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1 Einleitung 

 

1.1 Selenocystein und Selenoproteine 

 

Selenocystein (Sec) ist die 21. proteinogene Aminosäure, die in der Regel ein essenzieller 

Bestandteil von Selenoproteinen darstellt. Selenoproteine sind fast ausschließlich 

Oxidoreduktasen, die ubiquitär in vielen Organismen wie Bakterien, Fischen und Säugern 

vorzufinden sind. Allerdings ist Sec in der Evolution in den meisten Fällen in homologen 

Enzymen derselben oder auch anderer Spezies durch Cystein (Cys) ersetzt worden, das 

anstatt des Selens Schwefel enthält (Fomenko et al., 2008). 

Die Sec-Synthese und der ko-translationale Einbau in Proteine ist komplexer, damit 

energetisch ungünstiger und unterscheidet sich prinzipiell im Vergleich zur Synthese und 

dem Einbau von Cys und anderer Aminosäuren (Allmang et al., 2009; Suppmann et al., 

1999). Sec-tRibonukleinsäure (Sec-tRNS) entsteht aus Serin (Ser)-tRNS mithilfe der 

Selenocysteyl-tRNS-Synthetase, indem Selenophosphat eingefügt wird. In der 3´-

untranslatierten Region der mRNS des Selenoproteins befindet sich eine Sekundärstruktur 

der mRNS, das SECIS-Element („Sec insertion sequence element“). Mithilfe dieses 

Elements sowie des SECIS bindenden Proteins 2 (SBP2), dem ribosomalen Protein L20 

(rpL20) und dem Elongationsfaktor eEFSec wird das UGA Kodon nicht als Stopp Kodon 

sondern als Sec Kodon erkannt, wodurch Sec in das Protein eingebaut wird (Caban and 

Copeland, 2006; Hatfield et al., 2014). Dass Selenoproteine eine wichtige Rolle im 

Organismus von Säugern spielen, zeigten bereits Bosl und Kollegen, da der ubiquitäre 

Knockout des Sec-tRNS Gens Trsp in Mäusen zu früher embryonaler Letalität noch vor der 

Gastrulation führt (Bosl et al., 1997). 

Durch Selenmarkierungsexperimente in Säugern wurde geschlussfolgert, dass in 

Säugern mindestens 30 bis 50 verschiedene Selenoproteine vorkommen (Behne et al., 

1996). Im menschlichen Genom konnten allerdings nur 25 Gene, in der Maus 24 Gene 

identifiziert werden, worauf man auf alternatives Splicing als Grund für die Vielfalt an 

Selenoproteinen schließt (Kryukov et al., 2003). Von dieser Vielzahl an Proteinen werden 

aktuell nur drei als essentiell für die embryonale Entwicklung angesehen: die zytosolische 

Form der Glutathion-Peroxidase 4 (GPx4) (Imai et al., 2003; Liang et al., 2009; Yant et al., 

2003), die zytosolische Thioredoxin-Reduktase (Txnrd1) und die mitochondriale Thioredoxin-
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Reduktase (Txnrd2) (Conrad et al., 2004; Imai et al., 2003; Jakupoglu et al., 2005; Yant et 

al., 2003). 

 

 

1.2 Glutathionperoxidasen- Ein Überblick 

 

Glutathionperoxidasen (GPxs) waren die ersten Selenoproteine, die entdeckt wurden. Dabei 

ist die GPx1 als der „klassische“ Vertreter aller GPxs das erste identifizierte Selenoprotein, 

welches in Erythrozyten H2O2 mithilfe von Glutathion (GSH) reduziert (Flohe et al., 1973; 

Rotruck et al., 1973; Ursini et al., 1985). Bis heute sind 8 GPxs in Säugern gefunden worden, 

von denen GPx1 bis GPx4 und GPx6 Selenoproteine beim Menschen sind (Kryukov et al., 

2003). Die murine GPx6 enthält ein Cys statt eines Secs im aktiven Zentrum. GPx5, GPx7 

und GPx8 sind sowohl bei der Maus als auch beim Menschen Cys-haltige Enzyme. Gpxs 

gehören zu einer Familie phylogenetisch verwandter Proteine und lassen sich evolutionär in 

drei Gruppen einteilen: GPx1/GPx2, GPx3/GPx5/GPx6 und GPx4/GPx7/GPx8 (Herbette et 

al., 2007; Margis et al., 2008; Mariotti et al., 2012; Toppo et al., 2008). GPx1 und 2 sind eine 

Untergruppe der tetrameren GPxs, zu denen außerdem GPx3, GPx5 und GPx6 gehören. Die 

GPx4 und die Cys-haltigen GPx7 und GPx8 haben einen gemeinsamen Vorläufer und sind 

monomere Enzyme. 

GPx1, 2, 3, 5, und 6 reagieren vor allem mit löslichen Hydroperoxiden wie H2O2 und 

Peroxide in freien Fettsäuren und nutzen vorwiegend GSH als Reduktans. Neben den 

löslichen Hydroperoxiden reduziert die GPx4 aber auch Peroxide in Membranen 

(sogenannte Phospholipidhydroperoxide) und komplexe Peroxide wie 

Cholesterolhydroperoxide in LDLs (Low densitiy lipoproteins). Die GPx4 ist bezüglich ihres 

Reduktans wenig wählerisch und nutzt neben GSH auch Proteinthiole und Cys als 

Elektronendonoren (Brigelius-Flohe and Maiorino, 2013). Die im ER (endoplasmatisches 

Retikulum) lokalisierten GPx7 und 8 zeigen ähnliche Reaktionsmuster wie die GPx4, 

allerdings ist über beide Isoenzyme nur sehr wenig bekannt, da sie erst kürzlich identifiziert 

wurden (Bosello-Travain et al., 2013; Nguyen et al., 2011). 

Die katalytische Aktivität der GPx kann in einen peroxidativen und einen reduktiven 

Abschnitt eingeteilt werden. Im ersten Schritt wird das Hydroperoxid vom Sec bzw. Cys im 

aktiven Zentrum reduziert, wobei das aktive Zentrum selber oxidiert wird. Im zweiten Teil der 

Reaktion wird die katalytisch aktive Form des Enzyms wiederhergestellt, indem das oxidierte, 

aktive Zentrum in zwei reduzierenden Schritten regeneriert wird. Da bei den Cys-haltigen 
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GPxs noch ein zweites Cys („resolving cysteine“, CR) am katalytischen Zyklus beteiligt ist, 

werden sie auch 2Cys-GPxs bezeichnet (Maiorino et al., 2007). Dies trifft allerdings nicht auf 

die GPx7 und 8 zu, bei denen an korrespondierender Stelle im Molekül kein entsprechendes 

Cys vorhanden ist (Nguyen et al., 2011) . 

GPx1 galt nach seiner Entdeckung (Flohe et al., 1973; Rotruck et al., 1973) 

klassischerweise als das Enzym, welches oxidativen Stress dank seiner Hydroperoxid-

reduzierenden Funktion bekämpft. Trotz allem sind GPx1 Knockout Mäuse lebensfähig (de 

Haan et al., 1998; Ho et al., 1997). Darüber hinaus konnte eine pro-inflammatorische 

Funktion bei LPS (Lipopolysaccharid)-induzierter Entzündungsreaktion nachgewiesen 

werden, indem sie die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine fördert (Bozinovski et al., 

2012). Zudem löste eine Überexprimierung von GPx1 in Mäusen Hyperglykämie, 

Hyperinsulinämie, Insulinresistenz und Adipositas aus (McClung et al., 2004), wohingegen 

Knockout Mäuse eine verstärkte Insulinsensitivität aufwiesen (Loh et al., 2009). In der 

Kanzerogenese scheint GPx1 eine ambivalente Rolle zu spielen: einerseits wurde 

beschrieben, dass GPx1 DNS (Desoxyribonukleinsäure)-Schäden verhindert (Baliga et al., 

2007), andererseits wurde eine erhöhte Aktivität aber auch mit einer verstärkten vaskulären 

Invasion und kürzerer Überlebenszeit in hepatozellulären Karzinomzellen korreliert (Huang et 

al., 2012).  

GPx2 wird hauptsächlich im Gastrointestinaltrakt und beim Menschen auch in der Leber 

exprimiert (Chu et al., 1993). Die höchste Proteinkonzentration wurde an der Basis der 

Darm-Krypten beschrieben (Florian et al., 2001), wo sich die proliferierenden Stammzellen 

der Mukosa befinden. Stammzellen werden wiederum durch den Wnt-Signalweg reguliert 

(Pinto et al., 2003) - wie auch GPx1 selbst (Kipp et al., 2007; Kipp et al., 2012) - was auf eine 

wichtige Rolle in der mukosalen Homöostase hinweist. Auch die Hochregulierung der GPx2 

in Kolonkarzinomzellen deutet auf eine Verbindung zum Wnt-Signalweg hin, dessen 

konstitutive Aktivierung bekanntermaßen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des 

Kolonkarzinoms spielt (Al-Taie et al., 2004; Chiu et al., 2005; Florian et al., 2010; Mork et al., 

2000). Bei GPx2 Knockout Mäusen wurde dementsprechend eine erhöhte Anzahl 

apoptotischer Zellen in den Kolonkrypten detektiert bei gleichzeitiger Hochregulierung der 

GPx1, was als Kompensation bezüglich des GPx2 Knockouts zu deuten ist (Florian et al., 

2010). Desweiteren besitzt GPx2 eine anti-inflammatorische Rolle. Bei Knockout Zellen 

konnte eine erhöhte Menge an Cyclooxygenase-2 (COX2) und PGE2 (Prostaglandin E2) 

festgestellt werden (Banning et al., 2008). Der gleichzeitige Knockout von GPx1 und GPx2 in 

Mäusen führt zur chronischen Colitis (Esworthy et al., 2001), die allerdings verhindert werden 

kann, wenn zumindest ein Allel der GPx2 vorhanden ist (Esworthy et al., 2005). 
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GPx3 zusammen mit Selenoprotein P enthalten 97% des Plasmaselens in Mäusen 

(Olson et al., 2010). Darüber hinaus kommt die GPx3 in anderen extrazellulären 

Flüssigkeiten wie in der Augenkammer, im Kolloidlumen der Schilddrüse (Kohrle, 2005; 

Schomburg and Kohrle, 2008), im Fettgewebe (Maeda et al., 1997) oder in der 

Amnionflüssigkeit vor (reviewed in (Brigelius-Flohe, 1999)). Gebildet wird sie  im proximalen 

Tubulus der Niere, von wo sie basolateral ins Plasma sezerniert wird (Avissar et al., 1994; 

Whitin et al., 2002). Eine Ausnahme stellt der Nebenhoden dar, der GPx3 selbst exprimiert 

und ins Lumen sezerniert. Die Membranlokalisation unterstützt die Annahme, dass die GPx3 

ein Regulator des extrazellulären Redoxgleichgewichts ist und somit dazu beiträgt, zwischen 

physiologisch relevanten und weniger relevanten Entzündungssignalen zu differenzieren 

(Brigelius-Flohe, 1999; Brigelius-Flohe and Maiorino, 2013). Beim Tumorgeschehen scheint 

die GPx3 eine kontroverse Rolle zu spielen: in vielen Tumorarten wird die GPx3 durch die 

epigenetische Hypermethylierung in der Promoterregion herunter reguliert, was mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert wurde (Falck et al., 2010; He et al., 2011; Lee et al., 2005; 

Peng et al., 2009; Yu et al., 2007). Es wurde berichtet, dass die damit verbundene geringere 

Expression mit einer erhöhten Resistenz gegenüber einer Cisplatin-basierten Chemotherapie 

korreliert und mit ein kürzeren Überlebenszeit verbunden ist (Chen et al., 2011). Diese 

Beobachtung war unerwartet, da Cisplatin zu den Chemotherapeutika gehört, die, nachdem 

sie einen Redoxzyclus durchlaufen haben, ROS (reactive oxygen species) bilden, die zum 

Tod der Krebszellen führen. Man würde daher erwarten, dass der Mangel eines Enzyms, 

welches Hydroperoxide abbaut, die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber oxidativem Stress 

steigert (Chen et al., 2011). Es wird angenommen, dass die verminderte GPx3 Expression 

bei Adipositas zur allgemeinen Entzündungsreaktion, Oxidation und Adipositas-assoziierten 

metabolischen Komplikationen beiträgt. Tatsächlich wurden bei adipösen Mäusen geringere 

Mengen an GPx3 gefunden (Keaney et al., 2003), wie auch im Plasma von Maus und 

Mensch (Lee et al., 2008). 

Die PHGPx (Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathion-Peroxidase) oder auch GPx4 wurde 

von Ursini und Kollegen in der Schweineleber als ein Enzym entdeckt, welches 

Biomembranen effizient vor schädlicher Lipidperoxidation schützt (Ursini et al., 1982). Sie 

unterscheidet sich von den anderen GPxs durch ihre monomere Struktur und ihr vielfältiges 

Substratspektrum (Aumann et al., 1997; Thomas et al., 1990). Neben H2O2 und kleineren 

Hydroperoxiden reagiert sie vor allem mit Phopholipidhydroperoxiden, Cholesterol- und 

Cholesterolesterhydroperoxiden in Biomembranen und Lipoproteinen. Als reduzierende 

Agentien akzeptiert sie nicht nur GSH, sondern bei niedrigen GSH-Konzentrationen auch 

Thiolgruppen von Cys und sogar von Proteinen, inklusive auch eigener Thiol-Gruppen (Mauri 

et al., 2003; Ursini et al., 1999). 
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Es existieren drei verschiedene Isoformen der GPx4: eine zytosolische (cGPx4), eine 

mitochondriale (mGPx4) und eine nukleäre (nGPx4). Alle drei werden von einem Gen 

kodiert, das aus sieben klassischen Exons und einem Spermienkern-spezifischen Exon 

besteht (Abbildung. 1) (Brigelius-Flohe et al., 1994). Durch alternative Transkriptionsinitiation 

im ersten Exon wird entweder die mitochondriale (21 kDa) oder die cytosolische Form (19 

kDa) exprimiert (Maiorino et al., 2003; Moreno et al., 2003). Ein alternatives Exon stellt den 

Transkriptionsstart für die nukleäre Form dar (34 kDa). Dieses alternative Exon kodiert für 

ein nukleäres Importsignal und einen Bereich, der reich an Argininen und Lysinen ist und 

damit den Protaminen ähnelt (Pfeifer et al., 2001). cGPx4 wird in allen Zellen exprimiert, 

während die mGPx4 und nGPx4 hauptsächlich im Hoden vorkommen (Pfeifer et al., 2001; 

Schneider et al., 2006). 

Der Knockout des gesamten GPx4 Gens zeigte, dass die GPx4 für die frühe embryonale 

Entwicklung essenziell ist (Imai et al., 2003; Yant et al., 2003). Daher wird für GPx4 eine 

entscheidende Funktion in der Regulierung des Zellzyklus und des nicht-apoptotischen 

Zelltods über verschiedene Signalwege angenommen. Hinzu kommt ihre zentrale und 

essenzielle Funktion in der Aufrechterhaltung des zellulären Redoxgleichgewichts und in der 

männlichen Fertilität. Aufgrund ihrer besonderen Bedeutung für diese Arbeit wird auf die 

Funktionen der GPx4 in den folgenden Kapiteln noch genauer eingegangen. 
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Abb. 1. GPx4 Gen und Protein Das GPx4 Gen besteht aus insgesamt 8 Exons (A). Alternative 

Transkriptionsinitiation vor bzw. im ersten Exon führt entweder zur Expression der zytosolischen oder 
mitochondrialen Isoform. Durch den Transkriptionsstart am alternativen Exon (Ea) wird die nukleäre Form 
exprimiert. Pfeile markieren den Transkriptionsinitiierungsbereich. Das Sec-Kodon UGA wird von Exon 3 kodiert 
und das SECIS-Element befindet sich auf Exon 7. (B) Die zytosolische, mitochondriale und nukleäre Formen 
unterscheiden sich in ihrer Größe und in ihren N-Termini. 

 

Die GPx5 zusammen mit ihrem Homolog, die GPx3, machen etwa 95% der 

epididymalen GPx Proteinkonzentration aus (reviewed in (Brigelius-Flohe and Maiorino, 

2013)). Die GPx5 ist sowohl im Lumen als auch im Epithel des Nebenhodens lokalisiert. 

Zudem ist die GPx5 am Spermienkopf während der Passage des Spermiums durch den 

Nebenhoden bis zum Erreichen des Vas deferens gebunden (Rejraji et al., 2002). Im 

Nebenhodenkopf reguliert die GPx5 das oxidative Milieu und trägt damit zur 

Aufrechterhaltung der Spermien DNS-Struktur bei (Chabory et al., 2009). Man nimmt an, 

dass sie die Peroxid-Konzentrationen reguliert, damit optimale Bedingungen für die 

Proteinthiolperoxidase-Funktion der nGPx4 vorliegen sowie toxische Mengen von ROS 

verhindert werden. Bei GPx5 Knockout Mäusen konnte nachgewiesen werden, dass die 

Expression der GPx1, 3 und 4 im Schwanz des Nebenhodens hochreguliert war, 

wohingegen die totale GPx-Aktivität unverändert war (Noblanc et al., 2012). Dies lässt auf 

eine Kompensation der fehlenden GPx5-Funktion durch die anderen GPxs schließen. 

GPx6 ist ein Homolog der GPx3 und ein Selenoprotein beim Menschen (Kryukov et al., 

2003). In Nagern und anderen Spezies besitzt sie hingegen ein Cys im aktiven Zentrum. Sie 
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wurde ursprünglich bei in silico Analysen von geruchsstoffbindenden und -metabolisierenden 

Enzymen gefunden (Dear et al., 1991). Bis auf eine Expression im Mausembryo (Kryukov et 

al., 2003) und in der Bowman-Drüse des olfaktorischen Systems (Dear et al., 1991) wurden 

noch keine weiteren Erkenntnisse zur GPx6 gewonnen. 

Die GPx7 und GPx8 sind beide Cys-haltige Monomere und wurden im ER 

nachgewiesen, was durch die Beschreibung eines ER-Retentionssignals unterstützt wird 

(Nguyen et al., 2011). Dabei wird angenommen, dass beide Enzyme eine wichtige Rolle bei 

der oxidativen Proteinfaltung durch Disulfidbrückenbildung spielen. Im ER werden die 

meisten Disulfide von Enzymen der Proteindisulfidisomerase (PDI)-Familie generiert, wofür 

die PDIs unter anderem die Unterstützung des „Oxidoreductin-1-Systems“ im 

Endoplasmatischen Retikulum (Ero1) benötigen. Die GPx7 und 8 werden durch das von 

Ero1 gebildete H2O2 oxidiert, und können so die reduzierte PDI, die im Rahmen der 

Proteinfaltung im ER entsteht, wieder in ihre oxidierte Form überführen (Bosello-Travain et 

al., 2013). Die erste Knockout Studie für die GPx7 konnte zeigen, dass die GPx7 im ER als 

Sensor für oxidativen Stress fungiert und für die Chaperon-Aktivität des 78 kDa großen 

Glucose-regulierten Proteins (GRP78) benötigt wird (Wei et al., 2012). Der genetische 

Verlust der GPx7 führte zu einem Phänotyp, der Pathologien wie Splenomegalie, 

Glomerulonephritis und ein erhöhtes Tumorrisiko zeigte. Da die GPx8 den Verlust der GPx7 

nicht kompensieren konnte, geht man von einer einzigartigen Funktion beider Enzyme aus.  

 

 

1.3 Katalyse und strukturelle Eigenschaften der 

Glutathionperoxidasen 

 

Lange Zeit waren Häm-haltige Proteine die einzig bekannten Peroxidasen, die zur Reaktion 

mit Peroxiden ein Eisen-Ion nutzen (Flohe and Ursini, 2008). Mit der Entdeckung der GPx1 

im Jahre 1957 wurde eine neue Gruppe von Proteinen beschrieben, die Peroxide mithilfe 

von Selenol- bzw. Thiolgruppen reduzieren können, was dazu führte, dass neue Wege in der 

Redox-Forschung beschritten wurden (Mills, 1957). 

Seleniumhaltige GPxs kommen auch in Nicht-Säugetieren vor, zum Beispiel im Fisch 

(Bell et al., 1984), in Vögeln (Omaye and Tappel, 1974) oder in parasitären Trematoden 

(Maiorino et al., 1996) und gelegentlich auch in Protisten und Bakterien (Gladyshev et al., 

2006). Allerdings stellen die große Mehrheit der GPxs in Nicht-Vertebraten die Cys-
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Homologen dar (Tosatto et al., 2008). Daher stellt sich die Frage, warum einige Organismen 

Sec im katalytischen Zentrum besitzen und andere wiederum Cys. Der Einbau von Sec ist, 

wie schon eingangs erwähnt, bei Weitem aufwändiger und energetisch ungünstiger als der 

Einbau von Cys (Allmang et al., 2009; Suppmann et al., 1999). 

Anhand des Prototyps aller Gpxs, der GPx1, wurde von Toppo und Kollegen ein 

möglicher katalytischer Mechanismus vorgeschlagen, der eine Erklärung auf diese Frage 

liefert (Toppo et al., 2009).  

Die durch die GPx katalysierte Reaktion ist folgende: 

ROOH (Alkylhydroperoxid) + 2 GSH → GSSG (oxidiertes GSH) + ROH (Alkohol) + H2O 

(Wasser) 

Dabei wird das Selenolat-Anion der GPx von einem Hydroperoxid oxidiert, um dann im 

zweiten Schritt unter Ausbildung einer Selenylsulfidbindung von GSH partiell reduziert zu 

werden. Im dritten Schritt wird das Enzym durch die Reaktion mit einem zweiten GSH 

Molekül vollständig regeneriert. 

Die Reaktivität von Sec-GPxs ist sehr schnell und findet mit einer der höchsten 

Geschwindigkeiten statt, die für biochemische Reaktionen je beschrieben wurden. Nach der 

Michaelis-Menten-Hypothese entsteht ein Enzym-Substrat-Komplex, dessen Dissoziation der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt einer chemischen, katalysierten Reaktion ist. Dies trifft 

allerdings nicht auf die von der GPx katalysierte Reaktion zu, die als ein „ping-pong“-

Mechanismus beschrieben wird (Flohe et al., 1972; Gunzler et al., 1972). Sollte ein Enzym-

Substrat-Komplex gebildet werden, bestimmt dieser nicht die maximale 

Reaktionsgeschwindigkeit, weshalb auch die kinetischen Parameter Vmax und Km  der von 

Sec-GPxs katalysierten Reaktion nicht bestimmt werden können und diese theoretisch 

unendliche Werte erreichen (Toppo et al., 2009). 

Betrachtet man den Reaktionsmechanismus genauer, wird angenommen, dass Sec 

unter physiologischen Bedingungen dissoziiert vorliegt und im ersten Schritt zu Selenolsäure 

oxidiert wird (Flohe et al., 2011): 

GPx-Se- + ROOH → GPx-SeO-  + ROH 

Die Selenolsäure ist sehr instabil und konnte trotz mehrerer Versuche noch nicht 

nachgewiesen werden. Tatsächlich ist der unstabile Zustand anfällig für eine Überoxidation, 

was letztlich zu –SeO2H führen würde. Daher wird vermutet, dass die Selenolsäure mit 

einem benachbarten Amid oder Amin im katalytischen Zentrum reagiert. Theoretisch 

nachgewiesen wurde die Möglichkeit dieser Hypothese mit Ebselen (2-Phenyl-1,2-
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benzisoselenazol-3-(2H)-on), einem GPx-Imitator. In diesem reagiert die Selenolsäure mit 

einem Carboxamidnitrogen und bildet einen Ring. In diesem Selenazolion bleibt der 

Oxidationsstatus der Selenolsäure in Form einer Selenylamid-Bindung erhalten, die stabiler 

als die Säure selbst ist. 

GPx-SeOH + R-NH2 → GPx-Se-NH-R + H2O 

Die Se-N Bindung kann wiederum leicht von GSH gespalten werden. 

GPx-Se-NH-R + GSH → GPx-Se-SG + R-NH2 

Ein weiteres GSH-Molekül greift dann die Selenylsulfidbindung an, um das Enzym 

vollständig zu regenerieren. 

GPx-Se-SG + GSH → GPx-Se- + H+ + GSSG 

Die Cys-haltigen GPxs enthalten neben dem peroxidativem Cys im aktiven Zentrum (CP) 

noch ein zweites, konserviertes Cys, welches das oxidierte CP reduziert, indem es eine 

intramolekulare Disulfidbrücke ausbildet (Maiorino et al., 2007; Toppo et al., 2008; Tosatto et 

al., 2008). Dieses Cys ist das schon erwähnte „resolving cysteine“ oder CR. Gelöst wird die 

Disulfidbrücke durch die Reaktion mit einem Redoxin, meistens einem Thioredoxin (Trx). 

Interessanterweise zeigten Hofmann und Kollegen, dass die CysGPx von Drosophila 

melanogaster eine ähnlich effiziente Reaktion wie die GPx4 katalysiert (Hofmann et al., 

2002). Man hatte angenommen, dass die Sec-katalysierte Reaktion viel effektiver ist als eine 

Cys-katalysierte Reaktion, da Selenolat sowohl nukleophiler als Thiolat ist als auch unter 

physiologischen pH Werten, dank des niedrigeren pKa-Wertes des Selenols, im Vergleich zu 

Thiol deprotoniert als Selenolat vorliegt (Arner, 2010; Hondal and Ruggles, 2011; Ursini and 

Bindoli, 1987). Diese Annahme wurde unterstützt von der Beobachtung, dass rekombinante 

Mutanten von Sec-GPxs, in denen das Sec zu Cys ersetzt wurde, einen starken Abfall der 

Reaktivität mit Hydroperoxiden zeigten (Kim et al., 1997; Maiorino et al., 1995; Rocher et al., 

1992). Bei der Cys-Mutante der GPx4 handelte es sich beispielsweise um einen 

Aktivitätsabfall um das Tausendfache (Maiorino et al., 1995; Ursini et al., 1995). 

Toppo und Kollegen nahmen also an, dass intramolekulare Wechselwirkungen mit dem 

katalytischen Zentrum für die hohe Reaktionsgeschwindigkeit verantwortlich sind (Toppo et 

al., 2009). Alle GPxs in Säugern teilen gemeinsame, konservierte Motive, die mit dem 

katalytischen Zentrum, das aus Sec, Trp, Gln und Arg besteht, auch katalytische Tetrade 

genannt, interagieren (Tosatto et al., 2008). Die gleiche Gruppe zeigte anhand eines Cys47-

Schweinehomologs der GPx4, dass das Ersetzen des Trp136 und des Gln81 mit dem 

funktionell ähnlichen His zu einem Abfall der Geschwindigkeitskonstante κ+1 und damit der 

Reaktionsgeschwindigkeit führte (Maiorino et al., 1995). Andere Berichte, in denen die 
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beiden Aminosäuren mutiert wurden, wiederlegen hingegen diese Beobachtung und deuten 

zumindest daraufhin, dass noch andere Faktoren bei der Effizienz der katalytischen Aktivität 

eine Rolle spielen müssen (Jung et al., 2002; Koh et al., 2007). So fand man, dass das 

Asn136 ebenfalls zu einer hochkonservierten Peptidkette innerhalb des GPx Moleküls 

gehört, und deren Ersatz durch His oder Ala ebenfalls die κ+1 beeinträchtigt (Tosatto et al., 

2008).  

GPx1 und die anderen homotetrameren GPxs reduzieren bevorzugt lösliche 

Hydroperoxide und Lipidhydroperoxide, während GPx4 unter anderem komplexe 

Lipidhydroperoxide inklusive Phospholipidhydroperoxide zu reduzieren vermag (Ursini et al., 

1995; Ursini et al., 1982). Diese Unterschiede in der Spezifität für oxidierte Substrate kann 

allerdings nicht an einer unterschiedlichen Struktur der Bindungstasche für Substrate und 

des katalytischen Zentrums liegen, da diese wie oben erwähnt in allen GPxs in Form der 

katalytischen Tetrade konserviert sind (Tosatto et al., 2008). Allerdings scheint die 

Molekülstruktur eine Rolle zu spielen (Toppo et al., 2009). In der GPx1 wird das reaktive Sec 

von vier Argininen und einem Lysin umgeben, die für die Bindung von GSH vermutet werden 

(Epp et al., 1983). Diese fünf Aminosäurereste gingen nach und nach in den anderen GPx 

Untergruppen verloren, was mit einer geringeren Spezifität für GSH einhergeht, wohingegen 

GPx4 keine dieser Aminosäuren an den entsprechenden Stellen besitzt (Flohe et al., 2011). 

Stattdessen wird vermutet, dass zwei Lysine (Lys48 und Lys125) in der GPx4 diese Aufgabe 

übernehmen und dafür verantwortlich sind, dass von der GPx4 Proteinthiole als Reduktans 

akzeptiert werden (Mauri et al., 2003; Roveri et al., 2001; Ursini et al., 1999). Gegenüber den 

tetrameren GPxs ist die hydrophobe Substratbindungstasche der GPx4 als Monomer besser 

zugänglich für größere Reaktionspartner, wodurch die breite Substratspezifität auch für das 

Oxidans erklärt werden könnte (Toppo et al., 2009). In beiden Molekülen gibt es einen positiv 

geladenen Bereich in der Nähe des katalytischen Secs, der zumindest teilweise an der 

Reaktivität des Sec und der Substratbindung beteiligt ist. Zusätzlich kommt in GPx4 noch ein 

weiterer positiv geladener Bereich vor, der bei der Bindung von Phospholipiden beteiligt sein 

könnte (Toppo et al., 2009). 
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1.3.1 Proteinthiolperoxidase-Funktion 

 

Die GPx4 besitzt, wie schon erwähnt, im Gegensatz zu anderen bisher bekannten Enzymen 

der GPx-Familie eine breite Substratspezifität und akzeptiert nicht nur GSH sondern auch 

Thiole von Proteinen als Reduktans. Dabei konnte eine Proteinthiolperoxidase-Funktion 

beschrieben werden (Godeas et al., 1996; Maiorino et al., 2005b; Roveri et al., 1994), die 

zumindest in Spermien nachgewiesen wurde (Schneider et al., 2009). Zum einen oxidiert die 

nukleäre Form der GPx4 Proteinthiole von Protaminen im Chromatin von Spermien während 

der Keimzellreifung und trägt damit zur Chromatinstabilität bei reifenden Spermien bei 

(Conrad et al., 2005). Des Weiteren stellt die mitochondriale Form von GPx4 einen 

essenziellen Bestandteil der mitochondrialen Kapsel im Spermienmittelstück dar (Ursini et 

al., 1999), indem sie sich über Selenylsulfidbindungen und Disulfidbindungen mit 

Thiolgruppen anderer Proteine, wie zum Beispiel dem „sperm mitochondria-associated Cys-

rich protein“ (Maiorino et al., 2005b) oder sogar mit sich selber quervernetzt und damit 

enzymatisch inaktiviert wird (Schneider et al., 2009; Ursini et al., 1999). 

Abbildung 2 veranschaulicht den katalytischen Zyklus der GPx4. 

 

 

Abb. 2 Katalytischer Zyklus der GPx4. (A) Die GPx4 reduziert Hydroperoxide und wird mithilfe von zwei 

Molekülen GSH regeneriert. (B) Dank der Proteinthiolperoxidase-Funktion akzeptiert die GPx4 als reduzierendes 
Substrat Thiolgruppen anderer Proteine und möglicherweise sogar ihre eigenen Thiolgruppen. (Mit freundlicher 
Genehmigung von Dr. Marcus Conrad, Helmholtz Zentrum, München) 
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1.4 Zelluläre Funktionen der GPx4 

 

1.4.1 Allgemein 

 

Dank ihrer geringen Substratspezifität ist die GPx4 in der Lage, neben Hydroperoxiden und 

Lipidhydroperoxiden auch Phospholipidhydroperoxide in biologischen Membranen zu 

reduzieren (Ursini et al., 1982). Phospholipidhydroperoxide sind u. a. ein Merkmal für viele 

neurodegenerative Erkrankungen. Interessanterweise konnte eine reduzierte GPx4-Aktivität 

in Mausmodellen für die Alzheimer-Erkrankung nachgewiesen werden (Yoo et al., 2010). 

Zudem schützt die GPx4 Zellen vor verschiedenen apoptotischen Signalen. So sind Zellen, 

die die GPx4 ektopisch überexprimieren, resistenter gegenüber Hydroperoxid-induzierten 

Schädigungen und anderen Stress-induzierenden Substanzen (reviewed in (Conrad et al., 

2007). 

Eine wichtige Rolle spielt die GPx4 im Arachidonsäuremetabolismus: Banning und 

Kollegen stellten zum Beispiel fest, dass die GPx4 Hydroperoxid-Ester zu reduzieren 

vermag, die durch eine 15-Lipoxygenase-Aktivität entstanden waren (Banning et al., 2004). 

Dementsprechend hatte der Knockdown der GPx4 einen gesteigerten Arachidonsäure-

Metabolismus zur Folge, gemessen an erhöhten Aktivitäten der 12-Lipoxygenase und 

Cyclooxygenase-1 (Chen et al., 2003; Chen et al., 2000). Unser Labor konnte weiterhin 

zeigen, dass in GPx4 Knockout Zellen sowohl die Aktivität der 12/15-Lipoxygenase als auch 

die Lipidperoxidation stark erhöht war, was letztlich zum verstärkten Zelltod führte (Seiler et 

al., 2008). Daraus lässt sich schließen, dass GPx4 eine entscheidende regulatorische Rolle 

im Arachidonsäuremetabolismus zukommt. 

 

 

1.4.2 Zytosolische Form der GPx4 - cGPx4 

 

Experimente mit GPx4 überexprimerenden RBL-2H3-Zellen belegten, dass die GPx4 vor 

oxidativem Stress und dem damit verbundenen Zelltod schützt (Arai et al., 1999; Liang et al., 

2009), indem sie die Leukotrien-Bildung (Imai et al., 1998) und Prostaglandin D2 Produktion 

vermindert (Sakamoto et al., 2000). Zusätzlich verhindert sie die NFκB-Aktivierung, die durch 

oxidiertes LDL induzierte Proliferation und durch Linolsäure-induzierte Apoptose (Brigelius-
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Flohe et al., 2000). Auch in Burkitt-Lymphom Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die 

GPx4 den durch oxidativen Stress ausgelösten Zelltod verhindert (Brielmeier et al., 2001). 

 

 

1.4.3 Mitochondriale Form der GPx4 - mGPx4 

 

Durch Experimente mit einer verstärkten ektopischen Expression der mGPx4 wurde 

angenommen, dass die mGPx4 eine wichtige antiapoptotische Funktion besitzt. So sind 

beispielsweise mGPx4 überexprimierende RBL2H3-Zellen resistenter gegenüber Apoptose, 

die durch 2-Deoxyglucose, Etoposide, Staurosporine, UV-Strahlung, Cyclohexamide und 

Actinomycin D ausgelöst wird (Nomura et al., 1999). Besonders konnte dies auch gegenüber 

Inhibitoren der Atmungskette, wie Rotenon und KCN, gezeigt werden (Arai et al., 1999). 

Zusätzlich schützt die mGPx4 vor Apoptose, die durch Hyperglykämie (Imai et al., 2003) und 

Geranylgeraniksäure hervorgerufen wird (Shidoji et al., 2006). Experimente mit 

Brustkrebszelllinien konnten weiterhin zeigen, dass die mGPx4 das Ausmaß der durch 

Photosensitizer und Cholesterolhydroperoxiden induzierten Apoptose reduziert (Hurst et al., 

2001; Wang et al., 2001). 

Anhand von mGPx4 spezifischen Knockout Mäusen konnte unser Labor jedoch 

beweisen, dass die mGPx4 vermutlich keine regulierende Funktion im Hinblick auf die 

Apoptose oder Proliferation in somatischen Zellen erfüllt (Schneider et al., 2009). In den 

Geweben von Testis, Gehirn, Herz, Niere, Leber, Milz und Nebenhoden wurden keine 

Unterschiede hinsichtlich mitotischer oder apoptotischer Raten zwischen den Wildtyp und 

Knockout Mäusen festgestellt. Auch die Sensitivität von mGPx4 Knockout  MEFs (murine 

embryonale Fibroblasten) gegenüber Oxidantien oder genotoxischen Stoffen war identisch 

mit Wildtyp Zellen. So scheint sich die Funktion von mGPx4 auf die Stabilisation der 

mitochondrialen Kapsel in den Spermienmittelstücken durch Proteinthioloxidation zu 

beschränken (Maiorino et al., 2005b; Schneider et al., 2009; Ursini et al., 1999). Dort ist sie 

katalytisch inaktiv und liegt über Selenylsulfid- oder Disulfidbrücken quervernetzt mit anderen 

Kapselproteinen vor. Es wird angenommen, dass diese Inaktivierung und letztlich 

Strukturfunktion durch die physiologisch induzierte GSH-Depletion während der 

Keimzellreifung zustande kommt (Shalgi et al., 1989), was wiederum die 

Proteinthiolperoxidase-Funktion der GPx4 begünstigt (Liang et al., 2009). 
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1.4.4 Nukleäre Form- nGPx4 

 

Die nukleäre Form wird ausschließlich in Spermienköpfen von Spermatiden und in geringen 

Mengen in der Schwanzregion exprimiert (Conrad et al., 2005). In Spermienkernen trägt sie 

zur Chromatinstabilität bei, indem sie durch ihre Thiolperoxidase-Funktion intra- und 

intermolekulare Disulfidbindungen in Protamine einführt. Durch diese Disulfidbrücken werden 

die Protamine stark vernetzt, was das Chromatin widerstandsfähiger gegen mechanischen 

und chemischen Stress macht (Shalgi et al., 1989). Die Ausbildung von Disulfidbrücken im 

Spermienkern geschieht hauptsächlich zwischen Corpus und Cauda im Nebenhoden. 

 

 

1.5 Physiologische Funktionen der GPx4 

 

1.5.1 Allgemein 

 

Mehrere Studien mit transgenen Mäusen zeigten unter anderem, dass Mäuse durch die 

Überexpression der GPx4 besser vor oxidativem Stress geschützt sind (Ran et al., 2004), 

was mit der Funktion der GPx4 als einen wichtigen Regulator des Redoxgleichgewichts 

übereinstimmt (Conrad, 2009; Conrad et al., 2007). 

Oxidativer Stress und Lipidperoxide werden unter anderem für endotheliale 

Dysfunktionen verantwortlich gemacht, die wiederum eine entscheidende Rolle bei 

kardiovaskulären Erkrankungen spielen. Die verstärkte GPx4 Expression in glatten 

Muskelzellen vermindert beispielsweise deren Proliferation, die durch oxidierte LDLs 

induziert wird (Brigelius-Flohe et al., 2000). Übereinstimmend damit verhindert die 

Überexpression der GPx4 in Apolipoprotein-E Knockout Mäusen die Bildung von 

Arteriosklerose durch eine verringerte Lipidperoxidaton (Guo et al., 2008). Endothel-

spezifische konditionale Knockout Mäuse entwickelten überaschenderweise zunächst keinen 

Phänotyp (Wortmann et al., 2013). Kultivierte Aortenisolate aus diesen Mäusen zeigten 

allerdings eine verminderte Anzahl an Gefäßverzweigungen sowie eine reduzierte Länge der 

Gefäße, was allerdings durch Trolox-Zugabe - einem wasserlöslichen Vitamin-E Derivat- in 

das Zellkultur-Medium verhindert werden konnte. Als die Knockout Mäuse jedoch auf eine 

Vitamin-E Mangeldiät gesetzt wurden, starben sie innerhalb von drei Wochen und 
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entwickelten Paralysen durch Thrombenbildung und Einblutungen in verschiedenen 

Organen, wie dem Rückenmark, Myokard oder der Niere. Bei diesen Mäusen konnte auch 

eine Erhöhung der Lipidperoxidation in Form von erhöhten Plasma-

Malondialdehydkonzentrationen festgestellt werden sowie ein Ablösen und Absterben der 

Endothelzellen von der Basalmembran der Gefäße. Diese Beobachtung spricht für eine 

entscheidende Rolle von GPx4 und Vitamin E in der Aufrechterhaltung der endothelialen 

Funktion. 

Auch die Haut wird durch oxidativen Stress beeinflusst. Eine wichtige Rolle spielen 

daher antioxidative Enzyme und besonders Selenoproteine, wie der gezielte Knockout aller 

Selenoproteine in der Haut gezeigt hat: die  Mäuse waren unterentwickelt in Bezug auf ihre 

Größe, zeigten Anomalitäten der Haut, Haarverlust und vorzeitigen Tod (Sengupta et al., 

2010). Zusätzlich akkumulierten reaktive Sauerstoffspezies und Lipidperoxide. Die GPx4 und 

die Txnrd1 sind die am stärksten exprimierten Selenoproteine in der Haut. Allerdings zeigte 

sich bei dem Knockout des Txnrd1-Gens in der Haut kein Phänotyp, wohingegen der GPx4 

Knockout bei Mäusen zwei Wochen nach der Geburt Anomalitäten in der Haut ergab 

(Sengupta et al., 2013). Die Haut war zwar zum Zeitpunkt der Geburt noch normal, doch 

schon nach einer Woche zeigten die Knockout Mäuse im Gegensatz zur Kontrollgruppe noch 

keinen Haarwuchs. Auch in den folgenden Wochen war das Haarwachstum stark 

eingeschränkt, wobei sich Bereiche von Alopezie zeigten. Histologische Analysen ergaben 

falsch orientierte Haarfollikel mit einer Hyperplasie der äußeren Wurzelhülle und einem 

anormal geformten Haarbulbus. Darüber hinaus war die Epidermis hyperplastisch. Vier 

Wochen nach Geburt waren die histologischen Veränderungen jedoch nicht mehr 

feststellbar, nur das Fell war noch nicht vollständig entwickelt. Immunhistochemische 

Analysen ergaben, dass der Verlust von GPx4 mit veränderter Keratinozyten-Proliferation, -

Differenzierung und Infiltration von Entzündungszellen einherging, die ebenfalls mit 

steigendem Alter reversibel waren. Als mögliche Kompensation des GPx4-Verlusts fand man 

die Expression von TR1 und GPx1 in Keratinozyten-Kulturen hochreguliert. Zudem konnten 

erhöhte Level an COX-2, Prostaglandin E2 und Lipidperoxiden festgestellt werden. COX-2, 

welches eine wichtige Funktion bei Entzündungsgeschehen innehat, wird negativ von GPx4 

reguliert (Huang et al., 1999; Imai and Nakagawa, 2003). Durch die Gabe des COX-Inhibitors 

Celecoxib an schwangere Mäuse konnte deshalb der Phänotyp innerhalb von 17 Tagen 

deutlich verbessert werden (Sengupta et al., 2013). 

Der neuronenspezifische, induzierbare Knockout von GPx4-transgenen Mäusen führte 

zur Ataxie, Hyperexzitabiltiät und epileptischen Anfällen (Seiler et al., 2008; Wirth et al., 

2010). Histologisch fand man vermehrt pyknotische Zellen und eine erhöhte Anzahl an 
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apoptotischen Zellen in der CA3 Region des Hippocampus, sowie wie einen Verlust von 

NeuN positiven Zellen sowie Parvalbumin-positiven Interneuronen. 

 

 

1.5.2 Zytosolische Form - cGPx4 

 

Die zytosolische Form der GPx4 ist von allen drei Formen der GPx4 diejenige, die für die 

embryonale Entwicklung essenziell ist und deren Verlust somit verantwortlich für die 

embryonale Letalität der GPx4 Knockout Mäuse ist (Conrad et al., 2005; Liang et al., 2009; 

Schneider et al., 2009). Trotz der irreführenden Bezeichnung und der Abwesenheit eines 

mitochondrialen Zielsignalpeptids konnten Liang und Kollegen zeigen, dass die cGPx4 in 

Mitochondrien vorkommt und damit für die mitochondriale Funktion von GPx4 in somatischen 

Geweben verantwortlich ist (Liang et al., 2009). Schon vorherige Studien hatten angedeutet, 

dass die GPx4 eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der mitochondrialen Apoptose und dem 

Schutz vor oxidativem Schaden spielt (Ran et al., 2004). Sie wird ubiquitär in allen Zellen 

und Geweben exprimiert –inklusive embryonalem Gewebe (Schneider et al., 2006) - mit 

einer stärkeren Expression in Hirn Niere, Herz und Leber (Pushpa-Rekha et al., 1995). Liu 

und Kollegen zeigten in Tumortransplantationsexperimenten, dass eine Überexpression der 

cGPx4 in Prankreastumorzelllinien zu einer Wachstumshemmung der Zellen führt (Liu et al., 

2006). Aufgrund des frühen embryonalen Todes, den ein gezielter Knockout der 

zytosolischen Form zur Folge hat, konnten die Funktionen der cGPx4 in vivo noch nicht 

genauer analysiert werden. Da die mitochondriale und die nukleäre Form hauptsächlich im 

Hoden vorkommen, kann aber daraus geschlussfolgert werden, dass es sich bei den oben 

erwähnten Phänotypen nach GPx4 Knockout um den Funktionsverlust der cGPx4 handelt. 

 

 

1.5.3 Mitochondriale Form - mGPx4 

 

Frühere Daten aus unserem Labor zeigten, dass die mGPx4 die vorherrschende Form der 

GPx4 im Hoden ist und ihr dort eine entscheidende Funktion für die Fertilität zukommt. 

(Schneider et al., 2009). Durch Knockout-Studien stellte sich heraus, dass die gezielte 

Deletion der mGPx4 keinen Einfluss auf die Embryonalentwicklung hat, da die Knockout 
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Mäuse voll lebensfähig waren und keine offensichtlichen Unterschiede zu den 

Wildtypwurfgeschwistern aufwiesen. Jedoch waren die männlichen mGPx4 Knockout Mäuse 

infertil, während die weiblichen Knockout Mäuse normale Würfe gebaren. Bei histologischen 

Untersuchungen konnten bis auf das testikuläre Gewebe keine Unterschiede in der GPx4 

Protein-Menge zwischen Wildtyp und Knockout Mäusen festgestellt werden. Allerdings 

wurde im Hoden eine verminderte Menge an GPx4-Protein nachgewiesen, das 

hauptsächlich auf das Mittelstück der Spermatozoen beschränkt war. Zwar waren keine 

signifikanten Unterschiede in der Spermienkonzentration feststellbar, allerdings waren die 

Spermien der mGPx4-/- Mäuse sowohl in der Motilität als auch Progression stark 

eingeschränkt. Ultrastrukturelle Analysen der Spermien von Knockout Mäusen zeigten 

diverse Anomalitäten, wie abgeknickte Spermien mit Köpfen, die vom Mittelstück abgelöst 

waren. Die Mitochondrien im Mittelstück waren losgelöst, geschwollen und anormal 

angeordnet. Darüber hinaus konnte ein erhöhter Anteil an freien Proteinthiolen detektiert 

werden, was die Annahme unterstützt, dass die GPx4 die mitochondriale Kapsel durch 

Proteinthioloxidation stabilisiert (Maiorino et al., 2005b; Ursini et al., 1999). Die 

Beobachtungen stimmen überein mit dem Phänotyp der Spermien von Tieren unter 

Selenmangel, was darauf hindeutet, dass die mGPx4 das entscheidende Selenoprotein für 

die Fruchtbarkeit von männlichen Säugern darstellt (Wallace E., 1983; Wu et al., 1973). 

Interessanterweise konnte mithilfe von intrazytoplasmatischer Spermienkerninjektion mit 

mGPx4 Knockout Spermien voll lebensfähige Mäuse generiert werden, wodurch die 

Unfruchtbarkeit umgangen werden konnte (Schneider et al., 2009). 

Ueta und Kollegen fanden anhand von Photorezeptorzell-spezifischen, induzierbaren 

Knockout Mäusen heraus, dass die mitochondrial lokalisierte Form der GPx4 die 

vorherrschende Form der GPx4 in der Retina  und essenziell für die Netzhaut ist (Ueta et al., 

2012). Schon vorher war bekannt, dass die GPx4 die Retina vor oxidativen Schädigungen 

schützt, die für die Retinadegeneration mitverantwortlich sind (Lu et al., 2009). Zwar ist die 

GPx4 nicht entscheidend für die Entwicklung und Differenzierung von Photorezeptorzellen, 

doch konnte bei den Knockout-Mäusen 12 Tage nach Geburt eine Retinadegeneration 

festgestellt werden (Ueta et al., 2012). Diese Degeneration ging mit einer deutlichen 

Erhöhung von Lipidperoxiden in den inneren Segmenten der Photorezeptorzellen einher. 

Dort sind die Mitochondrien lokalisiert und es wurde die Expression der GPx4 nachgewiesen. 

Tatsächlich zeigte sich bei den Knockout Mäusen ein verkleinerter Bereich an Mitochondrien 

sowie eine verminderte Funktion und Struktur von Zilien der Photorezeptorzellen. 

Interessanterweise konnte die Degeneration der Photorezeptorzellen mit einem durch AIF 

(Apoptose-induzierender Faktor)-induzierten Zelltod in Verbindung gebracht werden (Ueta et 
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al., 2012), was früher schon von unserem Labor anhand der induzierbaren GPx4 Knockout 

Fibroblasten festgestellt werden konnte (Seiler et al., 2008).  

 

 

1.5.4 Nukleäre Form - nGPx4 

 

Die nukleäre Form der GPx4 wird ausschließlich im Hoden exprimiert (Pfeifer et al., 2001). 

Sie unterscheidet sich von der mitochondrialen und cytosolischen Form durch einen 

verlängerten N-Terminus, der durch ein alternatives Exon (Ea) kodiert wird (Maiorino et al., 

2003; Moreno et al., 2003), und welches sich durch ein nukleäres Importsignal sowie 

Clustern, die reich an Lysin- und Arginin-Resten sind, auszeichnet (Pfeifer et al., 2001). 

Diese Cluster werden auch bei Protaminen vorgefunden, die während der Spermatogenese 

die Mehrzahl an Histonen in den späten Spermienreifungsstadien ersetzen. Dadurch, dass 

die Protamine sehr basisch sind, wird die DNS reorganisiert und zu dichtem Chromatin 

kondensiert. Ein vollständiges Verpacken der DNS wird über die Ausbildung von 

Proteindisulfiden gewährleistet, was zu einer erhöhten Stabilität des Genoms gegenüber 

mechanischen und chemischen Reizen führt (Barone et al., 1994). Die strukturelle 

Ähnlichkeit des N-Terminus der nGPx4 zu Protaminen lässt auch auf die Funktion der 

nGPx4 schließen. Allerdings konnte unser Labor zeigen, dass die nGPx4 nicht notwendig für 

die Fertilität ist (Conrad et al., 2005). Auch für die histologische und strukturelle Integrität der 

Spermien spielt die nGPx4 keine Rolle. Jedoch trägt sie zur Stabilität und Resistenz von 

reifenden Zellen der Spermatogenese bei der Passage durch den Nebenhodenkopf 

gegenüber chemischen und physikalischen Belastungen bei. Eine strukturelle Instabilität bei 

Knockout Mäusen war allerdings nur im Caput offensichtlich. Daraus kann man schließen, 

dass der Verlust der nGPx4-Funktion zumindest bis zum Nebenhodenschwanz von anderen 

Enzymen kompensiert wird.  

Da auch die GPx5 hauptsächlich im Nebenhoden lokalisiert ist, wurde das eventuelle 

Zusammenspiel der beiden Enzyme bei einem Doppelknockout beider Gene untersucht 

(Noblanc et al., 2012). Überraschenderweise waren die Mäuse fruchtbar und zeigten keine 

Unterschiede in der Histologie oder Zytologie von testikulärem und epididymalem Gewebe. 

Einzig ein Defekt in der Chromatinentpackung konnte festgestellt werden. Somit erfuhren die 

Spermienkerne der Doppelknockout Mäuse keine optimale Chromatinkondensation, was 

allerdings keine Auswirkung auf die Fruchtbarkeit hatte. 
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1.6 Transgene Mausmodelle 

 

Transgene Mausmodelle stellen eine wichtige Methode dar, mit deren Hilfe einzelne Proteine 

inaktiviert werden und deren Funktion somit in vivo analysiert werden kann. Zusätzlich geben 

Untersuchungen von transgenen Mäusen gewonnenen Zellkulturen weitere Aufschlüsse 

über die spezifischen Funktionen der Proteine. 

 

 

1.6.1 Thioredoxin-Reduktase Knockout-Modelle 

 

Txnrd1 Knockout Embryonen sterben zwischen E8,5 und E10,5 aufgrund einer Wachstums- 

und Entwicklungsretardierung (mit Ausnahme des Herzens), die auf eine allgemeine 

Reduktion der Zellproliferation zurückzuführen ist (Conrad et al., 2004; Jakupoglu et al., 

2005). Daher konnten auch keine Fibroblastenkulturen aus diesen Embryonen direkt 

gewonnen werden. 

Txnrd2 Knockout Embryonen sterben etwas später zwischen E13,5 und E15,5 (Conrad 

et al., 2004). Die zugrundeliegenden Mechanismen sind eine verminderte Proliferation von 

kardialen Zellen und eine erhöhte Apoptoserate der fötalen Blutzellen in der Leber, die eine 

schwere Anämie und partielle Wachstumsretardierung auslösen. Im Gegensatz zu Txnrd1 

Knockout Embryonen konnten zwar MEFs kultiviert werden, allerdings war deren 

Proliferation und Überleben eingeschränkt. Die spezifische Deletion des Txnrd2 Gens in 

kardialem Gewebe führte zu dilatativer Kardiomyopathie und zum Tod der Knockout Mäuse 

wenige Stunden nach der Geburt. Im Gegensatz dazu hatte die Ausschaltung des Txnrd1-

Gens in kardialen Zellen keine offensichtliche Auswirkung auf das Überleben der Knockout 

Mäuse.  

Untersuchungen von Knockouts im Nervensystem von Mäusen deuten auf eine wichtige 

Rolle der Txnrd1 in der Entwicklung des Kleinhirns hin (Soerensen et al., 2008). Mäuse mit 

einer Hirn-spezifischen Deletion der Txnrd1 zeigten eine starke Ataxie und Tremor. 

Histopathologisch konnte eine progressive, zerebelläre Hypoplasie mit ektopischen Purkinje-

Zellen festgestellt werden, was auf eine wichtige Funktion der Txnrd1 in der Entwicklung der 

Bergmann Glia hindeutet.  
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1.6.2 GPx4 Knockout-Modelle 

 

Die vollständige Deletion des GPx4 Gens führt zu einem frühen embryonalen Tod am Tag 

E7,5 (Imai and Nakagawa, 2003; Yant et al., 2003), dessen Phänotyp dem von Mäusen 

ähnelt, bei denen das γ-GCS (γ-Glutamyl-Cystein-Synthetase ) Gen inaktiviert wurde (Shi et 

al., 2000). Aufgrund der frühembryonalen Letalität wurden frühere Untersuchungen an 

hemizygoten GPx4 Knockout Mäusen durchgeführt. Diese zeigen beispielsweise eine 

verminderte GPx4 Aktivität in verschiedenen Geweben (Garry et al., 2008; Yant et al., 2003). 

So wurde festgestellt, dass Lungenfibroblasten mit nur einem GPx4 Allel empfindlicher 

gegenüber Wasserstoffperoxid, Cadmiumchlorid und Kumenhydroperoxid reagieren. 

Allerdings waren sie auch resistenter gegenüber Phosphatidylcholinhydroperoxid im 

Vergleich zu Wildtypzellen. Hemizygote Mäuse waren empfindlicher gegenüber γ-Strahlung, 

lebten trotz allem im Vergleich zu homozygoten Mäusen länger, da tödliche Lymphome 

später auftraten und der Schweregrad von Glomerulonephritiden reduziert war (Ran et al., 

2007). Zellkulturen, die aus hemizygoten Mäusen etabliert wurden, zeigten sich sensitiver 

gegenüber tBOOH (tert-Butylhydroperoxid) und der Kultivierung unter 20% Sauerstoff. 

Im Gegensatz dazu wurden auch Mausmodelle etabliert, bei denen die GPx4 entweder 

gewebsspezifisch oder systemisch verstärkt exprimiert wurde. Dabei zeigte sich, dass eine 

transgene Expression der zytosolischen Form der GPx4 ausreicht, um das Überleben von 

GPx4-/- Mäusen zu gewährleisten (Liang et al., 2009). Ran und Kollegen konnten weiterhin 

zeigen, dass Mäuse, die humane GPx4 transgen exprimierten, resistenter gegenüber Diquat-

induziertem Leberschaden sind (Ran et al., 2004). Neuronen dieser Mäuse zeigten ebenso 

eine erhöhte Stressresistenz gegenüber Wasserstoffperoxid, tBOOH und β-Amyloid.  

Unser Labor etablierte das erste konditionale Knockout Modell für die GPx4, damit die 

Funktion der GPx4 in adulten Geweben sowie in induzierbaren Knockout Kulturen strukturiert 

studiert werden kann (Seiler et al., 2008). Dazu wurden die letzten 3 Exons des GPx4 Gens 

von flox-P Stellen flankiert, welche als Erkennungsstelle für die Cre-Rekombinase dienen. 

Da das letzte Exon das SECIS-Element kodiert und dies essenziell für die ko-translationale 

Inkorporation von Sec in die Polypeptidkette ist, kann durch die Deletion der letzten drei 

Exons kein funktionelles Protein mehr gebildet werden. Die ubiquitäre, Cre-vermittelte 

Deletion der GPx4 sowie die Verpaarung der daraus resultierenden GPx4+/- Mäusen ergab 

den gleichen embryonal letalen Phänotyp, wie er bei konstitutiven GPx4 Knockout Mäusen 

beobachtet wurde (Yant el al. 2003,  Imai et al 2003). 
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Darüber hinaus spielt die GPx4 eine wichtige Rolle im Gehirn, was schon daraus abgeleitet 

werden kann, dass sie relativ stark im Hirngewebe exprimiert ist, und die Expression selbst 

unter Selen-Mangel aufrechterhalten wird (Schomburg and Schweizer, 2009). 

Dementsprechend sind kortikale Neuronen, die die GPx4 überexprimieren, resistenter 

gegenüber oxidativem Stress, der beispielsweise durch Wasserstoffperoxid oder tBOOH 

ausgelöst wird, oder auch durch β-Amyloid. In Analogie dazu zeigen neuronenspezifische 

GPx4-/- Mäuse nach der Geburt neurologische Defizite wie zum Beispiel eine Ataxie, 

Hyperexzitabilität und epileptische Anfälle (Conrad, 2009; Seiler et al., 2008; Wirth et al., 

2010). Kortikale Neuronen dieser Mäuse konnten ausschließlich unter Zugabe von Vitamin E 

kultiviert werden (Seiler et al., 2008). 

Die nukleäre Form von GPx4 wird, wie schon zuvor erwähnt, hauptsächlich im Hoden 

exprimiert. nGPx4-/- Mäuse wurden nach der Mendel`schen Regel in normalem Verhältnis 

geboren, woraus zu schließen ist, dass nGPx4 keine essentielle Rolle bei der pränatalen 

Entwicklung spielt (Conrad et al., 2005). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei mGPx4-/- 

Mäusen, obwohl sie voll lebensfähig sind , dass die männlichen Knockout Mäuse unfruchtbar 

sind (Schneider et al., 2009). 

Yoo et al zeigten in einem weiteren Tamoxifen-induzierbaren Knockout System, dass die 

GPx4 Level nach Tamoxifen Gaben stark reduziert war, vor allem in Leber, Lunge, Niere, 

zerebralem Cortex und Hippocampus (Yoo et al., 2012),. Die Mäuse starben innerhalb von 2 

Wochen nach der Tamoxifeninjektion. In der Leber war die Zahl der apoptotischen Zellen 

erhöht und ubiquitär war die Funktion der Mitochondrien eingeschränkt. 

 

 

1.7 Signalwege 

 

Der durch ROS ausgelöste oxidative Stress zählt zu den kausalen Faktoren für maligne 

Tumorerkankungen und viele altersbedingte, degenerative Erkrankungen, wie zum Beispiel 

kardiovaskuläre Erkrankungen, Diabetes, Alzheimer und Parkinson. Ein zentrales System, 

das das intrazelluläre Redox-Gleichgewicht reguliert, ist das GSH-abhängige System, 

welches entweder durch Disulfidaustauschreaktionen mit oxidierten Proteinen oder als 

Reduktans für die GPxs und andere GSH-abhängige Enzyme zur Aufrechterhaltung des 

intrazellulären reduzierenden Milieus beiträgt. 
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1.7.1 GPx4 kontrolliert einen Lipoxygenase-abhängigen Zelltod-Signalweg 

 

Unser Labor etablierte ein induzierbares in vitro Knockout-System für die GPx4, das aus 

Embyronen stammt bei denen das GPx Gen von zwei loxP-Stellen flankiert ist (Seiler et al., 

2008). Diese Zelllinie wurde mit MERCreMER (Cre-Rekombinase mit zwei „mutated-

estrogen receptor“ Bindedomänen) stabil transfiziert. MERCreMER befindet sich in 

Abwesenheit von Tamoxifen im Zytosol in einem Komplex gebunden mit Hsp90 (Hitze-

Schock-Protein 90). Durch die anschließende Zugabe von Tamoxifen wird der MERCreMER 

Komplex aus dem Zytosol freigesetzt. Dadurch transloziert die MERCreMER zum Zellkern, 

wo sie an den loxP-Stellen bindet und die letzten 3 Exons des GPx4 Gens ausschneidet, 

wodurch dieses inaktiviert wird (Abbildung 3). 

 

 

Abb. 3 Tamoxifen-induzierbare GPx4 Deletion. Im Zytosol befindet sich die MerCreMer-Rekombinase (blau) im 

Komplex mit Hsp90 (gelb) (MerCreMer). Durch Zugabe von Tamoxifen (bordeaux) dissoziiert Mer von Cre und 
Cre gelangt in den Zellkern, wo es die letzten 3 Exons des GPx4 Gens an den Lox-P-Seiten (rot) schneidet und 

damit das Gen deletiert. 

 

Das Ergebnis ist ein starker Abfall der GPx4 mRNS bereits 24 Stunden nach 

Tamoxifenzugabe, gefolgt von einem starken Abfall des zellulären GPx4-Proteins, was 

letztlich zum massiven Zelltod 48 bis 72 Stunden nach Tamoxifen-Behandlung führt. Nur das 

lipophile α-Tocopherol (Vitamin-E) konnte als einziges Antioxidans den Zelltod verhindern, 
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was auf die Lipidperoxidation als wesentlichen Auslöser des Zelltods nach GPx4 Knockout 

hindeutet. Tatsächlich konnte auch ein Anstieg der Lipidperoxidation nach Tamoxifengabe 

festgestellt werden, der vollständig durch Zugabe von Vitamin-E vermieden werden konnte. 

Die nachgewiesene Lipidperoxidation war ein Ergebnis der spezifischen Aktivierung der 

Lipoxygenasen (LOX) und nicht der Cyclooxygenasen. Durch die Behandlung der Knockout 

Zellen mit verschiedenen LOX- und COX-Inhibitoren stellte sich heraus, dass die 12/15-LOX 

ein entscheidendes Enzym in diesem Zelltod-Signalweg ist, welches der GPx4 

nachgeschaltet die Lipidperoxidation und damit den Zelltod verursacht. Darüber hinaus 

konnte belegt werden, dass GSH der GPx4 und 12/15-LOX vorgeschaltet ist. Ein durch BSO 

(Buthioninsulfoximin) - einem γ-GCS-Inhibitor - ausgelöster Mangel an GSH verursachte 

einen massiven Zelltod in Wildtyp Zellen, der vollständig durch Vitamin-E und den 12/15-

LOX-spezifischen Inhibitor PD146176 verhindert wurde. Zusätzlich waren 12/15-LOX-/- Zellen 

resistenter gegenüber einem GSH-Mangel. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der durch 

GPx4 Knockout initiierte Zelltod nicht über den klassischen programmierten Zelltod, die 

Apoptose, verläuft, sondern ein alternativer Signalweg beschritten wird (Seiler et al., 2008). 

Dieser geht von der Translokation des mitochondrialen Proteins AIF nach dessen 

proteolytischer Spaltung in den Zellkern aus, wo es DNS-Fragmentierung und Zelltod auslöst 

(Modjtahedi et al., 2006; Susin et al., 1999). Tatsächlich konnte in GPx4-/- Zellen die 

Translokation von AIF in den Zellkern nachgewiesen werden. Darüber hinaus verhinderte der 

Knockdown der AIF Expression den Tod dieser Zellen (Abbildung 4) (Seiler et al., 2008). 
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Abb. 4 AIF vermittelter Zelltod durch LOX-Aktivierung. GPx4 hemmt die Aktivität von Lipoxygenasen. Die 

durch LOX generierten Lipidhydroperoxide führen zur Aktivierung des AIF (Norberg et al., 2010a). Daraufhin 
transloziert AIF in den Zellkern, wo es möglicherweise über die Aktivierung der Poly (ADP ribose)-Polymerase-1 
die DNS-Fragmentierung und damit den Zelltod initiiert (Norberg et al., 2010b). 

 

 

1.7.2 Lipidperoxide kontrollieren die Signaltransduktion von 

Rezeptortyrosinkinasen 

 

Unser Labor konnte nachweisen, dass die durch 12/15-Lipoxygenase-Aktivität entstandenen 

Lipidhydroperoxide mithilfe der Oxidation und transienten Inaktivierung der Proteintyrosin-

Phosphatasen (PTPs) die Aktivität der Signalübertragung von Rezeptortyrosinkinasen 

(RTKs) kontrollieren können (Abbildung 5) (Conrad et al., 2010). 
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Abb. 5 GPx4 beeinflusst die Signaltransduktion von RTKs. Lipidhydroperoxide werden durch die 

Lipoxygenasen gebildet, die wiederum durch die GPx4 kontrolliert werden. Lipidhydroperoxide oxidieren und 
hemmen PTPs und führen somit zu einem verstärkten RTK-Signaling.  

 

Bindet ein Ligand an RTKs, wird die Signaltransduktion unter anderem durch die 

Kontrolle der PTPs moduliert werden (Alonso et al., 2004; Ostman and Bohmer, 2001; 

Tonks, 2006). Dabei dephosphorylieren PTPs spezielle Phosphotyrosinreste der aktivierten 

RTKs und beeinflussen so den weiteren Signalweg in der Zelle (Chiarugi et al., 2002; 

Klinghoffer and Kazlauskas, 1995; Kovalenko et al., 2000; Persson et al., 2004). PTPs 

wiederum werden durch eine reversible Oxidation des Cys im aktiven Zentrum durch ROS 

inaktiviert (Rhee et al., 2005; Salmeen and Barford, 2005). Superoxidanion wird durch die 

NADPH-Oxidase nach Aktivierung von Zelloberflächenrezeptoren, wie zum Beispiel RTKs, 

Integrine, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, B-Zell-und T-Zellrezeptoren gebildet (Giannoni 

et al., 2003; Kwon et al., 2005; Lee et al., 1998; Mahadev et al., 2001; Meng et al., 2002; 

Singh et al., 2005; Yang et al., 2001). Superoxidanion dismutiert zu H2O2, was wiederum das 

klassische Oxidans der PTPs im Kontext von RTK Signalwegen darstellt. Conrad und 

Kollegen hingegen lieferten erste Hinweise, dass die Produkte von 12/15-Lipoxygenase 

effektivere Inhibitoren der PTPs sind als H2O2 (Conrad et al., 2010). Dass GPx4 den 

Oxidationsstatus der PTPs indirekt reguliert, konnte in den GPx4-/- Zellen nachgewiesen 

werden, da diese eine erhöhte PTP-Oxidation und eine damit verbundene verminderte PTP-

Aktivität aufwiesen (Conrad et al., 2010). Darüber hinaus fand man in GPx4 Knockout Zellen 

eine erhöhte PDGFβ-Rezeptorphosphorylierung nach Stimulation mit dem Liganden PDGF-

BB. Sowohl Trolox, ein wasserlösliches Vitamin-E-Derivat, als auch der 12/15-Lox-Inhibitor 

AA861 konnten die Effekte der PDGF-Phosphorylierung vollständig aufheben. Außerdem 

konnte man eine verstärkte Lamellipodia-Bildung in den GPx4 Knockout-Zellen feststellen, 

was ebenso eine erhöhte Signaltransduktion nach PDGF-β-Rezeptor-Aktivierung impliziert. 

 

 

 

Lipidperoxide PTP RTK 

12/15-LOX GPx4 

Signaltransduktion 

Oxidation 
Dephosphory-
lierung 
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1.7.3 Die Hefe-GPx3 fungiert als Redox-Sensor 

 

Da die GPx4 in die Regulation von Zellsignalkaskaden eingebunden ist, wurde eine weitere 

Funktion der GPx4 als Redoxsensor diskutiert und mit der Funktion der Hefe-GPx3 Orp1 – 

das Hefe-Homolog zur GPx4 - in Verbindung gebracht. Orp ist eine Cys-haltige Peroxidase 

und bildet nicht die für Cys-haltige GPxs typische intramolekulare Disulfidbindung, sondern 

reagiert mit dem Thiolrest des Transkriptionsfaktors Yap (Delaunay et al., 2002; Fourquet et 

al., 2008) . Dieser initiiert daraufhin die Expression antioxidanter Enzyme (Abbildung 6). Über 

diesem Weg ist die GPx3 nicht nur an der Beseitigung von ROS beteiligt, sondern registriert 

diese, um daraufhin ein anderes enzymatisches System zu aktivieren, was gegen 

zusätzlichen oxidativen Stress vorgehen kann. Die Polymerisation der GPx4 während der 

Spermatogenese in der mitochondrialen Kapsel sowie die Rolle der GPx4 in der 

Spermienkernkondensation zeigen, dass die GPx4 ideale Voraussetzungen für eine solche 

Reaktion und Funktion liefern kann, zumindest wenn die GSH-Konzentrationen niedrig sind 

(Schneider et al., 2009). Ob die GPx4 eine solche Funktion auch in somatischen Zellen 

innehat, sollte deshalb im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.  
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Materialien 

 

2.1.1 Antikörper 

 

Antikörper (Herkunft)_____Firma______________________________Katalog-Nr. 

α-Actin (Kaninchen)  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,  sc-58679 

    Deutschland 

α-AIF (Ziege)   Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, sc-9416 

    Deutschland 

α-Bax (Kaninchen)  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, sc-493 

Deutschland 

α-Bcl-xS/L (Kaninchen) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, sc-634 

    Deutschland 

α-BID (Kaninchen)  Cell Signaling, New England Biolabs  #2003 

    GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland 

α-Caspase 8   Cell Signaling, New England Biolabs #4927 

(Kaninchen)   GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland 

α-FLAG (Maus)  Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  F1804 

    Deutschland 

α-GPx4- Überstand  Elisabeth Kremmer, HMGU, München,  

mGPx4 1B4 (Ratte)  Deutschland 

α-Nrf2 (Kaninchen)  abcam, Cambridge, UK   ab31163 

α-Peroxiredoxin 1   AbFrontier, BioVendor GmbH,    LF-PA0095 

(Kaninchen)   Deutschland 

α-Peroxiredoxin 2  AbFrontier, BioVendor GmbH,  LF-PA0095 

(Kaninchen)   Deutschland 
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α-Peroxiredoxin 3  AbFrontier, BioVendor GmbH,  LF-PA0007 

(Kaninchen)   Deutschland 

α-Peroxiredoxin 4  AbFrontier, BioVendor GmbH,   LF-PA0009 

(Kaninchen)   Deutschland 

α-Peroxiredoxin 5  AbFrontier, BioVendor GmbH,    LF-PA0210 

(Kaninchen)   Deutschland 

α-Peroxiredoxin 6   AbFrontier, BioVendor GmbH,    LF-PA0018 

(Maus)    Heidelberg, Deutschland 

α-RIP     Cell Signaling, New England Biolabs #3493 

(Kaninchen)   GmbH, Frankfurt am Main, Germany 

α-RIP3    Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  R4277 

(Kaninchen)   Deutschland 

α-TRAF3 (Maus)  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, sc-6933 

    Deutschland 

α-Maus   Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, sc-2031 

    Deutschland 

α-Ratte   Dianova, Hamburg, Deutschland  112-035-062 

α-Ziege Calbiochem, San Diego, Kalifornien,  401515 

USA 

α-Kaninchen   Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, sc-2030 

    Deutschland 
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Antikörper Anwendung Verdünnung 

α-Actin (Kaninchen) Immunoblot 1:5000 

α-AIF (Ziege) Immunoblot 1:500 

α-Bax (Kaninchen)  Immunoblot 1:200 

α-Bcl-xS/L (Kaninchen) Immunoblot 1:500 

α-BID (Kaninchen) Immunoblot 1:1000 

α-Caspase 8 (Kaninchen)  Immunoblot 1:1000 

α-FLAG (Maus) Immunoblot 1:1000 

α-GPx4 mGPx4 1B4  Überstand 

(Ratte) 
Immunoblot 1:5000 

α-Nrf2 (Kaninchen)  Immunoblot 1:1000 

α-Peroxiredoxin 1 (Kaninchen) Immunoblot 1:1000 

α-Peroxiredoxin 2 (Kaninchen) Immunoblot 1:1000 

 α-Peroxiredoxin 3 (Kaninchen) Immunoblot 1:2000 

α-Peroxiredoxin 4 (Kaninchen) Immunoblot 1:2000 

α-Peroxiredoxin 5 (Kaninchen) Immunoblot 1:1000 

α-Peroxiredoxin 6 (Kaninchen) Immunoblot 1:2000 

α-RIP (Kaninchen) Immunoblot 1:1000 

α-RIP3 (Kaninchen)  Immunoblot 1:1000 

α-TRAF3 (Maus) Immunoblot 1:500 

α-Maus Immunoblot 1:5000 

α-Ratte Immunoblot 1:5000 

α-Kaninchen Immunoblot 1: 5000 

α-Ziege Immunoblot 1:5000 

 

Alle Antikörper wurden in 5% BSA (Bovine serum albumin) in TBS-T (Tris-Buffered Saline 

and Tween 20) gelöst.  
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2.1.2 Chemkalien 

 

Chemikalien____________Firma_____________________________Katalog-Nr. 

 

Acrylamid    Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  3029.1 

    Deutschland 

Albumin Fraktion V  Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  0163.2 

    Deutschland 

Ammoniak 32%  Merck, Darmstadt, Deutschland  5426 210 

Ammoniumbicarbonat Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  AG141-25G 

    Deutschland 

Ammoniumpersulfat   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  A3678 

(APS)    Deutschland 

Ampuwa   Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,  7151-5 

    Deutschland 

Anti-M2-FLAG-Agarose Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  A2220-1ML 

Affinity Gel   Deutschland 

β-Mercaptoethanol (2-ME)  Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  4227.1 

    Deutschland 

Bromphenolblau  Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  #B6131-5G 

    Deutschland 

Chloroform   Merck, Darmstadt, Deutschland  1.02445.2500  

Desthiobiotin Strep-tag IBA, Göttingen, Deutschland   2-1000-025 

elution buffer 

DMSO (Dimethylsulfoxid)  Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  D2650 

    Deutschland 

DTT (Dithiothreitol)   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  D8161 

    Deutschland 

EDTA (Ehylendiamin-  ICN Biomedicals Inc.     194660 

tetraessigsäure) 
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Essigsäure   Merck, Darmstadt, Deutschland  100063 

Ethanol p.a.    Merck, Darmstadt, Deutschland  1.00983.2500 

FLAG Peptide Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  F3290-4MG 

Deutschland 

Formaldehyd 37%  Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  7398.1 

    Deutschland 

Glutaraldehyd 10%  Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  3778.1 

    Deutschland 

Glycin     Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  3908.2 

    Deutschland 

Glycerin   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  G5516 

    Deutschland 

HPLC-LiChrosolv  Merk, Darmstadt, Deutschland  1.151333. 

          1000 

Iodacetamid (IAA)  Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  I6125 

    Deutschland 

Isopropanol p.a.   Merck, Darmstadt, Deutschland  1.09634.2511 

L-Glutamin    Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  25030 

Methanol   Lager v. Helmholtz Zentrum München,    

    Deutschland 

Nonidet-P40   Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz  74385 

Protease Inhibitor Tablets  Roche Diagnostics, Mannheim,  1697498 

Cocktails   Deutschland 

Natriumchlorid  Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  3957.1 

    Deutschland 

Sodium Deoxycholat   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen  D6750 

    Deutschland 

Sodium Dodecyl Sulfate  Fluka Chemie GmbH, Buchs,  71729 

(SDS)    Schweiz 
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Natriumhydroxid  Karl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,  UN1823 

    Deutschland 

Natriumpyrophoshat   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen  S6422 

    Deutschland 

N-Ethylmaleimid   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  E1271-5G 

(NEM)    Deutschland 

RapiGest SF   Waters Coporation, Milford, USA  112511 

Surfactant 

Salzsäure (HCl)  Merk,Darmstadt, Deutschland  1.00319.1000 

Silbernitrat   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  S6506-25G 

    Deutschland 

Strep-Tactin Superflow IBA, Göttingen, Deutschland   2-1206-010 

Trichloressigsäure (TCA) Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  T6399 

    Deutschland 

TEMED (Tetramethyl- Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,  2367.3 

ethylenediamine)  Deutschland 

Tris-Base (Trishydroxy- Roth Carl GmbH & Co., Karlsruhe,   4885.3 

-methylaminomenthan) Deutschland 

Triton X-100    Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  T9284 

    Deutschland 

Trypan Blue (0.4%)   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,   T8154 

    Deutschland 

Trypsin   Promega Corporation, Madison, USA V5111 

Tween 20    Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,   P5927 

    Deutschland 

Zitronensäure   Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  C4540-100G 

    Deutschland 
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2.1.3 Zellkulurreagentien 

 

Zellkulturreagentien______Firma_____________________________Katalog-Nr. 

L-Buthionin-Sulfoximin Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen,  B2640 

(BSO)    Deutschland 

t-Butylhydroperoxid  Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen  B2633 

(tBOOH)   Deutschland 

DMEM 1x (Dulbecco's Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  41966 

Modified Eagle's medium) 

Fetal calf serum (FCS) PAA, Pasching, Österreich   A15-043 

Glutamin 100x  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  25030 

PBS (Phosphat Buffered Biochrom AG, Berlin, Deutschland  L1835 

Salinine-Dulbecco)Lösung  

ohne Ca2+, Mg2+ , 10x-Konzentrat 

Penicillin-Streptomycin  Invitrogen, Karlsruhe, Germany   15140-122 

 

 

2.1.4 Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterialien/Kits___________ Firma________________Katalog-Nr. 

BCA Protein Assay Kit   Thermo Scientific, Waltham,  23227 

      USA 

Hybond ECL Nitrocellulose Membrane GE Healthcare, Freiburg RPN303D 

      Deutschland 

Illustra MicrospinTM Columnx   GE Healthcare, Freiburg 27-3565-01 

      Deutschland 

Millex GP Filter 0.22µm   Merk, Darmstadt,   SLGP033RK 

      Deutschland 
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ECL Western Blotting Detection Reagent GE Healthcare, Freiburg RPN-2106 

AmershamTM     Deutschland 

Medical-X-Ray Screen Film RP New CEA, Hamburg,   EC84A 

      Deutschland 

 

 

2.1.5 Geräte 

 

Geräte_____________________________Firma___________________________ 

Electrophoresis Power Supply EV 202 Consort 

Eppendorf Centrifuge 5424 R  Eppendorf 

CO2 Inkubator     VWR Katalog 

Sicherheitswerkbank Safeflow 1.2  Nunc 

TE 22 Mini Tank Transfer Unit  Amersham Biosciences 

Thermomixer compact   Eppendorf 

Vortex Genie® 1    Carl Roth 

 

 

2.1.6 Zelllinien 

 

Grundlage dieser Dissertation waren genetisch manipulierte, murine embryonale 

Fibroblasten (MEF)-Zelllinien, die in unserem Labor als PFa1-Zellen bezeichnet werden. Die 

ursprünglichen Zelllinien wurden aus Embryonen (Mäusen) isoliert, bei denen die letzten drei 

Exons des GPx4-Gens mit sogenannten loxP-Stellen versehen wurden (GPx4flox/flox) (Seiler 

et al., 2008). Diese Zelllinie wurde dann nachträglich mit Tamoxifen-induzierbarer Cre-

Rekombinase stabil transfiziert (MerCreMer). Durch Zugabe von Tamoxifen in das 

Zellkulturmedium wird der zytosolische Hsp90-MerCreMer gestört, worauf die MerCreMer in 

den Kern transloziert und dort die letzten drei Exons der GPx4 deletiert (Seiler et al., 2008). 

Dies hat zur Folge, dass keine funktionelle GPx4 mehr exprimiert werden kann, weshalb die 

GPx4 Knockout Zellen zwischen 48 und 72 Stunden nach Tamoxifen-Behandlung sterben.  
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Zur Rekonstitution der GPx4 Expression wurden Wildtyp GPx4 (im weiteren Verlauf als WT 

Mutante bezeichnet) sowie einige Mutanten des katalytischen Zentrums der GPx4 

hergestellt, die durch lentivirale Transduktion in die Pfa1 Zellen eingeschleust wurden 

(Mannes et al., 2011). Bei den Mutanten handelte es sich im Wesentlichen um die Mutation 

des katalytisch aktiven Sec (U) an Stelle 46 zu Serin (S) (im weiteren Verlauf als US-Mutante 

bezeichnet), sowie eine Variante, bei der alle acht nicht-peroxidativen Cysteine zu Serin 

geändert wurden, sodass Sec im aktiven Zentrum jedoch erhalten blieb (im weiteren Verlauf 

als all cys/ser WT-Mutante bezeichnet). Als Kontrolle wurden PFa1 Zellen verwendet, in die 

ein leerer Vektor, das heisst, ein Konstrukt, welches keine exogene GPx4 enthält, 

transduziert wurde. Diese werden im weiteren Verlauf als PFa1 mock bezeichnet. 

Sämtliche Mutanten inklusive der Wildtyp GPx4 wurden N-Terminal mit einem FLAG-

Strep-Tactin-HA-Tag versehen, der die Proteinaufreinigungen (wie im Folgenden 

beschrieben) ermöglichte. 
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2.2. Methoden 

 

2.2.1. Zellkultur und verwandte Methoden 

 

Kultivierung von murinen embryonalen Fibroblasten 

 

Immortalisierte MEFs wurden bei 20% O2 und 5% CO2 in Standard DMEM auf 

Zellkulturplatten (Durchmesser 10 cm) kultiviert. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden 

sie im Verhältnis 1:10 jeden zweiten bis dritten Tag gesplittet. Zum Splitten wurden die Zellen 

mit PBS gewaschen und danach trypsinisiert. 

Standard DMEM: DMEM, 4,5 g/l Glucose, 10% FCS, 1% Glutamin, 50 U/ml Penicillin G, 50 μg/ml Streptomycin 

PBS: 8,00 g NaCl, 0,20 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 in 1 l H2O, pH 7,4  

 

 

Bestimmung der Zellzahl 

 

Nachdem die Zellen von den Zellkulturplatten mittels Trypsin abgelöst wurden, wurden sie in 

5 ml DMEM überführt. 10 µl der Zellsuspension wurden auf eine Fuchs-Rosenthal-

Zählkammer gegeben und mithilfe dieser die Zellzahl bestimmt. 

Standard DMEM: DMEM, 4,5 g/l Glucose, 10% FCS, 1% Glutamin, 50 U/ml Penicillin G, 50 μg/ml Streptomycin 

PBS: 8,00 g NaCl, 0,20 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 in 1 l H2O, pH 7,4  

 

 

Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

 

Die Zellen wurden auf den Zellkulturplatten bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Nach 

der Bestimmung der Zellzahl wurde das Volumen der Zellsuspension mit der gewünschten 

Zellzahl im Medium abzentrifugiert und das Pellet im Einfriermedium resuspendiert. Pro 
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Kryovial wurden etwa 1x106 Zellen/ml eingefroren. Zunächst wurden die Zellen über Nacht in 

Propanol-Behältern bei –80°C und danach in flüssigem Stickstoff gelagert. 

Bei Bedarf wurden die Kryovials im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und sofort in 4 ml 

Standard DMEM überführt. Nach Abzentrifugieren des Zellpeletts wurde dieses in 10 ml 

Standard DMEM resuspendiert und auf eine Zellkulturplatte mit 10 cm Durchmesser 

ausgesät. 

Einfriermedium: Standard DMEM, 10% DMSO 

Standard DMEM: DMEM, 4,5 g/l Glucose, 10% FCS, 1% Glutamin, 50 U/ml Penicillin G, 50 μg/ml Streptomycin 

 

 

2.2.2. Proteinaufreinigung 

 

Proteinextraktion aus murinen embryonalen Fibroblasten 

 

Proteinextrakte erhielt man durch das Lysieren von Zellen (in der Regel von 10 cm 

Zellkulturplatten) in LCW-Lysis-Puffer (enthält Protease Inhibitor Cocktail, Roche 

Diagnostics). Die Zellkulturplatten wurden zweimal mit PBS gewaschen, um Serumreste zu 

entfernen. Nach Zugabe von 2 ml Lysispuffer auf eine Zellkulturplatte, wurden die Zellen 

mithilfe eines Zellschabers von der Platte gelöst und in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Nach 

der Ultraschallbehandlung wurden die Zellen für weitere 30 Minuten auf Eis mit dem 

Lysispuffer inkubiert. Danach wurde der Zellschrott durch Zentrifugation bei 10.000 x g für 30 

Minuten bei 4°C entfernt. Die Proteinlysate wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C 

aufbewahrt. 

LCW Lysis Puffer: 0,5% TritonX-100, 0,5% Natriumdeoxycholat, 150 mM NaCl, 20 mM TRIS, 10 mM EDTA, 30 

mM Natriumpyrophosphat, pH 7,5 

 

 

Aufreinigung von TAPe (Tandem-Affinity-Purification-enhanced) getaggten Proteinen 

 

Die Zellen wurden von konfluenten Zellkulturplatten (10 cm Zellkulturschalen) hochgesplittet 

auf Zellkulturplatten mit 15 cm Durchmesser im Verhältnis 1:20. Für eine Reinigung wurden 

Zellen von fünf 15 cm Zellkulturplatten als Ausgangsmaterial eingesetzt. Nachdem die Zellen 
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eine Dichte von etwa 80% erreicht hatten (2 bis 3 Tage), wurden die  Zellen mit BSO in einer 

finalen Konzentration von 100 µM behandelt. 16 Stunden nach Behandlung wurden die 

Zellen zusätzlich mit tBOOH in einer finalen Konzentration von 100 µM für 30 Minuten 

behandelt, um zusätzlichen Stress auf die Zellen auszuüben. Die Kontroll-Zellen blieben 

unbehandelt. 

Die Zellen wurden zweimal in eisgekühltem PBS gewaschen und pro Reinigung (5 

Zellkulturplatten) in 2 ml Lysepuffer lysiert (enthält Protease-Inhibitor-Cocktail von Roche 

Diagnostics). Nachdem die Zelllysate für 20 Minuten auf Eis inkubiert wurden, wurde der 

Zellschrott durch Zentrifugation bei 10.000 x g für 10 Minuten bei 4°C entfernt. Der 

Überstand wurde zusätzlich mit einem 22 µm Sterilfilter von weiterem Zellschrott gereinigt, 

um zu verhindern, dass Zellpartikel die Säulen verstopfen. Anschließend wurde das Lysat 

mit 50 µl Strep-Tactin Superflow bei 4°C in einem Drehrad für 2 Stunden inkubiert. Danach 

wurden die Proben in Microspin-Säulen (GE-Healthcare) überführt und bei Raumtemperatur 

für 30 Sekunden und 2.000 x g zentrifugiert, damit sich die Beads - bestehend aus an Strep-

Tactin gebundenes Protein - auf den Säulen absetzen. Nach drei Waschschritten mit jeweils 

500 µl Waschpuffer und Zentrifugation, wie oben beschrieben, wurden die Beads in zwei 

Schritten mit jeweils 250 µl Desthiobiotin-Elutionspuffer eluiert. Die Proben wurden dafür 

jeweils 3 Minuten mit dem Elutionspuffer auf Eis inkubiert und danach, wie oben 

beschrieben, zentrifugiert (2.000 x g für 30 Sekunden bei Raumtemperatur). Das Eluat wurde 

in eine neue Microspin-Säule überführt und danach mit 25 µl Anti-FLAG-M2-Agarose bei 4°C 

für 2 Stunden im Drehrad inkubiert. Die Beads wurden einmal mit 500 µl Waschpuffer 

gewaschen und anschließend dreimal mit 500 µl TBS. Nach jedem Waschschritt wurde, wie 

oben beschrieben, zentrifugiert. Die Proteine wurden mit jeweils 200 µl FLAG-Peptide und 

zehnminütiger Inkubation auf Eis eluiert. An den Elutionsschritt schloss sich eine 

Zentrifugation bei 4.500 x g für eine Minute bei 4°C an. Die Proteineluate wurde bis zur 

weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 

Bei Einfachaufreinigungen wurden die Arbeitsschritte nach der Elution mit Desthiobiotin 

beendet. Abweichend vom Vorgehen bei einer Doppelaufreinigung wurden nur 200 µl  

Elutionspuffer verwendet. Die Proteine wurden in 2 Schritten mit jeweils 100 µl 

Elutionspuffer, jeweils zehnminütiger Inkubation auf Eis und anschließender Zentrifugation 

für eine Minute und 4.500 x g bei 4°C eluiert. Die Proben wurden bis zur weiteren 

Verwendung bei -20°C aufbewahrt. 

PBS: 8,00 g NaCl, 0,20 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 in 1 l H2O, pH 7,4  

Lysepuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,5% Nonidet-P40, 10 mM Iodacetamid (direkt vor der 

Zelllyse in Dunkelheit dazugegeben), 2% Protease-Inhibitor Cocktail, Roche Diagnostics 
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Waschpuffer: 50 mM Tris-HCl, ph 7,4, 150 mM NaCl, 0,1% Nonidet-P40 

Strep-Tactin Superflow: 50% Suspension (IBA, Göttingen, Germany) 

Desthiobiotin-Elutionspuffer: 10 x Puffer mit D-Desthiobiotin (IBA, Göttingen, Germany) in TBS 

Anti-FLAG-M2-Agarose: aus der Maus ( Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland) 

TBS: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl 

FLAG-Peptid-Elutionspuffer: FLAG Peptide (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, Deutschland) 

 

 

2.2.3. Proteinanalyse 

 

SDS-PAGE 

 

Die sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) Ist ein 

Verfahren zur Trennung von Proteinen und stellt eine Variante der Polyacrylamid-

Elektrophorese dar. SDS als anionisches Detergenz ist Bestandteil des Polyacrylamid-Gels 

und überdeckt die positive Eigenladung der Proteine, sodass die Proteine gleichmäßig 

negativ geladen sind. Bevor die Proteine auf das Gel aufgetragen werden, werden sie bei 

95°C denaturiert, sodass die Tertiär- und Sekundärstrukturen aufgelöst werden. Die 

Denaturierung der Proteine und das SDS führen zur Linearisierung der Proteine, was eine 

Auftrennung nach Peptidlänge, die sich annähernd proportional zur Molekülmasse verhält, 

erlaubt. Das Gel wird in eine Elektrophorese-Apparatur eingespannt und in Laufpuffer (TRIS-

Glycin-Puffer-System) gelegt. Die Trennung der Proteine erfolgt durch Anlage einer 

elektrischen Spannung, die die Migration der negativ geladenen Proteine durch das Gel 

ermöglicht. Benutzt wird eine diskontinuierliche SDS-PAGE: Proteine werden zunächst im 

Sammelgel konzentriert, um anschließend im Trenngel separiert zu werden. Sammel- und 

Trenngel unterscheiden sich im pH-Wert und der Porengröße, die durch die Konzentration 

an Polyacrylamid bestimmt wird. Das Sammelgel besitzt einen neutralen pH-Wert und eine 

geringere Porengröße als das Trenngel (basischer pH). 

Proteinkonzentrationen wurden mithilfe des BCA Protein Assay (Thermo Scientific) laut 

dem Herstellerprotokoll bestimmt. Proteinkonzentrationen aus den Einfach- und 

Zweifachaufreinigungen konnten nicht bestimmt werden, da sie aufgrund der sehr niedrigen 

Konzentrationen nicht messbar waren. Es wurden lediglich die gleichen Mengen an 

Proteinlysaten mit 6 x Laemmli-Puffer gemischt und für 7 Minuten bei 95 °C inkubiert. Das 
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Gel lief in Elektrophoresis Power Supply EV 202 (Consort) für 10 Minuten bei 60 Volt, 

danach bei 80 Volt, um die Proteine im Gel zu sammeln. Die Auftrennung wurde bei 100 V 

durchgeführt. 

12% Trenn-Gel: 3,3 ml H2O, 4 ml Acrylamid (29:1), 2,5 ml Tris HCl pH 8,8, 10% SDS, 100 µl APS, 4 µl TEMED  

5% Sammel-Gel: 4,1 ml H2O, 1 ml Acrylamid (29:1), 750 µl 1 M Tris HCl pH 6,8, 60 µl 10% SDS, 60 µl APS, 8 µl 

TEMED 

Laemmli-Puffer (6 x): 375 mM Tris HCl pH 6,8, 9% SDS, 50% Glycerol, 0,3% Bromphenolblau, 9% 2-ME  

Laufpuffer (10 x): 250 mM TRIS-Base, 1% SDS, 2,5 M Glycin 

 

 

Immunoblot/Western Blot 

 

Proteine wurden vom Gel auf eine Hybond-ECL Nitrozellulose Membran (GE Healthcare 

Europe GmbH) in einer mit Transferpuffer gefüllten Transferkammer (TE 22 Mini Tank 

Transer Unit, GE Healthcare Europe GmbH) bei 110 V, 450 mA für eine Stunde und 30 

Minuten übertragen. Die Membranen wurden zunächst mit 5% BSA in TBS-T für eine Stunde 

und 30 Minuten bei Raumtemperatur geblockt, bevor sie mit dem Primärantikörper für 

mindestens 12 Stunden bei 4°C inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden die 

Membranen drei Mal mit TBS-T für jeweils 5 Minuten gewaschen und danach für mindestens 

90 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Bevor die Protein-

Antikörperkomplexe mithilfe einer Detektionslösung (ECL detection system, GE Healthcare 

Europe GmbH) auf einem Röntgenfilm visualisiert wurden, wurden die Membranen dreimal 

für 5 Minuten mit TBS-T gewaschen.  

Aus Gründen des Proben- und Materialverbrauchs wurden Membranen gegebenenfalls 

zur Wiederverwendung nach einem Western Blot mit 0,5 M NaOH-Lösung bei zehnminütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur gestrippt, um die Antikörperkomplexe zu entfernen. 

Anschließend wurde zweimal mit TBS-T für 10 Minuten gewaschen und die Membranen mit 

5% BSA geblockt. Das weitere Vorgehen war wie oben beschrieben. 

Transferpuffer: 100 ml Laufpuffer 10 x (siehe SDS-PAGE), 300 ml Methanol, 700 ml H2O 

TBS-T: 25 mM TRIS, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20 

Blocking Puffer: 5% BSA in TBS-T 
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Silber-Färbung 

 

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurde das Gel sofort in 200 ml 20% Trichloressigsäure für 

mindestens 12 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurde das Gel für zwei Mal 30 

Minuten in 200 ml 40% Ethanol-, 10% Essigsäure-Lösung gegeben. Das Gel wurde 

anschließend zweimal in reichlich Wasser gewaschen und zur weiteren Fixierung für 30 

Minuten in 10% Glutaraldehyd-Lösung gegeben. Danach wurde abermals mit Wasser für 

zwei Mal 30 Minuten gewaschen. Für die Silber-Färbung wurde das Gel in Silber-Diamin-

Lösung für 30 Minuten geschwenkt, woraufhin drei fünfminütige Waschschritte mit H2O2 

folgten. Anschließend wurden mithilfe der Entwicklerlösung die Proteinbanden als dunkle 

braune Banden sichtbar gemacht. Dann wurde das Gel in Abstopp-Lösung gegeben. Vor 

dem Aufbewahren oder Trocknen wurde das Gel mit Wasser gewaschen. 

Fixierlösung: 20% TCA -Lösung 

Sensibilisierungslösung: 10% Glutaraldehyd-Lösung 

Silber-Diamin-Lösung: 42 ml 0,36% NaOH, 3,05 ml 32% Ammoniak, 8 ml 20% Silbernitrat-Lösung (1,6 g 

Silbernitrat in 8 ml H2O), 147 ml H2O 

Entwickler-Lösung: 1 ml 1% Zitronensäure-Lösung, 101 µl 37% Formaldehyd, 199 ml H2O 

Abstopp-Lösung: 40% Ethanol-, 10% Essigsäure-Lösung 

 

 

2.2.4 Aufbereitung der Proben für die Massenspektrometrie 

 

Chloroform-Methanol Fällung 

 

Für die Fällung der Proteine wurden 200 µl Proteineluat mit 800 µl (vierfaches Volumen) 

100% Methanol und anschließend 200 µl (einfaches Volumen) Chloroform jeweils gemischt 

und bei 9.000 x g für eine Minute zentrifugiert. Anschließend wurden 600 µl (dreifaches 

Volumen) destilliertes Wasser (HPLC-H2O) dazugegeben und kräftig gemischt, bis die 

Lösung milchig wurde. Nach zweiminütiger Zentrifugation bei 9.000 x g bildeten sich zwei 

Phasen, wovon die obere klare Phase abgenommen wurde. Die Proteine, welche sich in der 

Interphase befanden, wurden durch Zugabe von 600 µl (dreifaches Volumen) Methanol, 

Vortexen und Zentrifugation (15.000 x g, 2 Minuten) als Präzipitat sichtbar. Der Überstand 

wurde verworfen und das Proteinpräzipitat für die weitere Verarbeitung getrocknet. 
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Insolution-RapiGest-Verdau mit Trypsin 

 

Das Präzipitat wurde in 30 µl 50 mM  Ammoniumbicarbonat resuspendiert, anschließend 

wurden 3 µl RapiGest und 1,5 µl 100 mM DTT dazugegeben und für 30 Minuten bei 60 °C 

und 600 rpm geschüttelt. Nach dem Abkühlen für 5 Minuten auf Raumtemperatur wurden die 

Proben mit jeweils 1,5 µl frisch angesetztem 300 mM Iodacetamid für 30 Minuten im Dunklen 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 1,5 µg Trypsin dazugegeben und für 

mindestens 12 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zum Beenden der Trypsinierung 

wurden die Proben mit 3 µl 32% HCl angesäuert und anschließend für 30 Minuten bei 4° C 

im Dunklen inkubiert, um das RapiGest auszufällen. Danach wurden die Proben in 

Polypropylenröhrchen (PpInserts, Supelco) überführt und bei 4°C und 16.000 x g 

zentrifugiert. Es entstanden drei Phasen, von denen die mittlere Phase für die Analyse in der 

Massenspektrometrie (MS) verwendet wurde. 

 

 

2.2.5 Massenspektrometrie 

 

Die aufgereinigten Proben wurden mithilfe der MS von unserer Kooperationspartnerin Dr. 

Stefanie Hauck, Helmholtz Zentrum München (Abteilung Proteinanalytik) analysiert. Nach 

dem Verdau der Proteineluate mit Trypsin wurden die Peptide durch die high-performance 

liquid chromatographie (HPLC) getrennt. Anschließend wurden die Peptid-Ionen von dem 

LTC Orbitrap XL Massenspektrometer (Thermo Fischer Scientific) detektiert und 

fragmentiert. Die durch die Fragmentierung erzielten Spektren (MSMS Spektren) dienen als 

Grundlage zur Identifizierung der Peptide durch Abgleich mit in silico vorhergesagten 

Spektren aus Proteindatenbanken. Die Analysen an der Orbitrap zeichnen sich durch eine 

hohe Genauigkeit, eine sehr gute Auflösung, hohe Sensitivität und 

Fragmentierungseffektivität aus und sind daher geeignet für die Analyse von möglichen 

GPx4-Bindungspartnern. Die Spektren der einzelnen Proben wurden mittels LC-MS (Liquid 

chromatography/ mass spectrometry) Progenesis Software (Version 2.5) vergleichend 

quantifiziert, wobei die relative Quantifizierung auf dem Vergleich der Intensitäten der 

Peptide jedes Proteins über alle Proben basiert. Dabei wurden die Abundanzen auf die 

ursprünglichen Häufigkeiten normalisiert, um experimentell bedingte Abweichungen zu 

korrigieren. Die daraus resultierenden normalisierten Häufigkeiten wurden zur statistischen 

Analyse (ANOVA) von Varianzen zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen 
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genutzt. Die Häufigkeiten aller einzelnen Peptide, die einem Protein zuzuordnen sind, 

flossen kumulativ in die quantitative Analyse ein. Die Identifizierung der Proteine wurde 

mithilfe von Mascot (Version 2.2) durchgeführt auf Basis der Ensembl Datenbank (Spezies: 

Maus). Die Ergebnisse der MS-Analyse lieferten die Basis für die Validierung von möglichen 

Interaktionspartnern. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Ein Blick auf die Methoden 

 

3.1.1 Prinzip der Proteinaufreinigung von Flag-Strep-getaggten Proteinen 

 

Die Isolierung und Identifizierung von Multiproteinkomplexen stellen wichtige Schritte in der 

Entschlüsselung von Interaktionspartnern von Proteinen und somit von Signalwegen dar. 

Eine Methode, die diese Schritte ermöglicht, ist die Tandem-Affinity-Purification (TAP), 

erstmals angewandt und beschrieben von Rigaut und Kollegen sowie Puig und Kollegen 

(Puig et al., 2001; Rigaut et al., 1999). Das Prinzip hinter dieser Methode ist die Herstellung 

eines Fusionsproteins, bestehend aus dem Zielprotein und dem TAP-Tag, mithilfe dessen 

das Zielprotein und seine Bindungspartner in zwei konsekutiven Reinigungsschritten aus 

Zelllysaten isoliert werden können.  

Gloeckner und Kollegen entwickelten einen neuen Tandem-Tag bestehend aus einem 

Strep-Tag mit einem Flag-Tag (Gloeckner et al., 2007). Dieser Tag erwies sich als eine 

verbesserte Kombination im Hinblick auf die dadurch zu erzielende Reinheit und 

Proteinausbeute sowie eines verringerten Zeit- und Materialaufwandes. Die Anwendung der 

SF (Strep-Flag-Tag)-TAP-Kombination ermöglichte zudem eine Reduktion der Tag-Größe 

um das Vierfache auf 4,6 kDa im Vergleich zum ursprünglichen Tag. Beide Tags können 

dank ihrer mittleren Affinität und Avidität zu ihren Bindungspartnern schnell durch kompetitive 

Mechanismen während der Elution unter den nativen Bedingungen von diesen getrennt 

werden, was eine Verkürzung der Inkubationszeiten um zwei Stunden im Vergleich zum 

TAP-Tag-Verfahren bedeutet. Dabei wird im ersten Schritt mithilfe von Desthiobiotin und im 

zweiten Schritt mithilfe des FLAG-Peptids eluiert. Bindungspartner können über kovalente 

Bindungen oder intermolekulare Wechselwirkungen an das Zielprotein gebunden sein. 

Abbildung 6 stellt den Ablauf des SF-TAP-Verfahrens dar. 



45 

 

 

 



46 

 

 

Abb. 6. Prinzip des SF-TAP-Verfahrens. (A) Schematischer Ablauf des SF-TAP-Verfahrens. (B) Erster Schritt 

der Proteinaufreinigung. SF-getaggtes (rot) GPx4 (blau) inklusive möglicher Interaktionspartner (grau) werden mit 
Strep-Tactin-Superflow (grün) inkubiert. Kompetitiv wird diese Bindung eluiert durch Desthiobiotin (gelb). 
Desthiobiotin bleibt mit den Strep-Tactin-Beads an der Säule hängen. Das Eluat wird aufgefangen und entweder 
nach einer Einfachaufreinigung gelagert und analysiert oder dem zweiten Schritt der Proteinaufreinigung 
zugeführt (C). Anti-FLAG-M2-Agarose (schwarz) wird zugegeben und nach der Inkubation mit dem FLAG-Peptid 
(lila) eluiert. Die Beads werden von der Säule zurückgehalten und das gewonnene Proteineluat bis zur Analyse 
aufbewahrt. 
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Das gewonnene Proteineluat kann auf verschiedenen Wegen analysiert werden: im Falle 

dieser Arbeit mithilfe der Massenspektrometrie oder durch Auftrennung der Komplexe durch 

ein SDS-PAGE–Gel mit anschließender Silberfärbung bzw. Immunoblots. 

Abbildung 7 veranschaulicht die Schritte des TAP-Verfahrens (Abb. 7A). Aus Zelllysaten 

von Kulturen, die die GPx4 stabil überexprimieren, wurden in einer Doppelaufreinigung 

Proteineluate gewonnen. Von jedem einzelnen Waschschritt wurde ein Aliquot entnommen, 

und die Proteine auf einem SDS-PAGE Gel durch Elektrophorese getrennt und anschließend 

mithilfe der Silberfärbung sichtbar gemacht. Deutlich zu erkennen ist wie mit jedem 

Waschschritt die Proben von Proteinen gereinigt werden, die nicht getaggtes GPx4 sind oder 

mit diesem einen Komplex bilden. Leider lässt die Expression der exogenen GPx4 (24 kDa) 

mit zunehmender Zellpassage nach, sodass das aufgereinigte Eluat nur wenig Protein 

enthält, wie man an den schwachen Banden (Abb. 7B) erkennen kann. Dennoch kann es mit 

dem sehr genauen und sensitiven Verfahren der LC/MS (Liquid chromatography/ mass 

spectrometry) analysiert werden. Für Western Blots wurden hingegen Proteineluate von 

Einfachaufreinigungen verwendet, da dieses Verfahren für den Nachweis möglicher 

Interaktionspartner ausreicht. Bei Einfachaufreinigungen wurde das Experiment nach der 

Elution mit Desthiobiotin unter Auslassung des zweiten Aufreinigungsschrittes mit Anti-

FLAG-M2-Agarose beendet. Das daraus gewonnene Eluat enthält mehr Proteine, was an 

zusätzlichen Banden bei 35, 45 und 55 in der Silberfärbung sichtbar wird (Abb. 6A, Spur E). 

Um sicher zu stellen, dass es sich bei diesen Banden um spezifisch an GPx4 gebundene 

Proteine handelt und nicht um nicht-spezifische Proteine aufgrund eines unzulänglichen 

TAP-Verfahrens, wurde eine Einfachaufreinigung mit PFa1 mock Zellen als Kontrolle 

durchgeführt (Abb. 6C). Pfa1 mock Zellen besitzen statt der exogen exprimierten WT GPx4 

den leeren Vektor. Zu erkennen ist, dass sich im Eluat weder die GPx4 noch nicht-

spezifische Proteinbanden befinden; ein Indiz dafür, dass die Proteinaufreinigung spezifisch 

für das getaggte Protein ist, und sich keine Proteine aufgrund von Verunreinigungen oder 

einem wenig effektivem Verfahren im Eluat befinden. Zudem konnte man feststellen, dass 

die nicht-spezifischen Proteinbanden im Eluat von WT GPx4 exprimierenden Zellen nach der 

Einfachaufreinigung sich im Bezug auf die Aufreinigung der Pfa1 mock Zellen vor allem im 

Waschschritt 3 und 4 (Abb. 7C, Spur W3 und W4) wiederfinden. Besonders prägnant 

erscheint im GPx4 WT Eluat die Proteinbande bei 45 kDa, die sogar noch stärker im 

Rückstand von Strep-Tactin nach der Elution mit Desthiobiotin erscheint (Abb. 7A, Spuren 

Strep und E). Diese Bande kann man allerdings selbst im Strep-Tactin-Rückstand der Pfa1 

mock Aufreinigung nicht finden. Deshalb muss man annehmen, dass die Proteine dieser 

Bande schon bei vorherigen Waschschritten entfernt wurden und deshalb an GPx4 assoziiert 

sind, wie auch die anderen Proteine bei 55 und 35 kDa. 
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Abb. 7 Waschschritte und Eluat von GPx4 WT (A und B) exprimierenden und PFa1 mock Zellen (C) nach 

der TAP. (A-D) GPx4 WT- und PFa1 mock-Zellen wurden in Gegenwart von 10 mM IAA lysiert. IAA verhindert 

durch irreversible Alkylierung und damit Blockierung der freien SH- und SeH- Gruppen eine unspezifische 

Ausbildung von inter- und intramolekularen Disulfidbindungen während des Aufreinigungsvorgangs. 

Proteinkomplexe wurden im Zug der TAP isoliert.(A) Strep-Tactin-Superflow (Spur Strep, 20 kDa) wurde mit 

einem blauen Pfeil markiert, Anti-FLAG-M2-Agarose (Spur Flag, 25 und 50 kDa) mit einem gelben Pfeil Durch die 

anschließende Silberfärbung des Gels, wurden die Proteinbanden sichtbar gemacht. Zu erkennen sind die mit 

jedem Waschschritt der Doppelaufreinigung abnehmenden Mengen an Proteinen, die ausgewaschen werden. (B) 
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Getaggtes GPx4 mit einer Größe von 24 kDa ist im Eluat als schwache Bande zu sehen (blauer Pfeil). (C) 

Waschschritte und Eluat der Einfachaufreinigung von PFa1 mock- Zellen dienen als Kontrolle, in der kein GPx4 

im Eluat nachweisbar ist (Spur E). 

 

 

3.1.2 Aufreinigung von GPx4 Interaktionspartnern unter physiologischen 

Bedingungen und unter oxidativem Stress 

 

GPx4 besitzt im Gegensatz zu anderen GPxs eine breite Substratspezifität sowohl 

hinsichtlich des Reduktans also auch des Oxidans (Ursini et al., 1995). Neben GSH als 

Reduktionsmittel können auch andere Proteinthiole als Elektronenquelle dienen, wie in der 

Spermienentwicklung gezeigt wurde (Maiorino et al., 2005b; Pfeifer et al., 2001; Schneider et 

al., 2009; Ursini et al., 1999)  

Um Interaktionspartner der GPx4 sowohl unter physiologischen als auch unter 

oxidativen Stress Bedingungen zu identifizieren, wurden GPx4 WT Zellen und die all cys/ser 

WT Mutante sowie als Kontrollen die US Mutante und PFa1 mock Zellen mit Stress-

induzierenden Agentien behandelt. BSO hemmt das entscheidende Enzym der GSH-

Synthese, γ-GCS. Dadurch verringert sich in somatischen Zellen die zelluläre GSH-

Konzentration um etwa 90% und somit den wichtigsten reduzierenden Reaktionspartner von 

GPx4. Durch diesen Schritt soll die GPx4 dazu gebracht werden, Thiole von Peptiden und 

Proteinen als Reduktans zu nutzen. Der GSH-depletierende Effekt von BSO tritt 12 - 24 

Stunden nach Zugabe in das Zellkulturmedium ein. tBOOH induziert direkten oxidativen 

Stress und aktiviert damit verbundene Zelltod-Signalwege. Die Zellen wurden für 14 Stunden 

mit BSO in einer finalen Konzentration 100 µM und zusätzlich für 30 Minuten mit tBOOH in 

einer finalen Konzentration von ebenfalls 100 µM behandelt oder blieben als Kontrolle 

unbehandelt. Anschließend wurde die Proteinaufreinigung im TAP-Verfahren durchgeführt. 

Zellen, die für die anschließende Analyse durch die LC/MS bestimmt waren, wurden, wie 

oben erwähnt, einer Doppelaufreinigung unterzogen, bzw. einer Einfachaufreinigung für die 

anschließenden Immunoblots. Somit wurden Proteinkomplexe aus allen vier Zelllinien unter 

physiologischen Bedingungen und unter oxidativem Stress isoliert.  

Abbildung 8 zeigt mögliche Proteinkomplexe, die auf einem 12% SDS-PAGE-Gel 

getrennt und durch die Silberfärbung visualisiert wurden. Dabei können die GPx4 Mutanten 

untereinander (GPx4 WT, US Mutante und All cys/ser, PFa1 mock zur Kontrolle) sowie die 
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isolierten Proteinkomplexe unter gestressten und physiologischen Bedingungen verglichen 

werden.  

 

 

Abb. 8. Aufreinigung von an GPx4 assoziierten Proteine unter physiologischen Bedingungen und unter 
oxidativem Stress. Die verschiedenen Zelllinien wurden vor dem TAP-Verfahren mit BSO und tBOOH behandelt 

oder unbehandelt gelassen. 20 µl Proteineluat der Einfachaufreinigungen (A, C und D) und 10 µl der 
Zweifachaufreinigung (B) wurden durch Elektrophorese auf einem SDS-PAGE-Gel getrennt, und anschließend 
Proteinbanden durch Silberfärbung sichtbar gemacht. Zusätzliche Proteinbanden sind mit einem blauen Pfeil und 
die GPx4 Bande mit einem roten Pfeil markiert. 
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In Abbildung 8A sind die Komplexe einer Einfachaufreinigung durch Silberfärbung eines 

SDS-PAGE-Gels und in Abbildung 8B die Komplexe einer Zweifachaufeinigung sichtbar 

gemacht. Deutlich zu erkennen ist, dass bei der Einfachaufreinigung mehr Proteine isoliert 

werden können im Gegensatz zur Zweifachaufreinigung, in der nur die GPx4-Bande bei 24 

kDa erscheint. Diese zusätzlichen Proteinkomplexe scheinen bei den weiteren 

Waschschritten verloren zu gehen bzw. deren Konzentration unter die Detektionsschwelle 

der Silberfärbung zu sinken. Man kann ebenfalls festhalten, dass die US-Mutante der 

getaggten GPx4 stärker exprimiert wird als die WT-Form, was man an der stärkeren 

Proteinbande erkennt. Bei der Einfachaufreinung von PFa1 mock Zellen (Abb. 8C) wurden 

keine zusätzlichen Proteinkomplexe isoliert, woraus man schließen kann, dass neben der 

Verlässlichkeit des TAP-Verfahrens alle in den anderen Experimenten gefundenen 

Komplexe mit GPx4 assoziiert sein müssen.  

Abbildung 8D zeigt die Einfachaufreinigung von GPx4 in dem alle 8 Cys-Reste (außer 

das katalytische aktive Sec) zu Serin mutiert wurden (Mannes et al., 2011). Dadurch sollten 

kovalente Bindungen von Proteinen an die nicht-katalytischen Cyse verhindert werden. 

Proteinkomplexe, die mit dieser Mutante der GPx4 isoliert wurden, sind somit entweder 

kovalent an das katalytische Zentrum gebunden oder über intermolekulare 

Wechselwirkungen an die GPx4 assoziiert. Interessanterweise wurde ein Proteinkomplex bei 

130 kDa sichtbar, der bei allen anderen Experimenten nicht isoliert werden konnte (Abb. 8D 

und Tabelle 1). Berücksichtigt werden sollte bei allen Überlegungen allerdings, dass die 

Aufreinigung von GPx4 WT wegen der geringen Expression auch eine geringere Menge an 

zusätzlichen Proteinkomplexen nach sich zieht, die sich in schwächeren Banden bzw. nicht-

detektierbaren Mengen auf dem SDS-PAGE-Gel  ausdrücken. 
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Tabelle 1 Verteilung und Intensität der isolierten Proteinbanden bei den verschiedenen Mutanten. 

 

Isolierte Proteinkomplexe aus den Einfachaufreinigungen und deren entsprechenden Größen wurden anhand 

ihres Vorkommens in den unterschiedlichen Mutanten (+ oder -) und anhand ihrer relativen Stärke ((+),+, ++, 

+++) zueinander verglichen (* Doppelbande). 
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3.1.3 Aufreinigung von GPx4 Interaktionspartnern unter Aufhebung von 

Disulfid- und Selenylsulfidbindungen 

 

Aus den Ergebnissen der oben beschriebenen Proteinreinigungen ergibt sich die Frage, ob 

die an die GPx4 assoziierten Proteinkomplexe über Disulfid- oder Selenylsulfidbrücken 

gebunden sind oder über andere intermolekulare Wechselwirkungen mit GPx4 komplexieren. 

Um dieser Frage Rechnung zu tragen, wurden Zellen der all cys/ser WT Mutante, wie oben 

beschrieben, entweder durch Zugabe von BSO und tBOOH oxidativem Stress ausgesetzt 

oder unbehandelt gelassen. Zusätzlich wurden die Proteineluate mit Dithiotreitol (DTT) 

inkubiert oder im Fall der Kontrolle unbehandelt gelassen. DTT reduziert Disulfidbrücken, 

trennt daher kovalent an Cys oder Sec gebundene Proteine und löst damit solche 

Proteinkomplexe auf. In Abbildung 9 ist die Silberfärbung des SDS-PAGE-Gels nach 

Auftrennung der Waschschritte und der Proteineluate dargestellt.  
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Abb. 9. Silberfärbung einer Einfachaufreinigung der all cys/ser WT Mutante unter Zugabe von DTT. In (A) 

sind die Waschschritte dargestellt und in (B) die Eluate. Zusätzliche Proteinbanden sind mit einem blauen Pfeil 
gekennzeichnet, die GPx4-Bande mit einem roten Pfeil. Bei 48 kDa konnte eine Bande nur bei Zugabe von DTT 
nachgewiesen werden, die deutlicher unter oxidativem Stress (BSO, tBOOH) erkennbar ist (grüner Pfeil). Von 
den Waschschritten und Proteineluaten wurden jeweils 20 µl auf dem SDS-PAGE-Gel getrennt.  

 

Zellen wurden mit 100 µM BSO für 16 Stunden und anschließend 100 µM tBOOH für 30 

Minuten inkubiert oder unbehandelt gelassen. Es folgte eine Einfachreinigung mit Strep-

Tactin Superflow. In den Waschschritten 1 und 2 wurde jeweils 10 mM DTT zum 

Waschpuffer gegeben und die Beads für jeweils 10 Minuten inkubiert. Die Kontrollen wurden 

ohne Zusatz von DTT mit Waschpuffer inkubiert. Waschschritt 3 erfolgte für alle Proben ohne 

DTT-Zugabe. Anschließend wurde mit Desthiobiotin eluiert. Bis auf eine zusätzliche Bande 

bei 48 kDa nach Zugabe von DTT (grüner Pfeil) lassen sich keine Unterschiede der 

Proteinbanden im Fall der Eluate (Abb. 9B) erkennen. Auch die Waschschritte (Abb. 9A) 

weisen keine Unterschiede im Muster der Proteinbanden auf. Man kann daher 
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schlussfolgern, dass die isolierten Proteine über nicht-kovalente Wechselwirkungen an GPx4 

assoziiert sein müssen. 

 

 

3.2 Analyse von GPx4 Interaktionspartner durch die Liquid 

chromatography/Massenspektrometrie 

 

Die aus den Zweifachreinigungen gewonnenen Proben wurden von unserer 

Kooperationspartnerin Dr. Stefanie Hauck (Helmholtz Zentrum München, Abteilung 

Proteinanalytik) mithilfe der Massenspektrometrie analysiert. Die daraus erhaltenen Daten 

möglicher neuer Interaktionspartner wurden statistisch ausgewertet und zur Verbesserung 

der Anschaulichkeit mithilfe von Tabellen (Tabellen siehe Anhang) und Volcano Plots 

ausgearbeitet (Abb. 10A-E). In diesen Diagrammen wurden jeweils die Ergebnisse zweier 

Proben miteinander verglichen, und die Anreicherung von Bindungspartnern dargestellt. 

Allerdings kann man diese Vergleiche zwar aus qualitativer, jedoch nur bedingt aus 

quantitativer Sicht sehen, da die Expression der einzelnen Mutanten der GPx4 aufgrund der 

lentiviralen Expression nicht reguliert werden konnte. Da die US-Mutante um etwa das 4-

fache stärker exprimiert wird als die GPx4 WT Mutante und auch die Expression der all 

cys/ser Mutante höher ist im Vergleich zur GPx4 WT, konnte aus den Reinigungen dieser 

Mutanten mehr potenzielle Interaktionspartner gewonnen werden (Mannes et al., 2011). Dies 

kann fälschlicherweise den Eindruck erwecken, dass diese Mutanten mehr Bindungspartner 

besitzen. Nichtsdestotrotz kann man erkennen, dass im Vergleich zu unbehandelten Proben 

unter oxidativem Stress mehr mögliche Bindungspartner isoliert werden konnten (Abb. 

10A,B,E). Bei dem Vergleich der Aufreinigung der WT Mutante und der US Mutante (Abb. 

10C) fällt auf, dass mehr Proteine in den Proben der US Mutante isoliert wurden, was 

vermutlich durch die erhöhte Expression und damit auch Menge an Protein der US Mutante 

erklärt werden kann (siehe oben).  
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Abb. 10. Relativer Vergleich unter verschiedenen Bedingungen isolierter, möglicher GPx4-Bindepartner 
mittels Volcano Plot. (A-E) In den einzelnen Diagrammen wurden je zwei Experimente miteinander verglichen. 

Jedes Experiment wurde drei Mal wiederholt. Aus den Abundanzen der identifizierten Proteine wurden die 
Mittelwerte gebildet, und das Verhältnis (Ratio) dieser Mittelwerte der beiden Experimente zueinander berechnet. 
Das Logarithmieren der Ratio und des p- Wertes ermöglichten die übersichtliche Darstellung aller Werte in einem 
Diagramm. Die Grenzen wurden arbiträr auf p = 0,05 (rote Linie) und einer 5-fachen Anreicherung 
(log2ratio(5)=2,3; graue Linien) gelegt. Alle Bindungspartner mit einem p-Wert > 0,05 und einer Ratio< 5 wurden 
als nicht signifikant erachtet. Alle Bindungspartner mit einem p-Wert <0,05 wurden grün markiert und befinden 
sich oberhalb der roten Linie. Alle Bindungspartner mit einer Ratio> 5 befinden sich links und rechts der grauen 

Linien. Die Gen-Namen der Bindungspartner wurden durchnummeriert und sind in der Tabelle neben den 
Diagrammen zugeordnet. Im Diagramm erscheinen nur die Nummern. Der Anschaulichkeit halber wurden sehr 
eng zusammenstehende Punkte in einem Kreis zusammengefasst und die Nummern daneben aufgeführt. Im Plot 
A wurden die Gen-Namen von Punkten, die nicht eindeutig getrennt werden konnten unter einer Nummer 
aufgeführt und die eigentlich zugehörige Nummer mit einem * versehen. 

 

In Tabelle A im Anhang sind die Bindungspartner, die in den einzelnen Experimenten 

isoliert wurden, ebenfalls nach p-Werten und Anreicherung aufgelistet. Zur weiteren 

Eingrenzung wurden zudem alle Proteine mit einer Ration < 5 und einem peptide count von 

< 2 pro Protein in der Massenspektrometrie ausgeschlossen. 

 

 

3.3 Bestätigung der GPx4 Interaktionspartner mittels co-Immunpräzipitation 

 

Um mögliche Bindungspartner der GPx4 zusätzlich immunchemisch nachzuweisen, wurden 

15 verschiedene Antikörper getestet, die auf Grundlage der bisher bekannten Funktionen im 

Redox-Metabolismus, in Zelltodsignalwegen und im Zellzyklus als Interaktionspartner der 
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GPx4 in Frage kommen könnten. Als Proben dienten die Proteineluate der 

Einfachaufreinigung von WT und US Mutante unbehandelt, unter oxidativem Stress in Form 

von BSO und tBOOH sowie die gestressten und unbehandelten Proben der all cys/ser 

Mutante mit und ohne Behandlung mit DTT. Als Kontrollgruppe wurden wiederum die Eluate 

der Pfa1 mock Zellen in gestresstem und unbehandeltem Zustand verwendet. 

Bei der Analyse und Interpretation der Ergebnisse muss berücksichtigt werden, dass die 

Qualität der Antikörper variiert und keine quantitativen Aussagen anhand der Stärke der 

Signale getroffen werden können, da die Expression und damit auch Proteinmengen der 

Mutanten nicht kontrolliert werden konnten. In Abbildung 11 ist der Immunoblot von GPx4 

dargestellt.  

 

 

Abb. 11. Immunoblot gegen die GPx4. (A) Als Proben dienten die Eluate der Einfachaufreinigung der WT und 

US Mutante sowie der all cys/ser Mutante unter normalen Bedingungen und oxidativem Stress (± Stress) und 
Zugabe von DTT (± DTT). In den Western Blot-Analysen der Pfa1 mock Zellen konnte kein GPx4 nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). Jeweils 20 μl der jeweiligen Eluate wurden verwendet. 

 

 

3.3.1 Peroxiredoxine 

 

Peroxiredoxine (Prxs) sind eine Peroxidase-Familie, von denen bis heute um die 50 

Isoformen entdeckt wurden (Wood et al., 2003). Säugetiere exprimieren 6 verschiedene 

Prxs, die zwischen 20 und 30 kDa groß (Prx1: 20 kDa, Pxr2: 20 kDa, Pxr3: 26 kDa, Pxr4: 28 

kaA, Pxr5: 21 kDa, Pxr 6: 22 kDa) und in verschiedenen subzellulären Kompartimenten 

lokalisiert sind: Prx1, 2 und 6 lokalisieren im Zytosol, Prx3 in Mitochondrien, Prx4 im 

endoplasmatischem Retikulum und in Sekreten. Prx5 weist eine komplexe Verteilung auf und 

ist u.a. in Peroxisomen, Mitochondrien und im Zytosol zu finden. Außer Pxr6 besitzen 

sämtliche Säugetier-Prxs eine Thioredoxin-abhängige Peroxidaseaktivität und benutzten 

Thioredoxin, Txnrdn und NADPH als reduzierende Systeme. Eingeteilt werden können die 

Peroxiredoxine darüber hinaus auf der Grundlage von Sequenzanalysen in 2-Cys-Prx, Pxr II, 
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Pxr Q und 1-Cys-Prx. Während bei den ersten drei Gruppen 2 Cysteine an der katalytischen 

Reaktion beteiligt sind, ist es bei den 1-Cys Prx nur ein Cys ähnlich den GPxs (Brehelin et 

al., 2003; Rouhier and Jacquot, 2005). Alle haben einen gemeinsamen 

Reaktionsmechanismus, bei dem das katalytische Cys zur Sulfensäure oxidiert und 

anschließend schrittweise regeneriert wird durch verschiedene reduzierende Moleküle. 

Abhängig von dem jeweiligen Peroxiredoxin handelt es sich dabei um Thioredoxin, 

Glutaredoxin oder GSH. Pxr1-5 sind 2-Cys Pxrs (Rhee et al., 2005), Pxr5 ist ein Typ II Pxr 

(Knoops et al., 1999) und Pxr6 ein 1-Cys Pxr (Choi et al., 1998). Ihre Funktionen in der 

Redox-Regulation der Zelle werden in Zusammenhang mit Zellproliferation, Differenzierung 

und Apoptose gebracht. 

Abbildung 12 zeigt die Immunoblots von verschiedenen Proben, die mit Antikörpern 

gegen Prxs1 bis 6 getestet wurden. Als Proben dienten die Eluate, die auch für die 

Silberfärbung und für die LC/MS genutzt wurden: die Einfachaufreinigung der WT und US 

Mutante, die oxidativem Stress in Form von BSO und t-BOOH Zugabe ausgesetzt oder 

unbehandelt gelassen wurden, sowie die all cys/ser Mutante, die zusätzlichen zum 

oxidativen Stress noch mit DTT behandelt wurde (Abb. 12 A). Als Negativkontrolle wurden 

Proben der Pfa1 mock Zellen genutzt. 
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Abb. 12. co-Immunpräzipitation von Prx1-6. Proben der Einfachaufreinigung der GPx4 WT und US Mutanten 

unter normalen Bedingungen und unter oxidativem Stress sowie Proben der Einfachaufreinigung der all cys/ser 
Mutante unter normalen Bedingungen und oxidativem Stress mit und ohne DTT-Zugabe wurden mit Antikörpern 
gegen Prx1-6 getestet. Als Kontrolle dienten Eluate der Einfachaufreinigung von Pfa1 mock-Zellen unter 
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normalen Bedingungen und unter oxidativem Stress, die erwarteter Weise keine Banden ergaben (Daten nicht 
gezeigt). Jeweils 20 μl der jeweiligen Proben wurden aufgetrennt. Die Banden bei 70 und 55 kDa sind 
unspezifische Antikörperbindungen. 

 

Betrachtet man die Proben der Einfachaufreinigung so lassen sich in den Immunoblots 

gegen alle 6 Prxs Proteinbanden bei etwa 25 kDa detektieren, wobei diese hauptsächlich bei 

Proben der US Mutante deutlich wurden. Nur im Falle des Immunoblots gegen Prx1 waren 

deutliche Banden auch bei den Proben der WT-Mutante zu sehen. Allerdings konnte kein 

Unterschied zwischen unbehandelten und mit BSO/t-BOOH behandelten Proben festgestellt 

werden. Interessanterweise finden sich ausschließlich in den Proben der WT Mutante 

Banden bei 170 kDa in den Immunoblots gegen Prx1-3 (Abb. 12, Spuren 1 und 2). 

Bei der all cys/ser Mutante wurden in den Analysen der Silberfärbung keine 

bemerkenswerten Unterschiede im Vergleich zur WT Mutante gefunden. Diese Beobachtung 

bestätigte sich bei den Immunfärbungen gegen die Prxs. Bei den Blots gegen Prx1 und 4 

waren keine spezifischen Banden der Antikörper vorhanden. Im Falle für Prx2 konnten 

schwache Banden bei 25 kDa festgestellt werden, die bei den Immunoblots gegen Prx3 und 

vor allem 6 deutlich sichtbar waren. Auch der Blot gegen Prx5 ergab Banden bei 25 kDa, 

allerdings sehr schwach bei der Probe von all cys/ser WT mit und ohne Stress, dafür deutlich 

bei der all cys/ser WT Mutante mit DTT und ohne oxidativen Stress (Abb. 12, Spur 3). 

Darüber hinaus konnte man bei dem Western Blot gegen Pxr5 zusätzliche Banden bei 45 

kDa detektieren, die besonders deutlich bei den nicht mit oxidativem Stress ausgesetzten 

Proben waren (Abb. 12, Spuren 1 und 3). Diese Banden ließen sich auch beim Blot gegen 

Pxr3 feststellen sowie weitere Banden bei 35 kDa, die ausschließlich bei den unbehandelten 

Proben zu erkennen waren (Abb. 12, Spuren 1 und 3). Daraus lässt sich erschließen, dass 

die möglichen Bindungspartner nicht über Disulfid- bzw. Selenylsulfidbrücken an die GPx4 

gebunden sein können, da keine Unterschiede mit und ohne DTT-Behandlung zu erkennen 

waren. 
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Tabelle 2 Semiquantitative Bewertung der Prx co-Immunpräzipitationen. 

 

 

 

3.3.2 Regulatoren apoptotischer und nicht-apoptotischer Zelltodsignalwege 

 

Um die mögliche Verbindung von GPx4 zu verschiedenen Zelltodsignalwegen und 

Zellzyklusregulatoren zu untersuchen, wurden neun verschiedene Antikörper gegen Proteine 

getestet, die eine entscheidende Rolle im Zelltodgeschehen und bei der Übertragung von 

extrazellulären Todessignalen spielen. Dabei handelt es sich um AIF, Bcl-xS/L, Bid, Bax, 

Caspase-8, nuclear factor erythroid 2–related factor 2 (Nrf2), receptor interacting protein 

kinase-1 (RIP1) und RIP3 sowie TNF-receptor-associated-factor 3 (TRAF3). 

Abbildung 13 zeigt die Immunoblots gegen Bax, Bcl-xS/L, RIP3, AIF, RIP1, Caspase-8, 

TRAF3 und Bid. 
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Abbildung 13. Immunoblot gegen Moleküle des apoptotischen und nicht-apoptotischen Zelltods. Proben 

der Einfachaufreinigung der WT und US Mutanten unter normalen Zellkultur-Bedingungen und unter oxidativem 
Stress (BSO- und tBOOH-Zugabe) sowie Proben der Einfachaufreinigung der all cys/ser Mutante unter normalen 
Bedingungen und oxidativem Stress mit und ohne DTT-Zugabe wurden mit den Antikörpern gegen Bax, Bcl, 
RIP3, und AIF inkubiert. Als Kontrolle dienten Eluate der Einfachaufreinigung von Pfa1 mock-Zellen unter 
normalen Bedingungen und unter oxidativem Stress. Bei diesen Immunoblots konnten keine Banden detektiert 
werden (Daten nicht gezeigt). 20 μl der jeweiligen Eluate wurden für die Western Blots verwendet 

 

Bax ist 23 kDa groß und man konnte entsprechende Banden bei der 

Einfachaufreinigung in den Proben der US-Mutante und allen Proben der all cys/ser Mutante 

erkennen (Abb. 13). Obwohl keine entsprechend große Bande bei der WT GPx4 zu 

erkennen war, konnte dafür eine Bande bei 170 kDa detektiert werden. Bei der all cys/ser 

WT Mutante konnte man eine Bande bei 70 kDa unter unbehandelten Bedingungen 

feststellen sowie Banden bei 55 kDa bei allen 4 Proben, allerdings waren sie am stärksten 

ausgeprägt bei WT und WT plus DTT. 
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Der Bcl-xS/L –Antikörper richtet sich sowohl gegen Bcl-xS als auch gegen Bcl-xL. Die Bcl-xS/L 

Proteine befinden sich in einer Größenordnung zwischen 25 und 35 kDa. In diesem Bereich 

fanden sich auch Banden bei allen Proben der all cys/ser Mutante, wobei die WT Proben mit 

und ohne DTT unter sonst normalen Bedingungen die stärksten Banden aufwiesen. Bei der 

WT Mutante waren keine Banden sichtbar, bei der US-Mutante nur sehr schwach. 

Die RIP3 Kinase ist ein etwa 60 kDa großes Protein. Allerdings war in diesem 

Größenbereich keine einzige Bande in sämtlichen Proben sichtbar. Hingegen konnte man 

Banden bei 35 kDa in allen Proben und Banden von über 170 kDa in der WT GPx4 unter 

gestressten und unbehandelten Bedingungen feststellen.  

AIF ist etwa 57 kDa groß, und es konnten Banden bei ca. 60 kDa detektiert werden. Bei 

den drei Mutanten fanden sich Banden im Bereich von 30 kDa, die als Banden unspezifische 

Antikörperbindung erachtet wurden. Auch die Banden bei 170 kDa bei der WT-Mutante sind 

unter diesem Aspekt zu sehen. Es ließen sich keine nennenswerten Unterschiede zwischen 

den Mutanten und Bedingungen feststellen. 

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss berücksichtig werden, dass die getaggte 

GPx4 ebenfalls im Immunoblot Banden bei ungefähr 25 kDa aufweist. Es kann daher nicht 

ausgeschlossen werden, dass es sich bei Banden in diesem Größenbereich um eine 

unspezifische Bindung der Peroxiredoxin-, Bax- oder Bcl-xS/L Antikörper an die GPx4 

handelt. 

Die Western Blots von RIP1, Caspase-8, Nrf2, TRAF3 und Bid ergaben keine Banden in 

den Einfachaufreinigungen der WT und US Mutante (Daten nicht gezeigt). 
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4. Diskussion 

 

4.1 GPx4 als Redoxsensor mit Thiolperoxidasefunktion 

 

Die Grundlage dieser Arbeit war die frühere Erkenntnis, dass GPx4 u.a. als Redox-Sensor 

agieren kann und bei Änderung des zellulären Redoxpotentials in der Lage ist, Disulfide in 

Proteine einzufügen. 

Delaunay und Kollegen konnten zum ersten Mal zeigen, dass das GPx4-Homolog in 

Hefe, die GPx3, als Sensor für oxidativen Stress fungiert und über Oxidation und Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors Yap1 an der Kontrolle von Redox-regulierten Signalwegen in der 

Zelle teilnimmt (Delaunay et al., 2002) Der Hefe-Transkriptionsfaktor Yap1 wird in 

Anwesenheit von H2O2 oder tBOOH durch die Modifikation seines nukleären Exportsignals 

aktiviert (Delaunay et al., 2000; Kuge et al., 1997; Kuge et al., 1998; Yan et al., 1998), das 

zur Akkumulation von Yap1 im Zellkern führt und somit die Expression von Genen erhöht, 

die für enzymatische Antioxidantien und Komponenten des zellulären thiolreduzierenden 

Signalwegs kodieren (Carmel-Harel et al., 2001; Gasch et al., 2000; Kuge and Jones, 1994; 

Vido et al., 2001; Wu et al., 1993). Diese Aktivierung wird durch Ausbildung einer 

intramolekularen Disulfidbindung im Yap1 Molekül zwischen Cys303 und Cys598 ausgelöst 

(Delaunay et al., 2000). Allerdings wird Yap1 nicht direkt durch H2O2 oxidiert, sondern von 

GPx3, welches eine intermolekulare Disulfidbrücke zu dem Cys598 des Yap1 ausbildet, das 

wiederum notwendig für die Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbindung von Yap1 ist 

(Delaunay et al., 2002). Es wird angenommen, dass ein nicht-kovalenter Yap1-GPx3-

Komplex dieser Interaktion über Disulfide vorausgeht. GPx3 ist eine von drei Hefe-GPxs, 

welche alle keine Selenoproteine sind, sondern im aktiven Zentrum ein Cys exprimieren 

(Avery and Avery, 2001; Inoue et al., 1999). GPx3 besitzt drei Cyse an den Stellen 36, 64 

und 82, wobei das Cys36 dem konservierten Sec/Cys des aktiven Zentrums von GPx4 

entspricht (Delaunay et al., 2002). Während der Reaktionsinitiation bildet auch die GPx3 

zunächst eine intramolekulare Disulfidbrücke zwischen dem Cys36 und Cys82 aus, die 

unabkömmlich für die Peroxidaseaktivität von GPx3 ist. Darüber hinaus konnten Delaunay 

und Kollegen zeigen, dass zur Regeneration von GPx3, nicht wie in der Regel bei GPxs von 

Säugern, GSH sondern Thioredoxin als Elektronendonor dient. Alle drei Hefe-GPxs ähneln 

der GPx4-Unterfamilie aufgrund ihrer Struktur und ihrer breiten Substratspezifität, die H2O2, 

tBOOH und Phospholipidhydroperoxide beinhalten. Sie sind alle Monomere und es fehlt 

ihnen, wie auch der GPx4-Subfamilie, die Arginine, die die homotetrameren Säuger-GPxs 



67 

 

besitzen, welche zur Orientierung von GSH zum aktiven Zentrum beitragen. Darüber hinaus 

konnten Gutscher und Kollegen zeigen, dass die Hefe GPx3 nicht nur die Oxidation von 

Yap1 fördert, sondern auch in der Lage, ist roGFP (redox-sensitive green fluorescent protein) 

in Zellen von Säugern zu oxidieren (Gutscher et al., 2009). In derselben Studie wurden 

zudem Fusionsproteine aus GPx3 respektive GPx4 und roGFP konstruiert, wobei beide 

GPxs in der Lage waren, das Peroxid-Signal durch Oxidation von roGFP zu propagieren 

(Gutscher et al., 2009). Dies ist zumindest der erste formale Beweis, dass die GPx4 auch in 

somatischen Zellen in der Lage ist intramolekulare Disulfide in Proteine einzuführen.  

Diese Thiolperoxidaseaktivität, die Delaunay und Kollegen für die Hefe-GPx3 molekular 

beschrieben, konnte indirekt schon früher für die GPx4 nachgewiesen werden (Delaunay et 

al., 2002). Ursini und Kollegen fanden heraus, dass die GPx4 ihre Funktion während der 

Spermienreifung wechselt von einer löslichen, aktiven Peroxidase in Spermatiden zu einem 

inaktiven unlöslichen Strukturprotein in der Kapsel von Spermienmitochondrien, das dort 

durch die Oxidation und Ausbildung intra- und intermolekularer Disulfide mit anderen 

Proteinen quervernetzt vorliegt (Ursini et al., 1999). Im Folgenden konnte gezeigt werden, 

dass die GPx4 in der Tat für die oxidative Polymerisierung von mitochondrialen 

Kapselproteinen verantwortlich ist (Maiorino et al., 2005b), und selber Homopolymere oder 

Heteropolymere mit SMCP (Sperm mitochondrion-associated Cyse-rich protein) ausbildet 

(Maiorino et al., 2005a). Durch die experimentelle Reduktion von isolierten mitochondrialen 

Kapseln mit hohen Konzentrationen von ß-Mercaptoethanol konnte die GPx4-spezifische 

Peroxidase-Aktivität wiedergewonnen werden. Die peroxidative Form der GPx4 katalysiert 

also in Anwesenheit von H2O2 und Abwesenheit von GSH die Entstehung von Aggregaten 

durch Einführung von intermolekularen Disulfidbrücken zwischen Kapselproteinen (Roveri et 

al., 2001; Ursini et al., 1999). Weiterhin ist sie auch in der Lage, die eigene Polymerisation, 

die zwischen dem Sec im aktiven Zentrum und dem Cys an Position 148 stattfindet, zu 

vermitteln (Mauri et al., 2003). Diese Selenylsulfidbrücke wird gebildet, wenn die 

Verfügbarkeit anderer reduzierender Substrate (z.B. GSH) begrenzt wird, was letztlich in 

einer suizidalen Inaktivierung der GPx4 resultiert. Zusätzlich katalysiert die GPx4 die 

Ausbildung von Disulfiden in SMCP-Molekülen, die wiederum möglicherweise durch 

Reshuffling letztendlich zur Proteinfaltung und endgültigen Struktur der mitochondrialen 

Kapsel beitragen (Maiorino et al., 2005b). Da GSH mit den Cysteinresten anderer Proteine 

um das aktive Zentrum von GPx4 konkurriert, stellt der zelluläre Redoxstatus den 

entscheidenden Initiator für die Ausbildung der Kapsel dar. In diesem Kontext ist es wichtig 

anzumerken, dass zytosolische GSH-Konzentrationen in den späten Reifestadien der 

Spermienentwicklung um mehr als 90% abnehmen, wodurch diese Oxidationsprozesse erst 

ermöglicht werden (Seligman et al., 1994; Seligman and Shalgi, 1991). Die Funktion als 
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Thiolperoxidase der mitochondrialen Form von GPx4 konnte mithilfe einer Knockout Studie 

belegt werden (Schneider et al., 2009). Spermatozoen von mGPx4 Knockout Mäusen 

besaßen höhere Konzentrationen an Proteinthiolen im Vergleich zu Wildtyp Mäusen. Auch 

die nukleäre Form von GPx4 zeigt Thiolperoxidaseaktivität, die ebenfalls mit einer Knockout 

Studie belegt wurde (Conrad et al., 2005). Spermien, die von der Cauda epididymidis von 

nGPx4  Knockout Mäusen gewonnen wurden, zeigten einen erhöhten Anteil an freien 

Thiolgruppen, was auf die Abwesenheit von nGPx4 zurückzuführen ist. Weitere Studien 

konnten zudem belegen, dass die GPx4 bei niedrigen Glutathionkonzentrationen 

Thiolgruppen anderer Proteine als Reduktans akzeptieren kann (Godeas et al., 1997; Mauri 

et al., 2003; Roveri et al., 2001; Ursini et al., 1995). 

Diese Arbeit beschäftigte sich daher mit der Frage, ob und welche Interaktionspartner 

als Ziel der Thiolperoxidaseaktivität von GPx4 in somatischen Zellen möglicherweise in 

Frage kommen. 

 

 

4.2. Das TAP Verfahren als geeignete Methode an GPx4 assoziierte 

Proteine zu identifizieren 

 

Zur Untersuchung dieser Fragestellung entschieden wir uns, GPx4 aus Zelllysaten 

aufzureinigen in der Hoffnung, dadurch auch an sie assoziierte Reaktionspartner zu 

gewinnen und diese durch anschließende Massenspektrometrie zu identifizieren. Dazu 

wurden für die Aufreinigung Zelllinien benutzt, die die mit einem Strep/Flag-Tag versehene 

GPx4 nach lentiviraler Transduktion stabil exprimieren. Als Kontrollen wurden zwei weitere 

Mutanten herangezogen: die US Mutante und die all cys/ser Mutante. Als weitere Negativ-

Kontrolle dienten Zellen, die nur mit leerem Virus transduziert wurden (PFa1 mock). Da man 

aus den in vitro Studien und den Knockout-Studien (siehe oben) annehmen konnte, dass die 

GPx4 als Redoxsensor agiert, wurden die Zellen oxidativem Stress ausgesetzt, um 

verfügbares GSH zu reduzieren und möglicherweise auch Zellsignalwege zu aktivieren. 

Dafür wurde zum einen BSO benutzt, indem es die Glutathionsynthese inhibiert, und 

andererseits tBOOH, welches direkt die GPx4 oxidiert und zusätzlichen oxidativen Stress 

ausübt, indem es Lipidperoxidation induziert. Zur Aufreinigung der Zellen wurde ein TAPe-

Verfahren benutzt, welches von Gloeckner und Kollegen modifiziert wurde (Gloeckner et al., 

2007). Dabei wird das mit dem Strep/Flag-Tag versehene Protein in zwei konsekutiven 

Reinigungsschritten aus den Zelllysaten isoliert und gereinigt. Dadurch war es möglich 
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mithilfe dieses Verfahrens die getaggte GPx4 aus Zellen mittels zweier aufeinander 

folgender Immunpräzipitationsschritte zu isolieren. Vorexperimente ergaben, dass durch den 

zweiten Reinigungsschritt allerdings viel Protein verloren ging. Deshalb wurde dazu 

übergegangen, zur weiteren Analyse der Eluate durch Immunoblotting nur Proben aus 

Einfachaufreinigungen zu nutzen, wohingegen für die Identifizierung möglicher neuer 

Interaktionspartner Proben aus Zweifachaufreinigungen verwendet wurden, da die 

Massenspektrometrie sensitiv genug ist, kleinste Mengen von Proteinen nachzuweisen. Da 

die Expression der US und all cys/ser Mutante deutlich stärker ist als die der WT GPx4, 

ergab sich für die weiteren Analysen, dass quantitative Aussagen über Reaktionspartner 

nicht getroffen werden können, da eine erhöhte Expression einer GPx4 Mutante eine erhöhte 

Aufreinigung von GPx4 Proteinmengen nach sich zieht und damit auch an GPx4 assozierte 

Proteine (Mannes et al., 2011). 

Für die höhere Expression der US und all cys/ser Mutante im Vergleich zur WT Mutante 

ist höchstwahrscheinlich die Ineffizienz des Sec-Einbaus während der Translation 

verantwortlich, was sich letztlich in der Expression der Gesamtmenge des GPx4 Proteins 

wiederspiegelt (Suppmann et al., 1999). Suppmann und Kollegen zeigten anhand der 

Expression eines bakteriellen Fusionsgens in E.coli, dass die Effizienz der vollständigen 

Leserate der Selenoprotein-mRNA bei nur 4-5% lag verglichen mit einem Serin-Kodon. 

Grund dafür war eine weitaus größere Wahrscheinlichkeit der frühzeitigen Beendigung der 

Translation am UGA-Codon, und der Barriere aufgrund des SECIS-Elements. Im Vergleich 

zum Sec-Einbau zeigte sich die Insertion von Serin als sehr viel effizienter und wurde beim 

kompetitiven Vergleich bevorzugt. Aus diesen Studien konnte eine sehr viel höhere 

Expression der US und all cys/ser Mutante erwartet werden. 

Wie in den Silberfärbungen von Einfachaufreinigungen zu erkennen war, konnten 

zusätzliche Proteinbanden bei 35, 45 und 55 kDa detektiert werden, die jedoch in der 

Kontrolle mit Pfa1 mock Zellen nicht vorhanden waren. Dies lässt darauf schließen, dass es 

sich um an GPx4 assoziierte Proteine handeln muss. Deshalb wurde die TAPe-Methode als 

geeignetes Verfahren erachtet, um mögliche Bindungspartner von GPx4 aus Zelllysaten zu 

extrahieren und anschließend zu identifizieren. 
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4.3. GPx4 und mögliche Interaktionspartner nach 

Glutathiondepletion 

 

4.3.1 An GPx4 assoziierte Proteine werden unter oxidativem Stress stärker 

exprimiert 

 

Sämtliche Aufreinigungen wurden mit vier verschiedenen Zelllinien unter zwei verschiedenen 

Bedingungen, mit oder ohne zusätzliche Behandlung (in Form von BSO, tBOOH, DTT), 

durchgeführt. Dadurch war es möglich, sowohl Vergleiche zwischen den verschiedenen 

Bedingungen als auch zwischen den Zelllinien zu ziehen. 

Entgegen der Erwartung konnte man bei der Analyse der Silberfärbung keine 

nennenswerten Unterschiede bei den Proben innerhalb der jeweiligen Zelllinien sehen, die 

zusätzlichem oxidativem Stress ausgesetzt wurden oder unbehandelt blieben. Zusätzliche 

Proteinbanden erschienen in der Silberfärbung des SDS-PAGE Gels unter beiden 

Bedingungen. Lediglich die Intensität der Banden war bei den Proben, die vorher mit BSO 

und tBOOH behandelt wurden, in der Regel stärker ausgeprägt (Abb. 8A). Dies suggeriert, 

dass Proteine unter oxidativem Stress vermehrt mit GPx4 in Verbindung treten. Man kann 

daher annehmen, dass es sich um Proteine handelt, die an Signalwegen beteiligt sind, die 

durch Veränderungen im zellulären Redoxgleichgewicht der Zelle aktiviert bzw. stärker 

exprimiert werden, oder aber nach erfolgter Oxidation des aktiven Zentrums der GPx4 eine 

kovalente Bindung mit GPx4 eingehen 

Das Proteinbandenmuster von der GPx4 WT Mutante und der US Mutante unterschied 

sich bis auf 5 Banden kaum. Proteinbanden bei 15, 20 und 22 kDa erschienen nur bei der 

US Mutante (Tabelle 1). Bedenkt man jedoch die aufgrund der vermehrten Expression dieser 

Mutante insgesamt erhöhten Proteinmengen, ist davon auszugehen, dass diese Proteine 

auch in den Proben der WT Mutante vorkommen, allerdings nur in zu geringen Mengen, um 

durch die Silberfärbung detektiert zu werden. Bei 13 und 17 kDa wurden Banden beobachtet, 

die ausschließlich bei der WT Mutante vorzufinden waren. Da diese Banden weder bei der 

US Mutante noch der all cys/ser Mutante festgestellt werden konnten, kann man annehmen, 

dass es sich daher um Proteine handeln muss, die entweder direkt mit dem aktiven Zentrum 

der GPx4 oder aber eins der anderen Cys-Reste interagieren können. Proteinbanden bei 13, 

15, 17, 20 und 27 kDa konnten nicht bei der all cys/ser Mutante nachgewiesen werden, 

weshalb angenommen werden kann, dass diese Proteine über die nicht-katalytischen 
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Cysteine an GPx4 gebunden vorliegen. Es lassen sich zwei Banden bei 130 und über 180 

kDa ausschließlich bei der all cys/ser Mutante detektieren. Alle weiteren Banden, die sowohl 

bei der WT und US Mutante als auch der all cys/ser Mutante vorkommen, lassen darauf 

schließen, dass es sich um Proteine handelt, die weder eine kovalente Bindung zum Sec 

ausbilden noch zu den nicht-peroxidativen Cysresten sondern über noch nicht spezifizierte 

Bindungen an GPx4 gebunden sind. 

Um herauszufinden, ob die an GPx4 assoziierten Proteine über kovalente Disulfid- oder 

Selenylsulfidbrücken gebunden sind, wurde in einem Aufreinigungsansatz der all cys/ser 

Mutanten das Reduktans DTT verwendet. Erstaunlicherweise konnten keine nennenswerten 

Unterschiede zwischen der Aufreinigung mit und ohne DTT gefunden werden. Daraus lässt 

sich schlussfolgern, dass es sich bei den Proteinen um nicht-kovalent an GPx4 gebundene 

Proteine handeln muss. Eine kovalente Bindung lässt sich für die Proteine, deren Banden 

ausschließlich bei der WT und US Mutante gefunden wurden weder bestätigen noch 

ausschließen. Weitere experimentelle Untersuchungen dieser Mutanten mit DTT sind 

notwendig, um zu eruieren, ob diese Proteine an eins oder mehrere der 8 nicht-peroxidatven 

Cyse oder an das Sec kovalent gebunden sind oder aber über nicht-kovalente Bindungen an 

die GPx4 assoziiert sind. 

Bei der folgenden Analyse der Proteineluate aus den Aufreinigungen durch die LC/MS 

ließ sich die Hypothese bestätigen, dass zusätzliche Proteine besonders unter Bedingungen 

des oxidativen Stresses vermehrt gefunden wurden und deren Auftreten somit als Folge 

eines pro-oxidativen Geschehens angesehen werden kann. Bei den Experimenten, die die 

US Mutante mit der WT Mutanten verglichen, waren mehr assoziierte Proteine in Proben der 

US Mutante zu finden, was, wie schon oben erwähnt, möglicherwesie auf die im 

Zusammenhang mit stärkerer Expression der US Mutante höhere Gesamtproteinmenge in 

diesen Proben zurückzuführen ist. 

Für die anschließende Untersuchung der Proben durch Western Blotting wurden 15 

verschiedene Antikörper gegen Proteine verwendet, deren Interaktion mit GPx4 anhand des 

aktuellen Wissenstands über ihre Funktion für möglich zu erachten ist. 
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4.3.2. An GPx4 assozierte Proteine von thiolabhängigen antioxidativen 

Systemen 

 

Neben dem GSH-abhängigem System zählt das Thioredoxin-System zu den wichtigsten 

Systemen, die für die Aufrechterhaltung des zellulären Redoxgleichgewichts verantwortlich 

sind. Beide sind thiolabhängige antioxidative Systeme, deren wichtige Enzyme eine für 

Thioredoxin typische Faltungsstruktur besitzen, wie beispielsweise Glutaredoxin (Grx) 

(Fernandes and Holmgren, 2004), Peroxidredoxin (Wood et al., 2003) und die 

Glutathionperoxidasen (Ladenstein et al., 1979). Zu dem Thioredoxin-System gehören die 

Trx, Txnrdn und Prx. Trxs sind relativ kleine, ubiquitär exprimierte Proteine, die eine Rolle bei 

der Zell-Zellkommunikation, Signaltransduktion, Proteinfaltung, dem DNS-Metabolismus und 

der Transkriptionsregulation spielen (Arner and Holmgren, 2006; Holmgren, 1985; Nordberg 

and Arner, 2001). In somatischen Zellen von Säugern existieren zwei Trxs: das zytosolische 

Trx1- und das mitochondriale Trx2-System. Mäuse, denen Trx1 fehlt, sterben bereits im 

Blastozystenstadium (E3,5) (Matsui et al., 1996), wohingegen die transgene Überexpression 

Schutz vor verschiedenen Stress-induzierenden Bedingungen verleiht (Mitsui et al., 2002; 

Nakamura et al., 2002). Unter Verbrauch von NADPH/H+ reduzieren Txnrdn die Trx, 

wodurch diese regeneriert werden. Sie kommen, ebenso wie die Trxs, im Cytosol (Txnrd1) 

und im Mitochondrium vor (Txnrd2) (Lu and Holmgren, 2009). Su und Kollegen entdeckten 

mit der Thioredoxin/Glutathionreduktase (TGR) ein neues Mitglied in der Txnrd-Familie, die 

aber hauptsächlich im Hoden exprimiert wird (Su et al., 2005) . 

Trx 1 konnte in der WT und US Mutante unter oxidativen Stress Bedingungen, sowie in 

der US Mutante im Bezug zur WT Mutante als interagierendes Protein mit der GPx4 

nachgewiesen werden. Die Thioredoxinreduktase 1 konnte nur nach BSO und tBOOH -

Zugabe in der US Mutante detektiert werden. 

Trotz der überlappenden Funktionen des Trx- und GSH-Systems nahm man lange Zeit 

an, dass beide Systeme parallel agieren. Neuere Erkenntnisse hingegen belegen, dass eine 

enge Redundanz zwischen den beiden thiolabhängigen Redox-Systemen stattfinden kann 

(Conrad et al., 2004). Txrnd2-defiziente MEFs, die von Conrad und Kollegen generiert 

wurden, reagierten sehr empfindlich auf exogene ROS, wenn gleichzeitig die 

Glutathionsynthese gehemmt war. Du und Kollegen konnten zeigen, dass GSH und Grx in 

physiologischen Konzentrationen in vitro in der Lage sind, oxidiertes Trx zu reduzieren (Du et 

al., 2012). Damit liegt nahe, dass das GSH-System als Backup für die Txnrds dienen kann, 

da die Herunterregulierung von Txnrd1 keinen Effekt auf den Trx1 Redoxstatus hatte, 
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hingegen aber eine Kombination bei gleichzeitiger Hemmung des GSH-Systems (Du et al., 

2012; Watson et al., 2008; Zhang et al., 2011). 

TGR besitzt Gemeinsamkeiten mit GPx4 und ist auch funktionell mit dieser verbunden, 

wie Daten von Su und Kollegen nahe legen (Su et al., 2005). Es ist in niedrigen 

Konzentrationen in verschiedenen Geweben anzutreffen, wird jedoch verstärkt vor allem im 

Hoden nach der Pubertät exprimiert. TGR besitzt im Gegensatz zu den anderen beiden 

Txnrd zusätzlich eine N-terminale, Glutaredoxin-ähnliche Domäne (Sun et al., 2001), 

worüber, wie durch massenspektrometrische Ansätze bewiesen wurde, die GPx4 an TGR 

bindet (Su et al., 2005). Daher wurde ein funktionell interagierendes System postuliert, in 

dem die GPx4 zunächst Disulfide in Spermienproteine einführt und die TGR als 

Disulfidisomerase – analog den Proteindisulfid-Isomerasen im endoplasmatischen Retikulum 

- die korrekte Faltung dieser Proteine durch Isomerisierungsreaktionen sicherstellt. Dadurch 

wird das komplexe Netztwerk aus Spermatidstrukturproteinen über komplexe Disulfidbrücken 

organisiert und stabilisiert. Inwieweit die anderen Trxs und Txnrds in der Lage sind mit GPx4 

zu interagieren, bleibt aber noch unbekannt. Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit keine 

Assoziation der TGR an GPx4 nachgewiesen werden. Sicher bietet sich in dieser Hinsicht 

aber eine interessante Richtung für weitere Forschungsprojekte. 

Die Glutathionreduktase (Gsr) wurde in beträchtlichen Mengen in den Aufreinigungen 

der WT- und US-Mutanten gefunden, in beiden Fällen unter Stressbedingungen im Vergleich 

zum ungestressten Zustand, sowie bei der US Mutante im Vergleich zur WT Mutante. Gsr 

reduziert Glutathiondisulfid (GSSG) zu GSH unter Verbrauch von NADPH/H+ und spielt 

damit eine entscheidende Rolle im GSH-abhängigen Redoxsystem. Inwieweit Gsr direkt mit 

GPx4 interagiert, wurde bis jetzt nicht beschrieben und sollte in weiterführenden Studien 

molekular untersucht werden.  

Die vermehrte Anreicherung der oben genannten Proteine in den Proben der US 

Mutante kann u.a. als Folge der vermehrten Expression der US Mutante gewertet werden. 

Es ist davon auszugehen, dass diese Proteine nicht von dem Sec im aktiven Zentrum 

abhängig sind. Da keins der hier besprochenen Enzyme in der all cys/ser WT Mutante 

nachgewiesen werden konnte, kann man annehmen, dass eine Bindung über eines oder 

mehrere der nicht-peroxidativen Cyse stattfindet oder die Proteine über noch nicht 

spezifizierte Bindungen an GPx4 assoziiert ist. 
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4.3.3 Peroxiredoxine als mögliche Targets für die Thiolperoxidaseaktivität der 

GPx4 

 

In der LC/MS konnten Prx1 und 4 unter Stressbedingungen in der US Mutante 

nachgewiesen werden. Prx1 konnte zudem in der WT Mutante und Prx4 in der all cys/ser 

WT Mutante unter Stressbedingungen detektiert werden. Sowohl Prx1 als auch Prx4 wurden 

im Vergleich zur WT Mutanten in der US Mutante angereichert vorgefunden. Bestätigt 

werden konnten diese Ergebnisse durch die Immunoblot-Färbungen, wobei Antikörper gegen 

die weiteren 4 Prxs ebenfalls Banden in dem für die Prxs typischen Größenbereich von 20-

30 kDa ergaben. Dabei kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass es sich dabei um 

eine unspezifische Bindung der Antikörper an die getaggte GPx4 handelt, die sich im selben 

Größenbereich befindet. Darüber hinaus konnten weitere Banden detektiert werden. 

Besonders die Banden im hochmolekularen Bereich von 170 kDa bei den Blots gegen Pxr1 

bis 3 sind interessant, da sie ausschließlich bei der WT Mutante auftreten. Prxs, als wichtige 

Mitglieder der antioxidativen Abwehr, wurden zuerst als Thiolperoxidasen, die Hydroperoxide 

zu Wasser reduzieren, beschrieben (Rhee and Woo, 2011; Wood et al., 2003). Allerdings 

nimmt man an, dass die Rolle viel komplexer ausfällt als bisher vermutet: so sollen sie auch 

als Redox-Sensoren agieren, die über die Kontrolle von Signaltransduktionen verschiedene 

Zellsignalwege beeinflussen (Fourquet et al., 2008; Winterbourn and Hampton, 2008). Bei 

Pxr1 bis 3 handelt es sich um 2-Cys Prxs, die, nachdem das peroxidative Cys im aktiven 

Zentrum zur Sulfensäure oxidiert wurde, eine Disulfidbindung mit dem releasing Cys (CR) 

ausbilden (Parsonage et al., 2008; Peskin et al., 2007; Sayed and Williams, 2004). Da die 2-

Cys Pxr als Homodimere vorliegen, bildet sich diese Bindung zwischen den beiden 

Momomeren. Deshalb besteht die Möglichkeit, dass die GPx4 in der Lage ist, diese Reaktion 

zu katalysieren, was einer ähnlichen Funktion entsprechen würde, wie sie sie in Spermien 

erfüllt (siehe oben) (Maiorino et al., 2005b; Schneider et al., 2009; Ursini et al., 1999).  

 

 

4.3.4 Interaktion der GPx4 mit Zelltod-regulierenden Proteinen 

 

AIF ist ein 57 kDa großes Protein, das im Mitochondrium lokalisiert ist (Modjtahedi et al., 

2006; Zamzami et al., 1996). Nach dessen proteolytischer Spaltung und Freisetzung aus 

dem Intermembranraum transloziert es zum Zellkern und induziert dort die DNA-

Fragmentierung, Chromatinkondensation und den Caspase-unabhängigen Zelltod.  
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Die Freisetzung von Proteinen aus dem Intermembranraum, in der Regel infolge eines 

apoptotischen Insults, wird von Proteinen der Bcl2-Familie reguliert. Zu dieser Familie gehört 

auch das Bcl-x-Protein, welches in zwei Isoformen existiert: Bcl-xL und Bcl-xs - beide 

zwischen 25 und 35kDa groß (Boise et al., 1993). Bcl-2 inhibiert den Zelltod und dessen 

Überexpression führt zur Hemmung der Freisetzung von AIF aus den Mitochondrien (Susin 

et al., 1996). Bcl-xL verhindert den Zelltod ebenfalls, während Bcl-xs als Inhibitor von Bcl-2 

fungiert (Boise et al., 1993). Ebenfalls ein Inhibitor von Bcl-2 ist Bax (23 kDa) (Oltvai et al., 

1993): Bax und Bcl-2 bilden jeweils Homodimere oder können zusammen ein Heterodimer 

bilden. Der Transkriptionsfaktor Nrf2  reguliert die Expression von verschiedenen Genen, die 

unter anderem für zytoprotektive Proteine kodieren, darunter Bcl-2, dessen Expression von 

Nrf2 hoch reguliert wird (Niture and Jaiswal, 2012). Darüber hinaus spielt es eine 

entscheidente Rolle im Nrf2/ Keap1 (Kelch-like-ECH-associated protein 1)-Signalweg 

(Nrf2/Keap1-Singalweg) (siehe unten). Bid (22kDa) gehört ebenso zur Bcl-2-Familie (Wang 

et al., 1996) und liegt als inaktive Vorstufe im Zytosol vor (Li et al., 1998; Luo et al., 1998). 

Aktiviert wird Bid durch die proteolytische Spaltung durch Caspase-8 im Fas-Signalweg, 

woraufhin das trunkierte Bid (tBid) zum Mitochondrium transloziert. Infolgedessen wird 

Cytochrom C durch die Aktivierung von Bax und Bak freigesetzt, was Caspase-abhängige 

Apoptose zur Folge hat (Gross et al., 1999; Li et al., 1998; Luo et al., 1998; Wei et al., 2001; 

Yin et al., 1999). Caspase-8 (18, 45, 57 kDa) wird nicht nur durch CD95 (Fas/APO1) 

aktiviert, sondern auch durch TNFR1 (TNF receptor 1) (Boldin et al., 1996; Fernandes-

Alnemri et al., 1996; Muzio et al., 1996). Caspase-8 spaltet und aktiviert daraufhin 

nachgeschaltete Caspasen wie z.B. Caspase-1,-3,-6 und -7 und induziert über Caspase 3 

die Apoptose. Zellsignale werden u.a. über die Bindung von Tumor necrosis factor (TNF) an 

den TNFR1 und TNFR2 vermittelt (Tartaglia and Goeddel, 1992). Beide Rezeptoren gehören 

zur TNF Rezeptor-Familie, die auch das Fas Antigen und CD40 umfasst (Smith et al., 1994). 

TRAF3 bindet an die zytoplasmatische Domäne von CD40 (Cheng et al., 1995; Hu et al., 

1994). Zur RIP-Familie gehören RIP1 und RIP4. Sie können das Überleben der Zelle über 

den NF-κB Signalweg regulieren oder auch die Apoptose über die Interaktion mit Fas und 

TRAFs einleiten (Devin et al., 2000; Hsu et al., 1996; Meylan and Tschopp, 2005; Stanger et 

al., 1995; Zhang et al., 2000). Die Caspase-8 abhängige Spaltung von RIP1 (78 kDa) 

aktiviert die apoptotische Aktivität von RIP1 (Lin et al., 1999). RIP3 (60 kDa) bindet an RIP1 

und TNFR1 und verstärkt so die RIP1 induzierte NF-κB Aktivierung bzw. vermittelt die 

TNFR1 induzierte Apoptose (Pazdernik et al., 1999; Sun et al., 1999; Yu et al., 1999). 

Darüber hinaus spielen RIP1 und RIP3 eine ebenso wichtige Rolle bei dem nicht-

apoptotischen Zelltod, der sogenannten Nekroptose (Vanden Berghe et al., 2014). 
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Wie bereits erwähnt, konnten frühere Daten aus unserem Labor belegen, dass nach dem 

Knockout der GPx4 in murinen embryonalen Fibroblasten ein AIF-abhängiger und Caspase-

unabhängiger Zelltod induziert wird, der über Lipidhydroperoxide vermittelt wird (Seiler et al., 

2008). Cole-Ezea und Kollegen fanden heraus, dass der Knockdown von GPx4 in humanen 

Kolon-Adenokarzinomzellen (Caco-2) eine erhöhte mitochondriale und zytosolische 

Proteinexpression von AIF bzw. vermehrten zytosolischen und verminderten mitochondrialen 

Proteinmengen von Bax führt (Cole-Ezea et al., 2012). Darüber hinaus zog der GPx4 

Knockdown Veränderungen in der mitochondrialen Atmungskette sowie mitochondrialer 

Konzentrationen an ROS und Lipidperoxidation nach sich. Eine Interaktion von Bax und 

Proteinen der Bcl-2 Familie mit GPx4 wäre denkbar, da zumindest schon eine Verbindung 

von Bax und Bcl-2 zu GSH belegt werden konnte: GSH-Mangel beeinflusst sowohl den 

intrinsischen als auch den extrinsischen apoptotischen Signalweg (Armstrong and Jones, 

2002; Varghese et al., 2003). Zum einem geschieht dies durch die Aktivierung von Bax über 

dessen oxidationsabhängige Dimerisierung (Sato et al., 2004), und zum anderen reguliert 

Bcl-2 den GSH Gehalt in verschiedenen Zellkompartimenten (Ellerby et al., 1996; 

Zimmermann et al., 2007). Bcl-2, als antioxidatives und antiapoptotisches Enzym, besitzt 

eine Domäne (BH3-Domäne), in der Proteine binden, die diese Funktionen antagonisieren 

(Zimmermann et al., 2007). Zimmermann und Kollegen zeigten 2007, dass BH3-Agonisten 

einen GSH-sensitiven mitochondrialen oxidativen Stress mit drauffolgender Apoptose in 

neuronalen Zellen von Ratten auslösen. Darüber hinaus konnte die direkte Bindung von Bcl2 

zu GSH bewiesen werden, die durch BH3-Mimetika antagonisierbar war (Zimmermann et al., 

2007). 

AIF konnte mithilfe der Immunoblots in den Aufreinigungen aller Mutanten 

nachgewiesen werden. Nur bei der WT Mutante zeigten sich allerdings Banden bei 170 kDa. 

Bcl-xL/S ließ sich bei der US und all cys/ser WT Mutante detektieren, die stärker als die WT 

Mutante exprimiert werden, was eine höhere Proteinmenge zur Folge hat. Die Westernblot-

Analysen gegen Bax zeigten in den Aufreinigungen der US und all cys/ser Mutante Banden 

im erwarteten Größenbereich von 23 kDa. Dies entspricht allerdings auch der Größe der 

getaggten GPx4. Somit könnte es sich auch um eine unspezifische Antikörperbindung 

handeln, was auch bei den Prx und  Bcl-xS/L Immunoblots berücksichtig werden sollte, da 

diese Proteine sich ebenfalls in diesem Größenbereich aufhalten. Überaschenderweise 

konnten Banden bei 170 kDa ausschließlich in der WT Mutante detektiert werden. In der all 

cys/ser Mutante konnten zusätzlich Banden bei 70 und 55 kDa nachgewiesen werden. Wie 

aber genau die GPx4 mit diesen Proteinen molekular interagiert, sollte Gegenstand 

zukünftiger Forschungsprojekte sein. 
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Rip3 konnte in den Aufreinigungen aller Mutanten mithilfe des Immunoblots nachgewiesen 

werden. Unerwartet zeigten sich Banden in der WT Mutante bei >170 kDa, die 

möglicherweise auf einen großen und sehr stabilen Proteinkomplex hinweisen. Der 

Immunoblot gegen Rip1 ergab hingegen keine Banden. 

Rip1 und Rip3 spielen eine entscheidende Rolle bei nicht-apoptotischen 

Zelltodsignalwegen. Neben der Apoptose und Nekrose hat der Begriff Nekroptose als 

Synonym für die programmierte Nekrose 2005 offiziell Einzug in die Terminologie erhalten 

(Degterev et al., 2005). Eine Reihe von Molekülen wurden als Initiatoren, Modulatoren oder 

Effektoren der Nekroptose identifiziert, u.a. Rip1 und Rip3 (Cho et al., 2009; He et al., 2009; 

Holler et al., 2000; Hsu et al., 1996; Zhang et al., 2009). Es wird angenommen, dass die 

Kinase-Aktivität von Rip3 die Aktivierung von TNFR1 mit der Überproduktion von ROS 

vermittelt, was eine Möglichkeit darstellt, Nekroptose zu initiieren (Zhang et al., 2009). 

Darüber wäre eine mögliche Verbindung zwischen oxidativem Stress, Lipidperoxidation und 

GPx4-Aktivität in Betracht zu ziehen, die allerdings noch einiger Aufklärung bedarf 

(Vandenabeele et al., 2010). 

Eine weitere Form des nicht-apoptotischen Zelltodes bezeichnet man als Ferroptose, die 

sich morphologisch, biochemisch und genetisch von der Apoptose, Nekrose oder 

Autophagozytose unterscheidet. Das Stockwell Labor beschrieb dabei zwei strukturell nicht 

verwandte Moleküle, die selektiv den Zelltod in onkogenen RAS Mutanten Zelllinien 

auslösten: Erastin und RSL3 (Dixon et al., 2012; Dolma et al., 2003; Yang and Stockwell, 

2008). Die Art des Zelltods blieb unbekannt, jedoch zeigte er keine typischen Anzeichen der 

Apoptose (Dolma et al., 2003; Yagoda et al., 2007; Yang and Stockwell, 2008), ging mit 

erhöhten Konzentrationen an ROS einher und konnte durch Eisenchelatoren oder 

genetischer Hemmung der Eisenaufnahme verhindert werden (Yagoda et al., 2007; Yang 

and Stockwell, 2008). Dixon und Kollegen identifizierten das kleine Molekül Ferrostatin-1 als 

erster Inhibitor der Ferroptose in HT-1080-Krebszellen (Dixon et al., 2012). Da dem Zelltod 

eine eisenabhängige Anreicherung von ROS in Zellen vorausgeht und Ferrostatin-1 eine N-

Cyclohexyl-Einheit besitzt, nimmt man an, dass es als lipophiler Anker in biologischen 

Membranen als Antioxidans agiert (Skouta et al., 2014). Zudem verhindert Ferrostatin-1 die 

durch hohe extrazelluläre Glutamat-Konzentrationen ausgelöste Ferroptose in ex vivo 

kultivierten Neuronen (Dixon et al., 2012). Hohe Konzentrationen an extrazellulärem 

Glutamat inhibieren, ähnlich wie der Inhibitor Erastin, den Cystin/Glutamat-Antiporter 

(System xc
-), wodurch die Cystin-Aufnahme gehemmt wird und der dadurch ausgelöste 

intrazelluläre Cys-Mangel eine massive GSH-Depletion und somit den Zelltod induziert. 
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Interessanterweise kann neben Ferrostatin auch Trolox vor dem durch Erastin-induzierten 

Zelltod in HAT-1080 Zellen schützen, was dafür spricht, dass die auftretende 

Lipidperoxidation zentral für die Ferroptose ist (Yagoda et al., 2007). Die gleiche Gruppe 

bestätigte 2014, dass Erastin durch Verminderung der GSH-Konzentration die Ferroptose 

auslöst (Yang et al., 2014). Eben diese verringerte Konzentration inaktiviert auch GPx4. 

Zudem zeigten Yang und Kollegen, dass RSL-3 direkt an GPx4 bindet und dieses inaktiviert. 

Damit wurde bewiesen, dass die GPx4 direkt an der Regulation dieses neuen 

Zelltodsignalwegs beteiligt ist. 

Weitere Aussagen über die Bedeutung der zusätzlichen Proteinbanden bei den oben 

genannten Immunoblots können erst nach weiteren Untersuchungen gemacht werden. Ein 

besonderes Augenmerk sollte dabei auf die 170 kDa großen Proteinkomplexe, die in Blots 

gegen AIF, Bax, Prx1-3 und Rip3 gefunden worden, gelegt werden, da diese ausschließlich 

bei den WT exprimierenden Zellen erschienen. 

Ein weiteres Augenmerk sollte ebenso auf den Nrf2/ Keap1-Signalweg gelegt werden, 

der einer der wichtigsten Regulatoren der zytoprotektiven Antwort auf endogenen und 

exogenen oxidativen Stress darstellt. Dabei bindet Nrf2 als Transkriptionsfaktor im Zellkern 

an das antioxidant response element (ARE) und initiiert dadurch die Transkription 

antioxidativer Proteine (Kansanen et al., 2012). Darunter fallen auch Enzyme, die für den 

Glutathionhaushalt verantwortlich sind, wie zum Beispiel einige GPxs (reviewed von (Hayes 

et al., 2010; Zhang and Gordon, 2004). Unter basalen Bedingungen befindet sich Nrf2 in 

einem Komplex mit Keap1. Dabei arrangieren sich zwei Keap1-Moleküle derart, dass die 

Ubiquitinierung und der proteasomale Abbau von Nrf2 gefördert wird (Kansanen et al., 2012; 

McMahon et al., 2006; Tong et al., 2007; Zhang et al., 2004). Humanes Keap1 besitzt 27 

Cys-Reste, die durch verschiedene Stimuli, wie z.B. oxidativem Stress oder elektrophile 

Substanzen, von diesen angegriffen und kovalent gebunden werden können, unter anderem 

auch unter Ausbildung von Disulfidbindungen, oder zur Sulfensäure oxidiert werden können 

(Dinkova-Kostova et al., 2002; McMahon et al., 2010; Zhang and Hannink, 2003). Man nimmt 

an, dass durch die Modifikation der Thiole, Keap1 seine Konfirmation ändert, was zu einer 

Verhinderung der Ubiquitinierung und Freisetzung von Nrf2 führt, welches daraufhin zum 

Nucleus transloziert (McMahon et al., 2006). Auch in diese Richtung sind weitere 

Forschungsprojekte notwendig um die genaue Interaktion von GPx4 in diesem Signalweg zu 

klären. 
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6 Anhang 

 

6.1 Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.    Abbildung 

AIF    Apoptose-induzierender Faktor 

APS    Ammoniumpersulfat 

ARE    Antioxidant response element 

BSA    Bovine serum albumine 

BSO    Buthioninsulfoximin 

cGPx4    zytosolische GPx4 

CP    peroxidatives Cystein 

CR    Resolving Cysteine 

COX    Cyclooxygenase 

Cys    Cystein 

DMEM    Dulbecco's modified eagle's medium 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

DNS    Desoxyribonukleinsäure 

DTT    Dithiothreitol 

EDTA    Ehylendiamintetraessigsäure 

ER    endoplasmatisches Retikulum 

Ero1    ER Oxidoreductin-1 

FCS    Fetal calf serum 

γ-GCS    γ-GlutamylCys-Synthetase 

GPx    Glutathionperoxidase 

GPx4    Glutathion-Peroxidase 4 

GRP78   Glucose-reguliertes Protein 78 

Grx    Glutaredoxin 

GSH    Glutathion 

HPLC    High-performance liquid chromatography 

Hsp90    Hitze-Schock-Protein 90 
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IAA    Iodacetamid 

Keap1    Kelch-like-ECH-associated protein 1 

LC/MS    Liquid chromatography/mass spectrometry 

LDL    Low densitiy lipoprotein 

LOX    Lipoxygenase 

LPS    Lipopolysaccharid 

2-ME    2- Mercaptoethanol 

MEF    Murine embryonale Fibroblasten 

MER    mutated-estrogen receptor 

mGPx4   mitochondriale GPx4 

MS    Masssenspektrometrie 

NEM    N-Ethylmaleimid 

nGPx4    nukleäre GPx4 

Nrf2    Nuclear factor erythroid 2–related factor 2 

PBS    Phosphate buffered saline 

PDI    Proteindisulfidisomerase 

PGE2    Prostaglandin E2 

PHGPx   Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathion-Peroxidase 

Prx    Peroxiredoxin 

PTP    Protein-Tyrosin-Phosphatase 

RIP    Receptor interacting protein kinase 

RNS    Ribonukleinsäure 

roGFP    Redox-sensitive green fluorescent protein 

ROS    Reactive oxygen species 

rpL20    ribosomales Protein L20 

RTK    Rezeptor-Tyrosin-Kinase  

SBP2    SECIS bindendes Protein  

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

Sec    Sec 

SECIS-Element  Sec insertion sequence element 

Ser    Serin 

SF    Strep-Flag-Tag 

SMCP    Sperm mitochondrion-associated Cyse-rich protein 
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TAP    Tandem-Affinity-Purification 

TAPe    Tandem-Affinity-Purification-enhanced 

tBid    trunkiertes BID 

tBOOH   tert-Butylhydroperoxid 

TBS-T     Tris-buffered saline and tween 20 

TCA    Trichloressigsäure 

TEMED   Tetramethylethylenediamine 

TGR    Thioredoxin/Glutathionreduktase 

TNF    Tumor-necrosis-factor 

TRAF3    TNF-receptor-associated-factor 3 

TRIS    Trishydroxymethylaminomenthan 

Trx    Thioredoxin 

Txnrd    Thioredoxin-Reduktase 

WT    Wildtyp 
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 6.2 Tabelle A 
angereichert 
in        

Description 
WT/ Stress: 
WT WT:US 

US Stress: 
US 

csWT/Stress: 
csWT 

Acly|MGI Symbol|ATP citrate lyase Gene       x 

Actn1|MGI Symbol|actinin, alpha 1     x   

Aifm1|MGI Symbol|apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated 1 
Gene        x 

Ankrd50|MGI Symbol|ankyrin repeat domain 50 x   x   

Cct2|MGI Symbol|chaperonin containing Tcp1, subunit 2 (beta)  x   x   

Cct3|MGI Symbol|chaperonin containing Tcp1, subunit 3 (gamma)      x x 

Cct4|MGI Symbol|chaperonin containing Tcp1, subunit 4 (delta)  xx   x   

Cct5|MGI Symbol|chaperonin containing Tcp1, subunit 5 (epsilon)  x   x   

Cct6a|MGI Symbol|chaperonin containing Tcp1, subunit 6a (zeta)  x   x   

Cct7|MGI Symbol|chaperonin containing Tcp1, subunit 7 (eta)      x   

Cct8|MGI Symbol|chaperonin containing Tcp1, subunit 8 (theta) Gene  x     x 

Cpne3|MGI Symbol|copine III      x   

Cryzl1|MGI Symbol|crystallin, zeta (quinone reductase)-like 1 x   x   

Ddb1|MGI Symbol|damage specific DNA binding protein 1      x x 

Dhps|MGI Symbol|deoxyhypusine synthase      x   

Dhx15|MGI Symbol|DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 15 x   x   

Dnpep|MGI Symbol|aspartyl aminopeptidase Gene      x   

Eif5a|MGI Symbol|eukaryotic translation initiation factor 5A      x   
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Faf1|MGI Symbol|Fas-associated factor 1      x   

Flna|MGI Symbol|filamin, alpha x       

Flnc|MGI Symbol|filamin C, gamma x   x   

Got1|MGI Symbol|glutamate oxaloacetate transaminase 1, soluble      x   

Gsr|MGI Symbol|glutathione reductase  x   x   

Hdlbp|MGI Symbol|high density lipoprotein (HDL) binding protein Gene       x 

Hist1h4j|MGI Symbol|histone cluster 1, H4j   x     

Hsp90ab1|MGI Symbol|heat shock protein 90 alpha (cytosolic),     x   

 class B member 1 Gene          

Hspa4|MGI Symbol|heat shock protein 4     x   

Hspa5|MGI Symbol|heat shock protein 5 x       

Hsph1|MGI Symbol|heat shock 105kDa/110kDa protein 1 x       

Nudcd1|MGI Symbol|NudC domain containing 1 Gene      x   

Pcna|MGI Symbol|proliferating cell nuclear antigen Gene       x 

Prmt1|MGI Symbol|protein arginine N-methyltransferase 1 xx   x   

Rab18|MGI Symbol|RAB18, member RAS oncogene family Gene       x 

Rnh1|MGI Symbol|ribonuclease/angiogenin inhibitor 1     x   

Rps27a-ps2|MGI Symbol|ribosomal protein S27A, pseudogene 2 x       

S100a11|MGI Symbol|S100 calcium binding protein A11 (calgizzarin)     x   

Spag7|MGI Symbol|sperm associated antigen 7  x   x   

Tcp1|MGI Symbol|t-complex protein 1  x   x   

Tpi1|MGI Symbol|triosephosphate isomerase 1 x   x   

Tpm3|MGI Symbol|tropomyosin 3, gamma     x   
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Tpm4|MGI Symbol|tropomyosin 4     x   

Tpt1|MGI Symbol|tumor protein, translationally-controlled 1     x   

Tuba1b|MGI Symbol|tubulin, alpha 1B  x       

Tubb5|MGI Symbol|tubulin, beta 5 class I x       

Txnl1|MGI Symbol|thioredoxin-like 1     x   

Txnrd1|MGI Symbol|thioredoxin reductase 1     x   

Uba1|MGI Symbol|ubiquitin-like modifier activating enzyme 1 x   x   

Ubr7|MGI Symbol|ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 7 
(putative)     x   

Usp47|MGI Symbol|ubiquitin specific peptidase 47 x   x   

Ywhae|MGI Symbol|tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase x   x   

activation protein, epsilon polypeptide         
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7 Zusammenfassung 

 

GPx4 besitzt vielfältige Funktionen im Redox-Metabolismus von Zellen. Ursprünglich 

wurde sie als ein Enzym beschrieben, das hoch effizient Phospholipidhydroperoxide zu 

den entsprechenden Alkoholen unter GSH-Verbrauch reduzieren kann. Weiterhin hatte 

sich in den letzten 10 bis 15 Jahren gezeigt, dass sie eine essenzielle Rolle als 

Thiolperoxidase in der Spermienreifung ausübt. Eine weitere Funktion stellt 

möglicherweise die eines Redox-Sensors dar, der auf die Änderung des zellulären 

Redox-Milieus mit der Aktivierung von antioxidativen Zellsignalwegen reagiert. Diese 

Funktion konnte bislang nur für das GPx4-Homolog in der Hefe nachgewiesen werden 

und kann aufgrund der Rolle, die die GPx4 bei der Spermienreifung in Mäusen spielt, 

auch für Säugetiere postuliert werden. Es handelt sich dabei um die Fähigkeit der 

GPx4 in ihrer Funktion als Thiolperoxidase Disulfid- oder auch Selenylsulfidbindungen 

zwischen anderen Proteinen zu bilden. Dabei ist die GPx4 vermutlich auch in der Lage, 

ihre eigenen Cysteine als Substrat zu akzeptieren, was allerdings im Falle der 

Spermienreifung zu einer Inaktivierung der peroxidativen Funktion führt. Diese 

Thiolperoxidasefunktion ist abhängig von der Menge an freiem GSH. 

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war es, mögliche Interaktionspartner in 

somatischen Zellen zu identifizieren, wobei die  Thiolperoxidasefunktion der GPx4 bei 

Änderung des zellulären Redox-Milieus in Form von oxidativem Stress ausgenutzt 

werden sollte.  

Als Methode wählten wir ein modifiziertes Tandem-Affinity-Purification-enhanced-

Verfahren (TAPe). Mit Hilfe dessen wurde eine mit einem Strep/Flag-Tag versehene 

GPx4 oder verschiedene Mutanten stabil in induzierbaren GPx4 Knockout murinen 

embryonalen Fibroblasten exprimiert, sodass die getaggte GPx4 mittels des TAPe 

Verfahren aus den Zellen aufgereinigt werden konnte. Um intrazelluläre GSH-

Konzentrationen zu reduzieren und die GPx4 zu oxidieren, wurden die Zellen vor der 

Lyse mit BSO und tBOOH vorbehandelt. Die  Eluate aus diesen Aufreinigungen 

wurden anschließend anhand der Massenspektrometrie, Silberfärbung und Western 

Blots analysiert. 

Es ließen sich eine ganze Reihe von Proteinen identifizieren, die ebenfalls eine 

wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des intrazellulären Redox-Milieus spielen und 

an der Regulierung von Zellsignalwegen beteiligt sind. Nach den bisherigen Analysen 

bedarf es aber noch einer Bestätigung mittels co-Immunpräzipitation und Immunoblot-
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Analysen. Besonders aktuelle Erkenntnisse, die neue Zelltodsignalwege, wie zum 

Beispiel die Ferroptose, analysieren, stellen eine interessante und äußerst relevante 

Richtung für zukünftige Projekte in der Erforschung der GPx4 und ihrer Rolle als 

Redox-Sensor und Regulator von Zelltodsignalwegen dar. 
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