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1 Einleitung

1. Einleitung

Die Proteinsortierung zwischen membranumschlossenen Kompartimenten einer Zelle
spielt eine zentrale Rolle sowohl fur die Bildung und Aufrechterhaltung dieser Kompar-
timente als auch fir die interzellulare Kommunikation. Hierfiir wird ein hochspezialisier-
tes Transportnetzwerk bendétigt. Dem frihen sekretorischen Weg folgend und begin-
nend am endoplasmatischen Retikulum (ER) werden neusynthetisierte Proteine zu-
nachst zum Golgi-Apparat transportiert, wo sie zumeist mehreren Modifikationen un-
terworfen werden, bevor sie in das trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und somit in den spa-
ten sekretorischen Weg ubergehen. Im Verlauf des spéaten sekretorischen Weges wer-
den die Proteine vom TGN zu Endosomen und weiter zu Lysosomen, der Plasma-
membran oder sekretorischen Organellen sortiert. Proteine, die ausgehend von der
Plasmamembran auf dem endozytotischen Weg transportiert werden, durchlaufen die
in dem sekretorischen Weg beschriebenen Kompartimente in umgekehrter Reihenfol-
ge.

Der Proteintransport wird von membranumschlossenen Vesikeln vermittelt, deren Bil-
dung nach einem grundsatzlich einheitlichen Mechanismus erfolgt: Sie wird durch eine
Krimmung der ,Donormembran® eingeleitet, welche durch eine spezifische Lipidzu-
sammensetzung und unter der Beteiligung von speziellen Proteinen auf der zytosoli-
schen Membranseite vermittelt wird. Im weiteren Verlauf flhrt die Anlagerung zusatzli-
cher Proteine zu einer Bildung von spharischen Membraneinstilpungen, welche nur
noch Uber einen ,Membranstiel mit der ,Donormembran® in Verbindung stehen. Von
diesem Membranstiel erfolgt die Abknospung der Vesikel in das Zytoplasma. Uber
spezifische Proteine auf der Vesikeloberflache wird eine Anbindung an Motorproteine
vermittelt, mit deren Hilfe der vesikulare Transport entlang eines Netzwerkes aus Zyto-
skelettfilamenten zur Membran des Zielkompartiments bewerkstelligt wird. Hochspezi-
fische Interaktionen zwischen der Vesikel- und der Zielmembran fiihren zuerst zum
Andocken und spater zur Fusion mit dem Zielkompartiment. Fir einen selektiven
Transport eines Vesikels von einer Donor- zu einer Zielmembran ist darliber hinaus
eine Vielzahl von hochspezifischen Interaktionen wahrend des Transportprozesses
notwendig, sodass jede Vesikelpopulation eine definierte Protein- und Lipidzusammen-
setzung aufweisen muss.

Dieser spezifische Transport wird neben anderen Mechanismen durch so genannte
,Coated-Vesikel“ bewerkstelligt, welche einen Durchmesser von bis zu 100 nm aufwei-
sen. Deren Bildung wird durch die Rekrutierung von zytoplasmatsichen Proteinen ver-
mittelt und es kommt in dessen Verlauf zu einer Anreicherung von zu transportierenden

Proteinen auf der Vesikelmembran sowie einer Umhullung mit assoziierten Proteinen,




1.1 Vesikularer Proteintransport

dem ,Coat”. Nach der Abknospung des Coated-Vesikels wird die Umhullung entfernt,

was fur eine spezifische Fusion mit einem Zielkompartiment entscheidend ist.

1.1 Vesikuléarer Proteintransport

Eine zentrale Aufgabe beim intrazellularen, sekretorischen Transport von Proteinen
sowie bei der Kommunikation zwischen Organellen tUbernehmen umhilite Vesikel
(Ubersichtsartikel: Bonifacino and Lippincott-Schwartz 2003, Bonifacino and Glick
2004, Pucadyil and Schmid 2009). Mit ihrer Hilfe findet eine hoch spezialisierte Form
des intrazelluldaren Transports statt, indem es auf und in den Vesikeln zu einer Kon-
zentrierung der zu transportierenden Fracht (cargo) kommt. Vesikuldre Transporter
wurden erstmalig im Jahre 1975 von Palade beschrieben [Palade 1975]. In den ver-
gangenen Jahrzehnten wurden mehrere Transportsysteme umhdllter Vesikel identifi-
ziert und drei Typen umhdllter Vesikel im Detail untersucht: Clathrinumhdilite Vesikel
(clathrin coated vesicle, CCV), welche eine zentrale Rolle beim Transport des spaten
sekretorischen Sortierungsweges, im endozytischen Sortierungsweg und beim synapti-
schen Vesikelrecycling einnehmen, Coat-Protein Komplex | (COP-I) umhtillte Vesikel,
welche am retrograden Transport im frihen sekretorischen Weg beteiligt sind und
COP-II umhullte Vesikel, welche den Proteinexport vom Endoplasmatischen Retikulum
(ER) hin zum Golgi-Apparat vermitteln [Beck et al. 2009]. Zytosolische Hullenproteine,
wie Clathrin und die Adaptorporteinkomplexe (AP-Komplexe) sowie die Coat-Protein
Komplexe | und Il verbinden sich selbststandig zu einer polymeren Struktur, sind an
der Deformation der Donormembran beteiligt und interagieren direkt mit den zu trans-
portierenden Proteinen. Hullenproteinkomplexe spielen eine duale Rolle: Sie verfiigen
einerseits Uber die Fahigkeit an Membranen zu binden und andererseits binden sie an
die zu transportierenden membrangebundenen Proteine und vermitteln deren Konzent-

rierung auf Vesikeln.
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Abb. 1-1: Vesikularer Transport des sekretorischen Weges in Saugerzellen.

Die Transportwege werden durch Pfeile angezeigt. Die bekannten Orte der einzelnen Hillen-
proteine sind farblich hervorgehoben: COP-II (blau), COP-I (rot) und Clathrin (orange). Die Zu-
sammensetzung der Clathrinhillen ist heterogen und besteht u. a. aus verschiedenen Adaptor-
proteinen. [Bonifacino und Glick 2004]

Damit sichergestellt ist, dass die Abknospung von umhdillten Vesikeln von einem Zell-
kompartiment oder einer spezifischen Membranregion stattfindet, ist eine Vielzahl von
weiteren Faktoren an deren Entstehung und Abknospung beteiligt (vgl. Abb. 1-1). In-
tegrale oder periphere Membranproteine stellen eine organellspezifische Plattform fir
die initiale Anlagerung von Hullenproteinen dar. Die Anlagerung von Proteinen an eine
Membran wird dartber hinaus von deren Phospholipidzusammensetzung beeinflusst.
Eine Vielzahl von Zellkompartimenten weist eine charakteristische Zusammensetzung
von Phosphatidylinositolphosphaten auf, die Giber eine spezifische Zusammensetzung
von Kinasen und Phosphatasen aufgebaut und Gber deren Regulation gesteuert wird
(Ubersichtsartikel: Matteis und Godi 2004, Paolo und Camilli 2006, Santiago-Tirado
und Bretscher 2011). Fir die selektive Organellmembrananbindung von vielen Protei-
nen, die an der Vesikeltransportmaschinerie beteiligt sind, spielen spezielle Bindungs-

stellen fur Phosphatidylinositolphosphate eine wichtige Rolle.
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Abb. 1-2: Schritte der Vesikelentstehung, -abknospung und -fusion.

(1) Membrangebundene Hillenkomponenten (blau) werden lber eine Bindung an membranas-
soziierte GTPasen (rot) und/oder an spezifische Phosphatidylinositolphosphate an die Donor-
membran gebunden. (2) Von der Vesikelmembran entfernterere Proteine (griin) binden wéah-
rend des Abknospungsprozesses (budding). (3) Die Abspaltung (scission) wird entweder direkt
von den Hullenproteinen oder von assoziierten Proteinen vermittelt. (4) Abstreifung der Hiille
(uncoating). (5) Der ,nackte” Vesikel bewegt sich entlang des Zytoskeletts in Richtung der Ak-
zeptormembran. Die Annaherung des Vesikels an die Akzeptormembran (tethering) geschieht
durch eine Kombination von Rab-Proteinen und weiteren Anbindungsfaktoren. (6) Die Anbin-
dung (docking) des Vesikels wird durch die Ausbildung eines v- und t-SNARE Vier-Helix-
Komplexes vermittelt. (7) Dieser trans-SNARE-Komplex leitet die Vesikelfusion mit der Donor-
membran ein, in deren Verlauf die Transportproteine in das Akzeptorkompartiment tibergehen.
[Bonifacino und Glick 2004]

GTP-bindende Proteine (G-Proteine) spielen eine entscheidende Rolle in der Organi-
sation des sekretorischen und endozytotischen Weges. Die Uberwiegende Zahl dieser
G-Proteine sind Mitglieder der Rab-Familie (Ras-related in brain, Rab), welche Uber
eine C-terminale Prenylgruppe an eine Membran binden kdnnen. Die Rekrutierung
einiger Effektor- und Hullenproteine wird durch eine zweite Klasse von G-Proteinen
vermittelt, welche eine charakteristische, N-terminale amphipathische Helix besitzen. In
Abhangigkeit von der Bindung von GTP kdnnen diese G-Proteine mit Hilfe ihrer amphi-
pathischen Helix in Membranen verankert werden. Die am besten charakterisierten
Mitglieder der Familie der ADP-Ribosylierungsfaktoren (ADP-ribosylation factor, ARF)
sind Sar 1, Arf 1 und Arf 6 [Gillingham und Munro 2007]. Eine Schlusselfunktion beim
Transport von umhillten Vesikeln nehmen die GTPasen Arf 1 und Sar 1 ein. Arf 1 ist
an der Bildung von COP-I-Vesikeln sowie an der Bildung von CCVs am TGN, Sar 1 an
der Bildung von COP-II-Vesikeln am ER und Dynamin an der Bildung von CCVs an der
Plasmamembran beteiligt. Diese GTPasen vermitteln die Konzentrierung von Proteinen
auf den Vesiklen, sind sowohl an deren Entstehung als auch an deren Abknospung
von der Donormembran beteiligt und erhdhen die Genauigkeit und Effizienz der Vesi-

kelbildung. Dartber hinaus erméglicht das hohe Protein-zu-Lipid-Verhaltnis der Vesikel
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1 Einleitung

einen hochselektiven Proteintransport [Pucadyil und Schmid 2009]. Neben den bis
hierhin beschriebenen kleinen GTPasen spielt das grof3e G-Protein Dynamin am Ende
der Vesikelbildung eine entscheidende Rolle. Das Mechanoenzym Dynamin lagert sich
an den Membranstil des abknospenden Vesikels an und vermittelt eine Membranab-
schnirung und in dessen Folge die Vesikelfreisetzung [Danino und Hinshaw 2001,
Ferguson und De Camilli 2012].

Rab-Proteine kontrollieren die raumliche und zeitliche Bildung von Vesikeln, den Annéa-
herungs- und Anbindungsprozess zwischen Vesikeln und einer Akzeptormembran so-
wie die Bindung zwischen Vesikeln und dem Zytoskelett in einer Vielzahl von vesikula-
ren Transportprozessen (Ubersichtsartikel: Barr und Lambright 2010). Durch ihre Inter-
aktion mit spezifischen Effektorproteinkomplexen erhéhen sie die Prazision des vesiku-
laren Transports und spielen eine wichtige Rolle bei der Identifizierung des Zielorga-
nells. Darlber hinaus fungieren Rab-Proteine, wie alle G-Proteine, als ,molekulare
Schalter®, indem sie zwischen einer GTP-gebundenen aktiven und einer nicht GTP-
gebundenen inaktiven Form wechseln.

Die Aktivierung von G-Proteinen wird durch den Austausch von GDP gegen GTP und
ihre Inaktivierung durch die Hydrolyse von GTP erzielt. Fur eine zeitliche Kontrolle des
aktiven bzw. inaktiven Zustands von Rab-Proteinen sind spezielle Regulatoren not-
wendig: GDP-GTP Austauschfaktoren (GDP-GTP exchange factors, GEFs) regulieren
deren Aktivierung und GTPase aktivierende Proteine (GTP hydrolysis activating pro-
teins, GAPSs) oder GDP Dissoziationsinhibitoren (GDP dissociation inhibitors, GDI) re-
gulieren ihre Inaktivierung. Die Anbindung von GEFs an eine bestimmte Membran fuhrt
zu einer spezifischen Aktivierung von Rab-Proteinen, dies fihrt beispielsweise im sek-
retorischen Weg zu einer definierten Proteinzusammensetzung einer Vesikelhille oder
Membrandoméne. GAPs oder GDIs definieren das Zeitfenster, welches fir spezifische
Protein-Protein-Interaktionen und somit fir einen spezifischen Vesikelentstehungs-,
Transport- oder Fusionsprozess sowie die definierte Proteinzusammensetzung eines
Vesikels bzw. einer Membrandoméne benétigt wird.

Die Anbindung von Transportvesikeln an die Zielmembran wird von Rab-Proteinen
vermittelt und durch die spezifischen Paarungen von SNARE-Proteinen, die sich so-
wohl auf der Transportvesikelmembran als auch auf der Zielmembran befinden und zu
einem Vier-Helix-Komplex zusammenfinden, wird die Fusion des Vesikels mit der

Zielmembran eingeleitet (Ubersichtsartikel: Jahn und Scheller 2006).

1.2 Adaptorproteinkomplexe

Die zuerst identifizierten AP-Komplexe waren AP-1 und AP-2, die aus clathrinumhillten

Vesikeln aufgereinigt wurden. Aufgrund ihrer Fahigkeit in vitro den Aufbau von
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1.2 Adaptorproteinkomplexe

Clathrinkafigen zu férdern, wurden sie auch als ,assembly polypeptides® oder Adaptine
bezeichnet [Pearse und Robinson 1984]. Spater konnten durch cDNA-
Datenbankrecherchen zwei weitere Mitglieder der Adaptorproteinkomplex (AP-
Komplex)-Familie identifiziert werden: AP-3 und AP-4 [Pevsner et al. 1994, Hirst et al.
1999]. Die genauen Funktionen der AP-Komplexe konnten bis heute nur teilweise auf-
geklart werden, wobei der AP-2 das am besten charakterisierte Mitglied dieser Kom-
plexfamilie ist. AP-1 und AP-2 sind die klassischen, clathrinassoziierten AP-Komplexe,
die eine Bindung zwischen Clathrin, spezifischen Membranproteinen und Lipiden ver-
mitteln. Dartber hinaus binden sie an zusatzliche Proteine (accessory proteins), die an
der Hillenbildung sowie deren Abbau beteiligt sind, wie AP 180, Epsin und Auxilin
(Ubersichtsartikel: Robinson und Bonifacino 2001, Schu 2001 , Nakatsu und Ohno
2003).

Sowohl AP-3 als auch AP-4 werden nicht zu den klassischen clathrinbindenden AP-
Komplexen gezahlt. Der AP-3 weist ebenfalls eine Clathrin-Bindungsdoméne auf [ter
Haar et al. 2000], Uber deren Funktion jedoch noch Unklarheit herrscht. Wahrend er
zunachst nicht in CCV-Isolationen nachgewiesen werden konnte [Robinson 2004],
konnte in neueren Proteomanalysen eine Cofraktionierung von AP-3 mit CCVs gezeigt
werden [Borner 2006]. Spater konnten Borner et al. aus der humanen, epithelialen Tu-
morzellline HeLa AP-3 gebundene CCVs isolieren [Borner et al. 2007]. Eine mdgliche
Erklarung fur die spate Identifikation von AP-3 in CCVs konnte darin liegen, dass so-
wohl clathrinassoziierte als auch clathrinfreie vesikuldre Population existieren [Peden
et al. 2004]. Andererseits besteht die Moglichkeit, dass die AP-3 Bindung an Clathrin
sehr schwach ist oder die Menge von AP-3, die an Clathrin bindet, zelltypspezifische
Unterschiede aufweist [Newell-Litwa et al. 2007]. AP-4 besitzt weder eine klassische
Clathrinbindungsdoméane noch konnten spezifische Interaktionen mit Clathrin nachge-
wiesen werden.

Mit Hilfe von Sequenzanalysen, Immunolokalisationen und RNAi knock down Experi-
menten von Proteinen mit bis dahin nicht nédher bekannter Funktion haben im Jahre
2011 Hirst et al. die Existenz eines weiteren AP-Komplexes, dem AP-5, postuliert [Hirst
et al. 2011]. Alle AP-Komplexe sind Heterotetramere und setzen sich aus jeweils vier

verschiedenen Untereinheiten, den Adaptinen, zusammen (vgl. Abb. 1-3).
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Abb. 1-3: Schematische Darstellung der heterotetrameren AP-Komplexe.

Diese sind aus jeweils vier Untereinheiten aufgebaut.

Jeder AP-Komplexe besteht aus zwei grof3en Untereinheiten mit jeweils einem Moleku-
largewicht von 100 bis 140 kDa (y,B1; a,p2; 8,83 und ¢,34 fir die AP-Komplexes 1 bis
4). Deren aminoterminale Enden bilden jeweils eine globuldare Doméane aus, die so ge-
nannte ,trunk“ (Rumpf)-Doméane, welche Uber eine unstrukturierte ,hinge* (Scharnier)-
Domane mit der carboxyterminalen ,ear (Ohr)-Doméane verbunden ist. Jeweils eine
der beiden grof3e Untereinheiten (y1, a, & und ¢ flir AP-1 — 4) weist eine begrenzte Se-
quenzhomologitat auf, wahrend jeweils die zweite groRe Untereinheit (31 -4 fir
AP-1 - 4) die hdchste Sequenzhomologitat zwischen den AP-Komplexen aufweist.
Trotz der Sequenzunterschiede von y- und a-Adaptinen bilden sie homologe Terti-
arstrukturen aus [Heldwein et al. 2004, Collins et al. 2002]. Neben diesen Adaptinen
besteht jeder AP-Komplex aus einer mittleren Untereinheit mit einem Molekulargewicht
von etwa 50 kDa (u1-4) und einer kleinen Untereinheit mit einem Molekulargewicht von
etwa 20 kDa (01-4). Zusammen mit der Untereinheit mittlerer Gré3e und der kleinen
Untereinheit bilden die beiden Rumpfdomanen eines AP-Komplexes dessen Kern
(core) (vgl. Abb. 1-4). Jeweils eine der groRen Untereinheiten jedes AP-Komplexes (y,
a, & bzw. €) vermittelt die Anbindung an die Zielmembran. Uber eine Clathrinbindungs-
domane, die sogenannte Clathrin Box, in der zweiten gro3en Untereinheit (31-3) der
AP-Komplexe 1 bis 3 findet eine Anbindung des AP-Komplexes an Clathrin statt
[Brodsky et al. 2001]. Der AP-4 weist keine Clathrin Box auf, sodass keine Clathrinbin-
dung stattfinden kann [Boehm und Bonifacino 2001, Dell’ Angelica et al. 1999]. Die
Mittlere Untereinheit (u1-4) ist fur die Erkennung von zu transportierenden Proteinen
(Cargo) verantwortlich. Jede von ihnen erkennt Tyrsosinsortierungssignale im zyto-
plasmatischen Abschnitt von zu transportierenden Membranproteinen (Bonifacino und
Traub 2003). Den kleinen Untereinheiten (01-4) wird die Aufrechterhaltung der Kom-

plexstabilitdt zugeschrieben.




1.2 Adaptorproteinkomplexe

1.2.1 Adaptinisoformen

Fur die Halfte der Adaptine, aus denen die AP-Komplexe aufgebaut sind, wurden bei
Saugetieren Isoformen identifiziert (vgl. Abb. 1-4), welche durch unterschiedliche Gene
kodiert werden. Sowohl fir den AP-5 als auch den AP-4 sind keine Isoformen bekannt.
Fur den AP-3 sind jeweils zwei Isoformen des (3-Adaptins (83A und B3B), des p3-
Adaptins (u3A und p3B) sowie des 63-Adaptins (03A und 63B) bekannt. Der AP-2 be-
sitzt zwei Isoformen des a- (aA und aB) und zwei des B-Adaptins (1 und B2). Die
meisten Isoformen sind fur den AP-1 bekannt: y1 und y2 fir das y-, u1A und 1B fir
das pl- und o1A, o1B und o1C fur das o1-Adaptin. Durch die Kombination der ver-
schiedenen Isoformen kénnen bis zu zwolf AP-1-, vier AP-2-, acht AP-3-Komplexe und
ein AP-4-Komplex mit unterschiedlichen Funktionen gebildet werden [Mattera et al.
2011].

Abb. 1-4: Zusammensetzung der AP-Komplexe 1 bis 4.

Fir jeden AP-Komplex ist schematisch seine Struktur dargestellt. Entsprechend der jeweiligen
bekannten Adaptinisoformen sind deren mdogliche Kombinationen zu einem der vier AP-
Komplexe gezeigt. [Mattera et al. 2011]

1.2.2 Bindungsstellen von Sortierungssignalen

Die Sortierung von Transmembranporteinen zu unterschiedlichen interzellularen Kom-
partimenten ist abhangig von spezifischen Sortierungssignalen, welche sich in den
zytosolischen Doménen der zu transportierenden Proteine befinden. Unter den be-
kannten Sortierungssignalen bilden die so genannten tyrosinbasierten Sortierungssig-
nale (Yxx®) eine der am besten charakterisierten Gruppe. Sie werden von spezifischen
Bindungsstellen im jeweiligen p-Adaptin der AP-Komplexe 1 bis 4 erkannt und entspre-
chen der folgenden Aminoséauresequenz: xxxYxx®, wobei x eine beliebige, Y Tyrsoin
und ® eine Aminosaure mit einer sperrigen, hydrophoben Seitenkette, wie Leucin, Iso-
leucin, Methionin, Phenylanalin oder Valin, darstellt. Entscheidend fir die Bindung die-

ser Sortierungssignale an ein p-Adaptin sind die Aminosauren Y und &.

Neben den tyrosinbasierten Sortierungssignalen ist eine weitere Gruppe bekannt, die
konservierten dileucinbasierten Sortierungssignale, welche die folgenden Aminosau-
resequenz aufweisen: (D/E)xxxL(L/l). Fir das homologe 02 des AP-2 liegen hierzu

Kristallstrukturdaten vor, die zeigen, dass diese Bindungsstelle in diesem Adaptin liegt.
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Aus Bindungsstudien im Yeast Three-Hybrid (Y3H)-System ist bekannt, dass Dileucin-
signale an die Adaptinhemikomplexe y-01, a-02 und 6-03 binden [Janvier et al. 2003,
Chaudhuri et al. 2007, Doray et al. 2007] Dartber hinaus haben Lee et al. Hinweise auf
kooperative Effekte zwischen den Bindungsstellen fur tryosin- und dileucinbasierende
Signale gefunden [Lee et al. 2008].

Mit Hilfe von Mutationen in den Hemikomplexen konnte in vitro gezeigt werden, dass
Dileucinmotive an ahnliche Stellen in den AP-Komplexen 1, 2 und 3 binden. Die Bin-
dungsspezifitat ist, analog zu den tyrosinbasierten Sortierungsmotiven, abhangig von
der Aminosauresequenz der Sortierungssignale sowie von der jeweiligen Bindungsstel-
le in den einzelnen AP-Komplexen. Durch eine Kombination der verschiedenen y- und
o1-Adaptinisoformen des AP-1-Komplexes konnte in vitro gezeigt werden, dass die
Affinitat eines (D/E)xxxL(L/1)-Signals in Abhangigkeit mit dem Zusammenspiel unter-
schiedlicher Adaptinisoformen steht. Mattera et al. konnten zeigen, dass AP-1 y1-01A,
y1-01B und y1-01C Hemikomplexe alle (D/E)xxxL(L/l)-Signale erkennen, jedoch y2-
o01A und y2-01B Hemikomplexe eine Spezifitat fir bestimmte Signale besitzen [Mattera
et al. 2011]. Dies zeigt, dass abhangig von der AP-Komplexzusammensetzung eine
gewisse Spezifitat fir bestimmte Sortierungssignale besteht und bietet die Mdglichkeit
einer spezifischen und effizienten interzellularen Proteinsortierung. Die exakte Lokali-
sation der Bindungsstelle sowie der genaue Mechanismus der Interaktion zwischen
Dileucinmotiven und der Bindungsstelle sind fir die AP-1- und AP-3-Komplexe noch
nicht bekannt.

Sowohl fir den AP-1 als auch fir den AP-2 sind neben Proteinbindungsmotiven Phos-
phatidylinositolphosphat-Bindungsmotive bekannt, Uber die die AP-Komplexe spezi-
fisch an Membranen bestimmter Kompartimente binden kdnnen. Im Kern des AP-2
befinden sich mindestens zwei Pl-4,5-P, Bindungsstellen, welche auf der C-terminalen
Doméane des p2-Adaptins sowie dem aminoterminalen Ende des a-Adaptins liegen
[Collins et al. 2002]. Aus Rdntgenkristallstrukturanalysen des AP-1 ist bekannt, dass

nur das y-Adaptin eine PI-4-P Bindungsstelle besitzt [Heldwein et al. 2004].




1.2 Adaptorproteinkomplexe

Abb. 1-5: Struktur des AP-1-Komplexes.

Im Strukturmodell (links) sind die Bindestellen fur PI-4-P im y-Adaptin sowie fir Yxx®-Motive im
pl-Adaptin durch Ovale markiert. Die Farbung entspricht der des schematischen AP-1 Modells
(rechts) [Heldwein et al. 2004].

1.2.3 Clathrin und clathrinumhullte Vesikel

Clathrinumhillte Vesikel (clathrin coated vesicles, CCV) vermitteln einen Weg der En-
dozytose von der Plasmamembran und sind darliiber hinaus an der Proteinsortierung
zwischen dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und endosomalen Kompartimenten beteiligt
(Ubersichtsartikel: Young 2007, Mills 2007, McPherson 2010). Namensgebend fiir die-
se Vesikel ist das Protein Clathrin, welches den Hauptbestandteil der Vesikelhtille
ausmacht.

Die Clathrinhille ist eine dreidimensionale Anordnung von so genannten Triskelia. Je-
des Triskelia setzt sich aus drei schweren Ketten (clathrin heavy chain, Chc) von
190 kDa, welche Uber einen Knotenpunkt (vertex) miteinander verbunden sind, und
drei leichten Ketten (clathrin light chain, Clc) von 25 kDa zusammen. Die l6slichen
Triskelia konnen zu einem gleichmafigen, polyedrischen Gitter polymerisieren, wobei
sich jeweils der Knotenpunkt einer Triskeliaeinheit auf einer Polyederecke befindet und
die Clathrinketten die Polyederkanten bilden.

Chc-Proteine kénnen in drei Bereiche unterteilt werden: Eine nahe (proximale), eine
ferne (distal) und eine N-terminale Domane (vgl. Abb. 1-6). Der Knotenpunkt eines
Triskels bildet zusammen mit den nahen Doménen den so genannten ,Hub®, welcher
bei der Trimerisation von schweren Ketten, der Bindung der leichten Ketten sowie der
Ausbildung und Stabilitat der Kafigstruktur eine wichtige Aufgabe spielt. Die N-
terminalen Doméanen der schweren Ketten weisen eine B-Propellerstruktur auf, Gber die
sie an eine Vielzahl von Peptidmotifen mit unterschiedlicher Spezifitat binden kénnen.
Dies bietet die Mdglichkeit fir eine Vielzahl von Adaptor- und Membranproteinen an die
Clahtrinhillle zu binden. Diese Bindungsdoméanen sind in das Innere des Polyeders
gerichtet und ermdglichen einen Kontakt zu den Adaptorproteinen, welche Clathrin an

die Membran rekrutieren, die Anbindung der Clathrinhille an die Membran vermitteln
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und mit Transportproteinen interagieren kénnen. Die Anbindung von Proteinen an die-
se Bindungsdomane findet Uber konservierte ,Clathrin-Box" Motive statt.

Es existierten zwei Isoformen des Clc-Proteins, welche sehr &hnliche Funktionen tber-
nehmen, jedoch lediglich eine Sequenzhomologitéat von 60% aufweisen. Ihre Aufgaben
liegen in der Bindung und Regulierung der Trimerisation der strukturgebenden schwe-
ren Ketten. Sie binden an die nahen Doméanen der schweren Ketten, sind auf der Ober-
flache des Clathrinkéfigs lokalisiert, stutzen vermutlich die ,Beine“ der Triskelia und

stabilisieren auf diese Weise den Trimerisationsprozess [Young 2007].

vertex ~ C Cc = light chain ‘hf 2
S, , ”'Z, e N \
(I A \
g ' ¢ R,
’

proximal

’ / N
knee =
-
distal leg ~
N linker —

terminal domain — 5?3

Abb. 1-6: Struktur eines Clathrinkéafiges.

Schematische Darstellung eines Clathrintriskelions (links), die Struktur eines Clathrinkafigs (Mit-
te) und die Position eines Triskelions in einem Clathrinkafig (rechts) [Kirchhausen 2000].

In vitro besitzt gereinigtes Clathrin bei einem leicht sauren pH die Fahigkeit, spontan
polyedrische Strukturen auszubilden [Kirchhausen und Harrison 1981]. Unter physiolo-
gischen Bedingungen werden fiir die Polymerisation jedoch Adaptorproteine bendtigt.
Im Gegensatz zu den in vitro Strukturen ist die sich in vivo bildende Clathrinhille Klei-
ner und deren polyedrische Gestalt regelmafiger [Pearse und Robinson 1984].

Die an der endozytotischen und TGN/endosomalen Proteinsortierung beteiligten CCVs
sind keine statischen, sondern dynamische Strukturen. Durch Fluorescence Recovery
after Photobleaching (FRAP) Experimente konnte von Wu et al. gezeigt werden, dass
es unabhéangig voneinander zu einem schnellen und dynamischen Austausch von
Clathrin und Adaptoren gegen zytosolische Proteine kommt [Wu et al. 2003]. Dartber
hinaus konnte von Hinrichsen et al. gezeigt werden, dass die Dekoration einer Memb-
randomé&ne mit Adaptorproteinkomplexen nicht zu einer Krimmung der Membran fihrt
[Hinrichsen et al. 2006]. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass Clathrin fir die
Krimmung einer Membrandomain notwenig ist. Dartiber hinaus findet durch Clathrin
eine Stabilisierung von Proteinen wie Epsin statt, welche eine Membrandeformation

vermitteln.

1.2.4 Funktionen und Lokalisierung der AP-Komplexe

-Knock-out* Mausmodelle haben gezeigt, dass die AP-Komplexe eine unterschiedliche

Relevanz fur Entwicklung und Lebensféahigkeit von Saugetieren besitzen. Sowohl AP-4
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1.2 Adaptorproteinkomplexe

als auch AP-3-defiziente Mause sind lebensfahig und besitzen einen neuronalen Pha-
notyp [Matsuda et al. 2008, Newell-Litwa et al. 2009]. Der AP-4 ist am Transport vom
TGN zu Endosomen beteiligt. Der AP-3 ist hauptséchlich endosomal lokalisiert und am
frihen endosomalen zu lysosomalen Transport beteiligt [Reusch et al. 2002, Peden et
al. 2004]. AP-2-defiziente Mause sind tber die Geburt hinaus nicht lebensfahig [Mits-
unari et al. 2005]. Der AP-2 ist an der Plasmamembran lokalisiert und ist entscheidend
an der clathrinvermittelten Endozytose beteiligt. Auch eine AP-1-Defizienz ist bei Mau-
sen letal. Der Zeitpunkt der in utero Letalitat ist hier abhangig von der Wahl des ausge-
schalteten Adaptins [Zizioli et al. 1999, Meyer et al. 2000]. Dieser AP-Komplex ist so-
wohl am TGN als auch an Endosomen lokalisiert und vermittelt den clathrinabhangigen
vesikularen Transport vom TGN zu frihen Endosomen.

Die Letalitdt AP-1- und AP-2-defizienter Mause zeigt, dass diese AP-Komplexe essen-
tiell fr die zellulare Proteinsortierung sind, wahrend AP-3 und AP-4 voraussichtlich an
spezialisierten Sortierungswegen beteiligt sind, die fir die Lebensfahigkeit von Sauge-

tieren entbehrlich sind.

Plasma membrane

+ Clathrin

qﬂﬁb Intermediate | Ap_4
compartment | p 5
« AP-3

. A \ AP-4
. GGAs
e T
ER « COPII

Retromer

L

TRENDS in Cell Biology

Abb. 1-7: Hullenproteine und Transportwege.

Gestrichelte Linien zeigen Transportwege von Transportproteinen an, deren vollstandige Auf-
gaben noch nicht bekannt sind: Z. B. ist nicht bekannt, ob AP-1 am TGN zu Endosomen und/
oder am Endosomen zu TGN Transportwegen beteiligt ist. Abkiirzungen: ER: Endoplasmati-
sches Retikulum, Lys: Lysosom, TGN: trans-Golgi-Netzwerk. [Robinson 2004].

Die genaue Lokalisation des AP-5 ist noch nicht bekannt. Fur diesen AP-Komplex wird
eine Lokalisation an spaten Endosomen vorausgesagt und eine Beteiligung am Trans-

port von diesen zu anderen Membranorganellen. Voraussichtlich interagiert das funfte
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1 Einleitung

Mitglied der AP-Komplexfamilie nicht mit Clathrin. Die genaue Struktur und Funktion
von AP-5 ist nicht bekannt [Hirst et al. 2011].

1.2.5 AP-1 vermittelte Vesikelbildung

Der Mechanismus, der zur Bildung von clathrinumhullten Vesikeln (CCV) fuhrt, wurde
in den vergangenen Jahrzehnten fur die AP-2 vermittelte Endozytose ausfihrlich un-
tersucht. Aufgrund der leichten experimentellen Zuganglichkeit ist er der am besten
verstandene, von AP-Komplexen vermittelte Transportweg. Da im Rahmen dieser Ar-
beit der AP-1 vermittelte vesikulare Transport von zentraler Bedeutung ist, wird im Fol-
genden nur auf die weitaus weniger untersuchte AP-1 vermittelte Vesikelbildung ein-
gegangen.

Bei der AP-1 vermittelten Bildung von CCVs am trans-Golgi-Netzwerk (TGN) besitzt
die kleine GTPase Arfl eine zentrale Funktion bei der Rekrutierung der
AP-1/Clathrinhille, und im Speziellen fir die selektive Anbindung von AP-1, an die
Membran. Daruber hinaus ist bekannt, dass sowohl PI-4-P als auch Cargo-Proteine
hierflir benétigt werden. Der genaue Mechanismus, welcher zu einer spezifischen An-
lagerung von AP-1 an eine Membrandoméne fiihrt, sowie die Funktion der Cargo-
Proteine sind bis heute nicht abschliel3end geklart. Neben anderen identifizierten Boni-
facino und Traub um die 20 mit Clathrin assoziierten Sortierungsproteine [Bonifacino
und Traub 2003] und die Arbeitsgruppe von Hoflack etwa 40 Proteine, die in vitro mit
AP-1-umhillten Membranen assoziieren [Baust et al. 2006]. Deren genaue Funktion
muss jedoch noch bestimmt werden. Voraussichtlich wird die Bildung von AP-1-
haltigen Vesikeln durch die Membrananbindung von Arf 1 und dessen Aktivierung ein-
geleitet, indem Arf1 durch einen Brefeldin A (BFA)-sesitiven GEF in seine GTP-
gebundene, aktive Form uberfuhrt wird. Arf 1-GTP vermittelt die Konzentrierung von
speziellen Proteinen auf der Membrandomane und bildet so eine hochaffine Bindungs-
stelle fir AP-1. Durch die Bindung an Sortierungssignale (vgl. 1.2.2) in der zytoplasma-
tischen Doméane von membranverankerten Proteinen wird vermutlich die Rekrutierung
von AP-1 an die Membran eingeleitet. Die Interaktion von AP-1 mit Sortierungssignalen
fuhrt zu einer Konformationsanderung der Kerndoméne dieses AP-Komplexes,

wodurch die Bindung an Arf 1-GTP verstarkt wird.
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Abb. 1-8: AP-1-Membrananbindung.

Links ist die durch Arf 1 und tyrosinbasierte, sortierungssignaltragende (YXX®) Membranprotei-
ne vermittelte Membrananbindung dargestellt. Die Erkennung von YXX®-Signalen durch AP-1
ist nur bei einer simultanen PI-4-P-Bindung mdglich. [Kraul?3 und Haucke 2007] Rechts sind
daruber hinaus die Interaktionen der AP-1 Scharnier- und Ohrdoma&nen mit assoziierten Protei-
nen (accessory proteins) und Clathrin dargestellt. [McPherson und Ritter 2005]

Durch die stabile Assoziation zwischen AP-1 und Arf 1-GAP wird vermutlich die Zeit
bereitgestellt, die fir die Rekrutierung von Clathrin sowie die Konzentrierung von Car-
go-Proteinen bendétigt wird. Membrangebundene Proteine mit zytoplasmatischen Sor-
tierungssignalen im Zusammenspiel mit Arf 1-GTP stellen voraussichtlich eine minima-
le Maschinerie fur die AP-1-Membranbindung dar [Lee et al. 2008]. Die Membranan-
bindung von AP-1 wird dartber hinaus durch das in der TGN-Membran angereicherte
Phosphoinositolphosphat Pl-4-P beschleunigt. Arfl-GTP aktiviert Pl-4-P-Kinasen [Ani-
tei et al. 2010], die zu einer Erh6hung der PI-4-P-Konzentration in der Membrandoma-
ne fuhren [Crottet et al. 2002, Wang et al. 2003, Nie und Randazzo 2006, Gillingham
und Munro 2007]. In Abb. 1-9 wird ein Modell von Anitei et al. zur Biogenese von

AP-1/CCVs gezeigt.
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Abb. 1-9: Modell der Biogenese von AP-1/CCVs.

(a) Arf 1-abhéngige Rekrutierung von Hiullenproteinen sowie Proteinen, die fur die Aktinpoly-
merisation notwendig sind. Durch die Arf 1-aktivierung werden AP-1 und Clathrin sowie der
CYFIP-ADi-NAP 1-Komplex an die TGN-Membran rekrutiert. HIP 1R bindet an die leichte Kette
von Clathrin und verhindert mdglicherweise eine Aktinpolymerisation in diesem Stadium der
Vesikelbildung. (b) Rac 1-abhéngige Ausbildung von tubuléaren Strukturen. Rac 1 wird durch
seinen GEF B-PIX, welcher einen Komplex mit Arf 1-GAP GIT 1 und/oder GIT 2 bildet, aktiviert
und bindet an CYFIP. Dies fuhrt zu einer N-WASP-abhéngigen Aktivierung von Arp 2/3, durch
die die Aktinpolymerisation eingeleitet wird. (c) Ausbildung tubuléarer Strukturen. BAR-
domanenproteine, Dynamin 2 und Cortactin binden an tubulare Membranen. Diese Molekile
kdnnen an N-WASP binden und auf diese Weise die Arp 2/3-vermittelte Aktinpolymerisation
aufrechterhalten. [Anitei et al. 2010]

Durch die GTP-Hydrolyse von aktiviertem Arf 1 wird die Bildung eines Vesikels unter-
brochen. Diese kann u. a. durch das Arf-GAP 1 geschehen, von dem eine Lokalisation
mit dem Golgi-Apparat bekannt ist. Untersuchungen in Hefe, in denen festgestellt wur-
de, dass Arf-GAP 1 vor allem an Membranen mit einer hohen Krimmung bindet [Mes-
min et al. 2007], weisen darauf hin, dass Arf-GAP 1 vor allem in Vesikeln aktiviert ist,
die kurz vor der Abknospung stehen. Durch die spéate Aktivierung von Arf-GAP 1 wah-
rend der Vesikelentstehung wird Arf 1 vermutlich erst zu einem Zeitpunkt inaktiviert, zu
dem die Ausbildung der Vesikelhllle abgeschossen ist [Gillingham und Munro 2007].
Die Beteiligung von Arf-GAP 1 an der AP-1 vermittelten Vesikelbildung wird durch Stu-
dien von Rawet et al. untermauert, die eine Interaktion zwischen AP-1 und Arf-GAP 1
zeigen konnten [Rawet et al. 2010]. Die Arf-vermittelte Vesikelbildung ist in Abb. 1-10

noch einmal veranschaulicht.
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Abb. 1-10: Modell fur die Arf-vermittelte Vesikelbildung.

Das Schema beinhaltet die essentiellen Schritte, die nach dem klassischen Modell fir den
Arf 1-abhé@ngige Membrantransportweg notwendig sind. [Nie und Randazzo 2006]

Die Bindung von Clathrin an AP-1 erfolgt jeweils tber Bindungsstellen, die so genannte
Clathrin Box, in den Scharnierdomanen der groRen Adaptine. Im B-Adaptin bindet
Clathrin an ein LLNLD-Motiv und im y-Adaptin tber LLDLL-Motive, welche in vitro eine
Polymerisation der Kafigstruktur hervorrufen [Doray und Kornfeld 2001]. Die weiteren
Schritte des Abknospungsprozesses von AP-1/CCVs sind bis heute nicht zusammen-
hangend verstanden. Vermutlich spielt die Aktivitat der GTPase Dynamin hier eine
wichtige Rolle. Die Abldsung der Hillenproteine vom vollstandig gebildeten AP-1/CCV
erfolgt durch die Phosphorylierung des 1-Adaptins, wodurch die Bindungsaffinitat zu
Clathrin aufgehoben wird [Wilde und Brodsky 1996, Ghosh und Kornfeld 2003]. Im wei-
teren Verlauf wird die Ablosung der Vesikelhille durch das von Auxilin rekrutierte Heat
shock cognate protein 70 (Hsc 70) [Hannan et al. 1998] sowie die Dephosphorylierung
des pl-Adaptins durch die Phosphatase PP2A ausgel6st, in deren Folge dessen Affini-
tat fur Erkennungssignale abnimmt [Doray und Kornfeld 2001, Ricotta et al. 2008].

1.3 Assoziierte Adaptorproteine

Neben den heterotetrameren AP-Komplexen sind weitere Adaptorproteine bekannt,
welche an der Proteinsortierung beteiligt sind. Eine Gruppe sind die monomeren GGAs

(Golgi-localized, gamma-ear containing, ADP-ribosylation factor-binding proteins), wel-
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che in vivo mit AP-1 kolokalisieren und in vitro an AP-1 binden [Bai et al. 2004] (Uber-
sichtsartikel: Bonifacino 2004). In Saugern sind drei GGAs bekannt: GGA 1, GGA 2
und GGA 3. GGA 1 und GGA 3 nicht aber GGA 2 sind in vivo phosphoryliert und bin-
den an Ubiquitin oder ubiquitinierte Proteine. Alle drei sind am Proteintransport vom
TGN zu Endosomen beteiligt, ihre Funktionen sowie deren mdgliche Redundanz sind
in vivo nicht bekannt. In diesem Jahr wurde eine GGA ,knock-out* Studie veroffentlicht.
GGA 1- sowie GGA 3-defiziente Mause sind lebensfahig und sie besitzen keinen aus-
gepragten Phanotyp. Der ,Doppel-knock-out* von GGA 1 und GGA 3 ist bei 58% der
Tiere letal. Eine GGA 2-Defizienz fuhrt abhéngig vom genetischen Hintergrund zu einer
embryonalen oder neonatalen Letalitat, jedoch wurden bei diesen Tieren keine histolo-
gischen Veradnderungen festgestellt. Die Letalitdt zeigt, dass weder GGA 1 noch
GGA 3 die Funktionen von GGA 2 kompensieren kénnen. Die Funktionen des GGA 2
sind bis heute nicht bekannt. Eine Defizienz eines oder mehrerer GGAs fuhrt zu keiner
Veranderung der Menge der Ubrigen GGAs oder des AP-1, was auf keine wechselsei-
tige Regulierung hindeutet [Govero et al. 2012].

Strukturell besitzen diese Proteine eine N-terminale VHS-Domane, gefolgt von einer
GAT-Domane, eine verbindende Scharnierregion und eine C-terminale GAE-Doméne.
Letztere ist homolog zur Ohrdoméane von y-Adaptinen. Analog zu AP-1 werden GGAs
aus dem Zytosol an das TGN rekrutiert, indem sie tUiber die GAT-Doméane an Arf-GTP
und PI-4-P binden. Die VHS-Domane bindet an Dileucin-Sortierungsmotive (AC-LL),
welche in zytoplasmatischen Bereichen von zu transportierenden Proteinen vorhanden
sind, und vermittelt die Sortierung dieser Proteine in den sich bildenden clathrinumull-
ten Vesikeln. Die GAT-Domane interagiert mit einer Vielzahl von assoziierten Protei-
nen, welche sowohl fur die Bildung als auch die korrekte Sortierung von GGA-Vesikeln
notwendig sind [Boman et al. 2000, Puertollano et al. 2001, Bonifacino 2004, Wang et
al. 2007, Braulke und Bonifacino 2009].

1.3.1 Clathrin-assoziierte Sortierungs-Proteine (CLASPS)

Neben den GGAs sind an der Entstehung von und der Proteinsortierung auf CCVs
weitere, als clathrin-assoziierte Sortierungs-Proteine (CLASPSs) bezeichnete, Adaptor-
proteine beteiligt, von denen ein Grofiteil direkt mit den heterotetrameren AP-
Komplexen interagiert. Sie sind essentiell fur die Proteinsortierung, Hullenbildung und
Clathrinrekrutierung, Membrankrimmung und Vesikelabknospung. Dariber hinaus
sind sie an der Entfernung der Vesikelhille von clathrinumhullten Transportvesikeln
beteiligt. Die Beteiligung der CLASPs an der CCV Bildung wurde fur den AP-2 am um-
fassendsten untersucht, jedoch sind nur wenige Arbeiten beztglich der AP-Komplexe 1

und 3 durchgefuhrt worden.
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Eine Gruppe von CLASPs, die vermutlich eine wichtige Aufgabe beim SV-Recycling
besitzen, sind Stonine. Sie sind eine kleine Familie von konservierten, mit dem p2-
Adaptin verwandten Protein, die vermutlich als spezifische Proteinsotierungsadaptoren
fungieren (Ubersichtsartikel: Maritzen et al. 2010). lhren Namen verdankt diese Pro-
teinfamilie eines vor Uber 30 Jahren entdeckten temperaturabhéngigen Phé&notyps in
D. melanogaster, der an das Verhalten von unter Alkoholeinfluss stehenden Tieren (im
Englischen: stoned) erinnert [Grigliatti et al. 1973]. Wenig ist Uber die Lokalisierung und
Funktion von Stonin 1 bekannt. Stonin 2 besitzt voraussichtlich eine verknipfende
Funktion zwischen AP-2, Eps 15 und dem calciumsensitiven Protein Synaptotagmin 1,
welches auf synaptischen Vesikeln (SV) lokalisiert ist. Mutationen im Gen fur Stonin 2
haben eine Beteiligung an der synaptischen Reizlibertragung gezeigt. In Stonin 2 defi-
zienten D. melanogaster ist eine Reduktion der Anzahl von SV sowie den SV-Proteinen
Synaptotagmin zu erkennen.

Alle Stonine besitzen eine C-terminale, dem p-Adaptin homologe Domane (uHD), die
jedoch nicht in der Lage ist, wie dieses, tyrosinbasierte Sortierungssignale zu erken-
nen. Im Vergleich zu p-Adaptinen fehlt ihnen die N-terminale Domane, Uber die sie mit
B-Adaptinen verknipft werden kénnen und sind nicht in der Lage, Komplexe mit ande-
ren Adaptinen zu bilden. Die N-terminale Domé&ne (NTD) tragt eine Reihe von Pepti-
den, Uber die eine Bindung an die Ohr-Doméne von AP-Komplexen (bekannt ist diese

bis heute nur fur AP-2) ausgebildet werden kann.

S
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PI(4,5)P, AP-2 Syt1 Stonin 2

Abb. 1-11: Beteiligung von Stonin 2 bei der SV-Bildung.

Beteiligung von Stonin 2 an der Membrananbindung von Synaptotagmin 1 (Sytl) bei der Bil-
dung von synaptischen Vesikeln wahrend der AP-2 vermittelten Endozytose. [Maritzen et al.
2010].

Stonin 2 ist zu einem gewissen Teil im Gehirn angereichert und konnte prasynaptisch
durch eine direkte Assoziierung mit Proteinen der Synaptotagminfamilie lokalisiert wer-
den. Physiologisch fungiert Stonin 2 vermutlich als ein synaptotagminspezifischer
Adaptor fur das SV-Recycling, indem er AP-2 bei der Erkennung und Rekrutierung von
SV Proteinen wie Synaptotagmin 1 unterstiitzt und starkt deren Anbindung an die
Vesikelmembran [Maritzen et al. 2010].

Weitere Clathrin-assoziierte Sortierungs-Proteine, ihre Funktion, deren Bindungs-

partner sowie ihre gewebsspezifische Expression werden, soweit bekannt, in der nach-

18



1 Einleitung

folgende Tabelle in Kiirze beschrieben. Die Auswahl ist auf CLASPs beschrénkt, deren
Funktion umfassend untersucht wurde. Aufgrund von fehlenden Informationen kann fur
den AP-1 zum jetzigen Zeitpunkt keine Gruppe von CLASPs genannt werden, deren
Funktionen vergleichbar umfassend und gesichert bekannt waren.

Tab. 1-1: Clathrin-assoziierte Sortierungs-Proteine.

Clathrin-assoziierte Sortierungs-Proteine, die an der Endozytose und CCV-Bildung beteiligt
sind. [McPherson und Ritter 2005]

Protein Funktion Bindungspartner Gewebe
AAK 1 Ser/Thr Kinase, phosphoryliert | a-Ohr Gehirn (préasyn.),
p2-Adaptine, reguliert die Rek- Leber
rutierung von YXX®-basierten
Sortierungsmotiven
Amphiphysin | Rekrutiert Dyna- | Membran (elektro- | Amphiphysin 1:
min/Synaptojanin an Membra- | statisch), Dynamin, | Gehirn (prasyn.)
nen, vermittelt maoglicherweise | Synaptojanin, a-Ohr,
Membrankrimmung Endophilin, Clathrin
(terminale Domaéne)
AP 180 Clathrinmembranrekrutiertung Pl1-4,5-P,, Clathrin | AP 180: Gehirn
und Clathrinpolymerisation (terminale Domane), | (prasyn.), CALM,
a-Ohr ubiquitar (homo-
log)
Auxilin 1 Rekrutiert Hsc 70 an CCVs, | Hsc 70, Clathrin | Gehirn (prasyn.)
aktiviert Uncoating-Aktivitat von | (terminale Domaéane),
Hsc 70 a-Ohr
Auxilin 2/GAK | Rekrutiert Hsc 70 an CCVs, | Hsc 70, Clathrin | ubiquitar
aktiviert Uncoating-Aktivitat von | (terminale Domane),
Hsc 70, Ser/Thr Kinase, phos- | a-Ohr
phoryliert p2-Adaptine
B-Arrestin Clathrinrekrutierung 2-Ohr, Clathrin | ubiquitar
(terminale Domaéne),
P1-4,5-P,,
PI-3,4,5-P;
Dynamin GTPase, vermittelt Abknospung | Amphiphysin,  En- | Dynamin 1: Ge-
von CCVs dophilin, Intersectin, | hirn (prasyn.),
PACSIN, Inositol- | Dynamin 2:
phosphate ubiquitar
Dynamin 3: Ge-
hirn, Hoden
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1.3 Assoziierte Adaptorproteine

Protein Funktion Bindungspartner Gewebe
Endophilin Reguliert Membranrekrutierung | Membran  (elektro- | Endophilin 1:
und Phosphataseaktivitat von | statisch), Dynamin, | Gehirn (prasyn.),
Synaptojanin, vermittelt mdog- | Synaptojanin, Am- | Endophilin 2:
licherweise Membrankrimmung | phiphysin ubiquitar
Endophilin 3:
Gehirn, Hoden
Epsin Clathrinmembranrekrutiertung PI-4,5-P,, a-Ohr, EH | Epsin 1:  Gehirn
und Clathrinpolymerisation, | Doméne von | (prasyn.),
vermittelt Membrankrimmung, | Eps 15, Intersectin, | Epsin 2: Gehirn
Adaptor fur ubiquinierte Protei- | Clathrin  (terminale | Endophilin 3:
ne Domane) Epitheliale Wun-
den
Eps 15 Regulation der Clathrinpoly- | a-Ohr, Epsin, | Gehirn (prasyn.)
merisation AP 180, Synap-
tojanin 170
Hip 1 Regulation der Clathrinpoly- | Phospholipide, a- | im sich entwi-
merisation durch Interaktion mit | Ohr, Clathrin (termi- | ckelnden Gehirn
Cle, Cargoadaptor fir AMPA | nale Doméane), Clc
Rezeptoren
Hip 1r/Hip 2r | Regulation der Clathrinpoly- | Phospholipide, Clc, | Gehirn
merisation durch Interaktion mit | Actin
Clc, Verknupfung von CCPs mit
Aktin
Hsc 70 Uncoating GTPase Auxilin, Au- | ubiquitar
xilin 2/GAK
Syndapin Verknupft mit Exozytose und | Dynamin, N-WASP Syndapin 1: Ge-
dem Aktinzytoskeltt hirn
Stonin 2 Vermutlich: Regulation des SV- | Eps 15, a-Ohr, p2 Gehirn,  Neuro-
Recyclings nen
Synaptojanin | Dephosphorylierung von Inosi- | a-Ohr, Amphiphysin, | Gehirn (prasyn.)
tolphosphaten. Reguliert Hul- | Endophilin, Intersec-
lenstabilitat. tin, Syndapin

Es sind nur die Hauptfunktion und Bindungspartner angegeben. Bei der gewebsspezifischen
Expression bezieht sich das Gewebe mitunter auf die Anreicherung eines Proteins in diesem.
AAK 1, adapter associated kinase; AP 180, adapter protein 180; CALM, cathrin assembly lym-
phoid myeloid leukemia; CCVs, cathrin-coated vesicles; GAK, cyclin G-associated kinase,
Hsc 70, heat shock cognate 70; Hip, huntingtin-interacting protein; Clc, clathrin light chain;

Présyn.: prasynatpsich.
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1 Einleitung

1.4 Adaptorproteinkomplexvermittelter Transport

1.4.1 AP-Komplexe in der epithelialen polaren Sortierung

Die Ausbildung von Zellpolaritat ist ein komplexer, aber viel untersuchter Prozess, der
in verschiedenen Zelltypen wie Epithelzellen oder Neuronen studiert wurde. Epithelzel-
len besitzen Aufgaben, welche fiir das Uberleben multizellularer Organismen unab-
dingbar sind. Allen Zellen dieses Typs gemeinsam ist ihre Eigenschaft der Polaritat:
Sie weisen einen aulReren, apikalen Bereich auf, der z. B. der Haut- oder Darmoberfla-
che zugewandt ist, und einen inneren, basalen, der dem darunter liegenden Gewebe
zugewiesen ist. In Epithelzellen wird zwischen einer basalen und einer apikalen Pro-
teinsortierung unterschieden. Fir die Aufrechterhaltung der epithelialen Zellpolaritat
spielt der AP-1 eine wichtige Rolle, welcher vornehmlich am TGN und Endosomen
lokalisiert ist. In Epithelzellen wird zwischen zwei AP-1 Komplexisoformen unterschie-
den, AP-1A und AP-1B, welche sich in ihrer pl-Untereinheit (U1A bzw. pl1B) unter-
scheiden. Ersterer wird ubiquitar und letzterer epithelspezifisch exprimiert [Ohno et al.
1999, Fdlsch et al. 2001]. Neben der etablierten Beteiligung des AP-1A am vesikularen
Transport zwischen TGN und frihen Endosomen und des AP-1B an der basolateralen
Sortierung von Recaclingendosomen zur basolateralen Plasmamembran [Fdlsch et al.
1999, Ohno et al. 1999, Eskelinen et al. 2002, Félsch 2005, Deborde et al. 2008] wur-
den von Gravotta et al. neue Funktionen des AP-1A im basolateralen Sortierungsweg
am TGN festgestellt. ,Knockdown® Experimente haben gezeigt, dass mdglicherweise
der AP-1B zu einem gewissen Teil die Funktionen des AP-1A kompensieren kann
[Gravota et al. 2012]. Beide AP-1-Komplexe sind an der endosomalen Sortierung betei-
ligt, spielen eine zentrale Rolle in der basolateralen Sortierung und sind essentiell fir
die Entwicklung von multizellularen Organismen [Lee et al. 1994, Zizioli et al. 1999].
Neben der etablierten Funktion des AP-1 am basolateralen Sortierungsweg konnte
kiurzlich auch dessen Beteiligung an der apikalen Sortierung gezeigt werden [Shafag-
Zadah et al. 2012]. In epithelialen sensorischen Organen von Drosophila konnte ge-
zeigt werden, dass der AP-1 an der apikalen Sortierung von Recyclingendosomen zur
apikalen Membran beteiligt ist [Benhra et al. 2011].

In Epithelzellen ist der AP-1 entscheidend fir die basolaterale und apikale Sortierung

unter der Beteiligung von endosomalen Strukturen.

1.4.2 AP-Komplexe in der synaptischen Sortierung

Der Uberwiegende Teil der Reiztibertragung zwischen Neuronen findet tber chemische
Synapsen statt. Pra- und postsynaptische Bereiche sind hochspezialisierte neuronale

Kompartimente (Ubersichtsartikel: Bonanomi et al. 2006, Kennedy und Ehlers 2006,
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1.4 Adaptorproteinkomplexvermittelter Transport

Chua et al. 2010). In den prasynaptischen Bereichen findet eine hocheffiziente Protein-
sortierung statt, um die spezifische Proteinzusammensetzung von synaptischen Vesi-
keln (SV) wahrend deren schnellen Recyclings zu gewéhrleisten. Eine charakteristi-
sche Proteinzusammensetzung ist fur eine effiziente Neurotransmitterfreisetzung erfor-
derlich. Im Vergleich zu anderen Sortierungswegen weisen SV-Proteine abweichende
Sortierungsmotive auf und sind Teil des komplexen Netzwerks von Protein-Protein und
Protein-Lipid Interaktionen. Durch die Neurotransmitterfreisetzung wird eine Depolari-
sation der Postsynapse ausgeldst. Eine Regulation der Rezeptor- und Proteinkanal-
dichte auf der postsynaptischen Membran wird mit Hilfe des vesikularen Transports
reguliert. Sowohl in pra- als auch in postsynaptischen Kompartimenten spielt der vesi-
kulare Transport eine entscheidende Rolle. Aufgrund der hohen Exo- und Endozytose-
rate im prasynaptischen Kompartiment ist hier die Rate des vesikularen Transports
erheblich hoher als in der Postsynapse. In beiden synaptischen Kompartimenten spielt
der clathrinvermittelte vesikulare Transport eine wichtige Rolle. Der AP-2 Komplex
vermittelt hier die Endozytose von der jeweiligen synaptischen Membran.

Wahrend der AP-2 préa- und postsynaptisch lokalisiert ist, wurden der AP-1 und AP-3
zum Uberwiegenden Teil prasynaptisch nachgewiesen [Glyvuk et al. 2010, Newell-
Litwa et al. 2010]. Darlber hinaus wurden beide AP-Komplexe im Proteom synapti-
scher Vesikel nachgewiesen [Takamori et al. 2006]. Fur den AP-3 sind zwei Isoformen
AP-3A und AP-3B bekannt, von denen nur erstere ubiquitdr exprimiert wird. Es sind
zwei gehirnspezifische Adaptinisoformen B3B und u3B bekannt, welche in den neuro-
nalen AP-3B-Komplex, bestehend aus den Adapinen 8, 3B, u3B und 03, integriert
werden (vgl. Abb. 1-4) [Reusch et al. 2002 , Danglot und Galli 2007]. Dies deutet stark
darauf hin, dass diese beiden AP-Komplexe, AP-1 und AP-3, eine spezifische Funktion
beim synaptischen Vesikelrecycling besitzen. Jedoch zeigte die u3B ,knock-out” Maus
keinen Phanotyp. Lediglich die Defizienz des &-Adaptins fihrte im Maus ,knock-out"
Modell zu einer neurologischen Stérung und zum Verlust beider AP-3 Isoformen [Ne-
well-Litwa et al. 2009]. lhr Phéanotyp ist analog zu dem des humanen Hermansky-
Pudlak Syndroms, welches sich durch Albinismus, eine erhthte Blutungsneigung und
das Auftreten einer Lungenfibrose auszeichnet. Die Ursache hierfir ist eine fehlerhafte
Membranproteinsortierung von Endosomen zu Lysosomen und lysosomalen Organel-
len [Li et al. 2004, Di Pietro und Dell’Angelica 2005, Raposo und Marks 2007, Setty et
al. 2007, Setty et al. 2008]. Im Mausmodell wurde eine Veranderung der SV Biogenese
festgestellt. Der AP-3 ist an der endosomalen Sortierung beteiligt und reguliert die Pro-
teinzusammensetzung und Morphologie von synaptischen Vesikeln in prasynaptischen

Kompartiementen verschiedener Gehirnregionen [Newell-Litwa et al. 2010].
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1 Einleitung

Synaptische Vesikel werden basierend auf ihren funktionellen und morphologischen
Eigenschaften in drei verschiedene Pools unterteilt. Ein Teil der synaptischen Vesikel
ist direkt mit der aktiven Zone verbunden (docked vesicles). Eine weitere kleine Gruppe
von 5 bis 10% aller synaptischer Vesikel gehort dem readily releasable pool (RRP) an.
Diese Vesikel befinden sich in direkter Nahe zur aktiven Zone und stehen fir die Neu-
rotransmitterfreisetzung unmittelbar zur Verfigung. Ein Charakteristikum des RRP ist
dessen schnelle Erschopfung wéahrend einer Stimulation sowie dessen schnelle Rege-
neration innerhalb von 1 min direkt von der Plasmamembran. Die dritte Gruppe synap-
tischer Vesikel bildet der Reservepool (reserve pool), welcher erst nach einer starken,
lang andauernden Stimulation erschopft ist. Seine Regeneration erfolgt durch ein direk-
tes SV-Recycling von der Plasmamembran oder von Membranfragmenten, die sich von
der Plasmamembran abschnliren. Die Rickkehr eines SV zu dem Pool, aus dem er
entstammt, erfolgt mdglicherweise mit Hilfe von charakteristischen Markerproteinen auf
der Vesikeloberflache. Neben der direkten Regeneration eines Pools auf dem endozy-
totischen Weg kénnen SV von einem in einen anderen Pool Uberfiihrt werden [Bona-
nomi et al. 2006].

Fur die Fusion mit und das anschlieBende Recycling von der Plasmamembran gibt es
mehrere etablierte Modelle. Entsprechend dem Recyclingweg synaptischer Vesikel
wird zwischen einer kurzen und einer langen Route unterschieden. Bei den Modellen
der kurzen Route kommt es zwischen den SV und der Plasmamembran nur zur Aus-
bildung einer Fusionspore, durch die die Neurotransmitter in den synaptischen Spalt
freigesetzt werden. Diese Vesikel unterliegen einer schnellen Recyclingrate und durch
die transienten Fusion kann ihre korrekte Proteinzusammensetzung wieder schnell
hergestellt werden und sie kdnnen umgehend in den RRP zurtickgeflihrt werden. Auf-
grund des minimalen und kurzen Kontakts zur Membran der aktiven Zone wird diese
Form der Neurotransmitterfreisetzung als ,Kiss-and-Run“ Modell bezeichnet. Einen
noch schnelleren Mechanismus stellt das ,Kiss-and-Stay“ Modell dar, bei dem das SV-
Recycling ohne ein Abdocken von der aktiven Zone vonstatten geht [Sudhof et al.
2004]. Bei den Modellen der langen Route kommt es zu einer vollstandigen Fusion der
SV mit der Plasmamembran, welche vor allem unter starker Stimulation stattfindet. Die
Regeneration dieser SV findet unter der Beteiligung von AP-2 Uber eine clathrinvermit-
telte Endozytose (CME) oder unter der Abschnirung von Plasmamembranstrukturen in
die Synapse und anschlieBender SV Bildung von diesen Strukturen statt. Im Verhaltnis
zu den ,Kiss-and-Run® und ,Kiss-and-Stay* Modellen stellt die clathrinvermittelte SV
Regeneration einen langsameren Recyclingweg dar, da eine neue Bildung von SV von
der Plasmamembran notwendig ist. Im Zuge einer starken Stimulation fusioniert eine

Vielzahl von SV vollstandig mit der aktiven Zone, wodurch sich deren Membranoberfla-
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1.4 Adaptorproteinkomplexvermittelter Transport

che vergrol3ert und sich folglich das Membran-zu-Volumenverhéltnis des synaptischen
Spalts verandert. Zur Aufrechterhaltung der synaptischen Funktionalitét findet eine
Internalisierung von grof3en Membranstrukturen von der Plasmamembran statt (,Bulk
Endozytose®), von der es voraussichtlich zu einer clathrinvermittelten Neubildung von
SV kommt. Die weitere Proteinsortierung nach der clathrinvermittelten Vesikelbidlung
findet wahrscheinlich unter der Beteiligung von endosomalen Strukturen statt. [Bona-
nomi et al. 2006, Danglot und Galli 2007].

Reserve
pool

RRP

Abb. 1-12: Die drei vesikularen Pools.
[Danglot und Galli 2007]

1.4.3 Funktionen von AP-Komplexen am SV-Recycling

Die Regeneration von synaptischen Vesikeln nach deren Fusion mit der aktiven Zone
wird u. a. durch die Adaptorproteine AP-1, AP-2, AP-3, Stonin 2, Epsin 1, Amphiph-
syin 1, Dynamin 1 und AP 180 vermittelt (Ubersichtsartikel: Ungewickell und Hinrichsen
2007, Haucke et al. 2011, McMahon und Boucrot 2001). Sie fungieren als Sortierungs-
stellen fur die Wiederherstellung der spezifischen Proteinzusammensetzung von sy-
naptischen Vesikeln. Der genaue Mechanismus der Proteinsortierung wahrend des
Recyclings von synaptischen Vesikeln ist kaum aufgeklart. Die genauen Schritte, die
an der Wiederauffullung und Sortierung von Proteinen auf synaptische Vesikel beteiligt
sind, missen noch erforscht werden. Unter einer milden Stimulation von Synapsen ist
die AP-2 und clathrinvermittelte Endozytose (AP-2/CME), neben dem ,Kiss-and-Run®
Weg, der hauptséchliche Weg des SV-Recyclings [Granseth et al. 2006, Jung und
Haucke 2007, Zhu et al. 2009].

Neben der CME ist ein weiterer synaptischer endozytotischer Weg bekannt, welcher
wahrend einer starken Stimulation aktiviert wird: die so genannten ,Bulk Endozytose®.
Bei der Bulk Endozytose kommt es zu Einstilpungen der Plasmamembran und der
Abspaltung von grof3en endosomalen Strukturen in das Zytoplasma. Synaptische Vesi-
kel missen daraufhin von diesen Kompartimenten gebildet werden [Richards et al.
2000, Evans und Cousin 2007]. Der genaue Mechanismus dieses Endozytosewegs ist
nicht bekannt. Wahrend die CME unter einer starken Stimulation schnell erschopft ist,

bietet die Bulk Endozytose die Mdoglichkeit einer effizienten synaptischen Plasma-

24



1 Einleitung

membranregeneration in kurzer Zeit [Royle und Lagnado 2003, Wu et al. 2007, Clayton
et al. 2008]. Abhangig vom endozytotischen Weg werden die SV zu einem bestimmten
vesikularen Pool sortiert: So gelangen nach neuesten Erkenntnissen die SV nach der
CME zum readily releasable pool (RRP) und solche, die tber die Bulk Endozytose
regeneriert wurden, in den Reservepool [Cheung et al. 2010]. Eine Beteiligung an der
Biogenese synaptischer Vesikel wird dem AP-3 zugeschrieben. Dariiber hinaus vermit-
telt er die Bildung von sekretorischen und lysosomalen Organellen.

Durch eine Reduktion der AP-2 Funktionalitat in Neuronen konnten von Augustine et
al. deutliche Veranderungen festgestellt werden. Neben der Reduktion von vesikularen
Strukturen um 70% war eine Zunahme der Plasmamembranoberfache zu erkennen
[Augustine et al. 2006]. Jedoch war keine vollstandige Reduktion der Endozytose zu
erkennen. Der AP-1 ist an der vesikuldren Sortierung am TGN sowie an friihen Endo-
somen beteiligt. Im Gegensatz zum AP-2 und AP-3 konnte nur fir den AP-1 eine Betei-
ligung an der Bildung von Vesikeln von Recyclingendosomen nachgewiesen werden
[Pagano et al. 2004]. Mdglicherweise ist der AP-1 folglich an der Proteinsortierung von
synaptischen endosomalen Strukturen beteiligt und vermittelt neben der CME einen
weiteren endozytotischen Weg zur Regeneration von synaptischen Vesikeln. Ein
~knock-out® Experiment von AP-2 in C. elegans unterstiitzen die Theorie eines weiteren
Recyclingswegs neben der CME [Gu et al. 2008].

Endosomale Strukturen in Synpasen sind hochdynamische Kompartimente, welche
nach einer Stimulation schnell wieder verschwinden, wahrend die Zahl von synapti-
schen Vesikeln steigt. Neben dem AP-1 wird nach neueren Erkenntnissen auch dem
AP-3 ein Rolle im SV-Recycling tGber endosomale Intermediate zugeschrieben, die
jedoch nicht genau bekannt ist [Danglot und Galli 2007, Newell-Litwa et al. 2007]. In
Abb. 1-13 ist ein Schema der mdglichen, beim Beginn dieser Arbeit bekannten, SV-

Recyclingrouten gezeigt.
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Abb. 1-13: Mdgliche Recyclingrouten von synaptischen Vesikeln (SV).

SV fusionieren entweder teilweise mit der Plasmamembran und werden tber eine kurze Route
(Kiss-and-Run, Kiss-and-Stay) recycelt oder sie fusionieren komplett mit der Plasmamembran
und werden Uber eine lange clathrinvermittelte Route direkt von der Plasmamembran oder nach
einer starken Stimulation von gro3en Membraneinstilpungen (Bulk Endozytose) regeneriert.
Hier spielt der AP-2 eine wichtige Rolle. Die genaue Lokalisierung des AP-1 ist nicht bekannt.
Der AP-3 ist vermutlich an der SV Bildung von friihen Endosomen beteiligt. [Danglot und Galli
2007]

NT b. Indirect endosomal route

Bulk
endocytosis

1.4.4 Beteiligung von Rab-Proteinen am SV-Recycling

Das synaptische Vesikel (SV) Recycling wird durch eine Reihe von konservierten Pro-
teinen kontrolliert und reguliert. Hierbei spielt eine definierte Auswahl der Uber 60 im
Menschen bekannten Rab-Proteine eine wichtige Rolle (Ubersichtsartikel: Pavlos und
Jahn 2011). Eine organell- bzw. kompartimentspezifische Anreicherung von Rab-
Proteinen vermittelt sehr wahrscheinlich neben weiteren Faktoren einen zielgerichteten
zellularen Transport. SV unterliegen einer schnellen Exo- und Endozytose, was eine
hohe Effektivitat und Préazision dieser Prozesse voraussetzt. Um spezifische Interaktio-
nen mit Membrandomanen oder intermediaren Organellen zu gewahrleisten, weisen
SV eine definierte Proteinzusammensetzung auf. Rab-Proteine rekrutieren bestimmte
Effektorproteine auf die Vesikelmembran oder auf Organellmembrandoménen und
vermitteln auf diese Weise den SV Kontakt mit Motorproteinen sowie die SNARE ab-
hangige Vesikelfusion mit der Plasmamembran oder einem Zielkompartiement.

Untersuchung von hochaufgereinigten SV haben gezeigt, dass mindestens 11 Rab-
Proteine auf ihnen angereichert sind [Pavlos et al. 2010]. Diese beinhalten Rab-
Proteine der Exozytose (Rab 3a/b/c und Rab 27b) und solche des endozytotischen
Weges (Rab 4, Rab 5, Rab 10, Rab 11b und Rab 14). Wé&hrend die an der Exozytose
beteiligten Rab-Proteine vermutlich an der korrekten Zielfiihrung sowie der Regulation
der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt sind, steht die Aufklarung der Funktion der
endozytotischen Rab-Proteine erst am Anfang. Vor fast 40 Jahren wurde von Heuser
und Reese erstmalig die Beteiligung endosomaler Kompartimente am synaptosomalen

Recycling vorhergesagt [Heuser und Reese 1973]. Erst in jlingerer Zeit reifte die Er-
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kenntnis, dass SV neben der exozytotischen auch mit einer endozytotischen Protein-
maschinerie, wie Rab- und SNARE-Proteine, ausgestattet sind [Fischer von Mollard et
al. 1994, Takamori et al. 2006, Rizzoli et al. 2006]. Das auf SV identifizierte Protein
Rab 5 wurde zuvor vor allem als charakteristischer Bestandteil von frihen Endosomen
angesehen, auf denen es die Rekrutierung von Proteinen und Lipiden der friihen endo-
somalen Signalkaskade (Rabaptin 5, Rabex 5, Vps 34, PI-3-P, EEA 1 und Rabeno-
syn 5) einleitet [Stenmark 2009]. Diese Signalkaskade wird heute fir das SV-Recycling
ebenfalls vorhergesagt (vgl. Abb. 1-14). Auf eine Beteiligung endosomaler Komparti-
mente am SV-Recycling weisen dartber hinaus die auf SV identifizierten und auf En-
dosomen lokalisierten Rab-Proteine Rab 4 und Rab 11 sowie die am CCV Transport
und Recycling beteiligten Rab 10 und Rab 14 hin. In Abb. 1-14 ist die Beteiligung von
Rab-Proteinen an der Exo- und Endozytose sowie dem Recycling von synaptischen

Vesikeln zusammenfassend dargestellt [Pavlos und Jahn 2011].
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Abb. 1-14: Rab-Proteine, Effektoren und deren Beteiligung am SV-Recycling.

Beteiligung von Rab-Proteinen und deren Effektoren an der Exo- und Endozytose sowie dem
Recycling von synaptischen Vesikeln [Pavlos und Jahn 2011]. Eine ausfihrliche Darstellung der
Komponenten, die an der Reizlibertragung in chemischen Synapsen beteiligt sind, wurde von
Chua et al. erstellt [Chua et al. 2010].

1.4.5 Beteiligung von SNARE-Proteinen am SV-Recycling

SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)-
Proteine sind konservierte Schliisselkomponenten der Membranfusionsmaschinerie.
Sie vermitteln die Membranfusion in fast allen Schritten des sekretorischen Weges
sowie beim Recycling synaptischer Vesikel (Ubersichtsartikel: Jahn und Scheller

2006). Allen gemeinsam ist ein 60-70 Aminosauren langes SNARE Motiv, Uber das sie
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mit anderen SNARE-Proteinen interagieren. Funktionale SNARE-Komplexe bilden he-
terooligomere, parallele a-Helixbiindel aus vier SNARE-Proteinen aus, wobei jeder
SNARE-Komplex aus einer Kombination von je einem SNARE-Protein aus einer der
vier SNARE-Klassen besteht. Die Kernregion dieses Helixblindels besteht aus 16 ge-
stapelten Schichten von miteinander interagierenden Seitenketten (vgl. Abb. 1-15),
welche bis auf die mittlere, die ,,0“ Schicht, ausgepragt hydrophob sind. Das Charakte-
ristikum der ,0“ Schicht bilden drei hochkonservierte Glutamin (Q)-Reste sowie ein
hochkonservierter Arginin (R)-Rest. Entsprechend dieser Aminosaurereste werden die
SNARE-Motive in die Klassen der Qa-, Qb-, Qc- und R-SNARESs unterteilt.

AN 7 o6 5432 -1 0 41 42 43 +4 45 46 +7 +8
\

__,\—(l— 7 ~ _-_\

b*-\':

Abb. 1-15: Kristallstruktur neuronaler SNARE-Kernkomplexe.

Kristallstruktur des neuronalen SNARE-Kernkomplexes (oben). Dieser Komplex besteht aus
den SNARE Motiven: Syntaxin 1 (Qa, rot), Snap 25 (25-kDa synaptosome-associated protein;
Qb und Qc, beide griin) und Vamp 2 (vesicleassociated membrane protein 2/synaptobrevin; R,
blau). Unten sind schematisch die verschiedenen Schichten eines SNARE-Bundels dargestellt.
Die schwarze Linie zeigt die Achse der Superhelix an. Die ,,0“ Schicht ist in Rot dargestellt.
[Jahn und Scheller 2006]

In neuronalen Zellen sind SNARE-Proteine essentiell fir die Exozytose von synapti-
schen Vesikeln und sind an der Regulation der Signaliibertragung beteiligt (Uber-
sichtsartikel: Ramakrishnan et al. 2012). Entsprechend deren Lokalisation entweder in
der Akzeptormembran (target membrane) oder der Vesikelmembran (vesicle membra-
ne) werden sie als t- bzw. v-SNARESs bezeichnet. t-SNAREs gehoren in der Regel der
Klasse der Q-SNAREs und v-SNAREs der Klasse der R-SNAREs an. In Neuronen
werden drei Gruppen von SNARE-Proteinen unterschieden:

Synaptobrevins (auch als Vesicle-associated membrane protein (Vamp) bekannt) sind
integrale SV Membranproteine und somit v-SNARESs. Sie sind teil der calciumabhangi-
gen Vesikelfusionsmaschinerie. Von ihnen werden zwei Isoformen, Synaptobrevin 1
und 2 (bzw. Vamp 1 und 2) in Neuronen exprimiert.

Syntaxine sind transmembrane t-SNARES, die auf der Plasmamembran lokalisiert sind,
die calciumabhangige Exozytose regulieren und mit einer Vielzahl von regulatorischen

Proteinen interagieren. Die Hauptisoformen im Gehirn sind Syntaxin 1A sowie 1B.
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Synaptosomal-assoziierte Proteine (SNAP) spielen eine zentrale Rolle als t-SNAREs
bei der Membranfusion, deren wichtigste Isoform SNAP-25 ist. Diese SNARE-Proteine
sind peripher mit der prasynaptischen Membran verbunden und steuern zwei Helices
zu einem funktionsfahigen SNARE-Kernkomplex bei. Sie werden fur die calciumab-
héngige Exozytose bendtigt und interagieren mit Synaptotagminen und Calciumkané-
len.

Die SNARE-vermittelte Fusion zwischen Vesikeln und einer Akzeptormembran sowie
das Recycling der SNARE-Proteine verlauft nach einem generellen Mechanismus, der
in Abb. 1-16 gezeigt ist. Die Beschreibung der einzelnen Schritte sowie die Funktionen

essentieller, beteiligter Proteine sind der Bildunterschrift zu entnehmen.
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Abb. 1-16: Die SNARE vermittelte Vesikelfusion und das Recycling der SNARE-Proteine.
Freie Q-SNAREs sind in der Plasmamembran in Clustern organisiert (oben links). Vermutlich
vermitteln SM (Sec 1/Munc 18-related) Proteine die Zusammenlagerung der t-SNAREs zu ei-
nem Akzeptorkomplex, welcher mit den vesikuldaren R-SNAREs interagiert und einen lockeren
trans-Komplex aus vier Helices ausbildet. Die Festigung der Bindungen zwischen den SNARE-
Motiven fulhrt zur Ausbildung eines stabilen trans-Komplexes, dem die Offnung einer Fusions-
pore nachfolgt. Wahrend der regulierten Exozytose werden die letzten drei transienten Schritte
Uber spate regulatorische Proteine (late regulatory proteins) wie Complexine (kleine Proteine,
die an die Oberflache des SNARE-Komplexes binden) und Synaptotagmine (welche calcium-
abhangig aktiviert werden) kontrolliert. Wahrend der Fusion verliert der SNARE-Komplex seine
Stabilitat und geht in eine cis-Konfiguration Uber. Mit Hilfe des AAA+ (ATPasen, die mit einer
Vielzahl von zellularen Aktivitaten in Verbindung stehen) Proteins NSF (N-ethylmaleimide-
sensitive factor) und gemeinsam mit SNAPs (soluble NSF attachment proteins), welche als
Kofaktoren fungieren, wird die Formation des SNARE-Komplexes aufgeldst. R- und Q-SNAREs
werden anschlieRend durch Membransortierungsschritte, wie beispielsweise die Endozytose,
separiert. [Ramakrishnan et al. 2012]

1.5 KO-Modelle zur Funktionsanalyse der AP-1 Adaptine

Von den Adaptinen des AP-1-Komplexes ist, bis auf die p1-Untereinheit, flr jedes

Adaptin mindestens eine Isoformvariante bekannt. Fur das y-Adaptin sind die beiden
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Isoformen y1 und y2 bekannt, welche von zwei Arbeitsgruppen genauer charakterisiert
wurden. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit beider Adaptinisoformen, zeigten Untersu-
chungen hinsichtlich der zellularen Lokalisation keine Ubereinstimmenden Ergebnisse
[Lewin et al. 1998, Takatsu et al. 1998].

Abb. 1-17: Zusammensetzung des AP-1 und dessen bekannte Adaptinisoformen.

[Mattera et al. 2011]

Gendeletionsexperimente in Hefe haben keinen Aufschluss tber die Funktion von AP-1
erbracht. So zeigten Mutanten, bei denen jeweils alle vier Adaptine von AP-1 ausge-
schaltet wurden, keinen Wachstumsphanotyp [Yeung et al. 1999]. Fur die Identifikation
der in vivo Signifikanz der AP-1 vermittelten Bildung von CCVs sowie deren zelluléaren
Transport in Saugetieren wurden "knock-out" Mausmodelle etabliert, bei denen unter-
schiedliche AP-1-Adaptine ausgeschaltet wurden.

Fur die Untersuchung des Einflusses des y1-Adaptins auf die Entwicklung sowie die
Proteinsortierung in S&ugetieren wurde eine y1 "knock-out" Mauslinie erschaffen. Ho-
mozygote y1(-/-)-Embryonen starben zwischen dem Tag 3,5 und 4,5 in ihrer embryona-
len Entwicklung, wahrend heterozygote y1(+/-)-Tiere lebensféhig sind. Zellen von y1(-/-
)-Embryonen waren in Kultur ebenfalls nicht lebensféhig. In heterozygoten Zellen ist
eine Reduktion des y1-Adaptins um die Halfte zu erkennen. Bei einer unverénderten
Menge an mRNA fir die p1- und pl-Adaptine konnten keine freien B1- und pl-
Adaptine nachgewiesen werden. Dies deutet stark auf ein vollstdndiges Fehlen von
AP-1 in y1(-/-)-Zellen hin. Wahrend die Funktion von AP-1 nicht fur die Lebensfahigkeit
von Hefe erforderlich ist, ist dieser AP-Komplex fur die Entwicklung héherer Eukaryo-
ten, wie Mause, essentiell. Die Letalitat y1-defizienter Mause weist darlber hinaus da-
rauf hin, dass y2 nicht dessen Funktion kompensieren kann und folglich beide Adapti-
nisoformen eine unterschiedliche Funktion besitzen. [Zizioli et al. 1999]. Von C. Riel
wurden die gewebespezifischen y-Adaptinexpressionsniveaus mittels Northern-Blots
untersucht. Beide Adaptinisoformen, y1 und y2, werden in allen Geweben exprimiert.
Nur in der Skelettmuskulatur ist eine veranderte, erhdhte Expression des y2- im Ver-
gleich zum y1-Adaptin zu erkennen, was auf einen weiteren Unterschied der Funktion
der y-Adaptine hinweist [Riel 2004].
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Méause, die hinsichtlich des p1A-Gens homozygot defizient sind, weisen eine Letalitat
in der Embryonalphase nach dem Tag 13,5 auf. Bei p1A homozygot defizienten Emb-
ryonen treten Einblutungen im Rickenmarkskanal sowie in Ventrikeln auf. Alle Organ-
anlagen sind vorhanden, bis auf die fir das Gehirn, was auf eine essentielle Funktion
des AP-1 im Gehirn hinweist. Die genauen Ursachen fur diesen Phanotyp sind bis heu-
te nicht bekannt. Im Vergleich zu y1-defizienten Embryonen bricht die embryonale
Entwicklung dieses ,knock-outs” deutlich spater ab, was durch die epithelspezifische
u1B-Isoform bedingt sein kénnte. Von plA-defizienten Embryonen konnten Fibroblas-
tenzelllinien gewonnen werden, bei denen eine Veranderung der AP-1 abhangigen
Proteinsortierung zu beobachten ist. Es ist eine Fehlsortierung der Mannose-6-
Phosphat (M6P) Rezeptoren (MPR) MPR 46 und MPR 300 zu erkennen, von denen
nur letzterer an M6P-tragende Proteine binden kann. Beide MPR-Rezeptoren akkumu-
lieren in endosomalen Kompartimenten, was auf einer Blockierung des Riicktransport-
wegs zum TGN beruht. Es ist jedoch nicht bekannt, ob der AP-1-Komplex an diesem
retrograden Transportweg direkt oder indirekt beteiligt ist. Eine erhéhte endosomale
Konzentration des MPR 300 fiihrt voraussichtlich zu einer Steigerung von dessen
Exozytoserate zur Plasmamembran, welche ihrerseits eine gesteigerte Endozytose
hervorruft. Dies fuhrt zu einer unveranderten Gleichgwichtskonzentration des MPR 300
an der Plasmamembran. Im Zuge dessen wurde eine vermehrte Sezernierung sowie
Aufnahme von lysosomalen Enzymen festgestellt. [Meyer et al. 2000, Meyer et al.
2001, Medigeshi und Schu 2003]. Der AP-1 vermittelte Transport des MPR 300 von
Endosomen zum TGN besitzt indirekt einen negativen Einfluss auf die Sortierungsrate
von Rezeptoren zwischen der Plasmamembran und Endosomen.

Biochemische Untersuchungen von Extrakten plA-defizienter Fibroblasten zeigten,
dass die verbleibenden drei Adaptine des AP-1 als heterotrimerer Komplex assembliert
sind. Freie y-, B- oder o1-Adaptine konnten nicht nachgewiesen werden. Die Protein-
mengen des y- und des o1-Adaptins des KO sind im Vergleich zu WT-Fibroblasten
reduziert, wahrend die mRNA-Mengen nicht verandert sind. Dies deutet entweder auf
eine geringere Stabilitdt von y- und o1-Adaptinen in einem heterotrimerer Komplex
oder auf eine verdnderte Regulation der Transkription hin [Zizioli et al. 1999, Meyer et
al. 2000].

In Zebrafisch AP-1/p1B ,knock-down® Experimenten konnte gezeigt werden, dass das
p1B-Adaptin fur die Entwicklung niederer Wirbeltiere unentbehrlich ist [Zizioli 2010].
Auch AP-1B defiziente Mause sind lebensfahig: Als Phanotyp zeigen sie Entziindun-
gen des Dickdarms aufgrund eines apikalen Sortierungsdefekts des Zytokinrezeptors
[Takahashi et al. 2011].
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Fir das o1-Adaptin sind drei Gene bekannt, auf welchen die Isoformen o1A, 1B und
01C kodiert sind. Diese Isoformen zeigen eine 70-80%-ige Identitat auf Proteinebene
[Riel 2004] und in vitro konnte eine Interaktion mit beiden y-Adaptinisoformen gezeigt
werden [Takatsu et al. 1998, Takatsu et al. 2001, Mattera et al. 2011]. Die Expression
der o1-Adaptinisoformen ist gewebsspezifisch: Wahrend o1A ubiquitar exprimiert wird,
werden die 01B und die 01C Isoformen gewebsspezifisch exprimiert. 1A und 1B

zeigen die hochste Expression im Gehirn [Glyvuk et al. 2010].
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Abb. 1-18: Gewebsspezifische Expression der AP 1 Adaptine 01A, 1B und o1C.

[Glyvuk et al. 2010, verandert]

Im Gehirn zeigt AP-1 die héchsten Expressionsniveaus im Hippocampus und im Cere-
bellum (Allen Brain Atlas Resources, Seattle, Allen Institute for Brain Science 2009).
Fir das 01B-Adaptin ist ein ,knock out” Mausmodell etabliert [Riel 2004, Baltes 2008],
dessen Phanotyp im Folgenden genauer beschrieben wird. Von AP-1/01B-Defizienten
Mausen konnten lebensfahige Maus embryonale Fibroblasten (MEF) Zellinien gewon-
nen werden [Riel 2004, Baltes 2008].

1.5.1 Phanotypen des 01B , knock-out“ Mausmodells

Fir die Analyse der o1-Funktion wurde in unserer Arbeitsgruppe in vorangegangenen
Doktorarbeiten ein 01B ,knock-out® Mausmodell etabliert und der Phanotyp defizienter
Mause analysiert [Riel 2004, Baltes 2008]. Das 01B-Gen, welches X-Chromosomal
lokalisiert ist, wurde durch Einfligen einer Neomycinresistenzkassette zerstort [Riel
2004]. Defiziente Mause beiderlei Geschlechts sind lebensfahig und fertil und wurden
gezlchtet. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass das o1B-Adaptin fur die Ent-
wicklung und das Uberleben von Mausen nicht essentiell ist, nicht fiir die ubiquitaren
,Haushaltsfunktionen® (,house-keeping“ functions) des AP-1 notwendig ist und dessen
Funktion wahrscheinlich zumindest teilweise durch die beiden verbleibenden Adapti-

nisoformen 1A und 01C kompensiert werden kann.
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Abb. 1-19: Uberlebensfihigkeit verschiedener AP 1 “knock-out” Mausmodelle.
y1-defiziente Mause sterben in utero nach Tag 3,5 (rot), plA-defiziente Mause sterben in utero
nach Tag 13,5 (orange) und o1B-defiziente Mause zeigen keinen Entwicklungsphé&notyp (grun).

Eine Vielzahl der mannlichen 01B-defizienten Mause zeigten einen sehr starken Harn-
rickstau, welcher zu einer angeschwollenen Harnblase und einer Fliissigkeitsansamm-
lung im Nierenbecken fiuhrte. Dariiber hinaus zeigten defiziente Mause beiderlei Ge-
schlechts eine Reduktion des Fettgewebes, womit jedoch keine funktionelle Beein-
trachtigung einhergeht. Verhaltensstudien von o1B-defizienten Mausen zeigten, dass
diese Tiere eine verschlechterte motorische Koordination besitzen, hypoaktiv sind und
eine reduzierte raumliche Gedachtnisleistung aufweisen [Baltes 2008]. Dieser Phano-
typ zeigt Ubereinstimmungen mit einem humanen Krankheitsbild, welcher hier starker
ausgepragt ist und ebenfalls durch die Mutation des X-chromosomalen g1B-Gens ver-
ursacht wird. Menschen, die diese Genmutation aufweisen, entwickeln eine schwere
geistige Entwicklungsverzdgerung, erlernen das Gehen erst in einem Alter von vier bis
sechs Jahren, entwickeln keine differenzierte Sprache und benétigen eine lebenslange
Betreuung [Tarpey et al. 2006].

Die aus Verhaltensstudien von defizienen Mausen gewonnenen Erkenntnisse deuten
stark auf eine neuronale Funktion des AP-1/c1B-Komplexes hin, welcher anhand von

primaren hippocampalen Neuronen genauer untersucht wurde.

1.5.2 Veranderungen o1B-defizienter hippocampaler Neuronen

In Proteomanalysen von clathrinumillten Vesikeln (CCV) wurden in jingerer Zeit die
Adaptine 01A und o1B identifiziert [Borner et al. 2006]. Das 31-Adaptin des AP-1 konn-
te im Proteom von synaptischen Vesikeln (SV) nachgewiesen werden [Takamori et al.
2006]. Dies weist darauf hin, dass der AP-1 Komplex am SV-Recycling beteiligt ist. Zur
Identifizierung der zellularen Verteilung von AP-1 in hippocampalen Neuronen wurde
fur Immunfluoreszenzuntersuchungen ein Antikdrper gegen AP-1/y1 verwendet. Es

wurde eine Kolokalisation von AP-1 mit SV gezeigt. Eine Kolokalisation mit postsynap-
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tischen Strukturen war nur sehr schwach ausgepragt [Glyvuk et al. 2010]. Dies weist
auf eine vorwiegend prasynaptische Lokalisierung von AP-1 in hippocampalen Boutons
hin. Elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen hippocampaler Boutons zeigten
clathrinumhdllte Strukturen in der N&he von Clustern synaptischer Vesikel und eine
Veranderung der Anzahl synaptischer Vesikel zwischen den Genotypen. Im Vergleich
zum WT ist die Zahl an SV in KO Boutons reduziert. Durch eine Stimulation
(900 AP/10 Hz) der Synapsen wird dieser Effekt verstarkt. Neben der Reduktion synap-
tischer Vesikel wurden in KO Synapsen vergroRRerte, clathrinumhdlite, endosomale
Membranstrukturen identifiziert. Dartber hinaus wurde aus EM Aufnahmen eine effizi-
ente Anlagerung von SVs an die aktive Zone einer Synapse in beiden Genotypen ab-
geleitet [Glyvuk et al. 2010].

Synapse

Active Zone
Endosomes
Mitochondria

Synaptic Vesicles
Clathrin Coat
Clathrin-Coated Vesicle

Multi-Vesicular Body

Abb. 1-20: 3D-Rekonstruktion von Prasynapsen hippocampalen Neuronen.

Anreicherung von endosomalen und clathrin umhdllten Strukturen in Prasynapse des WT und
des KO [Glyvuk et al. 2010]. Jeweils links sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit die synapti-
schen Vesikel nicht dargestellt.

Nach der Beobachtung von einer verénderten Anzahl synaptischer Vesikel zwischen
den Genotypen in EM Aufnahmen wurde der Einfluss der 1B-Defizienz auf die Kinetik
der SV Exo- und Endozytose ermittelt. Hierzu wurde Vamp 2, ein Transmembranpro-
tein synaptischer Vesikel, mit einem pH-sensitiven griinen Fluoreszenzprotein (synap-
topHIluorin) fusioniert und die SV-Recyclingrate Uber die Reazidifizierung synaptischer

Vesikel bestimmt. Hier offenbarte sich ein Defekt im SV-Recycling, der durch eine un-
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vollstindige Reazidifizierung synaptischer Vesikel des KO im Vergleich zum WT ange-
zeigt wurde [Glyvuk et al. 2010].

Die Effizienz der Anlagerung synaptischer Vesikel an die aktive Zone wird durch die
o01B-Defizienz nicht grundlegend beeintrachtigt, sodass die Ursache fir das gestorte
SV-Recycling nicht mit einem Defekt in der Biogenese synaptischer Vesikel im sekreto-
rischen Weg am TGN erklart werden kann. Neben der Lokalisation des AP-1 am TGN
ist dieser an Endosomen lokalisiert. Der Vergleich von EM Aufnahmen beider Genoty-
pen hat gezeigt, dass die 61B-Defizienz zu einer VergréRerung endosomaler Struktu-
ren fuhrt. Eine mdgliche Notwendigkeit fir eine endosomale Beteiligung an der Rege-
nerierung von synaptischen Vesikeln nach einer starken Stimulation ist neben der ver-
mutlich schnelleren Vesikelbildung im Vergleich zur CME von der Plasmamembran der
Bedarf einer schnellen Reazidifizierung. Darlber hinaus ist die Anzahl synaptischer
Vesikel sowie deren Recyclingkinetik in defizienten Synapsen reduziert. Diese Be-
obachtungen weisen stark darauf hin, dass vor allem nach einer starken Stimulation
neben der clathrin vermittelten Endozytose das synaptische Vesikelrecycling durch
endosomale Strukturen unter einer Beteiligung des AP-1/01B-Komplexes eine wichtige
Rolle spielt.

1.6 Fragestellung

Der AP-1 Komplex vermittelt den Transport zwischen dem TGN und friihen Endoso-
men. In neuronalen Zellen ist er vermutlich am Recycling synaptischer Vesikel beteiligt
und spielt hier wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Proteinsortierung durch en-
dosomale Kompartimente, wie sie beispielsweise nach einer starken Stimulation gebil-
det werden. Der AP-1 Komplex ist ein Heterotetramer und besteht aus vier Adaptinen.
Jedes leistet einen bestimmten Beitrag zur Membran- und Clathrinbindung, Sortie-
rungssignalerkennung sowie zu der Rekrutierung von assoziierten Proteinen. Fir die
Identifikation der Funktionen des o1B Adaptins wurde von C. Riel ein ,knock-out*
Mausmodell etabliert, dessen Phénotyp von J. Baltes untersucht wurde [Riel 2004,
Baltes 2008].

Die Fragestellung dieser Arbeit war die biochemische Analyse des neuronalen Phano-
typs o1B-defizienter Mause. AP-1 Komplexe zyklisieren zwischen Membranen und
dem Zytoplasma, wodurch sie die Membrananbindung vieler weiterer Proteine zum
einen vermitteln und zum anderen stabilisieren. Aufgrund der endosomalen Lokalisati-
on des AP-1 wird vermutet, dass folglich die AP-1/01B-Defizienz einen Einfluss auf
Proteine mit endosomalen Funktionen besitzt. Zur Analyse der molekularen Ursachen
fur die von Glyvuk et al. durch elektronen- und immunfluoreszenzmikroskopische Auf-

nahmen beschriebenen vermehrten endosomalen und clathrinumillten Strukturen
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[Glyvuk et al. 2010] sollten Endosomen des Cortex gereinigt und zur Identifikation von
spezifischen o1B-Interaktionspartnern Unterschiede in der Proteinzusammensetzung

der Endosomen zwischen beiden Genotypen charakterisiert werden.
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2. Materialien und Methoden

Alle verwendeten Ldsungen wurden, sofern dies nicht anders angegeben ist, mit

Reinstwasser angesetzt. Dieses wurde mit Hilfe der Reinstwasseranlage GenPure

(TKM, Niederelbert) gewonnen.

2.1 Puffer

PBS

(phosphate buffered saline): 140 mM NacCl

TBS:

TBS-T:

Puffer A:

2,5 mM KCI

6,5 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO
pH 7,5

100 mM Tris/HCI
100 mM NaCl

pH 7,5

100 mM Tris/HCI
100 mM NaCl
0.05 % Tween 20
pH 7,5

38 mM Kaliumaspartat
38 mM Kaliumglutamat
38 mM Kaliumgluconat

20 mM MOPS

5 mM Glutathion (red.)
10 mM Kaliumcarbonat

0,5 mM Mg,CO;

1 mMEDTA

1 mMEGTA
1:5000 Protease
Inhibitor Cocktail
10 nM Calyculin A
1 mM NazVO,

pH 7,1

(AppliChem, Darmstadt)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(AppliChem, Darmstadt)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(AppliChem, Darmstadt)
(AppliChem, Darmstadt)

(Sigma, Steinheim)

(Sigma, St. Louis, USA)
(Fluka, Buchs, CH)

(Sigma, Steinheim)
(AppliChem, Darmstadt)
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)

(Sigma, Munchen)
(Axxora, Lorrach)
(Sigma, St. Louis, USA)
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2.2 Zellbiologische Methoden

Tab. 2-1: Verwendete Zelllinien aus WT und AP-1/c01B-defizienten Mausen.

Zelllinie Beschreibung Referenz
S1B111 D5 Primare embryonale Mausfibroblasten, Genotyp +/+ | Baltes 2008
S1B111 E8 Primare embryonale Mausfibroblasten, Genotyp -/- Baltes 2008

Losungen und Medien:

PBS:

Trypsin-EDTA Losung:

Medium:

Einfriermedium:

Plastikwaren:

Zellkulturflaschen:
Zellkulturschalen:
Zellschaber:

Kryordhrchen:

150 mM NaCl

120 mM KClI

10 mM Na,HPO4/KH,PO,
0,1 g Phenolrot

pH 7,4

0,5 g/L Trypsin

0,2 g/L EDTA

4,5 g/L Dulbecos modifizier-
tes Eagle Medium, (DMEM)
10% (v/v) Fotales Kalber-
serum (FKS)

1% (v/v) Penicelin/Strepto-
mycin (100x Stocklésung)
1% (v/v) Glutamin

(200 mM, 100x Stocklésung)
4,5 g/L DMEM

10% (v/v) Fotales Kalber-
serum (FKS)

5% (v/v) Dimethylsulfoxid
1% (v/v) Penicelin/Strepto-
mycin (100x Stocklésung)
1% (v/v) Glutamin

(200 mM, 100x Stocklésung)

(AppliChem, Darmstadt)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

(PAN, Aidenbach)

(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)
(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

(PAN, Aidenbach)
(Fluka, Schweiz)

(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

(Gibco Invitrogen, Karlsruhe)

Nunc (Thermo Scientific), D&nemark

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Sarstedt, USA

Nunc (Thermo Scientific), Danemark
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2.2.1 Kultivierung von Maus embryonalen Fibroblasten

In einem Burtschrank wurden Maus embryonale Fibroblasten (MEF) unter einer was-
sergesattigten Atmosphéare bei 37 °C und einer CO,-Konzentration von 5% (v/v) in
Zellkulturschalen (Oberflache: 25 cm?) kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden
die Zellen unter sterilen Bedingungen passagiert. Hierzu wurden die adharenten Zellen
mit PBS (5 mL, 37 °C) gewaschen und anschliel3end durch Zugabe von Trypsin-EDTA
Ldsung (0,5 mL) und Schwenken von der Zellkulturschale geldst. Durch Zugabe von
Kulturmedium (4,5 mL, 37 °C) wurde die Trypsin-Aktivitat gestoppt. Die Zellen wurden
durch mehrmaliges Aufsaugen mit einer Pipette vereinzelt und anschlieBend in der
gewilnschten Dichte ausgesat. Im Allgemeinen fand eine Verdinnung der Zelldichte im
Verhéltnis 1:5 statt.

2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff gelagert. Hierflr
wurden die Zellen, wie unter 2.2.1 beschrieben, vom Boden der Zellkulturschalen ab-
gelost. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur fur 3 min bei 100 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt, die Zellen in Einfriermedium (1 mL, 4 °C) resuspendiert und
15 min auf Eis gestellt. Anschlie3end wurden sie in 1 mL Kryoréhrchen tberfuhrt, fur
1 h bei -20 °C gelagert und anschlieRend in flissigem Stickstoff zur Langzeitlagerung
eingefroren. Dimethylsulfoxid im Medium dient der Vermeidung der Bildung von schad-
lichen Eiskristallen.

Zur Vermeidung von Zellschaden ist beim Auftauen ein ziigiges Arbeiten notwendig.
Die Zellen wurden in einem auf 37 °C erwarmten Wasserbad aufgetaut, zu 10 mL vor-
gewarmtem Medium gegeben und anschlie3end fir 3 min bei 100 g zentrifugiert. Das

Pellet wurde in frischem Medium geldst und die Zellen in eine Kulturflasche ausgesat.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Proteinextraktion aus MEF

Proteinase-Inhibitor-Cocktail (PIC): Sigma, Miinchen

MEF wurden in einer Zellkulturschale kultiviert, zweimal mit PBS gewaschen, mit ei-
nem Zellschaber abgel6st und in ein 2 mL Reaktionsgefal tberfuhrt. Sie wurden bei
120 g, 4 °C zentrifugiert, das Pellet gewaschen und erneut bei 500 g, 4 °C zentrifugiert.
Zum Homogenisieren wurde das Pellet in PBS aufgenommen, zehnmal durch eine

22G Kantle aufgezogen und fur 30 sec im Ultraschallbad behandelt.

39



2.3 Biochemische Methoden

2.3.2 Differentielle Zentrifugation eines Cortexextrakts

Membrangebundene und losliche Proteine eines Zellaufschlusses kénnen Uber eine
differentielle Zentrifugation voneinander getrennt werden. Zur Differenzierung, ob ein
Protein auf Organellen oder Membranfragmenten mit einer hohen oder niedrigen Dich-
te angereichert ist, wurde eine differentielle Zentrifugation in drei aufeinanderfolgenden
Kraftfeldern durchgefthrt.

Ein Mauscortex wurde mit einem Skalpell in 1,5 mL Puffer A in Wurfel mit einer Kan-
tenlange von etwa 1 mm geschnitten, mit einem Glaspotter durch jeweils 10 Hibe (ein
Hub entspricht einer Auf- und Abbewegung) zunachst mit einem ,Loose“- und nachfol-
gend mit einem ,Tight“-Kolben bei einer Verdrehung um jeweils etwa 20° homogeni-
siert und das Homogenisat bei 1000 g fur 10 min zentrifugiert. Hieraus resultierte ein
Pellet (P1) mit einem Volumen von 700 mL und einem Uberstand (S1) von 800 mL.
700 mL des Uberstands S1 wurden bei 13 000 g fur 15 min zentrifugiert, wobei sich die
Suspension in ein Pellet (P13) von 80 pL und einen Uberstand (S13) von 620 pL auf-
teilte. Der Uberstand S13 wurde fiir 40 min bei 100 000 g zentrifugiert und dabei wurde
ein Pellet (P100) mit einem Volumen von 20 puL und ein Uberstand (S100) von 480 pL
erhalten. Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefihrt.

Von jeder Fraktion wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford (siehe 2.3.5) durch-
gefuhrt und die Verteilung von Markerproteinen zwischen den Fraktionen mit Hilfe von
semiquantitativen Western-Blots (siehe 2.3.14) bestimmit.

2.3.3 Lineare Dichtegradientenzentrifugation

Zur Anreicherung von axonalen endosomalen Strukturen aus Neuronen wurde eine
zweistufige Dichtegradientenzentrifugation verwendet, die von McCaffrey et al. entwi-
ckelte wurde [McCaffrey et al. 2009]. Veranderungen wurden hinsichtlich des
Cortexaufschlusses vorgenommen. Darlber hinaus wurde sie um einen Schritt zum
Aufschluss von Synpatosomen erweitert. Die Dichtegradientenzentrifugation wurde von
McCaffrey et al. mit einem Puffer beschrieben, der endosomale Strukturen stabilisiert
(Puffer A). Im Rahmen dieser Arbeit wurde sie dariiber hinaus mit zwei weiteren Puf-
fern durchgefihrt, die clathrinumhiillte Strukturen bzw. synaptische Vesikel stabilisieren
(Puffer B bzw. C) [Maycox et al. 1992].

Dichtegradienten Medium:  OptiPrep™, 60% (Axis-Shield PoC AS, Oslo,
Norway)
Zentrifugenrdhren: 7/16 x 2 3/8 ultra clear
tube (Beckman)
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Gradientenmischer:
Puffer A:

Puffer B:

Puffer C:

Gradient Station ip

38 mM Kaliumaspartat
38 mM Kaliumglutamat
38 mM Kaliumgluconat
20 mM MOPS

5 mM Glutathion (red.)
10 mM Kaliumcarbonat
0,5 mM Mg,CO;

1 mM EDTA

1 mMEGTA

1:5000 Protease
Inhibitor Cocktail

10 nM Calyculin A

1 mM NazVO,

pH 7,1

38 mM Kaliumaspartat
38 mM Kaliumglutamat
38 mM Kaliumgluconat
20 mM MES/NaOH

5 mM Glutathion (red.)
10 mM Kaliumcarbonat
0,5 mM Mg,CO;

1 mMEDTA

1 mMEGTA

1:5000 Protease
Inhibitor Cocktail

10 nM Calyculin A

1 mM NazVO,

pH 6,5

38 mM Kaliumaspartat
38 mM Kaliumglutamat
38 mM Kaliumgluconat
20 mM MES/NaOH

0,32 M Sucrose

(BioComp Instruments, Kanada)
(Sigma, Steinheim)

(Sigma, St. Louis, USA)

(Fluka, Buchs, CH)

(Sigma, Steinheim)
(AppliChem, Darmstadt)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)

(Sigma, Munchen)
(Axxora, Lorrach)
(Sigma, St. Louis, USA)

(Sigma, Steinheim)

(Sigma, St. Louis, USA)
(Fluka, Buchs, CH)

(SERVA GmbH, Heidelberg)/
(AppliChem, Darmstadt)
(AppliChem, Darmstadt)
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
(Sigma, Steinheim)

(Sigma, Mlnchen)
(Axxora, Lorrach)
(Sigma, St. Louis, USA)

(Sigma, Steinheim)

(Sigma, St. Louis, USA)
(Fluka, Buchs, CH)

(SERVA GmbH, Heidelberg)/
(AppliChem, Darmstadt)
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
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5 mM Glutathion (red.) (AppliChem, Darmstadt)
10 mM Kaliumcarbonat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

0,5 mM Mg,CO4 (Sigma, Steinheim)

1 mM EDTA (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
1 mMEGTA (Sigma, Steinheim)

1:5000 Protease

Inhibitor Cocktail (Sigma, Miinchen)

10 nM Calyculin A (Axxora, Lorrach)

1 mM NazVO, (Sigma, St. Louis, USA)

pH 6,5

Lineare Dichtegradienten wurden in Zentrifugenréhren (maximales Volumen 4,2 mL)
mit Hilfe des Gradientenmischers (Gradient Station ip, BioComp Instruments, Kanada)
hergestellt. Fir den Gradienten wurde ein Gesamtvolumen von 3,4 mL gewahlt, so-
dass dieser mit bis zu 800 pl beladen werden konnte. Die Herstellung des Gradienten
erfolgte in zwei Schritten: Zuerst wurde die Zentrifugenréhre mit 1,7 mL Puffer A, B
oder C befillt und anschlieRend dieser mit 1,7 mL einer Mischung aus Puffer A, B oder
C und OptiPrep™ (60%) im Verhdltnis 1:1 unterschichtet. AnschlieRend wurden diese
zwei Komponenten im Gradientenmischer bei 17 upm fur 2 min 14 sec unter einem
Winkel von 79° rotiert, wodurch ein linearer Dichtegradient mit einer OptiPrep™-
Konzentration von 0 bis 30% resultierte. Zur Ermittlung der Linearitat und Stabilitat des
Dichtegradienten wurde die Dichteverteilung vor und nach einer Zentrifugation bei
65 000 g, 4 °C fur 5 h bestimmt. Dazu wurde der Dichtegradient in sechs Fraktionen (A
bis F) mit demselben Volumen aufgeteilt und die Dichteverteilung des Gradienten re-
fraktiometrisch unter Verwendung einer Eichgeraden bestimmt. In Abb. 2-1 ist die Dich-

teverteilung vor und nach der Zentrifugation dargestellt.
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30 = vor Zentrifugation
e nach Zentrifugation

OptiPrep [%]

T T
A B C D E F

Gradientenfraktion

Abb. 2-1: Dichteverteilung im Gradienten Uber die sechs Fraktionen A bis F

Jeder Gradient wurde mit einem Probenvolumen von 800 pL beladen, welches frei von
OptiPrep™ war. Die leichte Abnahme der Linearitat nach der Zentrifugation, kann auf
eine nicht vollstdndige Durchmischung vom Ladevolumen und dem Dichtegradienten

zurickgefuhrt werden.

2.3.3.1 Sedimentationszentrifugation

Alle nachfolgenden Schritte wurden, soweit nicht anders angegeben, auf Eis durchge-
fuhrt. Der Cortex eines Mausgehirns wurde in einer Plastikpetrischale mit 1 mL 0,1x
Puffer A, B oder C versetzt. Durch den hypoosmotischen Puffer wird ein Anschwellen
der Neuronen hervorgerufen, sodass eine effektivere Permeabilisierung ermdéglicht
wird. Mit einem Skalpell wurde der Cortex in Wurfel mit einer Kantenlange von etwa
1 mm geschnitten und mit einer abgeschnittenen 1000 pL Plastikpipette in einen 1 mL
Glashomogenisator Uberfuhrt. Es wurden 500 pL Puffer A, B oder C in den Glashomo-
genisator hinzugefigt und mit jeweils zehn Hiiben (ein Hub entspricht einer Auf- und
Abbewegung), zundchst mit einem ,Loose®- und nachfolgend mit einem ,Tight“-Kolben
bei einer Verdrehung um jeweils etwa 20° homogenisiert. Teilweise intakte Zellen und
gro3e Membranen wurden durch eine Zentrifugation bei 1000 g, 4 °C und fir 10 min
abgetrennt. In das Pellet sedimentieren unaufgeschlossene Zellen, semiintakte Zellen,
in denen die Golgikompartimente verbleiben, sowie Membranfragmente. [Grimes et al.
1996] Der Uberstand, der im Folgenden als Cortexfraktion bezeichnet wird, bestehend
aus kleineren Organellen, wie z. B. Endosomen und Vesikeln, und wurde mit einer
200 pL Plastipipette in ein 1,5 mL Plastikreagiergefal® tberfiihrt. Zum mechanischen
Aufschluss der sich in der Cortexfraktion befindenden Synaptosomen wurde ein Ball-
Homogenisator verwendet und in Anlehnung an Falundez et al. wurde eine Spaltbreite
von 12 um gewahlt [Faundez et al. 1997]. Die Cortexfraktion wurde durch eine 20 G-

Kandle in eine Omifix® 40 Solo U-40 (B. Braun, Melsungen) Insulinspritze tberfuhrt
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und 20-mal durch einen ,Ball-Homogenisator® mit einer Spaltbreite von 12 um ge-
driickt. Durch Zugabe von 10x-Puffer A, B oder C wurde eine einfache Pufferkonzent-
ration hergestellt. Von diesem Extrakt wurden 700 pL auf einen linearen OptiPrep™-
Gradienten (0-30%) geladen und bei 65 000 g, 4 °C fur 5 h zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Gradient in sechs Fraktionen von jeweils 683 pL mit einer
abgeschnittenen 1000 pL Plastikpipette fraktioniert. Die Proteinmenge jeder Fraktion
wurde nach Bradford (siehe 2.3.5) bestimmt. Zur Aufbewahrung wurden die Fraktionen

in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

2.3.3.2 Flotationszentrifugation

Fur eine Aufreinigung der Fraktionen des Sedimentationsgradienten wurden diese
Fraktionen unter einen linearen OptiPrep™-Gradienten (0-30%) geladen. Zu 400 pl
jeder Fraktion des Sedimentationsgradienten wurden 472 pl OptiPrep™ (60%) hinzu-
geflhrt, sodass eine OptiPretp™ Konzentration von mindestens 32,5% erreicht wurde.
Diese Mischungen wurden mit einer Kanuile (19G, 10 cm) unter einen linearen Op-
tiPrep™-Gradienten (0-30%) geladen und bei 100 000 g, 4 °C fur 18 h ins Gleichge-
wicht zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Gradient mit einer abgeschnittenen
1000 mL Plastikpipette in finf Fraktionen desselben Volumens aufgeteilt. Zur Aufbe-
wahrung wurden die Fraktionen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C

gelagert.

2.3.4 Proteinextraktion und Synaptosomenisolation aus Cortex

Zur Extraktion von Proteinen des Cortexes wurde dieser, wie unter 2.3.2.1 beschrie-
ben, aufgeschlossen. Der Uberstand der 1000 g Zentrifugation wird im Folgenden als
Cortexfraktion bezeichnet. Synaptosomen wurden durch eine differentielle Zentrifugati-
on der Cortexfraktion bei 10 200g, 4 °C fur 15 min erhalten [Huttner et al. 1983].

2.3.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die von Bradford beschriebene Me-
thode verwendet. Das Prinzip beruht auf der konzentrationsabhéngigen Farb&nderung
eines Farbstoffs durch die Bindung an Proteine [Bradford 1976]. Die Bindung des
Farbstoffs Coomassie® Brillant Blue G-250 an ein Protein fuhrt zu einer Verschiebung
des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm [Reisner et al. 1975, Fazekas de St
Groth et al. 1963, Sedmack und Grossberg 1977]. Der Farbstoff Coomassie® Brillant
Blue bindet an basische und aromatische Aminosaurereste, wie vor allem Arginin
[Compton und Jones 1985]. Da der Extinktionskoeffizient des Coomassie®-BSA-

Komplexes Uber den Bereich der 10-fachen Konzentrierung konstant ist [Spector

44



2 Materialien und Methoden

1978], kann das Lambert-Beersche Gesetz in diesem Konzentrationsbereich zur Be-

stimmung der Proteinkonzentration angewendet werden.

Bio-Rad-Farbreagenz: Bio-Rad, Miinchen
Tecan Mikrotiterplatten Photometer Spectra Il: Tecan, SLT, Schweiz

iMark Microplate Reader: Bio-Rad, Japan

Proteinstandardlésung

(1 mg/mL Rinderserumalbumin, BSA): New England Biolabs, GmbH,
Frankfurt am Main

Zellkultur 96-well-Platte: Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen

Mit Hilfe der Proteinstandardlésung (BSA) wurde eine Verdinnungsreihe der Protein-
konzentrationen von 0-16 ug/mL hergestellt. Von den zu untersuchenden Proben wur-
den jeweils 1-15 L pipettiert. Das Gesamtvolumen jeder Probe wurde mit Wasser auf
800 pL erganzt. AnschlieBend wurden 200 puL des Farbreagenzes hinzugefugt, der
Ansatz gevortext und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Bestimmung der Ab-
sorption bei 595 nm wurden jeweils 200 uL in Doppelwerten auf eine 96-well-Platte
pipettiert und im ELISA-Reader ausgelesen.

2.3.6 Proteinfallung nach Wessel und Fligge

Proteine wurden nach der von Wessel und Fligge entwickelten Methode gefallt [Wes-
sel und Fligge 1984]. Hierbei handelt es sich um eine Methanol-Chloroform-Wasser-
Fallung, die sowohl fir l6sliche als auch hydrophobe Proteine aus verdinnten Lésun-
gen entwickelt wurde. Die Effektivitat der Fallung wird durch die Anwesenheit von De-
tergenzien, Lipiden, Salzen, diversen Puffern und 3-Mercaptoethanol nicht beeintréch-

tigt.

Methanol: AppliChem, Darmstadt
Chloroform: Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Zu der Probe, aus der die Proteine gefallt werden sollten, wurde das dreifache Volu-
men an Methanol gegeben, gevortext und fur 10 sec bei 9000 g zentrifugiert. Das ein-
fache Probenvolumen an Chloroform wurde hinzugefiigt, gevortext und fur 10 sec bei
9000 g zentrifugiert. Das einfache Probenvolumen an Wasser wurde hinzugefigt, ge-
vortext und 5 min bei 9000 g zentrifugiert. Die obere Phase (anorganische Phase) wur-

de verworfen und die untere mit dem dreifachen Volumen an Methanol versetzt, gevor-
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text und 15 min bei mindestens 24000 g zentrifugiert (Tischkihlzentrifuge Mikro 200R,
Hettich, Tuttlingen). Der Ubersand wurde verworfen und der Niederschlag, die gefallten
Proteine, bei Raumtemperatur getrocknet. Gefallte Proteine wurden direkt weiterverar-
beitet oder bei -20 °C gelagert.

2.3.7 Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli

Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist eine
weit verbreitete biochemische Methode zur Auftrennung einer Proteinmischung nach
der Molekularmasse im elektrischen Feld, welche erstmals von Leammli im Jahre 1970
beschrieben wurde [Laemmli 1970]. Fur die Trennung der Proteine werden diese in
Gegenwart eines Uberschusses des anionischen Detergenzes Natruiumdodecylsulfat
(SDS) denaturiert. Die Effizienz der Denaturierung wird durch das Aufkochen der Pro-
be erhdht. SDS bricht die nichtkovalenten Bindungen nativer Proteine auf, lagert sich
an diese an und fuhrt dadurch zu einer konstant negativen Nettoladung der Proteine.
Der Uberwiegende Teil der Proteine bindet die Sulfatgruppen des SDS in einem kon-
stanten Verhaltnis von Masse zu Ladung, sodass diese im elektrischen Feld ein ein-
heitliches Wanderungsverhalten in Richtung der Anode zeigen. Die Anlagerung des
negativ geladenen SDS an die Proteinketten filhrt durch die elektrostatischen Absto-
Bungskrafte zu einer Linearisierung der Proteine, was eine Auftrennung nach deren
Kettenléange, welche proportional zur Molekilmasse ist, ermdglicht. Bei einer denaturie-
renden SDS-PAGE, welche in dieser Arbeit ausschlie3lich verwendet wurde, werden
die Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen in den Proteinen durch eine reduzierende
Thiolverbindung gespalten. In dieser Arbeit wurde Dithiothreitol (DTT) verwendet. Dies
fuhrt zu einer nahezu ausschlief3lichen Auftrennung der Proteine nach deren molekula-
rer Masse.

Das Prinzip einer Gelelekrophorese beruht darin, dass sich geladene Molekile, im Fall
der SDS-PAGE Proteine, in einer Gelmatrix durch Aufbau eines elektrischen Feldes
bewegen. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine ist abhangig von der Feldstéar-
ke, der Ladung der Molekiile und dem mechanischen Widerstand, welcher von der
Gelmatrix hervorgerufen wird. Folglich kann das Wanderungsverhalten durch die Stéar-
ke des elektrischen Feldes und dem Vernetzungsgrad der Gelmatrix beeinflusst wer-
den. Polyacrylamidgele bestehen aus einer Matrix aus inerten Acrylamidpolymeren, die
Uber N, N’-Methylenbisacrylamid quervernetzt sind. Durch die Quervernetzung entste-
hen Poren, deren Grof3e von der Konzentration der Polyacrylamidmonomere sowie
dem Grad der Quervernetzungen abhéngig sind. Die Polymerisation von Acrylamid

wird durch den radikalischen Zerfall von Peroxidsulfationen eingeleitet, welche Tetra-
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methylethyldiaminmolekule aktivieren. Letztere fungieren als Starter der Radikalketten-
polymerisation.

Bei einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese wird dem Trenngel ein Sammelgel mit
sehr groRer Porenweite vorangestellt, dessen pH-Wert um zwei Einheiten niedriger
liegt als der des Trenngels. Dies fuhrt zu einer Konzentrierung der denaturierten Prote-
ine an der Grenzflache beider Gele und erhéht auf diese Weise die Auflosung der Pro-

teintrennung im Trenngel.

Rotiphorese®-Gel30: Acrylamid-/Bisacrylamidlésung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

4x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
0,4% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SERVA GmbH, Heidelberg)
pH 6,8

4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
0,4% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SERVA GmbH, Heidelberg)
pH 8,8

10% APS: 10% (w/v) Ammoniumperoxid-
sulfat (Merck, Darmstadt)

Lagerung: lichtgeschutzt bei 4 °C

TEMED: N, N, N', N'-Tetramethyletyl-
enediamin (SERVA GmbH, Heidelberg)
1 x Laufpuffer: 50 mM Tris (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
400 mM Glycin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
0,1% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SERVA GmbH, Heidelberg)
pH 8,6

6x reduzierender
Probenpuffer: 750 mM Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
9% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SERVA GmbH, Heidelberg)

1% (v/v) Bromphenolblaulésung

(gesattigt) (Merck, Darmstadt)
60% (v/v) Glycerol (Sigma-Aldrich, Steinheim)
pH 6,8
Lagerung: bei -20°C
300 mM DTT (AppliChem, Darmstadt)
wurde jeweils frisch zugegeben

Proteinmolekular- Precision Plus Protein Standard

gewichtsmarker: All Blue (Bio-Rad, Minchen)
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Tab. 2-2: Zusammensetzungen der Lésungen fur Gele unterschiedlicher Acrylamidkon-
zentrationen.

Die angegebenen Volumina beziehen sich auf ein Minigel. Fir ein Grol3gel wurde der vierfache
Ansatz eines Minigels verwendet.

Sammelgel Trenngel
Acrylamid/% 45 7,5 10 12,5 15
Rotiphorese®-Gel30/mL | 0,45 1.8 2,7 3,3 4,0
Laufpuffer/mL 0,75 2,0 2,0 2,0 2,0
H,O/mL 1,8 3,9 3,2 2,6 1,9
TEMED/uL 3 8 8 8 8
10% APS/uL 30 80 80 80 80

Die SDS-PAGE wurde in Minigelkammern (Bio-Rad, Munchen) oder in Grof3gelkam-
mern (Werkstatt des Instituts) durchgefuhrt. Fettfreie Glasplatten wurden mit einem
Abstand 1,5 mm bei Mini- und GroRR3gelen in eine dafiir vorgesehene Halterung einge-
spannt, zu etwa zwei Dritteln mit Trenngellosung befillt (siehe Tab. 2-2) und mit 70%-
igem Ethanol Uberschichtet. Die Polymerisation wurde Uber eine Vergleichsprobe der
Trenngellésung kontrolliert. Nach der Polymerisation wurde das Ethanol entfernt, mit
Wasser gespult und das Trenngel mit Sammelgellésung Uberschichtet. Unmittelbar
danach wurde ein Probentaschenkamm fir 10 oder 11 Taschen fur Minigele oder fur
bis zu 22 Taschen fiir Grof3gele eingesetzt. Nach der Polymerisation wurde der Pro-
bentaschenkamm entfernt, das Gel mit Glaspatten und Abstandhaltern in die entspre-
chende Gelkammer eingesetzt und die Kammern mit Laufpuffer befillt.

Proteinproben wurden entsprechend ihrer Gesamtproteinkonzentration entweder direkt
im Verhaltnis 1:6 mit 6x reduzierendem Probenpuffer versetzt oder nach Wessel und
Fligge gefallt (siehe 2.3.6) und in 1x reduzierendem Probenpuffer solubilisiert. An-
schlieend wurden die Proteinproben in 1x reduzierendem Probenpuffer fir 5 min bei
95 °C inkubiert und nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur in die Probentaschen
geflllt. Fur die Zuordnung der ProteingréRe wurde der vorgefarbte Marker Precision
Plus Protein All Blue Standard (Bio-Rad, Miinchen) (Abb. 2-2) verwendet.
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Abb. 2-2: Precision Plus Protein Standard All Blue (Bio Rad, Miinchen).

Nach der Beladung der Geltaschen wurde eine konstante Stromstarke von 35 mA flr
Minigele und 10 mA fur Grol3gele angelegt, bis die Lauffront das Sammelgel verlassen
hatte. Anschlieend wurde die Stromstéarke auf Konstant 65 mA fir Minigele und
20 mA fur Grol3gele erhoht.

2.3.8 Proteintransfer auf eine Tragermembran (Western-Blot)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung einer Proteinmischung in einem SDS-
Polyacrylamidgel wurde diese auf eine Tragermembran aus Nitrozellulose oder Polyvi-
nylidenfluorid (PVDF) transferiert. Durch die Anbindung von SDS an die Proteine besit-
zen diese eine negative Nettoladung und wandern im elektrischen Feld zur Anode.
Nach der SDS-PAGE wird dieses Gel Uber eine Tragermembran gelegt und eine
Spannung angelegt, sodass es zu einer Wanderung der Proteine aus dem Gel auf die
Membran kommt. Hier liegen die Proteine in der gleichen relativen Position zueinander
vor wie im Gel und sind in dieser Form z. B. fur die Dekoration mit Antikbrpern zugang-
lich.

Der Proteintransfer wurde mit einer modifizierten Methode des von Kyhse-Andersen

beschriebenen halbtrockenen Elektroblottings durchgefiihrt [Kyhse-Andersen 1984].

2.3.9 Halbtrockenblot

Anodenpuffer: 75 mM Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
20 % Methanol (AppliChem, Darmstadt)
pH 7,4

Kathodenpuffer: 40 mM e-Aminocapronsaure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
20 mM Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
20 % Methanol (AppliChem, Darmstadt)
pH 9,0

PVDF-Membran: Immobilon®-P, Millipore, Billerica, USA

Nitrozellulosemembran: Nitrocellulose Transfer Membran, Whatman

GmbH, Dassel
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Filterpapier: Blotting Paper Sheets, 330 g/m?, Satorius Stedim
Biotech GmbH, Géttingen
Semi-Dry Western-Blot Kammer:  Werkstatt des Instituts

Filterpapiere und die Transfermembran wurden entsprechend der Gro3e des SDS-
Gels zugeschnitten. PVDF-Membranen wurden fir 10 sec in Methanol benetzt und
anschlielRend in Anodenpuffer aquilibriert. Nitrozellulosemembranen wurden mit Was-
ser benetzt und anschlie3end in Anodenpuffer aquilibriert. Auf der Anodenplatte einer
Semi-Dry Western-Blot Kammer wurden drei in Anodenpuffer getrankte Filterpapiere
und abschlieBend die Transfermembran luftblasenfrei Gbereinander geschichtet. Hie-
rauf wurde das SDS-Gel gelegt und mit drei in Kathodenpuffer getrankten Filterpapie-
ren lberschichtet. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 1 mA/cm? Gelflache uber

75 min.

I Kathode
3x Filterpapier

SDS-Gel
Transfermembran

3x Filterpapier
I Anode

Abb. 2-3: Aufbau des halbtrockenen Proteintransfers.
Hier ist dieser aus einem SDS-Gel auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Membran schematisch
dargestellt.

2.3.10 Immunféarbung auf Nitrozellulose/PVDF-Membranen

Die nun auf eine Membran transferierten Proteine kénnen mit Hilfe von Antikdrpern
nachgewiesen werden. Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden durch
die Inkubation mit einem Blockierungspuffer abgesattigt und die Membran anschlie-
Rend mit einem Prim&rantikorper inkubiert. Der Primarantikorper bindet spezifisch an
das Epitop eines Proteins. AnschlieRend wurde die Membran mit einem Sekundaranti-
korper inkubiert, welcher spezifisch an die schwere Kette des Primarantikorpers bindet.
Hierfir wurden Sekundéarantikdrper verwendet, die mit dem Enzym Meerrettichperoxi-
dase (horseradish peroxidase ,HRP) gekoppelt sind. In Gegenwart von HRP und Was-
serstoffperoxid kommt es zu der in Abb. 2-4 B dargestellten Oxidation von Luminol, bei
der u. a. Licht der Wellenlange 425 nm emittiert wird [Whitehead et al. 1979]. Diese

Lumineszenz wird fir die quantitative Detektion eines Proteins verwendet.
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A N Secondary Ab-HRP Peracid Oxidized -W
product
Protein % S T
orm
of enzyme
N Primary Ab h
luminol
+
L enhancer
N
Hybond ECL Hyperfilm ECL
B o 9
‘|4 H H.0, + N, + light
N—H Peroxidase o

Abb. 2-4: Prinzip einer Western-Blot-Membranentwicklung.

A Prinzip der Detektion eines HRP-gekoppelten Antikdrperkomplexes mit Luminol. B Reaktion
des Luminols in Gegenwart von H,O, und HRP. Ab: Antikdrper. (aus: Amersham ECL Western-
Blottin detection reagents and analysis system, Product Booklet, GE Healthcare)

TBS-T
5% Magermilchpulver

Blockierungspuffer:

ECL Reagenz

(Amersham):

ECL Reagenz
(Millipore):

Amersham™ ECL Western

Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, UK)

Luminata™ Forte Western

HRP Substrate
Intelligent Dark Box I,
LAS-1000:

(Millipore, Billerica, USA)

(Fuji, Japan)

Nach dem Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Membran wurden die un-
spezifischen Bindungsstellen durch die Inkubation mit dem Blockierungspuffer fur 1 h
bei Raumtemperatur abgedeckt. AnschlieRend wurde die Membran Utber Nacht bei
4 °C mit einem Primarantikdrper inkubiert. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefthrt. Zur Entfernung von tberschiissigem Primarantikorper
wurde die Membran dreimal fir 15 min mit Blockierungspuffer gewaschen und an-
schlieRend fur 1 h bei Raumtemperatur mit Senkundarantikorper inkubiert. Uberschiis-
siger Sekundarantikbrper wurde durch viermaliges Waschen fir jeweils 10 min mit
TBS-T entfernt. Alle Inkubations- und Waschschritte wurden auf einem Schuttelinkuba-

tor ausgefihrt.
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Die auf diese Weise préparierte Membran wurde 5 min mit einem ECL Reagenz inku-
biert und die Intensitat des emittierten Lichts mit Hilfe eines Detekors (Fuji LAS-1000)
erfasst. Die Belichtungszeiten lagen zwischen 30 sec und 6 min.

2.3.11 Strippen von Transfermembranen

Um mehr als nur ein Protein mit Hilfe eines Immunoblots auf einer Membran detektie-
ren zu kénnen, kann diese entsprechend des molekularen Gewichts eines Proteins
zerschnitten werden und die Membranbereiche kdnnen getrennt voneinander inkubiert
werden. Besitzen mehrere Proteine eine ahnliche Molekularmasse, werden fir eine
zweite Inkubation mit weiteren Primarantikbrperen der primare und sekundéare Antikor-
per der ersten Dekoration entfernt. Dieses Entfernen von wird als ,Stripping“ bezeich-
net. Hierzu wurde im Rahmen dieser Arbeit eine von Abcam (Cambridge, UK) be-

schriebene Methode verwendet, welche leicht modifiziert wurde.

Stripping-Puffer (1 L): 15 g Glycin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
1gSDS (SERVA GmbH, Heidelberg)
10 mL Tween 20 (AppliChem, Darmstadt)

pH 2,2 (mit HCI eingestellt)

Die Entfernung der Antikorper erfolgte unter milden Bedingungen. Die Membran wurde
fur zweimal 7 min mit Stripping-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde sie dreimal fir
5 min mit Wasser, zweimal fur 10 min mit TBS-T und einmal fir 10 min mit Blockie-
rungslosung gewaschen. Daraufhin wurde die Membran mit einem priméren und se-
kundaren Antikorper, wie oben beschrieben, dekoriert. Transfermembranen konnten
bis zu zweimal gestrippt und erneut, ohne einen erkennbaren signifikanten Verlust der
Antikorperspezifitat gegen ein Protein, dekoriert werden. Antikdrper der ersten Memb-
randekoration konnten nicht in allen Féllen auf diese Weise entfernt werden und konn-
ten weiterhin detektiert werden. Da die Gefahr des Verlusts einer signifikanten Pro-
teinmenge von der Membran durch eine harschere Strippingmethode zu hoch war,

wurde hiervon abgesehen.

2.3.12 Verwendete Antikorper

Zur Quantifizierung der Verteilung von Proteinen zwischen verschiedenen Fraktionen
sowie fur die semiquantitative Bestimmung von Proteinmengen zwischen einer WT-
und KO-Fraktion wurden die in Tab. 2-3 aufgelisteten primaren Antikdrper des 1gG-
Typs verwendet. Fur Western-Blot-Quantifizierungen wurden die in Tab. 2-4 aufgeliste-

ten HRP-gekoppelten sekundaren Antikérper verwendet. Primare Antikdrper wurden
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von den folgenden Firmen oder von den in Tab. 2-3 angegebenen Arbeitsgruppen be-
zogen:

- Abcam, Cambridge (UK)

- BD Transduction Laboratories, Heidelberg

- Cell Signaling, Danvers (USA)

- Epitomics, Burlingame (USA)

- GeneTex, Irvine (USA)

- Proteintech Group, Chicago (USA)

- Santa Cruz, Heidelberg

- Synaptic Systems (SySy), Géttingen

- Merck Millipore, Billerica (USA)

Tab. 2-3: Priméare Antikorper, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
M: Maus, K: Kaninchen, Z: Ziege, m: monoklonal, p: polyklonal, S: Serum.

Name Organis- | Klona- | Mol.- Hersteller Produkt- oder Verdi-
mus litat gewicht Klonnummer nnung

14-3-3 B/a K p 28 kDa | Cell Signaling 9636 1:1000

14-3-3y K p 33 kDa | Santa Cruz sc-731 1:200

14-3-3 ¢/ K p 28 kDa | Cell Signaling 9639 1:1000

14-3-3 n K p 28 kDa Cell Signaling 9640 1:1000

Aak 1 K p 100 kDa | Santa Cruz sc-134662 1:200

Aak 1 K 100 kDa | S. Conner/S. JCB 2002, 156, 1:750
Schmidt 921.

AP 180 M m 92 kDa | A. Zhang/P. Klon: LP2D11 1:1000
Camilli

AP-1/y1 M m 94 kDa BD Transduction | 610386 1:2000
Laboratories

AP-1/y2 K S 88 kDa Schu, Uni Gétingen | Kaninchen #6 1:500

AP-2/a M m 104 kDa | BD Transduction | 610508 1:3000
Laboratories

Appl 1 K p 80 kDa Miaczynska, Uni- | Cell 2004,116, 445. | 1:1000
Warschau (PL)

Appl 2 K p 75 kDa | Miaczynska, Uni- | Cell 2004,116, 445. | 1:2000
Warschau (PL)

Arf K p 21 kDa Santa Cruz sc-9063 1:200

Arf 1 K p 21 kDa | Wieland, Uni PNAS 2003, 100, 1:5000
Heidelberg 8253.

Arf-GAP 1 K S 45 kDa Wieland, Uni Traffic 2009, 10, 1:5000
Heidelberg 307.

Arl 8B 4 p 22 kDa Santa Cruz sc-99272 1:200

ATP6VO0a2 (a2) | K p 98 kDa GeneTex GTX110248 1:1000

ATP6V1E1l (E1) | K p 26 kDa GeneTex GTX114056 1:1000

Auxilin K 102 kDa | M. Butler/P. 1:1000
Camilli

CaMK Il a M m 50 kDa Merck Millipore 05-532 1:2000

CaMK Il & M m 54 kDa Santa Cruz sc-100362 1:200

Casein kinase lla | K S 45 kDa Santa Cruz sc-131507 1:1000

Clathrin haevy M m 190 kDa | BD Transduction | 610500 1:3000

chain (Chc) Laboratories

Clathrin light M m 25 kDa SySy Klon: 157.1 1:200

chain (Clc)

Dock 6 K p 230 kDa | Santa Cruz sc-131507 1:200

Eaa 1l K p 180 kDa | Abcam ab2900 1:1000
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Name Organis- | Klona- | Mol.- Hersteller Produkt- oder Verdi-
mus litat gewicht Klonnummer nnung

Eaat 1 K p 65 kDa | Santa Cruz sc-15316 1:1000

Eaat 2 Zz p 70 kDa Santa Cruz sc-7760 1:1000

Epsin 2 K 64 kDa | J. Rosenthal/P. JBC 1999, 274, 1:1000
Camilli 33959.

Gak K p 144 kDa | Santa Cruz sc-7864 1:200

GM 130 M m 130 kDa | BD Transduction | 610823 1:1000
Laboratories

Hippocalcin Z p 22 kDa Santa Cruz sc-51296 1:200

Homer 1 K p 41 kDa SySy 160002 1:1000

hVps 34 K p 102 kDa | Abcam ab73262 1:1000

hVps 34 K p 102 kDa | Cell Signaling 3811 1:1000

Perq 2 K p 149 kDa | Freund, Uni 1:1000
Berlin

Psd 95 K p 95kDa | SySy 124002 1:1000

Rab 10 z p 23 kDa | Santa Cruz sc-6564 1:200

Rab 14 K p 24 kDa | Santa Cruz sc-98610 1:500

Rab 2 K p 24 kDa | Santa Cruz sc-28567 1:200

Rab 3 M m 25 kDa Jahn, Uni Got- Klon: 42.1 1:1000
tingen

Rab 31 K p 26 kDa | Santa Cruz sc-85111 1:200

Rab 8B z p 24 kDa Santa Cruz SC-26579 1:200

Rabex 5 M m 60 kDa BD Transduction | 612558 1:1000
Laboratories

Rabphilin 3A M m 26 kDa Jahn, Uni Got- Klon: 84.2 1:1000
tingen

Rap 1B z p 21 kDa Santa Cruz sc-1484 1:200

Reticulon 3 K p 104 kDa | Santa Cruz sc-33599 1:200

Rme 8 K 255 kDa | McPherson 1:1000

Scamp 1 K p 38 kDa SySy 121002 1:1000

Soring Nexin 3 K 19 kDa P. Cullen, Uni 1:750

(Snx 3) Bristol (UK)

Synapsin 1 M m 74 kDa | Jahn, Uni G6t- Klon: Mo 11.22 1:1000
tingen

Synaptogyrin 1 K S 26 kDa | Jahn, Uni Got- Serum "Einstein" 1:1000
tingen

Synaptogyrin 3 z p 25 kDa Santa Cruz sc-34965 1:200

Synaptoporin K p 29 kDa | SySy 102002 1:1000

Synaptotagmin 1 | K p 47 kDa SySy 105002 1:1000

Syntaxin 13 M m 38 kDa Jahn, Uni Got- Klon: 151.1 1:750
tingen

Syntaxin 16 K S 37 kDa Eur. J. Cell Biol. 1:1000
2002, 81, 273.

Syntaxin 3 K S 33kDa | Jahn, Uni Got- Kaninchen #29 1:1000
tingen

Syntaxin 6 M m 31 kDa BD Transduction | 610635 1:1000
Laboratories

Tgn 38 M m 90 kDa BD Transduction | 610898 1:1000
Laboratories

Tsg 101 M m 46 kDa GeneTex GTX70255 1:1000

Vamp 2 K p 19 kDa Abcam ab3347 1:3000

Vamp 8 K m 17 kDa Epitomics 2379-1 1:1000

hVps 15 z p 150 kDa | Santa Cruz sc-8219 1:200

Vps 33A K p 68 kDa Proteintech 16896-1-AP 1:1000

hVps 35 K 92 kDa P. Cullen, Uni 1:750
Bristol (UK)

Vti la K S 25 kDa Eur. J. Cell Biol. 1:1000
2002, 81, 273.

WDR 7 K p 164 kDa | Santa Cruz sc-85210 1:200

a/B SNAP M m 30kDa | SySy 112111 1:4000
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Tab. 2-4: Sekundéare HRP-gekoppelte Antikdrper, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
K: Kaninchen, Z: Ziege, p: polyklonal.

Name Organismus | Klonalitat Hersteller Produktnr. Verdunnung
anti-Maus Z p DIANOVA, Hamburg 111-035-144 | 1:10000
anti-Kaninchen | Z p DIANOVA, Hamburg 115-035-062 | 1:10000
anti-Ziege K p DIANOVA, Hamburg 305-035-045 | 1:10000
2.3.13 Transfermembran flr Western-Blot-Quantifizierungen

Mit einer Auswahl an Antikdrpern wurde die optimale Transfermembran fir die Wes-
tern-Blot-Quantifizierungen ermittelt und es wurden hierzu PVDF- und Nitrozellulose-
membranen miteinander verglichen. Die Signalintensitaten der Entwicklungen auf Nit-
rozellulosemembranen war fur y1 im Mittel 39-fach hoher als auf PVDF-Membranen
und flr die Antikérper gegen EEA 1, hVps 34 und p150 konnten auf PVDF-Membranen
keine oder lediglich sehr schwache Signale detektiert werden, sodass im Folgenden
alle Transfers auf Nitrozellulosemembranen durchgefiihrt wurden. Dies ist exempla-
risch in Abb. 2-5 fiir die primaren Antikérper AP 1/y1 und hVps 15 dargestellt.

A
Nitrozellulose I# S D — ey W —l
PVDF | S— ‘
1000
- Nitrozellulose
S 800 WPVDF
S 600
»
2 400
£
o [ ]
0
Cotex A B C D E F
B
Nitrozellulose I — . ‘

PVDF ‘

Abb. 2-5: Vergleich der Signalintensitat von Proteintransfers auf PVDF- und Nitrozellulo-
semembranen.

Es wurde von jeder Fraktion die gleiche Gesamtproteinmenge aufgetragen. A Western-Blots
sowie deren Quantifizierungen des Primarantikdrpers AP-1/y1 und B Western-Blots des Pri-
marantikdrpers hVps 15.

2.3.14 Quantifizierung von Western-Blots

Western-Blot-Quantifizierungen wurden im Allgemeinen im Rahmen dieser Arbeit dafir
verwendet, um den Einfluss der AP-1/01B-Defizenz auf die Verteilung sowie die Men-

ge von Proteinen zu bestimmen. Von Interesse war einerseits die Verteilung eines Pro-
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teins Uber die Fraktionen einer differentiellen Zentrifugation oder eines linearen Dichte-
gradienten. Andererseits wurde mit Hilfe von Western-Blot-Quantifizierungen die Ver-
teilung der Menge eines Proteins in der gleichen Fraktion des WT und des KO differen-
tiell ermittelt.

Zur Bestimmung der Verteilung der Menge eines Proteins Uber verschiedene Fraktio-
nen wurde von jeder Fraktion das gleiche Probenvolumen verwendet und alle Proben
einer Fraktionierung nebeneinander auf demselben Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Durch den Vergleich der Signalintensitaten kann die relative Verteilung eines Proteins
Uber einen Gradienten oder in den Fraktionen einer differentiellen Zentrifugation be-

stimmt werden. Dies ist schematisch in Abb. 2-6 dargestellt.

WT WT WT KO KO KO

Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3

Abb. 2-6: Bestimmung der relativen Verteilung eines Proteins Uber verschiedene Fraktio-
nen.

Fur die Untersuchung des Einflusses der AP-1/c1B-Defizienz auf die Menge eines Pro-
teins in einem Gesamtzell- oder Gesamtgewebeextrakt sowie in derselben Gradienten-
fraktion beider Genotypen wurden Proben der gleichen Gesamtproteinmenge nebenei-

nander auf ein Gel aufgetragen (Abb. 2-7).

WT KO WT KO
Fraktion 1 Fraktion 2

Abb. 2-7: Bestimmung der differentiellen Anderung der Proteinmenge zwischen den Ge-
notypen in der gleichen Fraktion.

Von Interesse war die mogliche differentielle Veranderung der Menge eines Proteins,
welche durch die AP-1/a1B-Defizienz hervorgerufen wird. Hierfir wurde das Western-
Blot-Signal des KO einer Fraktion auf das des WT normiert und das Signal des KO in
% von dem des WT angegeben. Fir die Bestimmung der Proteinmenge im Western-
Blot ist eine interne Kontrolle und eine Normierung auf diese notwendig. Hierfir bieten
sich ,Haushaltsprotein® (housekeeping protein) wie Hsc 70 oder Aktin an [Heidebrecht
et al. 2009]. In der Uberwiegenden Anzahl der Fraktionen war die Konzentration dieser
Proteine im Vergleich zu den zu quantifizierenden Proteinen erheblich hoher, sodass
eine aussagekraftige Quantifizierung beider Proteingruppen auf demselben Blot nicht
moglich war. Zudem wurden diese zytoplasmatischen Proteine im Verlauf der Zentrifu-

gation abgereichert.
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Um einen differentiellen Vergleich mehrerer Signalintensitaten durchfiihren zu kénnen,
missen folgende Bedingungen erfillt sein: Die Gesamtproteinkonzentration der zu
untersuchenden Proben muss bekannt sein und die Western-Blot-Signale durfen sich
nicht im Sattigungsbereich des Dokumentationssystems befinden. Fir eine moglichst
genaue Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wurde diese fir jede Fraktion
mindestens dreimal nach Bradford (siehe 2.3.5) durchgefiihrt und der Mittelwert gebil-
det. Dartiber hinaus wurde die Gesamtproteinmenge der Proben variiert und das Ver-
haltnis der Signalintensitat zur Gesamtproteinmenge gebildet. AuRerdem wurde die
Belichtungszeit variiert. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass sich die Western-
Blot-Signale nicht im Sattigungsbereich des Dokumentationssystems befanden. Dies
soll nachfolgend anhand eines Beispiels genauer erlautert werden.

Werden unterschiedliche Gesamtproteinkonzentrationen einer Fraktion geladen, so
sollte der Quotienten aus der Lumineszenz und der Gesamtproteinmenge unverandert
bleiben. In Abb. 2-8 ist die differentielle Quantifizierung der EEA 1 (early endosome
antigen 1)-Menge zwischen zwei Genotypen dargestellt. Konnte, wie in diesem Bei-
spiel, keine signifikante Abh&ngigkeit des Quotient aus der Lumineszenz und der Ge-
samtproteinmenge von der geladenen Gesamtproteinmenge festgestellt werden, so
wurden diese Signale fur die differentielle Bestimmung einer méglichen durch die
AP-1/01B-Defizenz hervorgerufenen Veranderung der Proteinmenge verwendet.

w
o

N
o

-
o

Lumineszenz/AU pro ug

§ | B

WT::20ug KO::20pg WT::30ug KO::30ug

o

Abb. 2-8: Western-Blot-Quantifzierung von WT- und KO-Zellen.

Es wurden 20 bzw. 30 ug Gesamtproteine pro Spur geladen. Dargestellt ist der Quotient aus
Lumineszenz und der Gesamtproteinmenge. Primarer Antikorper: EEA 1.

Eine weitere Kontrolle daftir, dass eine detektierte Signalveranderung zwischen den
Genotypen nicht von einer fehlerhaften Gesamtproteinkonzentrationsbestimmung oder
von Gelartefakten hervorgerufen wurde, bildete die Detektion von mehreren Proteinen
von unterschiedlichem Molekulargewicht auf einem Blot. Hier konnten stets Signalver-
anderungen beobachten werden, die fir ein Protein aber nicht fiir eine Gelspur charak-

teristisch waren.
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2.3.15 Proteolytischer Verdau von Synaptosomen

Wahrend des Aufschlusses von neuronalem Gewebe fiihren die dabei auftretenden
Scherkréfte zu einer Abtrennung der prasynaptischen Endigungen von den Axonen,
Gliazellen und einem Grof3teil der postsynaptischen Strukturen. Anschlieend ver-
schlie3t sich die prasynaptischen Endigungen wieder und ein Teil der postsynapti-
schen Dichte sowie Teile der postsynaptischen Membran bleiben mit der prasynapti-
schen Endigung verankert [Dunkley et al. 2008]. Diese nach einem Aufschluss entste-
henden membranumschlossenen Strukturen werden als Synaptosomen bezeichnet.
Mit Hilfe der Inkubation von Synaptosomen mit Proteasen wurde versucht, die postsy-

naptischen, nicht membranumschlossenen Proteine selektiv zu verdauen.

Trypsin: Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Proteinase K: Roche, Indianapolis, USA
Triton X-100: Boeringer, Mannheim

Trichloressigsaure (TCA): Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Proteinase-Inhibitor-
Cocktail (PIC): Sigma, Minchen

1x reduzierender

Probenpuffer: 125 mM Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
2% (w/v) Natriumdodecyl-
sulfat (SERVA GmbH, Heidelberg)
0,2% (v/v) Bromphenolblau-
I6sung (gesattigt) (Merck, Darmstadt)
20% (v/v) Glycerol (Sigma-Aldrich, Steinheim)
pH 6,8

Lagerung: bei —20°C
50 mM DTT (wurde jeweils
frisch zugegeben) (AppliChem, Darmstadt)

Alle Schritte wurden, sofern nicht anders angegeben, bei 4 °C durchgefihrt. Aus den
Cortexfraktionen von zwei Gehirnen wurden die Synaptosomen in Form eines Pellets
einer 10 200 g-Zentrifugation gewonnen. Das Pellet, die Synaptosomen, wurde in
1,20 mL Puffer A resuspendiert, eine Proteinbestimmung nach Bradford (2.3.5) durch-
gefuhrt und in sechs 1,5 mL Reaktionsgefal3e jeweils 190 uL der Synaptosomensus-
pension Uberfuhrt. Zwei der sechs Synaptosomensuspensionen wurden mit keiner Pro-

tease, zwei mit 50 pg/mL Trypsin und zwei mit 50 pg/mL Proteinase K versetzt. Jeweils
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eine Synaptosomensuspension ohne Protease, mit Trypsin und mit Proteinase K wur-
de mit 0,2% Triton X-100 versetzt. Alle sechs Ansatze wurden fir 30 min inkubiert. Die
Inkubation wurde durch die Zugabe von 200 pL Trichloressigsaure (20%-ig) abgebro-
chen, die Ansatze durchmischt und fiir 30 sec bei 16 000 g zentrifugiert. Die Uberstan-
de wurden entfernt, die Niederschlage (ohne diese zu resuspendieren) mit 200 pL Ace-
ton gewaschen, fuir 30 sec bei 16 000 g zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Dieser
Acetonwaschschritt wurde einmal wiederholt. AnschlieRend wurden die Niederschlage
an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet. Jeder Niederschlag wurde in 100 pL 1x
reduzierendem Puffer aufgenommen, mit Proteinase-Inhibitor-Cocktail im Verhaltnis
1:5000 versetzt und fur 5 min bei 95 °C aufgekocht. Der proteolytische Abbau von pra-
und postsynaptischen Proteinen wurde mit Hilfe von Western-Blot-Quantifizierungen
der Markerproteine Vamp 2, AP-1/y1, Chc, EEA 1, PSD 95 und Homer 1 Uberpriift.

2.3.16 Coomassiefarbung von Polyacrylamidgelen

Farbungen von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit dem Farbstoff Coomassie wurden
nach einem von D. Hesse und O. Jahn (Proteomgruppe des Max-Planck-Instituts fur
Experimentelle Medizin, Goéttingen) modifizierten Protokoll von Neuhoff et al. [Neuhoff
et al. 1985] durchgefiihrt.

Farbelbsung (Stock): 0,1% (w/v) Coomassie Brillant

Blue G250 (AppliChem, Darmstadt)

2% (w/v) ortho-Phosphorsaure  (Merck, Darmstadt)

10% (w/v) Ammoniumsulfat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Farbelbsung
(Arbeitslosung): 80% (w/v) Farbeldsung (Stock)

20% (v/v) Methanol (AppliChem, Darmstadt)
Fixierldsung: 10% (v/v) Essigsaure (100%) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

40% (v/v) Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Waschldsung: 1% (v/v) Essigsaure (100%) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Polyacrylamidgele wurden fur mindestens 1 h in Fixierldsung inkubiert und anschlie-
Rend zweimal fir 10 min mit Wasser gewaschen. Das so vorbereitete Gel wurde in
Farbeldsung (Arbeitslosung) tber Nacht gefarbt und daraufhin so lange in Waschlo-
sung gewaschen, bis alle Coomassiepartikel entfernt waren. Alle Schritte wurden unter

leichtem Schwenken bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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2.3.17 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Farbungen von Proteinen in einem Polyacryamidgelen mit Silber als Farbstoff wurden
nach einem Protokoll der Arbeitsgruppe Schmidt (Universitat Gottingen) durchgefihrt.
Von Polyacrylamidgelen, die nach diesem Protokoll gefarbt werden, kénnen direkt

massenspektroskopische Untersuchungen durchgefihrt werden.

Fixierlésung: 10% (v/v) Essigsaure (100%) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
40% (v/v) Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Waschlésung 1. 30% (v/v) Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Waschlésung 2: 5% (v/v) Essigséaure (100%) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Thiosulfatlésung: 0,8 mM Natriumthiosulfat (Sigma, St. Louis, USA)
Silbernitratlésung: 0,2% (w/v) Silbernitrat (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
0,02% (w/v) Formaldehyd (37%) (Merck, Darmstadt)
Na,COs-Ldsung: 3% (w/v) Na,COs (Merck, Darmstadt)

0,02% (w/v) Formaldehyd (37%) (Merck, Darmstadt)

Polyacrylamidgele wurden fur mindestens 1 h in Fixierlésung inkubiert und anschlie-
Rend zweimal fur jeweils 20 min mit Waschlosung und einmal fir 20 min mit Wasser
gewaschen. Daraufhin wurden die auf diese Weise fixierten Gele fir 1 min mit Thiosul-
fatlosung inkubiert, dreimal fir 20 sec mit Wasser gewaschen, fir 20 — 60 min in Sil-
bernitratldsung inkubiert und erneute dreimal fur 20 sec mit Wasser gewaschen. Die
nachfolgende Inkubation in Natriumcarbonatlésung wurde so lange durchgefiihrt, bis
die Proteinbanden im Gel zu erkennen waren und unmittelbar danach wurde die Ent-
wicklung mit Waschldésung 2 gestoppt. Das Gel wurde fur 10 min in Waschlésung 2
inkubiert und anschlielend zweimal mit Wasser fir 1 min gewaschen. Alle Schritte

wurden unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

2.3.18 2D-Gelelektrophorese

Die zweidimensionale (2D-) Gelelektrophorese ist eine Methode, bei der die isoelektri-
sche Fokussierung (IEF) und die SDS-PAGE miteinander kombiniert werden. Unab-
hangig voneinander etabliert wurde diese Methode von Klose und O'Farrell [Klose
1975, O'Farrell 1975].

Aminoséauren sind amphotere Molekile, deren Nettoladung in Losung abhangig vom
pH-Wert der Losung ist. Bei einem fiir jedes Protein charakteristischen pH-Wert, dem
so genannten isoelektrischen Punkt (pl), betréagt deren Nettoladung null. Die isoelektri-

sche Fokussierung macht sich dieses Phdnomen zu Nutze: Eine Proteinmischung wird

60



2 Materialien und Methoden

auf ein Gel mit einem pH-Gradienten aufgetragen und in ein elektrisches Feld ge-

bracht. In diesem findet so lange eine Wanderung der Proteine statt, bis sie den pH-

Wert des Gels erreichen, an dem ihre Nettoladung verschwindet (isoelektrischer

Punkt). Auf diese Weise findet eine Auftrennung der Proteine entsprechend ihres iso-

elektrischen Punkts statt. Da fir diese Auftrennungsmethode die Ladung eines Pro-

teins durch den Puffer, in dem es gel6st ist, mdglichst nicht beeinflusst werden soll,

koénnen ionische Detergenzien wie SDS nicht verwendet werden.

Nach der isoelektrischen Fokusierung werden die Proteine durch eine SDS-PAGE

(2.3.7) orthogonal zur ersten Dimension entsprechende deren Grofl3e aufgetrennt.

Durch die Kombination beider Trennverfahren lasst sich eine sehr hochauflosende

Trennung erzielen.

Ettan IPGphor Il Isoelectric

Amersham Biosciences Europe GmbH,

Focusing System: Freiburg

Immobiline DryStip Reswelling Tray: Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Immobiline DryStrip gel, pH 4-7, 11 cm: GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Schweden

Immobiline DryStrip gel, pH 3-11 NL, 11 cm: GE Healthcare Bio-Sciences AB,

Schweden

PlusOne, DryStrip Cover Fluid: GE Healthcare Bio-Sciences AB,

IPG Puffer:

1% Bromphenolblau (Stock):

Redhydrierungs-Puffer
(CHAPS):

Schweden
GE Healthcare Bio-Sciences AB,

Schweden
1% Bromphenolblau (Merck, Darmstadt)
50 mM Tris (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
8 M Harnstoff (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
2% (w/v) CHAPS (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

0,5% IPG Puffer

0,002% Bromphenolblau (Stock)

Lagerung: bei -20 °C

20 mM DTT (wurde

jeweils frisch zugesetzt) (AppliChem, Darmstadt)
1:5000 PIC (wurde

jeweils frisch zugesetzt) (Sigma, Munchen)
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Redhydrierungs-Puffer
(Triton X-100): 7 M Harnstoff (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
2 M Thioharnstof (Sigma, St. Louis, USA)
2% (w/v) Triton X-100 (Boeringer, Mannheim)
0,5% IPG Puffer
0,002% Bromphenolblau (Stock)
Lagerung: bei -20 °C
20 mM DTT (wurde
jeweils frisch zugesetzt) (AppliChem, Darmstadt)
1:5000 PIC (wurde

jeweils frisch zugesetzt) (Sigma, Mlnchen)

SDS Aquilibrierungs-Puffer: 6 M Harnstoff (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
75 mM Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
29,3% (w/v) Glycerol (Sigma-Aldrich, Steinheim)
2% SDS (SERVA GmbH, Heidelberg)
0,002% Bromphenolblau (Stock)
1% (w/v) DTT (AppliChem, Darmstadt)
2,5% (w/v) lodoacetamid (Sigma, Minchen)
pH 8,8

Lagerung: bei -20 °C

Die isoelektrische Fokussierung wurde, sofern nicht anders angegeben, nach dem Pro-
tokoll ,2D Electrophoresis, Principles and Methods” der Firma Amersham (Little Chal-
font, UK) durchgefiihrt. Detaillierte Angaben zu Puffern, Materialen und Geraten sind
den Anleitungen des Herstellers zu entnehmen.

Fur die isoelektrische Fokusierung wurden 11 cm Immobiline DrySrip Gele mit einer
maximalen Proteinkapazitat von 200 pg verwendet. Proteinmischungen wurden nach
Wessel und Fligge gefallt (2.3.6) und in einem Harnstoff Rehydrierungs-Puffer resolu-
bilisiert, sodass die Proteinkonzentration 1 pg/pL betrug. Neben der routinemafig ver-
wendeten chaotropen Verbindung CHAPS [Perdew et al. 1983, Luche et al. 2003] wur-
de Triton X-100 verwendet [Luche 2003]. 11 cm Immobiline DrySrip Gele wurden im
Rehydrierungs-Puffer, in dem die zu trennenden Proteine solubilisiert wurden, rehy-
driert und es wurde eine isoelektrische Fokussierung durchgefihrt. Dazu wurde sowohl
fur pH 3-11 NL als auch fur pH 4-7 Streifen folgendes einstufiges Programm verwen-
det:

— konstante Spannung: 500 V

— Fokussierungszeit: 1 h
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— Stromstérke pro Streifen: 50 pA

— Temperatur: 20 °C
Unverziglich nach der beendeten isoelektrischen Fokussierung wurden die Gele fur
die zweite Dimension in einem SDS-haltigen Aquilibrierungs-Puffer unter leichtem
Schwenken fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Aquilibrierung wurden
die Proben direkt fur die SDS-PAGE auf ein SDS-Gel gelegt und elektrophoretisch auf-
getrennt (siehe 2.3.7). Zur Detektion der Proteine nach der SDS-PAGE wurde eine

Coomassiefarbung des Gels durchgefihrt.

2.3.19 Quantifizierung von Phosphatidylinositolphosphaten

Phosphatidylinositolphosphate wurden durch das Auftragen auf eine Nitrozellulose-
membran und einen Immunoblot unter Verwendung eines priméaren und sekundaren
Antikoérpers quantifiziert. Phosphatidylinositol-3-phosphat (PI-3-P) und Phosphatidyli-
nositol-4-phosphat (PI-4-P) wurden mit Mass Strip™ Kits (Echelon, Salt Lake City,
USA) quantifiziert. Genaue Angaben zu Puffern, Membranen und Detektionsreagenzi-
en sind den Angaben des Herstellers zu entnehmen. Fir die Quantifizierung von
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat ~ (PI-3,4-P,) und  Phosphatidylinositol-3,5-
bisphosphat (PI-3,5-P,) waren keine Mass Strip™ Kits erhaltlich und es wurde in An-

lehnung an die Mass Strip™ Kits ein Quantifizierungsprotokoll entwickelt.

Trichloressigséaure (TCA): Carl Roth GmbH, Karlsruhe
PI(3)P Mass Strip™ Kit, K-3600 Echelon, Salt Lake City, USA
PI(4)P Mass Strip™ Kit, K-4000 Echelon, Salt Lake City, USA
D-myo-Phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate,

P-3416: Echelon, Salt Lake City, USA

Gereinigter Anti-PI1(3,4)P, Antikdrper, Z-P034: Echelon, Salt Lake City, USA
D-myo-Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate,

P-3516: Echelon, Salt Lake City, USA
Gereinigter Anti-PI1(3,5)P, Antikdrper, Z-P035: Echelon, Salt Lake City, USA
Hybond-C Extra, RPN203E: GE Healthcare Europe, Freiburg
Methanol: AppliChem, Darmstadt
Chloroform: Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Bovines Serumalbumin (BSA): SERVA GmbH, Heidelberg
PBS-T: PBS

0.1% Tween 20 (AppliChem, Darmstadt)
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Von den Proben, in denen die Phosphatidylinositolphosphatmenge quantifiziert werden
sollte, wurde zuerst eine TCA-Fallung entsprechend dem Mass Strip™ Kit Protokoll
durchgefuhrt. Ziel war eine differentielle Quantifizierung der Phosphatidylinositolphos-
phatmenge von Fraktionen zweier Genotypen, sodass je Genotyp und Fraktion jeweils
die gleiche Gesamtproteinmenge gefallt wurde. Von der Cortexfraktion wurden 1,30 mg
Gesamtproteine gefallt. Aufgrund der deutlich geringeren Gesamtproteinkonzentration
in den Fraktionen der 65 000 g-Zentrifugation wurde hier die maximal mdgliche Menge
gefallt.

Aus dem Niederschlag der TCA-Fallung wurden die Phosphatidylinositolphosphate
extrahiert, auf eine Membran aufgetragen und mit einem Immunoblot quantifiziert. Fr

PI-3-P und PI-4-P wurde dies nach dem entsprechenden Mass Strip™ Kit Protokoll

durchgefihrt.
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Abb. 2-9: Schematische Darstellung eines PI(3)P Mass Strip™.

(Echelon, Salt Lake City, USA)

Quantifizierungen von PI-3,4-P, und PI-3,5-P, wurden in Anlehnung an einen von Dow-
ler et al. beschriebenen Protein Lipid Overlay Assay [Dowler et al. 2002], ein Protokoll
der Arbeitsgruppe Gozani der Universitat Stanford [Gozani 2011] und das Mass Strip™
Kit Protokoll der Firma Echelon (Salt Lake City, USA) durchgefihrt.

Fur eine quantitative Bestimmung von PI-3,4-P, und PI-3,5-P, wurde D-myo-
Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate in Methanol/Chloroform (1:1) und D-myo-
Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate in Methanol/Chloroform/Wasser (2:1:0,8) geldst,
0,5,1,2,5,10,20, 40 und 60 pmol als Referenzreihe auf eine Hybond-C Extra Memb-
ran aufgetragen und diese fir 1 h unter Lichtausschluss getrocknet. Die so vorbereiteten Memb-
ranen wurden noch am selben Tag weiterverwendet. Isolierte Phosphatidylinositolphospha-
ten von bis zu acht Proben wurden auf dieselbe Membran aufgetragen und unter Licht-
ausschluss getrocknet. Die Membran wurde fur 1 h mit PBS-T/3% BSA blockiert, drei-
mal mit PBS-T fir 5 min gewaschen und 2 h mit einem primaren Antikérper gegen
PI-3,4-P, oder PI-3,5-P, inkubiert. Anschlieend wurde die Membran dreimal mit
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PBS-T fir 5 min gewaschen und fur 1 h mit einem gegen den primaren Antikérper spe-
zifischen HRP-gekoppelten sekundaren Antikorper inkubiert. Die Membran wurde
dreimal mit PBS-T gewaschen und mit ECL Reagenz entwickelt. Alle Schritte wurden
bei Raumtemperatur durchgefihrt. Fir die Quantifizierung wurde von den Signalen der
Referenzreihe eine Eichgerade erstellt und die Phosphatidylinositolphosphatmenge der
Proben bestimmt.

2.4 Massenspektrometrische Methoden

Die Massenspektromertie (MS) ist eine Methode, mit der die Masse von Atomen oder
Molekilen bestimmt werden kann. In der Biochemie wird sie Uberwiegend zur Bestim-
mung der Masse von Proteinen und Proteinfragmenten und zur Identifizierung von Pro-
teinen in einer Mischung verwendet. Fir eine Massenbestimmung werden die Analyte
zunachst in die Gasphase Uberfihrt, ionisiert, im elektrischen Feld beschleunigt und
anhand deren Eigenschaften im elektrischen Feld das Masse zu Ladungsverhaltnis
(m/z) ermittelt.

Eine  weiche lonisierungsmethode  ist  die Matrix-unterstitzte Laser-
Desorption/lonisation (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization, MALDI), welche
eine besonders effektive Methode fiir groRe Molekille wie Polymere und Proteine ist,
weshalb sie in der Proteinanalytik weit verbreitet ist. Das Prinzip beruht auf der Kokris-
tallisation der Analyte mit einer Matrixsubstanz. Als Matrixmolekille werden kleine or-
ganische Verbindungen verwendet, welche vor der Kristallisation im Uberschuss (zwi-
schen 100- bis 100 000-fach) mit den Analyten vermischt werden. Wahrend der Kristal-
lisation findet ein ,Einbau® der Analyte in die Matrix statt. Durch den Beschuss der Mat-
rix mit einem kurzen, hochenergetischen Laserpuls findet nach der Relaxation eines
Teils der Energie im Kristallgitter eine explosionsartige Freisetzung von Teilchen von
der Matrixoberflache statt. Es kommt zu einer Verdampfung der freigesetzten Matrix-
partikel und in dessen Verlauf zu einer lonisierung der Analyte mit einer Nettoladung
von +1. Ein grofRer Vorteil dieser lonisierungsmethode ist die geringe Fragmentierungs-
rate von grof3en Molekiilen.

Nach der lonisierung werden die geladenen Molekile im elektrischen Feld beschleu-
nigt und besitzen anschliel3end alle die gleiche Energie und folglich entsprechend ihrer
Masse unterschiedliche Geschwindigkeiten. Eine Detektionsmethode der ionisierten
und beschleunigen Analyte ist die Flugzeitmethode (time-of-flight, TOF), welche sich
die Geschwindigkeitsunterschiede der Analyte zu Nutze macht. Es wird die Zeit be-
stimmt, die ein Analyt vom Zeitpunkt der Beschleunigung bis zum Erreichen des Detek-
tors (meist ein Sekundarelektronenvervielfaltiger) benétigt, und aus dieser die Masse

errechnet.
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Die Vorteile gegenlber anderen Dektekionsmethoden bestehen darin, dass sie keine
Filterwirkung besitzt und somit alle ionosierten Analyte simultan gemessen werden
kénnen. Dariber hinaus ist eine sehr schnelle Messung Uber den gesamten Massen-
bereich mdglich. Mit modernen Apparaturen kdnnen bis zu 100 000 komplette Spek-
tren pro Sekunde gemessen werden. Da mit dieser Methode auch grof3e Molekile
problemlos detektiert werden kénnen, wird sie h&ufig mit weichen lonisierungsmetho-
den wie der MALDI kombiniert.

Fir eine spezifischerere Quantifizierung von Proteinen ist die Verwendung der Tan-
dem-Massenspektrometrie (MS/MS) weit verbreitet. Hierflr werden zwei Analysatoren,
im Rahmen dieser Arbeit zwei TOF-Analysatoren (TOF-TOF), hintereinander gekop-
pelt. Zwischen beiden Analysatoren befindet sich eine Kollisionszelle, die mit einem
Inertgas gefullt ist. Durch die Kollision der lonen mit den Gasatomen oder Gasmoleku-
len findet eine charakteristische Fragmentierung statt. Anhand des Fragmentierungs-
musters kdnnen Proteine eindeutig identifiziert werden.

Bei komplexen Probenmischungen wird der Massenspektrometrie ein Trennverfahren
wie eine Flussigkeitschromatographie (LC/MS) vorangestellt, um die Menge der simul-

tan zu messenden Proteine zu reduzieren.

2.4.1 Vorbereitung von Proteinproben fur die Massenspektrometrie

Um die Anzahl von Proteinen, die gleichzeitig fiir die Massenspektrometrie aufgearbei-
tet und anschlieend gemessen werden, zu reduzieren, werden komplexe Proteinmi-
schungen zunachst elektrophoretisch aufgetrennt. Daran schlie3t sich der zentrale
Schritt des In-Gel-Verdaus an, welcher von Rosenfeld et al. entwickelt wurde [Rosen-
feld et al. 1992]. Er beinhaltet im Wesentlichen die folgenden vier Schritte: Entfarbung
der Gelstiicke, Reduzierung und Alkylierung von Cysteinen zur irreversiblen Spaltung
von Disulfidbricken, wodurch eine optimale Entfaltung der Proteine erzielt wird, proteo-
Iytische Spaltung und Extraktion der erhaltenen Peptide. Trypsin ist eine Serinpro-
tease, die die Peptidbindungen spezifisch am Carboxyterminus der basischen Amino-
sauren Arginin und Lysin spaltet. Befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft zur
Spaltstelle eine saure Aminosdure (Aspartat oder Glutamat), so wird die Hydrolyse
beeintrachtigt. Keine Spaltung findet statt, wenn der Carboxyterminus zur Schnittstelle
ein Prolin aufweist [Thiede et al. 2000]. Durch den Trypsinverdau findet eine charakte-
ristische Fragmentierung der Proteine statt: Diese Fragmente werden massenspektro-

metrisch identifiziert. Durch einen Abgleich der identifizierten Fragmente mit einer Pro-
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teindatenbank kann auf die sich in der Probe befindenden Proteine geschlossen wer-

den. Die Methode des In-Gel-Verdaus ist in der Proteomanalyse weit verbreitet.

2.4.2 In-Gel-Verdau von Proteinproben

Von einer Proteinprobe wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt, das Gel coomassiege-
farbt und Banden fir einen In-Gel-Verdau ausgewahlt und ausgeschnitten oder eine
ganze Gelspur in Gelsticke gleicher Grof3e zerschnitten. Der In-Gel-Verdau wurde
nach einem Protokoll der Arbeitsgruppe Schmidt (Universitat Gottingen) durchgefuhrt.
Alle Lésungen wurden mit HPLC-Wasser (J.T. Baker, Griesheim) angesetzt.

Waschldsung: 25 mM Ammoniumcarbonat (Sigma, Steinheim)

Acetonitrillésung 50: 50% (v/v) Acetonitril (Merck, Darmstadt)

25 mM Ammoniumcarbonat (Sigma, Steinheim)

Reduktionsreagenz: 10 mM DTT (AppliChem, Darm-
stadt)

25 mM Ammoniumcarbonat (Sigma, Steinheim)
Carbamidmethylie rungsreagenz: 25 mM lodacetamid (Sigma, Steinheim)

25 mM Ammoniumcarbonat (Sigma, Steinheim)
Trypsinldsung: 20 ng/ul Trypsin (Promega, Mannheim)

4 ppm Trifluoressigséaure (Fluka, Buchs, CH)

25 mM Ammoniumcarbonat (Sigma, Steinheim)
Extraktionslosung: 1 % Trifluoressigsaure (Fluka, Buchs, CH)
Losepuffer: 0,1% Trifluoressigsaure (Fluka, Buchs, CH)

Jedes Gelstick wurde in 100 uL Waschlésung fur 15 min bei 37 °C unter leichtem
Schwenken inkubiert, der Uberstand verworfen und zweimal fur 30 min bei 37 °C unter
leichtem Schwenken in Acetonitrilldsung 50 inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt
und fur 10 min bei 37 °C unter leichtem Schwenken in 100% Acetonitril inkubiert, der
Uberstand entfernt und fiir 5 min bei Raumtemperatur in einem gedéffneten Reaktions-
gefal’ getrocknet. Zum Aufbrechen der Disulfidbriicken wurde das Gelstiick fur 1 h bei
56 °C mit Reduktionsreagenz inkubiert, auf Eis abgekiihlt und der Uberstand verwor-
fen.

Zur Alkylierung der Cysteine werden die Gelstticke in 10 pL Carbamidmethylierungsre-
agenz fur 30 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss und leichtem Schwenken
inkubiert, der Ubersand entfernt und 10 min bei 37 °C unter leichtem Schwenken mit
Reduktionsreagenz inkubiert und der Uberstand entfernt. Die Gelstiicke wurden in
100 pL Acetonitrillésung 50 fir 30 min und 100 pL 100% Acetonitirl fur 10 min bei
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37 °C unter leichtem Schwenken inkubiert und der Uberstand jeweils entfernt. Das
Gelstuck wurde fir 5 min bei Raumtemperatur getrocknet.

Durch Zugabe von 6 pL Trypsinlosung wurde der Verdau eingeleitet. Nach der Zugabe
wurde fur 15 min auf Eis inkubiert, um ein Quellen des Gels zu erzielen, und anschlie-
Rend fir mindestens 4 h bei 37 °C inkubiert. Fir die Isolation der verdauten Peptide
wurde der Uberstand abgenommen und das Gel mit 20 uL Extraktionslosung fir 30
min bei 37 °C unter Schwenken inkubiert. Die Extraktionsldsung wurde abgenommen
und mit dem Uberstand des Verdaus vereinigt. Die extrahierten Peptide wurden in ei-
ner Vakuumzentrifuge getrocknet und in 10 pL Losepuffer durch Vortexen und Ultra-
schallbehandlung resolvatisiert. Geldste Peptide wurden entweder direkt massenspekt-

rometrisch vermessen oder bei -20 °C gelagert.

2.4.3 Massenspektrometrie trypsinverdauter Peptide

Alle massenspektrometrischen Messungen wurden in der Arbeitsgruppe Schmidt (Uni-
versitat, Gottingen) durchgefihrt. Peptide wurden entweder direkt auf ein MALDI-
AnchorChip-Target (Bruker Daltonics GmbH, Bremen) aufgetragen oder Uber eine Na-
no-LC, EASY-nLC Il (Proxeon, Thermo Fisher Scientific, Dreieich) aufgetrennt und
fraktioniert Uber einen LC-MALDI Fraction Collector, PROTEINEER fc Il (Bruker Dal-
tonics GmbH, Bremen) auf ein MALDI-AnchorChip-Target aufgetragen. MALDI-
Massenspektrometrieexperimente, bei denen die Peptidmischungen auf diese Weise
vorfraktioniert wurden, werden im Folgenden als LC-MALDI bezeichnet.

Alle Schritte wurden nach Protokollen von Bruker Daltonics GmbH (Bremen) und Pro-
xeon, Thermo Fisher Scientific (Dreieich) durchgefuhrt. Genaue Angaben zu L&sun-
gen, Puffern und Arbeitsbedingungen sind den Angaben der jeweiligen Protokolle der

Hersteller zu entnehmen.

2.4.4 iITRAQ™-Massenspektrometrie

Mit einem iTRAQ™ (Isobaric tags for relative and absolute guantitation)-
Massenspektrometrieexperiment kdnnen bis zu vier individuelle Proben getrennt von-
einander markiert und die relativen Mengenunterschiede eines Proteins oder Peptids
bestimmt werden. Eine detaillierte Beschreibung der Theorie dieser Methode ist in Ka-

pitel 5 zu finden.
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SDS-Ladepuffer

(0. Jahn, Gdttingen): 106 mM Tris HCI
141 mM Tris base
2% Lithiumlaurylsulfat
10% Glycerol
0,51 mM EDTA
0,22 mM Coomassie G250
0,175 mM Phenolrot
50 mM 1,4-Dithiothreitol
pH =85

ITRAQ™-Markierungsreagenzien: iTRAQ™ Reagents-4plex (AB Sciex Germany GmbH,
Darmstadt)

Die Proteine von unterschiedlichen Proben, von denen eine ITRAQ™-
Massenspektrometrie durchgefiihrt wurde, wurden nach Wessel und Fligge (2.3.6)
gefallt, in 20 L SDS-Ladepuffer aufgenommen, fiir 20 min bei 40 °C inkubiert und eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefuhrt. Fur die iTRAQ™-Quantifizierung die-
ser Arbeit wurden Proteine der Fraktionen D4 und E5 sowohl des WT als auch des KO
analysiert. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden in der Proteomics-Gruppe des Max-
Planck-Instituts fir Experimentelle Medizin (Géttingen) nach der von C. Schmidt und H.
Urlaub beschriebenen Methode zur iTRAQ™-Markierung von in-gel-verdauten Protei-
nen durchgefihrt [Schmidt und Urlaub 2009]. Die dort beschriebene Methode der Pro-
benmarkierung wurde von O. Jahn (Proteomics-Gruppe, Max-Planck-Institut fir Expe-
rimentelle Medizin, Goéttingen) automatisiert und durchgefihrt, was zu einer deutlich
erhohten Reproduzierbarkeit der experimentellen Daten fuhrt. Alle Angaben zu Rea-
genzien, Puffern, Materialien und Arbeitsschritten sind der Veroffentlichung von
Schmidt und Urlaub zu entnehmen [Schmidt und Urlaub 2009].

Jeweils 15 pg der in SDS-Ladepuffer aufgenommenen Proteine jeder Probe und eine
Mischung aus jeweils 7,5 pg der Fraktionen D4 (WT) und D4 (KO) sowie eine Mi-
schung aus jeweils 7,5 pg der Fraktionen E4 (WT) und E4 (KO) wurden auf ein NuPA-
GE®-Gel (Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt
(Abb. 2-10).
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Abb. 2-10: NUPAGE®-Gel des iTRAQ™-Experiments.

NuPAGE®-Gel der vier Proben und der zwei Mischungen, die nach der elektrophoretischen
Auftrennung und einem In-Gel-Verdau mit iTRAQ™-Reagenzien markiert wurden. Die horizon-
talen Linien zeigen die Schnittstellen fur die Aufteilung der Gelbanden an. Die Gelbanden wur-
den mit einem speziellen Gelspurschneider [Schmidt und Urlaub 2009] in exakt gleichgrofl3e
Gelstiucke unterteilt.

Im Gegensatz zum Laemmli-System besitzt das NUPAGE®-System mehrere Vorteile
[Schmidt und Urlaub 2009]: Aufgrund des neutralen pH-Werts ist die Proteinstabilitat in
der Elektrophorese erhéht, was zu einer Erhéhung der Bandenschéarfe fuhrt. Dartiber
hinaus kommt es zu einer kompletten Reduktion der Disulfidbriicken und zu keinem
Bindungsbruch zwischen Asparagin und Prolin. Durch die hohe Aufldsung dieses Gel-
systems uber eine wesentlich geringere Strecke als im Laemmli-System ist dieses Sys-
tem sehr gut dazu geeignet, um eine gesamte Gelbande fir einen In-Gel-Verdau in
Stlicke aufzuteilen.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine einer Probe entsprechend ihrer
Masse wurde jede Bande in 24 gleichgrofR3e Gelstiicke unterteilt (Abb. 2-10) und tryp-
tisch verdaut. Proteinproben der Gelstiicke des WT wurden mit dem iTRAQ™-
Reagenz 115, die des KO mit dem iTRAQ™-Reagenz 116 und die der Mischung aus
WT und KO mit dem iTRAQ™-Reagenz 117 markiert. Jeweils die markierten Proben
eines Molekulargewichts beider Genotypen und der Mischung der Fraktion D4 oder E5

wurden vereinigt und lyophilisiert. Dies ist in Abb. 2-11 noch einmal veranschaulicht.
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WT D4 KO D4 WT D4 + KO D4
tryptischer Verdau
der Gelstiicke
Markierung mit
iTRAQ-Reagenzien
WT D4 KO D4 WT D4 + KO D4

W

3 iTRAQ-Markierungen

iTRAQ 115 WT D4

iTRAQ 116 KO D4

iTRAQ 117 WT D4 + KO D4

WT D4 + KO D4 + (WT D4 + KO D4)

Abb. 2-11: Probenmarkierungen mit den iTRAQ™-Reagenzien.

In der ersten Reihe (grau) sind symbolisch die Reaktionsgefal3e mit den Gelstlicken desselben
Molekulargewichtsbereiches des WT, des KO und der Mischung aus WT und KO dargestellt.
Nach dem tryptischen Verdau fand die iTRAQ™-Markierung statt (mittlere Reihe: schwarz, rot
und blau). Alle drei markierten Proben jeden Molekulargewichts wurden nach der Markierung
vereinigt (griin). Aus Grinden der Ubersichtlichkeit ist ausschlie3lich die Markierung der Frakti-
on D4 dargestellt. Proben der Fraktion E5 wurden analog markiert.

Nach der Vereinigung der Proben resultierten 24 gemischte, iTRAQ™-markierte, lyo-
philisierte Proben der Fraktion D4 und 24 der Fraktion E5, welche bis zur spateren LC-
MALDI-Messung in der Abteilung Schmidt (Universitat Gottingen) bei -20 °C gelagert
wurden.

Fur das LC-MALDI-Massenspektrometrieexperiment wurden die iTRAQ™-markierten
Proben in Losepuffer resolubilisiert und jeweils tber eine Nano-LC, EASY-nLC Il (Pro-
xeon, Thermo Fisher Scientific, Dreieich) aufgetrennt. Als Vorsaule wurde eine NS-MP-
10 Bio Sphere C18, 5 um, 120R (NanoSeparations, Nieuwkoop, NL) und als Trennsau-
le eine Acclaim Pep Map 100, 75 um i. d. x 15 cm (Dionex, Idstein) verwendet. Mit Hilfe
eines LC-MALDI Fraction Collector, PROTEINEER fc Il (Bruker Daltonics GmbH, Bre-
men) wurden die einzelnen LC-Fraktionen auf ein AnchorChip Target (Bruker Daltonics
GmbH, Bremen) aufgetragen. Jede Probe wurde auf diese Weise in 96 Fraktionen auf-
geteilt, auf ein MALDI-AnchorChip-Target (Bruker Daltonics GmbH, Bremen) aufgetra-
gen und von jeder Fraktion mit dem Massenspektrometer MALDI-TOF ultraflextreme
(Bruker Daltonics GmbH, Bremen) ein MS-MALDI-Experiment durchgefiihrt. Die Steue-
rung des Massenspektrometers sowie die Aufnahme der Messdaten erfolgten mit Hilfe
der Programme flex Analysis (Bruker Daltonics GmbH, Bremen) und flex Control (Bru-
ker Daltonics GmbH, Bremen) und WARP-LC (Bruker Daltonics GmbH, Bremen). Die

Analyse der Peptid- bzw. Proteindaten wurde mit dem Programm BioTools (Bruker
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Daltonics GmbH, Bremen) durchgefihrt. Detaillierte Angaben zur Steuerung der Geréa-
te sind den Anleitungen der Hersteller zu entnehmen.

Peptide und Proteine wurden durch einen Abgleich der massenspektrometrischen Da-
ten gegen die Proteindatenbanken NCBI und UniProtkKB mit den folgenden WARP-LC
und Mascot Parametern identifiziert.

Peptididentifikation (WARP-LC):

— Version: 1.2
— Suchmethode: ultraflex ITRAQ4plex_mouse
— Submitted Spectra: CID
Mascot:
— Datenbank: NCBInr oder SwissProt
— Ausgelassene Spaltstellen: 1
— Instrumenten Typ CID: MALDI-TOF-TOF
— Peptidtoleranz: 25,0 ppm
— Peptidladung: 1+
— Masse: Monoisotopisch
— Enzyme: Trypsin
— Variable Modifikationen: iTRAQ4plex (K)

iITRAQ4plex (N-term)
iTRAQ4plex (Y)

— Taxonomie: Mus musculus (house mouse)
— Instrument Type ETD: Standard

— MS/MS Tolerance: 0,8 Da

- #13C: 0

— Peptide Score Grenzwert: 20,0

— Gewichtungsfaktoren: 1,0

— Min. 1 Peptide(s) mit Score: >55,0

— ldentity Threshol (only Mascot): EIN

— Proteine akzeptiert, wenn: Mascot > 80,0 anderenfalls wenn: Phenyx > 12,0

— Peptide akzeptiert, wenn: Mascot > 10,0 anderenfalls wenn: Phenyx > 5,0

— Im Falle von uneindeutiger Bestimmung, Peptide akzeptiert basierend auf: Protein

Score

Die Auswertung der iTRAQ™-Signale der quantifizierten Proteine wurde mit dem Pro-
gramm Proteinscape (Bruker Daltonics GmbH, Bremen) durchgefiihrt. Anhand der

iTRAQ™-Signale wurden die relativen Veranderungen der Mengen der quantifizierten
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Proteine bestimmt und diese anhand einer Kontrolle validiert. Die Validierung wurde
mit Hilfe einer selbst geschriebenen Excelarbeitsmappe durchgefiihrt. Dies ist ausfihr-
lich in Kapitel 5 beschrieben.

2.4.5 Shotgun-Massenspektrometrie

Zur ldentifizierung von Proteinen in einer komplexen Mischung wurde neben der gel-
basierten Methode von Link et al. eine gelfreie Methode etabliert [Link et al. 1999]. Mit
ihr werden proteolytisch gespaltene Proteine tber eine eindimensionale Flussigkeits-
chromatographie aufgetrennt und mit Hilfe einer Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) quantifiziert. Diese Methode wird in Anlehnung an die Schrotschusssequen-
zierung (Shotgun Sequencing) als Shotgun-Massenspektrometrie bezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Protokoll in Anlehnung an die von Morgenthal et al.
und Reumann et al. etablierten Methoden verwendet: Die Proteinmischung wird durch
einen zweistufigen Verdau mit Lys-C gefolgt von Trypsin verdaut [Morgenthal et al.
2007, Reumann et al. 2007]. Alle Puffer und Lésungen wurden, sofern nicht anders

angegeben, mit HPLC-Wasser (J.T. Baker, Griesheim) angesetzt.

Lys-C Verdaupuffer: 8 M Harnstoff (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
50 mM Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
1 mM EDTA (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
pH 7,5

[fir 200 pl: 145,5 pl Harnstoff (11 M), 10 pl Tris/HCI (1 M,
pH 8.0), 0,2 ul EDTA (1 M), 44,5 pl H,0O]

Trypsin Verdaupuffer: 50 mM Tris/HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
10% Acetonitril (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
10 mM CacCl, (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
pH 7,5

DTT-L6sung: 1MDTT (AppliChem, Darmstadt)

lodacetamid-LOosung: 1 M lodacetamid (Sigma, Steinheim)

Lys-C 0,02 pg/ul rLys-C (Promega, Madison, USA)

in Resuspension Buffer V181A (Promega, Madison, USA)
Trypsin-EDTA LOsung: 0,5 g/L Trypsin
0,2 g/L EDTA (Gibco Invitrogen, Karlsruhe)
TFA-L6sung 10% Trifluoressigsaure (TFA) (Fluka, Buchs, CH)

Geféllte oder lyophilisierte Proteine wurden in Lys-C Verdaupuffer aufgenommen (je

1 pg Proteinen wurden 2 pL des Puffers hinzugefiigt), zur Reduktion von Disulfidbri-
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cken das entsprechende Volumen an DTT-L6sung zum Erreichen einer Konzentration
von 5 mM hinzugefiigt und fir 30 min bei 37 °C unter leichtem Schwenken inkubiert.
AnschlieRend wurde die Losung fur die Alkylierung mit dem entsprechenden Volumen
einer lodacetamid-Ldsung zum Erreichen einer Konzentration von 20 mM versetzt und
fur 30 min, bei Raumtemperatur, unter Lichtausschluss und leichtem Schwenken inku-
biert. Zum Abbruch der lodacetamid-Reaktion wurde mit DTT-LOsung eine finale Kon-
zentration an DTT von 11 mM eingestellt. Fir den Lys-C-Verdau der Proteine wurde
die Lésung mit Lys-C in einem Verhéaltnis von Enzym zu Substrat von 1:1000 versetzt
und fur 5 h bei 37 °C unter leichtem Schwenken inkubiert. AnschlieRend wurde die
Lésung bis zum Erreichen einer Harnstoffkonzentration von 2 M mit Trypsin Verdaupuf-
fer versetzt, Trypsin-EDTA Loésung in einem Verhaltnis von Enzym zu Substrat von
1:20 hinzugefligt und fir 10 bis 15 h bei 37 °C unter leichtem Schwenken inkubiert. Der
Verdau wurde durch die Zugabe von TFA-L6sung mit einer Zielkonzentration von 1%
TFA gestoppt und bis zum Massenspektrometrieexperiment bei 4 °C gelagert.

Fur die massenspektrometrische Analyse der verdauten Peptide wurden diese Uber
eine Umkehrphasen-Flissigkeitschromatographie (Reversed-phase liquid chromato-
graphy, RP-LC) in 1152 Fraktionen aufgetrennt und auf ein MALDI-AnchorChip-Target
(Bruker Daltonics GmbH, Bremen) aufgetragen. Als Vorsaule fanden eine NS-MP-10
Bio Sphere C18, 5 um, 120R (NanoSeparations, Nieuwkoop, NL) und als Trennséule
eine Acclaim Pep Map 100, 75 pm i. d. x 15 cm (Dionex, Idstein) Verwendung.

2.5 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Eine morphologische Untersuchung der endosomalen Fraktionen D4 und E5 wurde mit
Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie durchgefuhrt. Mit dieser Betriebsart fir
Elektronenmikroskope ist eine direkte Abbildung von Objekten mit Hilfe eines Elektro-
nenstrahls mdglich. Die Auflésungsgrenze liegt bei unter 1 nm, wodurch eine Abbil-
dung auch von kleinen biologischen Strukturen problemlos mdglich ist. Zur transmissi-
onselektronenmikroskopischen Messung miissen biologische Proben zunéachst fixiert
und aufgrund ihres geringen eigenen Kontrasts fir die verwendete Methode des Nega-
tive Stains mit Atomen hoher Elektronendichte wie Blei oder Uran geféarbt werden.

Die Praparation sowie die transmissionselektronenmikroskopische Abbildung der en-
dosomalen Fraktionen wurde von der Arbeitsgruppe Riedel (Max-Planck-Institut fir
biophysikalische Chemie, Géttingen) nach einer in ,Préperationsmethodik in der Elekt-

ronenmikroskopie“ beschriebenen Methode durchgeflihrt [Robinson et al. 1985].
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2.6 Gerate

Acrylamidgel-Elektrophoresekammer
Acrylamidgel-Elektrophoresekammer
Branson Sonifier 450
Phasenkontrastmikroskop

Heizblock Thermomixer

LAS-1000 Gel Dokumentationssystem
Semi-Dry Western-Blot Kammer
Tecan Mikrotiterplatten Photometer
Spectra ll

iMark Microplate Reader
Vakuumkonzentrator Sped Vac
SVC100H

CO,-Inkubator HERAcell 150

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank,
HERAsafe KS 12

Gradientenmischer, Gradient Sation ip
UV-Visible Spectraphotometer Cary 50
Bio

Analysenwaage ABJ 220-4M
Prazisionswaagen BP 3100 P

pH-Meter inoLab pH Level 1

Reinstwasseranlage GenPure
MALDI-TOF ultraflextreme
Nano-LC, EASY-nLC Il

LC-MALDI Fraction Collector,
PROTEINEER fc Il

Ettan IPGphor Il Isoelectric Focusing
Synstem

1 mL Glashomogenisator (1 mL Tissue

Grinder, Dounce

Bio-Rad, Miinchen

Werkstatt des Instituts
Heinemann, Schwabisch Gmind
Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Fuji, Japan

Werkstatt des Instituts

Tecan, SLT, Schweiz

Bio-Rad, Japan
Bachofer, Reutlingen

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold

BioComp Instruments, Kanada

Varian, Darmstadt

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern
Satorius, Goéttingen

WTW Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH, Weilheim

TKA, Niederelbert

Bruker Daltonics GmbH, Bremen
Proxeon, Thermo Fisher Scientific,
Dreieich

Bruker Daltonics GmbH, Bremen

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg
Wheaton, Millville, USA
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2.6 Gerate

2.6.1 Zentrifugen und Rotoren

Tischkuhlzentrifuge Mikro 200R Hettich, Tuttlingen
Tisch-Ultrazentrifuge TL-100 mit Rotor Beckmann Coulter, Krefeld
TLA-45

Ultrazentrifunge Optima™ L-90K mit Ro- Beckmann Coulter, Krefeld
tor SW 60

2.6.2 Spezielle Auswertungs- und Analysesoftware

Proteinscape (v 2.1.0577) Bruker Daltonics GmbH, Bremen
flex Analysis (v 3.3) Bruker Daltonics GmbH, Bremen
flex Control (v 3.3) Bruker 76altonics GmbH, Bremen
BioTools (v 3.2) Bruker Daltonics GmbH, Bremen
WARP-LC (v 1.2) Bruker Daltonics GmbH, Bremen
Image Reader LAS-1000 Pro (v 2.1) Fuji, Japan

AIDA (v 3.10.033) raytest GmbH, Straubenhardt
ImageJ (v 1.45 1) National Institut of Health, USA
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3. Proteinmengen im Cortex, in Synaptosomen und in MEF

Ausgehend vom Phanotyp AP-1/c1B-defizienter Mause, welche hypoaktiv sind und
eine beeintrachtigte motorische Koordination sowie ein verschlechtertes rdumliches
Vorstellungsvermdgen aufweisen, wurden in vorangegangenen Experimenten neuro-
nale Veranderungen untersucht, die durch diese Defizienz hervorgerufen werden. In
hippocampalen Neuronen konnte gezeigt werden, dass der AP-1-Komplex prasynap-
tisch lokalisiert ist und die AP-1/c1B-Defiziens zu einer Beeintrachtigung des synapti-
schen Vesikelrecyclings fihrt. Elektronenmikroskopisch wurde in den Prasynapsen
defizienter hippocampaler Neuronen eine reduzierte Anzahl synaptischer Vesikel fest-
gestellt. Darliber hinaus sind vermehrt endosomale Strukturen vorhanden, welche ge-
genuber denen von WT-Neuronen vergréf3ert sind. Des Weiteren war die Anzahl
clathrinumhdillter Strukturen in diesen Synapsen erhdht [Glyvuk et al. 2010]. Basierend
auf diesen Beobachtungen kann die Annahme gemacht werden, dass der AP-1/c1B-
Komplex fur die Sortierung eines Teils der Proteine von synaptischen Vesikeln verant-
wortlich ist. Die Veranderungen endosomaler Strukturen weisen stark darauf hin, dass
an der Proteinsortierung synaptischer Vesikel ein endosomaler Sortierungsweg betei-
ligt ist. Die molekularen Einfliisse auf das synaptische Vesikelrecycling sollen bioche-
misch untersucht und hierzu die synaptischen vesikelassoziierten Endosomen von
o01B-defizienten Synapsen biochemisch charakterisiert werden.

Zunachst sollte Uberprift werden, ob die in Prasynapsen beobachteten Veranderungen
spezifisch fur dieses Kompartiment sind. Da sich Pr&- und Postsynapsen nicht vonei-
naner trennen lassen, wurden Veranderungen im Cortex denen in Synapsen gegen-
Ubergestellt. Es wurden drei Gruppen von Markerproteinen gewabhlt, die auf Organellen
oder Vesikeln lokalisiert sind, welche am Recyclingweg synaptischer Vesikel beteiligt
sind. Es handelt sich um Marker fur den Golgi-Apparat, das trans-Golgi-Netzwerk
(TGN), synaptische Vesikel und Endosomen. Ausgehend von den bekannten Einflis-
sen der AP-1/01B-Defizienz auf die Proteinsortierung von primaren hippocampalen
Neuronen wurden mit Hilfe dieser Markerproteine die Auswirkungen der AP-1/01B-
Defizienz auf den Cortex und Synaptosomen biochemisch untersucht und die Protein-
mengen dieser Markerproteine fir den WT und den KO mit semiquantitativen Western-
Blot Experimenten bestimmt. Sind die Veranderungen in AP-1/01B-defizienten Synap-
tosomen im Vergleich zum Cortex starker, so deutet das auf Veranderungen haupt-
sachlich in den Synapsen hin. Von ausgewahlten Markerproteinen wurden zum Ver-
gleich des Einflusses der Defizienz auf neuronale und nicht neuronale Zellen Quantifi-

zierungen zwischen WT und AP-1/01B-defizienten MEF durchgefihrt.
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Fir den Golgi-Apparat und das trans-Golgi-Netzwerk wurden die Marker GM 130 bzw.
TGN 38 gewahlt. Diese Marker sind im cis-Golgi, dem ER zugewandten Bereich, bzw.
im trans-Golgi-Netzwerkts (TGN), dem der Plasmamembran und dem endosomalen
Recycling zugewandten Bereich, lokalisiert. Sie wurden gewahlt, um mdogliche Einflus-
se des KO auf den Golgi kompartimentspezifisch untersuchen zu kénnen. GM 130
(Golgi-Matrix-Protein von 130 kDa) ist vermutlich ein Strukturprotein, welches im cis-
Golgi lokalisiert ist und dessen genaue Funktion unbekannt ist. Der Antikorper erkennt
dieses Protein unabhéngig von seiner Phosphorylierung (BD Transduction Laboratori-
es, Heidelberg). TGN 38 ist am TGN an der Sortierung von Proteinen in Transportvesi-
kel beteiligt. Uber ein tyrosin-basiertes Sortierungssignal vermittelt TGN 38 die spezifi-
sche Lokalisierung von Proteinen an das TGN [Bantinga und Ponnambalam 1997].

Fur Transportvesikel des synaptischen Vesikelrecyclings wurden als Marker flr synap-
tische Vesikel das Vesikel-assoziierte Membranprotein Vamp 2 (Vesicle-associated
membrane protein 2) und Synaptotagmin 1 gewahlt. Vamp 2 ist ein Transmembranpro-
tein, welches auf synaptischen Vesikeln lokalisiert und als v-SNARE an der Fusion
dieser mit der Zielmembran beteiligt ist. Synaptotagmin 1 ist ein Ca*'-sensitives
Transmembranprotein synaptischer Vesikel, welches die Exozytose von diesen wah-
rend einer Depolarisation und dem darauf folgenden Ca?*-Einstrom in die Préasynapse
vermittelt. Die clathrinvermittelte Endozytose (clathrin mediated endocytosis, CME)
spielt eine zentrale Rolle fir das synaptische Vesikelrecycling, welche durch den AP-2-
Komplex vermittelt wird. Als Markerprotein fir diesen Adaptorkomplex dient das Adap-
tin o, von dem zwei Isoformen existieren: die neuronale und muskulére Isoform A und
die ubiquitare Isoform B. Der hier verwendete Antikdrper ist spezifisch fir die Isoform
A. AP-1 vermittelt den Transport clathrinumhiillter Vesikel vom TGN hin zu Endoso-
men. Fur diesen Komplex dienten die beiden Adaptorisoformen y1 und y2 als Marker-
proteine. Clathrin ist ein zentrales strukturgebendes Protein, welches bei der Bildung
von einer Gruppe von Transportvesikeln eine zentrale Rolle spielt, die nach diesem
Protein clathrin umhiillte Vesikel CCV (clathrin coated vesicles) genannt werden. Clath-
rin bildet ein nicht kovalent gebundenes Triskel aus, welches je aus drei leichten und
drei schweren Ketten besteht. Als Markerprotein fur Clathrin wurde ein Antikorper ge-
gen die schwere Kette (clathrin heavy chain, Chc) eingesetzt.

Aufgrund des Einflusses des AP-1/01B-Komplexes auf das synaptische Vesikelrecyc-
ling sowie das Vorhandensein veranderter endosomaler Strukturen in defizienten Neu-
ronen wurden Markerproteine gegen vornehmlich frihe Endosomen gewahlt. Als Mar-
ker fur frihe Endosomen wurden Rab 5, EEA 1, Rabex 5 sowie die Proteine des frihen
endosomalen SNARE-Komplexes Syntaxin 6, Syntaxin 13, Vti 1a und Vamp 4 verwen-

det [Brandhorst et al. 2006]. Rab 5 (Ras-related protein 5) ist vornehmlich auf frihen
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Endosomen sowie an der Plasmamembran lokalisiert und ist an der homotypischen
Fusion von frihen Endosomen beteiligt. Es sind die drei Isoformen A, B und C be-
kannt, die untereinander eine hohe Homologie von tber 79 % aufweisen. Rab 5 bindet
nur in seinem aktivierten GTP-gebundenen Zustand an die Zielmembran. Rabex 5 bil-
det einen Komplex mit Rabaptin 5, welcher an Rab 5 bindet und dessen GDP/GTP-
Austausch vermittelt. Rabex 5 wurde als weiterer Marker fur frihe Endosomen ver-
wendet. EEA 1 (early endosomal antigen 1) ist ein peripheres Membranprotein, wel-
ches hauptsachlich auf frihen Endosomen und im Zytoplasma zu finden ist. Es vermit-
telt die homotypische Fusion friilher Endosomen, an der Rab 5 und dariber hinaus der
endosomale SNARE-Komplex bestehend aus Syntaxin 6, Syntaxin 13, Vti 1a (vesicle
transport v-SNARE protein 1a) und Vamp 4 (vesicle-associated membrane protein 4)
beteiligt ist. Dessen Mitglieder wurden ebenfalls als Marker friiher Endosomen verwen-
det. Wahrend EEA 1 auf Rab 5-positiven und PI-3-P-angereicherten Endosomen loka-
lisiert ist, stellen Appl 1- und Appl 2-positive Endosomen eine Vorstufe dieser dar. An-
hand neuester Forschungsergebnisse wird angenommen, dass eine Anreicherung von
PI-3-P zu einem Austausch von Appl gegen EEA 1 fuhrt [Zoncu et al. 2009, Urbanska
at al. 2011]. Die Funktion Appl-positiver Endosomen ist hoch weitgehend unbekannt.

Als Marker des spaten endosomalen Abbauweges wurden Antikdrper gegen das Pro-
tein TSG 101 (tumor susceptibility gene 101 protein) eingesetzt. Es ist ein Mitglied des
ESCRT I-Komplexes, welcher an der Bildung von spaten Endosomen mit multivesiku-

laren Korpern (multi vesicular bodies, MVB) beteiligt ist.

3.1 Golgi und trans-Golgi-Netzwerk

Der Golgi-Apparat ist u. a. fur die Biosynthese sekretorischer Vesikel und ihrer Proteine
essentiell. Im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) werden die Proteine anschliel3end in die
verschiedenen sekretorischen Wege sortiert. TGN 38 ist ein Markerprotein des TGN,
welches hauptsachlich in diesem Organell zu finden ist. Quantifizierungen der Konzent-
rationen von GM 130 und TGN 38 im Cortex zeigten zwischen den Genotypen keine
signifikanten Unterschiede. In Synaptosomen und in MEF ist GM 130 ebenfalls nicht
signifikant verandert. Dies weist darauf hin, dass es durch die AP-1/c1B-Defizienz zu
keinen grundlegenden Verdnderungen dieses Biosyntheseweges kommit.

Unterschiede zwischen den Genotypen konnten fir TGN 38 in Synaptosomen und in
MEF nicht untersucht werden, da in diesen Extrakten im Western-Blot keine Signale
detektiert werden konnten (Abb. 3-2). Die geringe Menge von TGN 38 in Synaptoso-
men weist darauf hin, dass das trans-Golgi-Netzwerk in diesem Extrakt stark abgerei-

chert ist.
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Abb. 3-1: Proteinmengen von GM 130 (130 kDa).
Im Cortex (n=10), in Synaptosomen (n=2) und MEF (n=2).
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Abb. 3-2: Proteinmengen von TGN 38 (85 — 95 kDa).
Im Cortex (n=12). In Synaptosomen und im 500 g Uberstand ist TGN 38 mittels Western-Blot
nicht detektierbar. Dies ist hier exemplarisch fir den WT gezeigt.

3.2 Transportvesikelproteine

Adaptorproteinkomplexuntereinheiten, die Adaptine, sind nur in ihrem tetrameren
Komplex stabil und Monomere werden in vivo abgebaut [Zizioli et al. 1999]. Nach dem
Ausschalten des AP-1/c1B-Komplexes, welcher die hochste Expression im Gehirn
zeigt, stellte sich die Frage, ob dadurch eine Reduktion des AP-1-Komplexes im Cortex
oder den Synaptosomen zu beobachten ist. Im Vergleich zum WT Cortex ist der Pro-
teingehalt von AP-1/y1 im KO nicht signifikant verandert und der von AP-1/y2 um unge-
fahr 15% nur sehr leicht erhoht.

In der synaptosomalen Fraktion ist eine leichte, signifikante Verringerung der AP-1/y1-
Menge zu erkennen, wahrend die Proteinmenge des AP-1/y2-Komplexes nicht signifi-
kant erhoht ist. Diese Verringerung von AP-1/y1 deutet stark auf eine synaptosomale
Lokalisierung des AP-1/01B- Komplexes hin. Nach dem ,Allen Mouse Brain Atlas” zei-
gen AP-1/c1A und B die hdchste Expression im Hippocampus, sodass die sehr
schwache Reduktion von AP-1/y1 auf den geringen Anteil des Hippocampus am

Cortex erklart werden kann.
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3 Proteinmengen im Cortex, in Synaptosomen und in MEF

Die Proteinmenge von AP-1/y1 wurde daruber hinaus in MEF Zellen quantifiziert: In
defizienten Zellen ist eine deutliche Reduktion zu erkennen, was den Einfluss der
AP-1/01B-Defizienz auch auf andere, nicht neuronale Zelltypen zeigt.

MEF-Zellen haben aufgrund ihrer hohen Wachstumsrate auch einen sehr aktiven vesi-
kularen Transport, ahnlich dem in der Prasynapse. Es ist jedoch unwahrscheinlich,
dass der AP-1/01B hier eine spezifische Funktion erfullt. Vermutlich vermittelt der
AP-1/01B-Komplex hier einen zusatzlichen Proteintransport auf dem gleichen Weg wie
der AP-1/c1A-Komplex.
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Abb. 3-3: Proteinmengen von AP-1/y1 (91,4 kDa).
Im Cortex (n=7), in Synaptosomen (n=4) und MEF (n=6).
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Abb. 3-4: Proteinmengen von AP-1/y2 (87,9 kDa).

Im Cortex (n=6), in Synaptosomen (n=7) und MEF (n=8).

Neben dem AP-1- spielt der AP-2-Komplex beim synaptischen Vesikelrecycling eine
zentrale Rolle, da er eine zentrale Rolle bei der clathrinvermittelten Endocytose (CME)
spielt. Im defizienten Cortex ist die Menge des AP-2-Komplexes um ca. 140 % erhoht.
Sowohl in Synaptosomen als auch in MEF ist diese Erhohung im Vergleich zum Cortex
deutlich ausgepréagter, was darauf hinweist, dass die Proteinmengen des AP-1- und

des AP-2-Komplexes wechselseitig reguliert werden kénnten.
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3.2 Transportvesikelproteine
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Abb. 3-5: Proteinmengen von AP-2/a (107,7 kDa).

Im Cortex (n=8), in Synaptosomen (n=6) und MEF (n=8).

In elektronenmikroskopischen (EM) Aufnahmen von hippocampalen Neuronen sind
vermehrt clathrinumhdillte Strukturen zu erkennen, jedoch zeigt der Vergleich der Pro-
teinmengen von Clathrin im Cortex, in Synaptosomen und in MEF keinen Unterschied
zwischen den Genotypen. Demzufolge verandern sich lediglich die cytoplasmatischen

und vesikularen Clathrin-Pool-Grofen.
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Abb. 3-6: Proteinmengen von Chc (191,6 kDa).

Im Cortex (n=5), in Synaptosomen (n=14) und MEF (n=9).

Auf die mit synaptischen Vesikeln assoziierten Proteine Vamp 2 und Synaptotagmin 1
hat die AP-1/01B-Defizienz auf Proteinebene sowohl im Cortex als auch in Synapto-
somen keinen erkennbaren Einfluss. Wahrend in hippocampalen Neuronen ein deutli-
cher Einfluss der AP-1/01B-Defiziens auf die Anzahl synaptischer Vesikel zu erkennen

ist, scheint die Menge an synaptischen Vesikelproteinen nicht abzunehmen.

Vamp 2 -— e a— a—
125
100 L I
75
S
50
25
0
Cortex Synaptosomen

Abb. 3-7: Proteinmengen von Vamp 2 (12,7 kDa).
Im Cortex (n=20) und, in Synaptosomen (n=9).
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Abb. 3-8: Proteinmengen von Synaptotagmin 1 (47,4 kDa).
Im Cortex (n=11) und, in Synaptosomen (n=8).

3.3 Endosomale Proteine

In EM-Aufnahmen sind in hippocampalen Neuronen des KO vermehrt vergrol3erte en-
dosomale Strukturen zu erkennen, sodass sich die Frage stellt, ob diese Beobachtung
auch auf Proteinebene im gesamten Cortex zu erkennen ist und ob Unterschiede zwi-
schen dem Cortex und Synaptosomen vorhanden sind. Ein Charakteristikum von fri-
hen Endosomen ist u. a. ihr hoher Gehalt der GTPase Rab 5 sowie von EEA 1. Rab 5
ist im defizienten Cortex und in defizienten MEF nicht verandert und in Synaptsomen
ist dieses Protein um ungefahr 28 % erhtht. Rabex 5, der GTP-Austauschfaktor GEF
(guanine nucleotide exchange factor) von Rab 5, ist im Gegensatz dazu in beiden
Fraktionen um etwa 40 % erhdht. In MEF war eine Quantifizierung aufgrund eines zu
geringen Proteinanteils nicht moéglich. Der friihe endosomale Marker EEA 1 ist eben-
falls im defizienten Gewebe des Cortex, in defizienten Synaptosomen und in MEF er-
hoht. Der Anstieg dieses Markers ist im Cortex und in MEF stéarker ausgepragt als in
Synaptosomen.

Der Vergleich der durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen Veranderungen en-
dosomaler Proteinmengen zwischen dem Cortex, den Synaptosomen und den MEF
zeigt, dass die Defizienz den deutlichsten Einfluss auf EEA 1 besitzt. Die Menge dieses
Proteins wird sowohl in Synaptosomen als auch in anderen Zelltypen und Zellkompar-
timenten beeinflusst, wahrend die Proteinmenge von Rab 5 ausschlie3lich in Synapto-
somen verandert ist. Nur in Synaptosomen ist ein signifikanter Einfluss der AP-1/c1B-
Defizienz auf alle diese endosomalen Marker vorhanden, sodass davon ausgegangen
werden kann, dass hdchstwahrscheinlich der Einfluss der Defizienz auf Rab 5-, Rab-
ex 5- und EEA 1-positive friihe Endosomen am grofR3ten ist, wodurch die mikroskopi-

schen Daten bestatigt werden.
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3.3 Endosomale Proteine
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Abb. 3-9: Proteinmengen von Rab 5 (durchschnittliche Masse der Isoformen A, B und C:
23,6 kDa).
Im Cortex (n=13), in Synaptosomen (n=10) und MEF (n=8).
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Abb. 3-10: Proteinmengen von Rabex 5 (56,9 kDa).
Im Cortex (n=4) und in Synaptosomen (n=7).
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Abb. 3-11: Proteinmengen von EEA 1 (160,9 kDa).

Im Cortex (n=8), in Synaptosomen (n=5) und MEF (n=6).

Frihe Endosomen sind hochdynamische Organellen, die miteinander fusionieren kon-
nen [Rizzoli et al. 2006, Baryscha et al. 2009]. Diese homotypische Fusion friiher En-
dosomen wird neben EEA 1 u. a. durch den SNARE-Proteinkomplex aus Syntaxin 6,
Syntaxin 13, Vamp 4 und Vti 1a vermittelt [Brandhorst et al. 2006].

Im Cortex und in Synaptosomen ist die Menge an Syntaxin 6 im KO erhoht. Synta-
xin 13 ist im defizienten Cortex ebenfalls erhoht, wahrend die AP-1/01B-Defizienz auf
die Menge von Viti 1a keinen Einfluss hat. In Synaptosomen waren keine Quantifizie-
rungen von Vti 1a moglich, da hier die Menge dieses Proteines offenslichtlich zu gering

war. Fur Vamp 4 waren entweder aus demselben Grund oder aufgrund eines zu un-
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3 Proteinmengen im Cortex, in Synaptosomen und in MEF

spezifischen Antikérpers Quantifizierungen in allen drei Extrakten nicht mdglich. In
MEF konnte durch Western-Blot-Quantifizierungen keines der frihen endosomalen
SNARE-Proteine nachgewiesen werden, was auf deren neuronale Lokalisation hin-
weist, da deren Expression vornehmlich in Neuronen hoch ist.

Der Anstieg einiger der friihen endosomalen SNARE-Proteine ist ein zusatzlicher Hin-
weis auf eine Veranderung friher Endosomen, die durch die AP-1/01B-Defizienz her-

vorgerufen wird.
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Abb. 3-12: Proteinmengen von Syntaxin 6 (20,0 kDa).
Im Cortex (n=7), in Synaptosomen (n=4) und MEF (n=3).
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Abb. 3-13: Proteinmengen von Syntaxinl13 (30,5 kDa).

Im Cortex (n=6) und Vti 1a (25,0 kDa) im Cortex (n=10).

Appl 1 und Appl 2 sind Marker fir eine weitere endosomale Population. Im Gegensatz
zu den bisher untersuchten endosomalen Proteinen sind fur diese im Cortex und in
Synaptosomen keine Veranderungen im KO zu erkennen, was darauf hinweist, dass

nur die Population an friihen Rab 5 positiven Endosomen beeinflusst ist.
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Abb. 3-14: Proteinmengen von Appl 1 (79,3 kDa).
Im Cortex (n=3), in Synaptosomen (n=6).
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Abb. 3-15: Proteinmengen von Appl 2 (73,9 kDa).

Im Cortex (n=8), in Synaptosomen (n=3).

TSG 101 ist ein Protein des ESCRT-1 Komplexes und wird wahrend des spaten endo-
somalen Abbauweges lUber den MVB-Weg zum Teil verbraucht [Raiborg und Stenmark
2009]. Im Cortex und in Synaptosomen ist der Proteingehalt von TSG 101 jeweils im
KO um etwa 25 % verringert, was auf eine Hochregulation dieses Abbauweges hin-
weist. Auf eine vornehmlich synaptosomale Veranderung des MVB-Abbauweges wei-
sen die Ergebnisse nicht hin, da die Reduktionen im KO in beiden Extrakten in dersel-
ben GrdRRenordnung liegen. Sie bestatigen aber die Beobachtung einer veranderten

Anzahl an MVB-Endosomen in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Sy-

napsen.
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Abb. 3-16: Proteinmengen von TSG 101 (44,1 kDa).
Im Cortex (n=8), in Synaptosomen (n=3).
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3 Proteinmengen im Cortex, in Synaptosomen und in MEF

Der Vergleich der Veranderungen auf Proteinebene zwischen Cortex und Synaptoso-
men liefert einen starken Hinweis darauf, dass AP-1/01B Uberwiegend in letzteren lo-
kalisiert ist und dort vor allem die Proteine, die am synaptischen Vesikelrecycling durch
Endosomen beteiligt sind, von der AP-1/01B-Defizienz beeinflusst werden. Eine erhdh-
te Konzentration des AP-2 Komplexes weist auf eine gesteigerte CME in Synapsen hin
und konnte eine Erklarung fur das vermehrte Auftreten von CCVs in elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen darstellen.

Der Anstieg von Proteinen friher Endosomen, sowohl in neuronalen Zellen als auch in
MEF, weist sehr stark auf die Beteiligung des AP-1/01B-Komplexes am endosomalen
Recycling hin. Die Veranderung von Transportproteinen und endosomalen Proteinen in
defizienten Synaptosomen weist sehr stark auf eine Beteiligung des AP-1/01B-
Komplexes hauptsachlich am synaptischen Vesikelrecycling hin und stellt dartiber hin-
aus eine biochemische Bestatigung vorangegangener Experimente dar. Auf Appl 1-
und Appl 2-positive Endosomen hat die AP-1/01B-Defizienz auf Proteinebene keinen
Einfluss, sodass in der Tat nur eine bestimmte endosomale Population durch die Defi-
zienz verandert wird. Dartber hinaus scheint der spate endosomale Abbauweg Uber
MVB im KO deutlich starker aktiviert zu sein, was durch eine ungentigende Proteinsor-

tierung durch friihe Endosomen hervorgerufen werden konnte.

3.4 Trennung von Pra- und Postsynapse

In AP-1/01B-defizienten hippocampalen Neuronen konnte ein beeintrachtigtes synapti-
sches Vesikelrecycling gezeigt und es konnten vermehrt endosomale und clathrinum-
hillte Strukturen nachgewiesen werden. Das Markerprotein des AP-1-Komplexes y1
wurde in der Immunfluoreszenz u. a. in der Prasynapse lokalisiert, sodass ein direkter
Zusammenhang zwischen der AP-1/c1B-Defizienz und der durch sie hervorgerufenen
Veranderungen von endosomalen Strukturen in der Prasynapse vermutet wird. Bio-
chemisch konnte gezeigt werden, dass die AP-1/01B-Defizienz einen Anstieg des fri-
hen endosomalen Markerproteins EEA 1 hervorruft. Aus der Literatur ist bekannt, dass
EEA 1 in immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zunachst nur tberwie-
gend postsynaptisch nachgewiesen wurde [Wilson et al. 2000]. Dies schlief3t jedoch
eine prasynaptische Lokalisation von EEA 1 nicht aus, da der Nachweis dieses Pro-
teins durch eine geringe Konzentration in der Prasynapse erschwert sein koénnte. In
spateren Untersuchungen wurde EEA 1 sowohl in pr&- als auch in postsynaptischen
Kompartimenten identifiziert [Selak et al. 2004].Um festzustellen, ob die beobachteten
Veranderungen der Markerproteinmengen in den Synaptosomen von dem pra- oder
dem postsynaptischen Anteil hervorgerufen werden, wurde Uber einen proteolytischen

Verdau versucht, Pra- und Postsynapse voneinander zu trennen. Wahrend der Prapa-
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3.4 Trennung von Pré&- und Postsynapse

ration von Synaptosomen verschlielen sich die prasynaptischen Nervenendigungen
wieder, was zu einem Einschluss von postsynaptischen Organellen, Zytoplasma sowie
dem Zytoskelett in einem Membransack fuhrt. Meist bleibt ein Teil der postsynapti-
schen Membran und die mit ihr verbundenen postsynaptischen Dichte mit der prasy-
naptischen Membran verbunden [Dunkley et al. 2008]. Durch die Zugabe von Pro-
teasen sollten die postsynaptischen Proteine verdaut werden, wahrend die prasynapti-
schen durch die verschlossene Membran geschitzt werden. Die synaptosomale Frak-
tion wurde mit Proteinase K oder Trypsin versetzt, bei 4 °C inkubiert und anschief3end
wurden Western-Blot-Quantifizierungen durchgefihrt. Als Marker fir die Postsynapse
wurden PSD 95 (postsynaptic density protein 95 kDa) und Homer 1 verwendet, wel-
ches Proteine der postsynaptischen Dichte sind. Uber PSD 95 binden NMDA-
Rezeptoren, K*-Kanale und Neuroligine, welches neuronale Adhasionsproteine sind.
Homer 1 ist ein Strukturprotein der postsynaptischen Dichte und ist in erregenden Sy-
napsen angereichert [Yuan et al. 2012]. Als Kontrolle fir den proteolytischen Verdau
wurden Synaptosomen zuerst mit Triton-X 100 und anschlieend mit Proteinase K
bzw. Trypsin versetzt, um einen Abbau der mdglicherweise membranumschlossenen

Proteine zu ermoglichen.

Tab. 3-1: Stabilitat von Markerproteinen in Synaptosomen gegen Proteasen.

Einfluss der Inkubation mit Trypsin bzw. Proteinase K in Gegenwart und Abwesenheit von Tri-
ton-X 100 auf die Stabilitat von Markerproteinen in Synaptosomen. Die Proteinstabilitat wurde
mit Western-Blots bestimmt. Von jedem Ansatz wurde dieselbe Gesamtproteinmenge geladen.
Angegeben ist der Anteil und dessen Fehler [%] der Proteinmenge eines Ansatzes an der
Summe aus allen Ansatzen fir ein Markerprotein gemittelt Gber drei unabhangige Experimente.

Trypsin - - + + - -
Proteinase K - - - - + +
Triton-X 100 - + - + - +
Antikorper:

Vamp 2 3945 58+5 35 0,0 0,0 0,0
y1 13+8 1614 377 30+18 0,0 0,0
Chc 9+9 1649 2046 30+11 19+4 20423
EEA 1 6+6 80+15 1449 0,0 0,0 0,0
PSD 95 40+4 36+2 1843 1+1 416 1+2
Homer 1 30+24 305 30+22 3+5 9+5 1+2

Sowohl durch eine Inkubation mit Trypsin als auch mit Proteinase K wurden prasynap-
tische Proteine im Vergleich zu postsynaptischen bevorzugt abgebaut. Die Resistenz
der postsynaptischen Markerproteine gegentber einem proteolytischen Verdau macht

einen selektiven Abbau der postsynatpischen Proteinen nicht moglich. Der Abbau von
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3 Proteinmengen im Cortex, in Synaptosomen und in MEF

prasynaptischen Proteinen in Gegenwart von Proteinase K weist darauf hin, dass die
Prasynapse zumindest nicht vollstédndig verschossen ist. Pra- und postsynaptische
Anteile lassen sich vermutlich nur tUber eine experimentell erheblich aufwendigerere
Methode voneinander trennen, dessen Entwicklung im Rahmen dieser Arbeit zeitlich

nicht moglich war.

Q
0
Q.
©
c
>
N
gL
= o
o ~
(2]
(@] 4 \
- % o
@ R R SRR e —
4 \/ /\/‘ 3 o
_~ postsynaptische Dichte b
Q.
L 7}
-—
(2]
O
o

¥

Abb. 3-17: Pra- und postsynaptische Bereiche von Neuronen.

In der Prasynapse sind schematisch das SV-Recycling, das Aktinzytoskelett und der axonale
Transport dargestellt. In der Postsynapse sind deren Rezeptor- und Kanalproteine, die postsy-
naptische Dichte sowie der im Vergleich zur Préasynapse weitaus weniger ausgepragte vesikula-
re Transport angedeutet.

Der Vergleich der Unterschiede der Markerproteinmengen zwischen den Genotypen
von Cortex und Synaptosomen zeigte, dass der AP-1/c1B-Komplex in letzteren lokali-
siert ist und die durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen Veranderungen hier
starker ausgepragt sind als im Cortex. Die synaptischen Bereiche sind Orte mit einer
sehr hohen Transportrate von Vesikeln und Proteinen. Im Vergleich zur Postsynapse
sind diese Transportwege in der Prasynapse deutlich aktiver. Der Grund hierfur liegt in

der hohen Anzahl von Neurotransmittern, die sekretiert und anschlieRend wieder in
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3.4 Trennung von Pré&- und Postsynapse

synaptische Vesikel recycelt werden mussen. Dies fuhrt dazu, dass die Menge an Pro-
teinen, die am vesikularen Transport- und Sortierungsweg beteiligt sind, in der Prasy-
napse deutlich hoher ist als in der Postsynapse (vgl. Abb. 3-17). In Synaptosomen ist
der Anteil der prasynaptischen Proteine demzufolge erheblich grof3er als der der post-
synaptischen. Folglich werden die hier beobachteten Veranderungen von Markerprote-
inen vor allem vom prasynaptischen Anteil hervorgerufen. Aus diesem Grund ist eine
Trennung von Pra- und Postsynapse fir eine differentielle Betrachtung der durch die

AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen Veranderungen nicht zwingend erforderlich.

Biochemische Analysen des Cortex sowie von Synaptosomen haben gezeigt, dass die
AP-1/01B-Defizienz Veranderungen frilher, EEA 1 positiver endosomaler Komparti-
mente hervorruft. Fir eine detaillierte biochemische Charakterisierung dieser Verande-
rungen, wurden diese endosomalen Kompartimente mit Hilfe einer Dichtegradienten-

zentrifugation angereichert.
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4 Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

4. Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

Die Analyse von Extrakten des Cortex sowie von Synaptosomen zeigte vor allem fur
Markerproteine von frihen endosomalen Strukturen sowie des spaten endosomalen
Abbauweges signifikante Ver&nderungen, welche durch das Ausschalten des
AP-1/01B-Komplexes hervorgerufen werden. Fir eine detaillierte biochemische Unter-
suchung dieser Veranderungen wurde eine Dichtegradientenzentrifugation zur Anrei-
cherung von Endosomen etabliert. Anhand von Markerproteinen wurde die Verteilung
von Organellen und Vesikeln des synaptischen und endosomalen Recyclingweges
untersucht, mit dem Ziel, eine endosomale Fraktion zu identifizieren, deren Proteinzu-
sammensetzung durch die AP-1/01B-Defizienz veréndert ist. Da das Interesse vor al-
lem an der Identifizierung von differentiellen Unterschieden zwischen den Genotypen
lag, wurde der Fokus nicht primar auf die Gewinnung einer hochreinen Fraktion synap-
tischer Endosomen gelegt.

Mogliche differentielle Veranderungen in den Fraktionen des Dichtegradienten, die
durch die AP-1/01B-Difizienz hervorgerufen werden, wurden mit semiguantitativen
Western-Blots charakterisiert. Einerseits wurde die Verteilung von Markerproteinen
Uber die Fraktionen des Gradienten bestimmt und andererseits wurden die Protein-

mengen von Markerproteinen beider Genotypen von derselben Fraktion verglichen.

4.1 Differentielle Zentrifugation

Als Vorversuch fiur die Dichtegradientenzentrifugation wurde eine differentielle Zentri-
fugation durchgefiihrt, um herauszufinden, ob die Veranderung der endosomalen
Markerproteine von membrangebundenen Bestandenteilen, dem zytosolischen Anteil
oder von beiden hervorgerufen wird. Hierzu wurde EEA 1 verwendet, da dies ein Mar-
ker fur die frihe endosomale Population ist, welche im Cortex und in Synaptosomen
durch die AP-1/01B-Difizienz am deutlichsten veréndert ist. Es wurden Cortexauf-
schlisse in drei aufeinanderfolgenden Kraftfeldern von 1000 g, 13 000 g und 100 000 g
zentrifugiert und sowohl im jeweiligen Uberstand als auch dem Pellet der Gehalt von
EEA 1 mit semiquantitativen Western-Blots bestimmt. Fir eine semiquantitative Be-
stimmung der Markerproteinmengen mittels Western-Blot wurden jeweils von dersel-
ben Fraktion Proben mit verschiedenen Gesamtproteinmengen geplottet und die Sig-
nale auf die jeweilige Proteinmenge normiert. Auf diese Weise wurde sichergestellt,
dass sich die Signale in einem linearen Detektionsbereich befanden. WT und KO einer
Fraktion wurden nebeneinander aufgetragen und die Signalintensitat des WT als Stan-

dard fur eine Fraktion verwendet.
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Abb. 4-1: Differentielle Zentrifugation.

Differentielle Zentrifugation von semiquantitativen Western-Blots des Cortex im Kraftfeld von
1000 g, 13 000 g und 100 000 g (n = 3). A: Markerprotein EEA 1, B: Merkerprotein y1.

Nach einer 13 000 g sowie einer 100 000 g Zentrifugation ist die Menge an EEA 1 im
KO im Vergleich zum WT in der jeweiligen Pelletfraktion drastisch erhéht. Dieser An-
stieg ist im Pellet der 13 000 g-Zentrifugation etwa siebenmal hoher als in der
100 000 g-Zentrifugation. Im jeweiligen Uberstand ist die EEA 1-Menge um etwa 40%
bzw. 70% reduziert. Dies zeigt, dass die AP-1/c1B-Defizienz neben einer Erhéhung
der EEA 1-Menge eine Umverteilung dieses Proteins auf Membranstrukturen hervor-
ruft. Als Kontrolle wurden die Proteinmengen aller Fraktionen der differentiellen Zentri-
fugation von y1 bestimmt, da es im Cortex differentiell nicht verandert war. Diese sind
in allen Fraktionen nicht signifikant verandert. Mit dieser Zentrifugation konnte gezeigt
werden, dass die veranderten Proteinmengen von EEA 1 im Cortex und in Synaptoso-
men vor allem auf Unterschiede von EEA 1-haltigen endosomalen Strukturen zurtick-
zufuihren sind. Um diese veranderten Endosomen genauer zu charakterisieren, wurden
sie mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation angereichert und die Proteinmengen

von Markerproteinen differentiell bestimmit.

4.2 Dichtegradientenzentrifugation

Der Aufschluss des Cortex wurde mit Hilfe einer linearen Dichtegradientenzentrifugati-
on aufgetrennt und die Verteilung von Markerproteinen des Golgi-Apparats sowie des

trans-Golgi-Netzwerks (GM 130 und TGN 38), von Transportvesikeln (Vamp 2, Synap-
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4 Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

totagmin 1, AP-1/y1 und AP-2/a) und von frihen Endosomen (EEA 1 und Rab 5) durch
Western-Blot-Quantifizierungen im Gradienten ermittelt.
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Abb. 4-2: Sedimentationszentrifugation (65 000 g)

Dargestellt sind der Aufschluss und die Fraktionierung des Cortex sowie dessen Auftrennung im
linearen Dichtegradienten.

Es wurde ein linearer OptiPrep™-Dichtegradient von 0 bis 30% verwendet und dieser
nach einer Zentrifugation von 5 h in sechs Fraktionen A bis F aufgeteilt. Hierbei ist A
die Fraktion der geringsten und F die Fraktion der héchsten Dichte. Die Verteilung ei-
nes Markerproteins Uber den gesamten Gradienten wurde durch einen Western-Blot
aller sechs Fraktionen bestimmt und diese Verteilung im Folgenden als Proteinprofil
bezeichnet. Im Gegensatz zur differentiellen Zentrifugation wurde hier zunachst nicht
die Verteilung der Proteinmengen zwischen den Genotypen, sondern die Verteilung
eines Proteins im Gradienten bestimmt, indem von jeder Fraktion eine Probe mit dem-
selben Volumen verwendet wurde. Von allen Fraktionen eines Gradienten wurde eine
SDS-PAGE durchgefuihrt, diese auf eine Membran geplottet und das Proteinprofiel
Uber einen Western-Blot bestimmt. Fur jeden Genotyp wurde fir ein Markerprotein
jeweils ein Proteinprofil erstellt, und dieses mit dem des anderen Genotyps verglichen.
Auf diese Weise konnten Unterschiede im Proteinprofil eines Proteins identifiziert wer-
den, die durch die AP-1/01B-Difizienz hervorgerufen werden.

4.2.1 Puffersysteme der Dichtegradientenzentrifugation

Zur Untersuchung von veranderten EEA 1-haltigen Endosomen wurden verschiedene
Pufferbedingungen getestet, mit dem Ziel moglichst hoher Stabilitdt membrangebun-
dener Proteine und regulatorischer Proteine, die zwischen Membranen und dem Zyto-
sol zirkulieren. Aufgrund des Einflusses der AP-1/01B-Defizienz auf Teile des vesikula-
ren Transports und endosomale Strukturen wurde die Dichtegradientenzentrifugation

mit drei etablierten Puffersystemen durchgefiihrt und Proteinprofile fur Markerproteine
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4.2 Dichtegradientenzentrifugation

von Transportvesikeln und von frihen Endosomen erstellt. Es wurden ein MOPS-
Puffer mit einem pH-Wert von 7,1 (Puffer A), unter dessen Bedingungen vor allem en-
dosomale Proteine stabilisiert werden, ein MES-Puffer mit einem pH von 6,5 (Puffer B),
in dem clathrinumhdllte Strukturen stabilisiert werden, und ein MES/Sucrose-Puffer mit
einem pH von 6,5 und einer Konzentration von 0,32 M Sucrose (Puffer C), in welchem
synaptische Vesikel und clathrinumhillte Strukturen stabilisiert werden, verwendet.
Beim Vergleich der Proteinprofile dieser drei Puffersysteme zeigte sich insbesondere
fur EEA 1 die hochste Stabilitatsabhangigkeit von der Wahl des Puffers. Der Vergleich
der Proteinprofile von EEA 1 aus defizienten Extrakten von Zentrifugationen in Puffer A
und B zeigt eine deutlich geringere Membranstabilitat dieses Proteins im sauren MES-
Puffer (Puffer B) gegenltiber dem neutralen MOPS-Puffer (Puffer A), sodass in Puffer B
der grofdte Anteil von EEA 1 in den Fraktionen A und B vorhanden ist, was in Abb. 4-3
dargestellt ist. Darliber hinaus zeigte sich in Puffer B im Vergleich zu Puffer A auch fur
weitere Markerproteine wie AP-2/a, AP-1/y 1 und Vamp 2 eine deutlich geringere Sta-
bilitdt. In Gegenwart von 0,32 M Sucrose (Puffer C) war die Stabilitdt von membrange-
bundenem EEA 1 &hnlich gro3 wie im Puffer A, jedoch besal’ der Gradient des Puffers
C eine deutlich geringere Trennscharfe als der des Puffers A, sodass signifikante Ver-
anderungen der Proteinverteilungen zwischen den Genotypen, die in Puffer A zu er-
kennen sind, in Puffer C nicht mehr festgestellt werden kénnen.

Puffer A Puffer B
IDPRPRNRE= S e
70 70
60 60
50 50 -
= 40 - 40 A
= 30 { 30 4
20 20 A
n
0 0 A . . . :
A B c D £ F A B C D E F

Abb. 4-3: EEA1-Stabilitat des KO in Puffer A und B.

Da die Stabilitdt von Markern fiir Transportproteine und Endosomen sowie die Trenn-
scharfe des Gradienten im Puffer A am hdchsten sind, wurden alle Dichtegradienten-

zentrifugationen in diesem Puffer durchgefuhrt.

4.2.2 Gesamtproteinverteilung im Gradienten

Die Gesamtproteinverteilung im Dichtegradienten der 65 000 g Zentrifugation des
Cortex unterscheidet sich zwischen den Genotypen nicht signifikant. In den beiden
Fraktionen geringer Dichte A und B befinden sich nach der Zentrifugation 67% der ge-

ladenen Proteine der Cortexfraktion. Auf die tbrigen Fraktionen hoherer Dichte C bis F
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4 Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

verteilen sich die verbleibenden 33%. Vermutlich bestehen die Fraktionen A und B zum
groRen Teil aus zytosolischen Proteinen, die wahrend der Zentrifugation nicht wan-
dern. Da nach der Zentrifugation kein Pellet nachgewiesen werden konnte, sedimen-
tierten keine Proteine auf den Boden des Gradienten.
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Abb. 4-4: Gesamtproteinverteilung nach einer linearen 65 000 g-Zentrifugation.

A WT und KO Cortex und B WT Synaptosomen.

Anhand des zytosolischen Proteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), welches in der Glycolyse die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat
zu 1,3-Bisphosphoglycerat katalysiert, wurde die Verteilung der zytosolischen Proteine
im Gradienten ermittelt: Mit jeweils 44% in den Fraktionen A und B ist der Uiberwiegen-
de Teil dieser Proteine Uber die Fraktionen geringer Dichte verteilt. In der Fraktion C

befinden sich 9% und in den Fraktionen hoher Dichte (D-F) befindet sich jeweils etwa 1%.
60 -

50 | Fraktion | GAPDH [%)] | Fehler [%]
A 44,0% +3,9
Tha B 44,0% +1,2
= 30 c 9,2% +2,9
20 | D 0,6% +0,5
E 1,8% +1,3
101 - F 0,5% 0,4
0 A . . . — =mim

A B C D E F

Abb. 4-5: Verteilung von zytosolischen Proteinen in der Sedimentationszentrifugation.
Markerportein: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), n=2.
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4.2 Dichtegradientenzentrifugation

In den Fraktionen A und B befinden sich tiberwiegend die zytosolischen und nicht memb-
ranassoziierte Proteine, wahrend sich folglich in den Fraktionen C bis F zum grof3ten Teil
membrangebundene Proteine oder Proteine aus Organellen und Vesikeln befinden.

Neben der Dichtegradientenzentrifugation des Cortex wurde diese ebenfalls mit Synapto-
somen durchgefiihrt. Hier konnte in den Fraktionen A und B nur eine geringe Proteinmen-
ge nachgewiesen werden und der Hauptanteil aller Proteine ist in den Fraktionen hoher
Dichte C bis F vorhanden (Abb. 4-4 B). Der Vergleich der Gesamtproteineprofile der Dich-
tegradientenzentrifugationen des Cortex mit der der Synaptosomen zeigt, dass in letzterer
lediglich eine geringer Anteil an léslichen Proteinen vorhanden ist, welche bei der Gewin-
nung von Synaptosomen abgetrennt wurden.

In der Dichtegradientenzentrifugation des Cortex ist das Gesamtproteinverhaltnis von A
und B (l6sliche Proteine) zu C bis F (membrangebunden Proteine) etwa 2:1. Bei der Ge-
winnung von Synaptosomen aus dem Cortexextrakt betragt das Gesamtproteinverhéaltnis
des synaptosomalen Uberstandes zur Synaptosomenfraktion 2,5:1. Beide Gesamtprotein-
verhaltnisse weisen eine hohe Analogie auf. Der Anteil an zytosolischen Proteinen in den
Fraktionen D bis F der Dichtegradientenzentrifugation des Cortex ist, wie oben gezeigt,
gering. Im Dichtegradienten von Synaptosomen ist im Gegensatz zu dem des Cortex der
Anteil an zytosolischen Proteinen in den Fraktionen A und B deutlich reduziert. Diese Be-
obachtungen weisen darauf hin, dass in den Fraktionen D bis F der Dichtegradientenzent-

rifugation des Cortex eine Anreicherung von synaptosomalen Bestandteilen stattfindet.

4.2.3 Markerproteinverteilung im Dichtegradienten

In den beiden Fraktionen geringer Dichte A und B verbleiben die l6slichen und zytosoli-
schen Bestandteile der aufgeschlossenen Zellen, wahrend die Fraktionen D bis F weitge-
hend frei sind von diesen Proteinen. In den Fraktionen D bis F sind die membrangebunde-
nen und von Organellen umschlossenen Proteine zu finden.

Mit Ausnahme der Markerproteine fur synaptische Vesikel sind alle hier quantifizierten Pro-
teine sowohl in den zytosolischen Fraktionen als auch den Membranfraktionen vertreten,
was deren zelluldre Verteilung zwischen Membranen und dem Zytosol oder einen teilwei-
sen Verlust der Anbindung an Membranen wahrend des Aufschlusses und der Zentrifuga-
tion anzeigt. In Abb. 4-6 sind exemplarisch sowohl die Quantifizierungen fur Markerprotei-
ne von Transportproteinen Uber die angegebene Anzahl von Experimenten als auch re-
prasentative Western-Blots dargestellt. Fir einen Genotyp betrachtet, wichen die Vertei-
lungsmuster der Markerproteine in den Fraktionen A bis F Uber eine Vielzahl von Experi-
menten nicht signifikant voneinander ab, was fir eine hohe Reproduzierbarkeit dieser

Zentrifugation spricht.
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Abb. 4-6: Proteinprofile von AP 1/y1, AP 2/a, Chc, Vamp 2 und Synaptotagmin 1.
AP-1/y1 (n=5/n=6), AP-2/a (n=3/n=3), Chc (n=5/n=5), Vamp 2 (n=3/n=3) und Synaptotagmin 1
(n=6/n=6). n ist die Anzahl an unabh&ngigen Experienten (WT/KO).
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4.2 Dichtegradientenzentrifugation

Der deutlichste Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf Neuronen wurde in Synaptosomen
festgestellt. Aus diesem Grund wurde die Dichtegradientzentrifugation zusétzlich zu
der des Cortexextrakts auch von Synaptosomen durchgefuhrt. Im Vergleich zum Dich-
tegradienten des Cortexextrakts ist die Proteinmenge der Markerproteine in den Gradi-
entenfraktionen von Synaptosomen deutlich geringer, wodurch zum einen die Western-
Blot-Quantifzierungen von Antikbrpern mit einer niedrigeren Spezifitdt deutlich er-
schwert waren und zum anderen eine weitere Aufreinigung einer Fraktion problema-
tisch werden wirde. Dariiber hinaus birgt die Gradientenzentrifugation von Synapto-
somen im Vergleich zu der des Cortex das Risiko einer erhdhten experimentellen Feh-
leranfalligkeit, da fur die synaptosomale Vorfraktionierung mehr experimentelle Schritte
vonnoten sind als fur die Herstellung des Cortexextraktes. Da die Reproduzierbarkeit
der Fraktionierung des Dichtegradienten von héchstem Interesse war, eine weitere
Reinigung der Membranfraktionen durchgefihrt werden sollte und differentielle Unter-
schiede zwischen den Genotypen untersucht werden sollten, wurde eine Anreicherung
von frilhen Endosomen aus Synaptosomen nicht weiter verfolgt. Die geringe Protein-
menge der synaptosomalen Fraktion hatte durch eine hohe Zahl an Versuchen ausge-
glichen werden muissen, deren Durchfiihrung mit dem zeitlichen Rahmen dieses Pro-

jektes nicht vereinbar gewesen wére.

4.2.4 Differentieller Vergleich der Proteinprofile

Zur ldentifizierung von differentiellen Unterschieden der Protein- und Organellvertei-
lung im Cortex, die durch die Defizienz des AP-1/01B-Komplexes hervorgerufen wer-
den, wurden die Proteinprofile der Dichtegradientenzentrifugation von Markerproteinen
fur den Golgi-Apparat, das trans-Golgi-Netzwerk, Transportvesikel und Endosomen
miteinander verglichen. Das Proteinprofil wurde fir jedes Markerprotein fur beide Ge-
notypen mit Hilfe von Western-Blot-Quantifizierungen bestimmt. Fur Markerproteine
des Golgi-Apparates, das trans-Golgi-Netzwerk und fir Transportvesikel (siehe 4.2.3)
sind keine signifikanten differentiellen Unterschiede im Proteinprofil zwischen den Ge-
notypen zu erkennen. Appl 1 und Appl 2 sind Markerproteine fur eine Population von
Rab 5-positiven und EEA 1-negativen frihen Endosomen [Zoncu et al. 2009, Urbanska
et al. 2011]. Wahrend sowohl im Cortex als auch in Synaptosomen keine Unterschiede
der Appl 1- und Appl 2-Menge festegestellt wurden, sollte das Proteinprofil der Diche-
gradientenzentrifugation daruber Aufschluss geben, ob die AP-1/c1B-Defizienz zu ei-
ner Umverteilung dieser Markerproteine zwischen dem Cytosol und den Membran-
strukturen oder den Organellen verschiedener Dichte fuhrt. Die AP-1/01B-Defizienz ruft

fur Appl 1 und Appl 2 keine signifikanten differentiellen Unterschiede im Proteinprofil
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4 Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

hervor. Auch die Proteinprofile der frihen endosomalen Markerproteine Rab 5 und
Syntaxin 6 zeigten keine signifikanten Veranderungen.
In Abb. 4-7 bzw. Abb. 4-8 ist fur jedes Markerprotein und fur jeden Genotyp ein repra-

sentativer Western-Blot sowie die Quantifizierung des Proteinprofils dargestellt.
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Abb. 4-7: Proteinprofile von GM 130, TGN 38, Syntaxin 6, Rab 5 Appl 1 und Appl 2.
GM 130 (n=3/n=2), TGN 38 (n=3/n=4), Syntaxin 6 (n=3/n=3), Rab 5 (n=4/n=4) Appl 1 (n=2/n=1)
und Appl 2 (n=2/n=2). n ist die Anzahl an unabhangigen Experimenten (WT/KO).
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Der differentielle Vergleich der Proteinprofile von EEA 1 zeigte eine signifikante Veran-
derung zwischen den Genotypen. Im Vergleich zum WT ist EEA 1 im KO in den Frakti-
onen A bis C reduziert und in den Fraktionen D bis E erhdht, sodass die Menge an
EEA 1 im KO nicht nur absolut ansteigt, sondern es dartiber hinaus zu einer Umvertei-
lung von den zytosolischen Fraktionen in die Membranfraktionen kommt. Wie bereits
durch die differentielle Zentrifugation gezeigt werden konnte, fuhrt die AP-1/01B-
Defizienz dazu, dass EEA 1 vermehrt membrangebunden vorliegt, wodurch es zu einer

Verringerung der zytosolischen Konzentration kommt.
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Abb. 4-8: Proteinprofile von EEA 1 und TSG 101.

Von EEA 1 sind neben den Proteinprofile die Differenz der Proteinprofile von KO und WT dar-
gestellt. EEA 1 (n=5/n=6) und TSG 101 (n=2/n=2). n ist die Anzahl an unabh&angigen Experien-
ten (WT/KO).
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Der Marker des spaten endosomalen, multivesikularen Abbauweges TSG 101 ist im
Cortex und in Synaptosomen des KO reduziert. Ungefahr 85% dieses Proteins befin-
den sich in den Fraktionen A und B. Aufgrund ihrer geringen Dichte befinden sich in
diesen Fraktionen die Lysosomen, in die TSG 101 sortiert und anschlieBend abgebaut
wird. Werden die Proteinprofile beider Genotypen miteinander verglichen, so ist in den
Fraktionen C bis E eine differentielle Abnahme der Proteinmenge um jeweils etwa 50%
zu erkennen. Die Abnahme kénnte auf eine Stimulation des spaten endosomalen, mul-
tivesikularen Abbauweges hinweisen. Daruber hinaus deutet sie darauf hin, dass die
AP-1/01B-Defizienz neben einer Verédnderung von friihen Endosomen auch zu einer
Veranderung von spéaten Endosomen fihrt und bestétigt den in elektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen beobachteten Anstieg von multivesikularen spaten Endosomen.

Durch den Vergleich der Proteinprofile endosomaler Markerproteine konnte gezeigt
werden, dass die AP-1/01B-Defizienz einen unterschiedlichen Einfluss auf verschiede-

ne endosomale Populationen besitzt. Wahrend sowohl fir die Proteinprofile von Appl 1
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und Appl 2 als auch fir die von Rab 5 und Syntaxin 6 keine signifikanten differentiellen
Unterschiede erkennbar sind, weisen die von EEA 1 und TSG 101 signifikante Unter-
schiede auf. Dies zeigt einen Einfluss des AP-1/01B-Komplexes auf friihe Endosomen
und zumindest zum Teil auf Endosomen des spaten Abbauweges. Durch die differenti-
ell unverénderten Proteinprofile von Rab 5, Appl 1, und Appl 2 konnte gezeigt werden,

dass von der Defizienz nur eine begrenzte endosomale Population verandert wird.

4.2.5 Differentielle Unterschiede in den Fraktionen D und E

Die durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen Verdnderungen haben den grof3ten
Einfluss auf frihe Endosomen (Markerprotein: EEA 1), welcher in den Fraktionen D
und E am starksten ausgepragt ist. Darliber hinaus sind in diesen Fraktionen die grof3-
ten differentiellen Unterschiede des spaten endosomalen Markers TSG 101 auf Memb-
ranstrukturen zu erkennen. Fir eine detailliertere Analyse des Einflusses der
AP-1/01B-Defizienz in den Fraktionen D und E wurden die méglichen Anderungen der
Proteinmengen der Markerproteine zwischen den Genotypen in jeder Fraktion be-
stimmt. Hierzu wurden von diesen Fraktionen semiquantitative Western-Blots durchge-
fuhrt und die Proteinmengen auf die des WT normiert.

Zur Uberprifung der Reinheit der Fraktionen D und E wurde in ihnen jeweils die Menge
der Golgi-Marker TGN 38 und GM 130 semiqguantitativ bestimmt. Die Betrachtung des
Gesamtproteinprofils von TGN 38 zeigt, dass dieser Marker sich Uberwiegend in den
Fraktionen A und B befindet. Im Western-Blot waren die Signale von TGN 38 in beiden
Fraktionen sehr schwach, was auf eine Abreicherung dieses Organells hinweist. Dar-
Uber hinaus konnte aufgrund der geringen Signalintensitaten dessen differentielle Ver-
teilung nicht ermittelt werden. GM 130 ist in beiden Fraktionen vorhanden und ist nicht
differentiell verandert.

Wie bereits fur die Cortexfraktion zu erkennen war, sind die Markerproteine von synap-
tischen Vesikeln (Vamp 2 und Synaptotagmin 1) sowie Clathrin in den Fraktionen D
und E differentiell nicht signifikant verandert. Die leichte Reduktion der Proteinmengen
von Synaptotagmin 1 in den Fraktionen D und E kénnte einen biochemischen Hinweis

auf eine verringerte Anzahl synaptischer Vesikel in diesen Fraktionen darstellen.
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Abb. 4-9: Proteinmengen von Vamp 2.
Im Cortex (n=20), in D (n=10) und E (n=8).
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Abb. 4-10: Proteinmengen von Synaptotagmin 1.
Im Cortex (n=11), in D (n=13) und E (n=12).
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Abb. 4-11: Proteinmengen von Clathrin (Chc).

Im Cortex (n=5), in D (n=10) und E (n=3).

Zur ldentifizierung einer moglichen spezifischen Lokalisation des AP-1/01B-Komplexes
in den Fraktion D bzw. E des Dichtegradienten wurden die Mengen der Markerproteine
des AP-1-Komplexes y1 und y2 semiquantitativ bestimmt. Differentiell sind sie hier, wie
in der Cortexfraktion, unverandert.

In der Elektronenmikroskopie wurden vermehrt clathrinumhullte Strukturen identifiziert.
AP-2 ist der Adaptorkomplex, welcher an der clathrinvermittelten Endozytose beteiligt
und dessen Proteinmenge im Cortex differentiell verandert ist. Dessen Marker, das a-
Adaptin, ist in der Fraktionen D4 differentiell erhéht und in E5 differentiell reduziert.
Diese Unterschiede zwischen beiden Fraktionen deuten auf verschiedene Pools an

Transportvesikeln hin.
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Abb. 4-12: Proteinmengen von AP-1/y1.
Im Cortex (n=7), in D (n=7) und E (n=5).
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Abb. 4-13: Proteinmengen von AP-1/y2.
Im Cortex (n=6), in D (n=12) und E (n=5).
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Abb. 4-14: Proteinmengen von AP-2/q.

Im Cortex (n=6), in D (n=10) und E (n=8).

Die Mitglieder des SNARE-Komplexes, bestehend aus Syntaxin 6, Syntaxin 13,
Vamp 4 und Vti 1a, welche die homotypische Fusion friiher Endosomen vermitteln,
sind in den Fraktionen D und E nicht einheitlichen verandert. Wahrend Syntaxin 6 und
Syntaxin 13 in der Cortexfraktion im KO erhoht sind und Vti 1a unverandert verbleibt,
sehen deren Veranderungen in der Gradientenfraktion D folgendermal3en aus: Synta-
xin 6 und Vti 1a zeigen keine Veranderung und Syntaxin 13 ist deutlich erhoht. In der
Fraktion E sind Syntaxin 6, Syntaxin 13 und Vti 1a reduziert. Uber die Proteinverteilung
von Vamp 4 kann aufgrund sehr geringer Signalintensitaten keine Aussagen gemacht
werden. Wie Benthani et al. gezeigt haben, hat die Anderung der Proteinmenge eines
SNARE-Proteins in der hier beobachteten Grol3eordnung keinen zwingenden Einfluss
auf die Funktion des gesamten Komplexes [Bethani et al. 2007]. Die SNARE-Proteine

kénnen somit nicht als direkte Marker ftr frihe Endosomen angesehen werden, jedoch
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weisen die differentiellen Unterschiede ihrer Proteinmengen stark auf eine Verande-

rung von friihen Endosomen hin.
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Abb. 4-15: Proteinmengen von Syntaxin 6.
Im Cortex (n=7), in D (n=7) und E (n=3).
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Abb. 4-16: Proteinmengen von Syntaxin 13.
Im Cortex (n=6), in D (n=8) und E (n=1).
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Abb. 4-17: Proteinmengen von Vti la.

Im Cortex (n=10), in D (n=12) und E (n=3).

Die frihen endosomalen Markerproteine zeigen unter dem Einfluss des KO folgende
Veranderungen: Fir Rab 5 ist in den Fraktionen D und E analog zur Cortexfraktion
keine signifikante Veranderung zu erkennen. Rabex 5 ist sowohl in der Cortexfraktion
als auch der Fraktion D im KO um etwa 50% erhoht, wahrend dieses Protein in der
Fraktion E um etwa 70% reduziert ist. Dies stellt einen weiteren Hinweis auf zwei un-

terschiedliche endosomale, vesikulare Pools in den Fraktionen D und E dar.
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4.2 Dichtegradientenzentrifugation

Rab 5 | — — D WD . -

100
X 75
50
25
0
D E

Cortex

Abb. 4-18: Proteinmengen von Rab 5.
Im Cortex (n=13), in D (n=10) und E (n=5).
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Abb. 4-19: Proteinmengen von Rabex 5.
Im Cortex (n=4), in D (n=9) und E (n=4).
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Abb. 4-20: Proteinmengen von EEA 1.

Im Cortex (n=8), in D (n=8) und E (n=6).

EEA 1 zeigt in den Fraktionen D und E mit etwa 250% bzw. 500% den hdchsten differenti-
ellen Anstieg im KO und ist weit Uber den in der Cortexfraktion hinaus erhoht. Dies weist
nicht nur auf eine erhéhte Proteinkonzentration von EEA 1 im AP-1/01B-defizienten Cortex
hin, sondern zeigt dariiber hinaus, dass es im KO vermehrt membrangebunden vorliegt
und eine AP-1/01B-Defizienz zu einer Veranderung von frihen Endosomen fihrt. Einer-
seits stellt dies eine Bestatigung der Ergebnisse der Elektronenmikroskopie dar, in der
vermehrt endosomale Strukturen zu erkennen gewesen sind. Andererseits zeigt es, dass
der sehr starke differentielle Anstieg der EEA 1-Menge auf Membranstrukturen, der in der
differentiellen Zentrifugation zu erkennen war, von frihen endosomalen Strukturen hervor-
gerufen wird, die sich in den Fraktionen D und E anreichern.

Das SNARE-Protein Syntaxin 16 vermittelt den retrograden Transport von frilhen bzw.

recycling Endosomen und spaten Endosomen zum trans-Golgi-Netzwerk [Chen et al.
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4 Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

2010a]. In den Fraktionen D und E des KO ist dieses Protein reduziert, was einen zusétzli-

chen Hinweis auf eine Veranderung des endosomalen Sortierungsweges darstellt.
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Abb. 4-21: Proteinmengen von Syntaxin 16.
Im Cortex (n=6), in D (n=7) und E (n=1).

Tab. 4-1: Differentielle Veranderungen im Cortex und den Gradientenfraktionen D und E
Durch AP-1/01B-Defizienz hervorgerufene differentielle Veranderungen in der Cortexfraktion
und den Gradientenfraktionen D und E. — : keine Veranderung, T : Zunahme im KO, | : Abnah-
me im KO, () : Anderung nicht signifikant.

Protein Cortex D E
Vamp 2 - - -
Synaptotagmin 1 - - -
Chc - - -
AP-1/y1 -
AP-1/y2 -
AP-2/a t
Syntaxin 6 )
Syntaxin 13 0
Syntaxin 16 -
Vti 1la -
Rab 5 -
Rabex 5
EEA 1

— |

= 1

O
>
)
-
>

e
e
>«

Der differentielle Vergleich der Fraktionen D und E zeigt, dass die AP-1/01B-Defizienz
vornehmlich einen Einfluss auf den endosomalen Sortierungsweg und die AP-2- und
clathrinvermittelte Endocytose hat. In der Fraktion D fuhrt die AP-1/01B-Defizienz zu einer
Erhdhung der friihen endosomalen Markerproteine Rabex 5 und EEA 1, wéhrend Rab 5
unverandert bleibt. In der Fraktion E sind die Markerproteine des AP-2-Komplexes friher
Endosomen bis auf EEA 1 und die Proteine des frihen endosomalen SNARE-Komplexes
alle reduziert. Wahrend EEA 1 stark erhoht ist, wird Rab 5 nicht verandert. Dies weist da-
rauf hin, dass nur eine bestimmte Population friiher Endosomen durch die AP-1/01B-
Defizienz verandert wird. Die Reduktion des SNARE-Proteins Syntaxin 16 weist darauf hin,
dass im KO neben dem friihen endosomalen auch der spate endosomale Sortierungsweg

beeinflusst wird, worauf die verdnderten Proteinmengen von TSG 101 sowie die elektro-
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4.3 Flotationsdichtegradientenzentrifugation

nenmikroskopischen Daten ebenfalls hinweisen. Fir eine detailliertere Untersuchung die-
ser Veranderungen in den Fraktionen D und E wurden u. a. diese durch eine Flotations-

zentrifugation gereinigt.

4.3 Flotationsdichtegradientenzentrifugation

Um die Fraktionen A bis F der 65 000 g Sedimentationszentrifugation zu reinigen, wurden
diese sechs Fraktionen jeweils unter einen zweiten linearen Dichtegradienten geladen und
eine 100 000 g Flotationszentrifugation Uber 18 h durchgefuhrt. Im Gegensatz zur Sedi-
mentationszentrifugation, in der vor allem eine Separierung der Bestandteile nach ihrer
Grof3e stattfindet, kommt es in der Flotationszentrifugation zu einer Auftrennung anhand
der Dichte der geladenen Bestandteile [McCaffrey et al. 2009]. Aufgrund der deutlich ge-
ringeren Gesamtproteinmenge in der Flotationszentrifugation wurden deren Gradienten
jeweils nicht in sechs, sondern nur in finf Fraktionen aufgeteilt. Die Bezeichnung der ein-
zelnen Fraktionen ist in Abb. 4-22 dargestellt und soll hier noch einmal exemplarisch flr
eine Fraktion erklart werden: Jede Fraktion tragt den Buchstaben ihrer Ladefraktion (z. B.
D fur die vierte Fraktion des ersten Gradienten) und die Nummer der Fraktion der Flotati-
onszentrifugation (z. B. D3 fiir die dritte Fraktion der Sedimentationszentrifugation, die mit
der Fraktion D geladen wurde).

Cortex

= Homogenisieren Uberstand
‘. _— _—
v Cortexfraktion

1000 g, 10 min

v Cortex A B C D E F

jede Fraktion
6 x

650009, 5h
100000 g, 18 h
w

mm oo o »|

Abb. 4-22: Flotationsdichtegradientenzentrifugation der Fraktionen A bis F.

Die zweite Zentrifugation liefert insgesamt 30 Fraktionen, von denen analog zur Sedimenta-
tionszentrifugation das Proteinprofil fir Markerproteine des Golgi-Apparats, des trans-Golgi-
Netzwerks, von synaptischen Vesikeln und von Endosomen mit Western-Blots bestimmt
wurde. Aufgrund des geringen Proteingehalts im Flotationsgradienten wurden alle Proteine
einer Fraktion gefallt und fur Western-Blot-Quantifizierungen eine SDS-PAGE durchgefihrt.
In der Flotationszentrifugation von den Fraktionen A, B und C findet keine ausgepragte
Wanderung der Ladefraktion statt, was auf den Uberwiegenden Anteil an I6slichen Proteinen

zurtickgefuhrt werden kann. Dies wird exemplarisch in Abb. 4-23 A gezeigt.
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Abb. 4-23: Proteinprofile in der Sedimentationszentrifugation.

A In der Sedimentationszentrifugation der Fraktionen A, B und C kam es zu keiner signifikanten
Wanderung der geladenen Proteine. Exemplarisch sind die Proteinprofile und deren Quantifizie-
rung uber funf unabhangige Experimente fir die Markerproteine AP-1/y1 und EEA 1 des WT
abgebildet. B Reprasentative Blots und Quantifizierungen der Proteinprofil der Markerproteine
AP-2/a, AP-1/y1 und Vamp 2 der Sedimentationszentrifugation von den Fraktionen D, E und F
(n=5).
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4.3 Flotationsdichtegradientenzentrifugation

Nach der Flotationszentrifugation ist im Allgemeinen die héchste Konzentration eines
Markerproteins in der Fraktion mit derselben Dichte wie der der Ladefraktion zu finden,
was auf eine weitgehende Auftrennung des Cortexextraktes bereits in der Sedimentati-
onszentrifugation hinweist. Wahrend es in der Sedimentationszentrifugation zu einer
Auftrennung von Membranstrukturen verschiedener Dichte kommt, werden diese
Strukturen, die sich in den Fraktionen D, E und F befinden, durch die Flotationszentri-
fugation von Verunreinigungen befreit. In Abb. 4-23 B und Abb. 4-24 sind reprasentati-
ve Western-Blots der Proteinprofile der Flotationszentrifugation sowie deren Quantifi-
zierungen gezeigt. Uber mehrere Experimente war eine gleichbleibende Verteilung der
Markerproteine in den einzelnen Gradientenfraktionen zu erkennen, sodass von einer
hohen Reproduzierbarkeit dieser Flotationszentrifugation ausgegangen werden kann.

Fur die Markerproteine des Golgi-Apparats und des trans-Golgi-Netzwerks (GM 130
und TGN 38) sowie fur Transportvesikel (AP-1/y1, AP-2/a, Vamp 2 und Chc) sind zwi-
schen den Genotypen keine signifikanten differentiellen Unterschiede erkennbar. Wie
bereits den Proteinprofilen der Sedimentationszentrifugation zu entnehmen war, zeigt

der frihe endosomale Marker EEA 1 zwischen den Genotypen signifikante Verande-

rungen.
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Abb. 4-24: Proteinprofile von EEA 1 in der Sedimentationszentrifugation.

Verteilung von EEA 1 in den Fraktionen D, E und E der Sedimentationszentrifugation (n = 3).
Die Proteinmenge jeder Fraktion ist in % der Gesamtproteinmenge an EEA 1 in der Cortexfrat-
kion angegeben.

Die differentiellen Veranderungen sind zwischen den Fraktionen D4 und D5 sowie F2-
F5 am deutlichsten ausgepragt. Wahrend in D und E die héchste EEA 1-Konzentration
um die Dichte der korrespondierenden Ladefraktion verteilt ist, kommt es in Fraktion F
im KO in vitro zu einer Umverteilung von EEA 1 im Gradienten. Diese Umverteilung
weist zum einen auf den Erhalt der in vitro-Aktivitat frihen Endosomen hin und ist zum
anderen eine weitere Bestatigung der Veréanderung friiher Endosomen, welche durch

die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufen wird.
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4 Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

4.3.1 Flotationsdichtegradientenzentrifugation der Fraktionen D und E

In 4.2.5 wurden die differentiellen Unterschiede zwischen den Genotypen der Fraktio-
nen D und E analysiert, in denen die grof3ten Auswirkungen der AP-1/01B-Defizienz
auf endosomale Markerproteine identifiziert werden konnten. Diese Fraktionen wurden
jeweils durch eine Flotationszentrifugation weiter gereinigt und mit semiquantitativen
Western-Blots mdgliche Unterschiede der Proteinmengen der Markerproteine ihrer
Subfraktionen 3, 4 und 5 bestimmt. Da in den jeweiligen Subfraktionen 1 und 2 mittels
Western-Blot keine Proteine quantifiziert werden konnten, wird auf diese im Folgenden
nicht weiter eingegangen.

Markerproteine fur synaptischen Vesikel, wie Vamp 2 und Synaptotagmin 1, sind in
den Subfraktionen des Flotationsgradienten, welche den gereinigten Fraktionen des
Sedimentationsgradienten entsprechen (D3/D4 der Ladefraktion D und E4 der Lade-
fraktion E), im KO reduziert, was auf eine verringerte Anzahl an synaptischen Vesikeln
zuruickgefihrt werden kann. Dieses Resultat stellt eine Unterstitzung der elektronen-
mikroskopischen Beobachtungen dar. Da diese Einflisse der AP-1/c1B-Defizienz nur
in den gereinigten Subfraktionen, jedoch nicht in ihren Ladefraktionen D und E zu er-
kennen sind, weist dies darauf hin, dass es sich bei ersteren um gereinigte synapto-
somale Fraktionen handelt.

Markerproteine des AP-1-Komplexes sind wie in den Fraktionen D und E auch in den
gereinigten Fraktionen im Allgemeinen nicht verdndert. Eine Ausnahme stellt die Frak-
tion E3 dar: Hier ist y1 in der Fraktion des KO reduziert und y 2 erhdht, was auf eine
spezifische Lokalisierung des AP-1/a1B-Komplexes auf Organellen dieser Dichte hin-
deuten konnte. Fur den AP-2-Komplex, der an der clathrinvermittelten Endozytose be-
teiligt ist, ist wie bereits im Sedimentationsgradienten auch in den gereinigten Fraktio-
nen kein einheitlicher Trend der Veranderung zu erkennen.

Von dem SNARE-Komplex Syntaxin 6, Syntaxin 13, Vamp 4 und Vti 1a, der an der
Fusion friher Endosomen beteiligt ist, ist Vti 1a analog zu den Ladefraktionen D und E
nicht verandert. Syntaxin 6 zeigt in den Fraktionen D3 — D5 keine signifikanten Veran-
derungen und Syntaxin 13 konnte hier nicht detektiert werden. In den Subfraktionen
E3-E5 sind Syntaxin 6 und Syntaxin 13 differentiell erhoht.

Wahrend fir den endosomalen Marker Rab 5 in den Fraktionen D und E keine Unter-
schiede zwischen den Genotypen zu erkennen sind, ist dieses Protein sowohl in der
Fraktion D4 als auch der Fraktion E5 des KO erhoht. Diese stellen die gereinigten
Fraktionen der Ladefraktion dar und sind neben der synaptosomalen Fraktion die ein-
zigen, in der eine differentielle Erh6hung zu beobachten ist. Das Markerprotein friher
Endosomen EEA 1 ist in allen sechs Subfraktionen (D3 — D5 und E3 — E5) erhdht, wo-
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4.3 Flotationsdichtegradientenzentrifugation

bei diese nur in den Fraktionen D5 nicht signifikant ist. Dass eine signifikante Erh6hung
der EEA 1 Menge nur in den Fraktionen D3, D4, E3 und E4 zu erkennen ist, weist da-
rauf hin, dass dieses Protein Gber den Zeitraum der gesamten Zentrifugationen an den
Membranen veranderter Endosomen verbleibt, da es anderenfalls vermehrt und in dif-
ferentiell unterschiedlichen Mengen in der jeweiligen Ladefraktion 5 zu finden sein
musste. Die Tatsache, dass sich die Hauptmenge an endosomalen Markerproteinen in
der jeweiligen gereinigten Fraktion befindet, die der Dichte der Ladefraktion entspricht,
weist stark darauf hin, dass es wahrend der Zentrifugation zu keiner Veranderung der
Dichte von mit EEA 1-assoziierten frihen Endosomen kommt.

Das am retrograden Transport von friihen und spaten Endosomen sowie Recyclingen-
dosomen zum trans-Golgi-Netzwerk beteiligte SNARE-Protein Syntaxin 16 ist in den
Fraktionen des KO D3 — D5 und E3 — E5 reduziert, was dessen Reduktion in Kompar-
timenten verschiedener Dichte und einen Einfluss des AP-1/c1B-Komplexes auch auf
spate Endosomen anzeigt.

In Abb. 4-25, Abb. 4-26 und Tab. 4-2 sind die differentiellen Unterschiede, die von der
AP-1/01B-Defizienz in den Fraktionen D3-D5 und E3-E5 hervorgerufen werden, zu-
sammenfassend dargestellt.
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Abb. 4-25: Differentielle Verdnderungen in den Gradientenfraktionen D3-D5.
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Zum Vergleich sind je Markerprotein die differentiellen Veranderungen der Fraktion D, aus der
die Fraktionen D3-D5 gewonnen worden, dargestellt. n gibt die Anzahl an unabh&ngigen Expe-

rimenten an.
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Abb. 4-26: Differentielle Veranderungen in den Gradientenfraktionen E3-E5.

Zum Vergleich sind je Markerprotein die differentiellen Veranderungen der Fraktion E, aus der
die Fraktionen E3-E5 gewonnen worden, dargestellt. n gibt die Anzahl an unabhangigen Expe-
rimenten an.

Tab. 4-2: Differentielle Veranderungen in den Gradientenfraktionen D3-D5 und E3-E5.
Durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufene Veradnderungen in den Gradientenfraktionen D

und E und ihren jeweiligen Subfraktionen D3-D5 und E3-E5. — : keine Veranderung, T : Zunah-
me im KO, | : Abnahme im KO, () : Anderung nicht signifikant, X : keine Signale.
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4.4 Proteinprofile der Fraktionierung in der SDS-PAGE

Zur Identifizierung von weiteren Proteinen, welche mdglicherweise in der Folge der
AP-1/01B-Defizienz verandert sind, wurden SDS-PAGE der Fraktionen A bis F von der

Sedimentationszentrifugation durchgefuhrt und diese coomassiegefarbt (Abb. 4-27).
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Abb. 4-27: SDS-PAGE der Sedimentationszentrifugationsfraktionen.
Gesamptproteinprofil der 65 000 g Dichtegradientenzentrifugationsfraktionen von WT und KO in
Puffer A. A 7,5% SDS-PAGE, B 15% SDS-PAGE. Beide Gele coomassiegefarbt.

Wahrend zwischen den einzelnen Fraktionen deutliche Unterschiede in der Proteinver-
teilung zu erkennen sind, zeigt das Proteinprofile des WT und des KO derselben Frak-
tion keine signifikanten Veranderungen. Anschlie3end wurden SDS-PAGE von Frakti-
onen des Flotationsgradienten durchgefiihrt. Exemplarisch sind hier die coomassiege-
farbten SDS-Gele der Fraktionen D4 und E4 abgebildet. Von den Banden der Fraktion
D4 (WT und KO) sind exemplarisch die Intensitatsprofile gezeigt, fur die keine differen-
tiellen Unterschiede zu erkennen sind. Wie bereits fir eine Vielzahl von Proteinprofilen
von Markerproteinen festgestellt wurde, sind auch fur die Gesamtproteinprofile der ge-

reinigten Fraktionen keine Unterschiede zwischen den Genotypen erkennbar.
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Abb. 4-28: Reprasentative SDS-PAGE der Flotationsdichtegradientenzentrifugationen
Links: Fraktion D4 mit Intensitatsprofil der Proteinverteilung, rechts: Fraktion E4.

4.5 2D-Gelelektrophorese

Eine hohere Auftrennung von Proteinen einer Probe kann durch eine 2D-PAGE erzielt
werden. Geféllte Proteine einer Fraktion wurden in einem Rehydrierungspuffer ohne
und einem mit dem Detergens Triton X-100 in Losung gebracht.

Von Proben, die in dem Rehydrierungspuffer ohne Triton X-100 aufgenommen wurden
und von denen die isoelektrische Fokussierung (IEF) in einem nichtlinearen IPG-
Streifen des pH-Bereiches von 3 bis 11 durchgefiihrt wurde, lieRen sich in der zweiten
Dimension nur wenige Spots in einem begrenzten pH-Bereich um 5,8 nachweisen. Ein
coomassiegefarbtes Gel dieser 2D-PAGE ist in Abb. 4-29 zu sehen. Durch die Ver-
wendung von IPG-Streifen des pH-Bereiches 4-7 war keine hohere Auftrennung dieser
Proteine moglich, vielmehr konnten anndhernd keine Proteine im SDS-Gel mehr ge-
farbt werden. Zwischen 2D-PAGE beider Genotype konnten unter diesen Bedingungen
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. 4-29: 2D-PAGE der Fraktion E.

Rehydrierungspuffer ohne Triton X-100, IPG-Streifen pH 3-11 NL. Dargestellt ist ein Ausschnitt
um den pH-Bereich 5,8.

Wie in 4.2.2 gezeigt wurde, bestehen die Fraktionen hoher Dichte aus einem grof3en
Anteil membrangebundener Proteine. Mdglicherweise kann die geringe Anzahl an Pro-
teinen, die in der zweiten Dimension (SDS-PAGE) durch Coomassiefarbung nachweis-
bar sind, auf eine ungenligende Solubilisierung dieser in der ersten Dimension zurlick-
gefuhrt werden. Zur Verbesserung der Ldslichkeit membrangebundener Proteine wur-
de ein Rehydrierungspuffer mit Triton X-100 verwendet [Luche et al. 2003]. Unter die-
sen Bedingungen konnte die Anzahl an nachweisbaren Proteinen in der zweiten Di-
mension deutlich erhéht werden, was in Abb. 4-30 exemplarisch dargestellt ist. Die
Quantifizierung der Gele der zweiten Dimension zeigte keine signifikanten Unterschie-

de zwischen WT und KO.
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Abb. 4-30: 2D-PAGE der Fraktion F.
Rehydrierungspuffer mit Triton X-100, IPG-Streifen pH 3-11 NL. A WT, B KO.

Die Anzahl der detektierbaren Proteine ist stark von der Wahl des Rehydrierungspuf-

fers und im Speziellen von dessen Detergens abhangig. Dies stellt ein hohes Mal3 an
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4 Anreicherung friher endosomaler Kompartimente

Vorselektierung der Proteine dar, die fir diese Methode resolubilisiert werden. Fir eine
Auftrennung mit Hilfe einer 2D-PAGE aller Proteine aus einer Gradientenfraktion waren
umfangreiche Testreihen hinsichtlich des Rehydrierungspuffers notwendig gewesen,
deren Nutzen den Zeitaufwand aller Voraussicht nach nicht gerechtfertigt hatte. Da
sich daruber hinaus unter den hier beschriebenen Bedingungen tber eine 2D-PAGE
keine Veranderungen auf Proteinebene zeigten, wurden keine weiteren Untersuchun-

gen mit dieser Methode durchgefiihrt.

Western-Blot-Quantifizierungen von neuronalen Extrakten haben gezeigt, dass die
AP-1/01B-Defizienz zu Veranderungen von endosomalen Kompartimenten fiihrt. Diese
Ergebnisse konnten vorangegangene elektronenmikroskopische Beobachtungen be-
statigen. Nachdem 2D-PAGE Experimente keinen Hinweis auf weitere Proteine liefer-
ten, deren Mengen durch die Defizienz verandert sind, sollten mit Hilfe von massen-

spektrometrischen Methoden mogliche Veranderungen identifiziert werden.
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5. iTRAQ™-Massenspektrometrie endosomaler Fraktionen

Biochemische Untersuchungen von Fraktionen der 65 000 g Dichtegradientensedimen-
tationszentrifugation zeigten, dass in den Fraktionen C bis F hauptsachlich Vesikel,
Organellen und Membranfragmente vorhanden sind. Der Hauptanteil von synaptischen
Vesikeln und Endosomen befindet sich in den Fraktionen D und E. In diesen beiden
Fraktionen sind die differentiellen Unterschiede von endosomalen Markerproteinen am
starksten ausgepréagt: Das frihe endosomale Markerprotein EEA 1 ist in beiden Frakti-
onen des defizienten Cortex deutlich erhéht und der Marker TSG 101 des spaten en-
dosomalen Abbauweges uber MVB ist eindeutig reduziert. Die Betrachtung der diffe-
rentiellen Unterschiede aller endosomaler Markerproteine zeigt, dass die AP-1/01B-
Defizienz in beiden Fraktionen unterschiedliche Veranderungen hervorruft, was auf
zwei individuelle endosomale Populationen hindeutet. Fur eine detaillierte Analyse der
durch die Defizienz hervorgerufenen Veranderungen wurden die Fraktionen D und E
mit einer Dichtegradientenflotationszentrifugation bei 100 000 g gereinigt. In den gerei-
nigten Fraktionen D4 und E5 ist eine Abreicherung einer Vielzahl von Proteinen zu
erkennen, was deren biochemische differentielle Quantifizierung erschwert. Der frihe
endosomale Marker EEA 1 ist in den gereinigten Fraktionen eindeutig erhdht und zu-
satzlich ist auch ein Anstieg von Rab 5 in den KO Fraktionen zu erkennen. Jedoch ist
der differentielle Anstieg von Rab 5 nicht auf diese Fraktionen beschrankt und daher
nicht spezifisch. Aufgrund der niedrigen Proteinmenge in den gereinigten Fraktionen
war die Bestatigung der Daten zu den 65000 g Fraktionen durch Western-Blot-
Quantifizierungen nicht moglich. Lediglich EEA 1 bildet hier eine Ausnahme.

Zur ldentifikation von moglichen differentiellen Unterschieden in der Menge von Protei-
nen der Fraktionen D4 und E5, wurden iTRAQ™-Massenspektrometrieexperimente
durchgefuhrt. Das Ziel bestand zum einen darin weitere Bestatigungen fir den von
Glyvuk et al. beschriebenen Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf das synaptische
Vesikelrecycling unter einer Beteiligung von endosomalen Zwischenstufen [Glyvuk et
al. 2010] zu finden und zum anderen in der ldentifikation von Proteinen die o1B-

abhangig an diesem beteiligt sind.
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5.1 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

65 000 g
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100 000 g \ ES A
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Abb. 5-1: Flotationsgradientenreinigung der Fraktionen D und E.
5.1 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Von den Fraktionen D4 und E5 wurden negative stain elektronenmikroskopische Auf-
nahmen durchgefiihrt. In der Fraktion D4 sind vesikulare Strukturen mit einem Durch-
messer zwischen etwa 40 und 100 nm zu erkennen. Takamori et al. haben gezeigt,
dass der Durchmesser von kleinen Transportvesikeln zwischen 40 und 80 nm liegt und
synaptische Vesikel im Mittel einen Durchmesser von 40 nm aufweisen [Takamori et al.
2006]. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen weisen darauf hin, dass es sich bei
der Fraktion D4 um eine Anreicherung von kleinen Strukturen des vesikularen Trans-
ports mit einem hohen Anteil an synaptischen Vesikeln handelt. Zwischen den Genoty-
pen konnten keine signifikanten Veranderungen festgestellt werden.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Fraktion E5 sind im Gegensatz zur de-
nen der Fraktion D4 keine vesikularen Strukturen identifiziert worden, die direkt auf
synaptische Vesikel hindeuten. Hier sind elektronendichte Strukturen mit einem
Durchmesser zwischen 50 und 100 nm zu erkennen von denen in der Fraktion des KO

etwa ein- bis zweimal so viele im Vergleich zum WT vorhanden sind.
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D4

Abb. 5-2: Negative-staining-EM Aufnahmen der Fraktionen D4 und ES5.
Vesikulare Strukturen in der D4 Fraktion sind mit schwarzen und elektronendichte Strukturen
der E5 Fraktion mit weiRen Pfeilen markiert.

5.2 Das iTRAQ™-Massenspektrometrieexperiment

Mit einem iTRAQ™-Massenspektrometrieexperiment konnen bis zu vier individuelle
Proben getrennt voneinander markiert und die relativen Mengenunterschiede eines
Proteins anschliel3end in allen Proben in einem Experiment bestimmt werden. Wie be-
reits der Name fur diese Methode andeutet (iTRAQ™: Isobaric tags for relative and
absolute guantitation), beruht das Grundprinzip auf der Markierung von Proteinen oder
Peptiden mit bis zu vier unterschiedlichen Markierungsreagenzien gleicher Masse. Je-
des der vier iTRAQ™-Reagenzien setzt sich aus drei Gruppen zusammen: einer reak-
tiven aminspezifischen Gruppe, einer Ausgleichsgruppe und einer Reportergruppe,
wobei die beiden letzteren den isobaric Tag bilden (Abb. 5-3 A). Uber die reaktive a-
minspezifische Gruppe findet eine kovalente Bindung an eine primare Amingruppe von
Proteinen oder Peptiden statt (Abb. 5-3 C) und diese Gruppe wird nach der Reaktion,
der Markierung, abgespalten. Folglich kdnnen alle endstandigen Aminogruppen inklu-
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5.2 Das iTRAQ™-Massenspektrometrieexperiment

sive der e-Aminogruppen von Proteinen oder Peptiden markiert werden. Alle isobaric
Tags der vier Markierungsreagenzien unterscheiden sich in der Zusammensetzung der
Kohlenstoff-, Stickstoff- und Sauerstoffisotope. Diese sind, wie in Abb. 5-3 B gezeigt
ist, so gewahlt, dass die Masse der Reportergruppe 114, 115, 116 und 117 Da betragt.
Die jeweiligen Isotope der Ausgleichsgruppe sind so gewahlt, dass die Gesamtmasse
aller isobaric Tags 145 Da betragt.

A Isobaric Tag B ! !
Total mass = 145 1 IH
Al Amine specific peptide ! LN
e Reporter Group mass \I reactive group (NHS) N : : \ PEPTIDE
114 -117 (Retains Charge) 1 H H
1 o N 1o !
1 : o -~ ' |
N N v
1 1 miz114 (+1) “C BC1Bo (+3)
. | 1
/" 10 miz115 (+2) 1C, 'O (+2)
Y 9 miz116 (+#3) C, "N ¢ (+1)
Balance Group S
Mass 31-28 (Neutral loss) miz 117 (+4) 3C, N (+0)
Cc
N (ﬁ 3L \N/\ o ‘3\\ \N/ﬁ o
@R TN S VP, ‘
i B — S ] —— SN S npeptive
)« = NH >r H
o o
HoNewwPeptide eptide Labeled peptide

Abb. 5-3: iTRAQ™-Reagenzien und deren Proteinmarkierung.

A iTRAQ™-Reagenz: dargestellt sind die drei Gruppen [Ross et al. 2004, verandert]. B Isoto-
penzusammensetzung der vier iTRAQ™-Reagenzien [Ross et al. 2004, verandert]. C Reakti-
onsmechanismus der Peptidmarkierung (www.moffitt.org).

Die Identifizierung von Proteinen oder Peptiden, die mit einem der vier iTRAQ™-
Reagenzien markiert worden sind, erfolgt Uber die Fragmentierungseigenschaften des
isobaric Tags. Der einfache Massenspektrometriemodus (MS) fihrt zu keiner Frag-
mentierung des isobaric Tags, wahrend es in der Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) zu einer Fragmentierung in die Ausgleichsgruppe und Reportergruppe
kommt. Wahrend das Fragment der Ausgleichsgruppe keine Ladung, tragt ist das
Fragment der Reportergruppe geladen. Folglich kann nur die Reportergruppe vom De-
tektor aufgezeichnet werden, dessen Masse zwischen 114 und 117 Da liegt und cha-
rakteristisch ist fr ein Markierungsreagenz. Die Massen der Reportergruppen wurden
in diesem Bereich gewahlt, um Auswirkungen auf das MS- und MS/MS-Spektrum der
markierten Proteine oder Peptide so gering wie moglich zu halten. Daruber hinaus sind
im Allgemeinen in Peptidspektren im Bereich zwischen 113 bis 119 Da keine Signale
zu erkennen, es handelt sich um eine so genannte ,quiet region®, sodass keine Wech-
selwirkungen der Reporterionensignale mit denen von Aminosdurefragmenten oder

Immoniumionen zu erwarten sind.
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Mz 113119

104 109 114 19 124

Abb. 5-4: ,,Quiet region“ im Bereich zwischen 113 bis 119 Da.

Kumulatives lonenspektrum ber mehr als 75 000 MALDI MS- oder MS/MS-Spektren mit dem
Fokus auf dem niedrigen Massenbereich, der ,quiet region“ zwischen 113-119 Da. [Zieske
2006]

Mit einem iTRAQ™-Massenspektrometrieexperiment kdnnen bis zu vier verschiedene
Protein- oder Peptidproben markiert werden, mit dem Ziel, absolute oder relative Un-
terschiede in der Proteinmenge zwischen den Proben zu analysieren. Dazu werden die
Proben entweder auf Proteinebene markiert und anschlie3end verdaut oder zuerst
verdaut und anschlieBend auf Peptidebene markiert. Gleiche Gesamtproteinmengen
der Proben werden gemischt und diese massenspektrometrisch gemessen. Hierbei
wird zunachst ein MS- and nachfolgend ein MS/MS-Spektrum aufgenommen. Da der
isobaric Tag wahrend der MS-Methode nicht fragmentiert, liefert jedes Peptid ein um
die Masse von 145 Da verschobenes Spektrum, unabhangig davon, mit welchem Rea-
genz es markiert wurde. Die MS/MS-Methode flhrt zu einer Fragmentierung des Tags
und liefert die gleichen Peptidfragmentesignale, jedoch unterschiedliche fir die Repor-
terionen. Die Intensitat der Signale der Reporterionen ist proportional zu der Menge
des Peptids in einer Probe. Anhand dieser Signale kdnnen die relativen Mengenunter-
schiede der Peptide, und somit auch der Proteine, zwischen den Proben bestimmt

werden.
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Abb. 5-5: MS- und MS/MS-Proteinfragmentierung eines iTRAQ™-Experiments.

Oben: Generelles Schema der Markierung von vier Proben (S1 — S4), Verdau, Mischung und
anschlieBende MS- und MS/MS-Fragmentierung [Zieske 2006]. Unten: Exemplarisch sind die
Reportionsignale eines Peptids dargestellt.

Im Vergleich zu anderen Massenspektrometriemethoden fiir die ldentifizierung von
Unterschieden in der Proteinmenge zwischen mindestens zwei Proben, die auf dem
Prinzip der Isotopenmarkierung beruhen, besitzt die iTRAQ™-Methode viele Vorteile.
Am meisten bekannt ist die ICAT (Isotope Coded Affinity Tags) Methode, bei der Cys-
teine mit einem leichten oder einem schweren Markierungsreagenz tber eine thiolreak-
tive Gruppe markiert werden. Der grof3te Nachteil dieser Methode ist die Beschrankung
auf Cysteine fur die Markierung. Dariiber hinaus kénnen nur zwei verschiedene Proben
markiert werden.

Eine weitere weit verbreitete Methode ist SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino
Acids in Cell Culture). Die Markierung erfolgt in vivo tber den Einbau von isotopenmar-
kierten Aminosauren in Proteine, indem nur eine oder mehrere essentielle isotopen-
markierte Aminoséauren zur Verfiigung gestellt werden. Vorteile sind die hohe Effizienz
der Markierung sowie die gute Vergleichbarkeit zweier Zelltypen oder Organismen,
sofern beide unter identischen Bedingungen gewachsen sind. Jedoch ist diese Metho-
de fur komplexere Organismen sehr kostenintensiv und mit ihr kénnen lediglich zwei
Proben miteinander verglichen werden [Ross et al. 2004, Zieske 2006].

Die Vorteile der iTRAQ™-Methode sind vielféltig. Durch die Méglichkeit der Markierung
auf Peptidebene ist eine sehr hohe Markierungseffizienz von tber 97% [Ross et al.
2004] gewabhrleistet. Im Gegensatz zu anderen massenspektrometrischen Methoden
zur ldentifikation von differentiellen Proteinmengenunterschieden, werden bei der
iTRAQ™-Methode alle Proteine mit einem isobaric Tag markiert, welcher zu einer

gleichférmigen Massenverschiebung von allen Proteine fuhrt. Ein und dasselbe Protein
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oder Peptid aus unterschiedlichen Proben besitzt folglich auch nach der Markierung
dieselbe Masse und liefert somit nur ein Massensignal. Die Wahrscheinlichkeit Peptide
oder Proteine mit einem geringen Mengenanteil in jeder Probe zu detektieren wird mit
dieser Methode erhoht: Befindet sich die Peptide- oder Proteinmenge in einer Probe
unterhalb der Detektionsgrenze, so erhoht sich durch die Summation von allen Mengen
aus allen Proben die Wahrscheinlichkeit, dass die Summe aller Mengen Uber der De-
tektionsgrenze liegt. Bei der Markierung auf Peptidebene bietet sich der Vorteil, dass
die Signalverhaltnisse der Reporterionen Uber die Anzahl aller identifizierten Peptide
eines Proteins gemittelt werden kdénnen, was deren Aussagekraftigkeit erhdht. Dartber
hinaus ist diese Methode nicht auf den Vergleich von zwei Proben limitiert, da vier ver-
schiedene Markierungsreagenzien zur Verfiigung stehen. Auch posttranslatorische
Modifikationen eines Proteins lassen sich mit dieser Methode identifizieren [Zieske
2006]. Einer der ausschlaggebenden Vorteile, der zur Wahl dieser Methode fir die
Fragestellung dieser Arbeit gefuhrt hat, ist die Moglichkeit, Proben auf Protein- bzw.
Peptidebene mit einer sehr hohen Effizienz zu markieren, da eine in vivo Markierung
sehr kostenintensiv gewesen ware und dariiber hinaus die Markierung einer neurona-

len Zellkultur zu artefaktanfallig ist.

5.2.1 iTRAQ™-Markierungen der Fraktionen D4 und E5

Fur die Quantifizierung differentieller Unterschiede zwischen den Genotypen einer en-
dosomalen Fraktion wurden zwei Markierungsreagenzien bendtigt. Ein verbleibendes
Markierungsreagenz wurde fur eine Kontrolle verwendet. Durch coomassiegefarbte
und silbergefarbte SDS-Gele konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Fraktionen
D4 und E5 um komplexe Proteinmischungen handelt, die zwischen den Fraktionen
nicht aber zwischen den Genotypen deutliche Unterschiede aufweisen. (siehe 4.4). Zur
Erhdhung der Auflésung der iTRAQ™-Massenspektrometrie wurden die Fraktionen
zunéachst Uber eine NUPAGE® Bis-Tris Gel aufgetrennt. Hierflr wurde jeweils dieselbe
Gesamtproteinmenge jedes Genotyps der Fraktionen D4 und E5 geladen. Als Kontrolle
wurden die Fraktionen beider Genotypen von D4 und E5 jeweils im Verhdltnis 1:1 ge-
mischt und geladen. Alle Spuren wurden in gleichgroRe Banden aufgeteilt. In der
Coomassiefarbung dieses Gels sind unterschiedliche Féarbeintensitdten zu erkennen,
was auf Gelartefakte zurtickgefiihrt werden kann (vgl. Abb. 5-6). Fir die unter 5.3 be-
schriebene Ermittlung von differentiell ver&nderten Proteinsignalen ist folglich fir jede
Bande eine Normierung auf die Proteine notwendig, die durch die AP-1/01B-Defizienz
aller Wahrscheinlichkeit nach nicht verédndert werden, fir die jedoch ,hervorgerufen
durch Gelartefakte und eine moglicherweise fehlerbehaftete Gesamtproteinkonzentra-

tion, eine scheinbare differentielle Verdnderung angezeigt wird. Jede Spur wurde in 24
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gleichgrof3e Stucke aufgeteilt und von jedem ein Trypsinverdau durchgefuhrt. Dabei
wurden die Spuren des Gels so zerschnitten, dass jede Spur in dieselben Massenbe-
reiche aufgetrennt wurde. Dies ist die Voraussetzung dafir, um differentielle Unter-
schiede der Menge eines Proteins zwischen den Genotypen identifizieren zu kénnen.
In Abb. 5-6 ist das coomassiegefarbte Gel gezeigt, von dem die iTRAQ™-

Massenspektrometrie durchgefihrt wurde.
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Abb. 5-6: NUPAGE® Bis-Tris Gel der Fraktionen D4 und E5.

Rechts sind die 24 Sektionen dargestellt, in die jede Spur unterteilt wurde.

Nach dem Trypsinverdau wurden die Peptide jeden Verdaus separat markiert. Alle
Peptide der WT-Fraktionen D4 sowie E5 wurden jeweils mit dem Markierungsreagenz
115 markiert und die der KO-Fraktionen mit dem Markierungsreagenz 116. Peptide der
Kontrolle, Mischfraktionen aus WT und KO im Verhaltnis 1:1 der Fraktionen D4 und ES5,

wurden mit dem Markierungsreagenz 117 markiert.
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Abb. 5-7: Verdau und iTRAQ™-Markierung eines Gelstiickes.

Symbolisch sind der Verdau und die Proteinmarkierung mit den iTRAQ™-Reagenzien eines
Gelstuckes der WT-, KO- und der Kontrollfraktion der Fraktion D4 dargestellt. Von jedem Gel-
stuck wurden die markierten Proben vereinigt und eine iTRAQ™-Massenspektrometrie durch-
geflhrt. (Spektrum aus [Ross et al. 2004])

Fur jeden der 24 Massenbereiche des SDS-Gels ergaben sich so drei unterschiedlich
markierte Proben, welche fir die spateren iTRAQ™-Massenspektrometriemessungen
vereinigt wurden. Von jeder der Fraktionen D4 und E5 wurden folglich 24 dreifach mar-

kierte Proben erhalten, die getrennt voneinander gemessen wurden.

5.3 Identifizierung veranderter Signalverhaltnisse

Jede der 24 markierten Proben der Fraktionen D4 und E5 wurde einzeln massenspekit-
rometrisch gemessen. Zum Vergleich der differentiellen Unterschiede der Proteinmen-
gen wurde das Signal des Markierungsreagenzes 116 (KO) auf das des Markierungs-
reagenzes 115 (WT) normiert. Idealerweise sollte das Verhaltnis flr unveranderte Pro-
teine eins betragen. Aufgrund des milden Phénotyps der AP-1/01B-Defizienz ist es
nicht zu erwarten, dass der tberwiegende Anteil der detektierten Proteine differentiell
veréndert ist, sodass auch der Mittelwert aller Verhaltnisse etwa bei eins liegen sollte.
Die tatsachlichen Mittelwerte aller Messungen lagen jedoch im Bereich zwischen 0,09
und 8,26. Eine Ursache hierfur liegt sicherlich darin, dass nicht jede Spur der SDS-
PAGE mit der exakt gleichen Gesamtproteinmenge beladen wurde, trotz einer aufwen-
digen Proteinbestimmung. Ein weiterer Grund kénnte darin liegen, dass in den Proben
der Uberwiegende Teil der Proteine differentiell verandert ist. Um die Ursache der Mit-

telwertsabweichung von eins zu Uberprifen, wurden die Signalverhaltnisse des Markie-
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rungsreagenzes 116 (KO) zum Markierungsreagenzes 115 (WT) in einem Punktdia-
gramm dargestellt (Abb. 5-8 links). Wie zu erkennen ist, sind die Punkte gleichmafig
um den Mittelwert von 0,68 gestreut, sodass eine gleichmaRige differentielle Abnahme
aller Proteine des KO ausgeschlossen werden kann. Die Abweichung des Mittelwerts
von eins wird vermutlich auf eine ungleiche Gesamtproteinmenge beider Proben zu-
rackzufihren sein. Um signifikante differentielle Unterschiede von Proteinmengen zu
identifizieren, muss demzufolge die Abweichung der Signalverhéltnisse vom Mittelwert
und nicht von eins betrachtet werden, da eine Beladung mit Fraktionen mit unter-
schiedlicher Gesamtproteinmenge zu einer Abweichung von eins fihrt. Es wurden der
Mittelwert und die Standartabweichung ¢ aller Signalverhaltnisse gebildet und der Mit-
telwert als Nullwert gewahlt. Um die Abweichung der Signalverhaltnisse vom Mittelwert
von allen 24 Proben miteinander vergleichen zu kénnen, werden die Signalverhéltnisse
als Vielfache der Standartabweichung dargestellt. Als Mal3, ob ein Protein verandert ist
oder nicht, wurde die einfache Standardabweichung o gewahlt: Alle Veranderungen die
im Berech —o < Signalverhaltnis < +o liegen, werden als nicht signifikant betrachtet. In
Abb. 5-8 (rechts) ist dieses exemplarisch fir den Massenbereich von 38 bis 42 kDa
(Bande 13) der Fraktion D4 gezeigt.

Rohdaten Normiert auf o

Mittelwert Mittelwert

04 05 06 07 08 09 10 11 12 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
Signalverhaltnis 116:115 Ao

Abb. 5-8: iTRAQ™-Proteinsignalverhdaltnisse 116:117 der Bande 13.

Signalverhéaltnisse 116:115 der Proteine fiir den Massenbereich von 38 bis 42 kDa (Bande 13)
der Fraktion D4. Rechts: Signalverhaltnisse normiert auf die Standardabweichung o. Hellgriin
ist der Bereich —o < Signalverhdltnis < +o hervorgehoben. Alle Abweichungen auferhalb dieses
Bereiches werden als signifikant angesehen.

In den einzelnen Proben waren bis zu 30% aller Signalverhaltnisse verandert. Wird der
Mittelwert aller verdnderter Signalverhaltnisse dem der unverénderten einer Probe ge-

genubergestellt, so weichen beide nie mehr als eine Standardabweichung (aller Sig-
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nalverhaltnisse) voneinander ab. Der Mittelwert aller Signalverhaltnisse kann folglich
als ldealwert eines Proteins angesehen werden, welches zwischen den Genotypen
nicht differentiell verandert ist. In Abb. 5-9 ist dies exemplarisch fiir den Massenbereich
von 38 bis 42 kDa (Bande 13) der Fraktion D4 dargestellt.

Rohdaten
Mittelwert: (0,68) 0,76

¥

04 05 06 07 08 09 10 11 12

Signalverhaltnis 116:115

Abb. 5-9: Veranderte iTRAQ™-Proteinsignalverhaltnisse 116:117 der Bande 13.

Dargestellt sind alle verédnderten Signalverhéltnisse 116:115 der Proteine fur den Massenbe-
reich von 38 bis 42 kDa (Bande 13) der Fraktion D4. In Klammern ist der Mittelwert aller Signal-
verhaltnisse und daneben der der veranderten Signalverhaltnisse angegeben. In hellgriin ist die
Standardabweichung aller Signalverhdaltnisse dargestellt.

5.4 Verifizierung veranderter Signalverhaltnisse

Veranderte Proteinsignale wurden anhand der Signale der Kontrolle auf ihre Signifi-
kanz Uberprift. Wie oben erlautert, besteht die Kontrolle aus einer 1:1 Mischung beider
Genotypen der Fraktion D4 bzw. E5. Ist ein Protein differentiell verandert, so misste
die Anderung in der Kontrolle mit halber Intensitat zu beobachten sein, was anhand

des folgenden Beispiels erklart werden soll:

* Gleiche Gesamtproteinmengen geladen Signale der iTRAQ-Markierungen:

« Differentielle Unterschiede eines Proteins w1

WT =1.00 S1B = 0.50 = ‘
e —m/z

T T

115 116 117

Berechung:
Signale fur... b
iTRAQ 115 |WT D4 100% of 1.00 1.00
iTRAQ 116 |S1B D4 100% of 0.50 0.50
ITRAQ 117 |WT D4 + S1B D4 |50% of 1.00 + 50% of 0.50 |0.75
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Aufgrund der ungleichen Gesamtproteinmengen der geladenen Fraktionen konnte die
Kontrolle nicht auf diese Weise durchgefihrt werden, sondern musste angepasst wer-
den. Um von dem Einfluss ungleicher Gesamtproteinmengen unabh&ngig zu werden,
wurde das Signalverhaltnis von 115:117 bzw. 116:117 gebildet. Ist das auf die Stan-
dardabweichung normierten Signalverhaltnis 116:115 (WT:KO) grofer als +1, so muss
das Signalverhaltnis 115:117 kleiner und das von 116:117 grof3er als 1 sein. Bei einem
auf die Standardabweichung normierte Signalverhaltnis 116:115 (WT:KO) kleiner als -1
muss das Signalverhdltnis 115:117 groRer und das von 116:117 kleiner als 1 sein. Dies

soll im Folgenden erlautert werden:
— der Signalwert von 115 sei 1, da auf 115 normiert wird

1. Signalverhéaltnis 116:115 > 1:
~ 117 = (115 + 116)

115

- 115117 = —2>—
2(115+116)

<1,da116 > 1ist5 (115 +116) > 115

116

- 116:117 = —2>—
2(115+116)

>1,da116 > 1ist5 (115 +116) < 116

2. Signalverhaltnis 116:115 < 1:

115

- 115117 = —2>—
2(115+116)

>1,da116 < 1ist (115 +116) < 115

116

- 116117 = ——>—
~(115+116)

<1,da116< 1 ist%(llS +116) > 116

Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass eine signifikante Veranderung des
Signalverhaltnisses von 116:115 nicht durch Fehler hervorgerufen worden ist, die wah-
rend der Praparation und der Markierung aufgetreten sein kdnnten. Die veradnderten
Signale aller Proteine wurden mit dieser Kontrolle verifiziert und nur diese Proteine im

Folgenden als veréndert bezeichnet.

5.5 Beispiel zur Identifizierung und Verifizierung eines Proteins

Die ldentifizierung und Verifizierung eines Proteins soll beispielhaft fir das Clathrin
coat assembly protein (AP 180) der Fraktion E5 detailliert beschrieben werden. Zu-
nachst wurden aus den Rohdaten fir alle 24 Gelstiicke die Eintrage fur Keratinproteine
entfernt, da es sich bei ihnen um Kontaminationen handelt. AnschlieRend wurden fur
jede Fraktion separat die Mittelwerte und Standardabweichungen der Signalverhaltnis-
se 116:115, 115:117 und 116:117 gebildet, der Mittelwert von den Signalverhaltnissen
abgezogen und diese Daten fir die spatere Auswertung zu dem massenspetrometri-

schen Datensatz von jedem Protein hinzugeflgt. Das um den Mittelwert verringerte
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5 iTRAQ™-Massenspektrometrie endosomaler Fraktionen

Signalverhdltnis 116:115 (KO:WT) wurde auf den Mittelwert normiert. Die Datensétze
aller Proteine wurden in einer Tabelle zusammengefuhrt und nach Proteindatenbank-
Accession-Nummer sortiert. Viele Proteine wurden, wie mit dieser empfindlichen Me-
thode zu erwarten war, nicht ausschlie3lich in einer Bande identifiziert, sondern er-
streckten sich uber einen Bereich aneinander angrenzender Banden. Nun wurde an-
hand der Proteinmasse Uberpriift, ob ein Protein in einer Bande identifiziert wurde, in
deren Massenbereich dieses zu erwarten war. Es wurden nur Proteine akzeptiert, die
in einer Bande identifiziert wurden, in deren Massenbereich das Protein erwartet wur-
de. AP 180 wurde in den Banden 14 — 10 und 7, 6 identifiziert, was einem Massenbe-
reich von 29 — 53 und 72 — 110 kDa entspricht. AP 180 besitzt eine kalkulierte Masse
von 91,8 kDa und wurde somit der Bande 6 (80 — 110 kDa) zugewiesen, in der dieses
Protein auch den hdchsten Score von 334,5 aufweist. Dies zeigt an, dass sich hier
auch die Hauptmenge des Proteins befindet. Zur Identifikation, ob ein Protein veréndert
ist, wirde Uberprift, ob das auf den Mittelwert normierte Signalverhaltnis von 116:115
groBer als 1 oder kleiner als -1 ist. FUr AP 180 betragt es -2,44, was auf eine Verande-
rung hinweist. Zur Verifikation wurde Uberprift, ob das Signalverhaltnis von 115:117
groRer und das von 116:117 kleiner als 1 ist. Dies ist fur AP 180 mit 0,60 und -0,05 der
Fall, sodass dieses Protein als verdndert angesehen wurde. AnschlieRend wurde
AP 180 der Proteingruppe ,Vesikularer Transport® zugeordnet und der Tabelle aller
identifizierten Proteine hinzugeflgt. Auf diese Weise wurde mit allen weiteren Protei-

nen verfahren.

5.6 Ergebnisse der iTRAQ™-Massenspektrometrie

Mit der iTRAQ™-Massenspektrometrie wurde einerseits das Proteom der neuronalen,
endosomalen Fraktionen D4 und E5 bestimmt und andererseits konnten mdgliche dif-
ferentielle Veranderungen der identifizierten Proteine festgestellt werden. In der Frakti-
on D4 wurden 516 und in der Fraktion E5 618 Proteine oder Proteinisoformen identifi-
ziert. Von diesen Proteinen sind in D4 42 und in E5 5 identifiziert worden, die eine sehr
hohe Homologie zu anderen Proteine dieser Fraktionen aufweisen und die bis heute
nicht als eigene Isoformen angesehen werden. Die Gesamtproteinanzahl beider Frak-
tionen wurde jeweils um diese Proteine reduziert. In beiden Fraktionen wurden 135
identische Proteine identifiziert. Folglich befinden sich in der Fraktion D4 339 und der
Fraktion E5 478 Proteine, die charakteristisch fir die jeweilige Fraktion sind. Das Ge-
samtproteom beider Fraktionen umfasst 952 Proteine. Alle Proteine sind im Anhang in

Tab. A-1 aufgelistet, entsprechend der Fraktion in der sie identifiziert wurden.
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z 952

Abb. 5-10: Summe der Uber die iTRAQ™-Experimente identifizierten Proteine.

Dargestellt sind die Anzahl der Proteine oder Proteinisoformen, die in der Fraktion D4 (hell-
grun), in der Fraktion E5 (hellblau) und in beiden Fraktionen (tirkis) identifiziert wurden. 952 ist
die Summe aller Proteine oder Proteinisoformen aus beiden Fraktionen. Abzuglich der 135 Pro-
teine, die in beiden Fraktionen identifiziert wurden, verbleiben 817 Proteine, die charakteristisch
fur eine der beiden Fraktionen sind.

In der Fraktion D4 sind 111 (22%) und in der Fraktion E5 143 (23%) Proteine oder Pro-
teinisoformen verandert (vgl. Anhang Abb. A-1). Von der lberwiegenden Zahl dieser
Proteine wurden zwei oder mehr Peptide identifiziert, die fur die ITRAQ™-
Signalberechnung verwendet wurden. Die iTRAQ™-Signale fir ein Protein ergeben
sich aus dem Mittelwert der Signale von allen identifizierten Peptiden eines Proteins.
Mit einer Erhohung der Anzahl an identifizierten Peptiden geht folglich eine Erhéhung
der Signifikanz der iTRAQ™-Daten einher, da nur in dem Fall iTRAQ™-Daten fir ein
Protein bestimmt werden, wenn die Streuung aller Peptidsignale gering ist (vergleiche
Angaben des Herstellers: Proteinscape 2.1, Bruker Daltonics GmbH, Bremen).

Die Funktionen von 44% der veranderten Proteine kann in einen direkten Zusammen-
hang mit dem endosomalen, vesikuldren Transport gebracht werden, wahrend fir die
tbrigen von einem indirekten Einfluss ausgegangen werden muss. Biochemische Un-
tersuchungen dieser beiden Fraktionen wiesen darauf hin, dass es sich bei ihnen um
zwei unterschiedliche neuronale, endosomale Populationen handelt. Um diese genauer
charakterisieren und um mdogliche spezifische Einflisse der AP-1/g1B-Defizienz analy-
sieren zu kénnen, werden die Ergebnisse fiir beide Fraktionen spater getrennt darge-

stellt.

5.6.1 Reinheit der neuronalen, endosomalen Fraktionen D4 und E5

In der Ausgangsfraktion, der Cortexfratkion, aus der die endosomalen Fraktionen D4
und E5 durch Zentrifugationen gewonnen wurden, betrug die Gesamtproteinmenge im
Mittel 6,90 mg. Die Gesamtproteinmenge der Fraktionen D4 und E5 betragt im Mittel
22 bzw. 57 pg, was einen Anteil an der Gesamtproteinmenge der Cortexfraktion von
3,2 bzw. 8,3 %o entspricht. Die neuronalen, endosomalen Fraktionen besitzen folglich

nur einen sehr geringen Anteil an der Proteinmenge der Cortexfraktion. Aufgrund ihrer
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5 iTRAQ™-Massenspektrometrie endosomaler Fraktionen

Komplexitat und ihrer hohen Anzahl in einer Zelle, stellen Proteine von Mitochondrien
sowie die von Organellen der Proteinbiosynthese (wie z. B. Ribosomen) einen hohen
Anteil aller zellularen Proteine dar. Im Vergleich hierzu ist der Anteil von Proteinen des
endosomalen, vesikularen Transports am Proteom einer Zelle weitaus geringer. Mito-
chondriale Proteine, Proteine des Energiestoffwechsels und solche der Proteinbiosyn-
these haben an der Fraktion D4 einen Anteil von 32% und der Fraktion E5 einen von
51%. Demgegeniber betragt der Anteil von Proteinen des endosomalen, vesikularen
Transports 47 bzw. 30%. Dies stellt eine deutliche Anreicherung von Proteinen des
endosomalen, vesikularen Transports dar. Neben Proteinen dieser Gruppen wurden
weitere Proteine identifiziert, die mit dem endosomalen, vesikularen Transport in Ver-
bindung gebracht werden kénnen: Hierbei handelt es sich um neuronale Proteine, die
zum Teil direkt und zum Teil indirekt am vesikularen Transport beteiligt sind. Dartber
hinaus wurden Proteine mit regulatorischen Funktionen, wie Kinasen und Phospata-

sen, identifiziert.

5.6.2 Kontrolle der Vollstandigkeit der Proteomanalyse

Fur die Identifizierung von Proteinen mit massenspektrometrischen Peptidanalyseme-
thoden ist ein mdglichst vollstandiger Verdau aller Proteine einer Probe notwendig. Wie
unter 5.2.1 beschrieben, wurden die Proteine der beiden Fraktionen zunachst SDS-
solubilisiert, Uber ein Gel entsprechend ihrem molekularen Gewicht aufgetrennt und
anschlieRend mit Trypsin verdaut. Auch wenn bei dieser etablierten Methode davon
ausgegangen werden kann, dass der tiberwiegende Teil aller Proteine auf diese Weise
massenspektrometrisch nachgewiesen werden kann [Schmidt und Urlaub 2009], wurde
die Vollstandigkeit mit einer unabhéangigen massenspektrometrischen Methode (ber-
pruft. Hierzu wurde von der Fraktion D4 eine Shotgun-Analyse durchgefihrt [Morgent-
hal et al. 2007, Reumann et al. 2007]. Bei dieser Methode wird ein zweistufiger Verdau
durchgefuhrt: Zuerst werden die Proteine mit Harnstoff denaturiert und in dieser Form
mit der Endoproteinase Lys-C verdaut. Die geringe Konzentration von Lys-C fuhrt zu
einem unvollstandigen Verdau. Daraufhin werden diese vorfragmentierten Proteine mit
Trypsin verdaut. Dieser zweistufige Verdau erhoht die Wahrscheinlichkeit des Verdaus
von Proteinen, die von Trypsin alleine nur schlecht verdaut werden. Die so fur die Mas-
senspektrometrie  vorbereiteten Proteine wurden dber eine Umkehrphasen-
Flissigkeitschromatographie (Reversed-phase liquid chromatography, RP-LC) in 1152
Fraktionen aufgetrennt. Da bei dieser Methode im Gegensatz zu der iTRAQ™-
Methode keine Auftrennung der Protein Gber ein Gel stattfindet, ist die zu erwartende
Anzahl an Proteinen, die mit dieser Methode identifiziert werden kénnen, etwa um 50%

geringer [personliche Informationen, O. Jahn]. Um das mit der iTRAQ™-Methode iden-

135



5.7 Proteom der neuronalen, endosomalen Fraktionen E5

tifizierte Proteom auf Vollstandigkeit zu Uberprifen, wurden die mit der Shotgun-
Methode identifizierten Proteine mit den identifizierten Proteinen der iTRAQ™-Methode
verglichen.

In der Shotgun-Anlayse wurden 215 Proteine identifiziert, dies entspricht 41,5% der
Proteine der iTRAQ™-Methode. Von den 215 Proteinen wurden 158 in beiden Metho-
den identifiziert und folglich wurden mit der Shotgun-Methode 57 neue Proteine identi-
fiziert. Diese neu identifizierten Proteine haben am Proteom der Fraktion D4 (alle iden-

tifizierten Proteine aus beiden Methoden) einen Anteil von 10,0%.
¥ 573

Shotgun

158

Abb. 5-11: Summe der identifizierten Proteine Uber iTRAQ™- und Shotgun-Experimente.
Dargestellt sind die Anzahl der Proteine oder Proteinisoformen, die in der Fraktion D4 mit der
iTRAQ™-Methode (hellgriin) und der Shotgun-Methode (orange) identifiziert wurden. 158 Pro-
teine wurden sowohl mit der iTRAQ™- als auch mit der Shotgun-Methode und 57 nur mit der
Shotgun-Methode identifiziert. Insgesamt umfasst das Proteom der Fraktion D4 573 Proteine
oder Proteinisoformen.

Unter den mit der Shotgun-Methode identifizierten Proteinen befanden sich keine, die
einer neuen Proteingruppe zugeordnet werden konnten, also einer Gruppe an Protei-
nen, die nicht bereits aus der Analyse mit der iTRAQ™-Methode resultierte. Darliber
hinaus befinden sich unter den neuen Proteinen keine funktionell neuen Proteine des
endosomalen, vesikularen Transports. Bei ihnen handelt es sich hingegen um weitere
Isoformen bereits mit der iTRAQ™-Methode identifizierter Proteine, sodass mit der
Shotgun-Methode keine funktionell neuen Proteine identifiziert wurden. Mit 41,5% ist
der Anteil der identifizierten Proteine im Vergleich zur iTRAQ™-Methode noch geringer
als erwartet. Diese Resultate weist sehr stark auf eine umfassende Identifizierung des

Proteoms der endosomalen, neuronalen Fraktionen mit der iTRAQ™-Methode hin.

5.7 Proteom der neuronalen, endosomalen Fraktionen E5

Die neuronale, endosomale Fraktion E5 stellt die gereinigte Fraktion mit Bestandteilen
héherer Dichte dar, in der 618 unterschiedliche Proteine oder Proteinisoformen identifi-
ziert wurden und von denen 143 (23%) verandert sind. Die identifizierten Proteine wur-
den zu vier Gruppen zusammengefasst, welche aus den weiter unten dargestellten

funktionellen Gruppen bestehen. In Abb. 5-12 sind diese Gruppen sowie deren Anteil
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an der identifizierten Gesamtproteinzahl dieser Fraktion dargestellt (siehe Anhang
Tab. A-1).

endosomaler, vesikularer Transport

Energiestoffwechsel,
Protein Ab- und Aufbau

HSP, Kinasen und Phosphatasen

sonstige neuronale, zellulére Proteine

= synaptische Vesikelproteine
H endosomale Proteine

vesikuarer Transport
Zytoskelett
4% 9% 14-3-3 Proteine
4%
Energiestoffwechsel 11%
H Proteolyse

u Transkription, Translation

u friiher sekretorischer Weg
1%

2% mHSP

% Kinasen und Phosphatasen

13%

2% 2% 3%

sonstige GTP-Interaktionsproteine
neuronales Wachstum

sonstige neuronale Proteine
Zellwachstum

Immunproteine

Abb. 5-12: Zusammensetzung der neuronalen, endosomalen Fraktion E5.

Oben: Aufteilung des Proteoms in Proteine des endosomalen, vesikularen Transports und Pro-
teine, die nicht direkt an diesem beteiligt sind. Unten: Anteil einer Proteingruppe an der Ge-
samtproteinzahl der Fraktion. Dargestellt sind alle Proteingruppen mit einem Anteil von mehr als
1%.

Anhand der Proteinzusammensetzung der Fraktion kann auf deren Reinheit geschlos-
sen werden. Diese Fraktion scheint frei von Kontaminationen des Golgi-Apparats sowie
des trans-Golgi-Netzwerks zu sein, da keine Strukturproteine dieser Organellen gefun-
den wurden. Proteine, die diesen Kompartimenten zugeordnet werden kdnnen, sind
Bestandteile von Transportvesikeln, die mit dem Golgi-Apparat oder dem trans-Golgi-
Netzwerk assoziiert sind (wie z. B. COP bzw. AP-1). Proteine, die am vesikularen
Transport zwischen dem endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat betei-
ligt sind (Proteingruppe: friiher sekretorischer Weg), stellen 4% aller identifizierten Pro-
teine dar. Den gré3ten Anteil haben mit 33% transkriptorische und translatorische Pro-
teine. Von Proteomanalysen von clathrinumhillten Vesikeln (CCV) ist bekannt, dass
diese Proteine in gereinigten CCV-Fraktionen zu finden sind [McPherson 2010]. Auf-
grund der &hnlichen GroRe und Masse von RNA-Granulas haben Blondeau et al. pos-

tuliert, dass diese Strukturen mit CCVs kofraktionieren [Blondeau et al. 2004].
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Eine weitere Gruppe von Proteinen, die nicht unmittelbar am endosomalen oder vesi-
kularen Recycling beteiligt ist, stellen die Proteine des Energiestoffwechsels dar, zu
denen vor allem metabolische Enzyme und mitochondriale Proteine gehorten. Sie ha-
ben einen Anteil von 13% an der Fraktion E5. Aufgrund des sehr aktiven vesikularen
Transports und Recyclings in der Prasynapse besitzen sie eine hohe Mitochondrien-
dichte, welche die bendtigte Energie zur Verfiigung stellt [Zuber et al. 2005]. Einige
metabolische Enzyme wie Aldolasen [Lu et al. 2001] und Phosphofruktokinasen [Su et
al. 2003] interagieren direkt mit der V-Typ-ATPase, die fur die Azidifizierung von sy-
napischen Vesikeln und Endosomen notwendig ist. Eine Kofraktionierung dieser Prote-
ine mit gereinigten CCVs ist bekannt [McPherson 2010] und kann in dieser Fraktion auf
deren vermehrtes Auftreten und deren teilweise Interaktion mit endosomalen und vesi-
kularen Kompartimenten zurtickgeftihrt werden.

1% der identifizierten Proteine wurden der Proteingruppe Proteolyse zugeordnet, von
denen keines verandert war.

Insgesamt betragt der Anteil der Proteine des friihen sekretorischen Wegs, der tran-
skriptorischen und translatorischen Proteine, sowie der Proteine der Proteolyse 51%
von allen identifizierten Proteinen dieser Fraktion. Sie wurden, wie in Abb. 5-12 zu se-

hen ist, zur Gruppe ,Energiestoffwechsel, Proteinab- und Aufbau® zusammengefasst.

Die Proteine, die moglicherweise indirekt am endosomalen und vesikuléren Transport
beteiligt sein kdnnten, sind sonstige neuronale, zellulare Proteine sowie Hitzeschock-
proteine (Heat Shock Proteins, HSP), Kinasen und Phosphatasen. Ihr Anteil an der
Gesamtproteinzahl betragt 14% bzw. 4%. Hierzu gehoéren die folgenden Proteingrup-
pen:

Kinasen stellen 2% der Proteine der Fraktion E5 dar. Die Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von Phosphoinositiden spielen eine zentrale Rolle in der Reifung
von Endosomen. So ist die spezifische Phosphoinositolzusammensetzung ein Charak-
teristikum einer endosomale Population [Huotari und Helenius 2011]. AuBerdem wer-
den viele Proteine, die am vesikularen Transport beteiligt sind, Uber Kinasen reguliert.
Die verschiedenen Klassen von Hitzeschockproteinen unterscheiden sich sowohl in
ihrer Struktur als auch ihrer Funktion. So fungieren einige von ihnen als Chaperone
und wieder andere, wie HSP 70, sind am Uncoating der Clathrinhdlle beteiligt. Ihr An-
teil an der Gesamtproteinzahl betragt 2%.

Weitere Proteingruppen sind sonstige GTP-Interaktionsproteine, neuronale Wachs-
tumsproteine, sonstige neuronale Proteine, Proteine des Zellwachstums und Immun-

proteine. Sie sind mit 4%, 3%, 3%, 2% bzw. 2% vertreten.
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Proteine, die am endosomalen, vesikuldren Transport beteiligt sind, stellen 30% aller
Proteine dieser Fraktion dar. Den Hauptanteil hieran bilden Proteine des Zytoskelettes,
synaptischer Vesikel, des vesikularen Transports und 14-3-3-Proteine mit 11%, 9%,
4% und 1%. Das Zytoskelett spielt eine zentrale Rolle fir den vesikularen Transport:
Vesikel und insbesondere synaptische Vesikel von Pools, die nicht unmittelbar exozy-
tiert werden, sind mit dem Zytoskelett verankert. Diese Proteine wie a- und 3-Tubulin
sowie Aktin wurden in Proteinanalysen von CCVs nachgewiesen [Blondeau et al.
2004]. Nach dem Vergleich aller identifizierter Proteine mit der Proteomanalyse synap-
tischer Vesikel von Takamori et al. konnten 51 Proteine synaptischer Vesikel identifi-
Ziert werden [Takamori et al. 2006]. 3% sind GTP-Interaktionsproteine (GTPasen oder
am GTP-Austausch beteiligte Proteine) und ein Anteil von weniger als 1% sind Kanal-
proteine des Na'/K*-Transports sowie des Transports von Neurotransmittern. Mitglie-
der dieser Proteingruppe spielen eine zentrale Rolle in der Aufnahme von Neurotrans-
mittern in synaptische Vesikel und konnten im Proteom von CCVs bzw. synaptischen
Vesikeln nachgewiesen werden.

Endosomale Proteine, denen auch Proteine des spéaten endolysosomalen Sortie-
rungsweges zugeordnet wurden, stellen 4% aller Proteine dar. Sowohl das Proteom
von CCVs [Blondeau et al. 2004] als auch von synaptischen Vesikeln [Takamori et al.
2006] zeigte keine signifikante Kofraktionierung von endosomalen Proteinen.

In Proteomanalysen von clathrinumhuliten Vesikeln und synaptischen Vesikeln war der
Anteil endosomaler Proteine so gering, dass sie als Kontamination angesehen wurden.
In der Fraktion E5 wurden 4% des Proteoms Proteinen des endosomalen Sortierungs-
wegs zugeordnet und diese werden folglich als ein Bestandteil dieser Fraktion angese-
hen. Ferner konnte eine Vielzahl synaptischer Vesikelproteine eindeutig hachgewiesen
werden. Neben dem Hinweis der biochemischen Ergebnisse bestatigen auch die Mas-
senspektrometrieergebnisse die hohe Anreicherung einer neuronalen, endosomalen
Fraktion. Der mit 52% scheinbar hohe Anteil an Proteinen, die nicht direkt am neurona-
len, endosomalen Vesikelrecycling beteiligt sind, ist dadurch erklarbar, dass Organel-
len wie Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum und der Golgi-Apparat eine
wesentlich komplexere Proteinzusammensetzung aufweisen als Organellen des endo-
somalen, vesikularen Transports. Einige wenige kontaminierende Organellen fiihren
daher zu einer Vielzahl von unterschiedlichen Proteinen. In der Fraktion E5 wurden
aul3er Proteinen des endosomalen Sortierungsweges keine Proteingruppen identifi-
ziert, die nicht auch in Proteomanalysen von CCVs, und zum Teil von synaptischen
Vesikeln, gefunden wurden. Da in erster Linie die Veranderungen, die durch die

AP-1/01B-Defizienz am endosomalen, vesikuldaren Transportweg hervorgerufen wer-
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den, in dieser Fraktion differentiell bestimmt werden sollten, wurde von weiteren Reini-
gungsschritten zur Erh6hung des Anteils von Proteinen dieses Transportweges abge-
sehen. Darliber hinaus bietet sich die Mdglichkeit, den Einfluss der AP-1/01B-Defizienz
auf Proteingruppen (wie z. B. transkriptorischer und translatorischer Proteine) zu unter-
suchen, die nicht direkt am neuronalen, endosomalen und vesikularen Sortierungsweg
beteiligt sind. Anhand der iTRAQ™-Signale wurden alle Proteine dieser Fraktion auf

differentielle Veranderungen hin untersucht.

5.7.1 Veradnderungen von nicht endosomalen oder SV-Proteinen

Proteine der Gruppe des Energiestoffwechsels, Protein Ab- und Aufbau, welche ver-
mutlich nicht direkt am neuronalen, endosomalen Recycling beteiligt sind, machen 51%
der Fraktion E5 aus. Mit Hilfe der oben beschriebenen Auswertung der iTRAQ™-
Signale wurden differentielle Unterschiede der Proteinmengen bestimmt. Insgesamt
sind 21% dieser Proteine differentiell verandert.

Von den transkriptorischen und translatorischen Proteinen sind 27% differentiell veran-
dert. In Abb. A-1 (siehe Anhang) ist die differentielle Abweichung jedes Proteins darge-
stellt. Es ist zu erkennen, dass die AP-1/g1B-Defizienz eine Erh6hung der Proteinmen-
ge von den meisten dieser veranderten Proteine hervorruft. Die Betrachtung aller ribo-
somalen Proteine zeigt, dass von ihnen mit 39% ein deutlich héherer Anteil verandert
ist und die Proteinmenge von allen erhéht ist. Die Erhéhung dieser Proteine deutet auf
eine gesteigerte Proteinbiosynthese in defizienten Neuronen hin.

Von den Proteinen des frilhen sekretorischen Weges sind 4% verandert. Dies bestatigt
die biochemischen Ergebnisse, in denen keine grundlegenden Veranderungen des
Golgi-Apparates zu erkennen waren.

Von der Proteingruppe des Energiestoffwechsels sind 15% differentiell veréndert und
tendenziell sind die Proteinmengen differentiell leicht reduziert. Untersuchungen hin-
sichtlich des synaptischen Vesikelrecyclings in hippocampalen Neuronen haben ge-
zeigt, dass die AP-1/01B-Defizienz das synaptische Vesikelrecycling negativ beein-
trachtigt. Moglicherweise ruft dies in der Folge eine Reduzierung des Energiestoff-
wechsels hervor.

Fur die proteolytischen Proteine sind keine Verdnderungen zu erkennen, was darauf
hinweist, dass die AP-1/01B-Defizienz in dieser Fraktion keinen erhdhten zytoplasma-

tischen Proteinabbau hervorruft.

Von den Proteinen, die moglicherweise am endosomalen, vesikuldren Transport betei-

ligt sein kdnnten, sind von den Hitzeschockproteinen, Kinasen und Phosphatasen 28%
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und von den Proteinen des Energiestoffwechsels, Protein Ab- und Aufbau 18% veran-
dert.

Mitglieder der Proteingruppe der Hitzeschockproteine, Kinasen und Phosphatasen sind
in der Tendenz reduziert. Von den veranderten Proteinen sind alle, bis auf eines, redu-
ziert. Proteine dieser Gruppe sind an einer Vielzahl von Transport- und Signalwegen
beteiligt, sodass die Ursache fiir diese Veranderung in der Reduktion dieser Wege so-
wie der Reduktion des Energiestoffwechsels liegen kénnte.

Mit 8% ist der Anteil der verdanderten sonstigen GTP-Interaktionsproteine gering, was
darauf hinweist, dass die AP-1/01B-Defizienz keine signifikanten Veranderungen fir
Mitglieder dieser Gruppe hervorruft.

Von den Mitgliedern der Proteingruppe neuronales Wachstum sind 39% veréndert, von
denen mit Ausnahme eines Proteins alle reduziert sind. Daruber hinaus ist fur die tbri-
gen Proteine ebenfalls eine tendenzielle Reduktion zu erkennen. Die Ausbildung neuer
Synpasen sowie deren Starke sind mit der Reiziibertragungsintensitat von Neuronen
verknipft [Cline und Haas 2008]. Ein beeintrachtigtes synaptisches Vesikelrecycling
kénnte demzufolge einen Einfluss auf das Wachstum und somit auf dessen regulatori-
sche Proteine haben. Die in dieser Fraktion beobachtete differentielle Reduktion der
identifizierten neuronalen Wachstumsproteine konnte in der Tat auf eine reduzierte
neuronale Plastizitat hindeuten.

Auch sonstige neuronale Proteine sind tendenziell reduziert, wobei insgesamt 20%
verandert sind. Deren Reduktion kénnte auf eine negative Beeinflussung der neurona-
len Plastizitat hindeuten. So ist beispielsweise Hippocalcin am Recycling von AMPAR-
Rezeptoren beteiligt, interagiert mit AP-2/B2 und ist im Hippocampus lokalisiert [Palmer
et al. 2005].

Von Proteinen des Zellwachstums sind 10% und von den Immunproteinen 20% veran-
dert. FUr beide Gruppen ist keine tendenzielle Veranderung zu erkennen. In Abb. 5-13
sind die Anzahl der identifizierten Proteine dieser Gruppen sowie der Anteil der veran-
derten Proteine dargestellt.
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Abb. 5-13: Proteingruppen der Fraktion E5, die nicht direkt am neuronalen, endosomalen
Recycling beteiligt sind.

Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Mitglieder einer Proteingruppe sowie der prozentuale An-
teil veranderter Proteine .

5.7.2 Verdnderungen von endosomalen oder SV-Proteinen

Von der Fraktion E5 konnten 30% der identifizierten Proteine dem endosomalen, vesi-
kularen Transport zugeordnet werden. Zur Charakterisierung des mdoglichen spezifi-
schen Einflusses der AP-1/01B-Defizienz auf einen Recyclingweg oder ein neuronales
Kompartiment wurden diese in folgende funktionelle Gruppen eingeteilt:
¢ Synaptische Vesikelproteine
¢ Proteine des vesikularen Transports
— synaptischer Vesikeltransport
— Endo- und Exozytose synaptischer Vesikel
— CCV/AP-1/2/3-uncoating
— endosomales synaptisches Vesikelrecycling
- V-ATPase
— 14-3-3-Proteine
e Kleine GTPasen und verwandte Proteine
e Zytoskelett
Da viele der identifizierten Proteine funktionell nicht ausschlie3lich einer dieser Grup-
pen zugeordnet werden konnten, sind sie in mehrere Gruppen aufgenommen worden.
Dem Proteom synaptischer Vesikel konnten 51 Proteine der Fraktion E5 zugeordnet
werden [Takamori et al. 2006]. Von ihnen sind 31% verandert und alle bis auf ein Pro-
tein reduziert. Insgesamt ist zu erkennen, dass die Proteine synaptischer Vesikel auch
tendenziell differentiell reduziert sind. Dies bestatigt die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen, in denen in defizienten Neuronen weniger synaptische Vesikel identifiziert
wurden. Reduziert sind Proteine der V-ATPase, welche fir die Azidifizierung synapti-

scher Vesikel notwendig sind, und die Proteine Arf 1 sowie Arf-GAP 1, welche bei-
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spielsweise an der AP-1-Membranrekrutierung beteiligt sind. AuRerdem sind Rab 3a,
b, c und Rabconnectin 3 reduziert, welche an der Exocytose synaptischer Vesikel be-
teiligt sind. Die Reduktion von Proteinen, die sowohl an der Entstehung als auch der
Exocytose beteiligt sind, sind eine Bestatigung des beobachteten beeintréchtigten sy-
naptischen Vesikelrecyclings und stellt einen weiteren biochemischen Hinweis auf ein
verringerte Zahl synaptischer Vesikel dar. Dartiber hinaus sind die Untereinheiten der
CaMK-II (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1l) a und & verandert.
CaMK-II spielt bei der Langzeit-Potenzierung des Hippocampus eine wichtige Rolle
und ist an der Ausbildung des raumlichen Gedachtnisses beteiligt [Pastalkova et al.
2006]. Dies kdnnte mdglicherweise ein molekularer Hinweis fir die Ursache des Pha-
notyps AP-1/c1B-defizienter Mause sein, die ein beeintrachtigtes raumliches Gedacht-

nis aufweisen.

97 Proteine des vesikularen Transports wurden identifiziert und von ihnen sind 38%
verandert. Die Mehrheit von ihnen ist reduziert. Tendenziell sind alle Proteine des vesi-
kularen Transports reduziert. lhre Zusammensetzung weist darauf hin, dass es sich bei
diesen Vesikeln vornehmlich um synaptische Vesikel handelt. Um festzustellen, ob die
AP-1/01B-Defizienz auf einen bestimmten Teil, z. B. die Endo- oder die Exozytose,
einen spezifischen Einfluss hat, wurden diese Proteine in die oben genannten Gruppen
unterteilt. Von Proteinen der Endozytose, der Exozytose und Proteinen, die am Trans-
port synaptischer Vesikel beteiligt sind, sind 30%, 25% bzw. 26% verandert und diese
alle reduziert. Dies weist nicht auf einen spezifischen Einfluss der Defizienz hin, son-
dern zeigt, dass sie vermutlich eine Beeintrdchtigung des gesamten SV-Recyclings
hervorruft. Von Proteinen, die der Bildung und dem Uncoating von clathrinumhillten
Vesikeln zugeordnet wurden, sind 36% verandert. Diese sind alle reduziert, was einen
weiteren Hinweis auf einen Defekt im Verlauf der Endocytose synaptischer Vesikel
darstellt. Darliber hinaus deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass das vermehrte Auf-
treten von clathrinumhiillten Strukturen durch einen Uncoating-Defekt hervorgerufen
werden konnte, was die elektronenmikroskopischen Beobachtungen unterstiitzt.

Dem endosomalen Recycling wurden 4% aller Proteine dieser Fraktion zugeordnet.
Die gemeinsame Identifikation von Proteinen des Recyclings von synaptischen Vesi-
keln sowie von Proteinen friilher Endosomen deutet auf eine Beteiligung von frilhen
endosomalen Strukturen am Recycling von synaptischen Vesikeln hin. Von Proteinen,
die an diesem Recyclingweg beteiligt sein kdnnten, sind 34% verandert und diese re-
duziert. Bei ihnen handelt es sich jedoch nicht um Proteine friiher Endosomen, sondern
um solche, die am endosomalen vesikularen Transport beteiligt sein kdnnten. Die iden-

tifizierten Proteine friher Endosomen, EEA 1 und Rab 5 (a, ¢), sind nicht signifikant
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verdndert. Dies steht beziglich EEA 1 im Widerspruch zu den Western-Blot-
Quantifizierungen dieser Fraktion (vgl. 4.3.1) und kdnnte moglicherweise auf einen
unvollstandigen Verdau oder eine in der iTRAQ™-Quantifizierung zu gering bestimmte
differentielle Veranderung von EEA 1 zuriickzufihren sein (vgl. 5.9). Mdglicherweise
stellen frihe Endosomen an dieser Fraktion nicht den Hauptanteil aller endosomalen
Populationen dar, was darauf hinweisen kdnnte, dass in dieser Fraktion weitere ver-
wandte Kompartimente, wie beispielsweise spate Endosomen oder vielleicht auch
Dense-Core-Vesicles (DSC), vorhanden sind. Eine geringe EEA 1-Menge wirde die
Quantifizierung von derem differentiellen Unterschied durch die iTRAQ™-Methode
erschweren.

Von der V-ATPase, die fur die Azidifizierung von synaptischen Vesikeln und Endoso-
men notwendig ist, wurden acht Untereinheiten der V1- und zwei der VO-Domane ge-
funden. 50% dieser Untereinheiten sind verandert und sind im Mittel reduziert. Fur das
Recycling synaptischer Vesikel ist deren schnelle Azidifizierung essentiell [Budzinski et
al. 2011]. Da im Mittel pro synaptischem Vesikel nur ein bis zwei V-ATPasen vorhan-
den sind [Takamori et al. 2006], ware durch deren Reduktion auf synaptischen Vesi-
keln ein deutlicherer Einfluss zu erwarten. Die Reduktion der V-ATPase konnte ein
Hinweis auf eine der Ursachen des beeintrachtigten synaptischen Vesikelrecyclings in
hippocampalen Neuronen sein.

Die Isoformen von 14-3-3-Proteinen, die in dieser Fraktion identifiziert wurden, sind alle
verandert, jedoch konnten die Veranderungen von zwei Isoformen nicht durch die Kon-
trollen bestatigt werden. Bis auf 14-3-3 /a sind alle reduziert. Fir diese Proteingruppe
wurde eine Vielzahl von regulatorischen Funktion beschrieben, u. a. spielen sie eine
entscheidende Rolle in neurodegenerativer Krankheiten [Sluchanko und Gusev 2010]
und es konnte eine Beteiligung am synaptischen Vesikelrecycling gezeigt werden
[Deery et al. 2009]. Deren lberwiegende Reduktion stellt einen Hinweis auf deren Be-
teiligung am synaptischen Vesikelrecycling dar, an dem der AP-1/ag1B-Komplex betei-

ligt ist.

Von kleinen GTPasen und verwandten Proteinen sind 18% verandert. Im Mittel sind die
Proteine dieser Gruppe reduziert. Eine negative Veranderung ist fur die an der Exozy-
tose synaptischer Vesikel beteiligten Proteine Rab 3 (a, b, ¢) und Rab 10 zu erkennen
und stellt einen weiteren Hinweis des Einflusses der AP-1/01B-Defizienz auf das sy-

naptische Vesikelrecycling dar.

In der Elektronenmikroskopie sowie durch biochemische Untersuchungen wurde eine
Veradnderung des spéaten endosomalen Abbauweges festgestellt. Lediglich 12% der

Proteine, die diesem und weiteren Proteinabbauwegen zugeordnet werden kénnen,
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sind verandert. Dies weist neben den biochemischen Ergebnissen darauf hin, dass es
in der Fraktion E5 zu keiner grundlegenden differentiellen Veranderung dieses Protein-

sortierungsweges kommit.

Der Transport und das Recycling synaptischer Vesikel findet unter der Beteiligung des
Zytoskelettes statt. Synaptische Vesikel, die nicht unmittelbar fur die Exocytose vorge-
sehen sind, befinden sich in Speicherpools, in denen die synaptsichen Vesikel mit dem
Zytoskelett verankert sind. Proteine des Zytoskeletts wurden in zwei Gruppen unterteilt,
Proteine des Neurofilaments und von Mikrotubuli. Von ersteren sind 19% und von letz-
teren sind 52% der Proteine verandert. Eine einheitliche Hoch- oder Runterregulation
ist nicht zu erkennen. Auffallig ist, dass Aktin- und Tubulinproteine durchweg reduziert
sind. In Proteomanalysen von CCVs [Blondeau et al. 2004] und synaptischen Vesikeln
[Takamori et al. 2006] wurden sowohl Aktine als auch Tubuline identifiziert und als Be-
standteil der entsprechenden Vesikel betrachtet. Wahrend des Recyclings synaptischer
Vesikel interagieren diese mit dem Zytoskelett und synaptische Vesikel, die nach ihrer
Endozytose nicht wieder direkt exozytiert werden, verbleiben mit dem Aktinzytoskelett
verankert. Die in dieser Fraktion beobachtete Reduktion von Aktin- und Tubulinprotei-
nen konnte auf eine verringerte Anzahl synptischer Vesikel zurlickzuflihren sein, da
durch die Reduktion letzterer die Anzahl an Zytoskelettproteinen reduziert wirde, die
sich auf ihnen befinden. Darliber hinaus ist auch eine héhere Mobilitat von SV mdglich,
was fur die Fraktion D4 spater noch ausfihrlich diskutiert wird (vgl. 5.8.2). Die Redukti-
on der Aktin- und Tubulinproteine kdnnte darlber hinaus auch durch eine geringere
Anzahl von nicht filamentdsen Zytoskelettproteinen hervorgerufen werden, was auf
eine Reduktion des Zytoskeletts hindeuten kénnte. Filamentdse Proteine des Zytoskel-
tes, die nicht mit Organellen und Vesikeln verbunden sind, kénnen in dieser Fraktion
als Kontamination angesehen werden, da der Hauptbestandteil des Zytoskeletts in
vorangegangenen Fraktionierungsschritten abgetrennt wurde. Bei einer Reduktion des
Zytoskeletts ware jedoch vermutlich ein deutlich ausgepragterer Phanotyp zu erwarten,
da dieses eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl von Transportwegen spielt.

Folglich unterstiitzt die Reduktion von Aktin- und Tubulinproteinen die Beobachtungen
einer verringerten Anzahl synaptischer Vesikel. In Abb. 5-14 sind alle Proteingruppen
und der Anteil an veranderten Proteinen dargestellt, die vermutlich direkt am neurona-

len, endosomalen Recycling beteiligt sind.
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Abb. 5-14: Proteingruppen der Fraktion E5, die mdglicherweise direkt am neuronalen,
endosomalen Recycling beteiligt sind.

Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Mitglieder einer Proteingruppe sowie der prozentuale An-
teil veranderter Proteine [J.

In der Fraktion E5 ist durch die AP-1/c1B-Defizienz eine Reduktion der Gberwiegenden
Zahl von veranderten Proteinen zu erkennen. Die Reduktion von Proteinen, die auf
synaptischen Vesikeln lokalisiert und die am synaptischen Vesikelrecycling beteiligt
sind, bestatigt die Beobachtungen eines beeintrachtigten synaptischen Vesikelrecyc-
lings. Im Gegensatz zu Proteomanalysen von CCVs und synaptischen Vesikeln wur-
den frihe endosomale Proteine identifiziert, von denen die des endosomalen Trans-
ports zum Teil veréandert sind. Dies ist ein Hinweis auf eine Beteiligung endosomaler
Strukturen am synaptischen Vesikelrecycling. Die Erh6hung von transkriptorischen und
translatorischen Proteinen konnte eine Antwort auf die zelluldre Stresssituation sein,

die durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufen wird.

5.8 Proteom der neuronalen, endosomalen Fraktionen D4

Die neuronale, endosomale Fraktion D4 ist aus der Reinigung der Fraktion D hervor-
gegangen und besteht im Vergleich zur Fraktion E5 aus Bestandteilen geringerer Dich-
te. Sie setzt sich aus 516 Proteinen oder Proteinisoformen zusammen, von denen 111
(22%) verandert sind. Analog zur Fraktion E5 wurden die identifizierten Proteine zu vier
Gruppen, die sich aus den darunter dargestellten funktionellen Gruppen zusammen-
setzen, zusammengefasst. In Abb. 5-15 sind diese funktionellen Gruppen sowie deren
Anteil an der identifizierten Gesamtproteinzahl dieser Fraktion dargestellt (siehe auch
Anhang Tab. A-1).
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Abb. 5-15: Zusammensetzung der neuronalen, endosomalen Fraktion D4.

Oben: Aufteilung des Proteoms in Proteine des endosomeln, vesikularen Transports und Prote-
ine, die nicht direkt an diesem beteiligt sind. Unten: Anteil einer Proteingruppe an der Gesamt-
proteinzahl der Fraktion. Dargestellt sind alle Proteingruppen mit einem Anteil von mehr als 1%.
In der Fraktion D4 wurden im Vergleich zur Fraktion E5 keine neuen Proteingruppen
identifiziert. Proteine, die als Kontamination angesehen werden kdnnen, wie Proteine
des frihen sekretorischen Weges, sind in beiden Fraktionen in derselben GréRenor-
dung vertreten. Mit 10% ist der Anteil von transkriptorischen und translatorischen Pro-
teinen deutlich geringer. Deutliche Unterschiede sind fir die Anteile von Proteinen sy-
naptischer Vesikel und dem Zytoskelett vorhanden: lhr Anteil ist mit 21% bzw. 20%
deutlich hoher als in der Fraktion E5. Der hthere Anteil von synaptischen Vesikelprote-
inen sowie Proteinen des Zytoskeletts und der deutlich geringere Anteil von transkripto-
rischen und translatorischen Proteinen weist im Vergleich zur Fraktion E5 auf eine rei-
nere neuronale, endosomale Fraktion hin.

Mit 47% in dieser Fraktion gegen 30% in der Fraktion E5 ist der Anteil von Proteinen
des endosomalen, vesikularen Transports deutlich héher. Wie unter 5.2.1.2 beschrie-
ben, sind synaptische Vesikel mit dem Zytoskelett verankert, worauf der héhere Anteil
an Proteinen des Zytoskeletts im Vergleich zur Fraktion E5 zurtickgefuhrt werden
konnte.

Analog zur Fraktion E5 wurden die Proteine zu Gruppen zusammengefasst und diese

anhand der iTRAQ™-Signale auf differentielle Veranderungen hin untersucht.
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5.8.1 Veradnderungen von nicht endosomalen oder SV-Proteinen

32% der Proteine dieser Fraktion sind vermutlich nicht direkt am neuronalen, endoso-
malen Recycling beteiligt und wurden der Gruppe des Energiestoffwechsels, Protein
Ab- und Aufbau, zugeordnet von denen insgesamt 20% verandert sind. Von den Prote-
inen der Untergruppe des Energiestoffwechsels sind 10% verandert und deren Pro-
teinmenge ist differentiell erhéht. Insgesamt kann flr diese Proteingruppe keine Veran-
derung festgestellt werden.

Von transkriptorischen und translatorischen Proteinen sind 29% verandert und deren
Proteinmenge ist differentiell erhdht. Wie bereits in der Fraktion E5 zu erkennen war,
sind vor allem ribosomale Proteine verandert, was die Hypothese einer gesteigerten
Proteinbiosynthese in defizienten Neuronen untermauert.

Die Veranderungen von Proteinen des friihen sekretorischen Weges sind gleichmafig
um den Mittelwert verteilt und von dieser Gruppe sind 19% verdndert. Dies ist eine
zusatzliche Bestéatigung der biochemischen Ergebnisse, dass die AP-1/01B-Defizienz
zu keinen strukturellen Veranderungen dieser Organellen fihrt.

Proteine der Proteolyse sind zu 67% differentiell verandert und erhdht. Auch die Gbri-
gen Proteine dieser Gruppe sind tendenziell erhdht. Dieser Anstieg kdnnte einen Hin-
weis auf den erhdhten Abbau mdglicherweise fehlsortierter Proteine sein.

Proteine der Gruppen sonstige neuronale, zellulare Proteine und Hitzeschockproteine,
Kinasen und Phosphatasen beinhalten die funktionellen Gruppen an Proteinen, die
moglicherweise indirekt am endosomalen und vesikuldren Transport beteiligt sein
kénnten. Im Gegensatz zur Fraktion E5 wurden sie um die Gruppe sonstige Kanal- und
Transportproteine erweitert, da ihr Anteil an der Gesamtproteinzahl Gber 1% liegt.

Von Hitzeschockproteinen, Kinasen und Phosphatasen sind 18% verandert. Es handelt
sich hierbei um HSP 90c. und HSP 90, von denen beide erhdht sind. Insgesamt ist fur
diese Proteingruppe tendenziell keine Veranderung zu erkennen.

Neben den Kanal- und Transportproteinen, die direkt am synaptischen Vesikelrecycling
beteiligt sind, wurden Untereinheiten von ATP-verbrauchenden Na'/K*-Pumpen, anio-
nenselektive mitochondriale Kanalproteine und ATP-Synthasen identifiziert. Von ihnen
sind 23% verandert, jedoch ist keine Tendenz der Veranderung zu erkennen.

Sonstige GTP-Interaktionsproteine sind nur zu einem geringen Anteil von 10% veran-
dert, was darauf hinweist, dass die AP-1/01B-Defizienz auch in dieser Fraktion keine
signifikanten Ver&dnderungen fir Mitglieder dieser Gruppe hervorruft.

Von Proteinen, die an der Regulation des neuronalen Wachstums beteiligt sind, sind

14% verandert. Es wurden insgesamt lediglich 14 Proteine dieser Gruppe identifiziert,
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sodass aufgrund dieser geringen Zahl nicht zwangslaufig auf das neuronale Wachstum
im Ganzen geschlossen werden kann.

27% der sonstigen neuronalen Proteine sind verandert. Von ihnen weisen die Myelin-
proteine die grofdten Veranderungen auf. Myelin ist ein sehr haufiges Protein des Ge-
hirns und umgibt die axonalen Bereiche. 67% der identifizierten Proteine sind verandert
und insgesamt sind diese differentiell reduziert. Dies deutet neben den neuronalen
Veranderungen auch auf Veranderungen in Gliazellen hin. In Proteomanalysen von
CCVs wurden ebenfalls Myelinproteine gefunden [Blondeau et al. 2004], welche als
Kontamination eingestuft wurden. Die differentielle Bestimmung der Proteinmenge wa-
re in diesem Fall nicht zwangslaufig aussagekraftig.

Von den Zellwachstumsproteinen sind 13% und von den Immunproteinen sind keine
verandert. Fur beide Proteingruppen ist keine Tendenz der Veranderung zu erkennen.
Insgesamt betragt ihr Anteil an der Fraktion D4 2% und sie kénnen daher als Kontami-
nation betrachtet werden.

In Abb. 5-16 sind die Anzahl und der Anteil der veranderten nicht endosomalen oder

synaptischen Vesikelproteine dargestellt.
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Abb. 5-16: Proteingruppen der Fraktion D4, die nicht direkt am neuronalen, endosomalen
Recycling beteiligt sind.

Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Mitglieder einer Proteingruppe sowie der prozentuale An-
teil veranderter Proteine .

5.8.2 Verédnderungen von endosomalen oder SV-Proteinen

47% der identifizierten Proteine der Fraktion D4 sind am endosomalen, vesikularen
Transport beteiligt. Um den Einfluss der AP-1/01B-Defizienz zu charakterisieren, wurde
analog zur Fraktion E5 eine Einteilung in funktionelle Gruppen vorgenommen. Da viele
der identifizierten Proteine funktionell nicht ausschlieZlich einer dieser Gruppen zuge-
ordnet werden konnten, sind sie in mehrere Gruppen aufgenommen worden.

Das Proteom dieser Fraktion wurde mit dem von synaptischen Vesikeln verglichen

[Takamori et al. 2006]. Von den 105 Proteinen, die Takamori et al. dem SV Proteom
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zugeordnet haben, wurden 88 Proteine auch in der D4 Fraktion identifiziert. Proteine,
die von Takamori et al. als Bestandteil synaptischer Vesikel angesehen wurden und die
nach neueren Erkenntnissen diesen wahrscheinlich nicht zugeordnet werden kdnnen,
sind hier nicht als Proteine synaptischer Vesikel gewertet worden [Tribl et al. 2008,
Pavlos und Jahn 2010, Volknandt und Karas 2012]. Der Anteil an veranderten Protei-
nen liegt bei 42%, von denen, bis auf drei, alle reduziert sind. Dies ist eine weitere Be-
statigung des beeintrachtigen synaptischen Vesikelrecyclings sowie der beobachteten
Reduktion von synaptischen Vesikeln. Neben der V-ATPase sind vor allem Proteine,
die die Exozytose synaptischer Vesikel vermitteln, wie Synaptotagmin 1, 2 und 12, und
solche, die an der Auffullung mit Neurotransmittern beteiligt sind, wie VGlut 1 und dem
GABA-Transporter, reduziert. Diese Veranderungen deuten darauf hin, dass in dieser
neuronalen Fraktion in erster Linie Kompartimente des synaptischen Vesikelrecyclings
verandert sind. Die nicht signifikanten Erhéhungen von Dynamin und dem Endophilin-
3-interagierenden Protein (SGIP1) sowie die signifikante Erhéhung von AP-2 deuten
alle auf Verzogerungen im endozytotischen Weg hin. Neben den iTRAQ™-
Ergebnissen weisen das vermehrte Auftreten von clathrinumhiliten Strukturen sowie
die erhodhte Zahl endosomaler Strukturen auf einen Recyclingdefekt in AP-1/01B-
defizienten Neuronen hin.
Um einen mdglicherweise spezifischen Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf einen Teil
des synaptischen Vesikelrecyclings zu bestimmen, wurden die Proteine des vesikula-
ren Transports folgenden Gruppen zugewiesen:

— synaptischer Vesikeltransport

— Endozytose synaptischer Vesikel

— CCV/AP-1/2/3-uncoating

— endosomales synaptisches Vesikelrecycling

— V-ATPase

— Exozytose synaptischer Vesikel

— 14-3-3-Proteine
Insgesamt wurden 100 Proteine identifiziert, die dem vesikularen Transport zugeordnet

werden konnten. VVon ihnen sind 36 % verandert und sie sind im Mittel reduziert.

Von Proteinen des synaptischen vesikularen Transports sind 45% verandert. Der
Uberwiegende Teil (82%) von ihnen ist reduziert.

Proteine der Endozytose sind zu 28% verandert. Fur diese Proteingruppe ist insgesamt
keine einheitliche Tendenz einer Veranderung zu erkennen. Wie oben bereits erwahnt,
liefern die Ergebnisse einen Hinweis auf eine gesteigerte AP-2 vermittelte Endozytose.

An die Endozytose clathrinumiullter Vesikel schliel3t sich deren Abstreifung der Hiille
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(uncoating) an, woran die hier identifizierten Proteine Hsc 70 und Auxilin beteiligt sind.
Fur beide Proteine ist eine Reduktion zu erkennen, wobei sie aber nur fur Auxilin signi-
fikant ist. Die in der Elektronenmikroskopie beobachtete erhéhte Anzahl clathrinumhll-
ter Strukturen konnte folglich auf ein beeintrdchtigtes uncoating dieser Strukturen in
defizienten Neuronen zuriickzufihren sein.

An die Endozytose synaptischer Vesikel und die Wiederherstellung ihrer Membranpro-
teinzusammensetzung schlielt sich die Wiederbeladung mit Neurotransmittern an.
Glyvuk et al. konnten eine endosomale Beteiligung hieran, zumindest fir bestimmt sy-
naptische Vesikel-Pools, zeigen. 3% der Proteine dieser Fraktion sind endosomale
Proteine. Zusammen mit denen, die an einem endosomalen vesikularen Recycling
beteiligt sein kénnten, stellen sie 7% des Proteoms dar, von denen 47% verandert
sind. Insgesamt ist eine Reduktion dieser Proteine zu erkennen, welche tberwiegend
von Proteinen des vesikularen Transports hervorgerufen wird. Es wurden vier Proteine
identifiziert, die auf fruhen endosomalen Sturkuren lokalisiert sind. Hierbei handelt es
sich um Rab 4, Rab 5, Rab 31 und EEA 1. Wahrend die Proteinmengen von Rab 5,
Rab 31 signifikant und die von Rab 4 nicht signifikant reduziert sind, ist der friihe endo-
somale Marker EEA 1 erhght.

Einen weiteren Hinweis auf eine Beeintrachtigung des synaptischen Vesikelrecyclings
stellen die veranderten Proteinmengen der V-ATPase dar, die fur die Azidifizierung von
synaptischen Vesikeln und Endosomen notwenig ist. Es wurden 12 von 22 Unterein-
heiten [Miranda et al. 2010] identifiziert, von denen 58% signifikant und die Ubrigen
nicht signifikant reduziert sind.

14-3-3-Proteine stellen eine weitere Proteingruppe dar, die an einer Vielzahl von
Transportprozessen und mdoglicherweise auch am synaptischen Vesikelrecycling
[Deery et al. 2009] beteiligt ist. Fir diese Proteingruppe konnten keine Veranderungen
festgestellt werden, was nicht auf deren direkte Beteiligung am synaptischen Vesikel-

recycling in dieser Fraktion hinweist, an dem der AP-1/c1B-Komplex beteiligt ist.

Von den kleine GTPasen und verwandten Proteinen sind 24% verandert und sie sind
alle reduziert. Bis auf Rab 2, welches u. a. an der Phagosomenbildung und am Trans-
portweg zwischen dem endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat beteiligt
ist, kbnnen alle veranderten GTPasen dem synaptischen Vesikeltransport (Rab 10 und
Rabphilin 3) oder dem friihen endosomalen Sortierungsweg (Rab5, Rab 14 und
Rab 31) zugeordnet werden. Dies unterstitzt die Vermutung, dass der AP-1/01B-

Komplex vor allem an neuronalen, endosomalen Vesikelrecycling beteiligt ist.

Von Proteine des degradativen Sortierungsweges sind 43% verandert, wobei sie im

Mittel differentiell erhéht sind. Anhand der Proteine des spaten, endo-lysosomalen Ab-
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bauweges (Syntaxin 12, Vamp 3, Sorting Nexin 3, Rab 7 und Vamp 3) kann auf keine
Veranderung geschlossen werden. Nur Vamp 3 ist verandert und erhoht. Von der Pro-
teingruppe des Abbauweges sind vor allem Mitglieder der Proteinqualitdtskontrolle er-
hoht. Dies kdnnte einen Hinweis auf den erhéhten Abbau mdglicherweise fehlsortierter
Proteine darstellen.

Zytoskelettsproteine wurden zu Proteingruppen des Neurofilaments und von Mikro-
tubuli zusammengefasst, da diese Zytoskelettstrukturen einen unterschiedlichen Ein-
fluss auf den Transport und die Endo- und Exocytose synaptischer Vesikel besitzen.
22% bzw. 26% dieser Proteine sind verandert, wobei flr keine Gruppe dieser Proteine
eine einheitliche Tendenz der Veranderung zu erkennen ist. Im Vergleich zum Proteom
der Fraktion E5 wurden in der Fraktion D4 etwa nur halb so viele Aktin-Proteine identi-
fiziert. Wahrend diese in der Fraktion E5 reduziert sind, ist in der Fraktion D4 keine
Veranderung zu erkennen. Die Anzahl der Tubulinporteine ist in beiden Fraktionen
etwa gleich, jedoch ist im Gegensatz zur Fraktion E5 hier keine Veranderung zu erken-
nen. Ein geringerer Anteil an Aktin-Proteinen am Proteom der Fraktion D4 kdnnte auf
eine Population von synaptischen Vesikeln hinweisen, die weniger mit dem Aktin-
Zytoskelett verbunden sind. Dies wiederum kénnte ein Hinweis auf eine erhéhte Mobili-
tat der Restvesikelpopulation defizienter Synapsen sein, welche aktiver am Recycling
beteiligt ist als die synaptische Vesikelpopulation der Fraktion E5.

In Abb. 5-17 sind alle Proteingruppen und der Anteil an veranderten Proteinen darge-

stellt, die vermutlich direkt am neuronalen, endosomalen Transport beteiligt sind.
100

verandert
30%
75 1

Proteinanzahl
(4.
o

25 1 29% 25%
0%
O !
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Abb. 5-17: Proteingruppen der Fraktion D4, die moglicherweise direkt am neuronalen,
endosomalen Transport beteiligt sind.
Dargestellt ist die Gesamtanzahl der Mitglieder einer Proteingruppe sowie der prozentuale An-

teil veranderter Proteine .

5.9 Rab-Proteine als Marker endosomaler Populationen

Die iTRAQ™-Massenspektrometrie der Fraktionen D4 und ES5 lieferte keine Informatio-
nen zu mehreren Proteinen des frihen endosomalen Sortierungsweges, welche zuvor

durch Western-Blots in diesen Fraktionen nachgewiesen worden waren. Hierbei han-
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delt es sich um Rabex 5 sowie die Mitglieder des SNARE-Komplexes friiher Endoso-
men: Syntaxin 6, Syntaxin 13 und Vtila.

Diese endosomalen Markerproteine sind periphere Membranproteine. Bei ihnen be-
steht die erhéhte Gefahr, dass der Aufreinigungsprozess der Fraktionen D4 und E5 zu
einer zumindest teilweisen Abldsung dieser Proteine von deren Membran und folglich
zu deren Abreicherung in den Membranfraktionen fuhrt. EEA 1, das Markerprotein fur
frihe Endosomen, konnte in Western-Blot-Quantifizierungen in allen Membranfraktio-
nen eindeutig nachgewiesen werden. So wiesen auch Western-Blots der Fraktionen
D4 und E5 nicht auf eine Abreicherung von EEA 1 hin. Mit steigendem Anteil eines
Proteins an einer Probe geht im Allgemeinen in der Massenspektrometrie eine Zunah-
me der Sequenzabdeckung einher, sodass diese ein grobes MaR fiir den Anteil eines
Proteins an einer Probe darstellt. In der iTRAQ™-Massenspektrometrie wurde EEA 1
jedoch nur mit einer Sequenzabdeckung von 6% bzw. 3% in den Fraktionen D4 und E5
identifiziert, was eine Diskrepanz zu den Western-Blot-Quantifizierungen darstellt. Eine
mdgliche Ursache hierfir kénnte in der Probenaufarbeitung von Proteinen mit einem
hohen Molekulargewicht fur diese iTRAQ™-Massenspektrometrie liegen. Das Gel zur
Auftrennung der Proben trennte vor allem den molekularen Massenbereich Uber
100 kDa nur wenig auf. Daraus resultierte eine erhéhte Proteinmenge in den Gelstu-
cken dieses Massenbereiches und fuhrt wahrscheinlich zu einer unvollstdndigen Ver-
dauung einiger dieser Proteine. Auch in der Shotgun-Methode war keine signifikant
hohere Sequenzabdeckung von endosomalen Proteinen mit einer Masse tber 100 kDa
zu erkennen. Moglicherweise kdnnte dieses Problem durch eine Auftrennung der Pro-
ben Uber zwei Gele mit unterschiedlichen Vernetzungsgraden, die den Massenbereich
tber bzw. unter 100 kDa auftrennen, und die anschlieRende Zusammenfihrung beider
Ergebnisse minimiert werden. Folglich kénnte die Identifizierung von einigen Proteinen
mit einem Molekulargewicht von etwa mehr als 100 kDa sowie von einigen peripheren
Membranproteinen in der iTRAQ™-Massenspektrometrie durch eine Optimierung der
Probenaufarbeitung vermutlich erhéht werden.

Rabex 5 ist der GTP-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor, GEF) von
Rab 5. Die aktivierte, GTP-gebundene Form von Rab 5 rekrutiert den Komplex der
Kinasen hVps 34/hVps 15 an die Membran friilher Endosomen. Dieser Komplex ist fur
die Bildung von PI-3-P essentiell [Schu et al. 1993, Stack und Emr 1994, Christoforidis
et al. 1999, Jovic et al. 2010] und sollte somit ebenfalls Bestandteil einer endosomalen
Fraktion sein.

Mori et al. haben die Lokalisierung der Rab-Proteine 1 bis 43 in hippocampalen Neuro-
nen untersucht [Mori et al. 2012]. Sie konnten zeigen, dass etwa ein Drittel der Rab-

Proteine spezifisch in axonalen oder dentritischen Kompartimenten lokalisiert sind.
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Uber einen Vergleich der mit der iTRAQ™-Massenspektrometrie identifizierten Rab-
Proteine mit den Ergebnissen von Mori et al. kann moglicherweise auf den axonalen
oder dentritischen Anteil der Fraktionen D4 und E5 geschlossen werden.

Um sicherzustellen, dass endosomale Proteine sowie Rab-Proteine aus den oben ge-
nannten Grinden nicht nur aufgrund der Quantifizierungsmethode der iTRAQ™-
Massenspektrometrie nicht detektiert wurden, wurden die Massenspektrometriedaten
gegen eine eigene Datenbank mit endosomalen Proteinen und Rab-Proteinen durch-
gefuhrt (Tab. 5-1). Zur Erh6hung der Identifizierungssensitivitéat wurde hierbei auf die

Identifizierung der iTRAQ™-Signale dieser Proteine verzichtet.

Tab. 5-1: Proteineintrage der endosomalen/Rab-Datenbank.

hVps 34 Rab 9A Rab 27A
hVps 15 Rab 10 Rab 28
AP-1 y1 Rab 11A Rab 29
AP-1y2 Rab 12 Rab 30
AP-1 01A Rab 13 Rab 32
Sgsm 3 Rab 14 Rab 33A
Rabex 5 Rab 15 Rab 34
Syntaxin 6 Rab 17 Rab 35
EEA 1 Rab 18 Rab 36
Rab 1A Rab 19 Rab 37
Rab 2A Rab 20 Rab 38
Rab 3A Rab 21 Rab 39A
Rab 4A Rab 22B Rab 40B
Rab 5A Rab 23 Rab 41
Rab 6A Rab 24 Rab 42
Rab 7A Rab 25 Rab 43
Rab 8A Rab 26

Dieser Datenbankvergleich zeigte, dass in den Fraktionen D4 und E5 einige weitere
Proteine vorhanden sind, die bei der iTRAQ™-Quantifizierung nicht identifiziert wur-
den. In beiden Fraktionen wurden zusatzlich die frihen endosomalen Proteine hVps 34
und deren regulatorische Untereinheit hVps 15 sowie Rabex 5 identifiziert. Syntaxin 6
konnte in der Fraktion E5 identifiziert werden. Aufgrund zu geringer Signalintensitaten
waren fur diese Proteine keine iTRAQ™-Quantifizierungen maoglich. Die Identifizierung
dieser friihen endosomalen Proteine bestatigt, dass es sich bei den Fraktionen D4 und
E5 um neuronale, frihe endosomale Fraktionen handelt.

Neben den oben diskutierten Problemen der Aufarbeitung von endosomalen Proteinen
kénnten die geringen Sequenzabdeckungen sowie die Schwierigkeit der Quantifizie-
rung von friilhen endosomalen Proteinen dartber hinaus folgende Ursache haben: Die
Zahl tberwiegend mit frihen Endosomen assoziierten Proteinen sowie deren Kopie-

zahlen sind im Vergleich zu Proteinen anderer Kompartimente, wie z. B. dem Pool sy-
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naptischer Vesikel oder der Mitochondrien, gering. In den Fraktionen D4 und E5 wur-
den Proteine des endosomalen SNARE-Komplexes durch Western-Blot-
Quantifizierungen nur mit geringer Intensitat identifiziert. Sowohl die iTRAQ™-
Quantifizierung als auch der Abgleich gegen die endosomal/Rab-Datenbank lieferten,
bis auf Syntaxin 6 in der Fraktion E5, keinen Hinweis auf Mitglieder dieses SNARE-
Komplexes, was auf einen sehr geringen Anteil von ihnen an den Fraktionen hinweist
oder durch einen unvollstandigen Trypsinverdau hervorgerufen wurde.

Durch den Abgleich der iTRAQ™-Massenspektrometriedaten gegen die endosoma-
le/Rab-Datenbank konnten im Vergleich zur iTRAQ™-Quantifizierung weitere Rab-
Proteine identifiziert werden. In Tab. 5-2 sind alle Rab-Proteine aufgelistet, die in den

Fraktionen D4 und E5 identifiziert wurden.

Tab. 5-2: Identifizierte Rab-Proteine in den Fraktionen D4 und E5 und deren Lokalisierung
nach Mori et al.
Rab-Proteine, die weder axonal noch dentritisch lokalisiert sind, sind mit N. D. (not detectable)
gekennzeichnet.

D4 E5 Lokalisierung (Mori et al.)
Rab 1A Rab 1A axonal und dentritisch
Rab 2A Rab 2A N. D.

Rab 3A Rab 3A axonal

Rab 4A Rab 4A axonal und dentritisch

Rab 5A Rab 5A axonal und dentritisch

Rab 6A Rab 6A axonal und dentritisch

Rab 7A Rab 7A axonal und dentritisch

Rab 9A Rab 9A axonal und dentritisch

Rab 10 Rab 10 axonal und dentritisch

Rab 11A Rab 11A axonal und dentritisch
Rab 12 axonal und dentritisch
Rab 13 N. D.

Rab 14 Rab 14 axonal und dentritisch

Rab 15 axonal

Rab 17 dentritisch

Rab 18 axonal

Rab 19 axonal und dentritisch
Rab 21 axonal und dentritisch
Rab 22B Rab 22B N. D.

Rab 23 axonal

Rab 24 N. D.

Rab 25 axonal und dentritisch

Rab 26 axonal und dentritisch
Rab 27A Rab 27A axonal

Rab 28 N. D.

Rab 29 Rab 29 axonal
Rab 33A Rab 33A axonal und dentritisch
Rab 34 axonal
Rab 35 Rab 35 axonal und dentritisch

155



5.9 Rab-Proteine als Marker endosomaler Populationen

D4 E5 Lokalisierung (Mori et al.)
Rab 36 axonal
Rab 37 axonal und dentritisch
Rab 39A Rab 39A axonal
Rab 40B N. D.
Rab 43 axonal und dentritisch

Mori et al. haben gezeigt, dass 21 der Rab-Proteine hippocampaler Neuronen sowohl
axonal als auch dentritisch lokalisiert sind: Sieben konnten nicht detektiert werden und
zwolf sind nur axonal lokalisiert und eines (Rab 17) ist ausschlie3lich dentritisch zu
finden [Mori et al. 2012]. In den Fraktionen D4 und E5 wurden 24 Rab-Proteine identifi-
ziert, die sowohl axonal als auch dentritisch lokalisiert sind bzw. in hippocampalen
Neuronen nicht detektierbar waren. Neun der Rab-Proteinen sind axonal oder dentri-
tisch lokalisiert. Aufgrund dieser Verteilung der Rab-Proteine kann keine eindeutige
Aussage Uber eine axonale oder dentritische Zuordnung der Fraktionen getroffen wer-
den.

Rab-Proteine kbénnen als Marker fur bestimmte endosomale Populationen verwendet
werden. Wahrend 17 der Rab-Proteine der endosomal/Rab-Datenbank in den Fraktio-
nen D4 und E5 identifiziert wurden, wurden sieben ausschlieRlich in der Fraktion D4
und zehn ausschlieRlich in der Fraktion E5 identifiziert. Rab-Proteine, die in beiden
Fraktionen identifiziert wurden, sind neben dem vesikularen Transport zwischen dem
Golgi-Apparat und dem Endoplasmatischen Retikulum sowie dem vesikularen Trans-
port sekretorischer Vesikel vor allem am frihen und spaten endosomalen Transport
beteiligt. Spezifische Rab-Proteine der Fraktion D4 sind tUberwiegend an friihen Endo-
somen bzw. Recyclingendosomen lokalisiert. Im Unterschied dazu sind die spezifi-
schen Rab-Proteine der Fraktion E5 vor allem an spaten Endosomen sowie dem
Transport des endolysosomalen Weges beteiligt. In Tab. 5-3 sind alle massenspektro-
metrisch identifizierten Rab-Proteine und deren neuronale Funktionen, entsprechend

der Fraktion, in der sie identifiziert wurden, aufgelistet.
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Tab. 5-3: Funktionen der in den Fraktionen D4 und E5 massenspektrometrisch identifi-
zierten Rab-Proteine der endosomal/Rab-Datenbank.

D4 & E5 | Funktion Referenz
Rab 1A Neuritwachstum, ER zu Golgi Transport Maier et al. 2009, Stenmark
2009

Rab 2A | neuronale Zelladhasion und Neuritwachs- | Ng und Tang 2008, Sten-
tum, Golgi zu ER Transport, Phagoso- mark 2009, Thi und Reiner
menbildung 2012

Rab 3A Exozytose synaptischer Vesikel Stenmark 2009

Rab 4A | frihe Endosomen Huotari and Helenius 2011

Rab 5A | friihe Endosomen Huotari and Helenius 2011

Rab 6A | endosomale Sortierung und axonaler ret- Ng und Tang 2008
rograder Transport

Rab 7A | spate Endosomen Stenmark 2009

Rab 9A | spate Endosomen zu TGN Transport Stenmark 2009

Rab 10 Glut 4 Vesikel Transport Stenmark 2009

Rab 11A | Recyclingendosomen, spate Endosomen | Stenmark 2009, Huotari and

Helenius 2011

Rab 14 Glut 4-Vesikel Transport, intermediare Stenmark 2009, Linford et
Endosomen zwischen friihen und spéaten al. 2012

Rab 22B | TGN, friiher endosomaler Transport Stenmark 2009

Rab 27A | Fusion spater Endosomen mit der Plas- Huotari and Helenius 2011
mamenbran

Rab 29 Stenmark 2009

Rab 33A | (Synaptisches Vesikel-Proteom) Takamori et al. 2006

Rab 35 Recyclingendosomen Stenmark 2009

Rab 39A | Phagosomen-Azidifizierung Seto et al. 2011

D4 Funktion Referenz

Rab 15 frihe Endosomen zu Recyclingendoso- Stenmark 2009
men Transport, apicaler Recyclingendo-
somen zu Plasmamembrantransport

Rab 17 apicaler Recyclingendosomen zu Plas- Stenmark 2009, Mori et al.
mamembrantransport, Dentridwachstum 2012

Rab 18 sekretorische Granulas, negative Regula- | Matsui et al. 2011
tion der Sekretion

Rab 21 frihe Endosomen, Integrinendozytose Stenmark 2009

Rab 25 apicaler Recyclingendosomen zu Plas- Stenmark 2009
mamembrantransport

Rab 34 Micropinocytose Stenmark 2009

Rab 40B | Wnt Signalweg (u. a. Zielfindung der Axo- | Hollis and Zou 2012, Lee et

ne, axon guidance)

al. 2007
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E5 Funktion Referenz

Rab 12 Recyclingendosomen zu Lysosomen Matsui et al. 2011
Transport

Rab 13 Neuritwachstum Ng und Tang 2008

Rab 19 | Golgi-Transport Sinka et al. 2008

Rab 23 | Cilium/ZNS-Entwicklung Stenmark 2009

Rab 24 | Autophagosomen Stenmark 2009

Rab 26 | spate Endosomen, Exozytose Sinka et al. 2008

Rab 28 interagiert mit dem ESCRT- und Retrom- Lumb et al. 2011
er-Transport
Rab 36 | assoziiert mit spaten Endosomen und Chen et al. 2010b
Lysosomen, nicht mit frihen Endosomen
Rab 37 Exozytose, Transport sekretorischer Vesi- | Masudaa et al. 2000, Mori et

kel al. 2011
Rab 43 retrograder Transport von der Endozytose | Haas et al. 2007
zum Golgi

Neben einer weiteren Unterstiitzung der Hinweise darauf, dass es sich bei den Frakti-
onen D4 und E5 um endosomale Fraktionen handelt, liefern diese Ergebnisse ein de-
taillierteres Bild der Zusammensetzung beider Fraktionen. In der Fraktion D4 sind vor
allem frithe Endosomen sowie Proteine des endosomalen, exocytotischen Wegs und
Proteine sekretorischer Granulas angereichert. In der Fraktion E5 sind neben friihen
endosomalen Populationen, welche ebenfalls in der Fraktion D4 vorhanden sind, Pro-
teine spater Endosomen, des endolysosomalen Weges, des degradativen Weges und
sekretorischer Granulas angereichert. Dies liefert einen Hinweis darauf, dass in der
Fraktion D4 endosomale Populationen vor allem des frilhen endosomalen Recyclings
und in der Fraktion E5 endosomale Populationen des spaten endosomalen und degra-

dativen Transportes vermehrt angereichert sind.

5.10Hinweise auf eine endosomale Beteiligung am SV-Recycling

Die iTRAQ™-Analyse der beiden Fraktionen des endosomalen, vesikularen Transports
D4 und E5 lieferte ein detailliertes Bild der Proteinveranderungen, welche durch die
AP-1/01B-Defizienz hervorgerufen werden. Trotz der geringen Zahl von Proteinen
(14,2%), die in beiden Fraktionen gleichzeitig identifiziert wurden, konnte eine Reihe
von Ubereinstimmenden Beobachtungen gemacht werden. Diese betreffen vor allem
neuronale Funktionen, die nicht direkt mit dem endosomalen, vesikularen Transport in
Verbindung stehen.

Der deutliche Anstieg von ribosomalen Proteinen im defizienten Gewebe deutet auf
eine gesteigerte Biosynthese hin, welche eine neuronale Antwort auf das beeintrachtig-

te SV-Recycling sein kdnnte. In der Fraktion E5 sind deutlich mehr Proteine der Pro-
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teinbiosynthese identifiziert worden. Méglicherweise ist die Konzentration von kofrakti-
onierenden RNA-Granulas [Blondeau et al. 2004] in dieser Fraktion am hochsten. Ver-
anderungen des Energiestoffwechsels sind nur in der Fraktion E5 ausgepragt und
kénnten mit einem reduzierten Energiebedarf in Folge des beeintrachtigten SV-
Recyclings in Zusammenhang stehen. Die Reduktion neuronaler Wachstumsproteine
koénnte die Folge einer reduzierten neuronalen Signalibertragung sein [Cline und Haas
2008], in deren Folge es auch zu einer Veranderung von Gliazellen kommt. Hier kann
jedoch auch ein direkter Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf diese Zellen nicht ausge-
schlossen werden. Kein feststellbarer Einfluss ist den iTRAQ™-Ergebnissen zufolge
auf den friihen sekretorischen Weg zu erkennen, was durch die Western-Blot Untersu-
chungen und den milden Phénotyp unterstitzt wird. Dartber hinaus sind ebenfalls die
sonstigen GTP-Interaktionsproteine unverandert.

Den Hauptbestandteil von Proteinen des vesikuldren Transports bilden SV Proteine.
Mitglieder sowohl der Exozytose als auch des Recyclingwegs sind mehrheitlich redu-
zZiert, was stark auf eine Beeintrachtigung des gesamten SV Zykluses hindeutet und
eine Bestatigung der mikroskopischen Daten darstellt, die eine Reduktion der Anzahl
von SV sowie eine Beeintrachtigung deren Recyclings gezeigt haben [Glyvuk et al.
2010]. Die Reduktion von V-ATPasen konnte eine Folge der geringeren Anzahl an SV
sein. Eine reduzierte Anzahl der identifizierten Aktinproteine in der Fraktion E5 kdnnte
auf eine mobilere SV Population hinweisen, die weniger mit dem Zytoskelett in Verbin-
dung steht und auf diese Weise einen Teil des Recyclingdefekts kompensiert. Auf un-
terschiedliche SV Populationen in beiden Fraktionen deuten u. a. die voneinander ab-
weichenden Veranderungen von Aktinen und Tubulinen hin. Von der Gruppe der klei-
nen GTPasen sind Rab-Proteine (z. B. Rab5, Rab 14 und Rab 31) reduziert, die an
einem endosomalen Recyclingweg beteiligt sind. Dies unterstitzt die vorangegange-
nen Hinweise auf eine Beteiligung des AP-1/01B-Komplexes am SV-Recycling und
durch endosomale Strukturen. Keine grundlegenden Veranderungen von spaten endo-
somalen Proteinen kdnnten auf eine Beschrankung der Beteiligung des AP-1/01B-
Komplexes auf die Proteinsortierung durch friihe endosomale Populationen hinweisen.
Verédnderungen friher endosomaler Proteine sind Uberwiegend in der Fraktion D4
identifiziert worden, was einen Hinweis auf unterschiedliche endosomale Populationen
in beiden Fraktionen darstellt. Méglicherweise handelt es sich bei denen in der Fraktion
E5 um spate endosomale Populationen. Diese Vermutung wurde durch eine gezielte
Identifizierung von Rab-Proteinen, welche hier als Marker endosomaler Kompartimente
dienten (vgl. 5.9), unterstitzt. Einen weiteren Hinweis auf unterschiedliche vesikulare
Populationen stellen die fraktionsspezifischen Veranderungen von 14-3-3-Proteinen

dar.
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Bei den Fraktionen D4 und E5 handelt es sich den Ergebnissen zufolge um verschie-
dene endosomale Populationen. Aufgrund der unterschiedlichen Dichte beider Fraktio-
nen werden diese im Folgenden auch als leichte endosomale Fraktion (light density
endosomal fraction, IdE) bzw. schwere endosomale Fraktion (hight density endosomal
fraction, hdE) bezeichnet.

Mit Hilfe der iTRAQ™-Quantifizierungen konnte gezeigt werden, dass die Fraktionen
D4 und E5 reich an SV Proteinen sowie Proteinen des vesikularen synaptischen
Transports sind. Wahrend diese Proteine prasynaptisch lokalisiert sind, konnten nur
sehr wenige, funf in der Fraktion D4 und acht in Fraktion E5, identifiziert werden, die fir
die Postsynapse charakteristisch sind. Dies weist sehr stark darauf hin, dass es sich
bei den Fraktionen D4 und E5 um prasynaptische Fraktionen handelt und folglich die

endosomalen Veranderungen in diesen Fraktionen prasynaptischen Ursprungs sind.

5.11WB-Verifikation von iTRAQ™-Ergebnissen

Die Ergebnisse der iTRAQ™-Quantifizierungen der endosomalen Fraktionen D4 (hdE)
und E5 (IdE) beziehen sich auf die Praparation eines Cortex je Genotyp. Zur Uberprii-
fung der differentiellen Verdnderungen von Proteinmengen, die durch die iTRAQ™-
Methode identifiziert und anhand von internen Kontrollen als signifikant erachtet wur-
den, sollten diese durch eine unabhangige Methode in weiteren Individuen analysiert
werden. Hierzu wurden Western-Blot (WB) Quantifizierungen von ausgewahlten Prote-
inen unterschiedlicher Proteingruppen durchgefiihrt. Es wurden die differentiellen Men-
gen von Proteinen bestimmt, die der iTRAQ™-Analyse zufolge verandert und vermut-
lich direkt am endosomalen, vesikuldren Transport beteiligt sind. Da nicht fur all diese
Proteine Antikorper verfugbar waren bzw. einige der verfigbaren Antikérper Proteine
nicht spezifisch erkannten, konnten die differentiellen Veranderungen der Proteinmen-
gen nur von etwa zwei Dritteln dieser Proteine (iberpruft werden. Die Uberpriifung der
differentiellen Proteinveranderungen wurde fiir 41 Proteine durchgefiihrt. Theoretisch
hatten fir diese Proteine 82 Veranderungen in der hdE und IdE Uberprft werden kon-
nen. Da jedoch nicht fur jedes Protein fur die IdE und die hdE signifikante iTRAQ™.-
und Western-Blot-Daten zur Verfligung stehen, die eine differentielle Veranderung an-
zeigen, konnten insgesamt nur 46 Veranderungen Uberprift werden, die zunachst
durch die iTRAQ™-Quantifizierung angezeigt wurden. Die Western-Blot-
Quantifizierungen wurden von unabhangigen Gradientenpraparationen durchgefihrt.
Aufgrund der sehr geringen Gesamtproteinmengen in den Fraktionen D4 und E5 wur-
den die Quantifizierungen aus den nicht weiter aufgereinigten Fraktionen D und E
durchgefuhrt. Zur Uberprifung einer moglichen An- bzw. Abreicherung in Synaptoso-

men im Vergleich zum Cortex sowie fur die ldentifizierung von spezifischen Verande-
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rungen in den Fraktionen des endosomalen, vesikularen Transports D4 und E5, wur-
den dartber hinaus die differentiellen Proteinmengen im Cortex sowie in Synaptoso-

men ermittelt.

5.11.1 Korrelation von iTRAQ™ und WB-Quantifizierungen

Fur die Validierung der differentiellen Veranderungen von Proteinmengen, die durch
die iTRAQ™-Methode identifizierten wurden, wurden die Western-Blot-
Quantifizierungen in Form von Boxplot-Diagrammen dargestellt und nach funktionellen
Proteingruppen geordnet. Diese funktionellen Gruppen wurden um die Proteine erwei-
tert, fur die Western-Blot-Quantifizierungen durchgefihrt wurden, jedoch keine
iTRAQ™-Daten zur Verfiigung stehen. Die Validierung der iTRAQ™-Resultate erfolgte
anhand der folgenden drei Kriterien: 1) Bestatigung der differentiellen Proteinmengen-
veranderung, die durch die iTRAQ™-Methode angezeigt wird. 2) Eine Validierung ist
aufgrund einer unsignifikanten Tendenz der Western-Blot-Signale beziiglich einer diffe-
rentiellen Proteinveranderung nicht méglich. 3) Die Tendenz der Western-Blot-Signale
ist beziglich einer differentiellen Proteinmengenveranderung kontrdr zu der des
iTRAQ™-Experiments.

Nachfolgend sind die Boxplot-Diagramme der Western-Blot-Qunatifizierungen darge-
stellt und in jedem Diagramm ist der jeweilige Validierungsstatus der iTRAQ™-

Quantifizierung angegegeben.
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Proteine des CCV-Transports:
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Proteine synaptischer Vesikel:
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Frilhe endosomale Proteine:
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Dense Core Vesicle Proteine:
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Kinasen:
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Abb. 5-18: Western-Blot-Quantifizierungen zur Verifikation der iTRAQ™-Ergebnisse.
Dargestellt sind die Proteinmengen des KO relativ zum WT des Cortex, von Synaptosomen
sowie der IdE und hdE in Boxplot-Diagrammen. n gibt die Anzahl an unabhangigen WB-
Experimenten an. Der Verifikationsstatus der iTRAQ™-Ergebnisse ist unterhalb jedes Dia-
gramms dargestellt (siehe Legende in der ersten Proteingruppe). N. D.: im WB nicht nachweis-
bar (not detectable).

Mit Hilfe der Western-Blot-Quantifizierungen konnte eine Vielzahl der Uberpriiften
iTRAQ™-Tendenzen bestatigt werden. In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergeb-

nisse zusammengefasst.

Tab. 5-4: Validierung von signifikant veranderten Proteinen der iTRAQ™-Quantifizierung,
die vermutlich direkt am endosomalen, vesikularen Transport beteiligt sind.

46 Proteine wurden untersucht, von denen:

31 durch WB Quantifizierungen bestétigt wurden.
8 keine signifikante Veranderung im WB zeigten.
7 eine signifikant kontrare Veranderung im WB im Vergleich zu iTRAQ™-

Quantifizierung zeigten.

iTRAQ™-Veradnderungen dieser Proteine wurden zu:
67,4% bestatigt.
17,4% nicht bestatigt aufgrund von nicht signifikanten WB Resultaten.

15,2% nicht bestatigt und im WB wurde eine kontrare Veranderung angezeigt.
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5 iTRAQ™-Massenspektrometrie endosomaler Fraktionen

Mit 15,2% ist der Anteil von Proteineveranderungen gering, welche in den iTRAQ™-
und Western-Blot-Quantifizierungen kontrar identifiziert wurden. Dies spricht dafur,
dass die iTRAQ™-Resultate in der Summe eine sehr hohe Aussagekraft beziglich der
differentiellen Proteinverdnderung besitzen. Fir ein einzelnes Protein kann nicht mit
Sicherheit gesagt werden, dass die durch die iTRAQ™-Analyse identifizierte Verande-
rung einer Proteinmenge auch durch eine unabh&ngige Kontrollen bestatigt werden
konnte. Ist jedoch fir eine Gruppe von Proteinen eine eindeutige Veranderung zu er-
kennen, so bedarf diese folglich nicht zwangslaufig einer weiteren Uberpriifung.

Mit Hilfe der Western-Blot-Quantifizierungen konnte keine generelle Korrelation zwi-
schen den durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen Veranderungen in den
Cortexfraktionen, den synaptosomalen Fraktionen und den endosomalen Fraktionen
D4 und E5 festgestellt werden. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass die AP-1/01B-
Defizienz einen speziellen Einfluss auf die Umverteilung von Proteinen des vesikula-

ren, endosomalen Transports besitzt.

5.11.2 WB-Ergebnisse in Bezug auf iTRAQ™-Daten

Durch die Western-Blot-Quantifizierungen konnte eine Vielzahl von Proteinverande-
rungen des synaptisch-vesikularen, endosomalen Transports bestétigt werden. Dar-
Uber hinaus lieferten die Western-Blot-Quantifizierungen unterstitzende Hinweise zu
den iTRAQ™-Ergebnissen fur die Proteine, fur die nur in einer Fraktion signifikante

Abweichungen identifiziert wurden.

Von den Proteinen, die an der Dynamik von CCVs beteiligt sind, konnten mit Hilfe von
Western-Blots Reduktionen fur Arf 1, Arf-GAP 1, AP 180, Gak und Epsin 2 differentielle
Reduktionen in beiden Fraktionen gezeigt werden. Dies weist auf eine defizient redu-
zierte SV Bildung hin. Im Besonderen die Reduktion von Arf 1 und deren GAP kdnnten
auf einen speziellen Defekt in der AP-1 vermittelten Vesikelbildung hinweisen. Der An-

stieg des AP-2/a konnte nur in der IdE gezeigt werden.

Eine Reduktion von Proteinen die an der SV Biogenese sowie deren Transport beteiligt
sind, konnte mehrheitlich durch Western-Blots bestatigt werden. SV Proteine sind
uberwiegend reduziert, wobei diese in der Fraktion D4 starker ausgepragt ist. Auffallig
ist, dass die differentiellen Reduktionen der iTRAQ™-Analyse alle bis auf die der
CaMK-llo und & bestéatigt werden konnten, welche voraussichtlich beide differentiell
erhoht sind. In der IdE und hdE sind die Proteine a/B-Snap, Rab 14 und Arl 8B unter-
schiedlich reguliert. Dies unterstitzt die Hinweise auf unterschiedliche endosomale,

vesikulare Pools. Sowohl Rab 14 als auch Arl 8B sind an spaten endosomalen Pools
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lokalisiert [Linford et al. 2012, Donaldson und Jackson 2011], wodurch die Hypothese
einer vorwiegend spaten endosomalen Fraktion E5 gestutzt wird.

In der iTRAQ™-Analyse wurden nur wenige Proteine identifiziert, die vornehmlich auf
endosomalen Kompartimenten lokalisiert sind und es ist keine einheitliche Verande-
rungen in Folge der AP-1/01B-Defizienz zu erkennen. Durch Western-Blot und
iTRAQ™-Quantifizierungen konnte ein differentieller Anstieg der EEA 1 und Synta-
xin 13 Menge gezeigt werden, wahrend weitere endosomale Proteine reduziert sind.
Auffallig ist dartiber hinaus eine gleichformige Veranderung in der IdE und hdE der
Proteine Rabex 5, Syntaxin 6 und Vtila sowie EEA 1 und Syntaxin 13. Dies weist un-
terstitzend darauf hin, dass die AP-1/01B-Defizienz Veranderungen friiher Endoso-
men hervorruft, wobei EEA 1-positive Kompartimente vermutlich vermehrt auftreten

und spate endosomale Strukturen mehrheitlich nicht verandert werden.

Regulatorische, neuronale Proteine wie GTPasen, GTP-interagierende Proteine und
Kinasen, die vermutlich nicht direkt an der vesikularen, endosomalen Sortierung betei-
ligt sind, sind den iTRAQ™- und Western-Blot-Quantifizierungen zufolge, wenn Uber-

haupt, nur geringfligig verandert.

Die Western-Blot-Quantifizierungen liefern unterstiitzende Hinweise darauf, dass Pro-
teine von Dense Core Vesicles (DCV) durch die Defizienz differentiell reduziert werden.
Dies steht im Einklang mit Beobachtung von elektronendichten Strukturen der Elektro-
nenmikroskopie, welche auf eine Veranderung dieser Strukturen hinweisen konnte.

Fur Perg 2 wurde gezeigt, dass es in der Folge von auBRerem zelluldren Stress in
Stressgranulas umverteilt wird und dort mit einer Vielzahl von Proteinen interagieren
kann. Stressgranula sind zytoplasmatische, mRNA-haltige Zusammenschlisse, welche
unter Zellstress vermehrt gebildet werden. Ash et al. haben gezeigt, dass Perq 2 mit
auf Stressgranulas angereicherten Proteinen interagiert [Ash et al. 2010]. Von diesen
wurden Pabp 1, Fxr 1, G3bp 1 und Elav 1 auch in der Fraktion E5 identifiziert, jedoch
keines in D4. Nur Fxr 1 ist verandert und erhoht. Durch Western-Blot-Quantifizierungen
konnte gezeigt werden, dass Perq 2 im Cortex und im Besonderen in Synaptosomen
differentiell erhoht ist, wahrend es in den Fraktionen D4 und E5 reduziert ist. Diese
Ergebnisse kdnnten einerseits auf einen Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf, méglich-
erweise indirekte, zellulare Sortierungsmechanismen abseits der spaten sekretorischen
Sortierung hinweisen. Andererseits weisen sie auf eine neuronale Funktion von Perq 2
hin. Die ausschlie3liche Identifikation der mit Perq 2 interagierenden Stressgranulapro-
teine in der Fraktion E5 steht im Einklang mit der Vermutung zweier deutlich voneinan-

der verschiedener Fraktionen D4 und E5 und ist ein starker Hinweis auf eine hohe
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Trennschérfe der Gradientenzentrifugationen. Vermutlich stellt E5 nicht die Fraktion
dar, in der die Stressgranula hauptsachlich angereichert sind. Eine differentielle Erho-
hung von Perq 2, wie sie in Synaptosomen beobachtet wurde, ware vermutlich nur in

der Fraktion zu erkennen, in der die Stressgranula angereichert sind.

In der iITRAQ™-Quantifizierung wurde nur eine geringe Zahl an Proteinen identifiziert,
die vor allem fur frihe Endosomen charakteristisch sind. Die Veranderungen vieler
Proteine weisen jedoch sehr stark auf verénderte frihe endosomale Strukturen in defi-
zienten Neuronen hin. PI-3-P ist ein Phosphoinositolphosphat, welches charakteristisch
fur frihe Endosomen ist. Dessen mdgliche differentielle Veranderungen wurden in den
endosomalen Fraktionen zur Uberpriifung des Hinweises auf veranderte frilhe Endo-

somen quantifiziert.
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6. Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf die PI-Mengen

Durch elektronenmikroskopische, iTRAQ™-massenspektroskopische und biochemi-
sche Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die AP-1/01B-Defizienz eine Ver-
anderung von endosomalen Strukturen hervorruft. Insbesondere die biochemischen
Ergebnisse weisen auf eine Veranderung von frihen Endosomen hin. Da kein Struk-
turprotein oder ein integrales Membranproteine als Immunoblotmarker fir friihe Endo-
somen bekannt ist, wurden die biochemischen Untersuchungen mit dem etablierten
Marker EEA 1, dem peripheren Membranprotein friher Endosomen, durchgefuhrt.
Nachdem die iTRAQ™-Quantifizierungen die zuvor beobachteten endosomalen Ver-
anderungen zumindest nicht direkt bestatigen konnten, wurden weitere biochemische
Untersuchungen durchgefuhrt.

EEA 1 ist an der homotypischen Fusion friher Endosomen beteiligt [Takeshi et al.
2009]. Uber eine Rab-Bindungungsdomane und eine FYVE-Doméane wird seine Memb-
ranbindung bewerkstelligt [Backer 2008]. So bindet EEA 1 Uber die Rab-
Bindungsdomane an Rab5 und Uber die FYVE-Doméne an Phosphoinositol-3-
phosphat (PI-3-P). Die Western-Blot-Quantifizierungen des Cortex sowie die der Frak-
tionen der 65 000 g Zentrifugation zeigten keine differentiellen Veranderungen der
Rab 5 Konzentrationen. Der in Western-Blot-Quantifizierungen beobachtete differenti-
elle Anstieg von Rab 5 in den Fraktionen D4 und E5 konnte durch die iTRAQ™-
Quantifizierungen nicht bestétigt werden; hier wurde eine differentielle Reduktion von
Rab 5 in D4 und eine nichtsignifikante Reduktion in E5 festgestellt. Dies weist darauf
hin, dass die AP-1/01B-Defizienz auch in den Fraktionen D4 und E5 zu keiner signifi-
kanten Veranderung der Rab 5 Konzentrationen fuhrt. Moglicherweise werden die Ver-
anderungen der EEA 1 Mengen durch Veranderungen der PI-3-P-Konzentrationen auf
frihen endosomalen Kompartimenten hervorgerufen. Um dies zu Uberprifen, wurden
die PI-3-P Konzentrationen im Cortex und den Fraktionen D, E und F bestimmt. Eine
Bestimmung in den weiter aufgereinigten Fraktionen D4 und E5 war aufgrund der Un-
terschreitung der Detektionsgrenze der verwendeten Quantifizierungsmethode nicht

moglich.

6.1 Differentielle Veranderungen von PI-3-P

Um zu Uberprifen, ob die Verdnderung der EEA 1 Konzentrationen mit einer Verande-
rung der PI-3-P-Konzentration einhergeht, wurde letztere im Cortex sowie in den Frak-

tionen D, E und F bestimmt.
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Abb. 6-1: Differentielle PI-3-P Verteilung.

Im Cortex (n=3) und den Fraktionen D, E und F (n=3). Links ist ein reprasentativer Blot gezeigt
(die Signale des Cortex stammen von einem anderen Blot) und rechts ist die Quantifizierung
Uber drei unabhéngige Experimente dargestellt.

Durch die AP-1/c1B-Defizienz wird im Cortex ein differentieller Anstieg um etwa 25%
an PI-3-P hervorgerufen. Die differentiellen Veranderungen der PI-3-P-Konzentrationen
sind in den Fraktionen D und E am starksten ausgepragt und die Konzentration betragt
hier im Mittel im KO mehr als das Doppelte von dem des WT. Diese durch die
AP-1/01B-Defizienz hervorgerufene Veranderung liegt in der GroRenordnung der
EEA 1 Anreicherung, was auf eine gemeinsame Regulation oder eine wechselseitige
Abhé&ngigkeit der EEA 1- und PI-3-P-Konzentrationen hindeutet.

PI-3-P ist Uberwiegend auf frihen Endosomen angereichert [Vanhaesebroeck et al.
2010], sodass dessen differentielle Veranderung ein weiterer deutlicher Hinweis auf die

Veranderung frilher Endosomen darstellt.

6.2 Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf hVps 34

In der Literatur wird die Klasse Ill PI-3-Kinase hVps 34, die Uber ihre regulatorische
Untereinheit hVps 15 an die Zielmembran bindet, als die Kinase beschrieben, die auf
Endosomen Uberwiegend fir die Bildung von PI-3-P verantwortlich ist. Jedoch kann
dariiber hinaus eine Bildung von PI-3-P durch die Klasse Il PI-3-Kinasen und Phospha-
tasen, wie die PI-3-Phosphatase Myotubularin 6 (MTM-6), nicht ausgeschlossen wer-
den [Vanhaesebroeck et al. 2010].
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Abb. 6-2: Verteilung von EEA 1 und hVps34 des WT im 65 000 g-Gradienten.

EEA 1: n=5, hVps 34: n=4

Wie in Abb. 6-2 dargestellt, konnte durch Western-Blot Analysen gezeigt werden, dass
sich die Verteilungen der Proteinprofile von EEA 1 und hVps 34 durchaus ahnlich sind.
In den gereinigten Fraktionen D4 und E5 wurden ebenfalls sowohl hVps 34 als auch
hVps 15 gemeinsam mit EEA 1 und Rab 5 identifiziert. Dies weist stark auf eine co-
Fraktionierung von hVps 34 mit frihen endosomalen Membranfraktionen hin und kénn-
te einen Hinweis auf die Notwendigkeit ihrer Kinaseaktivitét in diesen Fraktionen dar-
stellen. Um zu Uberprifen ob die AP-1/01B-Defizienz, wie bereits fir EEA 1 und
PI-3-P, zu einer Veranderung der hVps 34-Konzentration fuhrt, wurde deren differenti-
elle Verteilung im Cortex und den Membranfraktionen des Gradienten biochemisch

bestimmt.
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Abb. 6-3: Verteilung zwischen WT und KO von hVps 34.

Im Cortex (n=7) und den Fraktionen D, E und F (n=5).

Im Cortexextrakt und in den Fraktionen D und E, in denen die deutlichsten Unterschie-
de der EEA 1- und PI-3-P-Konzentrationen zu beobachten sind, wird durch die
AP-1/c1B-Defizienz keine Veranderung von hVps 34 hervorgerufen: Sowohl die Pro-
teinkonzentrationen im Cortex als auch die differentiellen Verteilungen im Gradienten
sind nicht verandert. Die Veranderungen der PI-3-P-Konzentrationen und moglicher-
weise auch die von EEA 1, werden folglich nicht durch eine Veranderung der hVps 34-
Konzentration hervorgerufen. Die erhdhten PI-3-P-Konzentrationen kénnten durch eine
veranderte Regulation des PI-3-P-Metabolismus und mdglicherweise durch eine erh6h-

te hVps 34-Aktivitat hervorgerufen werden. Ob die AP-1/c1B-Defizienz zu einer Veran-
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derung der hVps 34-Atktivitat fuhrt, musste in weiteren Exprimenten untersucht wer-

den.

6.3 Quantifizierung weiterer endosomaler Pls und PI-4-P

Der Auf- und Abbau von Phosphoinositolen findet Gber ein Netzwerk von voneinander
abhangigen Syntheseschritten statt und wird von einer Vielzahl an Kinasen und Phos-
phatasen bewerkstelligt. Das auf frihen Endosmen angereicherte Phosphoinositol
PI-3-P wird vor allem von der Kinase hVps 34 aus PI gebildet, jedoch ist dies nicht der
einzige Biosyntheseschritt. PI-3-P wird im frilhen endosomalen Sortierungsweg dar-
Uber hinaus auch durch Dephosphorylierung von PI-3,4-P, und PI-3,5-P, gebildet [Pao-
lo und Camilli 2006].

Early endosome
Ptdins 4_’ Ptdins(3)P <«— PtdIns(3,5)Po

~
Ptdins(4)P <€—PtdIns(4,5)Py  PtdIns(3,4)Py

Abb. 6-4: PIP-Metabolismus in frihen Endosomen [Paolo und Camilli 2006].

Maoglicherweise ruft die AP-1/01B-Defizienz folglich auch Veréanderungen dieser PIP-
Konzentrationen hervor, was durch deren Konzentrationsbestimmungen analysiert
werden sollte. Antikdrper gegen PI-3,4-P, und PI-3,5-P, zeigten eine sehr geringe
Spezifitat, sodass fur beide PIPs keine differentiellen Quantifizierung durchgefiihrt wer-
den konnte. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Konzentration von PI-3,5-P, im
Cortex etwa zehnfach geringer ist als die von PI-3-P und die Konzentrationen von
P1-4,5-P, unterhalb der Detektionsgrenze der Quantifizierungsmethode lagen. Diese
Geringen Anteile der PI-3,4-P,- und PI-3,5-P,-Konzentrationen im Vergleich zu der von
PI-3-P koénnte ein Hinweis darauf sein, dass die Veranderungen der PI-3-P-
Konzentrationen vor allem durch Veranderungen der Pl Phospho- und PI-3-P Dephos-

phorylierung hervorgerufen werden.

PI-4-P ist das charakteristische PIP des trans-Golgi-Netzwerks (TGN). Gemeinsam mit
Arf 1 spielt es eine zentrale Rolle bei der Rekrutierung von AP-1 an die Membran das
TGN und somit beim AP-1l-vermittelten vesikularen Transport [Santiago-Tirado und
Bretscher 2011]. Dartiber hinaus ist Pl-4-P Bestendteil von Membranen des endozyto-
tischen Clathrin-vermittelten vesikularen Transports. Nach der Abspaltung von clathri-
numdiliten Vesikeln (CCV) von der Plasmamembran spielt die Phosphatase Synaptoja-
nin 1 eine zentrale Rolle bei der Abstreifung der Clathrinhille. Die CCVs sind reich an
PI-4,5-P,. Die Rekrutierung von Synaptojanin 1 an CCVs fihrt zu einer Dephosphory-
lierung von PI-4,5-P, zu PI-4-P, wodurch die Abstreifung der Clathrinhiille eingeleitet
wird [Pechstein et al. 2010].
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Abb. 6-5: Anreicherung von PIPs auf Organellmembranen des spéaten sekretorischen
Weges. [Santiago-Tirado und Bretscher 2011].

Im Cortex sowie in den Fraktionen D und F ist eine signifikante differentielle Reduktion
der PIl-4-P-Konzenentrationen zu erkennen (Abb. 6-6). Die biochemischen und mikro-
skopischen Analysen lieferten keinen Hinweis auf strukturelle Veranderungen des Gol-
gi-Apparates sowie des TGN, die durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufen werden.
Dies deutet darauf hin, dass Veranderungen der PI-4-P-Konzentrationen durch Veréan-
derungen des vesikularen Recyclings hervorgerufen werden kdnnten. Die Verringerung
der PI-4-P-Konzentration in der an Transportvesikeln reichen Fraktion D, kdnnte durch
die Reduktion von synaptischen Vesikeln hervorgerufen werden. Eine Verringerung
deren Zahl fiihrt zu einer Erniedrigung der Membranoberflache, auf der durch Synapto-
janin 1 PI-4-P gebildet wird.

In der Fraktion E sind keine signifikanten Unterscheide der Pl-4-P-Konzentration zu
erkennen. Durch die Proteomanalyse konnte gezeigt werden, dass der Anteil von Pro-
teinen des vesikularen Transports an der Fraktion E5 deutlich geringer ist als der an
der Fraktion D4. Die Reduktion von PI-4-P in der Fraktion D, jedoch nicht in der Frakti-
on E, kdnnte auf einen gestérten Pl-4-P-Metabolismus in vesikularen Transportweg
hindeuten.

Die um etwa 30% deutlich groRRere differentielle Reduktion von PI-4-P im Cortex als in
den Fraktionen D und F konnte dartber hinaus auf Verdnderungen des AP-1-

vermittelten vesikul&ren Transports vom TGN hinweisen.
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Abb. 6-6: Differentielle PI-4-P Verteilung.

Im Cortex (n=2) und den Fraktionen D, E und F (n=3).

Der AP-1-Komplex bendtigt fir eine hochaffine Membrananbindung Pl-4-P. Die Reduk-
tion an PI-4-P kénnte daher auch in einem direkten Zusammenhang mit dem Fehlen

des AP-1/01B-Komplexes stehen.

Mit Hilfe der PI-3-P Quantifizierungsmethode, die von den bis hierher verwendeten
Methoden unabhangigen ist, konnte ein differentieller Anstieg im Cortex sowie in den
endosomalen Fraktionen dieses Phosphoinositolphospahts gezeigt werden. Dies stellt
einen weiteren deutlichen Hinweis auf eine Veranderung friiher Endosomen da, die
durch die AP-1/01B-Denfizienz hervorgerufen wird. Der differentielle Anstieg ist in der
Fraktion D am deutlichsten ausgepragt, was die Hinweise auf eine frilhe endosomale

Fraktion D untermauert.

176



7 Diskussion

7. Diskussion

Im Gegensatz zu den ubiquitdren AP-1-Adaptinen, wie beispielsweise y1 und pl1A,
deren Ausschalten letal ist, besitzt der AP-1/01B-Komplex wichtige, jedoch nicht far
das Uberleben von hoheren Saugetieren essentielle neuronale Funktionen. In o1B-
defizienten Mausen konnte von J. Baltes in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass der AP-1/01B-Komplex eine zentrale Rolle fir deren Motorkoordination sowie
deren raumliches Gedachtnis spielt [Baltes 2008]. Ausgehend von diesem Phé&notyp
haben Glyvuk et al. eine Beeintrdchtigung des synaptsichen Vesikelrecyclings in pri-
maren hippocampalen Neuronen festgestellt. Elektronenmikroskopische (EM) Aufnah-
men defizienter Neuronen zeigten eine reduzierte Anzahl an synaptischen Vesikeln
(SV) sowie vermehrt clathrinumhillite und endosomale Strukturen, die im Vergleich
zum WT vergroBert waren, und vermehrt multivesikularer Kérper (multivesicular bo-
dies, MVB) in der Prasynapse [Glyvuk et al. 2012].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden endosomale Strukturen aus dem Cortex von Mausen
zur biochemischen und massenspektrometrischen Charakterisierung von Unterschie-
den der endosomalen Proteinzusammensetzung zwischen den Genotypen mit Hilfe
von Dichtezentrifugationen angereichert. Das Ziel war die Charakterisierung der durch
die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen Ursachen des beeintrachtigten SV-
Recyclings, der Veranderung neuronaler Endosomen sowie die Identifikation mdglicher

AP-1/01B-Interaktionspartner.

7.1 Anreicherung endosomaler Strukturen des Cortex

Biochemische Untersuchungen des Cortex sowie von Synaptosomen haben gezeigt,
dass die AP-1/01B-Defizienz nur zur Veranderungen von bestimmten endosomalen
Markern fuhrt. Wéahrend fiir die endosomalen Marker Appl 1, Appl 2 und auch fir Rab 5
keine spezifischen Veradnderungen festgestellt wurden, sind die frihen endosomalen
Proteine wie Rabex 5 und EEA 1 differentiell erhoht. Die Ver&dnderungen endosomaler
Proteine ist in den Synaptosomen am deutlichsten ausgepragt (vgl. 3.3). Dies lieferte
einen starken Hinweis auf eine Verdnderung von bestimmten endosomalen Pools, de-
ren Auspragung vom jeweiligen neuronalen Kompartiment abhangig ist. Durch differen-
tielle Zentrifugationen von Cortexextrakten konnte gezeigt werden, dass Veranderun-
gen friher endosomaler Markerproteine auf Membranstrukturen am deutlichsten aus-
gepragt sind (vgl. 4.1). Fir eine detaillierte Untersuchung dieser Veranderungen wurde
eine Methode zur Anreicherung von endosomalen Membranfraktionen etabliert. Hierzu
wurde in Anlehnung an ein etabliertes Protokoll [McCaffrey et al. 2009] eine Sedimen-

tationsdichtegradientenzentrifugation entwickelt (vgl. 4.2). Zur Identifikation von endo-
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somalen Fraktionen wurden die Proteinprofile von endosomalen sowie weiteren
Markerproteinen des sekretorischen Transports Uber die Gradientenfraktionen be-
stimmt und mdgliche differentielle Unterschiede zwischen den Fraktionen ermittelt.
Hierzu wurden semiquantitative Western-Blots durchgefihrt, fur die in Abhangigkeit der
Konzentration des jeweiligen zu detektierenden Proteins sowie der Spezifitat des Anti-
kérpers die Menge einer Probe so gewahlt wurde, dass sich die Signalintensitéaten in
einem linearen Bereich befanden (vgl. 2.3.14). Diese Quantifizierungsmethode wurde
angesichts der Tatsache der zu erwartenden moderaten Proteinverédnderungen ge-
wahlt, die aufgrund des milden Phéanotyps der Mause nicht im Bereich von ganzzahli-
gen Vielfachen Konzentrationsanderung zu erwarten waren. Diese Gradientenzentrifu-
gation wurde mit drei unterschiedlichen Puffersystemen durchgefiihrt, mit dem Ziel, das
System mit der héchsten Stabilisierung von membrangebundenen endosomalen Prote-
inen zu identifizieren. Puffer A zeigte diesbeziiglich den hdchsten stabilisierenden Ef-
fekt, sodass dieser den Puffer der Wahl darstellte (vgl. 4.2.1). Endosomale Verande-
rungen sind in Synaptosomen starker ausgepragt als im Cortex. Aus experimentellen
Grunden wurde von einer Anreicherung von Endosomen aus Synaptosomen abgese-
hen, da die Gesamtproteinmenge einer Synaptosomenisolation pro Gehirn so gering
war, dass fur die semiquantitative Quantifizierung eines Markerproteins in einer gerei-
nigten Gradientenfraktion dessen Proteinmenge nicht ausreichend gewesen ware. In
Abh&ngigkeit eines Markerproteins hétte jede Gradientenzentrifugation mit vier bis
zehn Gehirnen durchgefihrt werden missen, was einerseits zu Lasten der Reprodu-
zierbarkeit gegangen ware und andererseits eine erhebliche Erhohung der Fehleranfal-
ligkeit hervorgerufen hatte. Dartiber hinaus hatte der zeitliche Mehraufwand nicht im
Verhéltnis zu den Vorteilen gestanden, welche méglicherweise zu erwarten gewesen
waren (vgl. 4.2.3).

Uber den Vergleich der Proteinprofile sowie die differentiellen Veranderungen endo-
somaler Proteine konnten zwei endosomale Fraktionen, D und E, identifiziert werden,
in denen das Markerprotein EEA 1, nicht aber Rab 5, differentiell verandert und erhoht
ist (vgl. 4.2.4). Quantifizierungen des Phosphatidylinositol-3-phosphats (PI-3-P) zeigten
ebenfalls, dass es sich hierbei um endosomale Fraktionen handelt (vgl. 6.1). Marker-
proteine des Golgi-Apparats und des trans-Golgi-Netzwerks (TGN) sind nicht in den
Fraktionen D und E angereichert, was ein Hinweis auf relativ reine endosomale Frakti-
onen darstellt. Die hohe Signifikanz der Western-Blot-Quantifizierungen weist auf eine
hohe Reproduzierbarkeit der Gradientenzentrifugationsmethode hin (vgl. 4.2.3).

Eine Charakterisierung der durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen Verénde-
rungen im synaptischen, endosomalen Transportweg sollte in diesen Fraktionen mit

biochemischen und massenspektrometrischen Methoden durchgefuhrt werden. Zur
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Quantifizierung maoglicher differentieller Unterschiede von Proteinmengen wurde die
iTRAQ™-Methode gewabhlt, fur die die Fraktionen D und E in einer zweiten Flotations-
dichtegradientenzentrifugation zu den Fraktionen D4 und E5 weiter aufgereinigt wur-
den (vgl. 4.3).

7.2 iTRAQ™-Analyse der endosomalen Fraktionen

In der aufgereinigten Fraktion D4 wurden durch die iTRAQ™-Massenspektrometrie
516 und in der Fraktion E5 618 Proteine identifiziert. Von dieser Methode ist bekannt,
dass sie ein umfassendes Bild des Proteomes einer Probe liefert. Das Mafl3 der Voll-
standigkeit der iTRAQ™-Quantifizierung wurde durch eine unabhéngige Methode, die
Shotgun-Methode, Uberprift (vgl. 5.6.2). Hierfir wurde exemplarisch die D4 Fraktion
gewahlt. Durch die Shotgun-Methode konnten 30,6% der Proteine identifiziert werden,
die Uber die iTRAQ™-Methode bereits identifiziert wurden. Bezogen auf alle identifi-
Zierten Proteine dieser Fraktion aus beiden Methoden wurden durch die Shotgun-
Methode 9,9% neue Proteine identifiziert. Unter diesen Proteinen befanden sich keine,
die einer neuen Proteingruppe zugeordnet werden konnten und keine neuen Proteine
des endosomalen, vesikularen Transports. Der Uberwiegende Teil der neu identifizier-
ten Proteine sind Isoformen von den Proteinen, die bereits durch die iTRAQ™-
Methode identifizierten wurden. Mit 30,6% ist der Anteil der Proteine, die mit der Shot-
gung-Methode identifiziert wurden, an den 516 Proteinen der iTRAQ™-Methode deut-
lich geringer als er mit etwa 50% zu erwarten gewesen ware [personliche Informatio-
nen, O. Jahn]. Aufgrund dieser Kontrolle kann davon ausgegangen werden, dass mit
Hilfe der iTRAQ™-Methode nicht nur das Proteom der Fraktionen D4, sondern auch
das der Fraktion E5, welches eine vergleichbare Komplexitat aufweist, umfassend
identifiziert wurde.

Die Auswertung der iTRAQ™-Analyse hat gezeigt, dass bezogen auf alle identifizierten
Proteine der Fraktionen D4 und E5, 35,6% dieser nur in D4, 50,2% nur in E5 und
14,2% in beiden Fraktionen zu finden sind (vgl. 5.6). Die geringe Schnittmenge von
14,2% an Proteinen zeigt, dass zum einen die Proteinzusammensetzungen beider
Fraktionen deutlich unterschiedlich sind und zum anderen die Gradientenzentrifugatio-
nen eine hohe Trennschérfe besitzen. Eine hohe Trennschérfe der Gradientenzentrifu-
gationen konnte dartber hinaus dadurch gezeigt werden, dass es bereits in der Sedi-
mentationszentrifugation zu einer weitgehenden Auftrennung aller Bestandteile der
Ladefraktion kommt (vgl. 4.3).

Das vorangige Ziel der iTRAQ™-Analyse war die Quantifizierung von differentiell ver-
anderten Proteinen. Die Signifikanz einer Veranderung wurde durch interne Kontrollen

Uberpruft. In der D4 Fraktion sind dieser Analyse zufolge 22% und in der E5 Fraktion
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23% der Proteine oder Proteinisoformen signifikant verandert. Mit 44% ist der Anteil
von diesen verdnderten Proteinen, die vermutlich direkt am endosomalen, vesikularen
Transport beteiligt sind, hoch, was einen starken Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf
Proteine dieser funktionellen Gruppe und eben auch auf Proteine dieser Organellen
anzeigt (vgl. 5.6). Die Aussagefahigkeit der identifizierten Proteinverédnderungen wurde
mit Hilfe von semiquantitativen Western-Blot-Quantifizierungen von 46 durch die
iTRAQ™-Analyse als verandert angesehenen Proteinen Uberpruft. Mit 15,2% ist der
Anteil der Proteinveranderungen, der auf diesem Weg nicht bestétigt werden konnte,
gering (vgl. 5.11.1). Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die iTRAQ™-
Methode, neben der oben diskutierten Vollstandigkeit des Proteoms, auch bezlglich
der differentiellen Verdnderungen von Proteinmengen, robuste Ergebnisse lieferte.
Durch die Betrachtung der tendenziellen Veranderungen der Proteinmengen in einer
funktionellen Proteingruppe, welche mdglichst gleichférmig ausfallt, kann die Verlass-
lichkeit der iTRAQ™-Ergebnisse beziglich dieser Veranderungen noch deutlich ge-
steigert werden.

Mit dieser iTRAQ™-Quantifizierung konnten je Fraktion zwischen 500 und 600 Protei-
ne identifiziert werden. Schmidt und Urlaub, die die hier verwendete Durchfiihrung die-
ser iTRAQ™-Methode etablierten, haben vorausgesagt, dass mit ihr nur Proben einer
moderaten Komplexitat (300 bis 400 Proteine) umfassend analysiert werden kdénnen
[Schmidt und Urlaub 2009]. Durch die hier beschriebne iTRAQ™-Analyse konnte ge-
zeigt werden, dass auch deutlich komplexere Proben, welche bis zu 500 bis 600 Prote-
ine umfassen, problemlos analysiert werden kénnen.

Die iTRAQ™-Methode wurde fir diese Arbeit vor allem wegen ihrer Moglichkeit ge-
wahlt, mehr als zwei unterschiedliche Proteinproben markieren zu kénnen, was fir die
Durchfiihrung von internen Kontrollen essentiell war. Dartiber hinaus war die Méglich-
keit einer in vitro Markierung aus 6konomischen Griinden zwingend erforderlich. Die im
Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse, welche auf die Robustheit der
iTRAQ™-Resultate hinweisen, werden durch Untersuchungen von Pitz et al. unter-
mauert. Von ihnen wurde ein Vergleich der 2D-PAGE-, SILAC- und iTRAQ™-
Proteinquantifizierungsmethoden durchgefihrt. Sie konnten zeigen, dass mit der
iTRAQ™-Methode mehr als 1000 Proteine einer Probe identifiziert werden kénnen und
mehrere iTRAQ™-Experimente derselben Probe eine hohe Konvergenz beziglich de-
ren Proteoms und deren jeweiligen Proteinverdnderungen zeigen. Im Vergleich zur 2D-
PAGE- und SILAC-Methode konnten mit der iTRAQ™-Methode annahrend alle Protei-
ne (99%) eines Proteoms, welches mit Hilfe aller drei Methoden identifiziert wurde,
detektiert werden. Von allen veradnderten Proteinen wurden 92% der Proteinverande-
rungen durch die iTRAQ™-Methode festgestellt, wobei die iTRAQ™-Methode diesbe-

180



7 Diskussion

zuglich die geringste Fehleranféalligkeit aufwies. Der Zeitaufwand, der fir eine
iTRAQ™-Quantifizierung bendtigt wird, ist im Vergleich zur 2D-PAGE- und SILAC-
Methode am geringsten [Plitz et al. 2012]. Gemeinsam mit den Resultaten von Ptz et
al. weisen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf eine hohes Mal3 an Vollstandig-
keit und Robustheit von Ergebnissen einer iTRAQ™-Quantifizierung, beziglich des
Proteoms und der Identifikation von Verénderungen hinsichtlich der Proteinmenge, hin.
Fur eine Proteomanalyse bei gleichzeitiger Quantifizierung von Proteimengenunter-
schieden stellt eine iTRAQ™-Quantifizierung diesen Ergebnissen zufolge die Methode
der Wahl dar. Die Tatsache, dass weitaus mehr als 500 bis 600 Proteine pro iTRAQ™-
Analyse identifiziert werden kénnen, weist stark darauf hin, dass im Rahmen dieser
Arbeit nicht aufgrund des Erreichens der Detektionsobergrenze der iTRAQ™-Methode

Proteine des Proteoms der Fraktionen D4 bzw. E5 nicht identifiziert werden konnten.

7.3 Spezifitdt von Veranderungen fur ein Zellkompartiment

Zur Verifikation von differentiellen Proteinveranderungen des iTRAQ™-Experiments
wurde dies mit einer unabhangigen Methode Uberprift. Von 51 Proteinen, die wahr-
scheinlich direkt am endosomalen, vesikularen Transport beteiligt sind, wurden deren
differentiellen Mengenunterschiede in der Fraktion D4 und der Fraktion E5 mit Wes-
tern-Blot-Quantifizierungen bestimmt. Zuséatzlich wurden diese Quantifizierungen im
Cortex und in Synaptosomen druchgefuhrt, um festzustellen, fir welches neuronale
Kompartiment — den Cortex, die Synaptsomen oder die endosomalen, vesikularen
Fraktionen — diese Veranderungen spezifisch sind (vgl. 5.11.1). Unterschiedliche Ver-
anderungen zwischen dem Cortex und den Synaptosomen sind vor allem fir Proteine
des CCV-Transports, aber auch fur solche des sekretorischen und des retromeren
Weges sowie flir DCV-Proteine zu erkennen. Dies weist darauf hin, dass diese Trans-
portwege im Besonderen in Synaptosomen durch die AP-1/01B-Defizienz beeinflusst
werden und ist ein Hinweis auf eine synaptosomale Lokalisation dieses AP-Komplexes.
Western-Blot-Quantifizierungen des Cortex und von Synaptosomen zeigen nur in letz-
teren eine Reduktion des AP-1-Komplexes. Dies stellt einen weiteren starken Hinweis
auf eine synaptosomale Lokalisierung des AP-1/01B-Komplexes dar (vgl. 3.2). Da der
AP-1-Komplex in diesem Kompartiment prasynaptisch lokalisiert ist [Glyvuk et al.
2010], ist davon auszugehen, dass auch die beobachteten Effekte des AP-1/01B-
Komplexes prasynaptische sind.

Ein direkter Zusammenhang zwischen den differentiellen Verdnderungen im Cortex
bzw. in Synaptosomen und den Fraktionen D4 und E5 ist nicht zu erkennen. Fir nur 16
der 51 (31,4%) Proteine zeigte sich, dass die differentiellen Veranderungen in allen vier

Fraktionen tendenziell gleich sind. Dies ist in der Gruppe von SV-Proteinen sowie der
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von endosomalen Proteinen am deutlichsten ausgepragt. Wahrend der geringe Anteil
an gleichformig veranderten Proteinen darauf hinweist, dass es sich bei den beobach-
teten Effekten um spezifische der Fraktiontionen D4 und E5 handelt, konnten die
gleichférmigen Veranderungen damit erklart werden, dass vor allem SV-Proteine zum
Uberwiegenden Teil synaptosomal lokalisiert sind. In diesem Fall fihrt eine Anreiche-
rung von Synaptosomen nicht zu einer Verdnderung der im Cortex beobachteten diffe-
rentiellen Unterschiede von SV-Proteinen. Die Tatsache, dass diese Verdnderungen
auch in den Fraktiontionen D4 und E5 nicht grundlegend anders ausfallen als in Sy-
naptosomen, liefert einen Hinweis darauf, dass es sich bei ihnen um synaptosomale
Fraktionen handelt. Vor allem die Fraktion D4, aber auch die Fraktion E5 ist reich an
SV-Proteinen, wie durch Western-Blot-, iTRAQ™- und zum Teil auch durch elektro-
nenmikroskopische Experimente (vgl. 4.2.3, 5.6 und 5.1) gezeigt werden konnte. Durch
einen Vergleich des Proteoms dieser beiden Fraktionen mit dem der Aktiven Zone so-
wie dem von postsynaptischen Strukturen zeigte sich, dass sie weitgehend frei von
postsynaptischen Proteinen sind (vgl. 5.10). Beispielsweise wurden keine Glutamatre-
zeptoren, wie die NMDA- oder AMPA-Rezeptoren, identifiziert, welche fir die Postsy-
napse charakteristisch sind [Jordan et al. 2004, Dosemeci et al. 2006, Chua et al.
2010, Volknandt und Karas 2012, Dean et al. 2012, Pavlos und Jahn 2011]. In Wes-
tern-Blot-Quantifizierungen der aufgereinigten Fraktionen D und E war zu erkennen,
dass nur hier eine differentielle Reduktion von SV-Markern auftritt (vgl. 4.3.1). Dartiber
hinaus sind in den Fraktionen D4 und E5 endosomale Proteine angereichert, die hier
spezifisch differentiell verandert sind (vgl. 4.2.4). Durch die Summe all dieser Experi-
mente konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Fraktionen D4 und E5 um synap-
tosomale Fraktionen handelt, in denen endosomale Kompartimente angereichert sind
und auf die der AP-1/c1B-Komplexes einen spezifischen Einfluss hat. Aufgrund der
unterschiedlichen Dichte beider Fraktionen werden diese im Folgenden auch als leich-
te endosomale Fraktion (light density endosomal fraction, IdE) bzw. schwere endoso-

male Fraktion (hight density endosomal fraction, hdE) bezeichnet.

7.4 Zusammensetzung der IdE und hdE

Biochemische und massenspektrometrische Methoden, die zur Analysierung der Pro-
teinzusammensetzungen der IdE und hdE im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden,
lieferten eine Vielzahl von Hinweisen darauf, dass es sich bei ihnen um unterschiedli-
che Fraktionen handelt. Die wichtigsten Hinweise hierauf sind nachfolgend zusam-
mengefasst.

Erste Hinweise darauf, dass es sich bei der IdE und der hdE um Fraktionen mit einer

stark voneinander abweichenden Proteinzusammensetzung handelt, lieferten coomas-
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siegefarbte SDS-Gele. Hier waren deutliche Unterschiede des Proteinbandenmusters
zwischen beiden Fraktionen erkennbar. Einen weiteren deutlichen Anhaltspunkt auf
zwei unterschiedliche Fraktionen lieferten EM-Aufnahmen: In der IdE sind Uberwiegend
vesikulare und in der hdE vor allem elektronendichte Strukturen vorhanden. Die deut-
lichsten Unterschiede hinsichtlich der Proteinzusammensetzung beider Fraktionen wa-
ren in den iTRAQ™-Ergebnissen zu erkennen. Lediglich 14,2% der Proteine, die ins-
gesamt in beiden endosomalen Fraktionen identifiziert wurden, sind sowohl Bestandteil
der IdE als auch der hdE (vig. 5.6). Bei der IdE und der hdE handelt es sich diesen
Ergebnissen zufolge um zwei Fraktionen, die sich in ihrem Proteom deutlich voneinan-
der unterscheiden.

In Western-Blot- und iTRAQ™-Quantifizierungen von Proteinen oder Proteingruppen
beider Fraktionen zeigte sich, dass mehrere differentielle Veranderungen in der IdE
und hdE unterschiedlich ausgepragt sind. Bezlglich der Zytoskelettproteine war zu
erkennen, dass diese nur in der hdE differentiell reduziert sind und in der IdE etwa halb
so viele Aktin-Proteine wie in der hdE vorhanden sind. 14-3-3-Proteine, die an vielen
regulatorischen Prozessen beteiligt sind, sind nur in der hdE differentiell reduziert. Im
Gegensatz zu den nicht weiter aufgereinigten Fraktionen D und E konnte in den Frakti-
onen D4 und E5 eine Reduktion von SV-Proteinen festgestellt werden. Diese ist in der
IdE deutlich starker ausgepragt als in der hdE (vgl. 5.8.2). Dartiber hinaus ist der Anteil
an SV-Proteinen an der IdE mit 21% deutlich héher als er mit 9% an der hdE ist, was
darauf hinweist, dass vor allem mit der IdE synaptische Vesikel oder SV-Proteine
kofraktionieren. Die spezifische differentielle Reduktion von PI-4-P in der IdE kénnte
darauf hinweisen, dass der AP-1/01B-Komplex mdéglicherweise hier im Besonderen
einen Einfluss auf die Bildung von Vesikeln besitzt.

Unterschiedliche, durch voneinander unabhangige Methoden bestétigte, differentielle
Veranderungen in der IdE und hdE konnten fiir die Proteine AP-2/a, Rabex 5, welche
in der IdE differentiell erhdht und in der hdE differentiell reduziert sind, sowie fir
Rab 14 und Arl 8B, diese sind in der |dE differentiell reduziert und in der hdE differenti-
ell erhéht, gezeigt werden. Stressgranula-Proteine konnten massenspektrometrisch nur
in der hdE identifiziert werden.

Durch die Verwendung von Rab-Proteinen als Marker fur verschiedene endosomale
Populationen konnte gezeigt werden, dass in der IdE vor allem frihe Endosomen so-
wie Proteine des endosomalen, exozytotischen Wegs und Proteine sekretorischer
Granulas und in der hdE neben frihen Endosomen vor allem Proteine spater Endoso-
men, des endolysosomalen Weges, des degradativen Weges und sekretorischer Gra-

nulas angereichert sind (vgl. 5.10).
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Durch diese umfassenden Untersuchungen der IdE und hdE konnte gezeigt werden,
dass es sich bei ihnen um Fraktionen handelt, die nur geringe Ubereinstimmungen
hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung aufweisen. Folglich besitzt die hier etablier-
ten 65 000 g-Sedimentationszentrifugation eine sehr hohe Trennschérfe, mit der eine
hohe Anreicherung von Zellbestandteilen moglich ist. Die IdE stellt die endosomale
Fraktion dar, in der Gberwiegend frihe und die hdE die, in der vornehmlich spéate endo-

somale Kompartimente angereichert sind.

7.5 Veranderungen funktioneller Proteingruppen

Durch Western-Blot-, Phosphatidylinositolphosphat- und iTRAQ™-Quantifizierungen
von neuronalen Extrakten konnten, durch die AP-1/01B-Defizienz hervorgerufenen,
Proteinveranderungen nachgewiesen werden. Diese sind in bestimmten funktionellen
Proteingruppen besonders ausgepragt. Im Folgenden werden die funktionellen Grup-
pen diskutiert, die aller Voraussicht nach am synaptischen Vesikelrecycling beteiligt

sind.

7.5.1 Veradnderungen friher endosomaler Proteine

Biochemische Untersuchungen des Cortex haben gezeigt, dass die AP-1/01B-
Defizienz hier und im Besonderen auch in Synaptosomen zu einer Erhéhung friher
endosomaler Marker fihrt. In den endosomalen Fraktionen IdE und hdE (welche D/D4
bzw. E/E5 entsprechen) wurde vor allem eine differentielle Erhdhung des Markers
EEA 1 nachgewiesen. Dies zeigt neben der generellen Erhéhung eine Umverteilung
von EEA 1 auf Membranstrukturen in defizienten Neuronen. Wahrend Western-Blot-
Quantifizierungen einen differentiellen Anstieg vor allem von EEA 1 in beiden endoso-
malen Fraktionen gezeigt haben, konnte dieser durch die iTRAQ™-Methode nur in der
IdE gezeigt werden. Ein Grund hierfiir konnte, wie unter 5.9 bereits diskutiert, an einer
nur unvollstandigen Detektion des 180 kD grof3en EEA 1 durch die iTRAQ™-Methode
liegen. Ein weiterer konnte in der Schwache der iTRAQ™-Methode liegen, dass diffe-
rentielle Proteinverdnderungen geringer angezeigt werden. Generell ist festgestellt
worden, dass differentielle Veranderungen in der Regel gréf3er sind, als sie durch ein
iTRAQ™-Experiment angezeigt werden [Elliott et al. 2009]. Hierdurch wird die Detekti-
on einer EEA 1 Erh6hung zusatzlich erschwert.

Einen weiteren Hinweis auf vermehrte friilhe endosomale Strukturen in den endosoma-
len Fraktionen lieferten Phosphatidylinositolphosphat-Quantifizierungen (vgl. 6.1).
PI-3-P ist vor allem in diesen Fraktionen differentiell erhéht, wobei diese Erhéhung in
der IdE am stérksten ausgepragt ist. Dies deutet darauf hin, dass sich vor allem hier

frihe Endosomen befinden, auf die die AP-1/c1B-Defizienz einen Einfluss besitzt. Da
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die absolute Menge an PI-3-P im Cortex und den endosomalen Fraktionen deutlich
hoher ist als die von PI-3,4-P, und PI-3,5-P,, aus denen es auch gebildet werden kann,
konnte dies hier auf die Bildung von PI-3-P direkt aus Phosphoinositol (PI) hinweisen.
Nach heutigem Kenntnisstand wird PI-3-P, neben Klasse Il PI-3-Kinasen, vor allem von
der Klasse Il PI-3-Kinase hVps 34 aus Pl gebildet [Vanhaesebroeck et al. 2012]. Eine
verénderte Proteinmenge von hVps 34 konnte nicht gezeigt werden (vgl. 6.1), was auf
eine Veranderung von deren Regulation oder einen veranderten PI-3-P-Metabolismus
in defizienten Neuronen hinweist. Ob der AP-1/c1B-Komplex hierauf einen direkten
oder indirekten Einfluss hat, miusste durch weitere Experimente untersucht werden.
Einen weiteren Hinweis auf eine Veranderung frilher Endosomen lieferten die bioche-
misch identifizierten differentiellen Veréanderungen von Mitgliedern des frihen endoso-
malen SNARE-Komplexes (vgl. 4.2.5). Da Bethani et al. gezeigt haben, dass eine deut-
liche Reduktion eines SNARE-Proteins keinen erkennbaren Phéanotyp hervorruft
[Bethani et al. 2007], kann anhand der differentiellen Veréanderung eines endosomalen
SNARE-Proteins nicht zwangslaufig auf die Tendenz einer mdglichen Veranderung von
einem Organell geschlossen werden. Die Summe dieser Resultate zeigt, dass die
AP-1/01B-Defizienz eine Veranderung sowie einen Anstieg von frihen Endosomen
hervorruft.

Unter Berucksichtigung der Resultate aller Quantifizierungen konnten fur das frihe
endosomale Markerprotein Rab 5 keine oder keine einheitlichen Verénderungen identi-
fiziert werden. Auch fur Appl-positive Endosomen konnten keine Veradnderungen fest-
gestellt werden. Dies weist darauf hin, dass die AP-1/01B-Defizienz mdglicherweise
eine selektive Veranderung einer frihen endosomalen Population hervorruft. Dartiber
hinaus bestatigen die in dieser Arbeit beschriebenen endosomalen Veranderungen die,
die bereits von Glyvuk et al. mikroskopisch festgestellt worden waren, und liefern einen
Hinweis darauf, dass es sich bei deren elektronenmitroskopischen Beobachtungen um
veranderte friihe endosomale Strukturen handeln konnte.

Durch die iTRAQ™-Quantifizierungen konnten keine weiteren Proteine identifiziert
werden, die spezifisch fur frihe Endosomen sind. Die groéfRte Schwierigkeit bei der
Identifikation von endosomalen Proteinen liegt voraussichtlich zum einen an deren pe-
ripheren Membranassoziation, was eine Abreicherung dieser Proteine wahrend des
Aufreinigungsprozesses begulnstigt, sowie an deren geringen Anzahl. Die Komposition
bestimmter Rab-Proteine ist spezifisch flr bestimmte endosomale Populationen. Auf-
grund der geringen Menge an detektierbaren Rab-Proteinen in den iTRAQ™-
Experimenten war eine aussagekréftige Bestimmung von deren Proteinverdnderungen
durchweg nicht moglich. Eine Analyse dieser Proteine, die mit der iTRAQ™-Methode

identifiziert wurden (vgl. 5.9), konnte jedoch die Existenz von friilhen endosomalen
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Strukturen in der IdE sowie der hdE bestatigen und lieferte einen Hinweis auf weitere,

spate endosomale Populationen, die vor allem in der IdE zu finden sind.

7.5.2 Veradnderungen spater endosomaler Proteine

Im Cortex, in Synaptosomen sowie in den endosomalen Fraktionen zeigten Western-
Blot-Quantifizierungen eine differentielle Reduktion von Tsg 101 (vgl. 3.3 und 4.2.4),
einem Mitglied der ESCRT-I-Maschinerie. Teile dieser Maschinerie sind bereits auf
frihen Endosomen zu finden [Raiborg et al. 2002, Sachse et al. 2002]. Die Reduktion
von Tsg 101 kénnte neben dem Hinweis auf eine Steigerung von Teilen des degradati-
ven Weges auch einer auf die Veranderung von friihen Endosomen sein. Dartiber hin-
aus ist Syntaxin 16 verandert (vgl. 4.2.5), welches sowohl an frilhen Endosomen als
auch an Recyclingendosomen lokalisiert ist. Dies liefert einen Hinweis auf die Verande-
rungen zumindest von Teilen des spaten endosomalen Weges und eine Hochregulati-
on des degradativen Wegs. Die iTRAQ™-Quantifizierung lieferte jedoch keinen Hin-
weis auf eine grundlegende Veranderung des spaten endosomalen Weges, was eine
spezifische Beteiligung des AP-1/01B-Komplexes an der friihen endosomalen Sortie-
rung unterstitzt. Im Vergleich zur Menge an PI-3-P ist die des auf spaten Endosomen
angereicherten PI-3,5-P, in den endosomalen Fraktionen signifikant geringer. Gemein-
sam mit der geringen Zahl an massenspektrometrisch identifizierten spaten endosoma-
len Proteinen liefern diese Beobachtungen einen Hinweis darauf, dass in den endoso-
malen Fraktionen mehr friihe als spate Endosomen angereichert sind.

Zusammen mit der spezifischen Identifikation von Rab-Proteinen spater Endosomen
sowie des endolysosomalen, degradativen Weges weisen diese Beobachtungen im
Ganzen darauf hin, dass vor allem in der hdE Proteine dieser Transportwege angerei-
chert sind. Bei der IdE handelt es sich um eine Fraktion, in der Proteine des friihen und
bei der hdE um eine, in der Proteine des spaten endosomalen Weges angereichert
sind. Diese Erkenntnisse untermauern die Ergebnisse, die auf zwei unterschiedliche
Proteinzusammensetzungen der Fraktionen D4 und E5 hinweisen.

Biochemisch konnten keine Veranderungen Appl-positiver Endosomen gezeigt werden.
Auch die iTRAQ™-Analyse lieferte keinen Hinweis auf die Veranderung weiterer endo-
somaler Populationen. Dies unterstiitzt die Vermutung eines vornehmlichen Einflusses
des AP-1/01B-Komplexes auf eine bestimmte friihe, Appl-negative endosomale Popu-

lation.

7.5.3 Veranderungen von Hullenproteinen

Hervorgerufen durch die AP-1/01B-Defizienz wurden Verénderungen von Hullenprotei-

nen (coat proteins) des AP-1 oder AP-2 vermittelten Transports beobachtet. Trotz des
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Ausschaltens des o1B-Adaptins ist im Cortex keine signifikante differentielle Verande-
rung der AP-1-Menge zu erkennen. In Synaptosomen ist diese differentiell reduziert,
dies ist ein starkes Indiz fur die synaptosomale Lokalisierung des AP-1/01B-
Komplexes. Die Proteinmenge des AP-2-Komplexes ist im Cortex und in Synaptoso-
men differentiell erhéht, wobei auch diese Verénderung fir Synaptosomen besonders
ausgepragt ist (vgl. 3.2). Mit Hilfe der iTRAQ™-Analyse wurden in der IdE vier AP-2
Adaptine (a, 2, u2 und 62) und in der hdE nur eines (42) identifiziert. Dies bedeutet,
dass in der hdE die AP-2-Menge insgesamt geringer ist als in der IdE und dass das p2-
Adaptin, welches ein Teil der Kerndoméne dieses AP-Komplexes ist, mit dieser Metho-
de am besten detektiert werden kann (vgl. 5.7 und 5.8). Der AP-2-Komplex bindet nicht
an Endosomen und vermittelt auch keine Vesikelbildung von diesen Kompartimenten.
Eine Kofraktionierung des AP-2-Komplexes mit den endosomalen Fraktionen ist von
daher nicht ohne weiteres naheliegend. Moglicherweise findet die Abstreifung der
Vesikelhtlle (uncoating) in raumlicher Nahe zu endosomalen Kompartimenten statt,
was zu einer Kofraktionierung fuhrt. Durch Western-Blot- und iTRAQ™-
Quantifizierungen konnte gezeigt werden, dass der AP-2-Komplex in der IdE differenti-
ell erhéht und in der hdE differentiell reduziert ist. Gemeinsam mit dem differentiellen
Anstieg der AP-2-Menge im Besonderen in Synaptosomen weist dies auf eine Erho-
hung der clathrinvermittelten Endozytose (clathrin mediated endocytosis, CME) im
Speziellen in Synaptosomen hin. Der differentielle Anstieg von AP-2 nur in der IdE,
nicht aber in der hdE, weist gemeinsam mit der Tatsache, dass in der IdE mehr AP-2-
Komplexe als in der hdE identifiziert wurden, darauf hin, dass zumindest Teile des
AP-2-vermittelten Transportweges vorwiegenden mit der IdE kofraktionieren.

Durch die iTRAQ™-Quantifizierung konnten in der IdE drei (31, ylund o1A) und in der
hdE vier (1, y1, y1 und 01A) AP-1-Adaptine identifiziert werden, was auf eine Beteili-
gung des AP-1 an der endosomalen Sortierung in beiden Fraktionen hinweist. Weder
durch diese Quantifizierung noch durch Western-Blot-Quantifizierungen konnten signi-
fikante differentielle Veranderungen in der IdE oder hdE gezeigt werden. Die Nichtiden-
tifikation des 01C Adaptins steht im Einklang mit den gewebsspezifischen Expressi-
onsprofilen der o1-Adaptine [Riel 2004] (vgl. Abb. 1-18). Da die Menge des o1A-
Adaptins , genauso wie die weiterer AP-1-Adaptine, durch die 01B-Defizienz nicht sig-
nifikant verandert wird, weist dies darauf hin, dass es in den endosomalen Fraktionen
zu keiner Kompensation des 1B durch das o1A-Adaptin kommt. Aufgrund des neuro-
nalen Phanotyps AP-1/01B-defizienter Mause kann eine vollstandige Kompensation
der Funktionen des 01B- durch die des og1A-Adaptins im Gehirn ausgeschlossen wer-
den. Der Hinweis, dass die Funktionen des 01B-Adaptins in den endosomalen Fraktio-

nen nicht kompensiert werden kénnen, weist hier auf dessen spezifischen Einfluss auf
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die differentiellen Proteinverdnderungen hin. Dariber hinaus weisen diese Ergebnisse
indirekt darauf hin, dass das o1A-Adaptin die essentielle Isoform in den endosomalen
Fraktionen ist, da sie hier den iTRAQ™-Resultaten zufolge die vorherrschende des
heterotetrameren AP-1-Komplexes in o1B-defizienten Neuronen ist.

Neben dem AP-1- und AP-2-Komplex wurden mehrere weitere Hullenproteine identifi-
ziert, die differentiell verandert sind. Borner et al. haben die im Zuge einer Proteomana-
lyse von clathrinumhdaliten Vesikeln (clathrin coated vesicles, CCVs) identifizierten Pro-
teine in zwei Gruppen unterteilt, eine mit endozytotischen, AP-2-haltigen Vesikeln as-
soziierte und eine mit intrazellularen, AP-1-haltigen Vesikeln assoziierte Gruppe [Bor-
ner et al. 2012]. Von den veranderten Hullenproteinen konnten nach Borner et al.
Aak 1, Espin 2 und AP 180 endozytotischen, Arf 1 und Arf-GAP 1 intrazellularen und
Clc, Chc, Auxilin und Gak beiden Vesikelpools zugeordnet werden. Bis auf das Protein
Chc, fur welches es voraussichtlich zu einer Umverteilung zwischen einem zytoplasma-
tischen und einem vesikularen Pool kommt (vgl. 3.2), sind alle diese Hullenproteine
reduziert (vgl. 5.11.1 und Anhang, Abb. A-1). Arf 1 und sein regulatorisches GAP
Arf-GAP 1 sind fur die Rekrutierung und Anbindung von AP-1 an Membranen essenti-
ell. Die differentiellen Reduktionen dieser beiden Proteine wiesen auf einen speziellen
Defekt des AP-1 vermittelten vesikul&ren Transports hin, der durch die AP-1/01B-
Defizienz hervorgerufen wird. Aak 1, Epsin 2 und AP 180 wurden der Hulle von endo-
zytotischen Vesikeln zugeordnet, jedoch weist der Anstieg des AP-2-Komplexes auf
eine gesteigerte CME hin, was im Widerspruch zu einer Reduktion dieser Proteine ge-
sehen werden kann. Der Uberwiegende Teil der Erkenntnisse Uber die Zusammenset-
zung von Hullenproteinen stammt aus der Analyse der AP-2 vermittelten CME, jedoch
wurden erheblich weniger Untersuchungen und Charakterisierungen von Vesikeln des
intrazellularen AP-1 vermittelten Transports durchgefihrt. Die differentielle Reduktion
von Aak 1, Epsin 2 und AP 180 kdnnte folglich darauf hinweisen, dass diese Proteine
auch am AP-1 vermittelten Transport beteiligt sind. Méglicherweise fuhrt die AP-1/c1B-
Defizienz zu einer Umverteilung von diesen Proteinen auf CCVs der AP-2 vermittelten
Endozytose. Die differentielle Reduktion kdnnte damit erklart werden, dass diese CCVs
maoglicherweise nicht in den endosomalen Fraktionen angereichert sind. Eine Beteili-
gung von Proteinen an der AP-1 vermittelten Vesikelbildung, fir die bis heute von einer
Assoziation mit endozytotischen AP-2-haltigen Vesikeln ausgegangen wird, sollte die-
sen Beobachtungen zufolge nicht ausgeschlossen werden.

Neuronales Auxilin sowie die ubiquitdre Gak (cyclin-G-dependent kinase) fungieren als
Kochaperone und unterstiitzen die Hsc 70 abhangige Clathrinhillenabstreifung (un-
coating) [Guan et al. 2010, Yim et al. 2010]. In Synapsen besitzt Auxilin eine spezifi-

sche Funktion am SV-Recyling. Das Ausschalten von Auxilin fihrt zu einer Beeintrach-
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tigung der CME und fiuhrt zu einer Anreicherung von CCVs und leeren Clathrinka-
figstrukturen [Yim et al. 2010]. Auch ein Ausschalten der Gak fuhrt zu einer Beeintrach-
tigung der CME und daruber hinaus wird die Membrananbindung von AP-1 und AP-2
deutlich beeintrachtigt [Lee et al. 2005]. Im Gegensatz zu Synaptosomen sind in der
IdE und der hdE sowohl Auxilin als auch GAK differenziell reduziert. Dies deutet stark
auf eine beeintrachtigte Bildung von bestimmten CCVs hin. Aufgrund der gesteigerten
AP-2 vermittelten CME sowie der Spezifitat der Auxilin- und GAK-Reduktionen in der
IdE und hdE ist deren Reduktion voraussichtlich ein Hinweis auf die AP-1/c1B vermit-
telte CCV-Bildung in diesen Fraktionen und somit aller Voraussicht nach von endoso-
malen Kompartimenten. Die differentielle Reduktion im Besonderen von Auxilin liefert
einen Hinweis auf die molekulare Ursache des elektronenmikroskopisch beobachteten
vermehrten Auftretens von clathrinumhillten Strukturen in defizienten Synapsen.
Wahrend Auxilin an der Abstreifung der Clathrinhille beteiligt ist, vermittelt Synaptoja-
nin 1 die Ablésung von AP-Komplexen von Vesikeln [Yim et al. 2010]. Dies steht im
Einklang mit den biochemischen und massenspektrometrischen Ergebnissen dieser
Arbeit: Eine Reduktion von Auxilin und GAK fihrt zu einer Beeintrachtigung der CCV-
Bildung. Synaptojanin 1 sowie der AP-1-Komplex sind in den vesikularen Fraktionen
differentiell nicht verandert, was bei einer Beeintrachtigung der AP-Komplexablosung
von Membranstrukturen zu erwarten gewesen ware. Ob die Reduktionen von Auxilin
und GAK jedoch zu einer differentiellen Veranderung der AP-1-Menge auf CCVs flhrt,
misste in weiteren Experimenten untersucht werden.

Sorting Nexin 3 (Snx 3) ist ein Mitglied der Proteinfamilie der Snx-Proteine, die eine
BAR-Domaéne aufweisen, Uber welche sie bevorzugt an gekrimmte Membranbereiche
anbinden oder eine Membrankrimmung vermitteln. Snx 3 ist an der frihen endosoma-
len Sortierung beteiligt und ist an frihen Endosomen lokalisiert. Unter der Beteiligung
von Clathrin findet eine Anbindung von Snx 3 und weiteren Proteinen, die eine Memb-
rankrimmung vermitteln, statt [Johannes und Wunder 2011]. Ziel dieser Proteinrekru-
tierungen ist die Bildung von Vesikeln des retrograden Transports. An dieser Vesikel-
bildung sowie der Rekrutierung von Transportproteinen ist, wie in vorangegangenen
Arbeiten unserer Forschungsgruppe gezeigt werden konnte, aller Voraussicht nach der
AP-1-Komplex beteiligt [Meyer et al. 2001, Medigeshi und Schu 2003]. Im AP-1/01B-
defizienten Cortex ist Snx 3 reduziert. Diese Reduktion ist in Synaptosomen differentiell
starker ausgepragt. Am deutlichsten ist die Reduktion in den endosomalen Fraktionen
IdE und hdE (vgl. 5.11.1). Diese Reduktion liefert einen weiteren Hinweis auf die Ver-
anderung synaptosomaler, endosomaler Strukturen sowie auf eine Beeintrachtigung
der moglicherweise AP-1/01B vermittelten CCV-Bildung von synaptosomalen friihen

Endosomen.
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7.5.4 Veradnderungen von SV und deren Transport

Von Glyvuk et al. konnte in vorangegangenen Experimenten gezeigt werden, dass das
Ausschalten des 01B-Adaptins zu einer Reduktion der SV-Anzahl fihrt und ein beein-
trachtigtes SV-Recycling hervorruft [Glyvuk et al. 2010]. Im Cortex, in Synaptosomen
sowie in den Fraktionen D und E waren keine signifikanten Veranderungen synapti-
scher Markerproteine zu erkennen (vgl. 5.11.1), jedoch zeigen Western-Blot-Analysen
der aufgereinigten Fraktionen D und E fur diese Markerproteine eine tendenzielle Re-
duktion (vgl. 4.3.1). Durch die iTRAQ™-Analyse konnte gezeigt werden, dass von der
IdE 45% und der hdE 38% aller identifizierten Proteine dem vesikularen Transport zu-
geordnet werden kdénnen. Der Uberwiegende Anteil dieser Proteine sind solche von SV
oder des SV-Transports, was neben der Anreicherung von Endosomen auf eine von
SV in diesen beiden Fraktionen schliel3en lasst. Im Mittel sind die SV-Proteine differen-
tiell reduziert, wobei die iTRAQ™-Daten keinen Hinweis auf die Veranderung eines
bestimmten Bereichs des SV-Zykluses zeigten, wie beispielsweise die Endo- oder die
Exozytose. Dies bestatigt die zuvor gewonnenen Resultate eines beeintrachtigten SV-
Zykluses in defizienten Neuronen [Glyvuk et al. 2010].

Wie erst kirzlich wieder durch hochauflésende 3D-Echtzeitfluoreszensmikroskopie
gezeigt werden konnte, kdnnen SV entsprechend ihrer Fusions- und Recyclingskinetik
in verschiedene Pools unterteilt werden. So findet die transiente Fusion (kiss-and-run)
Uberwiegend im Zentrum und eine vollstandige Fusion von SV (full-collapse fusion)
Uberwiegend an der Peripherie der Aktiven Zone statt. Vesikel, die eine transiente Fu-
sion durchlaufen, stammen zumeist aus dem readily releasable pool (RRP) und befin-
den sich in unmittelbarer Nahe zur Aktiven Zone [Park et al. 2012]. Vesikel des Recyc-
ling-Pools, der sich in der Nahe der Aktiven Zone befindet, werden vorwiegend Uber
die AP-2 vermittelte CME recycelt [Voglmaier und Edwards 2007].

Wahrend der Uberwiegende Teil synaptischer Vesikelproteine differentiell reduziert
oder nicht signifikant verandert ist, sind die Calcium/Calmodulin-abhéangigen Kinasen
CaMK-lla und & erhoht. Postsynaptisch spielen sie eine wichtige Rolle bei der Auf-
rechterhaltung und der Regulation der Langzeitpotentierung (long-term potentiation,
LTP) [Lisman et al. 2012]. Aufgrund des verschwindend geringen Anteils an postsynap-
tischen Proteinen in den Fraktionen D4 und E5, so konnten hier beispielsweise keine
NMDAR- oder AMPAR-Proteine identifiziert werden (vgl. 5.10), ist die Veranderung der
CaMK-II-Proteine moglicherweise auf préasynaptische Effekte zurickzufuhren. Von
Hojjati et al. wurden mehrere prasynaptische Funktionen von CaMK-lla beschrieben.
Unabhéangig von ihrer Kinaseaktivitat ist CaMK-lla an der Modulation der kurzzeitigen

prasynaptischen Plastizitat beteiligt, indem sie die Zahl der mit der Aktiven Zone ver-
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ankerten SV (docked SV) reguliert [Hojjati et al. 2007]. Der Anstieg von CaMK-lla, und
moglicherweise auch der von CaMK-11d im Zuge der AP-1/01B-Defizienz, kdnnte eine
regulatorische Antwort auf die Reduktion des SV-Pools sein. Hojjati et al. haben fest-
gestellt, dass die CaMK-Ila an der Regulierung der ,synaptischen Augmentierung“ (die
sich durch eine erhthte und verlangerte Wirkungskraft einer synaptischen Reiztbertra-
gung auszeichnet) beteiligt ist [Hojjati et al. 2007]. Mit einer Steigerung der synapti-
schen Augmentierung geht eine Erhéhung der Exozytoseeffizienz synaptischer Vesikel
einher, die sich in der Nahe der Aktiven Zone befinden [Stevens und Wesseling 1999].
In AP-1/01B-defizienten Neuronen wurde keine Veranderung der Anzahl an docked SV
beobachtet [Glyvuk et al. 2010]. Die differentielle Erhéhung von CaMK-lla und mdg-
licherweise auch von CaMK-II& kann vermutlich im Zusammenhang mit einer effiziente-
ren SV Verankerung und SV Fusion mit der Aktiven Zone gesehen werden. Dies ware
ein Hinweis auf die, zumindest teilweise, Kompensation der Reduktion der SV Anzahl
in AP-1/01B-defizienten Neuronen, wie diese bereits von Glyvuk et al. postuliert wurde
[Glyvuk et al. 2010].

Neben den Veranderungen der CaMK-II-Proteine liefert auch die differentielle Verande-
rung des AP-2-Komplexes einen Hinweis auf die Veranderung des SV-Recyclings.
Wahrend SV, die Uber einen AP-1 abhangigen Weg unter der Beteiligung einer endo-
somalen Sortierung gebildet werden, voraussichtlich in den Reservepool gelangen,
gelangen SV, die Uber die AP-2 abhangige CME gebildet werden, in den Recyclingpool
[Voglmaier und Edwards 2007, Hua et al. 2011]. Die differentielle Erh6hung von AP-2/a
in Synaptosomen sowie der IdE weist auf eine Steigerung der CME hin, welche mog-
licherweise im Zuge des beeintrachtigten AP-1 vermittelten SV-Recyclings hochregu-
liert wird und vermutlich zu einer Veréanderung der SV-Pools fuhrt. Auf Verdnderungen
der SV-Recyclingpools weist zusatzlich die Reduktion von Aktinproteinen hin, die auf
eine mobilere Vesikelpopulation in defizienten Neuronen schliel3en lasst (vgl. 5.7.2).
Neben einer effizienteren SV Anbindung und Fusion mit der Aktiven Zone wére eine
Erhéhung der Anzahl an mobilen SV eine weitere Mdglichkeit, wie die Reduktion der
SV Anzahl kompensiert werden konnte.

Eine Reduktion von SV-Proteinen konnte durch Western-Blot- und iTRAQ™-
Quantifizierungen nur in den aufgereinigten endosomalen, vesikularen Fraktionen ge-
zeigt werden. Haberman et al. haben kirzlich den Einfluss einer Vamp 2-Defizienz auf
die synaptische Sortierung beschrieben. Der Verlust des SV-SNARE-Proteins Vamp 2,
welches daruber hinaus mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten SV-Marker
Synaptotagmin 1 kolokalisiert, ruft eine langsame neuronale Degeneration hervor, die
unabhangig von der Neurotransmitterfreisetzung ist. Sie konnten zeigen, dass Vamp 2

Uber die SV-Lokalisation hinaus mit dem synaptosomalen endolysosomalen System,
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und hier vor allem mit frihen Endosomen, kolokalisiert. Die Vamp 2-Defizienz fuhrt zu
einer leichten SV Reduktion und einer Anhaufung von endosomalen vesikularen Struk-
turen. Daruber hinaus ist der Transport von Proteinen, die am degradativen Weg betei-
ligt sind, wie V-ATPasen, gestort [Haberman et al. 2012]. Dies zeigt einen Einfluss zu-
mindest dieses SV-SNARE-Proteins (Vamp 2) auf neuronale Transportwege abseits
der SV-Fusion. Mdglicherweise besitzen auch weitere Proteine, denen bis heute eine
ausschlieB3liche Beteiligung an der Exozytose zugeschrieben wird, weitere bis heute
noch unbekannte neuronale Funktionen. So konnte beispielsweise flr Synaptotagmin 1
eine unabhangige Funktion an der Exo- und Endozytose gezeigt werden. Wahrend
beide Prozesse Ca**-abhangigen sind, verlaufen sie doch mechanistisch jeweils unter-
schiedlich [Yao et al. 2012]. Die Beobachtungen von Haberman et al. kbnnen mit de-
nen der AP-1/c1B-Defizienz in Verbindung gebracht werden, die ebenfalls eine Reduk-
tion von SV sowie eine Veranderung und einen teilweisen Anstieg des endolysosoma-
len Weges hervorruft. Vermutlich fuhrt das durch die AP-1/01B-Defizienz verursachte
beeintrachtigte SV-Recycling zu Veranderungen des endolysosomalen Weges oder
umgekehrt. Auch ein direkter Einfluss des AP-1/01B-Komplexes auf beide Wege ist
nicht ausgeschlossen. Wahrend Haberman et al. einen Anstieg von SV und Verande-
rungen des endolysosomalen Weges zeigen konnten, die durch eine Vamp 2-Defizienz
hervorgerufen werden, konnten sie keine signifikanten Veranderungen von SV-Markern
feststellen [Haberman et al. 2012]. Auch in dieser Arbeit waren in den nicht weiter auf-
gereinigten Fraktionen keine Veranderungen von SV-Markern zu erkennen, obwohl
sowohl mikroskopisch als auch massenspektrometrisch in defizienten Neuronen eine
Reduktion von SV festgestellt wurde. Méglicherweise fiihrt sowohl die Defizienz von
Vamp 2 als auch die von AP-1/01B zu einer Fehlsortierung von SV-Proteinen durch
endosomale Kompartimente, in deren Folge es zu einer Umverteilung von diesen Pro-
teinen in den endolysosomalen Weg kommt. Dies wirde eine Erklarung dafir liefern,
dass keine differentiellen Veranderungen der SV-Proteinmengen in den nicht weiter
aufgereinigten endosomalen Fraktionen zu erkennen sind. Dartber hinaus liefert dies
ein Hinweis darauf, dass es sich bei den SV-Recyclingwegen und endolysosomalen
Wegen um verwandte Wege handelt, die im Dichtegradienten kofraktionieren. Ware
dies nicht der Fall, so héatte eine differentielle Veranderung der SV-Markerproteine zu
erkennen gewesen sein sollen.

Zusammenfassend konnte beziglich des synaptischen, vesikularen Pools festgestellt
werden, dass mit Ausnahme der Endozytose alle Ubrigen Bereiche des SV Zyklus
durch die AP-1/01B-Defizienz beeintrachtigt werden. Die Folge hiervon ist eine Reduk-
tion der SV Anzahl. (vgl. auch [Glyvuk et al. 2010]). Wahrend es voraussichtlich zu

einer Steigerung des SV-Zykluses durch den Recyclingpool und méglicherweise zu
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einer effizienteren SV-Fusion mit der Aktiven Zone kommt, ist der AP-1/01B vermittel-
te, endosomale Recyclingweg beeintrachtigt.

In den endosomalen Fraktionen gehort ein Drittel bis zu einer Halfte der Anzahl von
allen identifizierten Proteinen der Proteingruppe des Energiestoffwechsels an, welche
in erster Linie als Kontamination angesehen werden muss. Uberraschenderweise ist
diese Proteingruppe sowohl in der IdE als auch der hdE im Mittel differentiell reduziert
(vgl. 5.10). Aufgrund des hohen Anteils dieser Proteine am Proteom der endosomalen
Fraktionen kénnen sehr wahrscheinlich experimentelle Fehlerquellen ausgeschlossen
werden, die zu dieser Reduktion fiihren. Mdglicherweise steht diese Reduktion im Zu-
sammenhang mit der Reduktion des SV-Recyclings, welches gemeinsam mit der Re-
duktion von weiteren AP-1/c1B-vermittelten Recyclingwegen zu einem verringerten
synaptsichen Energiebedarf fuhrt.

Daruber hinaus konnte auch die differentielle Reduktion der V-ATPase-Untereinheiten
ein weiterer Hinweis auf eine Reduktion der SV-Anzahl sein, da in diesem Fall weniger
Kopien dieser ATPasen fir die Azidifizierung der SV vonnéten waren [Takamori et al.
2006].

Des weiteren konnte durch PIl-4-P-Quantifizierungen gezeigt werden, dass dieses
Phosphoinositolphosphat in der IdE reduziert ist (vgl. 6.3). Auf SV ist PI-4,5-P, angerei-
chert und wird durch die Phosphatase Synaptojanin 1 in Pl-4-P umgewandelt, wodurch
die Abstreifung von AP-2-Komplexen von der Vesikelhtlle eingeleitet wird [Cremona et
al. 1999, Yim et al. 2010]. Die differentielle Reduktion von PI-4-P in der IdE stellt einen
weiteren Hinweis auf eine SV-Reduktion dar, da es die Membrananbindung des AP-1-
Komplexes vermittelt. Moglicherweise wird versucht, die SV-Reduktion durch ein ge-
steigertes SV-Recycling, abseits des AP-1/01B-vermittelten Weges, und eine effizien-
tere Vesikelfusion des RRP sowie des Recyclingpools zu kompensieren. Neben ande-
ren Beobachtungen liefern die SV-Marker, die nur in den aufgereinigten Fraktionen
verandert sind, einen Hinweis auf eine Veranderung des endolysosomalen Weges und
eine Beteiligung dieses am SV-Recycling. Eine mehrheitliche Erh6hung von Proteinen
des degradativen Weges konnte auf einen gesteigerten Abbau von moglicherweise
fehlsortierten Proteinen des AP-1/01B vermittelten SV-Recyclings hinweisen (vgl.
5.8.1).

7.5.5 Veradnderungen von ,dense core vesicle‘Proteinen

Mit Hilfe der iTRAQ™-Analyse wurden nur wenige Proteine identifiziert, die auf bzw. in
dense core vesicles (DCV) angereichert sind, was auf einen geringen Anteil dieser
Strukturen an der IdE und hdE hinweist. Gemeinsam mit Western-Blot-

Quantifizierungen konnte gezeigt werden, dass diese Proteine in der Tendenz reduziert
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sind (vgl. 5.11.1). DCVs sind Tréger von sekretorischen Proteinen, wie Hormonen oder
Neurotransmittern, welche sie auf dem exozytotischen Weg freisetzen kdnnen. Hieran
ist das secretory carrier membrane protein (Scamp 1) beteiligt [Liao et al. 2008, Zhang
und Castle 2011]. Wahrend die neuronalen Funktionen von Rab 2 lange Zeit unbe-
kannt waren, konnte in den vergangenen Jahren u. a. eine Beteiligung an der Bildung
von DCVs gezeigt werden. Rab 2 verhindert, dass DCV-Proteine in den endolysoso-
malen Weg Ubergehen und vermittelt dartiber hinaus die Fusion von DCVs mit frilhen
Endosomen. Mutationen von Rab 2 fuihren zu vergréRerten DCVs und einem Anstieg
von frihen Endosomen sowie Recyclingendosomen [Edwards et al. 2009, Sumakovic
et al. 2009]. Die Reduktion von Scamp 1 und Rab 2 (vgl. 5.11.1) weisen darauf hin,
dass die AP-1/01B-Defizienz zu einer Veranderung von DCVs fihrt, welche auch im
Zusammenhang mit der Veranderung endosomaler Strukturen stehen konnte. Elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen der IdE zeigten vermehrt elektronendichte Strukturen
(vgl. 5.1), was gemeinsam mit dem differentiellen Anstieg von DCV-Proteinen, insbe-
sondere in Synaptosomen (vgl. 5.11.1), ein Hinweise auf einen moéglichen Anstieg von

DCVs in synaptosomalen Bereichen sein kdnnte.

7.5.6 Stressgranula

Stressgranula sind mRNA-haltige Zusammenschlisse, die in der Folge von zellularem
Stress gebildet werden [Ash et al. 2010]. Neben dem in Stressgranula angereicherten
Protein Perq 2 wurden massenspektrometrisch in der hdE weitere Stressgranulaprotei-
ne identifiziert. Darliber hinaus wurde in dieser Fraktion eine Vielzahl von ER-Proteinen
identifiziert, was auf eine Kofraktionierung von RNA-Granula mit dieser Fraktion hin-
weisen konnte (vgl. 5.7), wie diese von Blondeau et al. beschrieben wurden [Blondeau
et al. 2004]. Ob es sich bei diesen beiden genannten Granula-Populationen um eng
miteinander verwandte Strukturen handelt, ist nicht bekannt. Ein differentieller Anstieg
von Perq 2-positiven Strukturen ist vor allem in Synaptosomen zu erkennen (vgl.
5.11.1). Dies weist auf einen, mdoglicherweise indirekten, Einfluss der AP-1/01B-
Defizienz auf zellulare Sortierungsmechanismen abseits der spéten sekretorischen
Sortierung hin oder kdnnte eine unspezifische zellulare Stressantwort auf diese Defizi-
enz sein. Darlber hinaus weisen die Beobachtungen stark auf eine neuronale Funktion
von Perq 2 hin, was mit dessen moglicher Beteiligung an der Entwicklung der Parkin-
son-Krankheit steht [Wang et al. 2010, Tan und Schapira 2010].

Ein moglicherweise direkter oder indirekter Zusammenhang zwischen dem Anstieg von
Stressgranula und dem von DCVs kann nicht ausgeschlossen werden. Ob der Anstieg

von elektronendichten Strukturen in der Elektronenmikroskopie mdglicherweise auf
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Stressgranula, DCVs oder weitere Strukturen zurtickgefuhrt werden kann, musste bei-

spielsweise Uber eine Immunogold-Farbung geklart werden.

7.6 Synaptosomale Funktionen des AP-1/01B-Komplexes

Durch Western-Blot-Quantifizierungen konnte gezeigt werden, dass die AP-1/01B-
Defizienz im Cortex keine differentiellen Verdnderungen von Markerproteinen des Gol-
gi-Apparats (GM 130) sowie des TGN (TGN 38) hervorruft (vgl. 3.1). Im Proteom von
axonalen Wachstumskegeln (growth cone) wurden Strukturproteine des Golgi und des
TGN identifiziert [Estrada-Bernal et al. 2012]. In den aufgereinigten Fraktionen D4 und
E5 konnten in der iTRAQ™-Analyse jedoch keine Strukturproteine des endoplasmati-
schen Retikulums (ER), des Golgi-Apparats sowie des TGN nachgewiesen werden.
Der Anteil von Proteinen des frilhen sekretorischen vesikularen Transports war darlber
hinaus gering und es zeigten sich hier keine differentiellen Veranderungen (vgl. 5.7 und
5.8). Die AP-1/01B-Defizienz fiihrt folglich zu keinen funktionellen Veréanderungen des
frihen sekretorischen Weges, sodass ein direkter Einfluss des AP-1/c1B-Komplexes
auf diese Kompartimente sehr wahrscheinlich ausgeschlossen werden kann.

Mit Hilfe der iTRAQ™-Analyse wurden, neben anderen, Hinweise auf vermutlich indi-
rekte Effekte der AP-1/01B-Defizienz auf Synaptosomen festgestellt. Neuronale
Wachstumsproteine sind im Mittel differentiell reduziert und dartiber hinaus konnten
Veréanderungen von Gliaproteinen gezeigt werden. Diese Verdnderungen kdnnten eine
Folge des reduzierten synaptischen Vesikelrecyclings sein, mit dem wahrscheinlich
eine Reduktion der synaptischen Reizlibertragung einhergeht. Die Intensitat der Reiz-
Ubertragung ist entscheidend fir die Ausbildung und Aufrechterhaltung von synapti-
schen Kontakten und hat somit auch einen Einfluss auf die neuronale Entwicklung
[Cline und Haas 2008]. Eine Reduktion der synaptischen Aktivitat fihrt moglicherweise
Zu einem reduzierten neuronalen Wachstum, in dessen Folge es auch zu Veranderun-
gen von Gliazellen kommt, wobei ein direkter Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf Gli-
azellen nicht ausgeschlossen werden kann (vgl. 5.10). Sonstige GTPasen und neuro-
nale regulatorische Proteine sind kaum verandert.

Ob der AP-1/01B-Komplex daruber hinaus an der Entstehung von DCVs und Stress-
granula beteiligt ist oder ob es sich bei dessen differentieller Veranderung um indirekte

Effekte der AP-1/01B-Defizienz handelt, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden.

Neben diesen vermutlich indirekten Effekten konnten im Rahmen der vorliegenden
Arbeit viele starke Hinweise auf eine direkte Beteiligung des AP-1/01B-Komplexes an
der synaptosomalen, vesikularen, endosomalen Sortierung gewonnen werden, welche

nachfolgend detailliert beschrieben werden. Jedoch soll an dieser Stelle erwahnt wer-
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den, dass es sich hierbei noch nicht um endgiiltige Beweise handelt. Diese muissten
durch weitere Experimente erbracht werden.

In den Fraktionen, in denen sich vor allem membrangebundene Proteine befinden (hdE
und IdE), ist eine Reduktion von Proteinen, die an der AP-1-Membranrekrutierung be-
teiligt sind, wie Arf 1 und Arf-GAP 1, genauso zu erkennen wie die von Auxilin und
Gak, welche an der Hullenabstreifung von CCVs beteiligt sind. Dartber hinaus wurden
in AP-1/c1B-defizienten Synapsen vermehrt clathrinumhdillte Strukturen beobachtet,
was auf eine beeintrachtigte Hullenabstreifung (uncoating) hindeutet [Glyvuk et al.
2010] Dies weist darauf hin, dass der AP-1/c1B-Komplex zumindest an der Rekrutie-
rung dieser Proteine beteiligt ist, die flir die CCV-Bildung und deren uncoating von
zentraler Bedeutung sind. Die Reduktion von PI-4-P in der IdE kénnte ein Hinweis da-
rauf sein, dass der AP-1/01B-Komplex nicht nur an der CCV-Entstehung, sondern
auch an der Regulation der PI-4-P beteiligt ist, welche ihrerseits flr die Anbindung des
AP-1/01B-Komplexes entscheidend ist. Dartber hinaus weist die differentielle Snx 3-
Reduktion auf eine Funktion des AP-1/01B-Komplexes am retrograden Transport von
frihen Endosomen hin.

Fur die Biogenese des endolysosomalen Systems spielt Rab 5 eine zentrale Rolle
[Zeigerer et al. 2012]. Im Zuge der AP-1/c1B-Defizienz konnten keine Hinweise auf
Veranderungen des friilhen endosomaln Markers Rab 5 oder grundlegende Verande-
rungen von Appl-positiven frihen Endosomen gefunden werden. Gemeinsam mit den
iTRAQ™-Daten ist dies ein Anzeichen daflr, dass die Defizienz zu keinen generellen
Veranderungen des gesamten endolysosomalen Systems fuhrt und der AP-1/01B-
Komplex voraussichtlich nur an der Proteinsortierung an einer bestimmten endosoma-
len Population beteiligt ist.

Durch Rab 5 wird der Klasse-lll Pl-Kinase-Komplex hVps 34/hVps 15 rekrutiert, wel-
cher PI-3-P bildet [Huotari und Helenius 2011]. PI-3-P ist differentiell erhdht, wéhrend
Rab 5 und hVps 34 differentiell nicht verandert werden. Dies weist auf eine regulatori-
sche Funktion des AP-1/01B-Komplexes hin, welche im Zuge der AP-1/01B-Defizienz
zu einer Erhéhung der PI-3-P-Menge fiihrt. Die Menge an PI-3-P auf friihen Endoso-
men kontrolliert deren Umwandlung in spate Endosomen [Huotari und Helenius 2011]
und kénnte somit ein Hinweis auf einen indirekten Effekt des AP-1/01B-Komplexes auf
den spaten endosomalen Weg sein. Verdnderungen dieses Weges konnten durch die
differentielle Reduktion von Tsg 101 gezeigt werden. Sie steht vermutlich im Zusam-
menhang mit einer Steigerung des degradativen, ESCRT-vermittelten Weges, welcher
an der endosomalen Sortierung in Synapsen beteiligt ist [Uytterhoeven et al. 2011].
Diese Steigerung konnte eine Antwort auf die reduzierte AP-1/01B-vermittelte Vesikel-

bildung von frihen Endosomen sein. Fehlsortierte Proteine konnten tber diesen endo-
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lysosomalen Weg abgebaut werden. Dies ware ein Hinweis darauf, dass der
AP-1/g1B-Komplex auf die Uberfiihrung von Proteinen aus der frihen endosomalen
Sortierung in den degradativen Weg einen Einfluss besitzt.

Im Gegensatz zu anderen friihen endosomalen Markern ist EEA 1 in defizienten Neu-
ronen erhoht. In synaptosomalen Kompartimenten ist die deutlichste Umverteilung die-
ses Markers auf Membranstrukturen zu erkennen, was hier auf eine entscheidende
Funktion des AP-1/c1B-Komplexes hinweist. Zusammen mit frihen Endosomen frakti-
onieren synaptische Vesikel, deren Recycling gestort und deren Anzahl reduziert ist.
Erste Hinweise auf eine Beteiligung von membranumschlossenen Kompartimenten am
SV-Recycling wurden von Heuser und Reese beschrieben [Heuser und Reese 1973].
Spater konnte eine Beteiligung von endosomalen Strukturen am SV-Recycling festge-
stellt werden [Fischer von Mollard et al. 2004, Takei et al. 1996]. Rizzoli et al. zeigten,
dass ein Teil der endozytierten SV homotypisch fusionieren kénnen oder mit friihen
endosomalen Intermediaten fusionieren. Dies warf die Frage auf, ob eine friihe endo-
somale SV-Recyclingroute obligatorisch ist, nur zum Teil benétigt wird oder den Eintritt
von SV in einen degradativen Weg darstellt. Durch den Einfluss von BFA auf das SV-
Recycling wurde auf die Notwendigkeit des AP-3 am SV-Recycling durch endosomale
Strukturen geschlossen, welches vor allem unter einer starken neuronalen Stimulation
der Fall ist [Voglmaier et al. 2006, Voglmaier und Edwards 2007]. BFA blockiert eben-
falls die AP-1 vermittelte Vesikelbildung, sodass bei den Beobachtungen von Voglmai-
er et al. sowie von Voglmaier und Edwards eine Beteiligung des AP-1-Komplexes am
SV-Recycling auf keinen Fall ausgeschlossen werden sollte. Diese Beobachtungen
konnen dann im Zusammenhang mit dem SV-Recyclingdefekt in AP-1/01B-defizienten
Neuronen gesehen werden, welcher ebenfalls unter einer starken Stimulation am signi-
fikantesten ist [Glyvuk et al. 2010]. Dies lieferte einen Hinweis darauf, dass die Betei-
lung friher Endosomen einerseits und des AP-1/01B-Komplexes andererseits unter
einer starken Stimulation am SV-Recycling entscheidend ist. Weitere Hinweise auf eine
direkte Beteiligung des AP-1-Komplexes am SV-Recycling lieferten AP-2 ,knock-down*
Experimente [Kim und Ryan 2009]. Von Hoopmann et al. konnte nicht nur eine endo-
somale Beteiligung am SV-Recycling untermauert werden, sie zeigten auch, dass die-
ser Recyclingweg mit einer &hnlichen Geschwindigkeit wie der tber die CME verlauft
[Hoopmann et al. 2009]. Die Tatsche, dass auf synaptischen Vesikeln Proteine ange-
reichert sind, welche fur frihe Endosomen charakteristisch sind, weist zusatzlich stark
auf eine endosomale Beteiligung am SV-Recycling hin [Pavlos und Jahn 2011].

Die Reduktion der SV-Anzahl in defizienten Synapsen zeigt, dass der AP-1/01B-
Komplex eine entscheidende Funktion bei der Wiederauffullung zumindest von be-

stimmten SV-Pools besitzt. Die Hinweise auf eine Beeintrachtigung der Huillenabstrei-
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fung (uncoating) von Vesikeln, die Uber einen Clathrin und AP-1/01B vermittelten Weg
von frihen Endosomen gebildet werden, konnten eine Ursache fir die Veranderung
dieser Pools in defizienten Neuronen sein. Die Defizienz fuhrt dariiber hinaus vermut-
lich zu einer Erh6hung eines vesikularen Pools, welcher weniger mit dem Aktinzytoske-
lett verknipft ist. Dies ist ein Hinweis darauf, dass der AP-1/01B-Komplex die Sortie-
rung von SV in einen stationdren SV-Pool, moglicherweise den Resting-Pool, vermit-
telt, wie dies ebenfalls von Hua et al. vorgeschlagen wurde [Hua et al. 2011]. Die Spe-
zifitat der beschriebenen Funktionen des AP-1/c1B-Komplexes wird durch die gleich-
zeitige ldentifikation des ubiquitaren o1A-Adaptins in den endosomalen Fraktionen
erhdht, da auf diese Weise eine mogliche Kompensation der Funktionen des o1B-
Adaptins durch ein homologes Adaptin ausgeschlossen werden kann. Aufgrund der
beschriebenen Funktionen des AP-1/01B-Komplexes sowie des Phéanotyps AP-1/01B-
defizienter Mause kann die von Rizzoli et al. aufgeworfene Frage dahingehend beant-
wortet werden, dass die endosomale Sortierung obligatorisch fiir ein fehlerfreies SV-
Recycling ist.

Frihe endosomale Strukturen in Synapsen sind aller Voraussicht nach eigenstandige
Sortierungsorganellen, deren Anzahl in Abh&ngigkeit zur synaptischen Aktivitat steht
[Uytterhoeven et al. 2011]. Der Anstieg friher Endosomen in AP-1/01B-defizienten
Synapsen steht wahrscheinlich im Zusammenhang mit einer beeintrachtigten SV-
Bildung von diesen Organellen, an der der AP-1/01B-Komplex entscheidend beteiligt
ist. Vermutlich sind friilhe Endosomen auch an der Qualitatskontrolle der Proteinzu-
sammensetzung von SV beteiligt und sorgen beispielsweise fiir den Ausschluss von
Proteinen der Plasmamembran. Proteine, die nicht in SV sortiert werden, werden ver-
mutlich in den spaten degradativen Weg uberfuhrt, worauf die differentielle Reduktion
von Tsg 101 in defizienten Neuronen hinweist.

Durch den Einfluss der AP-1/c1B-Defizienz auf Synaptosomen sowie synaptosomale,
endosomale Fraktionen konnte gezeigt werden, dass das SV-Recycling unter der Be-
teiligung von friihen endosomalen Kompartimenten vollzogen wird und der AP-1/51B-
Komplex mit hdchster Wahrscheinlichkeit direkt an dieser endosomalen Sortierung
sowie der SV-Bildung beteiligt ist.

Uber welche Proteininteraktionen die beschriebenen Funktionen des AP-1/01B-
Komplexes vermittelt werden und ob es sich bei ihnen um direkte Funktionen handelt,
musste mit Hilfe von weiteren Experimenten, wie beispielsweise Proteininteraktions-

studien, untersucht werden, woflr diese Arbeit einen Ausgangspunkt bietet.
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7.7 Ausblick

Veranderungen von friihen Endosomen wurden in Synaptosomen identifiziert und bio-
chemisch und massenspektrometrisch charakterisiert. Die exakte Lokalisierung dieser
Kompartimente sowie die Frage, ob der beobachtete Anstieg des friihen endosomalen
Markers durch eine VergréRerung oder ein vermehrtes Auftreten dieser Organellen
hervorgerufen wird, konnte mit den verwendeten Methoden nicht geklart werden. Hier-
zu mussten diese Organellen in WT- und KO-Synapsen immunologisch markiert wer-
den und elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen durchgefihrt werden. Durch eine
Markierung von SV fir EM-Aufnahmen kdnnten mdglicherweise morphologische Hin-
weise auf die Ursachen der beeintrachtigten SV-Bildung gewonnen werden. Ob es sich
bei der differentiellen Veranderung der PI-3-P-Menge um einen sekundaren Effekt
handelt, der durch die endosomalen Veranderungen hervorgerufen wird, oder diese
durch einen Einfluss des AP-1/01B-Komplexes auf die hVps 34-Kinaseaktivitat hervor-
gerufen wird, masste in vivo und in vitro mit Hilfe von Kinaseaktivitatstests und Protein-
interaktionsexperimenten untersucht werden.

Biochemische und massenspektrometrische Untersuchungen haben eine Umverteilung
von einer Vielzahl von Proteinen zwischen verschiedenen neuronalen Kompartimenten
gezeigt. In sich an die vorliegende Arbeit anschlie@enden Experimente muisste unter-
sucht werden, in welche bzw. aus welchen Kompartimenten es im Zuge der AP-1/c1B-
Defizienz zu einer Umverteilung dieser Proteine kommt. Es konnte gezeigt werden,
dass es zu Veranderungen der clathrinvermittelten Endozytose (CME) im Zuge der
Defizienz kommt. Eine Proteomanalyse clathrinumhdliter Vesikel (CCVs) wirde mog-
licherweise Hinweise auf Proteinumverteilungen in diesen vesikularen Pool liefern.

Von besonderem Interesse wére eine detaillierte Charakterisierung der Ursachen der
mit Hilfe der iTRAQ™-Quantifizierungen identifizierten differentiellen Proteinverénde-
rungen, die vermutlich durch Veranderungen des endosomalen, vesikularen Transports
hervorgerufen werden. Beispielsweise durch Protein-Protein-Interaktionsstudien zwi-
schen diesen Proteinen und dem AP-1/c1B-Komplex kénnten wahrscheinlich Beweise
fur eine direkte Beteiligung dieses AP-Komplexes an der Regulation von den im Rah-
men dieser Arbeit diskutierten und weiteren Transportwegen gewonnen werden. Von
besonderem Interesse waren Untersuchungen, die Beweise fir eine direkte Beteiligung
des AP-1/01B-Komplexes an der frihen endosomalen Sortierung liefern wirden. Auf
diese Weise koénnte aller Voraussicht nach ein detailliertes Modell Giber die Funktionen

des AP-1/01B-Komplexes am SV-Recycling entwickelt werden.
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7.8 Modell des defizienten SV-Recyclings

Die zentralen Veranderungen, die die AP-1/c1B-Defizienz im Bezug auf das SV-
Recycling herruft und bis heute bekannt sind, sind in Abb. 7-1 zusammenfassend dar-
gestellt. Es wurden nur die Transportwege schematisch dargestellt, die aller Voraus-

sicht nach in einem direkten Zusammenhang mit dem SV-Recycling stehen.
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Abb. 7-1: Einfluss der AP-1/01B-Defizienz auf das SV-Recycling.
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8. Zusammenfassung

Der heterotetramere AP-1-Komplex ist am trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und an frihen
Endosomen lokalisiert und ist essentiell fir spezifische clathrinabhéngige Transport-
wege. Vom o1-Adaptin sind drei Isoformen bekannt, von denen nur c1B und o1C ge-
websspezifisch exprimiert werden. Die hdchste Expression im Gehirn dieser Adaptine
zeigt 01B. Ausgehend vom Phanotoyp AP-1/01B-defizienter Mausen wurden neurona-
le Funktionen dieses AP-Komplexes vorausgesagt. Glyvuk et al. konnten ein beein-
trachtigtes synaptisches Vesikel (SV) Recycling und eine Erhdhung der Anzahl von
endosomalen Strukturen zeigen [Glyvuk et al. 2010]. Ausgehend von diesen Beobach-
tungen wurden, zur Charakterisierung der Funktionen des AP-1/c1B-Komplexes an der
endosomalen Sortierung sowie dem SV-Recycling, endosomale Strukturen angerei-
chert.

Im Cortex und in Synaptosomen waren durch die AP-1/c1B-Defizienz keine strukturel-
len Veranderungen des Golgi-Apparats und des TGN zu erkennen, jedoch zeigte sich
hier ein Anstieg von frihen endosomalen Strukturen. Mit Hilfe von Dichtegradienten-
zentrifugationen konnten zwei voneinander verschiedene endosomale, vesikulare Frak-
tionen gewonnen werden, in denen die differentiellen Veranderungen von frihen En-
dosomen stark ausgepragt sind und darlUber hinaus eine Reduktion von synaptischen
Vesikeln festgestellt wurde. Durch iTRAQ™-Experimente dieser Fraktionen, in denen
deutlich mehr Proteine quantifiziert werden konnten als dies in vorherigen Studien der
Fall war, konnte der Einfluss des AP-1/01B-Komplexes auf die friihe endosomale Sor-
tierung sowie auf weitere Proteine und Sortierungswege festgestellt werden. Wie be-
reits fir den Cortex und die Synaptosomen gezeigt werden konnte, sind auch in den
endosomalen Fraktionen deutliche differentielle endosomale Verénderungen zu erken-
nen. In defizienten Neuronen werden vermutlich frihe, Appl-negative Endosomen spe-
zifisch veréndert, welche aller Voraussicht nach prasynaptisch lokalisiert sind. Grund-
legende Veranderungen weiterer endosomaler Kompartimente waren nicht zu erken-
nen, jedoch lieferten unabhéngige Quantifizierungen deutliche Hinweise auf eine Stei-
gerung zumindest von Teilen des endosomalen degradativen Weges, was mdglicher-
weise eine Folge von fehlsortierten Proteinen des frihen endosomalen Weges ist. Mit
den Veranderungen friher Endosomen geht eine Reduktion von SV einher, was zu-
sammen mit dem beeintrachtigten SV-Recycling einen frihen endosomalen Sortie-
rungsschritt bei der Regenerierung von SV anzeigt. Das 01B-Adaptin ist fur ein korrek-
tes SV-Recycling durch frihe Endosomen unerlasslich. In AP-1/01B-defizienten Neu-
ronen ist neben dem AP-1/01B-vermittelten Transport aller Voraussicht nach auch die

AP-2 und clathrinvermittelte Endozytose verandert, welche gesteigert ist. Dies weist
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u. a. auf eine Veranderung von SV-Pools und damit auf die Beteiligung des AP-1/01B-
Komplexes an der SV-Sortierung in einen bestimmten SV-Pool hin, méglicherweise
den Resting-Pool. Neben Funktionen an der endosomalen Sortierung von SV kann
durch den Anstieg in defizienten Neuronen von Strukturen hoher Dichte, wie DCVs und
Stressgranula, auch auf mogliche weitere Funktionen geschlossen werden. Ob diese
jedoch direkt oder indirekt sind, konnte nicht geklart werden.

In Neuronen besitzt der AP-1/01B-Komplex zentrale Funktionen, welche vor allem in
der Prasynapse charakterisiert wurden. Hier ist er an der frihen endosomalen Sortie-
rung beteiligt und besitzt spezifische Funktionen bei der Sortierung und Bildung von

synaptischen Vesikeln.
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Abkirzungen

Abkilrzungen

°C

M

A

Abb.
AP-Komplex
Arf

BFA
BSA
budding
cargo
ccv
cDNA
Chc
CLASPs
Clc
CME
COP
c-terminal
Da
DMEM
DNA
docking
DTT
EDTA
EEA 1
EM

ER
ESCRT
et al.
FKS

GAP
GDI
GDP

Grand Celsius

Micro

Ampere

Abbildung

Adaptorproteinkomplex

ADP-ribosylation factor

Brefeldin A

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Vesikelabknospung

zu transprotierende Proteine

clathrinumhiilltes Vesikel (clathrin coated vesicle)
komplementare DNA

Clathrin schwere Ketten (clathrin heavy chain)
clathrin-assoziierte Sortierungs-Proteine

Clathrin leichte Kette (clathrin light chain)
clathrinvermittelte Endozytose (clathrin mediated endozytosis)
coat protein

carboxyterminal

Dalton

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinséaure

Vesikelanbindung an Zielmembran

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

early endosome antigen 1
Elektronenmikroskopie

Endoplasmatisches Retikulum

endosomal sorting complex required for transport
et alii (lat.: und andere)

fotales Kalberserum

Gramm

Erdschwerebeschleunigung

GTPase aktivierendes Protein (GTP hydrolysis activating protein)
GDP Dissoziationsinhibitor (GDP dissociation inhibitor)

Guanosintriphosphat
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Abkirzungen

GEF GDP-GTP Austauschfaktor (GDP-GTP exchange factor)
GGA Golgi-localised, y-ear-containing, ARF-binding protein
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
Hsc heat shock cognate protein

IgG Immunglobulin G

iTRAQ™ isobaric tags for relative and absolute quantitation
k Kilo

KO knock-out

L Liter

LC Flassigchromatographie (liquid chromatography)
M Molar

m Milli

m Masse

MEF Maus embryonale Fibroblasten

min Minute

MPR Mannose-6-Phosphat Rezeptor

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie

MVB mulitvesikulare Kérper (multivesicular bodies)

n Nano

N. D. nicht detektierbar (not detectable)

NTD N-terminale Domane

n-terminal aminoterminal

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis

PBS phosphate buffered saline

pH negativer dekadischre Logarithmus der Wasserstoffionen-Aktivitat
Pl Phosphatidylinositol

PI-3,4-P Phosphatidylinositol-3,4-phosphat

P1-3,5-P Phosphatidylinositol-3,5-phosphat

PI-3-P Phosphatidylinositol-3-phosphat

Pl-4,5-P Phosphatidylinositol-4,5-phosphat

PI-4-P Phosphatidylinositol-4-phosphat

PVDF Polyvinylidendifluorid

Rab Ras-related in brain
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Abkirzungen

Rabex 5
RNA
RNAI
RRP
SDS

sec
SNARE
SV

Tab.
tethering
TFA
TGN
TOF
Tris
uncoating
%

viv

vgl.

wiv

WT

z

Rab 5 exchange factor
Ribonukleinséure

RNA-Interferenz

readily releasable pool
Natriumdodecylsulfat

Sekunde
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor
synaptisches Vesikel

Tabelle

Annaherung eines Vesikels an die Akzeptormembran
Trifluoressigséaure
trans-Golgi-Netzwerk

time of flight
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Abstreifung der Vesikelhtlle
Geschwindigkeit
Volumenverhaltnis

vergleiche

Gewicht zu Volumen

Wildtyp

Ladungszahl
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Anhang

Anhang

Tab. A-1: Die Proteine, die mit Hilfe der iTRAQ™-Analyse in den Fraktionen D4 und E5 indentifi-
ziert wurden, sind nachfogend aufgelistet.

Sie wurden zu funktionellen Proteingruppen zusammengefasst. Diese Proteine sind in drei Tabellen (a-c)
aufgelistet, entsprechend der Fraktion in der sie identifiziert wurden. In den letzten beiden Tabellen (e und
f) sind alle verénderten Proteine der Fraktionen D4 und E5 aufgelistet. a) Proteine, die nur in der Fraktion
D4 identifiziert wurden, b) Proteine, die nur in der Fraktion E5 identifiziert wurden, c) Proteine die in D4
und E5 identifiziert wurden d) Proteine des Shotgun-Experiments, e) verénderte Proteine der Fraktion D4

und f) veranderte Proteine der Fraktion E5.

a) Proteine, die nur in D4 identifiziert wurden

NCBI Nr. Proteinname Proteingruppe
0i|194319965 Chain A, Crystal Structure Of Mouse Vps26b endosomale Proteine
0i|26351059 Clavesin-1 [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|34147513 ras-related protein Rab-7a [Homo sapiens] endosomale Proteine
074181576 Ar18, ADP-ribosylation factor-like protein 8B [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|74206636 Scamp3 [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|50053824 early endosome antigen 1 [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|148679807 RAB4A, member RAS oncogene family, isoform CRA_a [Mus musculus] endosomale Proteine
0ij4506371 ras-related protein Rab-5B [Homo sapiens] endosomale Proteine
06679583 ras-related protein Rab-11B [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|74150282 Rab4b [Mus musculus] endosomale Proteine
0i]62901101 Ras-related protein Rab-31 endosomale Proteine
0i|31560462 syntaxin-7 [Mus musculus] endosomale Proteine
06678553 vesicle-associated membrane protein 3 [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|74206784 Syntaxin12 [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|231557 RecName: Full=Apolipoprotein A-I; Short=Apo-Al; Short=ApoA-I; AltName: Full=Apolipoprotein A1, Energiestoffwechsel

Flags: Precursor
0i|6746357 peroxisomal membrane protein 20 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|23821758 RecName: Full=UMP-CMP kinase; AltName: Full=Cytidine monophosphate kinase; AltName: Energiestoffwechsel

Full=Cytidylate kinase; AltName: Full=Deoxycytidylate kinase; AltName: Full=Uridine monophos-

phate kinase; AltName: Full=Uridine monophosphate/cytidine monophosphate kinase
0i|148677405 cytochrome b-5, isoform CRA_a [Mus musculus] Energiestoffwechsel
021313210 thioredoxin-related transmembrane protein 2 precursor [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0123244133 enolase 1, alpha non-neuron [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0126031446 Chain A, Mouse C14a Glutathione-S-Transferase Mutant In Complex With S-Hexyl Glutathione Energiestoffwechsel
0i|12844989 Phosphoglycerate mutase 1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
012846591 NADH-cytochrome b5 reductase 3 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|13385942 citrate synthase, mitochondrial precursor [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|13435924 Aldolase C, fructose-bisphosphate [Mus musculus] Energiestoffwechsel
01372988 cytochrome ¢ oxidase subunit IV [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|1401252 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|148692809 transketolase, isoform CRA_a [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|148700325 phosphofructokinase, platelet, isoform CRA_d [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|148704281 Epimerase family protein SDR39U1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|158148945 long-chain acyl-CoA synthetase [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0159162521 Mitochondrial fission 1 protein [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|16580128 dihydrolipoamide S-acetyitransferase precursor [Mus musculus] Energiestoffwechsel
016716343 cytochrome c oxidase subunit 6C [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|187956864 Ogdhl protein [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|2078522 dihydrolipoamide dehydrogenase [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|23956140 glycerophosphodiester phosphodiesterase domain-containing protein 1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|254553344 6-phosphofructokinase, muscle type [Mus musculus] Energiestoffwechsel
026326599 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase gamma [Mus musculus] Energiestoffwechsel




Anhang

NCBINr. Proteinname Proteingruppe
0i|26329883 Neutral cholesterol ester hydrolase 1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|26344335 Carbonic anhydrase 2 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|26353026 Cytochrome ¢, somatic [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0297342902 Chain A, Crystal Structure Of Mouse Mitochondrial Aspartate AminotransferaseKYNURENINE Energiestoffwechsel
AMINOTRANSFERASE IV

0i|308387818 D-dopachrome decarboxylase [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|309265176 PREDICTED: alpha-enolase-like isoform 7 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|309266468 PREDICTED: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like isoform 1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|37360022 mKIAA0631 protein [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0il405985 camnitine palmitoyitransferase Il [Mus musculus] Energiestoffwechsel
051267 Fatty acid-binding protein, heart [Mus musculus] Energiestoffwechsel
056206141 oxoglutarate dehydrogenase (lipoamide) [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|6671549 peroxiredoxin-6 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
06678674 lactate dehydrogenase B [Mus musculus] Energiestoffwechsel
06753810 fatty acid-binding protein, heart [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|6754086 glutathione S-transferase Mu 5 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|6754976 peroxiredoxin-1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
06755911 thioredoxin [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i[7305027 enolase 2, gamma neuronal [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|74188189 Aconitate hydratase, mitochondrial [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i[74204028 OGDC-E2 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i[74204388 L-lactate dehydrogenase [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i[74214155 Cytochrome b5 type B [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|74219103 Phosphoglycerate kinase 1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
07710012 thiomorpholine-carboxylate dehydrogenase [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|902008 adenine nucleotide translocase-1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
(9i|54311137) RAB2A/B, member RAS oncogene family [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0110946940 ras-related protein Rab-2A [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|148684518 RAB6, member RAS oncogene family, isoform CRA_d [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
021313162 ras-related protein Rab-1B [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|4758988 ras-related protein Rab-1A isoform 1 [Homo sapiens] friher sekretorischer Weg

0il114589841
0i|123235430
0il12842750

0i[148674283
0il148677735

PREDICTED: selenoprotein T [Pan troglodytes]

signal recognition particle 14 [Mus musculus]

PRA1 family protein 3 [Mus musculus]

ribophorin Il [Mus musculus]

Secl1-like 3 (S, cerevisiae), isoform CRA_c [Mus musculus]

friiher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg

019264103 Copz1 protein [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|21218066 reticulon 1A [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
0i|26344758 Reticulon-3 (a,b) [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
026350783 Transitional endoplasmic reticulum ATPase [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
026389719 Sec23A [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|30519971 atlastin-1 [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
0i|38327592 Reticulon-3, AIt=TPA_inf: RTN3-A2 [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|53569 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
gi|557878 SKD2 [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
056090141 reticulon-1 isoform RTN1-C [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|58037395 secretory carrier-associated membrane protein 1 [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|6806903 sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 isoform b [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
0i[74140904 Vesicle-trafficking protein SEC22b [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
0i|74190592 Wolframin [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i[74192931 Calnexin [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
0i|74207654 Vps45 [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
013277753 Heat shock protein 4 [Mus musculus] HSP

0i|148666718
0i|148675478
0i|247494234

chaperonin subunit 7 (eta), HSP60, isoform CRA_c [Mus musculus]
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 5, isoform CRA_b [Mus musculus]
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 13 [Mus musculus]

HSP
HSP
HSP




Anhang

NCBI Nr. Proteinname Proteingruppe

0i|6680309 10 kDa heat shock protein, mitochondrial [Mus musculus] HSP

074178174 HSP90 b1 [Mus musculus] HSP

0i|124286805 complement C1q subcomponent subunit A precursor [Mus musculus] Immunproteine

0i|20071437 19sf8, Immunoglobulin superfamily member 8 [Mus musculus] Immunproteine

028972249 Sorting nexin-27 [Mus musculus] Immunproteine

gi|74220604 Clptm1: Cleft lip and palate transmembrane protein 1 homolog [Mus musculus] Immunproteine

0i|109731942 Cadma3 protein [Mus musculus] neuronales Wachstum
012836784 Cnd1 [Mus musculus] neuronales Wachstum
0i|12837563 Transmembrane protein 35 [Mus musculus] neuronales Wachstum
0i|13195648 reticulon-4 isoform C [Mus musculus] neuronales Wachstum
0i|148696833 Neurocan core protein [Mus musculus] neuronales Wachstum
0i|148696833 Neurocan core protein [Mus musculus] neuronales Wachstum
0148709214 synuclein, beta, isoform CRA_a [Mus musculus] neuronales Wachstum
01915913 Ulip2 protein [Mus musculus] neuronales Wachstum
019911152 drebrin A2 [Mus musculus] neuronales Wachstum
0i|9903607 protein canopy homolog 2 precursor [Mus musculus] neuronales Wachstum
027692965 Psmd2, 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 protein [Mus musculus] Proteolyse

0i|148705825 UCH-L1, ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1, isoform CRA_a [Mus musculus] Proteolyse

0i|16716569 protease, serine, 1 [Mus musculus] Proteolyse

0i|20072543 Fbxo2 protein [Mus musculus] Proteolyse

0i|148678839 RABB8(A), member RAS oncogene family, isoform CRA_c [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
0i|23463313 ras-related protein Rab-8(B) [Rattus norvegicus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
093279750 Chain C, Structure Of Rab8 In Complex With Mss4 sonstige GTP-Interaktionsproteine
0i|74196240 GTPase KRas [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
0i|13386338 ras-related protein Rap-2b precursor [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
0i|13592039 ras-related protein Ral-A precursor [Rattus norvegicus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
013937391 Gnb2, guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2 [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine

0i|148709593
0i|164607137

Gnag, guanine nucleotide binding protein, alpha q polypeptide [Mus musculus]
Gnao 1, guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha isoform B [Mus musculus]

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

0i|27805887 Gnai-1, guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 [Bos taurus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
0i|56800496 NME1, Nucleoside diphosphate kinase A [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
0il6754020 guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-2 precursor [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
074138117 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-4 [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
gi|7768785 H-ras [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
09625037 rho-related GTP-binding protein RhoG precursor [Mus musculus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
06753138 sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
gil6755963 VDAC1, voltage-dependent anion-selective channel protein 1 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
gil6755965 VDAC?2, voltage-dependent anion-selective channel protein 2 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
0i|7242138 sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
011321166 Ryr2, cardiac Ca2+ release channel [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
016307541 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
0i|148705386 solute carrier family 30 (zinc transporter, ZnT-3), member 3, isoform CRA_b [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
01763380 ZnT-3, zinc transporter [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
0i|26333521 Probable phospholipid-transporting ATPase IA [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
027697104 Atpla2, Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
0i|30725780 protein MAL2 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
0ij44890693 Cntn1 protein [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0il4512261 neurochondrin-2 [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
012852348 Alpha-synuclein [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine

0i|148687862
0i|148707401
0i[168983833
0il18656627
0i|192005
0i[19483938
0i|209862927

HCNP: Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 [Mus musculus]
tenascin R [Mus musculus]

annexin A2 [Mus musculus]

EAAT3 glutamate transporter regulator GTRAP3-18 [Mus musculus]
apolipoprotein E [Mus musculus]

Gpmé6a: Neuronal membrane glycoprotein M6-a protein [Mus musculus]

dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6 isoform 1 [Mus musculus]

sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine

sonstige neuronale Proteine




Anhang

NCBINr. Proteinname Proteingruppe

02497313 RecName: Full=Myelin-oligodendrocyte glycoprotein; Flags: Precursor sonstige neuronale Proteine
0i|34996479 phospholemman isoform b precursor [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|387515 Myelin proteolipid protein [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|55926127 spectrin beta chain, brain 2 [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|69885049 myelin basic protein isoform 3 [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|69885073 myelin basic protein isoform 6 [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|74220199 Transmembrane protein 132A [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|26328339 CaMK Il d, Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit delta [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|33356998 Chain A, Crystal Structure Of CalciumCALMODULIN-Dependent Protein Kinase synaptische Vesikelproteine
0i|50417 CaMK Il a, Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
06978593 CaMK Il a, calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha [Rattus norvegicus] synaptische Vesikelproteine
0i|38259194 putative tyrosine-protein phosphatase auxilin isoform ¢ [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148702256 NSF, N-ethyimaleimide sensitive fusion protein, isoform CRA_a [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|7106257 probable phospholipid-transporting ATPase IA isoform b [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148686490 RAB3C, member RAS oncogene family, isoform CRA_c [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148693866 DmX-like protein 2 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0152031595 Rabconnectin-3 synaptische Vesikelproteine
0i|30841008 ras-related protein Rab-18 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|20070422 PRAZ1 family protein 2 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148696442 synaptosomal-associated protein 25, isoform CRA_a [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|168984393 vesicle-associated membrane 2 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
017225417 syntaxin binding protein 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|27261824 SV2B, synaptic vesicle glycoprotein 2B [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|29789104 beta-soluble NSF attachment protein [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|31543797 synaptotagmin-2 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|31543940 vesicle-associated membrane protein-associated protein B [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
012963799 V-type proton ATPase subunit D [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|14318722 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit H [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148671925 ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit A1, isoform CRA_i [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|16758754 V-type proton ATPase subunit F [Rattus norvegicus] synaptische Vesikelproteine
0i|168983990 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit G2 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|26390051 V-type proton ATPase 16 kDa proteolipid subunit, Atp6vOc [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
026390051 V-type proton ATPase 16 kDa proteolipid subunit, Atp6vOc [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|31560731 V-type proton ATPase catalytic subunit A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|31981304 V-type proton ATPase subunit d 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|340007377 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|45504359 V-type proton ATPase subunit E 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i[74142419 V-type proton ATPase catalytic subunit A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74183858 V-type proton ATPase catalytic subunit A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74186750 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
074191447 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i[74219390 V-type proton ATPase subunit S1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74220409 V-type proton ATPase subunit G 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74220440 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|[74220560 V-type proton ATPase catalytic subunit A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74223066 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148677501 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, alpha subunit, isoform 1, isoform synaptische Vesikelproteine

CRA_e [Mus musculus]

010181206 GABA(A) receptor-associated protein-like 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|110625902 gamma-soluble NSF attachment protein [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
011528516 neurogranin [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
011528518 SV2A, synaptic vesicle glycoprotein 2A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0116283843 Slc6al7 protein [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|123702073 vesicle-associated membrane protein 1 isoform b [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148686724 dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1, isoform CRA_b [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|148689761 synaptotagmin I, isoform CRA_b [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine




Anhang

NCBI Nr. Proteinname Proteingruppe
0148706349 Vesicle-associated membrane protein-associated protein A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
018087731 dynein light chain 2, cytoplasmic [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|189339262 V-type proton ATPase subunit C 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|19527400 synaptotagmin-12 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0218156282 vesicular glutamate transporter 1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|26347065 Synaptoporin [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|26347065 Synaptoporin [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
026665359 vesicular GABA transporter a form [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|28076935 dynactin subunit 2 isoform 3 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|28502901 Stx1a protein [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
028972375 SV2B, Synaptic vesicle glycoprotein 2B [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0409226 brain beta spectrin [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|5031569 alpha-centractin [Homo sapiens] synaptische Vesikelproteine
055715891 Vatl protein [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|56205529 clathrin, heavy polypeptide (Hc) [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|56205529 clathrin, heavy polypeptide (Hc) [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|6678197 synaptotagmin-1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
06754240 neuron-specific calcium-binding protein hippocalcin [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|6755588 SNAP-25: synaptosomal-associated protein 25 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74186656 VGIuT1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
074211135 Synaptotagmin-1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|98960798 SV2A, Synaptic vesicle glycoprotein 2A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|9937988 Scampb: secretory carrier-associated membrane protein 5 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
06679803 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A [Mus musculus] Transkription, Translation

0i|168984527
0i|118601011
0i|148678284
0i|148699419
0i|148704835
0i|149258678
0i|149259080
0i|149263818

histidine triad nucleotide binding protein [Mus musculus]

secretory carrier-associated membrane protein 3 [Mus musculus]
Ribosomal_S13 [Mus musculus]

mCG116065 [Mus musculus]

mCG125660 [Mus musculus]

PREDICTED: 40S ribosomal protein S12-like [Mus musculus]

PREDICTED: 60S acidic ribosomal protein P1-like isoform 1 [Mus musculus]
PREDICTED: 60S ribosomal protein L35a-like [Mus musculus]

Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation

Transkription, Translation

015029927 Rps13 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|154550710 ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|26353478 Rpl12 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|309264869 PREDICTED: 40S ribosomal protein S20-like, partial [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|34784540 Genll1 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|52078405 Rps16 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|74142927 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|12848861 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 [Mus musculus] Transkription, Translation
01542845 eRF1 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|1583224 RNA polymerase Il elongation factor Transkription, Translation
01583224 RNA polymerase Il elongation factor Transkription, Translation
0220938210 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|347839 T-complex protein 1 subunit gamma [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|38328278 Hnrpa3 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|38511951 Eef2 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
0ij40807498 ribonuclease UK114 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|60551056 Nucleophosmin, Npm1 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
0il6679805 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2 precursor [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|74191492 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|74191674 T-complex protein 1 subunit alpha [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|74144160 AP-3 complex subunit beta-2 [Mus musculus] vesikularer Transport

0116283284 Arfaptin-2 [Mus musculus] vesikularer Transport

0i|148706549 ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 2, isoform CRA_b [Mus musculus] vesikularer Transport

0i|6679809 flotillin-1 [Mus musculus] vesikularer Transport




Anhang

NCBINr. Proteinname Proteingruppe
0i|74206687 Rogdi [Mus musculus] Zellwachstum
02506073 ERK2 [Mus musculus] Zellwachstum
0i|6677839 protein S100-B [Mus musculus] Zellwachstum

0i|148667416
0i|148706176
0il50823

CD9 antigen, isoform CRA_b [Mus musculus]
mCG50936 [Mus musculus]
Hemomucin [Mus musculus]

Zellwachstum
Zellwachstum
Zellwachstum

0i|116283387 Nefl protein [Mus musculus] Zytoskelett
0117606375 neuronal-specific septin-3 [Mus musculus] Zytoskelett
0i|124504386 Nefm protein [Mus musculus] Zytoskelett
013516471 beta-actin FE-3 [Rattus norvegicus] Zytoskelett
0144719132 Fscnl protein [Mus musculus] Zytoskelett
0i|148539957 alpha-internexin [Mus musculus] Zytoskelett
0i|148693354 septin 7, isoform CRA_b [Mus musculus] Zytoskelett
0i|149255823 PREDICTED: cofilin-1-like [Mus musculus] Zytoskelett
0i|33244031 Arpc4 protein, Arp2/3 subunit 4 [Mus musculus] Zytoskelett
0ij48237757 beta-actin [Mus musculus] Zytoskelett
0i|49868 put, beta-actin (aa 27-375) [Mus musculus] Zytoskelett
051261360 TIn2 protein [Mus musculus] Zytoskelett
051709421 Transforming protein RhoA [Mus musculus] Zytoskelett
0i|62871628 Sept5 protein [Mus musculus] Zytoskelett
06671746 cofilin-2 [Mus musculus] Zytoskelett
0i|7288857 neural tropomodulin N-Tmod [Mus musculus] Zytoskelett
0i|74184369 Septin-7 [Mus musculus] Zytoskelett
074226714 T-complex protein 1 subunit delta [Mus musculus] Zytoskelett
0i|9790219 destrin [Mus musculus] Zytoskelett
0i|122889356 microtubule-associated protein tau [Mus musculus] Zytoskelett
0i|148682709 mCG49614, isoform CRA_a [Mus musculus] Zytoskelett
019353679 Actrlb protein [Mus musculus] Zytoskelett
0i|209447523 Cell division control protein 42 homolog (Cdc42) Zytoskelett
028913745 Prkar2b protein [Mus musculus] Zytoskelett
0i|32015 alpha-tubulin [Homo sapiens] Zytoskelett
0i|6272692 short microtubule-associated protein 1A [Mus musculus] Zytoskelett
0i|6272693 long microtubule-associated protein 1A [Mus musculus] Zytoskelett
0i|74181454 Tubulin alpha-1B chain [Mus musculus] Zytoskelett
017978023 nonmuscle heavy chain myosin II-A [Mus musculus] Zytoskelett
0i|227523 myosin H Zytoskelett
0i|124249058 tectonin beta-propeller repeat-containing protein 1 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|13879482 2900073G15Rik protein [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|148683374 hyaluronan and proteoglycan link protein 2, isoform CRA_a [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
021362277 CDP-diacylglycerol--inositol 3-phosphatidyltransferase isoform 2 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0ij44890689 Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|74139418 Membrane-associated progesterone receptor component 1 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0123173728 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1B [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|12846963 Hemoglobin subunit alpha [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
012857720 unnamed protein product, C6orf174 homolog [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|13385270 histidine triad nucleotide-binding protein 3 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet

0il148675531
0i[148684742
0il148695714
0il148696638
0i[148697407
0i[148697982
0il148705830
0i[148709441
0il15341776

0il156257643

mCG121696 [Mus musculus]

hemoglobin Z, beta-like embryonic chain, isoform CRA_a [Mus musculus]

COMM domain containing 9, isoform CRA_c [Mus musculus]

abhydrolase domain containing 12, isoform CRA_b [Mus musculus]

RIKEN cDNA 0910001A06, isoform CRA_b [Mus musculus]

complement component 1, g subcomponent, beta polypeptide, isoform CRA_b [Mus musculus]
transmembrane protein 33, isoform CRA_a [Mus musculus]

transmembrane protein 109, isoform CRA_a [Mus musculus]

Receptor accessory protein 5 [Mus musculus]

beta-globin [Mus musculus]

keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet

keiner Gruppe zugeordnet
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NCBI Nr. Proteinname Proteingruppe

0159163325 Chain A, Solution Structure Of Mouse Ubiquitin-Like 3 Protein keiner Gruppe zugeordnet
017647499 hemoglobin, beta adult minor chain [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|18017602 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i[191765 alpha-fetoprotein keiner Gruppe zugeordnet
0193209 phosphoprotein keiner Gruppe zugeordnet
0i[193761 alpha-globin [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
021312460 uncharacterized protein C100rf35 homolog [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet

0i|220938248
0i|223462890
0i|226443091
0i|241913509
0i|259090165

ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 [Mus musculus]

Spnaz2 protein [Mus musculus]

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO [Mus musculus]

Chain B, Crystal Structure Of Hemoglobin From Mouse (Mus Musculus)at 2,8
Chain A, Structural Basis Of Pp2a And Sgo Interaction

keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet

0i|26325356 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 2 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
027369996 hypothetical protein LOC230085 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
028077021 TLD domain-containing protein KIAA1609 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|30519931 receptor expression-enhancing protein 1 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|31981350 protein FAM49A [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|31982300 hemoglobin, beta adult major chain [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|32484336 Otub1 protein [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|553919 alpha-1-globin [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|74149659 Protein disulfide-isomerase [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
0i|74204138 Protein disulfide-isomerase A3 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnet
b) Proteine, die nur in E5 identifiziert wurden

UniProtkB Nr. Proteinname Proteingruppe
PLEC_MOUSE Plectin OS=Mus musculus GN=Plec PE=1 SV=2 Zytoskelett
ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 OS=Mus musculus GN=Actn2 PE=1 SV=1 Zytoskelett
AINX_MOUSE Alpha-internexin OS=Mus musculus GN=Ina PE=1 SV=2 Zytoskelett
ARP10_MOUSE Actin-related protein 10 OS=Mus musculus GN=Actr10 PE=1 SV=2 Zytoskelett
ARP3_MOUSE Actin-related protein 3 OS=Mus musculus GN=Actr3 PE=1 SV=3 Zytoskelett
ARPC2_MOUSE Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 OS=Mus musculus GN=Arpc2 PE=1 SV=3 Zytoskelett
ARPC4_MOUSE Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 OS=Mus musculus GN=Arpc4 PE=1 SV=3 Zytoskelett
CAP1_MOUSE Adenylyl cyclase-associated protein 1 OS=Mus musculus GN=Capl PE=1 SV=4 Zytoskelett
CAZA2_MOUSE F-actin-capping protein subunit alpha-2 OS=Mus musculus GN=Capza2 PE=1 SV=3 Zytoskelett
COF1_MOUSE Cofilin-1 OS=Mus musculus GN=Cfl1 PE=1 SV=3 Zytoskelett
COR1C_MOUSE Coronin-1C OS=Mus musculus GN=Corolc PE=1 SV=2 Zytoskelett
DEST_MOUSE Destrin OS=Mus musculus GN=Dstn PE=1 SV=3 Zytoskelett

E41L3 MOUSE Band 4,1-like protein 3 OS=Mus musculus GN=Epb41I3 PE=1 SV=1 Zytoskelett
NEB2_MOUSE Neurabin-2 OS=Mus musculus GN=Ppp1r9b PE=1 SV=1 Zytoskelett
TCPB_MOUSE T-complex protein 1 subunit beta - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
TCPZ_MOUSE T-complex protein 1 subunit zeta OS=Mus musculus GN=Cct6a PE=1 SV=3 Zytoskelett
TMOD2_MOUSE Tropomodulin-2 OS=Mus musculus GN=Tmod2 PE=1 SV=2 Zytoskelett
TPM3_MOUSE Tropomyosin alpha-3 chain OS=Mus musculus GN=Tpm3 PE=1 SV=2 Zytoskelett
SEP11_MOUSE Septin-11 OS=Mus musculus GN=Sept11 PE=1 SV=4 Zytoskelett
SEPT2_MOUSE Septin-2 OS=Mus musculus GN=Sept2 PE=1 SV=2 Zytoskelett
SEPT3_MOUSE Neuronal-specific septin-3 OS=Mus musculus GN=Sept3 PE=1 SV=2 Zytoskelett
SEPT5_MOUSE Septin-5 OS=Mus musculus GN=Sept5 PE=1 SV=2 Zytoskelett
SEPT6_MOUSE Septin-6 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
SEPT7_MOUSE Septin-7 OS=Mus musculus GN=Sept7 PE=1 SV=1 Zytoskelett
ACTY_MOUSE Beta-centractin OS=Mus musculus GN=Actrlb PE=1 SV=1 Zytoskelett
ACTZ_MOUSE Alpha-centractin OS=Mus musculus GN=Actrla PE=2 SV=1 Zytoskelett
MAP1S_MOUSE Microtubule-associated protein 1S OS=Mus musculus GN=Map1s PE=1 SV=2 Zytoskelett
MAP6_MOUSE Microtubule-associated protein 6 OS=Mus musculus GN=Map6 PE=1 SV=2 Zytoskelett
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UniProtKB Nr. Proteinname Proteingruppe
MLP3B_MOUSE Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B OS=Mus musculus GN=Map1lc3b PE=1 SV=3 Zytoskelett
NDEL1_MOUSE Nuclear distribution protein nudE-like 1 OS=Mus musculus GN=Ndel1 PE=1 SV=2 Zytoskelett
TBB2B_MOUSE Tubulin beta-2B chain OS=Mus musculus GN=Tubb2b PE=1 SV=1 Zytoskelett
TPPP_MOUSE Tubulin polymerization-promoting protein OS=Mus musculus GN=Tppp PE=1 SV=1 Zytoskelett
DCTN2_MOUSE Dynactin subunit 2 OS=Mus musculus GN=Dctn2 PE=1 SV=3 Zytoskelett
DCTN3_MOUSE Dynactin subunit 3 OS=Mus musculus GN=Dctn3 PE=2 SV=2 Zytoskelett
MYO1H_MOUSE Myosin-lh OS=Mus musculus GN=Myolh PE=2 SV=2 Zytoskelett
MYO5A_MOUSE Myosin-Va OS=Mus musculus GN=Myo5a PE=1 SV=2 Zytoskelett
NCKP1_MOUSE Nck-associated protein 1 OS=Mus musculus GN=Nckapl PE=2 SV=2 Zytoskelett

VP33A_MOUSE
VPS11_MOUSE
VPS16_MOUSE
VPS18 MOUSE
WAHS7_MOUSE
EEA1_MOUSE
IST1_MOUSE
VAMP3_MOUSE
CLVS1_MOUSE
CLVS2_MOUSE
ARLSA_MOUSE
ARL8B_MOUSE
SHLB1_MOUSE
VP26A_MOUSE
VP26B_MOUSE
SNX27_MOUSE
STRUM_MOUSE

Vacuolar protein sorting-associated protein 33A OS=Mus musculus GN=Vps33a PE=1 SV=2
Vacuolar protein sorting-associated protein 11 homolog OS=Mus musculus GN=Vps11 PE=1 SV=3
Vacuolar protein sorting-associated protein 16 homolog OS=Mus musculus GN=Vps16 PE=1 SV=3
Vacuolar protein sorting-associated protein 18 homolog - Mus musculus (Mouse)

WASH complex subunit 7 OS=Mus musculus GN=Kiaal033 PE=2 SV=2

Early endosome antigen 1 OS=Mus musculus GN=Eeal PE=2 SV=2

IST1 homolog OS=Mus musculus GN=Ist1 PE=2 SV=1

Vesicle-associated membrane protein 3 OS=Mus musculus GN=Vamp3 PE=1 SV=1
Clavesin-1 OS=Mus musculus GN=Clvs1 PE=2 SV=1

Clavesin-2 0OS=Mus musculus GN=Clvs2 PE=2 SV=1

ADP-ribosylation factor-like protein 8A OS=Mus musculus GN=Arl8a PE=2 SV=1
ADP-ribosylation factor-like protein 88 OS=Mus musculus GN=Ar8b PE=2 SV=1
Endophilin-B1 OS=Mus musculus GN=Sh3glbl PE=1 SV=1

Vacuolar protein sorting-associated protein 26A OS=Mus musculus GN=Vps26a PE=2 SV=1
Vacuolar protein sorting-associated protein 26B OS=Mus musculus GN=Vps26b PE=1 SV=1
Sorting nexin-27 OS=Mus musculus GN=Snx27 PE=1 SV=2

Strumpellin OS=Mus musculus GN=Kiaa0196 PE=2 SV=2

endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine

endosomale Proteine

TOM1_MOUSE Target of Myb protein 1 OS=Mus musculus GN=Tom1 PE=1 SV=1 endosomale Proteine
TRIM3_MOUSE Tripartite motif-containing protein 3 OS=Mus musculus GN=Trim3 PE=1 SV=1 endosomale Proteine
VPS41_MOUSE Vacuolar protein sorting-associated protein 41 homolog OS=Mus musculus GN=Vps41 PE=2 SV=1 endosomale Proteine
ATIF1_MOUSE ATPase inhibitor, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atpifl PE=2 SV=1 Energiestoffwechsel
ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5al PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp50 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiouinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 OS=Mus musculus GN=Ndufad PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
NDUAD_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiouinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 OS=Mus musculus GN=Ndufal3 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 OS=Mus musculus GN=Ndufb10 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiouinone] iron-sulfur protein 3, mitochonaial OS=Mus musculus GN=Ndufs3 PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
GPX41_MOUSE Phosphaipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Gpx4 PE=2 SV=4 Energiestoffwechsel
PRDX1_MOUSE Peroxiredoxin-1 OS=Mus musculus GN=Prdx1 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
PRDX3_MOUSE Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Prdx3 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
PRDX5_MOUSE Peroxiredoxin-5, mitochondrial precursor - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 OS=Mus musculus GN=SIc25a4 PE=1 SV=4 Energiestoffwechsel
ADT2_MOUSE ADP/ATP translocase 2 OS=Mus musculus GN=SIc25a5 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
AUHM_MOUSE Methylglutaconyl-CoA hydratase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Auh PE=2 SV=1 Energiestoffwechsel
CISY_MOUSE Citrate synthase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Cs PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
COX2_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 2 OS=Mus musculus GN=Mtco2 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
COX41_MOUSE Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Cox4il PE=1 Energiestoffwechsel
SvV=2
COX6C_MOUSE Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C OS=Mus musculus GN=Cox6c PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
CYC_MOUSE Cytochrome ¢, somatic - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Decrl PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
DHSA_ MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial OS=Mus musculus Energiestoffwechsel
GN=Sdha PE=1 SV=1
DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=DId PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hadha PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ECHM_MOUSE Enoyi-CoA hydratase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Echs1 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
FIS1_MOUSE Mitochondrial fission 1 protein OS=Mus musculus GN=Fis1 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel

viii



Anhang

UniProtKB Nr. Proteinname Proteingruppe
FKB1A_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A OS=Mus musculus GN=Fkbpla PE=2 SV=2 Energiestoffwechsel
FKBP2_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP2 OS=Mus musculus GN=Fkbp2 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
GSTP2_MOUSE Glutathione S-transferase P 2 OS=Mus musculus GN=Gstp2 PE=2 SV=2 Energiestoffwechsel
HMGCL_MOUSE Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hmgcl PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Idh3a PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ISC2A_MOUSE Isochorismatase domain-containing protein 2A, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Isoc2a PE=2 SV=1 Energiestoffwechsel
M20OM_MOUSE Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Mus musculus GN=SIc25al1l PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
MTCH2_MOUSE Mitochondrial carrier homolog 2 OS=Mus musculus GN=Mtch2 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Ogdh PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, Energiestoffwechsel
mitochondrial precursor - Mus musculus (Mouse)
PARK7_MOUSE Protein DJ-1 OS=Mus musculus GN=Park7 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
PDK3_MOUSE [Pyruvate dehydrogenase [lipoamide]] kinase isozyme 3, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Pdk3 | Energiestoffiwechsel
PE=2 SV=1
QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial precursor - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
QCR9_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 9 OS=Mus musculus GN=Ugcr10 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
QORL2_MOUSE Quinone oxidoreductase-like protein 2 OS=Mus musculus PE=2 SV=1 Energiestoffwechsel
SAHH2_MOUSE Putative adenosylhomocysteinase 2 OS=Mus musculus GN=Ahcyl1 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
SAHH3_MOUSE Putative adenosylhomocysteinase 3 OS=Mus musculus GN=Ahcyl2 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Oxct1 Energiestoffwechsel
PE=1Sv=1
SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial OS=Mus musculus GN=Sod2 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
SUCA_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus Energiestoffwechsel
GN=Suclgl PE=1 SV=4
THIKA_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase A, peroxisomal OS=Mus musculus GN=Acaala PE=2 SV=1 Energiestoffwechsel
THIO_MOUSE Thioredoxin OS=Mus musculus GN=Txn PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
TM1L2_MOUSE TOM1-like protein 2 OS=Mus musculus GN=Tom1I2 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
USMG5_MOUSE Up-regulated during skeletal muscle growth protein 5 OS=Mus musculus GN=Usmg5 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
VIGLN_MOUSE Vigilin OS=Mus musculus GN=Hdlbp PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
CALR_MOUSE Calreticulin OS=Mus musculus GN=Calr PE=1 SV=1 friher sekretorischer Weg
ENPL_MOUSE Endoplasmin OS=Mus musculus GN=Hsp90b1 PE=1 SV=2 friiher sekretorischer Weg
RAB1A_MOUSE Ras-related protein Rab-1A OS=Mus musculus GN=Rab1A PE=1 SV=3 friher sekretorischer Weg
RAB1B_MOUSE Ras-related protein Rab-1B OS=Mus musculus GN=Rab1b PE=1 SV=1 friher sekretorischer Weg
ASNA_MOUSE ATPase Asnal OS=Mus musculus GN=Asnal PE=1 SV=2 friiher sekretorischer Weg
COPA_MOUSE Coatomer subunit alpha OS=Mus musculus GN=Copa PE=1 SV=2 friiher sekretorischer Weg
COPB_MOUSE Coatomer subunit beta - Mus musculus (Mouse) friher sekretorischer Weg
COPD_MOUSE Coatomer subunit delta OS=Mus musculus GN=Arcnl PE=2 SV=2 friiher sekretorischer Weg
COPE_MOUSE Coatomer subunit epsilon OS=Mus musculus GN=Cope PE=2 SV=3 friiher sekretorischer Weg

COPG2_MOUSE
ERP29_MOUSE
NACA_MOUSE
PHB2_MOUSE
SC23A_MOUSE
SRP14_MOUSE
SRP68_MOUSE
TERA_MOUSE
TPC2L_MOUSE
TPPC1_MOUSE
TPPC2_MOUSE
TPPC4_MOUSE
TPPC5_MOUSE

Coatomer subunit gamma-2 OS=Mus musculus GN=Copg2 PE=2 SV=1

Endoplasmic reticulum resident protein 29 OS=Mus musculus GN=Erp29 PE=1 SV=2

Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha OS=Mus musculus GN=Naca PE=1 SV=1
Prohibitin-2 OS=Mus musculus GN=Phb2 PE=1 SV=1

Protein transport protein Sec23A OS=Mus musculus GN=Sec23a PE=1 SV=2

Signal recognition particle 14 kDa protein OS=Mus musculus GN=Srp14 PE=1 SV=1

Signal recognition particle 68 kDa protein OS=Mus musculus GN=Srp68 PE=2 SV=2
Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Mus musculus GN=Vcp PE=1 SV=4

Trafficking protein particle complex subunit 2-like protein OS=Mus musculus GN=Trappc2l PE=2 SV=1
Trafficking protein particle complex subunit 1 OS=Mus musculus GN=Trappcl PE=1 SV=1
Trafficking protein particle complex subunit 2 OS=Mus musculus GN=Trappc2 PE=1 SV=1
Trafficking protein particle complex subunit 4 OS=Mus musculus GN=Trappc4 PE=1 SV=1
Trafficking protein particle complex subunit 5 OS=Mus musculus GN=Trappc5 PE=1 SV=1

friher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg
friher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg
friiher sekretorischer Weg

USO1_MOUSE General vesicular transport factor p115 OS=Mus musculus GN=Usol1 PE=2 SV=2 friher sekretorischer Weg
VP13A_MOUSE Vacuolar protein sorting-associated protein 13A OS=Mus musculus GN=Vps13a PE=1 SV=1 friher sekretorischer Weg
PDIA3_MOUSE Protein disulfide-isomerase A3 OS=Mus musculus GN=Pdia3 PE=1 SV=2 HSP
CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hspd1 PE=1 SV=1 HSP




Anhang

UniProtKB Nr. Proteinname Proteingruppe
DNJA1_MOUSE DnaJ homolog subfamily A member 1 OS=Mus musculus GN=Dnajal PE=1 SV=1 HSP
DNJA2_MOUSE DnaJ homolog subfamily A member 2 OS=Mus musculus GN=Dnaja2 PE=2 SV=1 HSP
DNJB6_MOUSE DnaJ homolog subfamily B member 6 OS=Mus musculus GN=Dnajb6 PE=1 SV=4 HSP
DNJC5_MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 5 OS=Mus musculus GN=Dnajc5 PE=1 SV=1 HSP
HS105_MOUSE Heat shock protein 105 kDa OS=Mus musculus GN=Hsphl PE=1 SV=2 HSP
HSP72_MOUSE Heat shock-related 70 kDa protein 2 OS=Mus musculus GN=Hspa2 PE=1 SV=2 HSP
HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Mus musculus GN=Hspa8 PE=1 SV=1 HSP
K1045_MOUSE Protein KIAA1045 OS=Mus musculus GN=Kiaal045 PE=1 SV=2 HSP
C1QA_MOUSE Complement C1qg subcomponent subunit A OS=Mus musculus GN=C1ga PE=1 SV=1 Immunproteine
C1QB_MOUSE Complement C1qg subcomponent subunit B OS=Mus musculus GN=C1gb PE=1 SV=1 Immunproteine
C1QBP_MOUSE Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial OS=Mus musculus Immunproteine
GN=C1qbp PE=1 SV=1

C1QC_MOUSE Complement C1qg subcomponent subunit C OS=Mus musculus GN=C1qc PE=2 SV=1 Immunproteine
CYFP2_MOUSE Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2 OS=Mus musculus GN=Cyfip2 PE=1 SV=2 Immunproteine
FKBP3_MOUSE FK506-binding protein 3 - Mus musculus (Mouse) Immunproteine
ILF2_MOUSE Interleukin enhancer-binding factor 2 OS=Mus musculus GN=IIf2 PE=1 SV=1 Immunproteine
LYZ1_MOUSE Lysozyme C-1 OS=Mus musculus GN=Lyz1 PE=1 SV=1 Immunproteine
NPM_MOUSE Nucleophosmin OS=Mus musculus GN=Npm1 PE=1 SV=1 Immunproteine
KAPO_MOUSE CcAMP-dependent protein kinase type alpha regulatory subunit OS=Mus musculus GN=Prkarla PE=1 SV=3 Kinase und Phosphatasen
KAP1_MOUSE CcAMP-dependent protein kinase type Hoeta reguiatory subunit OS=Mus musculus GN=Prkarlb PE=2 SV=2 Kinase und Phosphatasen

CSK21_MOUSE
CSK2B_MOUSE
DGKB_MOUSE
DGKZ_MOUSE
INP4A_MOUSE
PP2AB_MOUSE

PP2BA_MOUSE

PRPS2_MOUSE

Casein kinase Il subunit alpha OS=Mus musculus GN=Csnk2al PE=1 SV=2

Casein kinase Il subunit beta OS=Mus musculus GN=Csnk2b PE=1 SV=1

Diacylglycerol kinase beta OS=Mus musculus GN=Dgkb PE=2 SV=2

Diacylglycerol kinase zeta OS=Mus musculus GN=Dgkz PE=1 SV=2

Type | inositol-3,4-bisphosphate 4-phosphatase OS=Mus musculus GN=Inpp4a PE=2 SV=1
Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta isoform OS=Mus musculus
GN=Ppp2cb PE=1 SV=1

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform OS=Mus musculus
GN=Ppp3ca PE=1 SV=1

Ribose-phosphate pyrophosphokinase 2 OS=Mus musculus GN=Prps2 PE=1 SV=4

Kinase und Phosphatasen
Kinase und Phosphatasen
Kinase und Phosphatasen
Kinase und Phosphatasen
Kinase und Phosphatasen
Kinase und Phosphatasen

Kinase und Phosphatasen

Kinase und Phosphatasen

DCLK1_MOUSE Serine/threonine-protein kinase DCLK1 OS=Mus musculus GN=Dclk1 PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
CDC42_MOUSE Cell division control protein 42 homolog OS=Mus musculus GN=Cdc42 PE=1 SV=2 neuronales Wachstum
CSRP1_MOUSE Cysteine and glycine-rich protein 1 OS=Mus musculus GN=Csrpl PE=1 SV=3 neuronales Wachstum
ENOG_MOUSE Gamma-enolase - Mus musculus (Mouse) neuronales Wachstum
FGF12_MOUSE Fibroblast growth factor 12 OS=Mus musculus GN=Fgf12 PE=2 SV=1 neuronales Wachstum
GD1L1_MOUSE Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1-like 1 OS=Mus musculus GN=Gdap1/1 neuronales Wachstum
PE=2 SV=1

LIN7C_MOUSE Protein lin-7 homolog C OS=Mus musculus GN=Lin7c PE=1 SV=2 neuronales Wachstum
NCS1_MOUSE Neuronal calcium sensor 1 OS=Mus musculus GN=Ncs1 PE=2 SV=3 neuronales Wachstum
NDKA_MOUSE Nucleoside diphosphate kinase A OS=Mus musculus GN=Nmel PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
NDRG1_MOUSE Protein NDRG1 OS=Mus musculus GN=Ndrgl PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 OS=Mus musculus GN=Ndrg2 PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
NDRG3_MOUSE Protein NDRG3 OS=Mus musculus GN=Ndrg3 PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
NDRG4_MOUSE Protein NDRG4 OS=Mus musculus GN=Ndrg4 PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
SERA_MOUSE D-3-phosphoglycerate dehydrogenase OS=Mus musculus GN=Phgdh PE=1 SV=3 neuronales Wachstum
HINT3_MOUSE Histidine triad nucleotide-binding protein 3 OS=Mus musculus GN=Hint3 PE=2 SV=1 Proteolyse

STALP_MOUSE AMSH-like protease OS=Mus musculus GN=Stambpl1 PE=2 SV=1 Proteolyse

PSA6_MOUSE Proteasome subunit alpha type-6 OS=Mus musculus GN=Psma6 PE=1 SV=1 Proteolyse

PSB3_MOUSE Proteasome subunit beta type-3 OS=Mus musculus GN=Psmb3 PE=1 SV=1 Proteolyse

RUN3A_MOUSE
DOCK6_MOUSE
NGEF_MOUSE

KBRS1_MOUSE
RAB2A_MOUSE
RAB2B_MOUSE
RAB37_MOUSE

RUN domain-containing protein 3A OS=Mus musculus GN=Rundc3a PE=1 SV=1

Dedicator of cytokinesis protein 6 OS=Mus musculus GN=Dock6 PE=1 SV=4

Ephexin-1 OS=Mus musculus GN=Ngef PE=1 SV=1

NF-kappa-B inhibitor-interacting Ras-like protein 1 OS=Mus musculus GN=Nkiras1 PE=2 SV=1
Ras-related protein Rab-2A OS=Mus musculus GN=Rab2a PE=1 SV=1

Ras-related protein Rab-2A/B OS=Mus musculus GN=Rab2b PE=2 SV=1

Ras-related protein Rab-37 OS=Mus musculus GN=Rab37 PE=1 SV=2

sonstige GTP-Interaktionsproteine
sonstige GTP-Interaktionsproteine
sonstige GTP-Interaktionsproteine
sonstige GTP-Interaktionsproteine
sonstige GTP-Interaktionsproteine
sonstige GTP-Interaktionsproteine
sonstige GTP-Interaktionsproteine




Anhang

UniProtKB Nr.

Proteinname

Proteingruppe

RHGO1_MOUSE
ARHG2_MOUSE
DIRA1_MOUSE
DRG1_MOUSE
GBB2_MOUSE

GBLP_MOUSE
GNAI1L_MOUSE
GNL1_MOUSE
RAC3_MOUSE
RAP2B_MOUSE
RASN_MOUSE
RGS6_MOUSE
RHG30_MOUSE
RRAGA_MOUSE
RRAGB_MOUSE

Rho GTPase-activating protein 1 OS=Mus musculus GN=Arhgapl PE=1 SV=1

Rho guanine nucleotide exchange factor 2 OS=Mus musculus GN=Arhgef2 PE=1 SV=4
GTP-binding protein Di-Ras1 OS=Mus musculus GN=Diras1 PE=2 SV=1
Developmentally-regulated GTP-binding protein 1 OS=Mus musculus GN=Drg1 PE=1 SV=1
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 OS=Mus musculus GN=Gnb2
PE=1SV=3

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 OS=Mus musculus GN=Gnb2I1 PE=1 SV=3
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 OS=Mus musculus GN=Gnail PE=2 SV=1
Guanine nucleotide-binding protein-ike 1 OS=Mus musculus GN=Gnl1 PE=1 SV=4

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 OS=Mus musculus GN=Rac3 PE=1 SV=1

Ras-related protein Rap-2b OS=Mus musculus GN=Rap2b PE=1 SV=1

GTPase NRas OS=Mus musculus GN=Nras PE=2 SV=1

Regulator of G-protein signaling 6 OS=Mus musculus GN=Rgs6 PE=1 SV=2

Rho GTPase-activating protein 30 OS=Mus musculus GN=Arhgap30 PE=2 SV=3

Ras-related GTP-binding protein A - Mus musculus (Mouse), Rrag A

Ras-related GTP-binding protein B - Mus musculus (Mouse), Rrag B

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

VISL1_MOUSE
MINK1_MOUSE
GBRAP_MOUSE
GLNA_MOUSE
GRM6_MOUSE
EAAL_MOUSE
HOME1_MOUSE
FUBP2_MOUSE
HPCA_MOUSE
HPCL1_MOUSE
KPCG_MOUSE
MYEF2_MOUSE
NCALD_MOUSE
NCDN_MOUSE
NIPS1_MOUSE
NIPS2_MOUSE
PP1G_MOUSE

Visinin-like protein 1 OS=Mus musculus GN=VsnI1 PE=1 SV=2

Misshapen-like kinase 1 OS=Mus musculus GN=Mink1 PE=1 SV=3

Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein OS=Mus musculus GN=Gabarap PE=1 SV=2
Glutamine synthetase OS=Mus musculus GN=Glul PE=1 SV=6

Metabotropic glutamate receptor 6 OS=Mus musculus GN=Grm6 PE=2 SV=1

Excitatory amino acid transporter 1 OS=Mus musculus GN=SIc1a3 PE=1 SV=2

Homer protein homolog 1 OS=Mus musculus GN=Homerl PE=1 SV=2

Far upstream element-binding protein 2 OS=Mus musculus GN=Khsrp PE=1 SV=2

Neuron-specific calcium-binding protein hippocalcin OS=Mus musculus GN=Hpca PE=1 SV=2
Hippocalcin-like protein 1 OS=Mus musculus GN=Hpcall PE=2 SV=2

Protein kinase C gamma type OS=Mus musculus GN=Prkcg PE=1 SV=1

Myelin expression factor 2 OS=Mus musculus GN=Myef2 PE=1 SV=1

Neurocalcin-delta OS=Mus musculus GN=Ncald PE=1 SV=4

Neurochondrin OS=Mus musculus GN=Ncdn PE=1 SV=1

Protein NipSnap homolog 1 OS=Mus musculus GN=Nipsnapl PE=1 SV=1

Protein NipSnap homolog 2 OS=Mus musculus GN=Gbas PE=2 SV=1

Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit OS=Mus musculus GN=Ppplcc
PE=1SV=1

sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine

sonstige neuronale Proteine

ARFG1_MOUSE
VPP1_MOUSE
VAOD1_MOUSE
VATA_MOUSE
VATB2_MOUSE
VATC1_MOUSE
VATD_MOUSE
VATE1 _MOUSE
VATF_MOUSE
VATG2_MOUSE
VATH_MOUSE
KCC2A_MOUSE

KCC2D_MOUSE

SPTA2_MOUSE
SPTB2_MOUSE
RPGF4_MOUSE
DC1I2_MOUSE
DYL1 MOUSE
DYL2_MOUSE
RAB3C_MOUSE

ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 1 OS=Mus musculus GN=Arfgapl PE=1 SV=2
V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 OS=Mus musculus GN=Atp6v0al PE=1 SV=3
Vacuolar proton pump subunit d 1 OS=Mus musculus GN=Atp6v0d1 PE=1 SV=2

Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A OS=Mus musculus GN=Atp6vla PE=1 SV=2

V-type proton ATPase subunit B, brain isoform OS=Mus musculus GN=Atp6v1b2 PE=1 SV=1
V-type proton ATPase subunit C 1 OS=Mus musculus GN=Atpévlcl PE=1 SV=4

Vacuolar proton pump subunit D OS=Mus musculus GN=Atp6v1ld PE=1 SV=1

Vacuolar proton pump subunit E 1 OS=Mus musculus GN=Atp6vlel PE=1 SV=2

V-type proton ATPase subunit F OS=Mus musculus GN=Atp6v1f PE=1 SV=2

V-type proton ATPase subunit G 2 OS=Mus musculus GN=Atp6v1g2 PE=2 SV=1

V-type proton ATPase subunit H OS=Mus musculus GN=Atp6v1lh PE=1 SV=1
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il alpha chain OS=Mus musculus GN=Camk2a
PE=1SV=2

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il delta chain OS=Mus musculus GN=Camk2d
PE=1Sv=1

Spectrin alpha chain, brain - Mus musculus (Mouse)

Spectrin beta chain, brain 1 0S=Mus musculus GN=Sptbn1 PE=1 SV=2

Rap guanine nucleotide exchange factor 4 OS=Mus musculus GN=Rapgef4 PE=1 SV=1
Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 OS=Mus musculus GN=Dync1i2 PE=2 SV=1

Dynein light chain 1, cytoplasmic OS=Mus musculus GN=Dynll1 PE=1 SV=1

Dynein light chain 2, cytoplasmic OS=Mus musculus GN=Dynll2 PE=1 SV=1

Ras-related protein Rab-3C OS=Mus musculus GN=Rab3c PE=1 SV=1

synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine

synaptische Vesikelproteine

synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
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NSF_MOUSE
PACN1_MOUSE
SH3L2_MOUSE
SNAB_MOUSE
SNAG_MOUSE
SNP25_MOUSE
SNP47_MOUSE
STX1A_MOUSE
SYN2_MOUSE
SYNJ1_MOUSE
TPRGL_MOUSE

Vesicle-fusing ATPase OS=Mus musculus GN=Nsf PE=1 SV=2

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 1 - Mus musculus (Mouse)
SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 2 OS=Mus musculus GN=Sh3bgri2 PE=1 SV=1
Beta-soluble NSF attachment protein OS=Mus musculus GN=Napb PE=1 SV=2
Gamma-soluble NSF attachment protein OS=Mus musculus GN=Napg PE=1 SV=1
Synaptosomal-associated protein 25 OS=Mus musculus GN=Snap25 PE=1 SV=1
Synaptosomal-associated protein 47 OS=Mus musculus GN=Snap47 PE=1 SV=1
Syntaxin-1A OS=Mus musculus GN=Stxla PE=1 SV=3

Synapsin-2 OS=Mus musculus GN=Syn2 PE=1 SV=2

Synaptojanin-1 OS=Mus musculus GN=Synj1 PE=1 SV=3

Tumor protein p63-regulated gene 1-like protein OS=Mus musculus GN=Tprgll PE=1 SV=1

synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine

synaptische Vesikelproteine

RL10_MOUSE
RL10A_MOUSE
RL12_MOUSE
RL13_MOUSE
RL13A_MOUSE
RL14_MOUSE
RL15_MOUSE
RL17_MOUSE
RL18 MOUSE
RL18A_MOUSE
RL19 MOUSE
RL21_MOUSE
RL23 MOUSE
RL24_MOUSE
RL26_MOUSE
RL27_MOUSE
RL27A_MOUSE
RL28_MOUSE
RL3_MOUSE
RL30_MOUSE
RL31_MOUSE
RL34_MOUSE
RL35_MOUSE
RL35A_MOUSE
RL36A_MOUSE
RL37_MOUSE
RL37A_MOUSE
RL38_MOUSE
RL39_MOUSE
RL4_MOUSE
RL5 _MOUSE
RL6_MOUSE
RL7_MOUSE
RL7A_MOUSE
RL8_MOUSE
RL9_MOUSE
RLAO_MOUSE
RLA1 MOUSE
RLA2_MOUSE
RRBP1_MOUSE
RS11_MOUSE
RS12_MOUSE
RS13_MOUSE
RS16_MOUSE
RS17_MOUSE

60S ribosomal protein L10 OS=Mus musculus GN=Rpl10 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L10a OS=Mus musculus GN=Rpl10a PE=1 SV=3
60S ribosomal protein L12 OS=Mus musculus GN=Rpl12 PE=1 SV=2
60S ribosomal protein L13 OS=Mus musculus GN=Rpl13 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L13a OS=Mus musculus GN=Rpl13a PE=1 SV=4
60S ribosomal protein L14 OS=Mus musculus GN=Rpl14 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L15 OS=Mus musculus GN=Rpl15 PE=2 SV=4
60S ribosomal protein L17 OS=Mus musculus GN=Rpl17 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L18 OS=Mus musculus GN=Rpl18 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L18a OS=Mus musculus GN=Rpl18a PE=1 SV=1
60S ribosomal protein L19 OS=Mus musculus GN=Rpl19 PE=1 SV=1
60S ribosomal protein L21 OS=Mus musculus GN=Rpl21 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L23 OS=Mus musculus GN=Rpl23 PE=1 SV=1
60S ribosomal protein L24 OS=Mus musculus GN=Rpl24 PE=2 SV=2
60S ribosomal protein L26 OS=Mus musculus GN=Rpl26 PE=2 SV=1
60S ribosomal protein L27 OS=Mus musculus GN=Rpl27 PE=2 SV=2
60S ribosomal protein L27a OS=Mus musculus GN=Rpl27a PE=2 SV=5
60S ribosomal protein L28 OS=Mus musculus GN=RpI28 PE=1 SV=2
60S ribosomal protein L3 OS=Mus musculus GN=RpI3 PE=2 SV=3

60S ribosomal protein L30 OS=Mus musculus GN=RpI30 PE=2 SV=2
60S ribosomal protein L31 OS=Mus musculus GN=RpI31 PE=2 SV=1
60S ribosomal protein L34 OS=Mus musculus GN=Rpl34 PE=3 SV=2
60S ribosomal protein L35 OS=Mus musculus GN=RpI35 PE=2 SV=1
60S ribosomal protein L35a OS=Mus musculus GN=Rpl35a PE=2 SV=2
60S ribosomal protein L36a OS=Mus musculus GN=Rpl36a PE=3 SV=2
60S ribosomal protein L37 OS=Mus musculus GN=RpI37 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L37a OS=Mus musculus GN=Rpl37a PE=2 SV=2
60S ribosomal protein L38 OS=Mus musculus GN=RpI38 PE=2 SV=3
60S ribosomal protein L39 OS=Mus musculus GN=RpI39 PE=2 SV=2
60S ribosomal protein L4 OS=Mus musculus GN=Rpl4 PE=1 SV=3

60S ribosomal protein L5 OS=Mus musculus GN=Rpl5 PE=1 SV=3

60S ribosomal protein L6 OS=Mus musculus GN=Rpl6 PE=1 SV=3

60S ribosomal protein L7 OS=Mus musculus GN=Rpl7 PE=2 SV=2

60S ribosomal protein L7a OS=Mus musculus GN=Rpl7a PE=2 SV=2
60S ribosomal protein L8 OS=Mus musculus GN=RpI8 PE=2 SV=2

60S ribosomal protein L9 OS=Mus musculus GN=Rpl9 PE=2 SV=2

60S acidic ribosomal protein PO OS=Mus musculus GN=Rplp0 PE=1 SV=3
60S acidic ribosomal protein P1 OS=Mus musculus GN=Rplp1 PE=1 SV=1
60S acidic ribosomal protein P2 OS=Mus musculus GN=Rplp2 PE=1 SV=3
Ribosome-hinding protein 1 OS=Mus musculus GN=Rrbpl PE=2 SV=2
40S ribosomal protein S11 OS=Mus musculus GN=Rps11 PE=2 SV=3
40S ribosomal protein S12 OS=Mus musculus GN=Rps12 PE=1 SV=2
40S ribosomal protein S13 OS=Mus musculus GN=Rps13 PE=1 SV=2
40S ribosomal protein S16 OS=Mus musculus GN=Rps16 PE=2 SV=4
40S ribosomal protein S17 OS=Mus musculus GN=Rps17 PE=1 SV=2

Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation

Transkription, Translation
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RS18_MOUSE
RS2_MOUSE
RS20_MOUSE
RS21_MOUSE
RS23_MOUSE
RS24_MOUSE
RS25_MOUSE
RS26_MOUSE
RS27_MOUSE
RS27A_MOUSE
RS27L_MOUSE
RS29_MOUSE
RS3_MOUSE
RS30_MOUSE
RS4X_MOUSE
RS5_MOUSE
RS6_MOUSE
RS7_MOUSE
RS8_MOUSE
RS9_MOUSE
RSSA_MOUSE
ABCF1_MOUSE
BTF3_MOUSE
CELF2_MOUSE
CIRBP_MOUSE
CN166_MOUSE
CNOT1_MOUSE
CNOT7_MOUSE
DDX17_MOUSE
DDX3X_MOUSE
DDX5_MOUSE
DDX6_MOUSE
DHX29_MOUSE
DHX30_MOUSE
DHX36_MOUSE
DHX9_MOUSE
DTD1_MOUSE
EDF1_MOUSE
EF1B_MOUSE
EF1D_MOUSE
EF2_MOUSE
EFTU_MOUSE
EIF2A_MOUSE
EIF3A_MOUSE
EIF3B_MOUSE
EIF3D_MOUSE
EIF3E_MOUSE
EIF3F_MOUSE
EIF3G_MOUSE
EIF3H_MOUSE
EIF3I_MOUSE
EIF3]_MOUSE
EIF3K_MOUSE
EIF3M_MOUSE
ELAV1_MOUSE
ELAV2_MOUSE

40S ribosomal protein S18 OS=Mus musculus GN=Rps18 PE=2 SV=3

40S ribosomal protein S2 OS=Mus musculus GN=Rps2 PE=1 SV=3

40S ribosomal protein S20 OS=Mus musculus GN=Rps20 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S21 OS=Mus musculus GN=Rps21 PE=2 SV=1

40S ribosomal protein S23 OS=Mus musculus GN=Rps23 PE=2 SV=3

40S ribosomal protein S24 OS=Mus musculus GN=Rps24 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S25 OS=Mus musculus GN=Rps25 PE=2 SV=1

40S ribosomal protein S26 OS=Mus musculus GN=Rps26 PE=2 SV=3

40S ribosomal protein S27 OS=Mus musculus GN=Rps27 PE=1 SV=3

Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a OS=Mus musculus GN=Rps27a PE=1 SV=2

40S ribosomal protein S27-like OS=Mus musculus GN=Rps27| PE=2 SV=3

40S ribosomal protein S29 OS=Mus musculus GN=Rps29 PE=2 SV=2

40S ribosomal protein S3 OS=Mus musculus GN=Rps3 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S30 OS=Mus musculus GN=Fau PE=3 SV=1

40S ribosomal protein S4, X isoform OS=Mus musculus GN=Rps4x PE=2 SV=2

40S ribosomal protein S5 OS=Mus musculus GN=Rps5 PE=2 SV=3

40S ribosomal protein S6 OS=Mus musculus GN=Rps6 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S7 OS=Mus musculus GN=Rps7 PE=2 SV=1

40S ribosomal protein S8 OS=Mus musculus GN=Rps8 PE=1 SV=2

40S ribosomal protein S9 OS=Mus musculus GN=Rps9 PE=2 SV=3

40S ribosomal protein SA OS=Mus musculus GN=Rpsa PE=1 SV=4

ATP-binding cassette sub-family F member 1 OS=Mus musculus GN=Abcfl PE=1 SV=1
Transcription factor BTF3 OS=Mus musculus GN=Btf3 PE=2 SV=3

CUG-BP- and ETR-3-like factor 2 0S=Mus musculus GN=Cugbp2 PE=1 SV=1
Cold-inducible RNA-binding protein OS=Mus musculus GN=Cirbp PE=1 SV=1

UPF0568 protein C140rf166 homolog OS=Mus musculus PE=2 SV=1

CCRA4-NOT transcription complex subunit 1 OS=Mus musculus GN=Cnot1 PE=1 SV=2
CCRA4-NOT transcription complex subunit 7 OS=Mus musculus GN=Cnot7 PE=1 SV=1
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 OS=Mus musculus GN=Ddx17 PE=2 SV=1
ATP-dependent RNA helicase DDX3X OS=Mus musculus GN=Ddx3x PE=1 SV=3
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 OS=Mus musculus GN=Ddx5 PE=1 SV=2
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 OS=Mus musculus GN=Ddx6 PE=2 SV=1
Putative ATP-dependent RNA helicase DHX29 OS=Mus musculus GN=Dhx29 PE=2 SV=1
Putative ATP-dependent RNA helicase DHX30 OS=Mus musculus GN=Dhx30 PE=2 SV=1
Probable ATP-dependent RNA helicase DHX36 OS=Mus musculus GN=Dhx36 PE=2 SV=1
ATP-dependent RNA helicase A OS=Mus musculus GN=Dhx9 PE=1 SV=2
D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase 1 OS=Mus musculus GN=Dtd1 PE=1 SV=2

Endothelial differentiation-related factor 1 OS=Mus musculus GN=Edfl PE=1 SV=1
Elongation factor 1-beta OS=Mus musculus GN=Eeflb PE=1 SV=5

Elongation factor 1-delta OS=Mus musculus GN=Eefld PE=1 SV=3

Elongation factor 2 0OS=Mus musculus GN=Eef2 PE=1 SV=2

Elongation factor Tu, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Tufm PE=1 SV=1

Eukaryotic translation initiation factor 2A OS=Mus musculus GN=Eif2a PE=2 SV=2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A OS=Mus musculus GN=Eif3a PE=1 SV=5
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B OS=Mus musculus GN=Eif3b PE=1 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D OS=Mus musculus GN=Eif3d PE=1 SV=2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E OS=Mus musculus GN=Eif3e PE=1 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F OS=Mus musculus GN=Eif3f PE=1 SV=2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G OS=Mus musculus GN=Eif3g PE=1 SV=2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H OS=Mus musculus GN=Eif3h PE=1 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | OS=Mus musculus GN=Eif3i PE=1 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J OS=Mus musculus GN=Eif3j PE=2 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K OS=Mus musculus GN=Eif3k PE=1 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M OS=Mus musculus GN=Eif3m PE=2 SV=1
ELAV-like protein 1 OS=Mus musculus GN=Elavl1 PE=1 SV=2

ELAV-like protein 2 0S=Mus musculus GN=Elavi2 PE=2 SV=1
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Transkription, Translation
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ELAV4_MOUSE
FMR1_MOUSE
FUS_MOUSE
FXR1_MOUSE
FXR2_MOUSE
G3BP1_MOUSE
H2AV_MOUSE
HNRDL_MOUSE
HNRH1_MOUSE
HNRH2_MOUSE
HNRL1_MOUSE
HNRL2_MOUSE
HNRPD_MOUSE
HNRPK_MOUSE
HNRPM_MOUSE
HNRPQ_MOUSE
HNRPU_MOUSE
IF2A_MOUSE
IF2G_MOUSE
IF4A2_MOUSE
IFAA3_MOUSE
IF6_MOUSE
KPRB_MOUSE

LSM12_MOUSE
MATR3_MOUSE
MGNR_MOUSE
MKO01_MOUSE
MLF2_MOUSE
MTA70_MOUSE
NH2L1_MOUSE
NONO_MOUSE
NUCL_MOUSE
ODPX_MOUSE
PABP1_MOUSE
PAIRB_MOUSE
PCBP2_MOUSE
PPIA_MOUSE
PRKRA_MOUSE

PSPC1_MOUSE
RBMXL_MOUSE
RENT1_MOUSE
RFOX3_MOUSE
ROAL_MOUSE
ROA2_MOUSE
ROA3_MOUSE
ROAA_MOUSE
RTC1_MOUSE
RTCB_MOUSE
SAP18_MOUSE
SCAI_MOUSE
SFPQ_MOUSE
SIN3B_MOUSE
SKP1_MOUSE
SMD2_MOUSE

ELAV-like protein 4 OS=Mus musculus GN=Elavi4 PE=1 SV=1

Fragile X mental retardation protein 1 homolog OS=Mus musculus GN=Fmrl PE=1 SV=1
RNA-binding protein FUS OS=Mus musculus GN=Fus PE=2 SV=1

Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 OS=Mus musculus GN=Fxrl PE=1 SV=2
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 2 OS=Mus musculus GN=Fxr2 PE=1 SV=1
Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 OS=Mus musculus GN=G3bp1 PE=1 SV=1
Histone H2A,V OS=Mus musculus GN=H2afv PE=1 SV=3

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like OS=Mus musculus GN=Hnrpdl PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H OS=Mus musculus GN=Hnrnph1 PE=1 SV=3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 OS=Mus musculus GN=Hnrnph2 PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 1 OS=Mus musculus GN=Hnmpull PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2 OS=Mus musculus GN=Hnmpul2 PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO OS=Mus musculus GN=Hnrnpd PE=1 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS=Mus musculus GN=Hnrmpk PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M OS=Mus musculus GN=Hnrnpm PE=1 SV=3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q OS=Mus musculus GN=Syncrip PE=1 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U OS=Mus musculus GN=Hnrnpu PE=1 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 OS=Mus musculus GN=Eif2s1 PE=1 SV=3
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3, X-inked OS=Mus musculus GN=Eif2s3x PE=1 SV=2
Eukaryotic initiation factor 4A-Il OS=Mus musculus GN=Eif4a2 PE=2 SV=2

Eukaryotic initiation factor 4A-IIl OS=Mus musculus GN=Eif4a3 PE=2 SV=3

Eukaryotic translation initiation factor 6 OS=Mus musculus GN=Eif6 PE=1 SV=2

Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 OS=Mus musculus GN=Prpsap2
PE=1 SV=1

Protein LSM12 homolog OS=Mus musculus GN=Lsm12 PE=1 SV=1

Matrin-3 OS=Mus musculus GN=Matr3 PE=1 SV=1

Protein mago nashi homolog 1-related OS=Mus musculus GN=Magoh-rs1 PE=2 SV=1
Mitogen-activated protein kinase 1 OS=Mus musculus GN=Mapk1 PE=1 SV=3

Myeloid leukemia factor 2 OS=Mus musculus GN=MIf2 PE=1 SV=1
N6-adenosine-methyltransferase 70 kDa subunit - Mus musculus (Mouse)

NHP2-like protein 1 OS=Mus musculus GN=Nhp2|1 PE=2 SV=4

Non-POU domain-containing octamer-binding protein OS=Mus musculus GN=Nono PE=1 SV=3
Nucleolin - Mus musculus (Mouse)

Pyruvate dehydrogenase protein X component, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Pdhx PE=2 SV=1
Polyadenylate-binding protein 1 OS=Mus musculus GN=Pabpcl PE=1 SV=2

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein OS=Mus musculus GN=Serbpl PE=1 SV=2
Poly(rC)-binding protein 2 - Mus musculus (Mouse)

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A OS=Mus musculus GN=Ppia PE=1 SV=2
Interferon-inducible double stranded RNA-dependent protein kinase activator A OS=Mus musculus
GN=Prkra PE=1 SV=1

Paraspeckle component 1 OS=Mus musculus GN=Pspcl PE=1 SV=1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G-like 1 OS=Mus musculus GN=RbmxI|1 PE=2 SV=1
Regulator of nonsense transcripts 1 OS=Mus musculus GN=Upfl PE=1 SV=2

RNA binding protein fox-1 homolog 3 OS=Mus musculus GN=Rbfox3 PE=2 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 OS=Mus musculus GN=Hnrnpal PE=1 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 OS=Mus musculus GN=Hnrnpa2bl PE=1 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 OS=Mus musculus GN=Hnrnpa3 PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B OS=Mus musculus GN=Hnrnpab PE=1 SV=1
RNA 3-terminal phosphate cyclase OS=Mus musculus GN=Rtcd1 PE=2 SV=2

tRNA-splicing ligase RtcB homolog OS=Mus musculus GN=D10Wsu52e PE=2 SV=1

Histone deacetylase complex subunit SAP18 OS=Mus musculus GN=Sap18 PE=2 SV=1

Protein SCAI OS=Mus musculus GN=Scai PE=1 SV=2

Splicing factor, proline- and glutamine-rich OS=Mus musculus GN=Sfpq PE=1 SV=1

Paired amphipathic helix protein Sin3b OS=Mus musculus GN=Sin3b PE=1 SV=2

S-phase kinase-associated protein 1 OS=Mus musculus GN=Skpl PE=1 SV=3

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 OS=Mus musculus GN=Snrpd2 PE=2 SV=1
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SMD3_MOUSE
SND1_MOUSE
SRPK2_MOUSE
SRSF1_MOUSE
SRSF3_MOUSE
SRSF5_MOUSE

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 OS=Mus musculus GN=Snrpd3 PE=1 SV=1
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 OS=Mus musculus GN=Snd1 PE=1 SV=1
Serine/threonine-protein kinase SRPK2 OS=Mus musculus GN=Srpk2 PE=1 SV=2
Serine/arginine-rich splicing factor 1 OS=Mus musculus GN=Srsfl PE=1 SV=3
Serine/arginine-rich splicing factor 3 0S=Mus musculus GN=Srsf3 PE=1 SV=1
Serine/arginine-rich splicing factor 5 OS=Mus musculus GN=Srsf5 PE=1 SV=1

Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation

SYFA_MOUSE Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain OS=Mus musculus GN=Farsa PE=2 SV=1 Transkription, Translation
SYFB_MOUSE Phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain OS=Mus musculus GN=Farsb PE=2 SV=2 Transkription, Translation
SYK_MOUSE Lysyl-tRNA synthetase OS=Mus musculus GN=Kars PE=1 SV=1 Transkription, Translation
SYMC_MOUSE Methionyl-tRNA synthetase, cytoplasmic OS=Mus musculus GN=Mars PE=2 SV=1 Transkription, Translation
TADBP_MOUSE TAR DNA-binding protein 43 OS=Mus musculus GN=Tardbp PE=1 SV=1 Transkription, Translation
TCP4_MOUSE Activated RNA polymerase |l transcriptional coactivator p15 OS=Mus musculus GN=Subl PE=1 SV=3 Transkription, Translation
THOC4_MOUSE THO complex subunit 4 OS=Mus musculus GN=Thoc4 PE=1 SV=3 Transkription, Translation
TUT4_MOUSE Terminal uridylyitransferase 4 OS=Mus musculus GN=Zcchc11 PE=1 SV=2 Transkription, Translation
WIBG_MOUSE Partner of Y14 and mago OS=Mus musculus GN=Wibg PE=1 SV=2 Transkription, Translation
YTHD1_MOUSE YTH domain family protein 1 OS=Mus musculus GN=Ythdfl PE=2 SV=1 Transkription, Translation
ZMAT4_MOUSE Zinc finger matrin-type protein 4 OS=Mus musculus GN=Zmat4 PE=2 SV=1 Transkription, Translation
EPN4_MOUSE Clathrin interactor 1 OS=Mus musculus GN=Clint1 PE=1 SV=2 vesikularer Transport
AP180_MOUSE Clathrin coat assembly protein AP180 - Mus musculus (Mouse) vesikularer Transport
EP15R_MOUSE Epidermal growth factor receptor substrate 15-like 1 OS=Mus musculus GN=Eps15I1 PE=1 SV=3 vesikularer Transport
EPN2_MOUSE Epsin-2 OS=Mus musculus GN=Epn2 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
NECP1_MOUSE Adaptin ear-binding coat-associated protein 1 OS=Mus musculus GN=Necapl PE=1 SV=2 vesikularer Transport
AP1G1_MOUSE AP-1 complex subunit gamma-1 OS=Mus musculus GN=Ap1gl PE=1 SV=3 vesikularer Transport
AUXI_MOUSE Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin OS=Mus musculus GN=Dnajc6 PE=2 SV=2 vesikularer Transport
GAK_MOUSE Cyclin-G-associated kinase OS=Mus musculus GN=Gak PE=1 SV=2 vesikularer Transport
CLCA_MOUSE Clathrin light chain A OS=Mus musculus GN=Clta PE=1 SV=1 vesikularer Transport
HIP1_MOUSE Huntingtin-interacting protein 1 OS=Mus musculus GN=Hip1 PE=1 SV=2 vesikularer Transport
HIP1IR_MOUSE Huntingtin-interacting protein 1-related protein OS=Mus musculus GN=Hiplr PE=1 SV=2 vesikularer Transport
ITSN1_MOUSE Intersectin-1 OS=Mus musculus GN=ltsn1 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
ROGDI_MOUSE Protein rogdi homolog OS=Mus musculus GN=Rogdi PE=2 SV=2 Zellwachstum

GRP75_MOUSE
LTOR3_MOUSE
MTOR_MOUSE

MUC4_MOUSE

MYOG_MOUSE
PA2G4_MOUSE
PHB_MOUSE

Stress-70 protein, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hspa9 PE=1 SV=2
Ragulator complex protein LAMTOR3 OS=Mus musculus GN=Lamtor3 PE=1 SV=1
Serine/threonine-protein kinase mMTOR OS=Mus musculus GN=Mtor PE=1 SV=2
Mucin-4 OS=Mus musculus GN=Muc4 PE=2 SV=1

Myogenin OS=Mus musculus GN=Myog PE=2 SV=2

Proliferation-associated protein 2G4 - Mus musculus (Mouse)

Prohibitin OS=Mus musculus GN=Phb PE=1 SV=1

Zellwachstum
Zellwachstum
Zellwachstum
Zellwachstum
Zellwachstum
Zellwachstum
Zellwachstum

VDAC1_MOUSE
AT1B1_MOUSE
AMPML_MOUSE
CACO1_MOUSE
CC124_MOUSE
CCD22_MOUSE
CG043_MOUSE
COMD2_MOUSE
COMD3_MOUSE
COMD4_MOUSE
COMD5_MOUSE
CP062_MOUSE
DESP_MOUSE
ENOB_MOUSE
FA98A_MOUSE
FA98B_MOUSE
FRIH_MOUSE
HBA_MOUSE
HBB1_MOUSE

Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 OS=Mus musculus GN=Vdacl PE=1 SV=3
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 OS=Mus musculus GN=Atp1b1l PE=1 SV=1
Methionine aminopeptidase 1 OS=Mus musculus GN=Metapl PE=2 SV=1

Calcium-binding and coiled-coil domain-containing protein 1 OS=Mus musculus GN=Calcocol PE=1 SV=2
Coiled-coil domain-containing protein 124 OS=Mus musculus GN=Ccdc124 PE=2 SV=1

Coiled-coil domain-containing protein 22 OS=Mus musculus GN=Ccdc22 PE=2 SV=1
Uncharacterized protein C70rf43 homolog OS=Mus musculus PE=1 SV=1

COMM domain-containing protein 2 OS=Mus musculus GN=Commd2 PE=2 SV=1

COMM domain-containing protein 3 OS=Mus musculus GN=Commd3 PE=2 SV=1

COMM domain-containing protein 4 OS=Mus musculus GN=Commd4 PE=2 SV=1

COMM domain-containing protein 5 OS=Mus musculus GN=Commd5 PE=2 SV=1

UPF0505 protein C160rf62 homolog OS=Mus musculus PE=2 SV=2

Desmoplakin OS=Mus musculus GN=Dsp PE=3 SV=1

Beta-enolase - Mus musculus (Mouse)

Protein FAM98A OS=Mus musculus GN=Fam98a PE=2 SV=1

Protein FAM98B OS=Mus musculus GN=Fam98b PE=2 SV=1

Ferritin heavy chain OS=Mus musculus GN=Fth1l PE=1 SV=2

Hemoglobin subunit alpha OS=Mus musculus GN=Hba PE=1 SV=2

Hemoglobin subunit beta-1 - Mus musculus (Mouse)

keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet

keiner Gruppe zugeordnet

XV



Anhang

UniProtKB Nr.

Proteinname

Proteingruppe

HBB2_MOUSE
HEMH_MOUSE
IMA7_MOUSE
NAA20_MOUSE
NAA30_MOUSE
NPRL3_MOUSE
PERQ2_MOUSE
PGAMI1_MOUSE
PGK1_MOUSE
PURG_MOUSE
UBXN6_MOUSE
VAC14_MOUSE
WDFY3_MOUSE
NMT1_MOUSE
VANG1_MOUSE
WDR61_MOUSE

Hemoglobin subunit beta-2 - Mus musculus (Mouse)

Ferrochelatase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Fech PE=1 SV=2

Importin subunit alpha-7 OS=Mus musculus GN=Kpna6 PE=1 SV=2
N-alpha-acetyltransferase 20 OS=Mus musculus GN=Naa20 PE=2 SV=1
N-alpha-acetyltransferase 30 OS=Mus musculus GN=Naa30 PE=2 SV=2

Nitrogen permease regulator 3-like protein OS=Mus musculus GN=Nprl3 PE=2 SV=1

PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 OS=Mus musculus GN=Gigyf2 PE=1 SV=2
Phosphoglycerate mutase 1 OS=Mus musculus GN=Pgam1 PE=1 SV=3

Phosphoglycerate kinase 1 OS=Mus musculus GN=Pgk1 PE=1 SV=4

Purine-rich element-binding protein gamma OS=Mus musculus GN=Purg PE=1 SV=1

UBX domain-containing protein 6 OS=Mus musculus GN=Ubxn6 PE=1 SV=1

Protein VAC14 homolog OS=Mus musculus GN=Vac14 PE=2 SV=1

WD repeat and FYVE domain-containing protein 3 OS=Mus musculus GN=Wdfy3 PE=2 SV=1
Glycylpeptide N-tetradecanoyitransferase 1 OS=Mus musculus GN=Nmt1 PE=1 SV=1
Vang-like protein 1 OS=Mus musculus GN=Vangl1 PE=1 SV=2

WD repeat-containing protein 61 OS=Mus musculus GN=Wdr61 PE=2 SV=1

¢) Gemeinsame Proteine D4 und E5

UniProtkB Nr.

Proteinname
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14338_MOUSE
1433E_MOUSE
1433F_MOUSE
1433G_MOUSE
1433T_MOUSE
1433Z_MOUSE

14-3-3 protein beta/alpha OS=Mus musculus GN=Ywhab PE=1 SV=3
14-3-3 protein epsilon - Mus musculus (Mouse)

14-3-3 protein eta OS=Mus musculus GN=Ywhah PE=1 SV=2

14-3-3 protein gamma OS=Mus musculus GN=Ywhag PE=1 SV=2
14-3-3 protein theta OS=Mus musculus GN=Ywhaq PE=1 SV=1
14-3-3 protein zeta/delta OS=Mus musculus GN=Ywhaz PE=1 SV=1

14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine

ACTB_MOUSE Actin, cytoplasmic 1 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
ACTN1_MOUSE Alpha-actinin-1 OS=Mus musculus GN=Actn1 PE=2 SV=1 Zytoskelett
ARP2_MOUSE Actin-related protein 2 OS=Mus musculus GN=Actr2 PE=1 SV=1 Zytoskelett
ARP5L_MOUSE Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein OS=Mus musculus GN=Arpc5l PE=1 SV=1 Zytoskelett
CAPZB_MOUSE F-actin-capping protein subunit beta OS=Mus musculus GN=Capzb PE=1 SV=3 Zytoskelett
COTL1_MOUSE Coactosin-like protein OS=Mus musculus GN=Cotl1 PE=1 SV=3 Zytoskelett
NFL_MOUSE Neurofilament light polypeptide OS=Mus musculus GN=Nefl PE=1 SV=5 Zytoskelett
NFM_MOUSE Neurofilament medium polypeptide OS=Mus musculus GN=Nefm PE=1 SV=4 Zytoskelett
PROF1_MOUSE Profilin-1 OS=Mus musculus GN=Pfn1 PE=1 SV=2 Zytoskelett
PROF2_MOUSE Profilin-2 OS=Mus musculus GN=Pfn2 PE=1 SV=3 Zytoskelett
MAP1A_MOUSE Microtubule-associated protein 1A OS=Mus musculus GN=Mapla PE=1 SV=2 Zytoskelett
MAP1B_MOUSE Microtubule-associated protein 1B OS=Mus musculus GN=Map1b PE=1 SV=2 Zytoskelett
MAP2_MOUSE Microtubule-associated protein 2 OS=Mus musculus GN=Map2 PE=1 SV=2 Zytoskelett
MARE3_MOUSE Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 OS=Mus musculus GN=Mapre3 PE=1 SV=1 | Zytoskelett
MLP3A_MOUSE Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A OS=Mus musculus GN=Map1llc3a PE=2 SV=1 Zytoskelett
TBA1A_MOUSE Tubulin alpha-1A chain OS=Mus musculus GN=Tubala PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain OS=Mus musculus GN=Tubalc PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain OS=Mus musculus GN=Tubada PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB2A_MOUSE Tubulin beta-2A chain OS=Mus musculus GN=Tubb2a PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain OS=Mus musculus GN=Tubb2c PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB3_MOUSE Tubulin beta-3 chain OS=Mus musculus GN=Tubb3 PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB4_MOUSE Tubulin beta-4 chain OS=Mus musculus GN=Tubb4 PE=1 SV=3 Zytoskelett
TBB5_MOUSE Tubulin beta-5 chain OS=Mus musculus GN=Tubb5 PE=1 SV=1 Zytoskelett
DCTN1_MOUSE Dynactin subunit 1 OS=Mus musculus GN=Dctnl PE=1 SV=3 Zytoskelett
SNX3_MOUSE Sorting nexin-3 OS=Mus musculus GN=Snx3 PE=1 SV=3 endosomale Proteine

RAB5A_MOUSE
RAB5C_MOUSE
VPS29_MOUSE
VPS35 MOUSE

Ras-related protein Rab-5A OS=Mus musculus GN=Rab5a PE=1 SV=1
Ras-related protein Rab-5C OS=Mus musculus GN=Rab5c PE=1 SV=2
Vacuolar protein sorting-associated protein 29 OS=Mus musculus GN=Vps29 PE=1 SV=1
Vacuolar protein sorting-associated protein 35 OS=Mus musculus GN=Vps35 PE=1 SV=1

endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine

endosomale Proteine

AT5F1_MOUSE

ATP synthase subunit b, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5f1 PE=1 SV=1

Energiestoffwechsel
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ATP5H_MOUSE ATP synthase subunit d, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5h PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
ATPD_MOUSE ATP synthase subunit delta, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5d PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ATPK_MOUSE ATP synthase subunit f, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5j2 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
PRDX2_MOUSE Peroxiredoxin-2 OS=Mus musculus GN=Prdx2 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Got2 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ACBG1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1 OS=Mus musculus GN=Acsbgl PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Mus musculus GN=Aldoa PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
CN37_MOUSE 2',3"cyclic-nucleotide 3-phosphodiesterase OS=Mus musculus GN=Cnp PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
GABT_MOUSE 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Abat PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
GSTM1_MOUSE Glutathione S-transferase Mu 1 OS=Mus musculus GN=Gstm1 PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
HXK1_MOUSE Hexokinase-1 OS=Mus musculus GN=Hk1 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
KPYM_MOUSE Pyruvate kinase isozymes M1/M2 OS=Mus musculus GN=Pkm2 PE=1 SV=4 Energiestoffwechsel
MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic OS=Mus musculus GN=Mdh1 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
MGST3_MOUSE Microsomal glutathione S-transferase 3 OS=Mus musculus GN=Mgst3 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Pdhb PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyitransferase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Acatl PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
TPIS_MOUSE Triosephosphate isomerase OS=Mus musculus GN=Tpil PE=1 SV=4 Energiestoffwechsel

TPPC3_MOUSE

Trafficking protein particle complex subunit 3 OS=Mus musculus GN=Trappc3 PE=1 SV=1

friher sekretorischer Weg

HS90A_MOUSE
HS90B_MOUSE

Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Mus musculus GN=Hsp90aal PE=1 SV=4
Heat shock protein HSP 90-beta OS=Mus musculus GN=Hsp90ab1 PE=1 SV=3

HSP
HSP

EFHD2_MOUSE

EF-hand domain-containing protein D2 OS=Mus musculus GN=Efhd2 PE=1 SV=1

Immunproteine

KAPCB_MOUSE cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit beta OS=Mus musculus GN=Prkacb PE=1 SV=2 Kinase und Phosphatasen
2AAA_MOUSE Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform OS=Mus muscu- | Kinase und Phosphatasen
lus GN=Ppp2rla PE=1 SV=3
DPYL2_MOUSE Dihydropyrimidinase-related protein 2 OS=Mus musculus GN=DpysI2 PE=1 SV=2 neuronales Wachstum
DREB_MOUSE Drebrin OS=Mus musculus GN=Dbn1 PE=1 SV=4 neuronales Wachstum
LANC2_MOUSE LanC-like protein 2 OS=Mus musculus GN=Lancl2 PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
TENR_MOUSE Tenascin-R OS=Mus musculus GN=Tnr PE=1 SV=2 neuronales Wachstum
PSB2_MOUSE Proteasome subunit beta type-2 OS=Mus musculus GN=Psmb2 PE=1 SV=1 Proteolyse
PSB5_MOUSE Proteasome subunit beta type-5 OS=Mus musculus GN=Psmb5 PE=1 SV=3 Proteolyse
GNAO_MOUSE Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha OS=Mus musculus GN=Gnaol PE=1 SV=3 sonstige GTP-Interaktionsproteine
RAP1B_MOUSE Ras-related protein Rap-1b OS=Mus musculus GN=Rap1b PE=2 SV=2 sonstige GTP-Interaktionsproteine
RHOA_MOUSE Transforming protein RhoA OS=Mus musculus GN=Rhoa PE=1 SV=1 sonstige GTP-Interaktionsproteine
EAA2_MOUSE Excitatory amino acid transporter 2 0OS=Mus musculus GN=Slcla2 PE=1 SV=1 sonstige neuronale Proteine
GPM6A_MOUSE Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Mus musculus GN=Gpm6a PE=1 SV=1 sonstige neuronale Proteine
MBP_MOUSE Myelin basic protein OS=Mus musculus GN=Mbp PE=1 SV=2 sonstige neuronale Proteine
ARF1_MOUSE ADP-ribosylation factor 1 OS=Mus musculus GN=Arfl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
CALM_MOUSE Calmodulin OS=Mus musculus GN=Calm1 PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
CAMKV_MOUSE CaM kinase-like vesicle-associated protein OS=Mus musculus GN=Camkv PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
DYHC1_MOUSE Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Mus musculus GN=Dync1hl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
RAB3A_MOUSE Ras-related protein Rab-3A OS=Mus musculus GN=Rab3a PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
RAB3B_MOUSE Ras-related protein Rab-3B OS=Mus musculus GN=Rab3b PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
DHE3_MOUSE Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Glud1 PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
DMXL2_MOUSE DmX-like protein 2 OS=Mus musculus GN=Dmx|2 PE=1 SV=3 synaptische Vesikelproteine
DYN1 _MOUSE Dynamin-1 OS=Mus musculus GN=Dnm1 PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
RP3A_MOUSE Rabphilin-3A - Mus musculus (Mouse) synaptische Vesikelproteine
SGIP1_MOUSE SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 OS=Mus musculus GN=Sgip1 PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
SNAA_MOUSE Alpha-soluble NSF attachment protein OS=Mus musculus GN=Napa PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
SNG1_MOUSE Synaptogyrin-1 OS=Mus musculus GN=Syngrl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
SNG3_MOUSE Synaptogyrin-3 OS=Mus musculus GN=Syngr3 PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
STX1B_MOUSE Syntaxin-1B OS=Mus musculus GN=Stx1b PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
STXB1_MOUSE Syntaxin-binding protein 1 OS=Mus musculus GN=Stxbpl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
SYN1_MOUSE Synapsin-1 OS=Mus musculus GN=Syn1 PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
SYPH_MOUSE Synaptophysin OS=Mus musculus GN=Syp PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VAMP2_MOUSE Vesicle-associated membrane protein 2 OS=Mus musculus GN=Vamp2 PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VAT1_MOUSE Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog OS=Mus musculus GN=Vatl PE=1 SV=3 synaptische Vesikelproteine
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RL11_MOUSE 60S ribosomal protein L11 OS=Mus musculus GN=Rpl11 PE=1 SV=4 Transkription, Translation
RL22_MOUSE 60S ribosomal protein L22 OS=Mus musculus GN=Rpl22 PE=2 SV=2 Transkription, Translation
RL22L_MOUSE 60S ribosomal protein L22-like 1 OS=Mus musculus GN=Rpl22I1 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
RS10_MOUSE 40S ribosomal protein S10 OS=Mus musculus GN=Rps10 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
RS14_MOUSE 40S ribosomal protein S14 OS=Mus musculus GN=Rps14 PE=2 SV=3 Transkription, Translation
RS15A_MOUSE 40S ribosomal protein S15a OS=Mus musculus GN=Rps15a PE=2 SV=2 Transkription, Translation
RS19 MOUSE 40S ribosomal protein S19 OS=Mus musculus GN=Rps19 PE=1 SV=3 Transkription, Translation
RS28_MOUSE 40S ribosomal protein S28 OS=Mus musculus GN=Rps28 PE=2 SV=1 Transkription, Translation
RS3A_MOUSE 40S ribosomal protein S3a OS=Mus musculus GN=Rps3a PE=1 SV=3 Transkription, Translation
DDX1_MOUSE ATP-dependent RNA helicase DDX1 OS=Mus musculus GN=Ddx1 PE=2 SV=1 Transkription, Translation
EF1A1_MOUSE Elongation factor 1-alpha 1 OS=Mus musculus GN=Eeflal PE=1 SV=3 Transkription, Translation
EF1G_MOUSE Elongation factor 1-gamma OS=Mus musculus GN=Eeflg PE=1 SV=3 Transkription, Translation
EIF3L_MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L OS=Mus musculus GN=Eif3| PE=1 SV=1 Transkription, Translation
G3BP2_MOUSE Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 OS=Mus musculus GN=G3bp2 PE=1 SV=2 Transkription, Translation
IFIAX_MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 1A, X-chromosomal OS=Mus musculus GN=Eiflay PE=2 SV=3 Transkription, Translation
PPIB_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B OS=Mus musculus GN=Ppib PE=2 SV=2 Transkription, Translation
PURA_MOUSE Transcriptional activator protein Pur-alpha OS=Mus musculus GN=Pura PE=1 SV=1 Transkription, Translation
PURB_MOUSE Transcriptional activator protein Pur-beta OS=Mus musculus GN=Purb PE=1 SV=3 Transkription, Translation
RBM3_MOUSE Putative RNA-binding protein 3 OS=Mus musculus GN=Rbm3 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
AP2A1_MOUSE AP-2 complex subunit alpha-1 OS=Mus musculus GN=Ap2al PE=1 SV=1 vesikuldrer Transport
AP2A2_MOUSE AP-2 complex subunit alpha-2 OS=Mus musculus GN=Ap2a2 PE=1 SV=2 vesikularer Transport
AAK1_MOUSE AP2-associated protein kinase 1 OS=Mus musculus GN=Aakl PE=1 SV=2 vesikuldrer Transport
AP1B1_MOUSE AP-1 complex subunit beta-1 OS=Mus musculus GN=Ap1bl PE=1 SV=2 vesikuldrer Transport
AP2B1_MOUSE AP-2 complex subunit beta OS=Mus musculus GN=Ap2b1 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
AP1IM1_MOUSE AP-1 complex subunit mu-1 OS=Mus musculus GN=Ap1m1 PE=1 SV=3 vesikuldrer Transport
AP2M1_MOUSE AP-2 complex subunit mu OS=Mus musculus GN=Ap2m1 PE=1 SV=1 vesikuldrer Transport
AP1S1_MOUSE AP-1 complex subunit sigma-1A OS=Mus musculus GN=Apl1sl PE=1 SV=1 vesikularer Transport
AP2S1_MOUSE AP-2 complex subunit sigma OS=Mus musculus GN=Ap2s1 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
AP3S2_MOUSE AP-3 complex subunit sigma-2 OS=Mus musculus GN=Ap3s2 PE=1 SV=1 vesikuldrer Transport
SNX12_MOUSE Sorting nexin-12 OS=Mus musculus GN=Snx12 PE=2 SV=1 vesikularer Transport
CLCB_MOUSE Clathrin light chain B vesikularer Transport
CLH_MOUSE Clathrin heavy chain 1 OS=Mus musculus GN=Cltc PE=1 SV=3 vesikuldrer Transport
LTOR2_MOUSE Ragulator complex protein LAMTOR2 OS=Mus musculus GN=Lamtor2 PE=1 SV=1 Zellwachstum
KAD1_MOUSE Adenylate kinase isoenzyme 1 OS=Mus musculus GN=Ak1 PE=1 SV=1 Zellwachstum
MGLL_MOUSE Monoglyceride lipase OS=Mus musculus GN=Mgll PE=1 SV=1 keiner Gruppe zugeordnet

AT1A3 MOUSE
RAB10_MOUSE
RAB14_MOUSE
ANXA5_MOUSE
KCRB_MOUSE
KCRU_MOUSE
NAA25_MOUSE
TOLIP_MOUSE
WDR7_MOUSE

d) Proteine

UniProtkB Nr.

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 OS=Mus musculus GN=Atpla3 PE=1 SV=1
Ras-related protein Rab-10 OS=Mus musculus GN=Rab10 PE=1 SV=1

Ras-related protein Rab-14 OS=Mus musculus GN=Rab14 PE=1 SV=3

Annexin A5 OS=Mus musculus GN=Anxa5 PE=1 SV=1

Creatine kinase B-type OS=Mus musculus GN=Ckb PE=1 SV=1

Creatine kinase U-type, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Ckmt1 PE=1 SV=1
N-alpha-acetyltransferase 25, NatB auxiliary subunit OS=Mus musculus GN=Naa25 PE=1 SV=1
Toll-interacting protein OS=Mus musculus GN=Tollip PE=1 SV=1

WD repeat-containing protein 7 OS=Mus musculus GN=Wdr7 PE=1 SV=3

des Shotgun-Experiments

Proteinname

keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet

keiner Gruppe zugeordnet

Proteingruppe

14338_MOUSE
1433E_MOUSE
1433F_MOUSE
1433G_MOUSE
1433T_MOUSE
1433Z_MOUSE

14-3-3 protein beta/alpha OS=Mus musculus GN=Ywhab PE=1 SV=3
14-3-3 protein epsilon - Mus musculus (Mouse)

14-3-3 protein eta OS=Mus musculus GN=Ywhah PE=1 SV=2

14-3-3 protein gamma OS=Mus musculus GN=Ywhag PE=1 SV=2
14-3-3 protein theta OS=Mus musculus GN=Ywhaqg PE=1 SV=1
14-3-3 protein zeta/delta OS=Mus musculus GN=Ywhaz PE=1 SV=1

14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine
14-3-3 Proteine

RB11A/B_MOUSE

RAB7A_MOUSE

Ras-related protein Rab-11A/B OS=Mus musculus GN=Rab1la PE=1 SV=3
Ras-related protein Rab-7a OS=Mus musculus GN=Rab7a PE=1 SV=2

endosomale Proteine

endosomale Proteine

Xviil
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SCAMI_MOUSE
SCAM3_MOUSE
SNX27_MOUSE
SNX3_MOUSE
UCHL1_MOUSE
VP26B_MOUSE
VPS35_MOUSE
VAMP3_MOUSE

Secretory carrier-associated membrane protein 1 OS=Mus musculus GN=Scampl PE=1 SV=1
Secretory carrier-associated membrane protein 3 OS=Mus musculus GN=Scamp3 PE=1 SV=3
Sorting nexin-27 OS=Mus musculus GN=Snx27 PE=1 SV=2

Sorting nexin-3 OS=Mus musculus GN=Snx3 PE=1 SV=3

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 OS=Mus musculus GN=Uchl1l PE=1 SV=1, UCH-L1
Vacuolar protein sorting-associated protein 26B OS=Mus musculus GN=Vps26b PE=1 SV=1
Vacuolar protein sorting-associated protein 35 OS=Mus musculus GN=Vps35 PE=1 SV=1

Vesicle-associated membrane protein 3 OS=Mus musculus GN=Vamp3 PE=1 SV=1

endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine
endosomale Proteine

endosomale Proteine

CN37_MOUSE 2',3"cyclic-nucleotide 3-phosphodiesterase OS=Mus musculus GN=Cnp PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Acatl PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Aco2 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 OS=Mus musculus GN=SIc25a4 PE=1 SV=4 Energiestoffwechsel
ENOA_MOUSE Alpha-enolase - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic OS=Mus musculus GN=Gotl PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5al PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5b PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
CAH2_MOUSE Carbonic anhydrase 2 - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Cpt2 PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
CISY_MOUSE Citrate synthase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Cs PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
CYC_MOUSE Cytochrome ¢, somatic - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Mus musculus GN=Aldoa PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
ENOG_MOUSE Gamma-enolase - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
GSTM1_MOUSE Glutathione S-transferase Mu 1 OS=Mus musculus GN=Gstm1 PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
GSTP1_MOUSE Glutathione S-transferase P 1 OS=Mus musculus GN=Gstp1 PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
GSTP2_MOUSE Glutathione S-transferase P 2 OS=Mus musculus GN=Gstp2 PE=2 SV=2 Energiestoffwechsel
G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
HXK1_MOUSE Hexokinase-1 OS=Mus musculus GN=Hk1 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
ACBG1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1 OS=Mus musculus GN=Acsbgl PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic OS=Mus musculus GN=Mdh1 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Mdh2 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
PRDX2_MOUSE Peroxiredoxin-2 OS=Mus musculus GN=Prdx2 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
MPCP_MOUSE Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Mus musculus GN=SIc25a3 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 OS=Mus musculus GN=Pgk1 PE=1 SV=4 Energiestoffwechsel
PGAM1_MOUSE Phosphoglycerate mutase 1 OS=Mus musculus GN=Pgam1 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
KPYM_MOUSE Pyruvate kinase isozymes M1/M2 OS=Mus musculus GN=Pkm2 PE=1 SV=4 Energiestoffwechsel
GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hspa9 PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
TMX2_MOUSE Thioredoxin-related transmembrane protein 2 OS=Mus musculus GN=Tmx2 PE=2 SV=1 Energiestoffwechsel
TECR_MOUSE Trans-2,3-enoyl-CoA reductase OS=Mus musculus GN=Tecr PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
TPIS_MOUSE Triosephosphate isomerase OS=Mus musculus GN=Tpil PE=1 SV=4 Energiestoffwechsel
RTN1_MOUSE Reticulon-1 OS=Mus musculus GN=Rtn1 PE=1 SV=1 friher sekretorischer Weg
HS90A_MOUSE Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Mus musculus GN=Hsp90aal PE=1 SV=4 HSP
HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta OS=Mus musculus GN=Hsp90ab1 PE=1 SV=3 HSP
PDIA3_MOUSE Protein disulfide-isomerase A3 OS=Mus musculus GN=Pdia3 PE=1 SV=2 HSP
C1QB_MOUSE Complement C1qg subcomponent subunit B OS=Mus musculus GN=C1gb PE=1 SV=1 Immunproteine
IGSF8_MOUSE Immunoglobulin superfamily member 8 OS=Mus musculus GN=Igsf8 PE=1 SV=2 Immunproteine
LYZ1_MOUSE Lysozyme C-1 OS=Mus musculus GN=Lyz1 PE=1 SV=1 Immunproteine
KAPCA_MOUSE cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha OS=Mus musculus GN=Prkaca PE=1 Kinase und Phosphatasen
Sv=3
KAP3_MOUSE cAMP-dependent protein kinase type Il-beta regulatory subunit OS=Mus musculus GN=Prkar2b Kinase und Phosphatasen

PP2BA_MOUSE

PE=1SV=3
Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform OS=Mus musculus
GN=Ppp3ca PE=1 SV=1

Kinase und Phosphatasen

BASP1_MOUSE
DPYL2_MOUSE
DREB_MOUSE

NEUM_MOUSE

Brain acid soluble protein 1 OS=Mus musculus GN=Baspl1 PE=1 SV=3
Dihydropyrimidinase-related protein 2 OS=Mus musculus GN=DpysI2 PE=1 SV=2
Drebrin OS=Mus musculus GN=Dbn1 PE=1 SV=4

Neuromodulin OS=Mus musculus GN=Gap43 PE=1 SV=1

neuronales Wachstum
neuronales Wachstum
neuronales Wachstum

neuronales Wachstum

XiX
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NPTN_MOUSE Neuroplastin OS=Mus musculus GN=Nptn PE=1 SV=3 neuronales Wachstum
TENR_MOUSE Tenascin-R OS=Mus musculus GN=Tnr PE=1 SV=2 neuronales Wachstum
THY1_MOUSE Thy-1 membrane glycoprotein OS=Mus musculus GN=Thy1 PE=1 SV=1 neuronales Wachstum
GNAI1_MOUSE Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 OS=Mus musculus GN=Gnail PE=2 SV=1 | sonstige GTP-Interaktionsproteine
GNAI2_MOUSE Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 0S=Mus musculus GN=Gnai2 PE=1 SV=5 | sonstige GTP-Interaktionsproteine
GBB2_MOUSE Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 OS=Mus musculus GN=Gnb2 sonstige GTP-Interaktionsproteine

PE=1SV=3

GNAO_MOUSE Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha OS=Mus musculus GN=Gnaol PE=1 SV=3 | sonstige GTP-Interaktionsproteine
NDKA_MOUSE Nucleoside diphosphate kinase A OS=Mus musculus GN=Nmel PE=1 SV=1 sonstige GTP-Interaktionsproteine
RAC3_MOUSE Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 OS=Mus musculus GN=Rac3 PE=1 SV=1 sonstige GTP-Interaktionsproteine
RAB2A_MOUSE Ras-related protein Rab-2A OS=Mus musculus GN=Rab2a PE=1 SV=1 sonstige GTP-Interaktionsproteine
GDIR1_MOUSE Rho GDP-dissociation inhibitor 1 OS=Mus musculus GN=Arhgdia PE=1 SV=3 sonstige GTP-Interaktionsproteine

AT8A1_MOUSE

Probable phospholipid-transporting ATPase IA OS=Mus musculus GN=Atp8al PE=1 SV=1

sonstige Kanal- und Transportpro-

teine
MAL2_MOUSE Protein MAL2 OS=Mus musculus GN=Mal2 PE=1 SV=1 sonstige Kanal- und Transportpro-
teine
NPT1_MOUSE Sodium-dependent phosphate transport protein 1 OS=Mus musculus GN=Slc17al PE=1 SV=2 sonstige Kanal- und Transportpro-
teine
APOE_MOUSE Apolipoprotein E OS=Mus musculus GN=Apoe PE=1 SV=2 sonstige neuronale Proteine
EAA2_MOUSE Excitatory amino acid transporter 2 0S=Mus musculus GN=SIcla2 PE=1 SV=1 sonstige neuronale Proteine
MBP_MOUSE Myelin basic protein OS=Mus musculus GN=Mbp PE=1 SV=2 sonstige neuronale Proteine
NCDN_MOUSE Neurochondrin OS=Mus musculus GN=Ncdn PE=1 SV=1 sonstige neuronale Proteine

GPM6A_MOUSE
PEBP1_MOUSE
AT2B2_MOUSE

Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Mus musculus GN=Gpm6a PE=1 SV=1
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 OS=Mus musculus GN=Pebpl PE=1 SV=3
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 OS=Mus musculus GN=Atp2b2 PE=1 SV=2

sonstige neuronale Proteine
sonstige neuronale Proteine

sonstige neuronale Proteine

SNAA_MOUSE
SNAB_MOUSE
KCC2A_MOUSE

KCC2G_MOUSE

AP180_MOUSE
DMXL2_MOUSE
DYN1_MOUSE
DYN3_MOUSE
SNAG_MOUSE
DHE3_MOUSE
RP3A_MOUSE
RAB3C_MOUSE
RAB3D_MOUSE
RABSC_MOUSE
SCAM5_MOUSE
SGIP1_MOUSE
SPTB2_MOUSE
SYNL_MOUSE
SYN2_MOUSE
SV2A_MOUSE
SV2B_MOUSE
VAT1_MOUSE
SNG1_MOUSE
SNG3_MOUSE
SYPH_MOUSE
SNP25_MOUSE
SYT1_MOUSE
SYT2_MOUSE
STX1A_MOUSE

Alpha-soluble NSF attachment protein OS=Mus musculus GN=Napa PE=1 SV=1
Beta-soluble NSF attachment protein OS=Mus musculus GN=Napb PE=1 SV=2
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il alpha chain OS=Mus musculus GN=Camk2a
PE=1SV=2

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il gamma chain OS=Mus musculus
GN=Camk2g PE=1 SV=1

Clathrin coat assembly protein AP180 - Mus musculus (Mouse)

DmX-like protein 2 0S=Mus musculus GN=Dmx|2 PE=1 SV=3

Dynamin-1 OS=Mus musculus GN=Dnm1 PE=1 SV=2

Dynamin-3 OS=Mus musculus GN=Dnm3 PE=1 SV=1

Gamma-soluble NSF attachment protein OS=Mus musculus GN=Napg PE=1 SV=1
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Glud1 PE=1 SV=1
Rabphilin-3A - Mus musculus (Mouse)

Ras-related protein Rab-3C OS=Mus musculus GN=Rab3c PE=1 SV=1

Ras-related protein Rab-3D OS=Mus musculus GN=Rab3d PE=1 SV=1

Ras-related protein Rab-5C OS=Mus musculus GN=Rab5c PE=1 SV=2

Secretory carrier-associated membrane protein 5 OS=Mus musculus GN=Scamp5 PE=2 SV=1
SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 OS=Mus musculus GN=Sgip1 PE=1 SV=1
Spectrin beta chain, brain 1 0S=Mus musculus GN=Sptbn1 PE=1 SV=2

Synapsin-1 OS=Mus musculus GN=Syn1 PE=1 SV=2

Synapsin-2 OS=Mus musculus GN=Syn2 PE=1 SV=2

Synaptic vesicle glycoprotein 2A OS=Mus musculus GN=Sv2a PE=1 SV=1

Synaptic vesicle glycoprotein 2B OS=Mus musculus GN=Sv2b PE=1 SV=1

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog OS=Mus musculus GN=Vatl PE=1 SV=3
Synaptogyrin-1 OS=Mus musculus GN=Syngrl PE=1 SV=2

Synaptogyrin-3 OS=Mus musculus GN=Syngr3 PE=1 SV=1

Synaptophysin OS=Mus musculus GN=Syp PE=1 SV=2

Synaptosomal-associated protein 25 OS=Mus musculus GN=Snap25 PE=1 SV=1
Synaptotagmin-1 OS=Mus musculus GN=Syt1 PE=1 SV=1

Synaptotagmin-2 OS=Mus musculus GN=Syt2 PE=1 SV=1

Syntaxin-1A OS=Mus musculus GN=Stxla PE=1 SV=3

synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine

synaptische Vesikelproteine

synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine

XX



Anhang
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STX1B_MOUSE Syntaxin-1B OS=Mus musculus GN=Stx1b PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
STXB1_MOUSE Syntaxin-binding protein 1 OS=Mus musculus GN=Stxbpl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VATA_MOUSE Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A OS=Mus musculus GN=Atp6vla PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VAOD1_MOUSE Vacuolar proton pump subunit d 1 OS=Mus musculus GN=Atp6v0d1 PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VATD_MOUSE Vacuolar proton pump subunit D OS=Mus musculus GN=Atp6v1ld PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
VATE1 _MOUSE Vacuolar proton pump subunit E 1 OS=Mus musculus GN=Atp6vlel PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VAMP1_MOUSE Vesicle-associated membrane protein 1 OS=Mus musculus GN=Vampl PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
VAMP2_MOUSE Vesicle-associated membrane protein 2 OS=Mus musculus GN=Vamp2 PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VAPA_MOUSE Vesicle-associated membrane protein-associated protein A OS=Mus musculus GN=Vapa PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VAPB_MOUSE Vesicle-associated membrane protein-associated protein B OS=Mus musculus GN=Vapb PE=2 SV=3 synaptische Vesikelproteine
NSF_MOUSE Vesicle-fusing ATPase OS=Mus musculus GN=Nsf PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VPP1_MOUSE V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 OS=Mus musculus GN=Atp6v0al PE=1 SV=3 synaptische Vesikelproteine
VATB2_MOUSE V-type proton ATPase subunit B, brain isoform OS=Mus musculus GN=Atp6v1b2 PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
VATC1_MOUSE V-type proton ATPase subunit C 1 OS=Mus musculus GN=Atpévlcl PE=1 SV=4 synaptische Vesikelproteine
VATF_MOUSE V-type proton ATPase subunit F OS=Mus musculus GN=Atp6v1f PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
VATG1_MOUSE V-type proton ATPase subunit G 1 OS=Mus musculus GN=Atp6v1lgl PE=2 SV=3 synaptische Vesikelproteine
VATG2_MOUSE V-type proton ATPase subunit G 2 OS=Mus musculus GN=Atp6v1g2 PE=2 SV=1 synaptische Vesikelproteine
VATH_MOUSE V-type proton ATPase subunit H OS=Mus musculus GN=Atp6v1lh PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
RS19_MOUSE 40S ribosomal protein S19 OS=Mus musculus GN=Rps19 PE=1 SV=3 Transkription, Translation
RS3_MOUSE 40S ribosomal protein S3 OS=Mus musculus GN=Rps3 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
RS4X_MOUSE 40S ribosomal protein S4, X isoform OS=Mus musculus GN=Rps4x PE=2 SV=2 Transkription, Translation
RS5_MOUSE 40S ribosomal protein S5 OS=Mus musculus GN=Rps5 PE=2 SV=3 Transkription, Translation
RS6_MOUSE 40S ribosomal protein S6 OS=Mus musculus GN=Rps6 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
RS8_MOUSE 40S ribosomal protein S8 OS=Mus musculus GN=Rps8 PE=1 SV=2 Transkription, Translation
RSSA_MOUSE 40S ribosomal protein SA OS=Mus musculus GN=Rpsa PE=1 SV=4 Transkription, Translation
RL14_MOUSE 60S ribosomal protein L14 OS=Mus musculus GN=Rpl14 PE=2 SV=3 Transkription, Translation
RL15 MOUSE 60S ribosomal protein L15 OS=Mus musculus GN=Rpl15 PE=2 SV=4 Transkription, Translation
RL18 MOUSE 60S ribosomal protein L18 OS=Mus musculus GN=Rpl18 PE=2 SV=3 Transkription, Translation
RL26_MOUSE 60S ribosomal protein L26 OS=Mus musculus GN=Rpl26 PE=2 SV=1 Transkription, Translation
RL3_MOUSE 60S ribosomal protein L3 OS=Mus musculus GN=RpI3 PE=2 SV=3 Transkription, Translation
RL6_MOUSE 60S ribosomal protein L6 OS=Mus musculus GN=Rpl6 PE=1 SV=3 Transkription, Translation
RL7_MOUSE 60S ribosomal protein L7 OS=Mus musculus GN=Rpl7 PE=2 SV=2 Transkription, Translation
RL8_MOUSE 60S ribosomal protein L8 OS=Mus musculus GN=RpI8 PE=2 SV=2 Transkription, Translation
ATLA1_MOUSE Atlastin-1 OS=Mus musculus GN=Atl1 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
CALR_MOUSE Calreticulin OS=Mus musculus GN=Calr PE=1 SV=1 Transkription, Translation
EF1G_MOUSE Elongation factor 1-gamma OS=Mus musculus GN=Eeflg PE=1 SV=3 Transkription, Translation
ENDD1_MOUSE Endonuclease domain-containing 1 protein OS=Mus musculus GN=Endod1 PE=1 SV=2 Transkription, Translation
NPM_MOUSE Nucleophosmin OS=Mus musculus GN=Npm1 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
PPIA_MOUSE Peptidyi-prolyl cis-trans isomerase A OS=Mus musculus GN=Ppia PE=1 SV=2 Transkription, Translation
SAHH2_MOUSE Putative adenosylhomocysteinase 2 OS=Mus musculus GN=Ahcyl1 PE=1 SV=1 Transkription, Translation
RTN3_MOUSE Reticulon-3 OS=Mus musculus GN=Rtn3 PE=1 SV=2 Transkription, Translation
AT2A2_MOUSE Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 OS=Mus musculus GN=Atp2a2 PE=1 SV=2 Transkription, Translation
PURA_MOUSE Transcriptional activator protein Pur-alpha OS=Mus musculus GN=Pura PE=1 SV=1 Transkription, Translation
RL40_MOUSE Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 OS=Mus musculus GN=Uba52 PE=1 SV=2 Transkription, Translation
NECP1_MOUSE Adaptin ear-binding coat-associated protein 1 OS=Mus musculus GN=Necapl PE=1 SV=2 vesikularer Transport
AP2A1_MOUSE AP-2 complex subunit alpha-1 OS=Mus musculus GN=Ap2al PE=1 SV=1 vesikularer Transport
AP2A2_MOUSE AP-2 complex subunit alpha-2 OS=Mus musculus GN=Ap2a2 PE=1 SV=2 vesikularer Transport
AP2B1_MOUSE AP-2 complex subunit beta OS=Mus musculus GN=Ap2b1 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
AP2M1_MOUSE AP-2 complex subunit mu OS=Mus musculus GN=Ap2m1 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
AAK1_MOUSE AP2-associated protein kinase 1 OS=Mus musculus GN=Aak1 PE=1 SV=2 vesikularer Transport
CLH_MOUSE Clathrin heavy chain 1 OS=Mus musculus GN=Cltc PE=1 SV=3 vesikularer Transport
PRAF2_MOUSE PRAZ1 family protein 2 OS=Mus musculus GN=Praf2 PE=2 SV=1 vesikularer Transport
ROGDI_MOUSE Protein rogdi homolog OS=Mus musculus GN=Rogdi PE=2 SV=2 Zellwachstum
ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett

ACTB_MOUSE Actin, cytoplasmic 1 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett

AINX_MOUSE Alpha-internexin OS=Mus musculus GN=Ina PE=1 SV=2 Zytoskelett
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UniProtKB Nr. Proteinname Proteingruppe
ANK2_MOUSE Ankyrin-2 OS=Mus musculus GN=Ank2 PE=1 SV=2 Zytoskelett
E41L.3 MOUSE Band 4,1-like protein 3 OS=Mus musculus GN=Epb41I3 PE=1 SV=1 Zytoskelett
COR1C_MOUSE Coronin-1C OS=Mus musculus GN=Corolc PE=1 SV=2 Zytoskelett
DEST_MOUSE Destrin OS=Mus musculus GN=Dstn PE=1 SV=3 Zytoskelett
CAZA1_MOUSE F-actin-capping protein subunit alpha-1 OS=Mus musculus GN=Capzal PE=1 SV=4 Zytoskelett
MAP1A_MOUSE Microtubule-associated protein 1A OS=Mus musculus GN=Mapla PE=1 SV=2 Zytoskelett
MAP1B_MOUSE Microtubule-associated protein 1B OS=Mus musculus GN=Map1b PE=1 SV=2 Zytoskelett
MAP2_MOUSE Microtubule-associated protein 2 OS=Mus musculus GN=Map2 PE=1 SV=2 Zytoskelett
MAP6_MOUSE Microtubule-associated protein 6 OS=Mus musculus GN=Map6 PE=1 SV=2 Zytoskelett
MYO5A_MOUSE Myosin-Va OS=Mus musculus GN=Myo5a PE=1 SV=2 Zytoskelett
NFH_MOUSE Neurofilament heavy polypeptide OS=Mus musculus GN=Nefh PE=1 SV=3 Zytoskelett
NFL_MOUSE Neurofilament light polypeptide OS=Mus musculus GN=Nefl PE=1 SV=5 Zytoskelett
NFM_MOUSE Neurofilament medium polypeptide OS=Mus musculus GN=Nefm PE=1 SV=4 Zytoskelett
SEPT3_MOUSE Neuronal-specific septin-3 OS=Mus musculus GN=Sept3 PE=1 SV=2 Zytoskelett
PROF2_MOUSE Profilin-2 OS=Mus musculus GN=Pfn2 PE=1 SV=3 Zytoskelett
SEP11_MOUSE Septin-11 OS=Mus musculus GN=Sept11l PE=1 SV=4 Zytoskelett
SEPT6_MOUSE Septin-6 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
SEPT7_MOUSE Septin-7 OS=Mus musculus GN=Sept7 PE=1 SV=1 Zytoskelett
SPTA2_MOUSE Spectrin alpha chain, brain - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
TPM1_MOUSE Tropomyosin alpha-1 chain OS=Mus musculus GN=Tpm1 PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA1A_MOUSE Tubulin alpha-1A chain OS=Mus musculus GN=Tubala PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain OS=Mus musculus GN=Tubalc PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain OS=Mus musculus GN=Tubada PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB2A_MOUSE Tubulin beta-2A chain OS=Mus musculus GN=Tubb2a PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB3_MOUSE Tubulin beta-3 chain OS=Mus musculus GN=Tubb3 PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB4A_MOUSE Tubulin beta-4A chain OS=Mus musculus GN=Tubb4a PE=1 SV=3 Zytoskelett
TBB4B_MOUSE Tubulin beta-4B chain OS=Mus musculus GN=Tubb4b PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB5_MOUSE Tubulin beta-5 chain OS=Mus musculus GN=Tubb5 PE=1 SV=1 Zytoskelett
GRP78_MOUSE 78 kDa glucose-regulated protein OS=Mus musculus GN=Hspa5 PE=1 SV=3 keiner Gruppe zugeordnet
AMPH_MOUSE Amphiphysin OS=Mus musculus GN=Amph PE=1 SV=1 keiner Gruppe zugeordnet
KCRB_MOUSE Creatine kinase B-type OS=Mus musculus GN=Ckb PE=1 SV=1 keiner Gruppe zugeordnet

DNJC5_MOUSE
HSP7C_MOUSE
HBA_MOUSE
HBB1_MOUSE
HPLN1_MOUSE
HPLN2_MOUSE
PGRC1_MOUSE
NP1L4 MOUSE
CDS2_MOUSE
K1045_MOUSE
RAB10_MOUSE
ALBU_MOUSE
ATIA1_MOUSE
AT1A2_MOUSE
AT1A3_MOUSE
AT1B1_MOUSE
WDR7_MOUSE

DnaJ homolog subfamily C member 5 OS=Mus musculus GN=Dnajc5 PE=1 SV=1

Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Mus musculus GN=Hspa8 PE=1 SV=1

Hemoglobin subunit alpha OS=Mus musculus GN=Hba PE=1 SV=2

Hemoglobin subunit beta-1 - Mus musculus (Mouse)

Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 OS=Mus musculus GN=Hapin1 PE=2 SV=1
Hyaluronan and proteoglycan link protein 2 OS=Mus musculus GN=HapIln2 PE=1 SV=1
Membrane-associated progesterone receptor component 1 OS=Mus musculus GN=Pgmc1 PE=1 SV=4
Nucleosome assembly protein 1-ike 4 OS=Mus musculus GN=Napll4 PE=1 SV=1
Phosphatidate cytidylyltransferase 2 OS=Mus musculus GN=Cds2 PE=1 SV=1

Protein KIAA1045 OS=Mus musculus GN=Kiaal045 PE=1 SV=2

Ras-related protein Rab-10 OS=Mus musculus GN=Rab10 PE=1 SV=1

Serum albumin precursor - Mus musculus (Mouse)

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Mus musculus GN=Atplal PE=1 SV=1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 OS=Mus musculus GN=Atpla2 PE=1 SV=1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 OS=Mus musculus GN=Atpla3 PE=1 SV=1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 OS=Mus musculus GN=Atp1b1 PE=1 SV=1
WD repeat-containing protein 7 OS=Mus musculus GN=Wdr7 PE=1 SV=3

e) Veranderte Proteine der Fraktion D4

keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet
keiner Gruppe zugeordnet

keiner Gruppe zugeordnet

NCBI Nr. | Proteinname Proteingruppe

0i|4506371 ras-related protein Rab-5B [Homo sapiens] endosomale Proteine
0i|50053824 early endosome antigen 1 [Mus musculus] endosomale Proteine
074219413 Rab5a [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|26344758 Reticulon-3 [Mus musculus] endosomale Proteine
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NCBI Nr. Proteinname Proteingruppe
06678553 vesicle-associated membrane protein 3 [Mus musculus] endosomale Proteine
0i|74181576 ADP-ribosylation factor-like protein 8B [Mus musculus] endosomale Proteine
0126031446 Chain A, Mouse C14a Glutathione-S-Transferase Mutant In Complex With S-Hexyl Glutathione Energiestoffwechsel
0i|12837652 Malate dehydrogenase, cytoplasmic [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0231557 RecName: Full=Apolipoprotein A-I; Short=Apo-Al; Short=ApoA-I; AltName: Full=Apolipoprotein A1, Energiestoffwechsel

Flags: Precursor
0i|254553344 6-phosphofructokinase, muscle type [Mus musculus] Energiestoffwechsel
0i|309266468 PREDICTED: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase-like isoform 1 [Mus musculus] Energiestoffwechsel
gil6678674 lactate dehydrogenase B [Mus musculus] Energiestoffwechsel
gi|7710012 thiomorpholine-carboxylate dehydrogenase [Mus musculus] Energiestoffwechsel
021218066 reticulon 1A [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|58037395 Scampl: secretory carrier-associated membrane protein 1 [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
(0i|54311137) RAB2A/B, member RAS oncogene family [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
010946940 ras-related protein Rab-2A [Mus musculus] friher sekretorischer Weg
0i|7304929 TRAPPCS3: trafficking protein particle complex subunit 3 [Mus musculus] friiher sekretorischer Weg
0i|40556608 heat shock protein HSP 90-beta [Mus musculus] HSP
06754254 heat shock protein HSP 90-alpha [Mus musculus] HSP
0i|148696833 mCG23092; Neurocan core protein (Blast) [Mus musculus] neuronales Wachstum
01915913 Ulip2 protein [Mus musculus] neuronales Wachstum
0i|124286805 C1QA, complement C1q subcomponent subunit A precursor [Mus musculus] Proteolyse
020072543 Fbxo2 protein [Mus musculus] Proteolyse
0i|26347309 Proteasome subunit beta type [Mus musculus] Proteolyse
027692965 Psmd2 protein [Mus musculus] Proteolyse
0i|23463313 ras-related protein Rab-8B [Rattus norvegicus] sonstige GTP-Interaktionsproteine
0i]62901101 RecName: Full=Ras-related protein Rab-31 sonstige GTP-Interaktionsproteine
06755963 voltage-dependent anion-selective channel protein 1 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
0i|6755965 voltage-dependent anion-selective channel protein 2 [Mus musculus] sonstige Kanal- und Transportproteine
0i|18656627 EAAT3 glutamate transporter regulator GTRAP3-18 [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0387515 jimpy mutant proteolipid protein [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|6754658 Myelin basic protein [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|69885032 myelin basic protein isoform 1 [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0i|69885073 myelin basic protein isoform 6 [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
0ij44890693 Cntn1 protein [Mus musculus] sonstige neuronale Proteine
011528518 synaptic vesicle glycoprotein 2A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0123702073 vesicle-associated membrane protein 1 isoform b [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|13385392 alpha-soluble NSF attachment protein [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|14318722 ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit H [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine

0i|148668411
0i[148706349
0i|152031595
0il15928723
0il16758754
0i|168983990
0il16945962
0i|19527400
0i|218156282
0i|2253399
0i|26347065
0i|26390051
0i|26665359
0ij29789104
0i|38259194
0il4731936
0il6978593
0il7106257
0i|74183858

synapsin I, isoform CRA_a [Mus musculus]

Vesicle-associated membrane protein-associated protein A [Mus musculus]
RecName: Full=DmX-like protein 2; AltName: Full=Rabconnectin-3
synaptophysin [Mus musculus]

V-type proton ATPase subunit F [Rattus norvegicus]

ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit G2 [Mus musculus]
rabphilin 3A [Mus musculus]

synaptotagmin-12 [Mus musculus]

vesicular glutamate transporter 1 [Mus musculus]

vesicle associated membrane protein 2 [Mus musculus]

Synaptoporin [Mus musculus]

V-type proton ATPase 16 kDa proteolipid subunit [Mus musculus]
vesicular GABA transporter a form [Mus musculus]

beta-SNAP; beta-soluble NSF attachment protein [Mus musculus]
putative tyrosine-protein phosphatase auxilin isoform ¢ [Mus musculus]

synaptogyrin 3 [Mus musculus]

CaMK Il a, calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha [Rattus norvegicus]

probable phospholipid-transporting ATPase IA isoform b [Mus musculus]
V-type proton ATPase catalytic subunit A [Mus musculus]

synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine

synaptische Vesikelproteine
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NCBINr. Proteinname Proteingruppe
0i|74186656 VGIuT1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
074211135 Synaptotagmin-1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74212053 Calmodulin [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74219390 V-type proton ATPase subunit S1 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74220560 V-type proton ATPase catalytic subunit A [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|74223066 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|9937988 SCAMPS: secretory carrier-associated membrane protein 5 [Mus musculus] synaptische Vesikelproteine
0i|12848861 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|12963511 40S ribosomal protein S19 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|13399310 40S ribosomal protein S10 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|14165469 40S ribosomal protein S15a [Homo sapiens] Transkription, Translation

0i|148699419
0i|149258678
0i|149263818
0i|156523248

mCG116065 [Mus musculus]

PREDICTED: 40S ribosomal protein S12-like [Mus musculus]
PREDICTED: 60S ribosomal protein L35a-like [Mus musculus]
proline-rich transmembrane protein 2 [Mus musculus]

Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation

0i|19527256 ATP-dependent RNA helicase DDX1 [Mus musculus] Transkription, Translation
026353478 Rpl12 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|38511951 Eef2 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
0ij40807498 ribonuclease UK114 [Mus musculus] Transkription, Translation
0i|52078405 Rps16 protein [Mus musculus] Transkription, Translation
gil6677775 60S ribosomal protein L22 [Mus musculus] Transkription, Translation
0116256510 AP-2 complex subunit alpha-1 isoform b [Mus musculus] vesikularer Transport
021313640 AP-2 complex subunit beta isoform b [Mus musculus] vesikularer Transport
056961624 AP-2 complex subunit sigma [Mus musculus] vesikularer Transport
0i|68799814 AP-2 complex subunit mul, isoform CRA_a [Mus musculus] vesikularer Transport
0i|62510439 RecName: Full=Clathrin light chain B; Short=Lcb vesikularer Transport
0i|148667416 CD9 antigen, isoform CRA_b [Mus musculus] Zellwachstum
0i|116283387 Nefl protein [Mus musculus] Zytoskelett

0124244033 microtubule-associated protein 1A isoform 1 [Mus musculus] Zytoskelett

0i|124249058 tectonin beta-propeller repeat-containing protein 1 [Mus musculus] Zytoskelett

0i|13542680 Tubulin, beta 2C [Mus musculus] Zytoskelett

0i|148539957 alpha-internexin [Mus musculus] Zytoskelett

017978023 nonmuscle heavy chain myosin II-A [Mus musculus] Zytoskelett

0i|39204499 neurofilament light polypeptide [Mus musculus] Zytoskelett

gij4507729 tubulin beta-2A chain [Homo sapiens] Zytoskelett

051261360 TIn2 protein [Mus musculus] Zytoskelett

051709421 PREDICTED: transforming protein RhoA [Mus musculus] Zytoskelett

0i|56205559 myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle [Mus musculus] Zytoskelett

0i|6272692 short microtubule-associated protein 1A [Mus musculus] Zytoskelett

0i|6678469 tubulin alpha-1C chain [Mus musculus] Zytoskelett

0i|74144588 Tubulin beta-2C chain [Mus musculus] Zytoskelett

074151948 Actin, cytoplasmic 1 [Mus musculus] Zytoskelett

0i|74194359 MAP-2 [Mus musculus] Zytoskelett

0i[74200913 Microtubule-associated protein 1A [Mus musculus] Zytoskelett

074211311 Tubulin alpha-1A chain [Mus musculus] Zytoskelett

0i|74213524 Actin, cytoplasmic 1 [Mus musculus] Zytoskelett

0i|74228116 (Neurofilament medium polypeptide) [Mus musculus] Zytoskelett

0i|28077021 hypothetical protein LOC74347 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnert
0i|63087689 RAB14 protein variant [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnert
0i|[7710086 ras-related protein Rab-10 [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnert
0i|17647499 hemoglobin, beta adult minor chain [Mus musculus] keiner Gruppe zugeordnert

0i|241913509

Chain B, Crystal Structure Of Hemoglobin From Mouse (Mus Musculus)at 2,8

keiner Gruppe zugeordnert
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f) Veranderte Proteine der Fraktion E5

UniProtkB Nr. Proteinname Proteingruppe
1433B_MOUSE 14-3-3 protein beta/alpha OS=Mus musculus GN=Ywhab PE=1 SV=3 14-3-3
1433F_MOUSE 14-3-3 protein eta OS=Mus musculus GN=Ywhah PE=1 SV=2 14-3-3
1433G_MOUSE 14-3-3 protein gamma OS=Mus musculus GN=Ywhag PE=1 SV=2 14-3-3
1433Z_MOUSE 14-3-3 protein zeta/delta OS=Mus musculus GN=Ywhaz PE=1 SV=1 14-3-3

VP33A_MOUSE
VPS29_MOUSE
VPS35 MOUSE

Vacuolar protein sorting-associated protein 33A OS=Mus musculus GN=Vps33a PE=1 SV=2
Vacuolar protein sorting-associated protein 29 OS=Mus musculus GN=Vps29 PE=1 SV=1
Vacuolar protein sorting-associated protein 35 OS=Mus musculus GN=Vps35 PE=1 SV=1

endosomale Proteine
endosomale Proteine

endosomale Proteine

SNX3_MOUSE Sorting nexin-3 OS=Mus musculus GN=Snx3 PE=1 SV=3 endosomale Proteine
HXK1_MOUSE Hexokinase-1 OS=Mus musculus GN=Hk1 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
ODPA_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mitochondrial OS=Mus muscu- Energiestoffwechsel
lus GN=Pdhal PE=1 SV=1
PRDX1_MOUSE Peroxiredoxin-1 OS=Mus musculus GN=Prdx1 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
VIGLN_MOUSE Vigilin OS=Mus musculus GN=Hdlbp PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5al PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Atp5b PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
CYC_MOUSE Cytochrome ¢, somatic - Mus musculus (Mouse) Energiestoffwechsel
DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus GN=DId PE=1 SV=2 Energiestoffwechsel
ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hadha PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
M20OM_MOUSE Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Mus musculus GN=SIc25a11 PE=1 SV=3 Energiestoffwechsel
QCR9_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 9 OS=Mus musculus GN=Uqcr10 PE=1 SV=1 Energiestoffwechsel
SRP68_MOUSE Signal recognition particle 68 kDa protein OS=Mus musculus GN=Srp68 PE=2 SV=2 friiher sekretorischer Weg
CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Mus musculus GN=Hspd1 PE=1 SV=1 HSP
DNJC5_MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 5 OS=Mus musculus GN=Dnajc5 PE=1 SV=1 HSP
HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Mus musculus GN=Hspa8 PE=1 SV=1 HSP
K1045_MOUSE Protein KIAA1045 OS=Mus musculus GN=Kiaal045 PE=1 SV=2 HSP
CYFP2_MOUSE Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2 OS=Mus musculus GN=Cyfip2 PE=1 SV=2 Immunproteine

LYZ1_MOUSE

Lysozyme C-1 OS=Mus musculus GN=Lyz1 PE=1 SV=1

Immunproteine

CSK21_MOUSE
CSK2B_MOUSE
KAPO_MOUSE

Casein kinase Il subunit alpha OS=Mus musculus GN=Csnk2al PE=1 SV=2
Casein kinase Il subunit beta OS=Mus musculus GN=Csnk2b PE=1 SV=1
cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit OS=Mus musculus GN=Prkarla PE=1 SV=3

Kinase und Phosphatasen

Kinase und Phosphatasen

Kinase und Phosphatasen

CDC42_MOUSE
DPYL2_MOUSE
ENOG_MOUSE
LANC2_MOUSE
NDRG1_MOUSE
NDRG2_MOUSE
SERA_MOUSE

Cell division control protein 42 homolog OS=Mus musculus GN=Cdc42 PE=1 SV=2
Dihydropyrimidinase-related protein 2 OS=Mus musculus GN=Dpys|2 PE=1 SV=2
Gamma-enolase - Mus musculus (Mouse)

LanC-like protein 2 OS=Mus musculus GN=Lancl2 PE=1 SV=1

Protein NDRG1 OS=Mus musculus GN=Ndrgl PE=1 SV=1

Protein NDRG2 OS=Mus musculus GN=Ndrg2 PE=1 SV=1

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase OS=Mus musculus GN=Phgdh PE=1 SV=3

neuronales Wachstum
neuronales Wachstum
neuronales Wachstum
neuronales Wachstum
neuronales Wachstum
neuronales Wachstum

neuronales Wachstum

RAP1B_MOUSE
DOCK6_MOUSE

Ras-related protein Rap-1b OS=Mus musculus GN=Rap1b PE=2 SV=2
Dedicator of cytokinesis protein 6 OS=Mus musculus GN=Docké PE=1 SV=4

sonstige GTP-Interaktionsproteine

sonstige GTP-Interaktionsproteine

GLNA_MOUSE Glutamine synthetase OS=Mus musculus GN=Glul PE=1 SV=6 sonstige neuronale Proteine
HPCA_MOUSE Neuron-specific calcium-binding protein hippocalcin OS=Mus musculus GN=Hpca PE=1 SV=2 sonstige neuronale Proteine
EAA1_MOUSE Excitatory amino acid transporter 1 OS=Mus musculus GN=Slc1a3 PE=1 SV=2 sonstige neuronale Proteine
EAA2_MOUSE Excitatory amino acid transporter 2 0S=Mus musculus GN=Slcla2 PE=1 SV=1 sonstige neuronale Proteine
ARF1_MOUSE ADP-ribosylation factor 1 OS=Mus musculus GN=Arfl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
ARFG1_MOUSE ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 1 OS=Mus musculus GN=Arfgapl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
DMXL2_MOUSE DmX-like protein 2 OS=Mus musculus GN=Dmx|2 PE=1 SV=3 synaptische Vesikelproteine
DYHC1_MOUSE Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS=Mus musculus GN=Dync1hl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
KCC2A_MOUSE Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il alpha chain OS=Mus musculus GN=Camk2a PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
KCC2D_MOUSE Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il delta chain OS=Mus musculus GN=Camk2d PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
RAB3A_MOUSE Ras-related protein Rab-3A OS=Mus musculus GN=Rab3a PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
RAB3B_MOUSE Ras-related protein Rab-3B OS=Mus musculus GN=Rab3b PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
RAB3C_MOUSE Ras-related protein Rab-3C OS=Mus musculus GN=Rabh3c PE=1 SV=1 synaptische Vesikelproteine
SNAB_MOUSE Beta-soluble NSF attachment protein OS=Mus musculus GN=Napb PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
SNG1_MOUSE Synaptogyrin-1 OS=Mus musculus GN=Syngrl PE=1 SV=2 synaptische Vesikelproteine
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UniProtKB Nr.

Proteinname

Proteingruppe

TPRGL_MOUSE
VATC1_MOUSE
VATG2_MOUSE
VATH_MOUSE
VPP1_MOUSE

Tumor protein p63-regulated gene 1-like protein OS=Mus musculus GN=Tprgll PE=1 SV=1
V-type proton ATPase subunit C 1 OS=Mus musculus GN=Atpévlcl PE=1 SV=4

V-type proton ATPase subunit G 2 OS=Mus musculus GN=Atp6v1g2 PE=2 SV=1

V-type proton ATPase subunit H OS=Mus musculus GN=Atp6v1lh PE=1 SV=1

V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 OS=Mus musculus GN=Atp6v0al PE=1 SV=3

synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine
synaptische Vesikelproteine

synaptische Vesikelproteine

ABCF1_MOUSE
CNOT7_MOUSE
DTD1_MOUSE
EIF3G_MOUSE
EIF3H_MOUSE
EIF3K_MOUSE
FXR1_MOUSE
G3BP2_MOUSE
HNRDL_MOUSE
HNRH2_MOUSE
HNRPM_MOUSE
LSM12_MOUSE
MLF2_MOUSE
PAIRB_MOUSE
PPIB_MOUSE
PURA_MOUSE
RL10_MOUSE
RL14 MOUSE
RL15_MOUSE
RL17_MOUSE
RL21_MOUSE
RL26_MOUSE
RL27_MOUSE
RL27A_MOUSE
RL28_MOUSE
RL30_MOUSE
RL31_MOUSE
RL36A_MOUSE
RL37_MOUSE
RL37A_MOUSE
RL7_MOUSE
RL7A_MOUSE
RLA1_MOUSE
ROAA_MOUSE
RRBP1_MOUSE
RS11_MOUSE
RS2_MOUSE
RS21_MOUSE
RS23 MOUSE
RS24_MOUSE
RS25_MOUSE
RS3_MOUSE
RS30_MOUSE
RS4X_MOUSE
RS6_MOUSE
RSSA_MOUSE
RTC1_MOUSE
SCAI_MOUSE
SYMC_MOUSE
WIBG_MOUSE
ZMAT4_MOUSE

ATP-binding cassette sub-family F member 1 OS=Mus musculus GN=Abcfl PE=1 SV=1
CCRA4-NOT transcription complex subunit 7 OS=Mus musculus GN=Cnot7 PE=1 SV=1
D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase 1 OS=Mus musculus GN=Dtd1 PE=1 SV=2

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G OS=Mus musculus GN=Eif3g PE=1 SV=2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H OS=Mus musculus GN=Eif3h PE=1 SV=1
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K OS=Mus musculus GN=Eif3k PE=1 SV=1
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 OS=Mus musculus GN=Fxrl PE=1 SV=2
Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 OS=Mus musculus GN=G3bp2 PE=1 SV=2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like OS=Mus musculus GN=Hnrpdl PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 OS=Mus musculus GN=Hnrnph2 PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M OS=Mus musculus GN=Hnrnpm PE=1 SV=3
Protein LSM12 homolog OS=Mus musculus GN=Lsm12 PE=1 SV=1

Myeloid leukemia factor 2 OS=Mus musculus GN=MIf2 PE=1 SV=1

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein OS=Mus musculus GN=Serbpl PE=1 SV=2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B OS=Mus musculus GN=Ppib PE=2 SV=2
Transcriptional activator protein Pur-alpha OS=Mus musculus GN=Pura PE=1 SV=1

60S ribosomal protein L10 OS=Mus musculus GN=Rpl10 PE=2 SV=3

60S ribosomal protein L14 OS=Mus musculus GN=Rpl14 PE=2 SV=3

60S ribosomal protein L15 OS=Mus musculus GN=Rpl15 PE=2 SV=4

60S ribosomal protein L17 OS=Mus musculus GN=Rpl17 PE=2 SV=3

60S ribosomal protein L21 OS=Mus musculus GN=Rpl21 PE=2 SV=3

60S ribosomal protein L26 OS=Mus musculus GN=Rpl26 PE=2 SV=1

60S ribosomal protein L27 OS=Mus musculus GN=Rpl27 PE=2 SV=2

60S ribosomal protein L27a OS=Mus musculus GN=Rpl27a PE=2 SV=5

60S ribosomal protein L28 OS=Mus musculus GN=Rpl28 PE=1 SV=2

60S ribosomal protein L30 OS=Mus musculus GN=RpI30 PE=2 SV=2

60S ribosomal protein L31 OS=Mus musculus GN=RpI31 PE=2 SV=1

60S ribosomal protein L36a OS=Mus musculus GN=Rpl36a PE=3 SV=2

60S ribosomal protein L37 OS=Mus musculus GN=RpI37 PE=2 SV=3

60S ribosomal protein L37a OS=Mus musculus GN=Rpl37a PE=2 SV=2

60S ribosomal protein L7 OS=Mus musculus GN=Rpl7 PE=2 SV=2

60S ribosomal protein L7a OS=Mus musculus GN=Rpl7a PE=2 SV=2

60S acidic ribosomal protein P1 OS=Mus musculus GN=Rplp1 PE=1 SV=1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B OS=Mus musculus GN=Hnrnpab PE=1 SV=1
Ribosome-binding protein 1 OS=Mus musculus GN=Rrbpl PE=2 SV=2

40S ribosomal protein S11 OS=Mus musculus GN=Rps11 PE=2 SV=3

40S ribosomal protein S2 OS=Mus musculus GN=Rps2 PE=1 SV=3

40S ribosomal protein S21 OS=Mus musculus GN=Rps21 PE=2 SV=1

40S ribosomal protein S23 OS=Mus musculus GN=Rps23 PE=2 SV=3

40S ribosomal protein S24 OS=Mus musculus GN=Rps24 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S25 OS=Mus musculus GN=Rps25 PE=2 SV=1

40S ribosomal protein S3 OS=Mus musculus GN=Rps3 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S30 OS=Mus musculus GN=Fau PE=3 SV=1

40S ribosomal protein S4, X isoform OS=Mus musculus GN=Rps4x PE=2 SV=2

40S ribosomal protein S6 OS=Mus musculus GN=Rps6 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein SA OS=Mus musculus GN=Rpsa PE=1 SV=4

RNA 3-terminal phosphate cyclase OS=Mus musculus GN=Rtcd1 PE=2 SV=2

Protein SCAI OS=Mus musculus GN=Scai PE=1 SV=2

Methionyl-tRNA synthetase, cytoplasmic OS=Mus musculus GN=Mars PE=2 SV=1

Partner of Y14 and mago OS=Mus musculus GN=Wibg PE=1 SV=2

Zinc finger matrin-type protein 4 OS=Mus musculus GN=Zmat4 PE=2 SV=1

Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation
Transkription, Translation

Transkription, Translation
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UniProtkKB Nr. Proteinname Proteingruppe
AAK1_MOUSE AP2-associated protein kinase 1 OS=Mus musculus GN=Aakl PE=1 SV=2 vesikularer Transport
AP180_MOUSE Clathrin coat assembly protein AP180 - Mus musculus (Mouse) vesikularer Transport
AP2M1_MOUSE AP-2 complex subunit mu OS=Mus musculus GN=Ap2m1 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
EPN2_MOUSE Epsin-2 OS=Mus musculus GN=Epn2 PE=1 SV=1 vesikularer Transport
AUXI_MOUSE Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin OS=Mus musculus GN=Dnajc6 PE=2 SV=2 vesikularer Transport
GAK_MOUSE Cyclin-G-associated kinase OS=Mus musculus GN=Gak PE=1 SV=2 vesikularer Transport
CLCB_MOUSE Clathrin light chain B OS=Mus musculus GN=Cltb PE=2 SV=1 vesikularer Transport
MUC4_MOUSE Mucin-4 OS=Mus musculus GN=Muc4 PE=2 SV=1 Zellwachstum
ACTB_MOUSE Actin, cytoplasmic 1 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 - Mus musculus (Mouse) Zytoskelett
ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 OS=Mus musculus GN=Actn2 PE=1 SV=1 Zytoskelett
ACTY_MOUSE Beta-centractin OS=Mus musculus GN=Actrlb PE=1 SV=1 Zytoskelett
ARPC4_MOUSE Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 OS=Mus musculus GN=Arpc4 PE=1 SV=3 Zytoskelett
MAP1B_MOUSE Microtubule-associated protein 1B OS=Mus musculus GN=Maplb PE=1 SV=2 Zytoskelett
MARE3_MOUSE | Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 OS=Mus musculus GN=Mapre3 PE=1 SV=1 Zytoskelett
MLP3A_MOUSE Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3A OS=Mus musculus GN=Map1lc3a PE=2 SV=1 Zytoskelett
MLP3B_MOUSE Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B OS=Mus musculus GN=Map1lic3b PE=1 SV=3 Zytoskelett
NEB2_MOUSE Neurabin-2 OS=Mus musculus GN=Ppp1r9b PE=1 SV=1 Zytoskelett
SEPT5_MOUSE Septin-5 OS=Mus musculus GN=Sept5 PE=1 SV=2 Zytoskelett
SEPT7_MOUSE Septin-7 OS=Mus musculus GN=Sept7 PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA1A_MOUSE Tubulin alpha-1A chain OS=Mus musculus GN=Tubala PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain OS=Mus musculus GN=Tubalc PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain OS=Mus musculus GN=Tubada PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB2A_MOUSE Tubulin beta-2A chain OS=Mus musculus GN=Tubb2a PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB2B_MOUSE Tubulin beta-2B chain OS=Mus musculus GN=Tubb2b PE=1 SV=1 Zytoskelett
TBB4_MOUSE Tubulin beta-4 chain OS=Mus musculus GN=Tubb4 PE=1 SV=3 Zytoskelett
TBB5_MOUSE Tubulin beta-5 chain OS=Mus musculus GN=Tubb5 PE=1 SV=1 Zytoskelett

PERQ2_MOUSE
COMD2_MOUSE
COMD3_MOUSE
COMD4_MOUSE
HBB2_MOUSE
TOLIP_MOUSE
WDR7_MOUSE

PERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 OS=Mus musculus GN=Gigyf2 PE=1 SV=2
COMM domain-containing protein 2 0OS=Mus musculus GN=Commd2 PE=2 SV=1

COMM domain-containing protein 3 OS=Mus musculus GN=Commd3 PE=2 SV=1

COMM domain-containing protein 4 OS=Mus musculus GN=Commd4 PE=2 SV=1

Hemoglobin subunit beta-2 - Mus musculus (Mouse)

Toll-interacting protein OS=Mus musculus GN=Tollip PE=1 SV=1

WD repeat-containing protein 7 OS=Mus musculus GN=Wdr7 PE=1 SV=3

keiner Gruppe zugeordnert
keiner Gruppe zugeordnert
keiner Gruppe zugeordnert
keiner Gruppe zugeordnert
keiner Gruppe zugeordnert
keiner Gruppe zugeordnert
keiner Gruppe zugeordnert
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Abb. A-1: Alle Proteine des iTRAQ™-Experiments wurden zu funktionellen Gruppen zu-
sammengefasst.

In den Digrammen sind die mit Hilfe der iTRAQ™-Quantifizierung bestimmten differentiellen
Veranderungen der jeweiligen Proteinmenge in Vielfachen der Standardabweichung (o) darge-
stellt. Jeder Punkt in den Digrammen entspircht einem Protein, wobei die Abfolge der Punkt der
der Proteine in der entsprechenden Liste entspricht. Proteine die sich in dem griin markierten
Bereich befinden (+ 10) wurden nicht als verandert angesehen. In Klammern sind die Abwei-
chungen angegeben, die nicht durch die internen iTRAQ™-Kontrollen bestatigt werden konn-
ten. Veranderte Proteine sind kursiv-fett hervorgehoben. Mit * sind die Proteine markiert, bei
denen sich die angegebene differentielle Verdnderung auf den Mittelwert der angegebenen
Isoformen bezieht. Proteinisoformen sind in Klammern durch Kommas getrennt angegeben,
z. B Rab 2 (a ,b), wenn die Angegebenen Isoformen nicht spezifisch erkannt wurden und durch
einen Schréagstrich getrennt, z. B. Rab 2 (a/b) wenn keine Isoform spezifisch identifiziert wurde.
Mit R sind ribosomale Proteine Markiert.

Ras-, Rab-Proteine und GTPasen:

D4 E5
Protein Ao Protein Ao
Rab 1a 0,88 Rab1(a,b)* -0,38
Rab 1b 0,32 Rab2a 0,66
Rab 2 (a, b) 1,21 ~ Rab2(ab) -0,28 7
Rab 3a 0,25 . Rab 3a -1,22 °
Rab 3b 0,52 ° Rab 3b 1,84 o C
Rab 3¢ 0,78 A s Rab 3¢ -1,02 .
Rab 4 (a, b)* 027 ° Rab 5a 0,87 ® o
Rab 5a -1,00 ° Rab 5¢ 0,53 .
Rab 5b -1,00 ° Rab 10 1,19 . .
Rab 6 091 e . Rab 14 0,10 =
Rab 7a 0,80 ° Rab 37 0,10 >
Rab 8 (a, b)* 0,67 . Rabphilin 3A -0,38 .
Rab 10 -1,86 e Rap 2b 0,63 .
Rab 11b 0,87 ° e Rap-1(ab)  -1,01 ®
Rab 14 1,13 ° Arhgap1 0,77 °
Rab 18 0,16 . Arhgap30 = ol
Rab 31 -1,05 % - Rac3 -0,28 °
Ral-A 0,52 ° Rag A 0,83 o U
Rabphilin 3A 2,71 ® Rag B 0,44 °
Rap-2b -0,40 e NRas 0,53 T
Rap-1b (precursor) -0,48 ° Di-Ras1 -0,43 °
Gnai 1 -0,26 ° NF-kappa-B 0,16 .
NME1 0,29 ° RhoA 0,45
GTPase Kras 0,16 - L Dock 6 1,73 . .
RhoA 0,07 ° Ephexin1  -0,32 °
H-ras -0,40 T + Drg 1 -0,77
Gnb2 016 -3 2 -1 0 1 2 Gnb 2 0,59 2 A 0 1 2
Gnagq -0,53 Ao Gnb 211 -0,35 Ao
Gnao 1* -0,10 Gnai 1 —
Gnao 1 -
Gnl 1 0,27
Rgs 6 0,36

Rundc 3a -0,72
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CCV-Proteine, AP-1/2/3, uncoating-Proteine:

Protein
AP-1/81
AP-1/y1
AP-1/u1
AP-1/c1A
AP-2/alb
AP-2/a2
AP-2/p2
AP-2/2
AP-2/02
AP-3/83
AP-3/03
CHC
CLC-B
Arf1
Synaptotagmin 1
Synaptotagmin 2
Dynamin 1
endophilin interact. p.
Hsc70
Auxilin
Arfaptin 2

SV-Proteine:

Protein
a-centractin
a-NSF
Arf1
ATP6VO a1
ATP6VO c
ATP6VO d1
ATP6V1 A
ATP6V1 B2
ATP6V1D
ATP8V1 E1
ATP6V1F
ATP6V1 G1
ATP6V1 G2
ATP6V1 H
ATP6V1 S1
B-SNAP
brain B spectrin
Calmodulin
CaM kinase-like
CaMK Il a
CaMK Il d
Calmodulin p. kinase
CHC
Dynein 1 HC1
Dynactin subunit 2/3
Dynamin 1
Dynein 1 HC1,
Dynein LC2
GABA(A) receptor-asc.1
y-NSF
Glutamate dehydrog. 1
Neurogranin
Hippocalcin
NSF
Pphoslip.-transp.ATPase
DnaJ C6
Rab 18
Rab 3A
Rab 3B
Rab 3C
Rabconnectin 3
rabphilin 3A
Scamp5
Sgip1
Sicéal7
SNAP-25
Syntaxin 1a
SV2A
Sv2B
Synapsin 1
VAT 1
Synaptogyrin 1
Synaptogyrin 3
Synaptophysin
Synaptoporin
Synaptotagmin 1
Synaptotagmin 12
Synaptotagmin 2
Syntaxin bind. p. 1
Syntaxin 1B
VAMP 1
VAMP 2
VAMP A
VAMP B
GABA
VGluT 1

Ao
-0,49
0,92
-0,12
0,64
0,77
0,09
-1,61
1,30
1,36
023
0,33
-0,22
-1,88
-0,54
-1,01
-0,78
0,72
0,53
-0,23
-1,24
-0,30

Ao
0,21
-1,01
-0,54
-0,96
-1,37
-0,83
-1,68
-1,42
-0,67
-0,87
-1,71
-0,65
-1,19
-1,26
-1,49
-1,62
0,27
1,04
-0,72
1,88
(2,40)
-0,47
-0,61
-0,78
0,24
0,72
0,52
-0,57
-0,24
-0,13
0,91
0,57
0,09
-0,85
-1,05
-1,24
-0,16
-0,25
-0,52
-0,78
-1,21
-2,71
-1,14
0,53

-0,87
-0,33
-1,05

-1,17
-0,59

0,33

1,35
-1,72
-1,13
-1,77
-1,06
-3,28
-0,81
-0,13

0,08
-1,96
-1,07
-0,33
-2,36
-1,73

D4

°
L]
°
°
°
.
°
°
©
°
-2 -1 0
Ao
D4
o .
L
.
. °
r °
S
.
%
o
° L]
e ]
L)
.
°
L
)
° L
.
.
.
. °
.
° %o
' °
.
-3 -2 -1 0
Ao

Protein Ao
AP-1/81 -0,85
AP-1/y1 -0,96
AP-1/u1 -0,48
AP-1/c1A -0,79
AP-2/a1 0,52
AP-2/a2 0,01
AP-2/82 -0,33

AP-2/u2 -1,70

AP-2/02 -1,38
AP-3/a3 017
CHC 0,78
CLC-A -0,38

cLc-B -1,43

Arf1 -1,24

Arf-GAP 1 -1,54

AP 180 -2,44
Dynamin 1 0,95
Endophilin 1 -0,77

Epsin 2 -1,56
Eps 15 -0,76

Gak -1,58

Auxilin -1,11
Intersectin 1 -0,73
Clint 1 -0,97
Synaptojanin 1 0,65
Hsc 70 -0,01

AP2-assoc. kinase 1 -1,19
Necap 1 0,27

Protein Ao
a-SNAP -0,85

Arf1 -1,24

Arf-GAP 1 -1,54

ATP6VO a1 -1,23

ATP6VO d1 1,66

ATP6V1 A -1,31
ATP6V1 B2 -
ATP6V1 C1 -0,46
ATP6V1D 0,13

ATP6V1 E1 -1,54
ATP6V1F -0,19

ATP6V1 G2 -1,42
ATP6V1 H -0,51

B-NSF -1,16

CaMK-ll a 325

CaMK-Il d -1,95
Calmodulin 1 0,19
CaM kinase-like -0,63

Dynein 1 HC1 -1,09
Dynein 1 0,02
Dynamin1 0,95
Dynein LC1 -0,39
Dynein LC2 -0,87
y-NSF 0,64
Glu.dehydrog.1  -0,22
NSF -0,41
Pacsin 1 -0,61

Rab 3A -1,22

Rab 3B -1,84

Rab 3C -1,02

Rabconnectin 3 -1,33
Rabphilin 3A -0,38
Rapgef 4 -0,08
Sh3bgri3 0,64
Sgip1 -0,87
SNAP 25 -0,33
SNAP 47 0,47
Spectrina 0,28
Spectrin B 0,02
Synapsin 1 0,34
Synapsin 2 0,57

Synaptogyrin 1 -1,39
Synaptogyrin 3 -0,47
Synaptojanin1 0,65
Synaptophysin  -0,05
Syntaxin 1A 0,42
Syntaxin 1B -0,54
Syntaxin-bind p.1 0,53

Fam 79b -1,40
VAT 1 -0,93
Vamp 2 0,04
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°
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°
°
°
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°
°
L]
°
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SV-Membran und SV-Transport:

Protein Ao
Synapsin 1 -1,17
Synaptophysin 1,21
Synaptogyrin 1 0,33
Synaptogyrin 3 -2,03
SCAMP3 0,84
SCAMP5 -1,14
Synaptotagmin 1 -1,01
Synaptotagmin 2 (3,28)
Synaptotagmin 12 -1,06

Munc 18-1 0,24
Vps26 -0,66
Vps29 0,16
Vps35 0,19
Vpsd5 0,13
NSF -0,85
Vamp A -1,04
Vamp B -0,33

DnaJ (Hsp40) C5 (1,09)
DnaJ (Hsp40) C13 -0,10

TRAPPC3 0,91
MAL2 (-1,69)
B-SNAP -1,62
SNAP-25 -0,87
Reticulon 1 -2,73
Reticulon 3 1,91
Reticulon 4 -0,30
Wis 1 0,09

Ph.lip. ATPalA  -1,05
tyr phos. Auxilin ~ -1,24

in 1,13

Slc6al7 -0,08
SV2A -0,63
svaB 0,19
Vamp 1 -2,13
Vamp 2 -2,56
Rabconnectin 3 -0,45
VGluT 1 -1,33
Calmodulin 1,04

D4
L]
L ]
L]
L]
L ]
L ]
L[ ]
L]
L[]
L]
™ 9
L ]
L ]
L ]
L]
L]
L]
L]
L ]
L]
3 2 -1

SV- und endosomales Recycling:

Protein Ao
EEA1 1,17
Rab 4a/b * -0,27
Rab 5a -1,00
Rab 5b -1,00
Rab 31 -1,05
Syntaxin 7 -0,33
AP-1/B1 0,49
AP-1/y1 0,92
AP-1/p1 0,12
AP-1/01A 0,64
AP-2/alb -0,77
AP-2/a2 0,09
AP-2/2 -1,61
AP-2/12 1,30
AP-2/02 1,36
AP-3/83 0,23
AP-3/03 0,33
CHC -0,22
CLC-B -1,88
MAL 2 -1,69)
Ph.lipid-transp.ATPa IA -1,05
Arf1 -0,54
Vamp 1 -2,13
Vamp 2 -2,56
Synaptotagmin 1 -1,01
Synaptotagmin 2 (3,28)
Synaptotagmin 12 -1,06
tyr phos. Auxilin -1,24
VGIuT 1 -1,33
v GABA transporter -2,44
PRA 1-2 -0,46
PRA 1-3 -0,95
Sorting nexin 3 -0,77
Sorting nexin 12 -0,07

D4
L]
L]
°
L
L
L]
(]
]
L]
L]
L ]
L ]
L]
°
L ]
°
L ]
L ]
L ]
L]
3 2 El

Protein Ao
Synapsin 1 0,34
Synapsin 2 0,57
Synaptophysin -0,05
Munc 18-1 0,53
Vps 13a 043
Vps 26a -
Vps 26b -

Vps 33a 1,13

Vps 29 1,11

Vps 35 -1,39
Vps 41 -0,33
NSF -0.41
a-SNAP -0,85

B-SNAP -1,16
V-SNAP 064
TRAPPC1 -0,56

TRAPPC2 -1,43
TRAPPC3 -0,38
TRAPPC4 -0,37
TRAPPC5 -0,86

tyr phos. Auxilin 1,11
Vamp 2 0,04
Calmodulin 0,19

DnaJ (Hsp40) A1 -0,72
DnaJ (Hspd0) A2 -0,79
DnaJ (Hsp40) B6 -0,58
DnaJ (Hsp40) C5 -1,36

Protein Ao
EEA1 0,31
Rab 5a -0,87
Rab 5¢ -0,53
AP-1/B1 0,85
AP-1/y1 -0,96
AP-1/p1 0,48
AP-1/g1A -0,79
AP-2/al 0,52
AP-2/a2 0,01
AP-2/32 0,33

AP-2/u2 1,70

AP-2/02 -1,38
AP-3/03 -0,17

AP2-assoc. kinase 1 -1,19
CHC 0,78
CLC-A 0,38
cLc-B -1,43

Arf1 -1,24
Vamp 2 0,04

Sorting nexin 3 -1,12

Sorting nexin 12 -0,93
Sorting nexin 27 -0,77

Necap 1 0,27
AP 180 -2,44
Hip 1 0,42
Hip 1-related 0,91
Vps 41 -0,33
Intersectin 1 -0,73
Clathrin interactor 1 -0,97
Eps 15 0,76
Epsin 2 -1,56
tyr phos. Auxilin -1,11

Cyclin-G-assoc. Kin. -1,58
Casein kinase Il a -1,38
Casein kinase Il B -1,67

ES
°
°
°
°
°
]
.
.
°
°
.
°
°
.
.
.
°
.
.
.
°
°
o
L]
(]
-1 0 1
Ao
E5
°
°
L]
.
°
°
°
°
°
.
.
°
°
L
°
.
®
L ]
°
.
.
°
.
°
°
.
°
L]
.
.
°
°
2 -1 0 1
Ao

XXXi



Anhang

SV-Endozytose:

Protein
AP-1/81
AP-1/y1
AP-1/p1
AP-1/a1A
AP-2/alb
AP-2/a2

AP-2/82

AP-2/u2

AP-2/02
AP-3/83
AP-3/c3
CHC

CLC-B
Dynamin 1

Flotillin 1

SV-Exozytose:

-0,49
0,92
-0,12
0,64
-0,77
0,09
-1,61
1,30
1,36
023
0,33
-0,22
-1,88
0,72
1,06

Protein Ag

Synaptotagmin 1 -1,01
Synaptotagmin 2 (3,28)
Synaptotagmin 12 -1,06
SV2A -0,63
svaB 0,19
Syntaxin 1B -0,13
Syntaxin binding 1 -0,53
Vamp 1 -2,13
Vamp 2 -2,56
Rab 3a 0,25
Rab 3b -0,52
Rab 3¢ -0,78
Rabconnectin 3 -0,45
Rabphilin 3A -2,71
SCAMP3 0,84
SCAMP5 -1,14
SNAP 25 -0,87
Synapsin 1 -1,17
Synaptophysin 1,21

D4
Protein Ac
AP-1/81 -0,85
AP-1/y1 -0,96
AP-1/1 0,48
° AP-1/1A -0,79
° AP-2/a1 052
AP-2/a2 0,01
* AP-2/g2 0,33
° AP-2/u2 -1,70
° AP-2/02 -1,38
AP-3/63 0,17
® AP 180 -2,44
[ ] AP2-assoc. kinase 1 -1,19
° CHC 0,78
CLC-A -0,38
¢ cLc-B 1,43
° Dynamin 1 0,95
A Synaptojanin 1 0,65
°
L]
°
.
-2 -1 0 1 2
Ao
D4
Protein Ao
Syntaxin 1A 0,42
Syntaxin 1B -0,54
Syntaxi -binding1 0,53
& Vamp-2 0,04
Rab 3a -1,22
o Rab 3b -1,84
. Rab 3¢ -1,02
° Rabphilin 3A -0,38
° SNAP 25 -0,33
° Synaptophysin -0,05
° Synapsin 1 0,34
Synapsin 2 0,57
.
(]
L]
(]
L]
.
]
(]
°
' I
2 -1 0 1 2
Ao

E5

E5

Ao

XXXl



Anhang

V-ATPasen:
D4
Protein Ao
ATP6VIA  -1,68
ATP6V1 B2 -1,42
ATPEVID -0,67
ATP6V1 E1 -0,87 °
ATP6VIF  -1,71
ATP6V1 G1 -0,65 °
ATP6V1 G2 -1,19
ATP6VIH 1,26 e
ATP6V1 ST -1,49 °
ATP6VO a1 -0,96
ATP6VOC  -1,37 °
ATPBVOd1 -0,83
L]
L]
L]
L]
°
L]
LJ
2 - 0
Ao
Transport- und Kanalproteine:
D4
Protein Ao
VGIuT 1 -1,33
ZnT-3* 0,13
ATP1A1 0,44
ATP1 A2 0,76 °
ATP1A3 0,03
ATP1 B1 0,47 e
ATP1B2 0,95 °
Ryr2 -0,91
VDAC 1 1,03 L)
VDAC 2 1,33 Al
ATPsynthase F1 a 0,56
ATPsynthase F1 8 0,03 °
ATPsynthase FOf 0,61
°
L]
1
°
-2 -1 0
Ao

E5
Protein Ao
ATP6V1 A -1,31
ATP6V1 B2 -
ATP6V1C1 -0,46
ATP6V1D 0,13
ATPGVIET  -1,54 °
ATP6V1F  -0,19
ATP6V1 G2 -1,42
ATP6V1H -0,51 °
ATP6VO a1  -1,23
ATP6VOd1 1,66 5
L
]
°
L]
L]
L]
-2 -1 0 2
Ao
E5
Protein Ao
ATP1A3 0,18
ATP1B1 0,66
VDAC 1 0,46
ATPsynthase F1a 2,05 ~
ATPsynthase F1B 1,58
ATPsynthase F1& -1,02 A
ATPsynthase F1 O -0,13
ATPsynthase FOb -1,19 -
ATPsynthase FOd -0,65
ATPsynthase FOf -0,84 °
L]
°
°
L]
°
2 -1 0 3
Ao

XXXili



Anhang

(Neuro-)Filamentproteine:

Protein Ao
B-Actin -0,07
Actin (cytopl. 1) 0,15
Actin-related 2 -0,33
Actin-related 2/3-5 0,33
a-Actinin 1 0,25

a-internexin 1,58
Arp 2/3 (4) 0,56
Coactosin-like 0,12
Cofilin 1-like -0,70
Cofilin 2 (1.14)
Destrin -0,30
Dynactin 1 0,11
Dynactin 2 0,24
Dynein (hct) 0,78
Dynein (Ic2) 0,57
F-actin capping B 0,26
Fscn 1 0,03

Map 1A -2,08
Map 1B 0,26

Map 2 -1,21
Map tau 0,24

NefL 2,30

NefM 3,11
N-Tmod 0,14

Profilin 1 1,01
Profilin 2 0,12
RhoA (-1,17)
Septin 5 -0,53
Septin 7 0,56
Septin 3 -0,73
T-complex 1 & 0,61

Tin 2 -1,34

Protein
Actin (cytopl. 2)
Actin (cytopl. 1)
a-Actin
Actin-related 10
Actin-related 2
Actin-related 2/3-2
Actin-related 2/3-4
Actin-related 2/3-5

Mikrotubuli-Proteine:

Protein
Tubulina 1A
Tubulina 18

Tubulin a 1C
Tubulin B 2A

Tubulin g 2C
Tubulin B 3
Tubulin B 4
Tubulin B 5
Map tau

Map 1A
Map 1LC 3a
Actr 1b
Cdc 42
Prkar 2b

Map 2

Map 1A
Map 1B
Map 1A's
Map 1A |

Ao
0,33
-0,41
-3,07
-0,98
-1,06
-0,14
0,12
-0,47
0,24
-2,08
0,12
0,34
-0,24
-0,71
-1,21
1,21
0,26
0,09
-0,94

D4
°
°
.
L
[
°
°
°
°
°
L]
°
°
°
(]
o
°
.
°
°
°
°
°
°
°
°
°
-2 -1 0 1
Ao
D4
°
.
°
°
.
°
°
o
°
.
o
.
.
°
.
.
.
°
-4 -3 -2 -1 0
Ao

Actin-related 3

Adenylyl cyclase-ass.1

a-Actinin 1
a-Actinin 2
a-Internexin
Band 4,1-like 3
Coactosin-like
Cofilin 1
Coronin 1C
Destrin
F-actin capping a
F-actin capping B
Nefl
NefM
Neurabin 2
Plectin
Profilin 1
Profilin 2
Septin 11
Septin 2
Septin 3
Septin 5
Septin 6
Septin 7
T-complex 18
T-complex 1
Tropomodulin 2
Tropomyosin a3

Protein
Beta-centractin
Alpha-centractin
Map 1a
Map 1b
Map 1s
Map 2
Map 6
Map RE3
Map 1lc3a
Map 1lc3b
Ndel 1
Tubulin alpha-1A
Tubulin alpha-1C
Tubulin alpha-4A
Tubulin beta-2A
Tubulin beta-2B
Tubulin beta-2C
Tubulin beta-3
Tubulin beta-4
Tubulin beta-5
Tppp

Ag
-1,54
-0,77
-0,75

1,08

0,00

0,49
-0,08
-1,38

1,46

2,20
-0,64
-2,05
-2,29
-1,98
-1,81

3,80
-0,98
-0,93
-1,48
-1,70
-0,80

Ao
0,02
-2,80
-3,00
-0,28
0,21
-0,39
-1,08
-0,79
-0,91
-0,21
0,10
1,47
0,82

-0,52
-0,25
-0,25
-0,99
-0,17
-0,95

0,49
-0,16
-1,28
-0,59
-0,17
-0,86
-0,62
0,21
-0,20
-1,01
-0,24
-1,27
-0,25

-0,87

ES
[
.
°
.
°
°
°
°
°
°
°
°
°
°
°
]
°
.
°
-3 -2 -1 0
Ao
ES
°
°
°
L]
.
°
.
°
L]
°
e
°
.
-3 -2 -1 0 1
Ao

XXXIV



Anhang

Motorproteine:

D4 E5

Protein Ao Protein Ao
Myosin lla 1,63 Dynactinsub.1 0,35

Myosin Va 0,77 Dynactin sub.2  -0,91

Dynactin sub. 1 -0,11 Dynactin sub. 3 -0,85

Myosin |h —
Myosin Va 0,15
L]
°
°
. L)
]
L ]
-1 0 1 2 -1 0 1
Ao Jites
Sorting Nexin Proteine:
D4 ES

Protein Ao Protein Ao

Sorting nexin 3 0,77 Sorting nexin3  -1,12

sorting nexin 12 -0,07 Sorting nexin 12 -0,93

Sorting nexin 27 -0,63 Sorting nexin 27 -0,77

] °
] °
° °
-1 0 1 2 -1 0 1
Ao Ao

XXXV



Anhang

14-3-3-Proteine:

Protein Ao

14-33pla 037
1433y 037
1433¢ 027
14330 025
14-3:36* 0,34
14337 027

D4

Degradative Proteine:

Protein

Rab 7a

Clavesin 1
Arl 8

Sorting nexin 3 *
Proteasome B
Psmd 2

UCH-L1

Srine protease 1
Fbxo 2

Scamp 3
C1QA

Rab 11B
Vamp 3

Syntaxin 12

Ao
-0,80
-0,42
-1,17
-0,26

1,79

212

0,38

0,82

2,70

0,19

2,17
-0,87

2,01
-0,33

D4

Protein Ao
14-3-3 p/a 1,08
14-3-3¢  (-1,33)

14330 1,22
1433y 1,78

14-3308  (-1,02)
14-3:305 1,65

Protein Ao
IST1 -0,16
Hint 3 -0,79
Clavesin 1 -0,27
Clavesin 2 (-1,44)
Arl 8a (-1,50)
Arl 8b (-1,31)

Sorting nexin 3 -1,12
Stambpl 1 -0,91

Proteasome a (6)  -0,70
Proteasome $ (2)  -0,94
Proteasome B (3) -0,75
Proteasome B (5) 0,10

Vps 33a 1,13
Vps 11 0,27
Vps 16 0,93
Vps 18 0,63
Vamp 3 0,37

ES

E5

Ao

XXXVi



Anhang

Metabolismusproteine und mitochondriale Proteine:

D4 ES
Protein Ac Protein Ao

Apo Al (1.45) Phlip. glutath. Peroxidase -0,23

UMP-CMP kinase 0,16 Aspartate aminotransferase 0,07

Milels chlp/rogmones 52 LC-fatty-acid~CoA ligase ACSBG1 0,32

glutathione Stranst b3 e . Fructose-bisph. aldolase A - e

aenolase 1 021 . .

(C14a Glutathione-S-Transferase 1,45 ° ) FKBELA g °
sty b Rogacae 172 ° . FKBP2 0,65 °

Phosphoglycerate mutase 1 0,23 Glyceraldehyde-3-ph. Dehydrogen.  -0,35 J °

RO — 007 4-aminobutyrate aminotransferase 0,57 *

NADH-cytochrome b5 reductase 3 -0,03 ° Glutathione S-transferase p1 -0,50 L]

microsomal glutathione S-transferase  -0,18 LA Glutathione S-transferase P2 0,05 .

Gitrate synthase 059 ° o Hexokinase 1 1,92 PO

Aldolase C, fructose-bisphosphate 0,34 .« ° Isocitrate dehydrogenase a - . U

Malate dehydrogenase 1 0,74 [ Pyruvate kinase isozymes M1/M2 -0,55 .

Transketolase 091 . * Malate dehydrogenase 0,27 ° L/

Phosphofructokinase -0,05 ° L] Mgst3 087 &

Epimerase SOR39U1 065 . .

e Syithokass 003 > . Pyruvate dehydrogenase complex 0,36 ..

‘Asp kiokranéfarase. 0,01 . o Pyruvate dehydrogenase E1 a -2,07 ~ °

Dihydrolipoamide 0,80 ° A Pyruvate dehydrogenase E1 B -0,77 .

LC-fatty-acid-CoA ligase ACSBG1  -0,17 & Pdk 3 001 Pl
Triosephosphate isomerase 2,75 ° Quinone oxidoreductase -0,89 ]

Dinydrolipoamide dehydrogenase 0,91 ° Ahcyl 1 “.72) ° @

Glycerophosphodiesterase 0,35 ° = Ahcyl 2 071 LN

1,34 > Oxet1 0,36 L °

1-acyl-sn-glycerol-3-phosph. acyltrfer 0,16 ° Sucig 1 0,60 °

Neutral cholesterol ester hydrolase 1 -0,59 ° L 3-ketoacyl-CoA thiolase A 0,68 . °

CltiolGainiss2 039 ° ¢ Acetyl-CoA acetyltransferase 029 . 4

4-aminobutyrate aminotransferase  -0,50 3 5 °

(] Triosephosphate isomerase -0,49 °

Fructose-bisphosphate aldolase A1 0,06 . Vot e .

Aspartate Aminotransferase 0,26 g .

D-dopachrome decarboxylase 035 e ° Cnp 0.49 ° .
a-enolase-like 7 0,24 . ATPase inhibitor -0,01 .
Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd 1,54 ° L Methylglutaconyl-CoA hydratase 0,00 °

mKIAAGB31 protein (-1,17) . Citrate synthase 0,36 o 2

Camitine palmitoyltransferase-Il 0,30 L Cytochrome ¢ oxidase 2 -0,50 A

Fatty acid-binding protein, heart 0,39 ~ (] Cytochrome ¢ oxidase 4 -0,81 .'

Oxoglutarate dehydrogenase (1.37) Cytochrome c oxidase 6C -0,62

Peroxiredoxin-6 0,52 ° L Cytochrome ¢ 4,27 P
B R, 518 2,4-dienoyl-CoA reductase 022 ) !

Glutathione &lr:gns:nmse MuS 082 Ao Dihvdrooy! dahyoropenass 108 #e

Peroxiredoxin 1 -0,07 Trifunctional enzyme a 1,07

y Enolase 2 (1.08) Enoyl-CoA hydratase 0,36

Aconitate hydratase, mitochondrial 0,23 Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase -0,81

Acetyl-CoA acetyltransferase 0,01 Cytochrome b-c1 complex 2 054

0GDC-E2 (1,65) Cytochrome b-c1 complex 9 -1,36

L-lactate dehydrogenase (1,13) NADH dehydrogenase 1 a- 4 -0,51

Hexokinase-1 035 NADH dehydrogenase 1 a-13 -083

Cytochrome b5 type B -0.70 NADH dehydrogenase 1 B-10 0,39

Ehicaplingsyoscib Kinses. | 2% NADH dehydrogenase iron-sulfur 3 -0,37

:’:’;ﬁ“;:;’x;’::‘”m 40,':3 ADP/ATP translocase 1 -038

Thiomorpholine-carboxylate dehydrog (1,03) B

Cytochrome c oxidase-IV 0,12 Isoc 2a -0,43

NADH dehydrogenase 1a-4 024 Sl 25a11 -1,02

Mitochondrial fission 1 protein 0,41 Mtch 2 -0,15

Cytochrome ¢ oxidase 6C 0,34 2-oxoglutarate dehydrogenase 0,20

Ogdhl protein (137) Protein DJ-1 0,04

Cytochrome c, somatic 074 Superoxide dismutase [Mn] -0,13

Thioredaxin 0,19 Thioredoxin 0,39

Adenine nucleotide translocase-1 (1,81) TOM1-like 2 0,30

Usmg § 041
ER- und Golgi-Proteine:
D4 E5
Protein Ao Protein Ao

Selenoprotein T 0,12 Calreticulin -0,62

Srp 14 -0,12 Endoplasmin  -0,68

ribophorin 2 0,42 ° Rab 1A -0,28 °

Sec11-like 0,01 L[] Rab 1B -0,48 °

Vep 0,53 ° ATPaseAsnat — L]

Stlastin 1 -0,63 ? ° Erp 29 -0,85 e

Reticulon 3 -0,69 ® Nac A -0,47 [ ]

Atp2a2 0,21 % Prohibitin2 ~ -0,62 . 8

Wolframin 0,09 ° Srp 14 -0,17 °

Calnexin 0,37 ° S 68 1,44 o

PI(1,4,5)P; receptor 1 -0,35 L A Vep 0,81 o o

Rab 6 0,91 ° Vps 13a -0,43 °

Copz 1 0,14 ° p115 0,44 °
Scamp 1 41,10 : ¢ COPa 0,21 —

Vps 45 0,13 COPB 0,27 .

PRA 1 0,95 o o COP3 0,68 °

SKD 2 (-1,31) ° COPe -0,91 . ®
RAB 2 (A/B) 1,21 ° COPy2 0,29 °
Rab 2A 1,18 o Sec 23A 0,00 °

Rab 1B 0,32 o Trappc 2-ike  -0.84 o

Rab 1A -0,88 T T Trappc 1 -0,56 °

Sec 23A (1,20) -2 -1 0 1 2 Trappc 2 -1,43
Trappc 3 1,51 Ao Trappc 3 0,38 2 -1 0 1

SEC 22b 0,64 Trappc 4 -0,37 Ac

Trappc 5 -0,86

XXXVii



Anhang

Immunproteine:

D4
Protein Ao Protein A
Cira  (249) Clga 0,69
lgsf8 0,17 Clgb 0,14
SNX27  -063 Cigbp (-1,38)
EMd2 065 Clae 022
Clptm1 051 Cyfip 2 1,56
Efhd 2 -0,51
° FK506-bind. p. 3 0,63
Iif 2 -0,12
Nucleophosmin 0,45
. Lysozyme C-1 1,09
L]
°
-1 0 1
Ao
Sonstige neuronale Proteine:
D4
Protein Ao Protein Ao
Gpm 6a -0,23 Vsnl 1 -0,91
Gpm 6b -0,42 Mink 1 -0,29
HCNP 1 -0,32 Gabarap -0,36
Neurochondrin 2 0,24 ° Glut synthetase -1,66
Phospholemman  (2,25) Gm 6 -0,55
Reticulon 1 0,90 L] Khsrp -0,96
Reticulon 1A -2,73 ° Gpm 6a 0,27
Sptbn 1 0,77 Hpca -1,82
Tenascin R 0,64 ° Hpca-like1 -0,85
Prkeg -0,09
Ncald -0,55
° Nedn -0,26
NipSnap 1 -0,02
[] NipSnap homolog 2 -0,71
°
°
-3 2 -1 0 1
Ao
Zellwachstumsproteine:
D4
Protein Ao Protein Ao
Rogdi 0,35 Rogdi -0,07
Lamtor 22 0,41 Lamtor 2 -0,27
CD9 antigen  -2,19 Lamtor 3 -0,29
mCG50936  -0,62 Ak 1 0,08
Ak 1 0,25 ° Mtor 028
Hemomucin 0,12 Mucin 4 1,52
Myogenin -0,89
L Proliferation p. 2G4  -0,46
Prohibitin -0,87
L[]
L]
L]
°
-3 -2 -1 0 1
Ao

XXXViii



Anhang

Neuronale Wachstumsproteine:

D4
Protein Ao
Cnd 1 -0,07
TMEM 35 0,56
Reticulon 4C -0,30
Neurocan core protein 2,25 °
Synuclein beta -0,18
Drebrin 1 0,80 e
Ulip 2 2,68 °
lanC-like 2 -0,94
Drebrin A2 -0,47
Tenascin-R 1,01 °
Dihydropyrimidinase-r. 2 0,80
Canopy homolog 2 0,47 L
Cadm 3 0,47

°
L]
°
L ]
L]
]
2 -1 0 1
Ao

Myelinproteine:

D4
Protein Ao
Golli-Mbp isoform 1 -2,13
Lipophilin -1,45
MBP isoform 1 -1,64
MBP isoform 3 -1,67 °
MBP isoform 6 -1,90

Mog -0,43 L[]
L]
L]
L]
-3 2 -1 0

Protein
DCLK 1
Cdc 42
Csrp 1

Dihydropyrimidinase-r.

Drebrin 1

Gamma-enolase

FGF 12

Gdap 111
Lancl 2

Lin7¢c

Calcium sensor 1

NDP kinase
NDRG 1
NDRG 2
NDRG 3
NDRG 4
3-PGDH
Tenascin-R

Protein
MBP
Myef 2

Ao
-0,77
-0,96

Ao
-0,32
-1,61
-0,63
-1,13
-0,90
-1,10
-0,80
-0,24
-1,08
-0,37
-0,83
-0,64

1,22
-1,82
0,73
-1,06

0,61

E5

ES

Ao

XXXIX



Anhang

Transkriptorische-, translatorische- und ribosomale Proteine:

D4 E5

Protein Ao Protein Ao

.
. ° ,‘ .
. °
° L)
° L]
° ° %
s —e
° ° 4
. o
° e
° . .
° . 0
. o,
. .
L2 408 S27-like o »
3] 60S L35a-like 2,16 ° ® 408 S28 0:20 .'. -
[} Geniit protein 0,15 L . 408 529 071 | - °
° 14 40s s3 1,24
3 mMCG116065 1,63 ° 405 S30 144 H °
Y mCG125660 064 ol Y 405 s3a 077 s
[ Ribosomal_S13 041 o ° i 405 54 1,24 .l A
.y 40ss5 0,47
R 1,07 & . N 05 s6 1,81 o ®
[ Rps13 protein 0,80 ° Y 40557 0,60 3°
[ Rps 16 protein 1,12 e ° ] <05 s9 087 ° o o
N scaves ol ° 1440 sa 2,21 0
v o ° 605 L7 2,58
i} Ub. A-52res. fus. prod. 1 -0,60 33 60S L8 -0,05
DDX 1 2,60 = (] [} 60SacidcP0 042
4 60 acidic P1 1,04
Eef2 1,75 ®e Y cosacidicP2 0,69
EF 1-a1 0,71 T [ sosL11 0,81 L
] 60sL13 0,62
ELil:y 012 ° Y 60sL13a 036
eRF1 0,12 ° iJ60s L14 1,50
EF1a2 0,65 ' (‘) > 5 [ 60sL15 3,83
-1 1 {605 L17 1,85
EIF1AX -062 Ao i} 60sL18 0,22
EIF3L 0,80 ] 60sL19 -0,05
Gnb2I1 1,23 605 L21 1,29
His triad nucleotide bin. prc -0,50 2 ggg tgg_like 1 _g:gg
Hnrpa 3 -0,26 ] 60sL23 0,92
Npm 1 0,93 iy 60SL24 0,94 °
4 60s L26 2,36
Rotamase B 0,64 M 60s L27 1,83
FKBP1A (-1,03) 4 60s L27a 1,72
iy 60s L28 2,67
FKBPZl ] 0,83 R 170
RNA-binding 3-2 -0,38 Y 60s L31 1,48
Ras activating 2 -0,34 [ 60s L36a 3,18
i 60s L37 1,54
ribonuclease UK114 2,43 M oos c37e 1,98 2
RNA polymer. 2 EF -0,07 [ 60sL3s 0,19
T-complex 1a 0,52 3] 60S L39 -0,65 °
] 60sL4 0,53
T-complex 1y -0,15 ™ cosLs 090 °
Pur-a (1,30) J60s L7 2,05
Pur-g 0,20 i Rrop 1 6,59
il Ubiquitin40S 2 -0,22
il 40ss10 °
i 40ss12
)] 40ss16
. 408517 .
] 40ss8
] 60s L9
)] 60sL10a
] 60sL12
] 60sLiga
] 60sL3
] 60sL34
R [ES
] 605 L35a
iy 60SL5
Abef 1
B 3 — —
gj’:orﬂse 3 2 4 0 1 2 3 4 5 6
irbp
Crott Ag
Cnot7
Cugbp 2
0,98 Rbfox3 0,00
g;g\:/suﬁh Elavi1 0,00 Rbm3 0,62
D17 Elavi2 -0,60 Romxi1 0,21
Dax3x Elavid 0.25 Rtcd1 1,27
DS Farsb 0,02 Sap18 0,12
Ddx6 Fmr1 035 Scai 1,32
Do Fus 0,17 Serbp1 4,48
Dhx30 Fxr1 1,21 Sfpg -0,87
Dho38 Fxr2 0,44 Sin3b 0,36
Dhx9 G3bp1 0,93 Skp1 0,61
it -1,62 Snd1 048
Edft H2afv 0,72 Snrpd2 0,94
Eeflal Hnmpa1 0,57 Snrpd3 -0,10
Eefib Hnmpa2b1 0,88 Srpk2 0,11
Eefid Hnmpa3 0,00 Srsf1 -0,40
Hnrnpab 2,81 Srsf3 -0,23
Hnmpd -0,08 Srsf5 0,98
Hnmph1 0,93 Sub1 0,87
Hnrnph2 -1,22 Syncrip 0,30
Hnrnpm -1,70 Tardbp -0,60
Hnmpu -0,89 Thocd 067
Hnmpul1 -0,09 Tufm -0,46
Hnmpul2 -0,15 Upf1 0,14
Hnrpdl 3,90 Wibg -1,02
Kars 0,74 Ythdf1 -0.27
Lsm12 -1,18 Zcchel1 0,00
Magoh-rs1 0,31 Zmat4 -1,07
Mars 1,94 Eif3i
Matr3 0,14 Eif3m -
Metti3 -0,69 Eif4a2 (-1,05)
Mif2 -1,11 Farsa (-1,13)
Nhp2!1 0,20 Hnrmpk (-1,10)
Nucleolin 0,26 Mapk1 -
Pabpct 0,35 Nono (131)
Pdhx 0,91 Poly(rC)binding
Ppia 035 Prpsap2 -
Ppib -1,03 Purb (1,66)
Prkra 0,57
Pspct -0,58
Pura 4,71
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