzielle Ubersterblichkeit
sowie den Einfluss verschiedener ERp57- oder CALR-beeinflussender Substanzen auf die
Prognose bei gleichzeitiger Berticksichtigung der Fibrosierung unter CNI-Therapie beurteilt

werden.
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5 Zusammenfassung

Immunsuppressiva haben die Organtransplantation als therapeutische Maf3nahme méglich
gemacht. Fine der ersten und bis heute wichtigsten Medikamentengruppen unter den
Immunsuppressiva sind die Calcineurininhibitoren, zu denen Cyclosporin A und Tacrolimus

zahlen.

Die Nephrotoxizitit der Calcineurininhibitoren als unerwiinschte Arzneimittewirkung tritt
sowohl akut als auch chronisch auf. Haufig ist die Calcineurininhibitor-Nephrotoxizitit
therapielimitierend. Nierenfibrose spielt bei der chronischen Calcineurininhibitor-
Nephrotoxizitit eine wichtige Rolle. Die Nierenfibrose ist maf3geblich bedingt durch Stress
im endo-plasmatischen Retikulum. Diesen Stress regulieren neben anderen die Proteine
GRP78, ERP57 und Calretikulin.

Cyclosporin A und Tacrolimus zeigen bei Konzentrationen im mikromolaren Bereich eine
toxische Wirkung auf die Nierenzelllinien HK-2 und TK-173. Diese toxische Wirkung zeigt
sich in einer verminderten Zellviabilitit und einer erhéhten Apoptoserate der Zellen. Dabei

werden ER-Stress-Proteine vermehrt exprimiert.

In dieser Arbeit wurde erstmals eine proteomische Analyse der Nephrotoxizitit von CNI an
HK-2 Zellen durchgefithrt. Dabei wurden regulierte Signalwege aufgedeckt, die
bekanntermallen zu Pathologien der Niere beitragen und viele weitere potenzielle Ziele einer

therapeutischen Intervention zur Linderung der CNI-Nephrotoxizitit.

Die vermehrte Expression von ER-Stress-Proteinen fithrt zu einer erhohten Toleranz von
HK-2 gegentiber Cyclosporin A und Tacrolimus. Gleichzeitig fihrt die verminderte
Expression der gleichen ER-Stress-Proteine zu einer herabgesetzten Toleranz gegeniiber
Calcineurininhibitoren. Dies lasst eine protektive Wirkung der ER-Stress-Proteine gegentiber
der von Calcineurininhibitoren vermittelten toxischen Wirkung auf renale Zelllinien

vermuten.
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Tabelle Al: Regulierte Proteine nach CsA Behandlung
Entrez Gen Name ID LogFC | p Lokalisation
HGF activator HGFA_HUMAN -3,837 1,3E-02 | Extracellular Space
Bone marrow stromal cell antigen 2 | BST2_HUMAN -3.474 2,1E-03 | Plasma Membrane
macroH2A.2 histone H2AW_HUMAN -3,322 1,6E-02 | Nucleus
TNFAIP3 interacting protein 1 TNITP1_HUMAN -3,322 6,5E-03 | Nucleus
Nucleolar protein 9 NOL9_HUMAN -2,322 7,6E-04 | Nucleus
Ubiquitin conjugating enzyme E2'T | UBE2T_HUMAN -2,322 7,7E-03 | Nucleus
Optineurin OPTN_HUMAN -2,322 5,2E-04 | Cytoplasm
Torsin family 4 member A TOR4A_HUMAN -2,322 4,8E-02 | other
Prolyl 3-hydroxylase family member | SC65_HUMAN -2,322 43E-03 | Nucleus
4
Kirre like nephrin family adhesion | KIRR1_HUMAN -2,322 1,0E-02 | Plasma Membrane
molecule 1
Synaptotagmin 13 SYT12_HUMAN -2,322 3,8E-02 | Plasma Membrane
TruB pseudouridine synthase family | TRUB1_HUMAN -2,322 2,4E-02 | other
member 1
Signal transducing adaptor | STAM1_HUMAN -2,322 7,1E-03 | Cytoplasm
molecule
UDP-glucuronate decarboxylase 1 | UXS1_HUMAN -2,322 6,7E-03 | Cytoplasm
Butyrylcholinesterase CHLE_HUMAN -2,322 2,5E-02 | Plasma Membrane
Myelin expression factor 2 MYEF2_HUMAN -2,322 5,6E-03 | Nucleus
YME1 like 1 ATPase YMEL1_HUMAN -2,322 7,6E-03 | Cytoplasm
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA HMDH_HUMAN -2,322 7,6E-03 | Cytoplasm
reductase
DNA ligase 1 DNLI1T_HUMAN -2,322 9,0E-03 | Nucleus
AXL receptor tyrosine kinase UFO_HUMAN -2,322 2,4E-02 | Plasma Membrane
Phosphatidylinositol transfer | PIPNA_HUMAN -2,322 7,7E-03 | Cytoplasm
protein alpha
Peptidyl prolyl isometase E PPIE_HUMAN -2,322 3,8E-02 | Nucleus
Centrosomal protein 131 CP131_HUMAN -2,322 7,3E-03 | Cytoplasm
Amyloid beta precursor protein A4_HUMAN -2,322 7,8E-03 | Plasma Membran
Serpin family E member 2 GDN_HUMAN -2,322 49E-02 | Extracellular Space
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Entrez Gen Name ID Log; FC | p Lokalisation
Mitochondtial ribosomal protein | RM40_HUMAN -2,322 7,6E-03 | Cytoplasm
1.40

SCY like pseudokinase 1 SCYL1_HUMAN -1,737 3,3E-03 | Cytoplasm
DIS3 homolog, exosome | RP44_HUMAN -1,737 1,9E-02 | Nucleus
endoribonuclease and 3.5

exotibonuclease

Retinol dehydrogenase 12 RDH12_HUMAN -1,737 3,3E-03 | Cytoplasm
KIAA 1522 K1522_HUMAN -1,737 3,3E-03 | other
Mitochondrial genome | MGME1_HUMAN -1,737 1,0E-02 | Cytoplasm
maintenance exonuclease 1

Ring finger protein 181 RN181_HUMAN -1,737 2,0E-02 | Cytoplasm
Small nuclear ribonucleoprotein | SNR27_HUMAN -1,737 1,0E-02 | Nucleus
U4/U6.U5 subunit 27

THO complex 1 THOC1_HUMAN -1,737 3,7E-04 | Nucleus
Protein phosphatase 6 regulatory | PP6R3_HUMAN -1,737 3,2E-03 | Cytoplasm
subunit 3

ABR activator of RhoGEF and | ABR_HUMAN -1,737 1,0E-02 | Cytoplasm
GTPase

AT-rich interaction domain 48 ARI48_HUMAN -1,737 1,0E-02 | Nucleus
Threonyl-tRNA  synthetase 2, | SYTM_HUMAN -1,737 3,2E-02 | Cytoplasm
mitochondrial

Component of oligmeric golgi | COG6_HUMAN -1,737 1,0E-02 | Cytoplasm
complex 6

BicC family RNA binding protein 1 | BICC1_HUMAN -1,737 9,5E-03 | other
Mercaptopyruvate sulfurtransferase | THTM_HUMAN -1,737 4,5E8-02 | Cytoplasm
Quiescin sulfhydryl oxidase 2 QSOX2_HUMAN -1,737 2,0E-02 | other
Dipeptidyl peptidase 9 DPP9_HUMAN -1,737 3,6B-02 | Cytoplasm
Replication initiator 1 REPI1_HUMAN -1,737 3,3E-03 | Nucleus
3-hydroxybutyrate dehydrogenase 2 | BDH2_HUMAN -1,737 3,0E-02 | Cytoplasm
Scribble planar cell polarity protein | SCRIB_HUMAN -1,737 3,0E-02 | Cytoplasm
REX4 homolg, 3’-5’ exonuclease REXO4_HUMAN -1,737 3,0E-03 | Nucleus
Sulfatase modifying factor 2 SUMF2_HUMAN -1,737 4,4E-02 | Cytoplasm
WD repeat domain 61 WDR61_HUMAN -1,737 2,1E-02 | Nucleus
Myeloid leukemia factor 2 MLF2_HUMAN -1,737 1,3E-02 | Nucleus
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L44

Entrez Gen Name ID Log FC | p Lokalisation
Pre-mRNA processing factor 38A PR38A_HUMAN -1,737 1,6E-02 | Nucleus
iotientation of chromosomes in cell | BD1L1_HUMAN -1,7373 4,8E-02 | Nucleus

division 1 like 1

Spen family transcriptional | MINT_HUMAN -1,737 2,1E-02 | Nucleus

repressor

Cleavage stimulation factor subunit | CSTF1_HUMAN -1,737 1,1E-02 | Nucleus

1

Serine peptidase inhibitor, Kunitz | SPIT2_HUMAN -1,737 3,0E-02 | Extracellular Space
type 2

Kinesin light chain 4 KLC4_HUMAN -1,737 1,3E-02 | other

Syndecan 4 SDC4_HUMAN -1,737 2,9E-02 | Plasma Membrane
Torsin family 1 member B TOR1B_HUMAN -1,737 3,4E-02 | Cytoplasm
Adhesion G-protein-coupled | AGRG1_HUMAN -1,737 1,8E-02 | Plasma Membrane
receptor G1

Peroxisomal biogenesis factor 14 PEX14_HUMAN -1,737 4,1E-02 | Cytoplasm

Target of mybl membrane | TOM1_HUMAN -1,737 1,0E-02 | Cytoplasm
trafficking protein

COMM daomain containing 4 COMD4_HUMAN -1,737 3,3E-03 | Cytoplasm
Ribulose-5-phosphate-3-epimerase | RPE_HUMAN -1,737 1,0E-02 | Cytoplasm

Lysine demethylase 1A KDM1A_HUMAN -1,737 4, 7B-02 | Nucleus

Cadherin 6 CADH6_HUMAN -1,737 3,0E-02 | Plasma Membrane
Very low density lipoprotein | VEDLR_HUMAN -1,737 4,6B-02 | Plasma Membrane
receptor

Tumor protein  p53  inducible | QORX_HUMAN -1,737 3,3E-03 | Cytoplasm
protein 3

Transforming growth factor beta | BGH3_HUMAN -1,322 3,8E-02 | Extracellular Space
induced

Kynurenine aminotransferase 3 KAT3_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm
MICAL like 1 MILK1_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm

GINS complex subunit 1 PSF1_HUMAN -1,322 3,7E-02 | Nucleus

Large 60S subunit nuclear export | LSG1_HUMAN -1,322 49E-02 | Cytoplasm
GTPase 1

Mitochondrial ribosomal protein | RM44_HUMAN -1,322 1,8E-02 | Cytoplasm
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member 3

Entrez Gen Name ID Log; FC | p Lokalisation
Mitochondtial ribosomal protein | RM15_HUMAN -1,322 2,2E-03 | Cytoplasm
115

RAB, member RAS oncogene | RABL6_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Cytoplasm
family like 6

RNA binding motif protein 42 RBM42_HUMAN -1,322 1,3E-02 | other
BRCA1/BRCA2-containing BRCC3_HUMAN -1,322 4,1E-02 | Nucleus
complex subunit 3

Chromosome X open reading | CX038_HUMAN -1,322 4,1E-02 | other

frame 38

Mitochondtial ribosomal protein | RT30_HUMAN -1,322 2,4E-02 | Cytoplasm
S30

AT-rich interaction domain 2 ARID2-HUMAN -1,322 1,4E-02 | Nucleus

Ring finger protein 149 RN149_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Cytoplasm
Ring finger protein 40 BRE1B_HUMAN -1,322 4,1E-02 | Cytoplasm
Cysteine rich secretory protein | CRLD2_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Cytoplasm
LCCL domain containing 2

UBA domain containing 1 UBAC1_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Nucleus
General transcription factor IIF | T2FA_ HUMAN -1,322 7,4E-04 | Nucleus
subunit 1

Phosphoinositide-3-kinase PI3R4_HUMAN -1,322 3,8E-02 | Cytoplasm
regulatory subunit 4

5-hydroxymethylcytosine  binding, | HMCES_HUMAN -1,322 43E-02 | Nucleus

ES cell specific

Collagen type IV alpha 5 chain CO4A5_HUMAN -1,322 3,4E-02 | Extracellular Space
Leucine zipper transcription factor | LZTL1_HUMAN -1,322 4,1E-02 | Cytoplasm
like 1

Mitochondtial calcium uniporter MCU_HUMAN -1,322 42E-03 | Cytoplasm
Multiple PDZ domain crumbs cell | MPDZ_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Plasma Membrane
polarity complex component

MRG domain binding protein MRGBP_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Nucleus
Ribonuclease H2 subunit C RNH2C_HUMAN -1,322 1,4E-02 | other
Syntaxin 16 STX16_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm
FAT atypical cadherin 1 FAT1_HUMAN -1,322 1,8E-02 | Plasma Membran
Ubiquitin specific peptidase 7 UBP7_HUMAN -1,322 5,0E-02 | Nucleus
Acyl-CoA synthetase family | ACSF3_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Cytoplasm




Anhang
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serine/threonine kinase

Entrez Gen Name ID Log FC | p Lokalisation
Guanosine monophosphate | GMPR2_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm
reductase 2

Multiple  inositol-polyphosphate | MINP_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Cytoplasm
phosphatase 1

ATPase 13A3 AT133_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Extracellular Space
D-glutamate cyclase GLUCM_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Cytoplasm
Nuclear receptor corerpressor 1 NCOR1_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Nucleus
Phospholipid scramblase 1 PLS1_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Plasma Membrane
Piccolo  presynaptic  cytomatrix | PCLO_HUMAN -1,322 8,4E-03 | Cyoplasm

protein

DNA primase subunit 2 PRI2_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Nucleus
Mitochondrial ribosomal protein | RT28_HUMAN -1,322 3,6B-02 | Cytoplasm

S28

Cyclin B1 CCNB1_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm
Interferon induced protein 5 IN35_HUMAN -1,322 1,2E-02 | Nucleus

Caspase 7 CASP7_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm

Solute carrier family 4 member 2 B3A2_HUMAN -1,322 3,5E-02 | Plasma Membrane
Solute carrier family 12 member 7 S12A7_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Plasma Membrane
Ubiquitin like with PHD and ring | UHRF1_HUMAN -1,322 4,6E-03 | Nucleus

finger domains 1

Histone deacetylase 3 HDAC3_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Nucleus

General transcription factor IIIC | TF3C2_HUMAN -1,322 3,7E-02 | Nucleus

subunit 2

Semaphorin 3C SEM3C_HUMAN -1,322 4,2E-02 | Extracellular Space
Myelin basic protein MBP_HUMAN -1,322 3,2B-03 | Extracellular Space
A-kinase anchoring protein 8 AKAPS_HUMAN -1,322 2,3E-02 | Nucleus
6-phosphofructo-2- F262_HUMAN -1,322 42E-02 | Cytoplasm
kinase/fructose2,6-bisphosphatase

2

COP?9 signalosome subunit 6 CSNG6_HUMAN -1,322 3,4E-02 | Nckleus
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix CHCH2_HUMAN -1,322 43E-02 | Cytoplasm
domain containing 2

A-Raf proto-oncogene, | ARAF_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm
serine/threonine kinase

Citron rho-interacting | CTRO_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Cytoplasm




Anhang
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subunit

Entrez Gen Name ID Log FC | p Lokalisation
Hydroxysteroid 17-beta | DHB7_HUMAN -1,322 1,3E-02 | Cytoplasm
dehydrogenase 7

MNAT1 component of CDK | MAT1_HUMAN -1,322 1,4E-02 | Nucleus
activating kinase

Taxilin alpha TXLNA_HUMAN -1 44E-03 | Extracellular Space
GRIP and coiled-coil domain | GCC2_HUMAN -1 1,1E-03 | Cytoplasm
containing 2

Ribosomal RNA processing 15 | RRP15_HUMAN -1 2,0E-02 | Nucleus
homolog

DEAD-box helicase 23 DDX23_HUMAN -1 7,1E-03 | Nucleus
CGG triplet repeat binding protein | CGBP1_HUMAN -1 4,7B-02 | Nucleus

1

DEAD-box helicase 20 DDX20_HUMAN -1 1,9E-02 | Nucleus
PHD and ring finger domains 1 PHRF1_HUMAN -1 7,4E-03 | Nucleus
Endothelin converting enzyme 1 ECE1_HUMAN -1 2,4E-03 | Plasma Membrane
Mitochondrial ribosomal protein | RM38_HUMAN -1 4,7B-02 | Cytoplasm
138

Aldehyde dehydrogenase 4 family | AL4A1_HUMAN -1 1,5E-02 | Cytoplasm
member Al

DEAH-box helicase 36 DHX36_HUMAN -1 2,0E-02 | Cytoplasm
Myelin protein zero like 1 MPZL1_HUMAN -1 3,6E-02 | Plasma Membrane
Prolyl 3-hydroxylase 2 P3H2_HUMAN -1 1,1E-02 | Cytoplasm
Serine and arginine rich splicing | SRS11_HUMAN -1 7,2E-03 | Nucleus
factor 11

Mitochondrial ribosomal protein | RM37_HUMAN -1 9,8E-03 | Cytoplasm
L37

Aldehyde dehydrogenase 1 family | AL1B1_HUMAN -1 1,1E-02 | Cytoplasm
member B1

Metabolism of cobalamin | MMAB_HUMAN -1 1,6E-02 | Cytoplasm
associated B

Solute carrier family 25 member 30 | KMCP1_HUMAN -1 2,0E-04 | Cytoplasm
NADH:ubiquinone exidoreductase | NDUV1_HUMAN -1 4,0E-02 | Cytoplasm
core subunit V1

BCL2 antagonist/killer] BAK_HUMAN -1 1,1E-02 | Cytoplasm
DNA polymerase delta 2, accessory | DPOD2_HUMAN -1 1,6E-02 | Nucleus




Anhang
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ADAM metallopeptidase domain | ADA10_HUMAN -1 1,0E-02 | Plasma Membrane
10

Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha | PAHA2_HUMAN -1 4,4E-03 | Cytoplasm

2

Laminin subunit alpha 5 LAMA5_HUMAN -1 1,5E-02 | Extracellular Space
Cartilage associated protein CRTAP_HUMAN -1 3,3E-02 | Extracellular Space
Oxysterol binding protein like 11 OSB11_HUMAN -1 2,9E-02 | Cytoplasm

TNF alpha induced protein 2 TNAP2_HUMAN -1 7,4E-03 | Extracellular Space
Thrombospondin 3 TSP3_HUMAN -1 1,4E-02 | Extracellular Space
ATPase H+ transporting accessory | VAST_HUMAN -1 4,8E-02 | Cytoplasm

protein 1

Integral membrane protein 2B ITM2B_HUMAN -1 06,8E-03 | Plasma Membrane
Mitochondsrial ribosomal protein S5 | RT05_HUMAN -1 5,1E-03 | Cytoplasm
Branched chain amino acid | BCAT2_HUMAN -1 2,3E-02 | Cytoplasm
transaminase 2

Signal transducer and activator of | STAT3_HUMAN -1 1,3E-02 | Nucleus
transcription 3

NME/NM23 nucleoside | NDK6_HUMAN -1 1,8E-02 | Cytoplasm
diphosphate kinase 6

UTP15 small subunit processome | UTP15_HUMAN 1 1,7E-02 | Nucleus
component

ER membrane protein complex | EMC7_HUMAN 1 2,4E-02 | Cytoplasm

subunit 7

Exocyst complex component 3 EXOC3_HUMAN 1 2,1E-02 | Plasma Membrane
RFT1 homolog RFT1_HUMAN 1 1,7E-02 | Other

Clustered mitochondria homolog CLU_HUMAN 1 2,2E-02 | Cytoplasm
Integrin linked kinase ILK_HUMAN 1,07 3,7E-03 | Plasma Membrane
MET proto-oncogene, receptor | MET_HUMAN 1,07 4,1E-02 | Plasma Membrane
tyrosine kinase

PNN interacting serine and arginine | PNISR_HUMAN 1,138 2,5E-02 | Nucleus

rich protein

Programmed cell death 11 RRP5_HUMAN 1,138 3,5E-02 | Nucleus
Peroxidasin PXDN_HUMAN 1,138 2,5B-02 | Extracellular Space
NIPBL cohesion loading factor NIPBL_HUMAN 1,138 2,5E-02 | Nucleus

Ankyrin repeat and FYVE domain | ANFY1_HUMAN 1,138 1,9E-02 | Cytoplasm
containing 1

Ribosomal protein 1.14 RLL14_HUMAN 1,138 1,5E-02 | Cytoplasm




Anhang
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complex assembly factor 3

Entrez Gen Name ID Log FC | p Lokalisation
LIM and cysteine rich domains 1 LMCD1_HUMAN 1,202 2,6E-02 | Cytoplasm
Midasin AAA ATPase 1 MDN1_HUMAN 1,202 1,1E-02 | Nucleus

General transcription factor IIIC | TF3C1_HUMAN 1,202 9,5E-03 | Nucleus

subunit 1

Forkhead box K1 FOXKI1_HUMAN 1,202 9,5E-03 | Nucleus
Serine/threonine kinase 39 STK39_HUMAN 1,202 4,0E-02 | Nucleus

Sorbin and SH3 domain containing | VINEX_HUMAN 1,202 2,8B-03 | Cytoplasm

3

Opioid growth factor receptor OGFR_HUMAN 1,202 5,0E-02 | Plasma Membrane
Chromosome 9 open reading frame | QSPP_HUMAN 1,322 3, 7E-02 | other

64

G protein nucleolar 1 GNL1_HUMAN 1,322 1,7E-02 | Nucleus

Exocyst complex component 2 EXOC2_HUMAN 1,379 2,6B-02 | Cytoplasm

Rho guanine nucleotide exchange | ARHG5_HUMAN 1,379 3,5E-02 | Cytoplasm

factor 5

Cytochrome b-245 alpha chain CY24A_HUMAN 1,379 2,4E-02 | Cytoplasm

URB2 ribosome biogenesis | URB2_HUMAN 1,433 1,7E-03 | Nucleus

homolog

Junctional adhesion molecule 3 JAM3_HUMAN 1,433 7,1E-03 | Plasma Membrane
Carbamoyl-phosphate synthase 1 CPSM_HUMAN 1,433 2,3B-02 | Cytoplasm
Rho/Rac  guanine  nucleotide | ARHG2_HUMAN 1,433 3,9E-02 | Cytoplasm
exchange factor 2

Tetratricopeptide repeat domain 37 | TTC37_HUMAN 1,485 2,3E-02 | Nucleus
Neurofibromin 2 MERL_HUMAN 1,485 5,3E-03 | Plasma Membrane
FKBP prolyl isomerase 15 FKBP15_HUMAN 1,585 2,9E-02 | Plasma Membrane
Ataxin 2 ATX2_HUMAN 1,585 2,7E-02 | Nucleus

Exosome component 10 EXOSX_HUMAN 1,585 9,9E-03 | Nucleus
Ribosomal protein S19 RS19_HUMAN 1,585 2,1E-02 | Cytoplasm
Ribosomal protein .36 RLL36_HUMAN 1,632 1,3E-02 | Cytoplasm

NIMA related kinase 9 NEK9_HUMAN 1,722 3,8E-02 | Nucleus

Adaptor protein, phosphotyrosine | DP13A_HUMAN 1,722 4,2E-02 | Cytoplasm
interacting with PH domain and ...

NADH:ubiquinone oxidoreductase | NDUF3_HUMAN 1,722 3,8E-02 | Nucleus
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Hydroxy-delta-5-steroid 3BHS7_HUMAN 1,722 4,2E-02 | Cytoplasm
dehydrogenase

Tensin 1 TENS1_HUMAN 1,766 2,9E-02 | Plasma Membrane
CLNG transmembrane ER protein | CLN6_HUMAN 1,766 1,2E-02 | Cytoplasm
Bromodomain containing 8 BRD8_HUMAN 1,766 3,2E-02 | Nucleus
Family with sequence similarity 83 | FAS3H_HUMAN 1,807 1,2E-02 | Cytoplasm
member H

Prefoldin subunit 5 PFD5_HUMAN 1,807 1,0E-02 | Nucleus
Selenophosphate synthetase 1 SPS1_HUMAN 1,807 8,2E-04 | other
Histone deacetylase 6 HDAC6_HUMAN 1,888 5,3E-03 | Nucleus
PTPRF interacting protein alpha 1 | LIPA1_HUMAN 1,926 1,0E-02 | Plasma Membrane
Replication timing regulatory factor | RIF1_HUMAN 1,926 2,5E-02 | Nucleus

1

Major  facilitator ~ superfamily | MESD1_HUMAN 2,036 1,7E-02 | other

domain containing 1

Ribosomal protein 1.30 RL30_HUMAN 2,036 2,1E-03 | Cytoplasm
Queuine  tRNA-ribosyltransferase | TGT_HUMAN 2,07 2,2B-02 | Cytoplasm
catalytic subunit 1

Ribosomal protein 1.35a RL35A_HUMAN 2,07 2,2B-02 | Cytoplasm
Translocase of inner mitochondrial | TI17A_ HUMAN 2,07 1,9E-02 | Cytoplasm
membrane 17A

Heme oxygenase 1 HMOX1_HUMAN 2,263 1,5E-02 | Cytoplasm
myosin light chain 6B MYL6B_HUMAN 2,350 1,4E-02 | Cytoplasm
LSM8 homolg, U6 small nuclear | LSM8_HUMAN 2,35 1,4E-02 | Nucleus
RNA associated

Ubiquitin conjugating enzyme E2N | UBE2N_HUMAN 2,379 2,0E-03 | Cytoplasm
Protein kinase C delta KPCD_HUMAN 2,485 4,0E-02 | Cytoplasm
Mediator of DNA  damage | MDCI_HUMAN 2,982 4,0E-02 | Nucleus
checkpoint 1

Myeloid derived growth factor MYDGF_HUMAN 3,138 3,0E-03 | Extracellular Space
Small nuclear ribonucleoprotein D2 | SMD2_HUMAN 3,138 3,0E-03 | Nucleus
polypeptide

Mago homolg B, exon junction | MGN2_HUMAN 3,7 2,0E-03 | Nucleus
complex subunit

Myosin light chain 6 MYL6_HUMAN 3,7 1,3E-02 | Cytoplasm




Anhang 86
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Ribosomal protein 1.23 RL23_HUMAN 4,322 1,9E-03 | Cytoplasm

Tabelle A2: Regulierte Proteine nach TAC Behandlung
Entrez Gen Name ID Log: P Lokalisation

FC
versican CSPG2_HUMAN 5,644 | 2,40B-03 | Extracellular Space
cadherin 6 CADH6_HUMAN | -4322 | 8,50E-03 | Plasma Membrane
NADH:ubiquinone oxidoreductase
core subunit S1 NDUSI_HUMAN | -4,322 | 4,00E-04 | Cytoplasm
ADAM metallopeptidase domain
10 ADA10_HUMAN -4,059 2,10E-04 | Plasma Membrane
anoctamin 6 ANO6_HUMAN 4059 | 3,10E-03 | Plasma Membrane
serine peptidase inhibitor, Kunitz
type 2 SPIT2_HUMAN -4,059 7,40E-03 | Extracellular Space
j ical h li 1
jagged canonical Notch ligand JAG1_HUMAN 3,837 | 340E-04 | Extracellular Space
phospholipase € beta 4 PLCB4_HUMAN 3,837 | 1,60E-02 | Cytoplasm
lecul
D70 molecule CD70_HUMAN 3,837 | 3,90E-03 | Extracellular Space
rrroline-5- /1 2
pyrroline-5-carboxylate reductase 2| psopy pinan 3,837 | 2,60E-03 | Cytoplasm
NADH:ubiquinone oxidoreductase
core subunis V1 NDUVI_HUMAN | -3,837 | 1,10E-02 | Cytoplasm
HGF activator HGFA_HUMAN | -3837 | 1,30E-02 | Extracellular Space
centromere protein I CENPF_HUMAN | -3,644 | 570E-03 | Nucleus
microsomal glutathione S-
rransferase 3 MGST3_HUMAN | -3,644 | 2,90E-03 | Cytoplasm
myclin basic protein MBP_HUMAN 3,644 | 890E-04 | Extracellular Space
semaphorin 3C SEM3C_HUMAN | 3,644 | 2,00E-02 | Extracellular Space
lysosomal protein transmembrane 4
beta LAP4B_HUMAN | -3,644 | 450E-02 | Cytoplasm
spectrin repeat containing nuclear
envelope protein 2 SYNE2_HUMAN | -3,474 | 3,40E-02 | Nucleus
NADH:ubiquinone oxidoreductase
subunit B10 NDUBA_HUMAN | -3,474 | 6,00E-03 | Cytoplasm
kirre like nephrin family adhesion
molecule 1 KIRRI_HUMAN | -3,474 | 1,40E-03 | Plasma Membrane
OXA1L mitochondrial inner
membrane protein OXAIL_HUMAN | -3474 | 2,50E-02 | Cytoplasm
milk fat globule EGF and factor
V/VIII domain containing MFGM_HUMAN -3,474 2,50E-02 | Extracellular Space
very low density lipoprotein
rece VLDLR_HUMAN -3,474 8,60E-03 | Plasma Membrane
ptor
armadillo repeat containing X-
linked 3 ARMX3_HUMAN | -3474 | 3,90E-02 | Cytoplasm
spen family transcriptional
repressor MINT_HUMAN 3474 | 1,30E-02 | Nucleus
stromal antigen 2 STAG2_HUMAN | 3474 | 1,10E-03 | Nucleus
thymidylate synthetase TYSY_HUMAN 3322 | 250E-02 | Nucleus
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growth hormone inducible

wansmembrane protein GHITM_HUMAN | 3322 | 140E-02 | Cytoplasm

DNA polymerase delta interacting DIP2 MA ” . Coton

protein 2 PDIP2_HUMAN 33 530E-03 | Cytoplasm
ceramide synthase 2 CERS2_HUMAN 3322 | 1,10E-03 | Nucleus

structural maintenance of

chromosomes flexible hinge

domain containing 1 SMHD1_HUMAN | -3322 | 1,70E-03 | Nucleus
N-acetylneuraminate synthase SIAS_HUMAN 3322 | 130E-02 | Cytoplasm
influenza virus NS1A bindin,

: & NS1BP_HUMAN 3322 | 5,50E-03 | Nucleus

protein

methylmalonyl-CoA mutase MUTA_HUMAN 3322 | 3,80E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein S5 RTO5 HUMAN 3300 3,80E-04 | Cytoplasm

- Ty 5 - y

piccolo presynaptic cytomatrix PCLO HUMAN 3320 5 3004 | Cotont

protein — -9, ,OUE- ytoplasm

serpin family E member 2 GDN_HUMAN 3322 | 1,20B-02 | Extracellular Space
low density lipoprotein receptor LDLR_HUMAN 3322 | 1,20E-02 | Plasma Membrane
mitochondrial ribosomal protein

Lad RM44_HUMAN 3322 | 700E-03 | Cytoplasm
lysine demethylase 1A KDMIA_HUMAN | -3,322 | 2,60E-02 | Nucleus
apolipoprorein B APOB_HUMAN 3322 | 1,60B-02 | Extracellular Space
BCL2 interacting protein 3 BNIP3_HUMAN 3322 | 8,70E-04 | Cytoplasm

RP2 activator of ARL3 GTPase XRP2_HUMAN 3322 | 470E-03 | Cytoplasm

LPS responsive beige-like anchor LRBA HUMAN 3320 L70E-02 | Cotonl

protein — -9, ,/OE- ytoplasm

S T—

pseudouridine synthase 7 PUS7_HUMAN 3322 | 1,70B-02 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein

145 RM45_HUMAN 3322 | 1,70B-02 | Cytoplasm
Tax] binding protein 1 TAXBI_HUMAN | 3322 | 2,70E-02 | Cytoplasm

cyclin dependent kinase 7 CDK7_HUMAN 3322 | 270E-02 | Nucleus

CDC42 binding protein kinase beta MRCKB HUMAN 3300 370603 | Cytoplasm
retention in endoplasmic reticulum

Sorting receptor 1 RER1_HUMAN 3322 | 3,70B-03 | Cytoplasm

agrn AGRIN_HUMAN | -3322 | 1,10E-02 | Plasma Membrane
fi in 1

ibronectin FINC_HUMAN 3322 | 9.90E-04 | Extracellular Space
prion protein PRIO_HUMAN 3322 | 3,60E-02 | Plasma Membrane
solute carrier family 38 member 2| o305 AN 3322 | 3,60E-02 | Plasma Membrane
myelin protein zero like 1 MPZL1_HUMAN 3322 | 1,10E-02 | Plasma Membrane
bone marrow stromal cell antigen 2| oy AN 3322 | 340E-03 | Plasma Membrane
lamin B receptor LBR_HUMAN 3322 | 2,00E-04 | Nucleus
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thiosulfate sulfurtransferase THTR_HUMAN 3322 1,206-03 | Cytoplasm
integral membrane protein 2B ITM2B_HUMAN 3322 | 2,50E-03 | Plasma Membrane
fibronectin type 111 domain

containing 3B FND3B_HUMAN -3,322 8,40E-03 | Cytoplasm
adhesion G protein-coupled

receptor Glp P AGRG1_HUMAN -3,322 1,00E-02 | Plasma Membrane
RALY RNA binding proteinlike | payyr quMAN | -3322 | 1,90E-02 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein L.3 RMO3 HUMAN 3322 300E-04 | Cytoplasm
transcription activation suppressor TASOR HUMAN 3300 300504 | Nucleus
epaneurn OPTN_HUMAN [ -3322 | 390E-04 | Cytoplasm
transmembrane 9 superfamily

member 2 P ’ TM9S2_HUMAN -3,322 7,00E-03 | Plasma Membrane
cell division cycle 73 CDC73_HUMAN | -3322 | 470E-03 | Nucleus
carboxypeptidase 1> CBPD_HUMAN 3322 | 1,50E-02 | Extracellular Space
ESF1 nucleolar pre-rRNA

processing protein homolog ESF1_HUMAN -3,322 4,80E-02 | Nucleus
angiotensin II receptor associated

pr(%tein P ATRAP_HUMAN -3,322 4,80E-02 | Plasma Membrane
poly(A) binding protein interacting PATPL MA 332 L10E-03 | Coront

protein 1 IP1_HUMAN -3, ,10E- ytoplasm
mitochondrial ribosomal protein

137 RM37_HUMAN -3,322 1,70E-03 | Cytoplasm

piezo type mechanosensitive ion

channel component 1 PIEZ1_HUMAN -3,322 6,50E-03 | Cytoplasm
TNFAIPS interacting protein 1 TNIP1_HUMAN 3322 | 6,50E-03 | Nucleus
vitamin K epoxide reductase

complex subunit 1 like 1 VKORL_HUMAN -3,322 6,50E-03 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein

S8 RT28_HUMAN -3,322 1,40E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein S9 RT09 HUMAN 3302 230E-03 | Cytoplasm
ribosomal RNA processing 15

homolog RRP15_HUMAN -3,322 2,30E-03 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein S7 RTO7 HUMAN 3300 1,80E-02 | Cytoplasm
adaptor related protein complex 2

subunit mu 1 AP2M1_HUMAN -3,322 6,20E-03 | Cytoplasm
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor

e 2 ITPR2_HUMAN -3,322 1,20E-03 | Cytoplasm

ype
itchy E3 ubiquitin protein ligase ITCH_HUMAN 3,322 | 2,60E-03 | Nucleus
guanylate kinasc 1 KGUA_HUMAN | 3322 | 6,70E-03 | Cytoplasm
endoplasmic reticulum

metallopeptidase 1 ERMPI_HUMAN | -3322 | 3,10E-02 | Cytoplasm
deoxynucleotidyltransferase TDIF2. HUMAN 3320 L60E-02 | Nual

terminal interacting protein 2 — - ,60E- uciceus

AXI. recepror tyrosine kinase UFO_HUMAN 3322 | 1,60E-02 | Plasma Membrane
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mitochondrial ribosomal protein
115 RM15_HUMAN 3,322 | 1,50E-03 | Cytoplasm
FAT atypical cadherin 1 FAT1_HUMAN 3322 | 8,40B-03 | Plasma Membrane
SLIT-ROBO Rho GTPase
activating protein 1 SRGP1_HUMAN 3322 | 840E-03 | Cytoplasm
syndecan 2 SDC2_HUMAN 3322 | 430B-04 | Plasma Membrane
collagen type IV alpha 5 chain CO4A5_HUMAN | 2,322 | 1,80E-02 | Extracellular Space
D109 molecule CD109_HUMAN 2322 | 1,20B-02 | Plasma Membrane
holocytochrome ¢ synthase CCHI_HUMAN 2322 | 1,10B-02 | Cytoplasm
regulator of microtubule dynamics
. RMD1_HUMAN 2,322 | 2,10E-02 | Cytoplasm
lectin, mannose binding 2 like LMA2I, HUMAN 2322 | 2,10B-02 | Cytoplasm
torsin family 4 member A TOR4A_HUMAN | 2,322 | 4,80E-02 | Other
GRIP and coiled-coil domain
containing 2 GCC2_HUMAN 2,322 | 1,10E-03 | Cytoplasm
interferon induced protein 35 IN35_HUMAN 2322 | 1,10E-03 | Nucleus
transmembrane protein 9 TMEMY9_HUMAN | -2322 | 6,70E-03 | Cytoplasm
BicC family RNA binding protein 1 BICC1_HUMAN 2322 6.70E-03 | Other
heparan sulfate proteoglycan 2 PGBM_HUMAN 2,322 | 2,50E-02 | Extracellular Space
WD repeat domain 3 WDR5_HUMAN 2,322 | 450E-02 | Nucleus
testis expressed 10 TEX10_HUMAN 2322 | 4,50B-02 | Nucleus
ATPase secretory pathway Ca2+
ransporting 1 AT2C1_HUMAN 2,322 | 240E-02 | Cytoplasm
itochondrial ri I protein 1.2
mitochondrial ribosomal protein L2\ g i) prinan 2322 | 440E-02 | Extracellular Space
iption factor 2
transeription factor 23 TCF25_HUMAN 2,322 | 440E-02 | Nucleus
FRY like transcription coactivator FRYL_HUMAN 2322 440602 | Other
AH-box heli
DEAH-box helicase 36 DHX36_HUMAN | -2,322 | 7,70E-03 | Cytoplasm
protein phosphatase 2 phosphatase
S etivator PTPA_HUMAN 2,322 | 330E-03 | Cytoplasm
iquilin 1
ubiquilin UBQLI_HUMAN | 2322 | 450E-03 | Cytoplasm
translocase of inner mitochondrial
membrane 21 TIM21_HUMAN 2,322 | 9,10E-03 | Cytoplasm
aldehyde dehydrogenase 6 family
member AL MMSA_HUMAN 2,322 | 250E-02 | Cytoplasm
butyrylcholinesterase CHLE_HUMAN 2,322 | 2,50E-02 | Plasma Membrane
dipeptidyl peptidase 9 DPP9_HUMAN 2,322 | 2,50E-02 | Cytoplasm
synaptotagmin 13 SYT13_HUMAN 2322 | 250E-02 | Plasma Membrane
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
ype 3 ITPR3_HUMAN 2,322 | 5,10E-03 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
113 RM13_HUMAN 2322 | 920E-03 | Cytoplasm
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SPT6 homolog, histone chaperone
and transcription elongation factor SPT6H_HUMAN -2,322 3,50E-02 | Nucleus
TruB pseudouridine synthase family
ember 1 TRUBI_HUMAN | -2,322 | 240E-02 | Other
lactamase beta LACTB_HUMAN | 2322 | 7,30E-03 | Cytoplasm
karyopherin subunit alpha 2 IMA1_HUMAN 2322 | 210E-02 | Nucleus
3'(2"), 5'-bisphosphate nucleotidase
1 BPNT1_HUMAN -2,322 4,60E-02 | Nucleus

rosyl-tRNA h 2
tyrosyl-tRNA synthetase SYYM_HUMAN 2,322 | 300E-03 | Cytoplasm
phosphoribosyl pyrophosphate
synthetase associated protein 1 KPRA_HUMAN -2,322 1,80E-02 | Extracellular Space
ubiquitin like with PHD and ring
finger domains 1 UHRFI_HUMAN | -2322 | 9,90E-03 | Nucleus
prostaglandin F2 receptor inhibitor | ppp b AN 2322 | 1,70E-02 | Plasma Membrane
transmembrane 9 superfamily
member 3 TMIS3_HUMAN | -2322 | 3,60E-03 | Cytoplasm
centrosomal protein 131 CP131_HUMAN 2322 | 7,10E-03 | Cytoplasm
DIS3 homolog, exosome
endotibonuclease and 3'-5'
xorbonuclease RRP44_HUMAN | -2322 | 7,10E-03 | Nucleus
glycosylphosphatidylinositol anchor
e chment 1 GPAAT_HUMAN | 2322 | 840E-03 | Cytoplasm
WD repeat domain 44 WDR44_HUMAN | 2,322 | 840E-03 | Cytoplasm
A 13A1

TPase 13 AT131_HUMAN 2322 | 8,00E-03 | Extracellular Space

iesci Ifthydryl oxi 2
quiescin sulfhydryl oxidase QSOX2_HUMAN | 2322 | 8,00E-03 | Other
-ol yl 1

gamma-glutamyl carboxylase VKGC_HUMAN 2322 | 800B-03 | Cytoplasm
solute carrier family 4 member 2 B3A2_HUMAN 2322 | 800E-03 | Plasma Membrane

ing fi in 181
ting finger protein 18 RN181_HUMAN 2,322 | 8,00E-03 | Cytoplasm
growth factor receptor bound
brotein 2 GRB2_HUMAN 2322 | 410E-02 | Cytoplasm
heme binding protein 2 HEBP2_HUMAN | 2,322 | 470E-02 | Cytoplasm
transmembrane 9 superfamily
member 4 TM9S4_HUMAN | -2322 | 420B-03 | Cytoplasm

in tyrosine kinase 2

protemn tyrosine kinase FAK1_HUMAN 2,322 | 830E-03 | Cytoplasm
O-linked N-acetylglucosamine
(GIENAQ) transferase OGTI1_HUMAN 2322 | 7,00E-04 | Cytoplasm
MET proto-oncogene, receptor
tyrosine kinase MET_HUMAN -2,322 5,80E-03 | Plasma Membrane
biorientation of chromosomes in
cell division 1 like 1 BDlLl_HUMAN —2,322 4,6OE—02 Nucleus
Janus kinase 1 JAK1_HUMAN 2322 | 1,00B-02 | Cytoplasm
solute carrier organic anion
transporter family member 2A1 SO2A1_HUMAN -2,322 1,90E-02 | Plasma Membrane
RNA polymerase II subunit B RPB2_HUMAN 2322 | 460E-03 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein
1.24 RM24_HUMAN -2,322 1,90E-03 | Cytoplasm
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WD repeat domain 75 WDR75_HUMAN | -2,322 | 1,90E-02 | Nucleus
farnesyl-diphosphate
farnesvltransferase 1 FDFT_HUMAN 2322 | 620B-03 | Cytoplasm

ANK binding kinase 1
TANK binding kinase TBK1_HUMAN 2322 | 310B-02 | Cytoplasm

in 1

transmembrane protein 165 TM165_ HUMAN 2322 | 2,60B-02 | Plasma Membrane
syntaxin 8 STXS_HUMAN 2322 | 390E-02 | Plasma Membrane
ribosomal RNA processing 1B RRP1B_HUMAN 2322 | 350B-02 | Nucleus
syndecan 4 SDC4 HUMAN 2322 | 1,70E-02 | Plasma Membrane
synthesis of cytochrome C oxidase
5 SCO2_HUMAN 2,322 | 350E-02 | Cytoplasm
CLPTMI like CLP1L_HUMAN 2322 | 1,30E-03 | Other
oxysterol binding protein fike 11 OSBII_HUMAN | 2322 | 1,30E-03 | Cytoplasm

I fer famil 1
solute carrier family 38 member $38A1_HUMAN 2322 | 2,70E-02 | Plasma Membrane

Il death

programmed cell death 4 PDCD4_HUMAN | 2322 | 1,10E-02 | Nucleus

suclein alph
sypucietn alpha SYUA_HUMAN 2,322 | 540E-03 | Cytoplasm

“box heli
DExH-box helicase 30 DHX30_HUMAN | -2322 | 6,50E-03 | Nucleus
developmentally regulated GTP
binding protein 1 DRG1_HUMAN 2,322 | 1,40E-02 | Cytoplasm
in-coupl 1
G protein-coupled receptor 143 GP143_HUMAN 2322 | 920E-04 | Plasma Membrane
h 1

cytochrome ¢ CY1_HUMAN 2322 | 3,70E-02 | Cytoplasm

; hy kinase 1
pyruvate dehydrogenase kinase PDK1_HUMAN 2322 | 1,I0E-02 | Cytoplasm
DNA polymerase delta interacting
brotein 3 PDIP3_HUMAN 2322 | 1,90E-02 | Nucleus

i llopeptidase 1

matrix metallopeptidase 14 MMP14_HUMAN | 2,322 | 3,60E-02 | Extracellular Space
NADH:ubiquinone oxidoreductase
core subunit $2 NDUS2_HUMAN | 2,322 | 830E-03 | Cytoplasm
hepatocyte growth factor-regulated
yrosine kinase substrate HGS_HUMAN 2322 | 830E-03 | Cytoplasm
replication termination factor 2 RTF2_HUMAN 2322 | 7,70E-03 | Nucleus
ubiquitin conjugating enzyme B2 | jppor pivaN | 22322 | 7,70E:03 | Nucleus
haloacid dehalogenase like
hydrolase domain containing 5 HDHDS_HUMAN —2,322 3,40E—03 Cytoplasm
3'(2"), 5'-bisphosphate nucleotidase
5 IMPA3_HUMAN 2,322 | 920E-03 | Cytoplasm
2-5"oligoadenylate synthetase 3 OAS3_HUMAN 2322 | 1,50E-02 | Cytoplasm
squalene epoxidase ERG1_HUMAN 2322 | 1,50B-02 | Cytoplasm
MAPY7 domain containing 3 MA7D3_HUMAN | -2322 | 1,50E-02 | Cytoplasm
threonyl-tRNA synthetase 2,
mitochondrial SYTM_HUMAN 2,322 | 1,50E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
158 ICT1_HUMAN 2322 | 1,50E-02 | Cytoplasm
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NFKB repressing factor NKRF_HUMAN 2322 | 1,50E-02 | Nucleus
parathymosin PTMS_HUMAN 2322 | 3,00E-02 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein S2 RT02 HUMAN 9300 1,50E-02 | Cytoplasm
phospholipase € gamma 1 PLCG1_HUMAN 2322 | 1,50B-02 | Cytoplasm
X-ray repair cross complementing 1| v p -y pipAN 2322 | 930E-04 | Nucleus
7-dehydrocholesterol reductase DHCR7_HUMAN 2322 450E-03 | Cytoplasm
scribble planar cell polarity protein SCRIB HUMAN 2300 1.90E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
L11 RM11_HUMAN 2322 | 2,70B-02 | Cytoplasm
pumilio RNA binding family
member 3 PUM3_HUMAN 2322 | 400E-02 | Nucleus
arginyl-tRNA synthetase 2,
e endrial SYRM_HUMAN 2322 | 400E-02 | Cytoplasm
EGEF like repeats and discoidin
domains 3 P EDIL3_HUMAN -2,322 4,00E-02 | Extracellular Space
Fas associated factor 1 FAF1_HUMAN 2322 | 2,00B-03 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein A |
330 RT30_HUMAN 2322 | 2,00B-03 | Cytoplasm
charged multivesicular body protein MA
AA CHM4A_HUMAN | 2322 | 2,00E-03 | Cytoplasm
serine incorporator 1 SERC1_HUMAN 2322 | 1,60B-03 | Plasma Membrane
HEAT repeat containing 1 HEAT1_HUMAN | 2,322 | 2,10E-02 | Nucleus
ATRX chromatin remodeler ATRX_HUMAN 2,322 | 7,60E-04 | Nucleus
YMEL like 1 ATPase YMELI_HUMAN | 2322 | 7,60B-04 | Cytoplasm
GDNE family receptor alpha 1 GFRAI_HUMAN | 2322 | 7,60E-04 | Plasma Membrane
NECAP endocytosis associated 2| \popy fupMaN | 22322 | 7,60E-04 | Cytoplasm
polycystin 2, transient receptor
potential cation channel PKD2_HUMAN -2,322 7,60E-04 | Plasma Membrane
EI24 autophagy associated
transmembrane protein EI24_HUMAN 2322 | 7,60B-04 | Other
nucleolar protein 9 NOL9_HUMAN 2,322 | 7,60E-04 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein
140 RM40_HUMAN 2322 | 7,60B-04 | Cytoplasm
origin recognition complex subunit A |
4 ORC4_HUMAN 2322 | 7,60B-04 | Nucleus
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
reductase HMDH_HUMAN | 2322 | 7,60E-04 | Cytoplasm
tetratricopeptide repeat domain 1 TTC1 HUMAN 2300 440E-02 | Cytoplasm
solute carrier family 33 member 1| ) o\ i\ HUMAN | 2322 | 440B-02 | Cytoplasm
DEAD-box helicase 10 DDX10_HUMAN | 2322 | 440E-02 | Nucleus

—
ubiquilin 4 UBQLA_HUMAN | 2322 | 440E-02 | Cytoplasm
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retinol dehydrogenase 13 RDH13_HUMAN 2322 | 340E-02 | Cytoplasm
NADH:ubiquinone oxidoreductase
subunit B6 NDUB6_HUMAN | -2,322 | 9,00E-03 | Cytoplasm
phosphatidylinositol glycan anchor GPl MA 2320 . Coton
biosynthesis class K PI8_HUMAN -2,3 9,00E-03 ytoplasm
ATP synthase membrane subunit £ 1\ 1oy proyaN 2,322 | 9,00E-03 | Cytoplasm
apolipoprotein £ APOE_HUMAN 2,322 | 9,00E-03 | Extracellular Space
nicotinamide nucleotide
ranshydrogenase NNTM_HUMAN | -2,322 | 340E-02 | Cytoplasm
protein phosphatase 1 regulatory RA MA |
< ubunit 10 PPIRA_HUMAN | -2322 | 6,10E-03 | Nucleus
itrlase 1 NIT1_HUMAN 2322 | 6,10E-03 | Cytoplasm
CYFIP related Racl interactor A FA49A HUMAN 2300 130502 | Other
- ) > - €
ubiquitin like modifier activating UBA3 HUMAN 5320 5 20502 | Cotont
enzyme 3 — 2, ,A0E- ytoplasm
phosphoglycolate phosphatase PGP_HUMAN 2,322 | 1,J0E-02 | Cytoplasm
NESI eysteine desulfurase NFS1_HUMAN 2322 | 1,10B-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
130 RM30_HUMAN 2322 | 1,10B-02 | Cytoplasm
regulation of nuclear pre-mRNA
domain containing 2 RPRD2_HUMAN | -2322 | 1,90E-02 | Nucleus
trans-2,3-enoyl-CoA reductase TECR_HUMAN 2322 | 1,90E-02 | Plasma Membrane
phosphoinositide-3-kinase
regulatory subunit 4 PI3R4_HUMAN 2322 | 8,50B-03 | Cytoplasm
general transcription factor I1IC
 bunit 2 TF3C2_HUMAN | -2,322 | 8,50E-03 | Nucleus
transforming growth factor beta
induced 88 BGH3_HUMAN -2,322 8,50E-03 | Extracellular Space
autocrine motility factor receptor |\ rpp FUMAN 2322 | 8,50E-03 | Plasma Membrane
lysocardiolipin acyltransferase 1 LCLT1 HUMAN 2392 8,50E-03 | Cytoplasm
BCS1 homolog, ubiquinol-
cytochrome ¢ reductase complex BC MA 5320 8 50503 | Cotonl
chaperone S1_HUMAN -2, ,50E- ytoplasm
DNA polymerase delta 2, accessory
subunit DPOD2_HUMAN | -2,322 | 8,50E-03 | Nucleus
ATP synthase mitochondrial F1
complex assembly factor 1 ATPFI_HUMAN | -2322 | 1,00E-03 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
147 RM47_HUMAN -2,322 2,10E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein ) A ) |
s15 RT15_HUMAN -1,737 8,30E-03 | Cytoplasm
2
THO complex THOC2_HUMAN | -1,737 | 3,10E-02 | Nucleus
two pore segment channel 1 TPC1_HUMAN 1,737 | 310E-02 | Plasma Membrane
CRK proto-oncogene, adaptor
protein CRK_HUMAN 1,737 | 3,10B-02 | Cytoplasm
synaptosome associated protein 29| ¢\ 1pyg pinMAN 1,737 | 3,10E-02 | Cytoplasm
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vacuolar protein sorting 13
homolog C VP13C_HUMAN 1,737 | 300B-02 | Cytoplasm
NADH:ubiquinone oxidoreductase
core subunit S8 NDUSS_HUMAN | -1,737 | 3,00E-02 | Cytoplasm
signal transducer and activator of
transcription 6 STAT6_HUMAN 1,737 | 3,00E-02 | Nucleus
transmembrane O-
mannosyltransferase targeting
cadhering 3 TMTC3_HUMAN | -1,737 | 3,00E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
L16 RM16_HUMAN 1,737 | 300B-02 | Cytoplasm
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
ype 1 ITPR1_HUMAN 1,737 | 300B-02 | Cytoplasm
] 2
fuclear receptor corepressor NCOR2_HUMAN | -1,737 | 4,40E-02 | Nucleus
in tyrosine phosph A2
protein tyrosine phosphatase 4 TP4A2_HUMAN 1,737 | 320E-02 | Cytoplasm
I T alpha 1 chai
collagen type XVIITalpha T chain | 02y priyan 1,737 | 6,20E-03 | Extracellular Space
NADH:ubiquinone oxidoreductase
core subunic $3 NDUS3_HUMAN | -1,737 | 470E-02 | Cytoplasm
CD46 molecule MCP_HUMAN 1,737 | 2,00E-02 | Plasma Membrane
pre-mRNA processing factor 38A | e 304 HUMAN 1,737 | 1,70E-02 | Nucleus
pyrroline-5-carboxylate reductase 1 PSCR1_HUMAN 1737 310E-03 | Cytoplasm
itase 1
aconitase ACOC_HUMAN 1,737 | 1,70E-02 | Cytoplasm
CD276 molecule CD276_HUMAN 1,737 | 2,40E-02 | Plasma Membrane
lation factor 111, tssue £
coaguiation factor UL tissue factor | rp fUMAN 1737 | 4,60E-02 | Plasma Membrane
iption elongation factor A
transcription elongation factor A3 . pop s poMAN | 4737 | 1,008-02 | Nucleus
ignal i lecul
signal transducing adaptor molecule | o iy pripran 1,737 | 1,00B-02 | Cytoplasm
anoctamin 10 ANO10_HUMAN | -1,737 | 3,80E-03 | Plasma Membrane
mitochondrial ribosomal protein
138 RM38_HUMAN 1,737 | 3,80B-03 | Cytoplasm
queuine tRNA-ribosyltransferase
accessory subunit 2 QTRT2_HUMAN | -1,737 | 380E-03 | Cytoplasm
kinase B
aurora kinase AURKB_HUMAN | -1,737 | 3,80E-03 | Nucleus
RI “actin bindi i
TRIO and Factin binding protein |1\ p y prinaN 1,737 | 1,10E-02 | Nucleus
n .
NAD(P)HX epimerase NNRE_HUMAN 1,737 | 1,10E-02 | Extracellular Space
ysi
flenrolysin NEUL_HUMAN 1,737 | 1,I0E-02 | Cytoplasm
amyloid beta precursor protein A4_HUMAN 1737 | 110B-02 | Plasma Membrane
COP9 signalosome subunit 6 CSNG6_HUMAN 1,737 | 1,10B-02 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein
S19B RT18B_HUMAN 1,737 | 1,10B-02 | Cytoplasm
vitamin K epoxide reductase
complex subunit 1 VKOR1_HUMAN -1,737 1,10E-02 | Cytoplasm
oxysterol binding protein like 8 OSBLS_HUMAN | -1,737 | 1,70E-02 | Plasma Membrane
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hydroxysteroid dehydrogenase like
1 HSDLI_HUMAN | -1,737 | 9,90E-03 | Cytoplasm
SPT16 homolog, facilitates
chromatin remodeling subunit SP16H_HUMAN 1,737 | 2,60B-02 | Nucleus
ST :
FAST kinase domains 5 FAKD5_HUMAN | -1,737 | 1,70E-02 | Cytoplasm
phosphoribosyl pyrophosphate
s midotransferase PUR1_HUMAN 1,737 | 3,70B-02 | Cytoplasm
DCI leopori
NDCI transmembrane nucleoporin | (e pipaN 1,737 | 2,60E-02 | Nucleus
uridine-cytidine kinase 2 UCK2_HUMAN 1,737 | 2,60E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein L1 RMO1_HUMAN 1737 2,60E-02 | Cytoplasm
hymidine ki
thymidine kinase 1 KITH_HUMAN 1,737 | 4,60E-03 | Cytoplasm
Jupiter microtubule associated
homolog 2 JUPI2_HUMAN 1,737 | 140B-02 | Cytoplasm
herin 2
cadherin CADH2_HUMAN | 1,737 | 470E-03 | Plasma Membrane
5-hydroxymethylcytosine binding,
ES cell speciﬁc HMCES_HUMAN —1,737 3,30E—03 Nucleus
BRCA1/BRCA2-containing
complex subunit 3 BRCC3_HUMAN | 1,737 | 3,30E-03 | Nucleus
alanyl-tRNA synthetase 2,
mitochondrial SYAM_HUMAN —1,737 2,70E—02 Cytoplasm
mitochondrial genome maintenance
exonuclease 1 MGME1_HUMAN | -1,737 | 1,30E-02 | Cytoplasm
leoporin 21
nucleoporin 210 PO210_HUMAN 1,737 | 410E-03 | Nucleus
COPI I it epsil
Pl coat complex subunit epsilon | - np AN 1,737 | 320E-03 | Cytoplasm
insulin degradi :
fsulin degrading enzyme IDE_HUMAN 1,737 | 1,60E-02 | Extracellular Space
DNA ligase 1
18as¢ DNLI1_HUMAN 1,737 | 4,40E-02 | Nucleus
dihydroorotate dehydrogenase
(quinone) PYRD_HUMAN 1,737 | 400B-02 | Cytoplasm
ATPase H+ transporting V1
<ubumit D VATD_HUMAN 1,737 | 400B-02 | Cytoplasm
BI 2
€D cargo adaptor BICD2_HUMAN 1,737 | 9,90E-03 | Cytoplasm
I idase 1, mitochondrial
on peptidase 1, mitochondria LONM_HUMAN | -1,737 | 4,50E-03 | Cytoplasm
ATPase family AAA domain
containing 1 ATADI_HUMAN | -1,737 | 2,40E-02 | Plasma Membrane
: ‘ T
pentatricopeptide repeat domain 3| prepys AN | 21737 | 1,606-03 | Cytoplasm
cytochrome c oxidase assembly
homolog COX15 COX15_HUMAN | 1,737 | 1,60E-03 | Cytoplasm
disco interacting protein 2 homolog
B DIP2B_HUMAN 1,737 | 410B-02 | Cytoplasm
DP gl .
UDP-glucuronate decarboxylase 1| vy pripan 1,737 | 410B-02 | Cytoplasm
adaptor related protein complex 2
subunit alpha 2 AP2A2_HUMAN 1,737 | 1,60B-02 | Cytoplasm
L .
twinfilin actin binding protein 1 TWF1_HUMAN 1,737 | 1,90E-02 | Cytoplasm
eukaryotic translation initiation
factor 4 gamma 2 IF4G2_HUMAN 1,737 | 1,50B-02 | Cytoplasm
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pyruvate dehydrogenase E1 subunit
beta ODPB_HUMAN 1,737 | 540E-03 | Cytoplasm
mutl, homolog 1 MLH1_HUMAN 1,737 | 130E-02 | Nucleus
RFT1 homolog RET1_HUMAN 1,737 | 1,30E-02 | Other
translocase of outer mitochondrial
membrane 40 TOM40_HUMAN | -1,737 | 1,00E-02 | Cytoplasm
palmitoyl-protein thioesterase 1 PPT1_HUMAN 1,737 3,70E-02 | Cytoplasm
NDRG family member 3 NDRG3_HUMAN | -1,737 | 3,70E-02 | Cytoplasm
KIAATL43 K1143_HUMAN 1,737 | 370E-02 | Other
D52 like 1
TPD52 like TPD53_HUMAN 1,737 | 3,10B-02 | Cytoplasm
PBX homeobox interacting protein
. PBIP1_HUMAN 1,737 | 3,00E-02 | Nucleus
UTP25 small subunit processor
component DIEXF_HUMAN 1,737 | 1,10E-02 | Nucleus
1 1fi ioxy
ETHEL persulfide dioxygenase ETHE1_HUMAN | 1,737 | 1,10E-02 | Cytoplasm
CGG triplet repeat binding protein
1 CGBP1_HUMAN | -1,737 | 1,10E-02 | Nucleus
thymopoietin LAP2B_HUMAN 1,737 | 500E-03 | Nucleus
NADH:ubiquinone oxidoreductase
core subugic §7 NDUS7_HUMAN | -1,737 | 3,60E-02 | Cytoplasm
laminin subunit alpha 5 LAMA5_HUMAN | -1,737 | 2,60E-03 | Extracellular Space
3-hydroxyisobutyrate
dehydrogenase 3HIDH_HUMAN | 1,737 | 2,00E-03 | Cytoplasm
LEM domain nuclear envelope
protein 2 LEMD2_HUMAN | -1,737 | 470E-02 | Nucleus
e

feuropiastin NPTN_HUMAN 1737 | 390E-02 | Plasma Membrane
claC ribonuclease 7. 2 RNZ2_HUMAN 1,737 | 3,50E-02 | Nucleus
phosphatidylinositol transfer
protein alpha PIPNA_HUMAN 1,737 | 1,20B-02 | Cytoplasm
3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 3| 1y opys fruvaN | 1,737 | 3,00B-03 | Cytoplasm
AT-rich interaction domain 4B ARI4B_HUMAN 1737 | 1,00E-02 | Nucleus
sphingomyelin phosphodiesterase 4 NSMA3._HUMAN 1,737 1,00E-02 | Cytoplasm

Rorel fated factor 1
SR-related CTD associated factor 1| ¢ppy o unvaN 1,737 | 1,00E-02 | Extracellular Space

T . —
coiled-coil domain containing 50 CCD50_HUMAN 1,737 | 1,00E-02 | Cytoplasm
small nuclear ribonucleoprotein
U4/U6U5 subunit 27 SNR27_HUMAN -1,737 1,00E-02 Nucleus
coenzyme Q9 COQ9_HUMAN 1,737 | 1,00E-02 | Cytoplasm
ferase like 1
methyltransferase like 15 MET15_HUMAN | -1,737 | 1,00E-02 | Other
cathepsin $ CATS_HUMAN 1,737 | 1,00E-02 | Cytoplasm
i lase 16 like 1

nudix hydrolase 16 like TIRR_HUMAN 1,737 | 1,00B-02 | Cytoplasm
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adhesion molecule with Ig like
domain 2 AMGO2_HUMAN | -1,737 | 1,00E-02 | Plasma Membrane
angio associated migratory cell
protein AAMP_HUMAN -1,737 1,00E-02 | Plasma Membrane
transporter 2, ATP binding cassette
subfamily B member TAP2_ HUMAN 1,737 | 1,00E-02 | Cytoplasm
SFT2 domain containing 3 SFT2C_HUMAN 1,737 | 1,00B-02 | Other
target of myb1 membrane
trafficking protein TOM1_HUMAN 1,737 | 1,00E-02 | Cytoplasm
RNA binding motif protein 15 RBM15_HUMAN | -1737 | 400E-02 | Nucleus
COP? signalosome subunit 8 CSN8_HUMAN 1,737 | 220E-02 | Nucleus
transmembrane protein 1068 T106B_HUMAN 1,737 | 2,20E-02 | Cytoplasm
histone acetyltransferase 1 HAT1_HUMAN 1737 | 240B-02 | Nucleus
audix hydrolase 5 NUDT5_HUMAN | 1,737 | 490E-02 | Cytoplasm
NPC intracellular cholesterol
ransporter 1 NPC1_HUMAN 1,737 | 140E-03 | Cytoplasm
methionine adenosyltransferase 2B MAT2B_ HUMAN 1737 1.30E.-02 Cytoplasm
neuronal calcium sensor 1 NCS1_HUMAN 1,737 | 1,30E-02 | Plasma Membrane
] C3
complement CO3_HUMAN 1,737 | 450E-02 | Extracellular Space
quinoid dihydropteridine reductase DHPR_HUMAN 1737 400602 | Cytoplasm
serine palmitoyltransferase long
ehain base subanit 1 SPTC1_HUMAN 1,737 | 440E-02 | Cytoplasm
NBAS subunit of NRZ tethering
complex NBAS_HUMAN 1,737 | 410E-02 | Nucleus
catenin beta 1 CTNBI_HUMAN | -1737 | 2,10E-04 | Nucleus
PHD and ring finger domains 1 PHRF1_HUMAN 1,737 | 9,00B-03 | Nucleus
WD repeat domain 36 WDR36_HUMAN | 1,737 | 9,00E-03 | Extracellular Space
SCY1 like pseudoldnase 1 SCYL1_HUMAN 1,737 | 9,00E-03 | Cytoplasm
MAPK activated protein kinase 2| 1\ pios quMaN | 1737 | 9,008-03 | Nucleus
REX4 homolog, 3-5" exonuclease | ppyy HUMAN | -1,757 | 9,00E-03 | Nucleus
oxysterol binding protein ike 10| om0 pupan | 1737 | 9,008-03 | Cytoplasm
SON DNA and RNA binding
protein SON_HUMAN 1,737 | 490E-03 | Nucleus
utrophin UTRO_HUMAN 1,737 | 2,30E-03 | Plasma Membrane
SH3 domain containing kinase
binding protein 1 SH3K1_HUMAN 1,737 | 240E-02 | Cytoplasm
metabolism of cobalamin associated
B MMAB_HUMAN 1,737 | 2,40E-02 | Cytoplasm
guided entry of tail-anchored
broteins factor 4 GET4_HUMAN 1,737 | 480E-02 | Cytoplasm
caleium binding protein 39 CAB39_HUMAN 1,737 | 1,40E-02 | Cytoplasm
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eukaryotic translation initiation
factor 3 subunit M EIF3M_HUMAN 1,737 | 2,50B-03 | Cytoplasm
dynamin 1 DYN1_HUMAN 1,737 | 3,00B-02 | Cytoplasm
3-hydroxybutyrate dehydrogenase 2 BDH2_HUMAN 1737 500602 | Cytoplasm
acyl-CoA dehydrogenase family
member 9 ACAD9_HUMAN | -1,737 | 2,30E-02 | Cytoplasm
golgi brefeldin A resistant guanine
nucleotide exchange factor 1 GBF1_HUMAN 1,737 | 480B-02 | Cytoplasm
ubiquitin associated protein 2 UBAP2_HUMAN | -1,737 | 2,60E-02 | Cytoplasm
proteolipid protein 1 MYPR_HUMAN 1,737 | 2,60B-02 | Plasma Membrane
sorting nexin 9 SNX9_HUMAN 1,737 | 4,50B-02 | Cytoplasm
adducin 3 ADDG_HUMAN 1,737 | 3,00B-02 | Cytoplasm
casein kinase 2 alpha 2 CSK22_HUMAN 1,737 | 3,50E-03 | Cytoplasm
chloride voltage-gated channel 7 CLCN7_HUMAN | 1,737 | 3,50E-03 | Plasma Membrane
mitochondrial calcium uniporter MCU_HUMAN 1737 3,50E-03 | Cytoplasm
huntingtin HD_HUMAN 1,737 | 2,20B-02 | Cytoplasm
e
albumin ALBU_HUMAN 1,737 | 590E-03 | Extracellular Space
capping protein regulator and
myosin 1 linker 1 CARLI_HUMAN | -1,737 | 220E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
$23 RT23_HUMAN 1,737 | 490E-03 | Cytoplasm
CCAAT enhancer binding protein
et CEBPZ_HUMAN | -1322 | 3,60E-02 | Nucleus
acyl-CoA synthetase family member
5 ACSF2_HUMAN 1,322 | 340B-03 | Cytoplasm
small glutamine rich
tetratricopeptide repeat containing
alpha SGTA_HUMAN 1,322 | 560B-03 | Cytoplasm

— —
WW domain binding protein WBP2_HUMAN 1,322 | 400E-03 | Cytoplasm
aldo-keto reductase family 1
member Al AKIAIT_HUMAN | 11322 | 480E-02 | Cytoplasm
nuclear receptor corepressor 1 NCORI_HUMAN | -1322 | 1,30E-02 | Nucleus
stromal cell derived factor 4 CAB45_HUMAN 1,322 | 1,30B-02 | Cytoplasm
vir like mGA methyltransferase
associated VIR_HUMAN 1,322 | 1,30B-02 | Nucleus
1-acylglycerol-3-phosphate O-
acyltransferase 4 PLCD_HUMAN 1,322 | 130B-02 | Cytoplasm
cyclin G associated kinase GAK_HUMAN 1,322 | 1,30E-02 | Nucleus
acyl-CoA synthetase family member
3 ACSF3_HUMAN 1,322 | 1,30B-02 | Cytoplasm
VRK serine/threonine kinase 1 VRKI1_HUMAN 1,322 | 1,30B-02 | Nucleus
RTF1 homolog, Pafl /RNA

RTF1I_HUMAN 1,322 | 1,30B-02 | Nucleus
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SAM and HD domain containing
deoxynucleoside triphosphate
ttiphosphohydrolase 1 SAMHI_HUMAN | -1,322 | 1,30E-02 | Nucleus
farnesyltransferase, CAAX box,
alpha FNTA_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Cytoplasm
secreted protein acidic and cysteine
sich SPRC_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Extracellular Space
mitochondrial ribosomal protein
$31 RT31_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Cytoplasm
phospholipid scramblase 1 PLS1_HUMAN 1322 | 130E-02 | Plasma Membrane
NADH:ubiquinone oxidoreductase
subunit S4 NDUS4_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Cytoplasm
cytochrome c oxidase assembly
factor 7 (putative) COA7_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Cytoplasm
hydroxysteroid 17-beta
dehydrogenase 7 DHB7_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Cytoplasm
multiple PDZ domain crumbs cell
polatity complex component MPDZ_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Plasma Membrane
Ral GEF with PH domain and SH3
binding motif 2 RGPS2_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Othet
RAB, member RAS oncogene
family like 6 RABL6_HUMAN —1,322 1,30E—02 Cytoplasm
cysteine rich secretory protein
1.CCIL domain containing 2 CRLDZ_HUMAN —1,322 1,30E—02 Cytoplasm
multiple inositol-polyphosphate
phosphatase 1 MINP1_HUMAN -1,322 1,30E-02 | Cytoplasm
centromere protein B CENPB_HUMAN | -1322 | 1,30E-02 | Nucleus
-gl rcl
D-glutamate cyclase GLUCM_HUMAN | -1322 | 1,30E-02 | Cytoplasm
ring finger protein 149 RN149_HUMAN 1322 | 1,30B-02 | Cytoplasm
DNA primase subunit 2 PRI2_HUMAN 1322 | 1,30E-02 | Nucleus
membrane bound O-acyltransferase
domain containing 7 MBOA7_HUMAN -1,322 | 2,70E-02 | Plasma Membrane
solute carrier family 29 member 1
(Augustine blood group) S29A1_HUMAN -1,322 1,90E-02 | Plasma Membrane
mitochondrial ribosomal protein
S18A RT18A_HUMAN -1,322 8,90E-03 | Cytoplasm
G protein-coupled receptor class C
group 5 member A RAI3_HUMAN -1,322 1,90E-02 | Plasma Membrane
NADH:ubiquinone oxidoreductase
core subunit V2 NDUV2_HUMAN -1,322 1,90E-02 | Cytoplasm
ABR activator of RhoGEF and
GTPase ABR_HUMAN -1,322 1,90E-02 | Cytoplasm
mitochondrial assembly of
ribosomal large subunit 1 MASU1_HUMAN -1,322 1,90E-02 | Extracellular Space
component of oligomeric golgi
complex 6 COGG6_HUMAN -1,322 1,90E-02 | Cytoplasm
i in 1

sorting nexin SNX1_HUMAN 1,322 | 490E-02 | Cytoplasm
COMM domain containing 4 COMD4_HUMAN | 1322 | 230E-02 | Cytoplasm
RNA binding motif protein 34 RBM34_HUMAN | -1322 | 2,30E-02 | Nucleus
general transcription factor I11C

TF3C3_HUMAN -1,322 2,30E-02 | Nucleus
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leucine zipper transcription factor
like 1 LZTL1_HUMAN 1322 | 230B-02 | Cytoplasm
tumor protein p53 inducible protein
3 QORX_HUMAN 1,322 | 230E-02 | Cytoplasm
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix
domain containing 2 CHCH2_HUMAN | 1,322 | 230E-02 | Cytoplasm
deoxyribose-phosphate aldolase DEOC_HUMAN 1322 100E-02 | Cytoplasm
coproporphyrinogen oxidase HEM6_HUMAN 1,322 | 430B-02 | Cytoplasm
trio Rho guanine nucleotide
exchange factor TRIO_HUMAN 1,322 | 1,50E-02 | Cytoplasm
GINS complex subunit 1 PSF1_HUMAN 1322 | 1,50E-02 | Nucleus
acidic nuclear phosphoprotein 32
family member E AN32E_HUMAN 1322 | 1,50E-02 | Nucleus
solute cartier family 16 member 1|\ AN 1322 | 840E-03 | Plasma Membrane
collagen type IV alpha 1 chain CO4A1_HUMAN 1,322 | 2,50B-02 | Extracellular Space
prosaposin SAP_HUMAN 1,322 | 2,70B-03 | Extracellular Space
myelin expression factor 2 MYEF2_HUMAN | -1,322 | 5,70E-03 | Nucleus
leucine rich repeats and WD repeat
domain containing 1 LRWD1_HUMAN | -1322 | 450E-02 | Nucleus
NME/NM23 nucleoside
diphosphate kinase 6 NDK6_HUMAN 1,322 | 1,60E-02 | Cytoplasm
metaxin 1 MTX1_HUMAN 1,322 | 320B-02 | Cytoplasm
HSPA (Hsp70) binding protein 1 HPBP1_HUMAN 1,322 | 320B-02 | Cytoplasm
EF-hand domain family member
D1 EFHD1_HUMAN | 1322 | 320E-02 | Cytoplasm
ubiquitin specific peptidase 39 SNUT2_HUMAN | -1,322 | 470E-03 | Nucleus
BCL2 ist/killer 1

CL2 antagonist/ killer BAK_HUMAN 1,322 | 470E-03 | Cytoplasm
junction plakoglobin PLAK_HUMAN 1322 | 410E-02 | Plasma Membrane
ADP ribosylation factor like
GTPase 6 interacting protein 5 PRAF3_HUMAN 1,322 | 3,70B-02 | Cytoplasm
fieaston NICA_HUMAN 1322 | 3,70E-02 | Plasma Membrane
mannosidase alpha class 1B
member 1 MAIBI_HUMAN | -1322 | 3,70E-02 | Cytoplasm
solute carrier family 2 member 1 GTRI_HUMAN 1,322 | 740E-03 | Plasma Membrane

heli i 1
endothelin converting enzyme ECE1_HUMAN 1322 | 470E-03 | Plasma Membrane
macroH2A.T histone H2AY_HUMAN 1322 | 470E-02 | Nucleus
T .
complement Clq binding protein | ) opp umaN | 11322 | 670B-03 | Cytoplasm
RAN binding protein 3 RANB3_HUMAN | -1,322 | 6,70E-03 | Nucleus
mitochondrial ribosomal protein
120 RM20_HUMAN 1,322 | 2,00B-02 | Cytoplasm
120 like ki

STE20 like kinase SLK_HUMAN 1322 | 7,30E-03 | Nucleus
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motile sperm domain containing 1|\ epry) UMAN | 1322 | 400602 | Other
methenyltetrahydrofolate synthetase MTHES. HUMAN 1322 400E-02 | Cytoplasm
high mobility group box 3 HMGB3_HUMAN | -1,322 | 1,80E-02 | Nucleus
ubiquitin protein ligase E3
component n-recognin 4 UBR4_HUMAN 1,322 | 350E-02 | Nucleus
axin interactor, dorsalization
associated AIDA_HUMAN 1,322 | 7,70B-03 | Cytoplasm
leucine rich repeat containing 40| 1 p o4 HUMAN 1322 | 1,90E-02 | Nucleus
general transcription factor I1IC
 bunit 4 TF3C4_HUMAN 1,322 | 140B-02 | Nucleus
citron rho-interacting
serine/threonine kinase CTRO_HUMAN 1,322 | 140B-02 | Cytoplasm
nucleolar protein 10 NOL10_HUMAN | -1322 | 140E-02 | Nucleus
endonuclease G NUCG_HUMAN 1,322 | 140B-02 | Cytoplasm
copper chaperone for superoxide
disoutase CCS_HUMAN 1,322 | 1,40E-02 | Cytoplasm
bromodomain containing 4 BRD4_HUMAN 1,322 | 140E-02 | Nucleus
B-TFIID TATA-box binding
brotein associated factor 1 BTAFI_HUMAN | -1,322 | 1,40E-02 | Nucleus
myosin XIX MYO19_HUMAN | -1322 | 1,40E-02 | Cytoplasm
AT-rich interaction domain 2 ARID2_HUMAN 1322 | 1,40E-02 | Nucleus
taxilin gamma TXING_HUMAN | 1,322 | 1,40E-02 | Nucleus
origin recognition complex subunit
3 ORC3_HUMAN 1,322 | 1,40E-02 | Nucleus
ATPase 13A3 AT133_HUMAN 1,322 | 1,40B-02 | Extracellular Space
MNAT1 component of CDK
activating kinase MAT1_HUMAN 1,322 | 1,40E-02 | Nucleus
k inc ami f

yaurenine aminotransferase 3 KAT3_HUMAN 1,322 | 140B-02 | Cytoplasm
transmembrane and ubiquitin like
domain containing 1 TMUB1_HUMAN -1,322 1,40E-02 | Extracellular Space
histone deacetylase 3 HDAC3_HUMAN | -1322 | 1,40E-02 | Nucleus

lin B1

cycin CCNBI_HUMAN | -1322 | 140E-02 | Cytoplasm

ntaxin 1
syntaxin 16 STX16_HUMAN 1,322 | 140E-02 | Cytoplasm
integrin subunit beta 3 ITB3_HUMAN 1,322 | 2,90E-02 | Plasma Membrane
heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein 1. like HNRLL_HUMAN | 1322 | 9,70E-03 | Other
KIAALS22 K1522_HUMAN 1,322 | 9,70E-03 | Other
Feg] RNA 2-O-methyltransferase 3| ¢ppy pipan 1322 | 280E-02 | Nucleus
DEAH-box helicase 37 DHX37_HUMAN | -1,322 | 2,70E-02 | Nucleus

i ine kinase 1

serine/threonine kinase 10 STK10_HUMAN 1,322 | 2,70B-02 | Cytoplasm
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receptor interactin,

serirtllje /threonine k%nase 1 RIPK1_HUMAN -1,322 2,70E-02 | Plasma Membrane
tensin 3 TENS3_HUMAN | 1322 | 2,70E-02 | Plasma Membrane
protein kinase AMP-activated non-

catalytic subunit gamma 1 AAKGI_HUMAN | -1,322 | 2,70E-02 | Nucleus
RNA binding motif protein 42 RBM42_HUMAN | -1322 | 2,70E-02 | Other

CYFIP related Racl interactor B | 1y yop jupaN | 1322 | 7,10B-03 | Extracellular Space
Rho GTPase activating protein | prycoy qUMAN | 41,322 | 230E-02 | Cytoplasm

Fl receptor JAM1_HUMAN 1,322 | 1,70E-02 | Plasma Membrane
sorting nexin 2 SNX2_HUMAN 1,322 | 2,80E-04 | Cytoplasm
Ts translation elongation factor, S MA L322 ) |
mitochondial EFTS_HUMAN 13 330E-02 | Cytoplasm
AFG3 like matrix AAA peptidase

subunit 2 AFG32_HUMAN 1,322 | 7,20B-03 | Cytoplasm
proteasome 26S subunit, non-
ATPase 7 PSMD7_HUMAN | 1322 | 1,20E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
117 RM17_HUMAN 1,322 | 3,60B-02 | Cytoplasm
isocitrate dehydrogenase (NAD(+)) DL3B A L300 5 70E.02 | C |

3 non-catalytic subunit beta IDH3B_HUMAN - ,/0E- ytoplasm
WD repeat and FYVE domain

containing 1 WDFY1I_HUMAN | -1322 | 2,10E-02 | Cytoplasm
calcineurin like EF-hand protein 1 CHP1 HUMAN 1322 410602 | Cytoplasm

—

nardilysin convertase NRDC_HUMAN 1,322 | 1,20E-02 | Cytoplasm

frizzled cl

rizzled class receptor 6 FZD6_HUMAN 1,322 | 410E-02 | Plasma Membrane

i 1

magnestum fransporter MAGTI_HUMAN | -1322 | 410E-02 | Plasma Membrane
SSU72 homolog, RNA polymerase SSUT2 HUMAN L300 110602 | o
11 CTD phosphatase 72_ b >k ther

SAMMS50 sorting and assembly
machinery component SAMS50_HUMAN 1,322 | 230602 | Cytoplasm
activated leukocyte cell adhesion
molecule ’ CD166_HUMAN 1,000 | 420E-02 | Plasma Membrane
adenylosuccinate synthase 2 PURA2_HUMAN | -1,000 | 3,20E-02 | Cytoplasm
RAB22A, member RAS oncogene

family RB22A_HUMAN 1,000 | 320E-02 | Cytoplasm
general transcription factor 11i GTF2I_HUMAN | 1,000 | 5,80E-03 | Nucleus
nipsnap homolog 1 NIPS1_HUMAN 1,000 | 2,40E-02 | Cytoplasm
golgin A2 GOGA2_HUMAN | -1,000 | 430E-03 | Cytoplasm
translocation associated membrane
protein 1 TRAMI_HUMAN | -1,000 | 470E-02 | Cytoplasm

GTP binding protein 4 NOG1_HUMAN 1,000 | 1,60E-03 | Nucleus
ArGAP with FG repeats 1 AGFGI_HUMAN | -1,000 | 230E-02 | Nucleus
ribulose-5-phosphate-3-epimerase RPE. HUMAN 1.000 230602 | Cytoplasm
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PYM homolog 1, exon junction
complex associated factor PYM1_HUMAN -1,000 2,30E-02 | Nucleus
cytochrome P450 family 20
subfamily A member 1 CP20A_HUMAN 1,000 | 230E-02 | Other
Y ik
TSPY like 5 TSYL5_HUMAN 1,000 | 230E-02 | Other
saccharopine dehydrogenase
(putative) SCPDL_HUMAN | -1,000 | 4,30E-02 | Cytoplasm
DEAD-box helicase 23 DDX23_HUMAN | -1,000 | 1,20E-02 | Nucleus
ADP-ribosylserine hydrolase ARHL2_HUMAN | -1,000 | 1,80E-02 | Cytoplasm
catenin delta 1 CTNDI_HUMAN | -1,000 | 2,00E-02 | Nucleus
QKI, KH domain containing RNA
binding QKI_HUMAN 1,000 | 230E-02 | Nucleus
transmembrane protein 214 TM214_HUMAN | -1,000 | 3,70E-02 | Extracellular Space
acetyl-CoA acetyltransferase 2 THIC_HUMAN 1,000 | 430E-03 | Cytoplasm
integrin subunit alpha V ITAV_HUMAN 1,000 | 1,20E-02 | Plasma Membrane
general transcription factor IIF
 unit 1 T2FA_HUMAN 1,000 | 1,10E-02 | Nucleus
leukotriene A4 hydrolase LKHA4_HUMAN | 1,000 | 400E-02 | Cytoplasm
WD repeat domain 74 WDR74_ HUMAN | -1,000 | 3,60E-02 | Nucleus
5-nucleotidase, cytosolic I1 5NTC_HUMAN 1,000 | 3,60E-02 | Cytoplasm
solute carrier family 12 member 71 o1 0 AN 1,000 | 3,60E-02 | Plasma Membrane
mitochondral poly(A) polymerase |\ by ponvaN | 21,000 | 3,608-02 | Cytoplasm
dehydrogenase/reductase 7 DHRS7_HUMAN | -1,000 | 3,60E-02 | Other
SR T
ubiquitin conjugating enzyme E2J1 | ;5001 uyan 1,000 | 3,60E-02 | Cytoplasm
caspase 7 CASP7_HUMAN 1,000 | 3,60E-02 | Cytoplasm
L1 path is related 1
GLI pathogenesis related GLIP1_HUMAN 1,000 | 3,60E-02 | Extracellular Space
ICAL like 1
MICAL like MILK1_HUMAN 1,000 | 3,60E-02 | Cytoplasm
- 1 1 1
synaptosome associated protein 91 |\ by g prinaN 1,000 | 3,60E-02 | Plasma Membrane
afadin, adherens junction formation
factor AFAD_HUMAN 1,000 | 1,10E-02 | Nucleus
solute carrier family 16 member 31y prinan 1,000 | 330E-<02 | Plasma Membrane
hyltransferase like 1
methyltransierase like TRMB_HUMAN 1,000 | 910B-03 | Nucleus
in4
transmembrane protein 43 TMM43_HUMAN | -1,000 | 2,00E-02 | Nucleus
centrosomal protein 170 CE170_HUMAN 1,000 | 2,60B-03 | Nucleus
— —
VHL binding protein PFD3_HUMAN 1,000 | 1,80E-02 | Cytoplasm
itoti in 1
nuclear mitotic apparatus protein 1| (i vy UMAN | 1,000 | 2,.806-02 | Nucleus
idasin AAA A 1
midasin TPase MDN1_HUMAN 1,000 | 3,00E-02 | Nucleus
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FUN14 domain containing 2 FUND2_HUMAN | -1,000 | 3,00E-02 | Cytoplasm
catbonic anhydrase 2 CAH2_HUMAN 1,000 | 390E-02 | Cytoplasm
ubiquinol-cytochrome ¢ reductase
core protein 2 QCR2_HUMAN 1,000 | 6,60E-03 | Cytoplasm
adaptor related protein complex 2
subunit alpha 1 AP2A1_HUMAN 1,000 | 2,10B-02 | Cytoplasm
lactamase beta 2 LACB2_HUMAN | -1,000 | 270E-02 | Cytoplasm
EBP cholestenol delta-isomerase EBP_HUMAN 11,000 140E-02 | Cytoplasm
phosphatidylinositol transfer
protein beta PIPNB_HUMAN 1,000 | 490E-02 | Cytoplasm
ribophorin 11 RPN2_HUMAN 1,000 | 2,00E-02 | Cytoplasm
N-alpha-acetyltransferase 15, NatA
ausiliary subunit NAA15_HUMAN | -1,000 | 6,10E-03 | Nucleus
. 1 ,
major vault protein MVP_HUMAN 1,000 | 4,80E-02 | Nucleus
Ifide qui i
sulfide quinone oxidoreductase SQOR_HUMAN 11,000 330E-02 | Cytoplasm
STT3 oligosaccharyltransferase
complex catalytic subunit A STT3A_HUMAN -1,000 5,00E-02 | Plasma Membtane
carbomyl reductase 1 CBRI_HUMAN 1,000 | 2,60E-02 | Cytoplasm
AHNAK nucl in 2
AR nucleoprotein AHNK2_HUMAN | -1,000 | 9,50E-03 | Cytoplasm
eukaryotic translation termination
facton 1 ERF1_HUMAN 1,000 | 2,60B-02 | Cytoplasm
ornithine aminotransferase OAT_HUMAN 1,000 | 4,50E-02 | Cytoplasm
ATP binding cassette subfamily B
member 7 ABCB7_HUMAN | -1,000 | 3,20E-02 | Cytoplasm
RAB29, member RAS oncogene
family RAB7L._HUMAN -1,000 3,20E-02 | Plasma Membrane
keratin 72
cratin 7 K2C72_HUMAN 1,000 | 3,20B-02 | Cytoplasm
high mobility group box 2 HMGB2_HUMAN | -1,000 | 420E-02 | Nucleus
proteasome activator subunit 2 PSME2_HUMAN | -1,000 | 1,20E-02 | Cytoplasm
enolase 2 ENOG_HUMAN 1,000 | 3,80E-02 | Cytoplasm
galectin 3 binding protein LG3BP_HUMAN | -1,000 | 240E-02 | Plasma Membrane
mitochondrial ribosomal protein 1.9 RM09_HUMAN 1,000 6,70E-03 | Cytoplasm
phosphatidylinositol binding
clathrin assembly protein PICAL_HUMAN 1,000 | 1,10B-02 | Cytoplasm
_bindi f 1
core-binding factor subunit beta PEBB_HUMAN 1,000 | 3,60E-02 | Nucleus
2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-
hydrolase 1 DNPHI_HUMAN | -1,000 | 3,60E-02 | Nucleus
charged multivesicular body protein
B CHMI1B_HUMAN | -1,000 | 3,60E-02 | Plasma Membrane
clathrin light chain B CLCB_HUMAN 1,000 | 3,60E-02 | Plasma Membrane
PYD and CARD domain
ASC_HUMAN 1,000 | 3,60B-02 | Cytoplasm

containing
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pseudouridine 5'-phosphatase HDHD1_HUMAN | -1,000 | 3,60E-02 | Cytoplasm

transcription elongation factor A

like 3 TCAL3_HUMAN 1,000 | 3,60E-02 | Other
isocitrate dehydrogenase
(NADP(+)) 1 IDHC_HUMAN —1,000 8,50E—03 Cytoplasm
A I i
WASH complex subunit 4 WASC4_HUMAN | -1,000 | 3,70E-03 | Cytoplasm
immunoglobulin binding protein 1| yopp ppaN 1,000 | 1,50E-02 | Cytoplasm
hagy rel
autophagy related 3 ATG3_HUMAN 1,000 | 3,70E-02 | Cytoplasm
aminopeptidase puromycin
sensitive PSA_HUMAN 1,000 | 320E-02 | Cytoplasm
acyl-CoA dehydrogenase medium
chain ACADM_HUMAN | -1,000 | 1,20E-02 | Cytoplasm
mitochondrial antiviral signaling
protein MAVS_HUMAN 1,000 | 6,70E-03 | Cytoplasm
pitrilysin metallopeptidase 1 PREP_HUMAN 1,000 | 460E-02 | Cytoplasm
LRR binding FLII interacting
protein 1 LRRF1_HUMAN 1,000 | 1,70E-02 | Cytoplasm
RNA polymerase II subunit H RPAB3_HUMAN 1,000 | 3,10E-02 | Nucleus
protein phosphatase 1 regulatory
subunit 18 PPR18_HUMAN 1,000 | 1,30E-03 | Other
pinin, desmosome associated
protein PININ_HUMAN 1,000 | 3,00E-03 | Plasma Membrane
-
piectin PLEC_HUMAN 1,000 | 5,60E-03 | Cytoplasm
T I
mitotic spindle positioning MISP_HUMAN 1,000 | 340E-03 | Plasma Membrane

ionali lator 2
canopy FGI signaling regulator CNPY2_HUMAN 1,000 | 740E-03 | Plasma Membrane

calcium regulated heat stable

brotein 1 CHSP1_HUMAN 1,000 | 340E-02 | Cytoplasm
proteolipid protein 2 PLP2_HUMAN 1,070 | 1,10E-02 | Cytoplasm
pre-mRNA processing factor 3 PRPF3_HUMAN 1,070 | 340E-02 | Nucleus
ribosomal RNA processing 9, U3
small nucleolar RNA binding

, U3IP2_HUMAN 1,070 | 450E-03 | Nucleus
proteln
BAG cochaperone 3 BAG3_HUMAN 1,070 | 3,90E-02 | Cytoplasm

foldi i

prefoldin subunit 4 PFD4_HUMAN 1,070 | 1,10E-02 | Cytoplasm

armadillo repeat containing 8 ARMCS_HUMAN | 1,070 | 350B-02 | Nucleus

serine and arginine rich splicing

factor 4 SRSF4_HUMAN 1,138 | 2,30E-03 | Nucleus

four and a half LIM domains 3 FHL3_HUMAN 1,138 | 2,00E-02 | Plasma Membrane
1 ‘

rransiocator protemn TSPO_HUMAN 1138 | 1,60E-03 | Cytoplasm

asparagine synthetase (glutamine-

hydrolyzing) ASNS_HUMAN 1,138 | 470E-02 | Cytoplasm

TATA element modulatory factor 1 TMFL_HUMAN 1138 270502 Cytoplasm

RAD50 double strand break repair

protein RAD50_HUMAN | 1,138 | 1,30E-03 | Nucleus
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glyceronephosphate O-
acyltransferase GNPAT_HUMAN | 1,138 | 2,10E-02 | Cytoplasm
] itochondria homoll
clustered mitochondria homolog 1 ) AN 1,138 | 2,50E-02 | Cytoplasm
ine phosphoribosyltrans
adenine phosphoribosyltransferase |\ o1, pripvpan 1,138 | 640E-03 | Cytoplasm
dystrophin DMD_HUMAN 1202 | 390E-02 | Plasma Membrane
notchless homolog 1 NLE1_HUMAN 1,202 | 3,90E-02 | Nucleus
high mobility group AT-hook 1 HMGA1_HUMAN | 1,202 | 1,90E-02 | Nucleus
laminin subunit gamma 2 LAMC2_HUMAN | 1,202 | 2,80E-02 | Extracellular Space
destrin, actin depolymerizing factor DEST _HUMAN 1,263 630E-03 | Cytoplasm
vav guanine nucleotide exchange
frctar 2 VAV2_HUMAN 1,263 | 4,50E-02 | Cytoplasm
nucleolar complex associated 4
homolog NOC4IL,_HUMAN | 1263 | 450502 | Nucleus
DDB1 and CUIL4 associated factor
. DCAF7_HUMAN | 1263 | 450E-02 | Cytoplasm
B1 regulator of ipti
SUBI regulator of transcription TCP4_HUMAN 1263 | 590E-03 | Nucleus
tibosomal protein 523 RS23_HUMAN 1,263 | 1,90E-02 | Cytoplasm
i | protein S1
tibosomal protein S14 RS14_HUMAN 1,263 | 410E-02 | Cytoplasm
1] i in 1
PDZK! interacting protcin PDZ1I_HUMAN 1,322 | 1,30E-02 | Extracellular Space
NSA2 ribosome biogenesis factor NSA2 HUMAN 1322 420602 | Nucleus
ER membrane protein complex
subunic 7 EMC7_HUMAN 1,322 | 210E-02 | Cytoplasm
signal recognition particle 19 SRP19_HUMAN 1,322 | 2,20E-03 | Cytoplasm
keratin 1
eraun K2C1_HUMAN 1322 | 590E-04 | Cytoplasm
le ri i is factor 1
treacle ribosome biogenesis factor TCOF_HUMAN 1322 320602 | Nucleus
zinc finger CCCH-type containing,
antiviral 1 ZCCHV_HUMAN 1,379 1,00E-02 | Plasma Membrane
in heavy chain 13
fyostn ieavy chain MYH13_HUMAN | 1379 | 420E-02 | Cytoplasm
zine finger C3HC-type containing 1| \yp 0 pinan 1,379 | 3,00E-02 | Nucleus
integrin linked kinase ILK_HUMAN 1,433 | 2,50E-02 | Plasma Membrane
Iy 10
paternally expressed PEG10_HUMAN 1433 | 2,50E-02 | Nucleus
structural maintenance of
hromosomes 2 095347-DECOY 1433 | 490B-02 | Nucleus
ataxin 2 ATX2_HUMAN 1433 | 3,80E-02 | Nucleus
myosin heavy chain 7B MYH7B_HUMAN | 1,433 | 2,50E-02 | Other
acid phosphatase 1 PPAC_HUMAN 1485 | 9,60E-04 | Cytoplasm
RHO family interacting cell
polarization regulator 1 RIPR1_HUMAN 1,536 | 1,60E-02 | Cytoplasm
rabaptin, RAB GTPase binding
effectot protein 2 RABE2_HUMAN | 1,536 | 3,40E-02 | Cytoplasm




Anhang

107

Entrez Gen Name ID Log: P Lokalisation
FC
DEAD-box helicase 24 DDX24_HUMAN 1,585 | 2,00E-02 | Nucleus
GTP binding protein 3,
mitochondrial QY69Y2-DECOY 1,585 | 2,00E-02 | Cytoplasm
coiled-coil domain containing 9 CCDCY_HUMAN | 1,585 | 2,00E-02 | Extracellular Space
component of oligomeric golgi
complex 7 COG7_HUMAN 1,585 2,00E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
1.49 RM49_HUMAN 1,585 | 2,00E-02 | Cytoplasm
chromosome 6 open reading frame
47 CF047_HUMAN 1,585 | 2,00E-02 | Cytoplasm
gem nuclear organelle associated
protein 6 GEMI6_HUMAN | 1,585 | 200E-02 | Nucleus
dynein light chain Tetex-type 1 DYLTI_HUMAN | 1,585 | 2,00E-02 | Cytoplasm
tRNA methyltransferase subunit
112 TR112_HUMAN 1,585 | 2,00E-02 | Cytoplasm
pleckstrin homology and FYVE
domain containine 2 PKHF2_HUMAN | 1,585 | 2,00E-02 | Cytoplasm
te)
pleckstrin homology like domain
family A member 3 PHLA3_HUMAN | 1,585 | 2,00E-02 | Plasma Membrane
La ribonucleoprotein 1,
translational regulator LARP1_HUMAN 1,632 | 1,00E-02 | Cytoplasm
ribosomal protein 134 RI34_HUMAN 1,678 | 1,10E-03 | Cytoplasm
tibosomal protein 519 RS19_HUMAN 1722 | 1,206-02 | Cytoplasm
microsomal glutathione S-
rransferase 1 MGSTI_HUMAN | 1,722 | 1,50E-02 | Cytoplasm
fEGR1 I
target of EGR1, exonuclease TOE1_HUMAN 1,766 | 3,60E-03 | Nucleus
tibosomal protein L31 RL31_HUMAN 1,766 | 1,00E-02 | Cytoplasm
keratin 9 K1C9_HUMAN 1,807 | 440E-04 | Cytoplasm
heme oxygenase 1 HMOXI_HUMAN | 1,807 | 220E-02 | Cytoplasm
golgin Ad GOGA4_HUMAN | 1,888 | 200E-02 | Cytoplasm
mitochondrial ribosomal protein
S16 RT16_HUMAN 1,888 | 2,00E-02 | Cytoplasm
synaptojanin 2 binding protein SYJ2B_HUMAN 1,888 | 2,00E-02 | Cytoplasm
hydroxy-delta-5-steroid
dehydrogenase, 3 beta- and steroid
deltaisomerase 7 3BHS7_HUMAN 1,888 | 2,00E-02 | Cytoplasm
ubiquinol-cytochrome ¢ reductase
hinge protein QCR6_HUMAN 1,888 | 2,00E-02 | Cytoplasm
reactive intermediate imine
deaminase A homolog RIDA_HUMAN 1,888 | 2,00E-02 | Cytoplasm
LSM3 homolog, U6 small nuclear
RNA and mRNA degradation
associated LSM3_HUMAN 1,888 | 2,60E-02 | Nucleus
crystallin alpha B CRYAB_HUMAN | 1,888 | 1,30E-02 | Nucleus
ring finger protein 20 BRE1A_HUMAN 1,888 | 470E-02 | Nucleus
FRBP prolyl isomerase 15 FKB15_HUMAN 1,888 | 1,00E-02 | Plasma Membrane
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prefoldin subunit 5 PFD5_HUMAN 1,926 | 1,90E-02 | Nucleus
ATP synthase F1 subunit delta ATPD_HUMAN 2,036 | 490E-02 | Cytoplasm
lipocalin 2 NGAIL_HUMAN 2,036 | 7,80B-03 | Extracellular Space
ribosomal protein 1.36 RI.36_ HUMAN 2,104 | 390E-03 | Cytoplasm
hexosaminidase subunit alpha HEXA_HUMAN 2170 | 1,50E-02 | Cytoplasm
abhydrolase domain containing 2,
acylglycerol lipase ABHD2_HUMAN | 2,170 | 1,50E-02 | Cytoplasm
peroxidasin PXDN_HUMAN 2233 | 400E-02 | Extracellular Space
SECO1 translocon subunit beta SC61B_HUMAN 2233 | 1,50E-02 | Cytoplasm
Rho/Rac guanine nucleotide
exchange factor 2 ARHG2_HUMAN | 2,263 | 2,20E-02 | Cytoplasm
ATPase H+ transporting V1
subunit G1 VATGI_HUMAN | 2,379 | 340E-03 | Cytoplasm
membrane magnesium transporter
. MMGTI_HUMAN | 2,379 | 340E-03 | Cytoplasm
cystatin B CYTB_HUMAN 2,585 | 1,30E-02 | Cytoplasm
family with sequence similarity 136
member A F136A_ HUMAN 2,585 | 1,30E-02 | Cytoplasm
trafficking protein particle complex
B TPC6B_HUMAN 2,585 | 1,30B-02 | Cytoplasm
ubiquitin conjugating enzyme E2 N UBE2N_HUMAN 2,609 200604 | Cytoplasm
tribosomal protein .30 RI.30_HUMAN 2,632 | 6,10E-04 | Cytoplasm
ISG15 ubiquitin like modifier 1SG15_HUMAN 2,678 | 3,30E-03 | Extracellular Space
PHD finger protein 5A PHE5A_HUMAN 2744 | 3,00E-04 | Nucleus
golgin A7 GOGA7_HUMAN | 2,744 | 3,00E-04 | Cytoplasm
hornerin HORN_HUMAN 2,848 | 1,30E-02 | Cytoplasm
5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine methyltransferase METH_HUMAN 2,808 1,50E-02 | Cytoplasm
vesicle associated membrane
protein 8 VAMPS_HUMAN 2,868 1,50E-02 | Plasma Membrane
fatty acid binding protein 5 FABP5_HUMAN 2007 | 1,20E-02 | Cytoplasm
profilin 2 PROF2_HUMAN 2,907 | 1,20E-02 | Cytoplasm
FIBP prolyl isomerase 2 FKBP2_HUMAN 3,053 | 420B-02 | Cytoplasm
splicing factor 3b subunit 6 SF3B6_HUMAN 3170 | 120B-02 | Nucleus
S100 caleium binding protein AL ) 0\ 5 prinaN 3170 | 1,20E-02 | Cytoplasm
SH3 domain binding glutamate rich
protein like SH3L1_HUMAN 3170 | 1,20E-02 | Cytoplasm
clongin C ELOC_HUMAN 3248 | 230E-02 | Nucleus
cytochrome ¢, somatic CYC_HUMAN 3263 | 480E-04 | Cytoplasm
proliferation and apoptosis adaptor
protein 15 PEA15_HUMAN 3263 | 4,80E-04 | Cytoplasm
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Entrez Gen Name ID Log: P Lokalisation
FC
dual specificity phosphatase 23 DUS23_HUMAN 3293 | 3,50E-02 | Cytoplasm
small nuclear ribonucleoprotein D1
polypeptide SMD1_HUMAN 3322 | 2,70E-03 | Nucleus
programmed cell death 5 PDCD5_HUMAN | 3700 | 1,90E-02 | Nucleus
tubulin folding cofactor A TBCA_HUMAN 3700 | 3,60E-03 | Cytoplasm
myosin light chain 6B MYLGB_HUMAN | 3807 | 4,60E-02 | Cytoplasm
tibosomal protein 515 RS15A_ HUMAN 3,807 | 320B-02 | Cytoplasm
small nuclear ribonucleoprotein D3
polypeptide SMD3_HUMAN 3,807 | 450E-03 | Nucleus
SRA stem-loop interacting RNA
binding protein SLIRP_HUMAN 3,807 | 4,50B-03 | Cytoplasm
small nuclear ribonucleoprotein 13 NH2L1 HUMAN 3.907 110F-02 | Nucleus
myeloid derived growth factor MYDGF_HUMAN | 4087 | 320E-03 | Extracellular Space
laminin subunit beta 3 LAMB3_HUMAN | 4170 | 6,30E-04 | Extracellular Space
tibosomal protein L.35a RL35A_HUMAN 4248 | 3,80E-03 | Cytoplasm
galectin 1 LEG1_HUMAN 4322 | 890E-03 | Extracellular Space
i I protein S12
tibosomal protein S RS12_HUMAN 4524 | 450E-03 | Cytoplasm
mago homolog B, exon junction
complex subunit MGN2_HUMAN 4,700 5,00E-03 | Nucleus
tibosomal protein L.23 RI23_HUMAN 4954 | 1,50E-02 | Cytoplasm
small nuclear ribonucleoprotein D2
polypeptide SMD2_HUMAN 5322 | 2,30B-04 | Nucleus
myosin light chain 6 MYLG6_HUMAN 5322 | 3,70E-03 | Cytoplasm
profilin 1 PROFI_HUMAN | 5833 | 1,00E-03 | Cytoplasm
Tabelle A3: Regulierte Signalwege nach CsA Behandlung
Ingenuity Canonical Pathways | -log(p-value) Molecules

NER Pathway 4,15E00 COPS6,LIGT,MNAT1,POLD2,
PRIM2,UBE2N,USP7

Tight Junction Signaling 2,86E00 ARHGEF2,CSTF1,JAM3,MPDZ
,MYL6,MYLG6B,STX16

RAR Activation 2,51E00 ARID2,MNAT1,NCOR1,PRKC
D,RDH12,SORBS3,TNIP1

Phospholipase C Signaling 2,4E00 ARHGEF2,ARHGEF5HDACS3,
HDAC6,HMOX1,MYL6

HIF1a Signaling 2,38E00 ARAF,HMOX1,KDM1A MET,

PIK3R4,PRKCD,STAT3
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Ingenuity Canonical Pathways

-log(p-value)

Molecules

(Mammalian, via Tryptamine)

GP6 Signaling Pathway 2,19E00 ADAM10,COT4A5LAMAS5,PIK
3R4,PRKCD

Macropinocytosis Signaling 2,18E00 ANKFY1,MET,PIK3R4,PRKC
D

EIF2 Signaling 2,17E00 PIK3R4,RPL14,RP1.23 RPL30,R
PL35A,RPL36,RPS19

Assembly of RNA Polymerase 2,16E00 GTF3C1,GTF3C2

IIT Complex

Reelin Signaling in Neurons 2,05E00 APP,ARHGEF2,ARHGEF5,PI
K3R4,VLDLR

Huntington's Disease Signaling 2,04E00 CASP7,HDAC3,HDACG6,NCOR
1,PIK3R4,PRKCD,STX16

Signaling by Rho Family 1,97E00 ARHGEF2,ARHGEF5,CDH6,C

GTPases IT,MYL6,MYLG6B,PIK3R4

Endothelin-1 Signaling 1,97E00 ARAF,CASP7,ECE1,HMOX1,P
IK3R4,PRKCD

Spliceosomal Cycle 1,94E00 DDX23,MAGOHB,PPIE

Histamine Degradation 1,93E00 ALDH1B1,ALDH4A1

Hereditary Breast Cancer 1,91E00 ARID2,CCNB1,HDAC3,HDAC

Signaling 6,PIK3R4

Oxidative Ethanol Degradation 1,83E00 ALDH1B1,ALDH4A1

111

Fatty Acid a-oxidation 1,79E00 ALDH1B1,ALDH4A1

Apelin Cardiomyocyte Signaling 1,79E00 MYL6,MYL6B,PIK3R4,PRKCD

Pathway

Putrescine Degradation I11 1,75E00 ALDH1B1,ALDH4A1

UDP-D-xylose and UDP-D- 1,71E00 UXS1

glucuronate Biosynthesis

L-cysteine Degradation I1I 1,71E00 MPST

4-hydroxyproline Degradation I 1,71E00 ALDH4A1

Ethanol Degradation IV 1,67E00 ALDH1B1,ALDH4A1

HGEF Signaling 1,62E00 MET,PIK3R4,PRKCD,STAT3

Thrombopoietin Signaling 1,62E00 PIK3R4,PRKCD,STAT3

Tryptophan = Degradation X | 1,61E00 ALDH1B1,ALDH4A1
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Ingenuity Canonical Pathways

-log(p-value)

Molecules

Sirtuin Signaling Pathway 1,6E00 ADAM10,APP,CPS1,GTF3C2,N
DUFV1,STAT3, TIMM17A

Proline Degtradation 1,54E00 ALDH4A1

Thiosulfate Disproportionation | 1,54E00 MPST

IIT (Rhodanese)

RhoGDI Signaling 1,49E00 ARHGEF2,ARHGEF5,CDH6,
MYL6,MYL6B

Growth Hormone Signaling 1,49E00 PIK3R4,PRKCD,STAT3

Superpathway of Cholesterol | 1,49E00 HMGCR,HSD17B7

Biosynthesis

Dopamine Degradation 1,46E00 ALDH1B1,ALDH4A1

Synaptogenesis Signaling Pathway | 1,46E00 CDHO6,PIK3R4,PRKCD,STX16,
SYT13,THBS3,VLDLR

Hepatic  Fibrosis / Hepatic | 1,44E00 COILAA5ECE1,METMYL6,MY

Stellate Cell Activation L6B

Heme Degradation 1,41E00 HMOX1

Arginine Degradation I (Arginase | 1,41E00 ALDH4A1

Pathway)

Ethanol Degradation 11 1,41E00 ALDHI1B1,ALDH4A1

Ga12/13 Signaling 1,41E00 CDH6,MYL6,MYLG6B,PIK3R4

IL-9 Signaling 1,38E00 PIK3R4,STAT3

1L-7 Signaling Pathway 1,38E00 BAKI1,MET,PIK3R4

IL-3 Signaling 1,37E00 PIK3R4,PRKCD,STAT3

Adipogenesis pathway 1,36E00 HDAC3,HDACG6,KDM1AMNA
T1

Estrogen Receptor Signaling 1,36E00 HDAC3,MCUMYL6,MYL6B,N
CORT1,PIK3R4,PRKCD

Role of BRCAT in DNA Damage | 1,36E00 ARID2,BRCC3,MDC1

Response

Leukocyte Extravasation | 1,35E00 CYBA,JAM3,MYLG6,PIK3R4,PR

Signaling KCD

Prolactin Signaling 1,34E00 PIK3R4,PRKCD,STAT3

Cyclins and Cell Cycle Regulation | 1,34E00 CCNB1,HDAC3,HDACG6

Noradrenaline and Adrenaline | 1,34E00 ALDH1B1,ALDH4A1

Degradation

Interferon Signaling 1,31E00 BAK1,IFI35
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Ingenuity Canonical Pathways | -log(p-value) Molecules
TR/RXR Activation 1,3E00 HDAC3,NCORI1,PIK3R4
FGF Signaling 1,3E00 MET,PIK3R4,STAT3

Tabelle A4: Regulierte Signalwege nach TAC Behandlung

Ingenuity Canonical Pathways | -log(p-value) Molecules

Mitochondtial Dysfunction 8.44E00 ACO1,APPATPSFID,

ATP5MF,ATPAF1,COX15,
CYC1,CYCS,DHODH,NCSTN,
NDUFB10,NDUFB6,NDUFSI,
NDUFS2,NDUFS3,NDUFS4,
NDUFS7,NDUFS8,;NDUFV1,
NDUFV2,
SNCA,UQCRC2,UQCRH

Oxidative Phosphorylation 8,16E00 ATP5F1D,ATP5MF,ATPAFI,

COX15,CYC1,CYCS,
NDUFB10,NDUFB6,NDUFS1,
NDUFS2NDUFS3,NDUFS4,
NDUFS7,NDUFS8, NDUFV1,

NDUFV2,UQCRC2,UQCRH

Clathrin-mediated Endocytosis

S . 6,79E00 ALB,AP2A1,AP2A2,AP2M1,AP
ignaling

OB,APOE,CHP1,CLTB,
CSNK2A2,DNM1,GAK,GRB2,
HGS,ITGB3,LDLR,MET,
PICALM,PIK3R4,SH3KBP1,
SNAP91,SNX9,STAM

Cholesterol Biosynthesis I

5,9E00 DHCR7,EBP,FDFT1,HSD17B7,
LBR,SQLE
Cholesterol Biosynthesis II (via
24.25-dihydrolanosterol) 5,9E00 DHCR7,EBP,FDFT1,HSD17B7,
LBR,SQLE
Cholesterol Biosynthesis III (via 5.9E00 DHCR7,EBP FDFT1,HSD17B7,
Desmosterol)
LBR,SQLE
Superpathway of Cholesterol 5,7E00 ACAT2,DHCR7,EBP,FDFT1,

Biosynthesis
HMGCR,HSD17B7,LBR,SQLE
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Ingenuity Canonical Pathways

-log(p-value)

Molecules

Sirtuin Signaling Pathway

436E00

ADAM10,AGTRAP,APP,ATGS3,
ATP5FID,CYC1,GTF3C2,
NDUFB10,NDUFB6,NDUFSI,
NDUFS2,NDUFS3,NDUFS4,
NDUFS7,NDUFS8,;NDUFV1,
NDUFV2,PDK1,RRP9,SLC2A1,
TOMM40,TSPO,UQCRC2

Huntington's Disease Signaling

4,26E00

AP2A2,ATP5F1D,CASP7,CLTB
,CYCS,DNM1,GPAA1,GRB2,
HDAC3,HTT,I'TPR1,NCORI,
NCOR2,PIK3R4,PLCB4,POLR2
B,POLR2H,PSME2,SNCA,
STX16

EGF Signaling

3,56E00

CSNK2A2,GRB2,ITPR1,ITPR2,
ITPR3,JAK1,PIK3R4,PLCG1

Proline Biosynthesis II (from
Arginine)

3,55E00

OAT,PYCR1,PYCR2

NER Pathway

3,45E00

CDK7,COPS6,COPSS8,LIG1,
MNAT1,POLD2,POLR2B,POL
R2H,PRIM2,UBE2N,XRCC1

Arginine Degradation VI
(Arginase 2 Pathway)

3,25E00

OAT,PYCR1,PYCR2

Synaptogenesis Signaling
Pathway

3,09E00

AFDN,AP2A1,AP2A2, AP2M1,
APOE,CDH2,CDHG6,CRK,
CTNNB1,CTNND1,GPAA1,
GRB2,ITPR1,PIK3R4,PLCG1,
PRKAG1,SGTA,SNCA,

STX16,SYT13,VLDLR

Epoxysqualene Biosynthesis

3,02E00

FDFT1,SQLE

GP6 Signaling Pathway

2,92E00

ADAM10,COL18A1,COLAAL,
COLAA5ITGB3,ITPRI,
LAMAS5,LAMB3,LAMC2,
PIK3R4,PTK2

Insulin Secretion Signaling
Pathway

2,79E00

EIF4G2,GPAALITPR1,ITPR2,
ITPR3,JAK1,PAIP1,PDHB,
PIK3R4,PLCB4,PLCG1,
PRKAG1,SEC61B,SLC2A1,
SRP19,STAT6,STX16

EIF2 Signaling

2,75E00

EIF3M,EIF4G2,GRB2,PAIP1,
PIK3R4,RPL23,RPL30,RPL31,
RPL34,RPL35A,RPL36,RPS12,
RPS14,RPS15A,RPS19,RPS23
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Ingenuity Canonical Pathways | -log(p-value) Molecules

Tight Junction Signaling 2,63E00 AFDN,ARHGEF2,CTNNBI,
F11R,GPAA1,MPDZ,MYH13,
MYH7B,MYL6,MYLGB,

PRKAG1,PTPA,STX16

Epithelial Adherens Junction

-prehe 2,55E00 AFDN,CDH2,CRK,CTNNB1,
Signaling
CTNND1,JUP,MET,MYH13,
MYH7B MYL6MYLG6B,VAV2
Leukocyte Extravasation 2,45E00 AFDN,ARHGAP4,CRK,
Signaling
CTNNB1,CTNND1,EDIL3,
F11R ITGB3 MMP14,MYLS6,

PIK3R4,PLCG1,PTK2,VAV2

Proline Biosynthesis I 226500 PYCR1,PYCR2

CTLAA4 Signaling in Cytotoxic T

I 2,19E00 AP2A1,AP2A2 AP2M1,CLTB,
ymphocytes

GRB2,PIK3R4,PLCG1,PTPA

Assembly of RNA Polymerase

217E00 GTFE3C2,GTF3C3,GTF3C4
111 Complex
Reclin Signaling in Neurons 2,15E00 AFDN,APOE,APP,ARHGEF2,
CDH2,CRK,ITGB3,PDK1,
PIK3R4,VL.DLR
((i/ellil;?) Effects of Sildenafil 211E00 ITPR1,ITPR2,ITPR3 MYH13,
MYH7B,MYLG6,MYL6B,PLCB4,

PLCG1,PRKAG1

Lipid Antigen Presentation by

oo 2,1E00 AP2A1,AP2A2,AP2M1,PSAP
DNA Double-Strand Breal 2,08E00 ATRX,LIG1,RAD50
Repair by Homologous
Recombination
GDNF Family Ligand-Recepror | 39 GFRA1,GRB2,ITPR1,ITPR2,
Interactions
ITPR3,PIK3R4,PLCG1
Regulation of elF4 and p70S0K | ) EIF3M,EIF4G2,GRB2,PAIP1,
Signaling
PIK3R4,PTPA,RPS12,RPS14,
RPS15A,RPS19,RPS23
IL-7 Signaling Pathway 1,97E00 BAK1,GRB2,JAKI MET,
PIK3R4,PTK2,SL.C2A1
Granzyme B Signaling
1,91E00 CYCS,ENDOG,NUMA1
LXR/RXR Activation 1,88E00 ALB,APOB,APOE,C3 FDFTI,
HMGCR,LDLR,NCORI,
NCOR2
Zymosterol Biosynthesis 1,88E00 HSD17B7.LBR
TR/RXR Activation 1,81E00 HDAC3,I.DLR,NCORI,
NCOR2,PIK3R4,SL.C16A3,

SLC2A1
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Ingenuity Canonical Pathways | -log(p-value) Molecules
FGI Signaling 1,81E00 CRK,GRB2,ITPRI,
MAPKAPK2,MET,PIK3R4,
PLCG1
Stearate Biosynthesis I (Animals) 17900 BDH2,GNPAT MBOAT?,
PPT1,TECR
PDGE Signaling 1,76E00 ACP1,CRK,CSNK2A2,
GRB2,JAK1,PIK3R4,PLCG1
Virus Entry via Endocytic 1,74E00 AP2A1,AP2A2,AP2M1,CLTB,
Pathways
DNM1,ITGB3,PIK3R4,PLCG1
: - .
g::ﬁ’;j;ms Pathogenesis 1,72E00 JAK1,MAVS,PYCARD,RIPK1,
RPS12,RPS14,RPS15A,RPS19,
RPS23,TBK1
Actin Cytoskeleton Signaling 1,72E00 CRI,FN1,GRB2,MYH13,
MYH7B,MYL6,MYLGB,PFNT1,
PFN2,PIK3R4,PTK2,TRIO,
VAV2
Assembly of RNA Polymerase 11 1,72E00 CDK7.GTF2F1.MNATI,
Complex
POLR2B,POLR2H
Nucleotide Excision Repair 1,65E00 CDK7.MNAT1,POLR2B,
Pathway
POLR2H
fD P-diacylglycerol Biosynthesis | ¢10 AGPAT4,LCLAT1,MBOAT7
Interferon Signaling 1,61E00 BAK1,IFI35,1SG15,JAK1
Non-Small Cell Lung Cancer 1,59E00 GRB2,ITPR1,ITPR2,ITPR3,
Signaling
PIK3R4,PLCG1
GPCR-Mediated Integration of | 5, ITPR1,ITPR2,ITPR3 PLCB4,
Enteroendocrine Signaling
Exemplified by an L Cell PLCG1,PRKAG1
Calcium Signaling 1,56E00 ATP2C1,CHP1,HDAC3,ITPR1,
ITPR2,ITPR3,MCU,MYH13,
MYH7B,MYL6,MYLGB,
PRKAG1
Estrogen Receptor Signaling 1,55E00 ATP5F1D,CYC1,GRB2,
HDAC3JAK1,MCUMMP14,
MYLG6,MYLGBNCORI,
NCOR2,PIK3R4,PLCB4,
PLCG1,POLR2B,PRKAG1
Cell Cycle Control of 1,53E00 CDK7,LIG1,0RC3,0RCA,
Chromosomal Replication
PRIM2
Phosphatidylglycerol 1,53E00 AGPAT4,LCLAT1,MBOAT?

Biosynthesis IT (Non-plastidic)

Folate Transformations I

1,52E00

MTHFS,MTR
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Ingenuity Canonical Pathways | -log(p-value) Molecules

Renin-Angiotensin Signaling 1,51E00 GRB2,I'TPR1,ITPR2,I'TPR3,
PIK3R4,PLCG1,PRKAGI,
PTK2

Asparagine Biosynthesis 1 1,51E00 ASNS

Alanine Biosynthesis 111 1,51E00 NFS1

RNA Charging 1,49E00 AARS2,RARS2,TARS2,Y ARS2

Inhibition of Matrix 1.49E00 ADAM10,HSPG2,MMP14,

Metalloproteases
SDC2

Superpathway of D-myo-inositol

(1,4,5)-trisphosphate Metabolism 148500 BPNT1,BPNT2,MINPP1

ILK Signaling 1,45E00 CTNNB1,FN1,ILK ITGB3,
MYH13,MYH7B MYLG6,MYLGB,
PIK3R4,PTK2,PTPA

Ketolysis 1,44E00 ACAT2,BDH2

Tumoricidal Function of Hepatic

N eiler Colle 1,43E00 CASP7,CYCS,ENDOG

Neuropathic Pain Signaling In

1,42E00 ITPR1,ITPR2,ITPR3,PIK3R4,

Dorsal Horn Neurons
PLCB4,PLCG1,PRKAG1

Renal Cell Carcinoma Signaling 14200 CRK.ELOC,GRB2MET,
PIK3R4,SLC2A1

Endometrial Cancer Signaling 1,42E00 CTNNB1,GRB2,ILK,MLHI,
PIK3R4

Ketogenesis 1,36E00 ACAT2,BDH2

Pgrlne Nuc.leotldes De Novo 136500 ADSS2,PPAT

Biosynthesis 11

Synaptic Long Term Potentiation | 4 55 CHP1,ITPR1,ITPR2,ITPR3,
PLCB4,PLCG1,PPP1R10,
PRKAG1

Axonal Guidance Signaling 1,31E00 ADAMI10,AFG3I.2,BRCC3,
CHP1,CRK,FZD6,GRB2,MET,
MMP14,MYL6,MYLG6B,PENT,
PFN2,PIK3R4,PITRM1,PLCB4,
PLCG1,PRKAG1,PTK2,SDC2,
SEMA3C,SRGAP1

God2/13 Signaling 1,3E00 CDH2,CDH6,CTNNB1,MYLG,

MYLG6B,PIK3R4,PTK2,VAV2
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