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1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Interaktionen von Proteinen synaptischer Vesikel mittels chemischer
Quervernetzung in der Kombination mit Massenspektrometrie (MS) untersucht. In synaptischen
Vesikeln sind Neurotransmitter gespeichert, welche durch Fusion mit der prasynaptischen Membran bei
Eintreffen eines Aktionspotentials freigesetzt werden. Synaptische Vesikel durchlaufen in einem
Kreislauf verschiedene Stadien, um dieser Funktion nachgehen zu kénnen. Obwohl viel Gber die
Zusammensetzung synaptischer Vesikel bekannt ist, sind die Proteininteraktionen, welche sich fir die

unterschiedlichen Funktionsstadien ausbilden, weitestgehend unaufgeklart.

Zur ldentifikation der Proteininteraktionen wurden synaptische Vesikel aus Rattenhirnen prapariert und
die haufigsten Proteine zundchst immunologisch nachgewiesen. Mithilfe elektronenmikroskopischer
Aufnahmen, einem Botulinum-Neurotoxin B (BONT B)-Assay und einem Fusions-Assay wurde
weitestgehend bestétigt, dass die synaptischen Vesikel intakt sind. Die relative Haufigkeit der Proteine
synaptischer Vesikel wurde mit Hilfe einer MS-basierten markierungsfreien Quantifizierungsmethode
bestimmt. Dies zeigte, dass unterschiedliche Praparationen synaptischer Vesikel in der
Proteinzusammensetzung vergleichbar sind und die Hauptproteine in erwarteter Stochiometrie

vorliegen.

Durch Kombination chemischer Quervernetzung mit MS wurden Proteininteraktionen in synaptischen
Vesikeln nachgewiesen und daraus Interaktionsnetzwerke erstellt. In diesen Netzwerken stellte sich
Synaptobrevin-2 als Hauptinteraktionspartner der Proteine synaptischer Vesikel heraus. Auf3erdem
wurden zwei unterschiedliche Funktionsstadien der V-ATPase nachgewiesen. Zum einen konnte die
inaktive, membranstandige Vo-ATPase und zum anderen der intakte, aktive V-ATPase-Komplex,
bestehend aus der Vo-Doméane und der cytosolischen Vi-Doméne, nachgewiesen werden. Fir
Synaptophysin, Synaptobrevin-2 und SV2A wurden Proteininteraktionen Uber ihre luminalen Schlaufen
nachgewiesen. Diese waren fur das polare Quervernetzungsreagenz erreichbar, obwohl dieses nicht
durch die Membran diffundieren kann. Die Zuganglichkeit fir polare Ldsungsmittel wurde nach
chemischer Proteinmodifikation mittels MS bestétigt. Die identifizierten Interaktionen indizieren daher
eine raumliche Anordnung der luminalen Schlaufen, die eine Zugénglichkeit aus dem Cytosol zulassen.
Diese Eigenschaft lasst eine weitere Funktion dieser Proteine vermuten, welche fir die reversible

VergroRerung synaptischer Vesikel wahrend der Neurotransmitteraufnahme mitverantwortlich ist.
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Da Synaptobrevin-2 eine zentrale Rolle im Interaktom synaptischer Vesikel spielt, wurde das
Oligomerisierungsverhalten verschiedener Synaptobrevin-2-Varianten in Abwesenheit anderer
Interaktionspartner untersucht. Hierflr wurden verschiedene Synaptobrevin-2-Varianten sowohl mittels
chemischer Quervernetzung in Kombination mit MS als auch mittels nativer MS untersucht. Es zeigte
sich anhand der Untersuchung der verschiedenen Varianten, dass der Oligomerisierungsgrad von
Synaptobrevin-2 mit Abnahme der Proteinlange zunimmt. Durch ergéanzende Untersuchungen mittels
lonenmobilitats-MS (IM-MS) zeigten sich typische Eigenschaften fir intrinsisch ungeordnete Proteine.
Aus den Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass das Oligomerisierungsverhalten von
Synaptobrevin-2 auf seine ungeordnete Struktur zurtckzufuhren ist und nicht auf die Ausbildung

geordneter Strukturen.

Das Interaktionsverhalten von Synaptobrevin-2 wurde ergdnzend in seiner nativen Umgebung, den
synaptischen Vesikeln, eingehend untersucht. Dies erlaubte die Unterscheidung zwischen stabilen,
spezifischen Interaktionen und unspezifischen Interaktionen. Fur diese Unterscheidung wurden drei
biochemische bzw. biophysikalische Versuche durchgefiihrt: (i) die Spaltung von Synaptobrevin-2
mittels BoNT B, (ii) das Fixieren von Synaptobrevin-2 im SNARE-Komplex (Engl. Abkirzung fir: soluble
N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) und (iii) die Vergroéf3erung der Membran durch

Fusion mit Liposomen.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit Proteininteraktionsnetzwerke verschiedener Populationen
synaptischer Vesikel erstellt. Es wurden zwei unterschiedliche Funktionsstadien der V-ATPase und
unkonventionelle Anordnungen der luminalen Schlaufen von SV2A, Synaptophysin und strukturell
verwandter Proteine nachgewiesen. Durch die unterschiedlichen Versuche wurde zwischen
spezifischen und unspezifischen Interaktionen unterschieden. Die genaue Kenntnis von
Proteininteraktionen in synaptischen Vesikeln ist eine notwendige Grundlage, um neurodegenerative
Krankheiten besser zu verstehen und behandeln zu kénnen. Diese Arbeit liefert dafur einen neuen und

wichtigen Beitrag.
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2 Summary

In this thesis, the interactions of proteins of synaptic vesicles were studied using chemical cross-linking
in combination with mass spectrometry (MS). Synaptic vesicles store neurotransmitters which are
released by fusion with the presynaptic membrane upon arrival of an action potential. Synaptic vesicles
pass through different stages in a cycle to fulfil this function. Although much is known about the
composition of synaptic vesicles, the protein interactions required for the different functional stages are

largely unknown.

For identification of protein interactions, synaptic vesicles were purified from rat brains and the most
abundant proteins were immunologically confirmed. Electron microscopy images, a BoNT B assay, and
a fusion assay largely confirmed that the synaptic vesicles were intact. The relative abundance of
synaptic vesicle proteins was determined using a MS-based label-free quantification method. This
showed that different preparations of synaptic vesicles are comparable in protein composition and that

the major proteins are present in the expected stoichiometry.

By combining chemical cross-linking with MS, interaction networks could be generated by identifying
protein interactions of synaptic vesicles. In these networks, synaptobrevin-2 was found to be the main
interaction partner of synaptic vesicle proteins. In addition, two different functional stages of the
V-ATPase were detected. On the one hand, the inactive, membrane-embedded Vo-ATPase and, on the
other hand, the intact, active V-ATPase complex consisting of the Vo-domain and the cytosolic
Vi-domain could be identified. Protein interactions were identified for synaptophysin, synaptobrevin-2,
and SV2A via their luminal loops. Those were accessible to the polar cross-linking reagent, which cannot
diffuse across the membrane. Accessibility to solvents was confirmed by chemical protein modification
using MS. The identified interactions indicate a spatial arrangement of the luminal loops that allow
accessibility from the cytosol. This property suggests another function of these proteins, which

contributes to the reversible increase of synaptic vesicle size during neurotransmitter uptake.
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Since synaptobrevin-2 plays a central role in the interactome of synaptic vesicles, the oligomerization of
different synaptobrevin-2 variants in the absence of other interaction partners was investigated. For this
purpose, different synaptobrevin-2 variants were studied by chemical cross-linking in combination with
MS as well as by native MS. The degree of oligomerization of synaptobrevin-2-variants was found to
increase with decrease in protein length. Complementary studies by IM-MS revealed typical behaviour
for intrinsically disordered proteins. From the results, it could be concluded that the oligomerization of

synaptobrevin-2 is due to its disordered structure and not due to the formation of ordered structures.

The interaction behaviour of synaptobrevin-2 in its native environment, the synaptic vesicles, was further
studied in detail. This allowed the distinction between stable, specific interactions and nonspecific
interactions. For this distinction, three biochemical or biophysical experiments were performed: (i)
cleavage of synaptobrevin-2 using BoNT B, (ii) fixation of synaptobrevin-2 in the SNARE complex, and

(i) enlargement of the membrane by fusion with liposomes.

In summary, in this study protein interaction networks of different populations of synaptic vesicles were
generated, as well as two distinct functional stages of V-ATPase and unconventional arrangements of
the luminal loops of SV2A, synaptophysin, and structurally related proteins were identified. The different
experiments allowed a distinction between specific and non-specific interactions. Accurate knowledge
of protein interactions in synaptic vesicles are a necessary basis to better understand and to treat

neurodegenerative diseases. This work provides a new and important contribution for this purpose.
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3 Einleitung

In dieser Arbeit wurden die Interaktionen der Proteine synaptischer Vesikel untersucht. Dies ist von
Relevanz, da die Funktion synaptischer Vesikel fur eine erfolgreiche Weiterleitung von Nervenimpulsen
und somit der Funktion des gesamten Korpers entscheidend ist. Um dies zu gewaéhrleisten, muss ein
komplexer Funktionsapparat aufrechterhalten werden, an welchem zahlreiche Proteininteraktionen
beteiligt sind. Die Untersuchung dieser Proteininteraktionen, teilweise bekannt, gréRtenteils jedoch
unbekannt, ist eine Grundlage, um zukinftig die Ablaufe innerhalb der Neuronen im Detail zu verstehen.
Dieses Wissen ebnet den Weg fur zukinftige Fortschritte in der Behandlung neurodegenerativen

Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Alzheimer.

3.1 Neuronen

Das menschliche Nervensystem besteht aus ca. 86 Milliarden Neuronen [1]. Neuronen bestehen
typischerweise aus einem Zellkérper (Soma), sowie aus Strukturelementen wie Neurofribrillen und
Neurotubuli. Sie weisen alle typischen Organellen fiir eukaryotische Zellen, wie u.a. einen Zellkern oder
Mitochondrien, auf. Mit seinen baumartig verzweigten Dendriten nimmt das Neuron fordernde und
hemmende Signale von anderen Neuronen auf. Das Axon Ubertragt diese Signale auf nachgeschaltete
Neuronen oder die Effektoren, wie Muskel- und Driisenzellen. In Abbildung 1 ist ein Neuron schematisch

dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Abbildung eines Neurons.

Der Zellkdrper enthélt den Zellkern, den Speicher der genetischen Information, und fuhrt zu zwei Arten von Zellfortsétzen, den
Axonen und Dendriten. Die meisten Axone im zentralen Nervensystem sind sehr diinn (zwischen 0,2 und 20 ym im Durchmesser),
verglichen mit dem Durchmesser des Zellkérpers (50 um oder mehr). Viele Axone sind durch Oligodendrozyten mit ummantelnder
Myelinscheide isoliert, die in regelmaRigen Abstéanden durch die Ranvier-Schniirringe unterbrochen werden. Das Aktionspotenzial
wird meist am Axonhiigel ausgelost. Die Axonzweige eines prasynaptischen Neurons Ubertragen Signale an den Synapsen an
ein postsynaptisches Neuron. Die Aste eines einzigen Axons kénnen mit bis zu 1000 anderen Neuronen Synapsen bilden.
Wahrend das Axon das Ausgangselement des Neurons ist, sind die Dendriten die Eingangselemente des Neurons. Zusammen
mit dem Zellkrper erhalten sie synaptische Signale von anderen Neuronen [2]. Modifiziert nach Dietel 2012 [3].

Neuronen weisen im nicht stimulierten Zustand ein negatives Ruhepotential an der Membran auf.
Dieses Membranpotential wird durch spannungsabhéngige lonenkandale reguliert und kann sowohl
gesenkt als auch gesteigert werden. Ubersteigen die erregenden Signale am Axonhiigel einen
Schwellenwert, depolarisiert die Membran schlagartig. Dieses depolarisierende Aktionspotential wird
Uber das Axon bis an die synaptischen Enden weitergeleitet und dort Ubertragen [2]. An chemischen
Synapsen geschieht die Ubertragung mit Hilfe von Neurotransmittern [4]. Erreicht ein Aktionspotential
das Endkndpfchen, I6st es dort einen Calciumioneneinstrom aus. Der Anstieg an Calciumionen lost
wiederum die Fusion von synaptischen Vesikeln mit der prasynaptischen Membran aus. In den
synaptischen Vesikeln sind Neurotransmitter gespeichert, welche durch die Fusion in den synaptischen
Spalt freigesetzt werden. Die Neurotransmitter diffundieren durch den synaptischen Spalt und initiieren
an der postsynaptischen  Endigung des nachgeschalteten  Neurons eine  neue

Signaltransduktionskaskade. Diese  Signaltransduktionskaskade, mittels Freisetzung von

Neurotransmittern, wurde bereits 1969 beschrieben [5].
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3.2 Synapsen und der Kreislauf synaptischer Vesikel

3.2.1 Synapsen

Die Kontaktstelle zwischen einem Endknopfchen des Senderneurons und dem Dornenfortsatz des
Empfangerneurons wird als Synapse bezeichnet. An den Synapsen findet die Reizibertragung von
einem Neuron auf das nadchste Neuron statt. Im Endknodpfchen des Senderneurons sind die
synaptischen Vesikel lokalisiert, die in dieser Arbeit genauer betrachtet wurden. Synaptische Vesikel
sind kleine Organellen, welche in erster Linie fiir die Speicherung sowie der Ausschittung von
Neurotransmittern verantwortlich sind. Die mit Neurotransmittern gefiillten synaptischen Vesikel werden
in die aktive Zone (engl.: active zone) am Endkndpfchen rekrutiert. Um die rekrutierten synaptischen
Vesikel befindet sich ein Proteingerlst, welches die gezielte Exozytose vorbereitet. Dieses
Proteingerist besteht aus groR3en Proteinen mit mehrteiligen Proteindoménen, wie z.B. Basson, Piccolo,
ELKS/Rab6-interacting/CAST family members (ERCSs), liprin-a, MINT1 und CASK [6]. Auf der
postsynaptischen Seite befinden sich wiederum Multiproteinkomplexe aus Rezeptorproteinen welche
als postsynaptische Dichte (engl.: postsynaptic density) das Pendant zur aktiven Zone darstellen. Aktive
Zone und postsynaptische Dichte sind exakt aufeinander ausgerichtet. Zelladhdsionsmolekile halten
die Synapse zusammen. Im Bereich der postsynaptischen Dichte sind Rezeptorproteine und
lonenkanéle (z.B. Glutamatrezeptoren) lokalisiert, dorthin werden auch Signalproteine fur die
Reizweiterleitung rekrutiert. Rezeptor- und Signalproteine sind durch Gerlstproteine in der

postsynaptischen Dichte verankert [6].
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Abbildung 2: Schematische Abbildung einer chemischen Synapse.

Synaptische Vesikel werden an der prasynaptischen Seite gebildet und recycelt, wobei wahrscheinlich ein zusétzlicher
Sortierprozess der Proteine iber endosomale Intermediate stattfindet. Mit Neurotransmittern gefillte synaptische Vesikel werden
in die aktive Zone rekrutiert. Bei Stimulation fusionieren die Vesikel und setzen Neurotransmitter frei, welche durch den
synaptischen Spalt diffundieren und an postsynaptische Neurotransmitter-Rezeptoren binden. Die Aktivierung dieser Rezeptoren
fuhrt zu einem Einstrom von Calciumionen, welche postsynaptische Signaltransduktionskaskaden auslésen. In der
postsynaptischen Dichte zusammengeschlossene Multiproteinkomplexe, bindeln Rezeptoren und organisieren das
Zusammenspiel verschiedener Signalkomponenten. Modifiziert nach [6].

3.2.2 Der Kreislauf synaptischer Vesikel

Damit synaptische Vesikel bei Eintritt eines Aktionspotentials schnell und prézise Neurotransmitter
ausschitten koénnen, muss ein komplexer Funktionsapparat aufrechterhalten werden. Dieser
Funktionsapparat ermdglicht einen Kreislauf der synaptischen Vesikel, welcher in mehreren
Funktionsstadien verlauft. (I) Beladen der synaptischen Vesikel mit Neurotransmittern, (ll) das
Andocken an die prasynaptische Membran, (Ill) die Aktivierung der synaptischen Vesikel fir die Fusion,
(IV) die Fusion mit der prasynaptischen Membran (Exozytose), (V) die Endozytose sowie verschiedene

Wege der Neugewinnung von synaptischen Vesikeln [6; 7].
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() Beladung mit Neurotransmittern

Das Beladen der synaptischen Vesikel mit Neurotransmittern erfolgt mittels Transportproteinen. Die
Neurotransmittertransportproteine nutzen den elektrochemischen Protonengradienten welchen die
vakuolare Adenosintriphosphatase (V-ATPase) kontinuierlich zwischen Vesikellumen und Cytosol
aufbaut, um die Neurotransmitter aktiv aus dem Cytosol der Prasynapse in das Lumen der synaptischen
Vesikel zu transportieren. Spezifische Transporter sind fir Glutamat (VGlul, VGIu2 und VGIu3),
Glutamat und Aspartat (VEAT), y-Aminobutterséure und Glycin (VGat, auch als VIAAT bezeichnet),
Acetylcholin (VAChT), Adenosintriphosphat (VNUT) und Monoamine (VMATS, zwei Isoformen) bekannt
[8]. Es zeigte sich, dass synaptische Vesikel bei der Beladung mit Neurotransmittern in der Lage sind

ihre Oberflache reversibel um ca. 50 % zu vergrof3ern [9].

(I Andocken

Ein Teil der synaptischen Vesikel wird in die aktive Zone und somit in die Nahe der prasynaptischen
Membran rekrutiert [10]. Dort bilden sie einen jederzeit abrufbereiten Pool (engl. readily releasable pool).
Fur diese Rekrutierung ist ein ternarer Proteinkomplex aus den Proteinen Muncl3, Rab3 und RIM
beschrieben [6]. An der prasynaptischen Membran bindet Munc18 an Syntaxin-1 welches noch in seiner
geschlossenen Konformation vorliegt [11]. Wahrend des Andockens synaptischer Vesikel bildet sich ein
Proteingerist aus, welches an der prézisen Neurotansmitterausschittung beteiligt ist. Dieses
Proteingeriist besteht aus den Proteinen der aktiven Zone: Bassoon, Piccolo, ERCs, liprin-a, MINT1,

MALS und CASK.

(1IN Aktivierung

Als Aktivierung werden ATP-abhangige Reaktionen bezeichnet, welche die rekrutierten synaptischen
Vesikel fur die unmittelbare Neurotransmitterfreisetzung bei Calciumioneneinstrom vorbereitet [11]. Eine
der hierfir notwendigen Reaktionen beinhaltet die Trennung von zuvor zusammengelagerten
SNARE-Komplexen durch NSF und a-SNAP (Synaptosomal-assoziiertes Protein). Syntaxin-1 wird von
Munc18 in seiner geschlossenen Konformation gehalten. Erst durch die Interaktion mit Munc13 und RIM
geht Syntaxin-1 in seine offene Konformation tiber [6]. In der offenen Konformation bindet Synataxin-1
mit Snap-25 und bildet den Akzeptorkomplex aus. Dieser Akzeptorkomplex weist eine Bindungsstelle
fur Synaptobrevin-2 auf. Synaptobrevin-2 interagiert mit dem Akzeptorkomplex zum aktivierten

trans-SNARE-Komplex, welcher von Synaptotagmin-1 und Complexin-1 reguliert wird (3.3.4) [12-14].



10 | EINLEITUNG

(IV) Fusion

Erreicht ein Aktionspotential die Prasynapse 6ffnen sich die Calciumionenkanéle und es kommt zu
einem Calciumioneneinstrom an der prasynaptischen Endigung. Calciumionenkanalcluster an der
prasynaptischen Endigung sorgen fur eine starke, zeitlich begrenzte und lokale Erhéhung der
Calciumionenkonzentration im Cytosol. Die Calciumionen binden an die zwei C-Domanen von
Synaptotagmin-1, welche daraufhin an Membranlipide und SNARE-Proteine binden [15]. Die
Energiebarriere der Membranen wird in einem noch ungeklarten Mechanismus, welcher von
Synaptotagmin-1 und Complexin-1 reguliert wird, tberwunden und es bildet sich eine Fusionspore aus.
Die Neurotransmitter werden in den synaptischen Spalt freigesetzt und der SNARE-Komplex geht in
seine cis-Konformation Uber (3.3.4). Die Neurotransmitter diffundieren durch den synaptischen Spalt zu
den postsynaptischen Rezeptoren [16; 17]. An der Fusion sind noch viele weitere Proteine beteiligt, die
entweder in der entsprechenden Membran verankert sind oder einen Bestandteil des synaptischen

Cytosols darstellen [18].

(V) Wiedergewinnung synaptischer Vesikel

Die Wiedergewinnung synaptischer Vesikel findet Uber die Clathrin-vermittelte Endozytose und dem
weitestgehend unaufgeklarten ,Kiss-and-Run-Weg*“ statt. Bei der Clathrin-vermittelten Endozytose
binden einzelne Adaptorproteine oder ternare Adaptorproteinkomplexe (wie z.B. AP2-Komplex) an die
Proteine synaptischer Vesikel (z.B. VGlul und Synaptotagmin-1). Diese Adaptorproteine sind dann fir
den Aufbau des Clathringeristes verantwortlich. Es folgt die Einstilpung der Membran, sowie
finalisierend das Abschniiren der im Clathringerist befindlichen synaptischen Vesikel in das Zellinnere.
Der Ablauf nach dem Abbau des Clathringertistes ist nicht final geklart. Eine Mdéglichkeit besteht darin,
dass sich die synaptischen Vesikel nach dem Abbau des Clathrin-Geriistes direkt zu funktionalen
synaptischen Vesikeln entwickeln. Eine andere Mdglichkeit ist die Fusion mit Endosom-&hnlichen
Organellen, aus welchen sich neue synaptische Vesikel bilden [19]. Beim ,Kiss-and-Run-Weg*
fusionieren synaptische Vesikel nicht vollstandig mit der prasynaptischen Membran, sie verharren in
einem Ubergangsstadium und die Neurotransmitter werden tiber eine Pore in den synaptischen Spalt

freigesetzt. Das Vesikel schnirt sich wieder ab und kann erneut Neurotransmitter aufnehmen [6; 20].
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3.2.3 Synaptische Vesikel

Die Komplexitét des Kreislaufs synaptischer Vesikel zeigt wie wichtig jedes einzelne beteiligte Protein
und die Interaktionen der einzelnen Proteine miteinander sind. Im Fokus dieser Arbeit stehen die
Proteininteraktionen frei vorliegender synaptischer Vesikel. An sich sind synaptische Vesikel
Organellen, welche fiir das Speichern und die Freisetzung definierter Mengen von Neurotransmittern
verantwortlich sind. Der Innendurchmesser der Vesikel betragt lediglich 41,6 +8,4 nm. Synaptische
Vesikel haben eine Dichte von 1,10 g/mL, eine Masse von 15,9 +3,5 MDa und das Protein zu
Phospholipidverhaltnis (m/m) betragt 1,94 +0,23 [21]. Die Membran synaptischer Vesikel ist dicht
gepackt mit Transmembranproteinen und peripheren Membranproteinen. Die
Proteinzusammensetzung synaptischer Vesikel wurde in mehreren Studien untersucht [22; 23; 21].
Unter anderem wurde die Proteinzusammensetzung von unterschiedlichen Populationen synaptischer
Vesikel, wie z.B. im Andock-Stadium [24], Clathrin-ummantelte synaptische Vesikel [25], sowie
synaptische Vesikel, welche spezifisch entweder Glutamat oder y-Aminobuttersdure speichern [26]
identifiziert. Neben qualitativen Studien wurden auch quantitative Studien zur Proteinzusammensetzung
synaptischer Vesikel [21; 27], sowie von synaptischen Vesikeln in ihrer nativen Umgebung, den
Synapsen, durchgefihrt [28]. In Abbildung 3A ist ein Modell eines synaptischen Vesikels abgebildet.
Die Abbildung 3B und C zeigen schematische Darstellungen eines synaptischen Vesikels, sowie einen
Teil der Hauptproteinkomponenten synaptischer Vesikel. Es ist nicht bekannt wie die Proteine innerhalb
der dicht gepackten Membran angeordnet sind. In dieser Arbeit wird auf die schematische Abbildung

der Proteine aus Abbildung 3C zurtickgegriffen.
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Abbildung 3: Synaptische Vesikel.

A) Molekulares Modell eines synaptischen Vesikels aus Takamori et al. [21] B) Schematische Darstellung eines synaptischen
Vesikels. Die Stochiometrie der Hauptproteinkomponenten ist angedeutet (Synaptobrevin: Synaptophysin: V-ATPase:
Synapsin:Synaptophysin:VGlul:Rab3A 7:3:1:1:1:1:1). C) Schematische Darstellung von sieben der Hauptproteinkomponenten
synaptischer Vesikel.

3.3 Einzelne Proteine und Proteinkomplexe synaptischer Vesikel

Uber einzelne Proteine und Proteinkomplexe synaptischer Vesikel ist bereits viel bekannt. Dennoch sind
viele Fragen hinsichtlich der Funktion sowie der Interaktionen der Proteine offen. In dieser Arbeit wurden
Proteininteraktionen in synaptischen Vesikeln identifiziert. Im Folgenden wird auf die Partner der

nachgewiesenen Interaktionen naher eingegangen.

3.3.1 Synaptobrevin-2

Mit durchschnittlich 70 Kopien pro synaptischem Vesikel ist Synaptobrevin-2 das haufigste Protein
synaptischer Vesikel [21]. Es gehort zur Gruppe der SNARE-Proteine (von engl.: soluble
N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor). Synaptobrevin-2 ist auf Seiten der
synaptischen Vesikel primar fur die Exozytose verantwortlich. Fur diese geht es die Bildung des SNARE-
Komplexes ein, auf welchen unter 3.3.4 naher eingegangen wird. In Abbildung 4A ist ein Modell eines
synaptischen Vesikels abgebildet, welches ausschlielich Synaptobrevin-2 zeigt. Das Modell
veranschaulicht die hohe Dichte an Synaptobrevin-2 in synaptischen Vesikeln. In Abbildung 4B ist eine

schematische Abbildung von Synaptobrevin-2 mit den unterschiedlichen Proteinabschnitten dargestellt.
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Es weist eine cytosolische Doméne von 94 Aminoséuren auf, welche das SNARE-Motif (Aminoséauren
32-85) und die flexible Juxtamembrandomane (Aminosduren 86-94) beinhaltet. Uber die
Transmembranhelix (Aminoséure 95-114) ist es in der Membran verankert. Luminal weist
Synaptobrevin-2 lediglich einen kurzen Rest auf (Aminoséuren 115/116) [29]. Die cytosolische, l6sliche
Domane von Synaptobrevin-2 (Aminosauren 1-94) ist in der Abwesenheit anderer SNARE-Proteine und
Lipide Gberwiegend unstrukturiert [30—32]. Eine Studie mit dem Volllangenprotein (Aminosauren 1-116)
zeigte, dass die cytosolische Domane unstrukturiert ist und die Transmembrandomane aus einer a-Helix
besteht, welche leicht schrag in der Membran verankert ist [33]. Die isolierte Transmembrandoméane
(Aminosauren 95-114) ist polymorph und weist in Abhéngigkeit des Umfeldes sowohl a-Helix
Strukturelemente als auch B-Faltblatt Strukturelemente auf [34]. In Gegenwart des SNARE-Proteins
Syntaxin-1A nimmt die unstrukturierte cytosolische Doméne helikale Strukturelemente an [30; 31; 35].
Dies konnte ebenfalls in der Gegenwart von Lipiden nachgewiesen werden [36]. Synaptobrevin-2 ist
hoch flexibel, was charakteristisch fur intrinsisch ungeordnete Proteine ist [37]. Die Oligomerisierung
von SNARE-Proteinen wurde in mehreren Studien nachgewiesen [13; 38-41]. In einer
molekulardynamischen Simulation zeiget sich eine hohe Stabilitat der Oligomere des Wildtyps sowie

einer Mutante des Transmembranabschnitts [39].

SNARE-Motiv transmembran
cytosolisch JMD vesikular

1 28 4 94 114 116

Q76 7 NF77
BoNT B

Abbildung 4: Synaptobrevin-2.

A) Strukturmodel eines synaptischen Vesikels welches ausschlie3lich Synaptobrevin-2 zeigt [21]. B) Schematische Darstellung
von Synaptobrevin-2. Die unterschiedlichen Proteinabschnitte, inklusive der Juxtamembrandoméane (JMD), sowie die Schnittstelle

des Botulinum-Neurotoxin B (BoNT B) sind farblich hervorgehoben.

Botulinum-Neurotoxin B

In dieser Arbeit wird das Botulinum-Neurotoxin B (BoNT B) verwendet, um die Proteininteraktionen
synaptischer Vesikel in der Abwesenheit der cytosolischen Doméane von Synaptobrevin-2 zu
untersuchen. BoNT B spaltet Synaptobrevin-2 spezifisch zwischen den Aminosauren Q76 und F77 [42].

Botulinum-Neurotoxine bestehen aus zwei Proteinuntereinheiten, einer leichten Kette (ca. 50 kDa) und
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einer schweren Kette (ca. 100 kDA). Diese sind Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden. Mit
der schweren Kette bindet das Toxin an die Prédsynapse. Durch Endozytose der synaptischen Vesikel
gelangt das Toxin in das Lumen synaptischer Vesikel, welche sich nun im Cytosol der Prasynapse
befinden. Erhéht sich der pH-Wert im Inneren des Vesikels, durch die Aktivitat der V-ATPase, wird die
die leichte Kette in das Cytosol der Prasynapse freigesetzt [43; 44]. Die leichte Kette ist eine
Zink-Endopeptidase, welche im Fall von BoNT B Synaptobrevin-2 spezifisch spaltet [42].
Botulinumtoxine kdnnen nach der Ausbildung des SNARE-Komplexes die SNARE-Proteine nicht mehr
schneiden [45]. Dies gab urspriinglich erste Hinweise darauf, dass sich der SNARE-Komplex erst

wéahrend der Fusion ausbildet und nicht bereits zuvor [46].

3.3.2 SV2A, Synaptophysin und strukturell @hnliche Proteine

Synaptophysin und strukturell &hnliche Proteine

Synaptophysin ist mit 32 Kopien pro synaptischem Vesikel das zweithaufigste Protein. Es gehort zu den
Tetraspannern, welche sich durch das Vorhandensein von vier Transmembranhelices sowie
cytosolischen C- und N-Termini definieren [47]. Aus dieser Gruppe der Membranproteine weisen
synaptische Vesikel noch Synaptoporin, eine Isoform von Synaptophysin, sowie Synaptogyrin-1/-2 und
Proteine aus der Familie der SCAM-Proteine auf. Obwohl diese Proteingruppen sowohl in der Anzahl
an Kopien als auch der Masse von synaptischen Vesikeln einen grof3en Anteil ausmachen (z.B.
Synaptophysin mit 10 % der Gesamtproteinmasse [21]), sind noch viele Fragen hinsichtlich der Funktion
der Tetraspanner ungeklart. Die Topologie von Synaptophysin konnte anhand der Aminosauresequenz
abgeleitet und experimentell durch partielle Hydrolyse sowie spezifischen Antikbrpern gegen
unterschiedliche Proteinabschnitte bestétigt werden [48-50; 47]. In Abbildung 5 ist die Topologie der
Tetraspanner Synaptophysin, Synaptoporin und Synaptogyrin-1 schematisch dargestellt. Zudem ist die

Topologie von SV2A dargestellt, ein strukturell &hnliches Protein.



EINLEITUNG | 15
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Abbildung 5: Topologie von Synaptoporin, SV2A, Synaptophysin und Synaptogyrin-1.

Die Tetraspanner Snyaptophysin (gelb) und seine Isoform Synaptoporin (orangefarbend), sowie Synaptogyrin-1 (blau) sind
schematisch abgebildet. Die Proteine weisen vier Transmembranhelices auf. Zudem ist SV2A (griin) mit seinen zwolf
Transmembranhelices abgebildet. Der cytosolische C-Terminus (C) und N-Terminus (N) ist gekennzeichnet. Die Proteine weisen
grof3e luminale Schlaufen auf.

Synaptophysin werden unterschiedlichste Funktionen zugesprochen. Es soll zur Plastizitat der
synaptischen Vesikel beitragen, sowie Funktionen fur die Endo- aber auch fur die Exozytose
Ubernehmen. Doppel-Knockout-Mause (Synaptophysin/Synaptogyrin-1) zeigten eine stark reduzierte
kurz- und langfristige synaptische Plastizitat [51] auf. Synaptische Vesikel, welche das strukturell
ahnliche Protein SV2A nicht aufweisen, waren nicht in der Lage ihr Volumen wéahrend der
Glutamataufnahme zu vergréRern [9]. Ergebnisse von Studien mit Vierfach-Knockout-Mausen
(Synaptophysin-1/-2, sowie Synaptogyrin-1/-3) zeigten eine gesteigerte Exozytose. Weshalb
Synaptophysin und die anderen Tetraspanner wahrscheinlich eine hemmende Rolle wahrend der
Exozytose einnehmen [52]. Es konnten Beteiligungen von Synaptophysin in der Rickgewinnung von
Synaptobrevin-2 wahrend der Exozytose nachgewiesen werden [53; 54]. Dies ware eine Erklarung
dafir, wie wéhrend des Kreislaufs synaptischer Vesikel gewahrleistet wird, dass die hohe Dichte an
Synaptobrevin-2-Kopien aufrechterhalten bleibt. Weiterhin konnten regulierende Funktionen der
Clathrin-vermittelten Endozytose synaptischer Vesikel durch Wechselwirkung mit Dynamin
nachgewiesen werden [55; 56]. Synaptophysin ist darlber hinaus fur eine kinetisch effiziente
Endozytose synaptischer Vesikel in kultivierten Hippocampus-Neuronen erforderlich, da weniger
synaptische Vesikel pro Zeiteinheit in der Abwesenheit von Synaptophysin endozytiert werden [57]. In
Chromatinzellen konnte eine Beeinflussung von Synaptophysin fir groRe Vesikel mit dichterem
Kernbereich (engl. large dense core vesicles) in unterschiedlichen Phasen der Fusionsporenbildung,

sowie bei der Steuerung der Wahl zwischen Kiss-and-Run und einer vollstdandigen Fusion,

nachgewiesen werden [58]. Die Oligomerisierung von Synaptophysin wurde in mehreren Studien
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nachgewiesen [59-61]. Urspriinglich ist man bei Synaptophysin auf Grund seiner Haufigkeit von einer
obligatorischen Rolle in der Endozytose ausgegangen. Dies konnte jedoch in mehreren Studien nicht
bestatigt werden [62—64]. Konsens besteht jedoch in seiner Rolle bei der Rickgewinnung von
Synaptobrevin-2 in die synaptischen Vesikel wahrend der Endozytose. Darauf konnte riickgeschlossen
werden, da das Fehlen von Synaptophysin zu einer Fehllokalisierung von Synaptobrevin-2 nach der
Exozytose flihrt, was durch den Einbau von neugebildetem Synaptobrevin-2 in die synaptischen Vesikel

wahrend der Endozytose kompensiert wird [53; 65].

SV2A
Neben den Tetraspannern weisen die Mitglieder der synaptischen Vesikel-Proteinfamilie 2 (SV2)
strukturelle Ahnlichkeiten mit Transportproteinen auf. Die zwei Hauptisoformen SV2A und SV2B, sowie
die Isoform SV2C werden im Gehirn auf unterschiedliche Weise exprimiert. SV2A ist ubiquitar in fast
allen Neuronen vorhanden, unabhangig von ihrem Neurotransmittertyp, wahrend SV2B in vereinzelten
Bereichen des Gehirns nicht exprimiert wird. SV2C ist nur in einer kleinen Untergruppe von Neuronen
im basalen Vorderhirn und im Hirnstamm vorhanden [66]. Etwa 60 % der Sequenz der Proteine der
SV2-Familie, insbesondere in den transmembranen und C-terminalen Regionen, stimmen uberein [67].
Die Isoform SV2A ist durchschnittlich mit 2 Kopien pro synaptischem Vesikel nachweisbar und weist
zwolf transmembrane Helices auf. Wie auch die Tetraspanner, besitzt es groRe luminale
Proteinschlaufen, deren Funktion ungeklart ist. Auch SV2A hat voraussichtlich nicht nur eine spezifische
Funktion im Apparat synaptischer Vesikel. Zum Einen ist es wahrend der Endozytose in die
Ruckgewinnung von Synaptotagmin involviert und zum Anderen ist es Uber mehrere Mechanismen an
der Regulierung der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt [67]. Zudem ist es an der
VolumenvergroRerung synaptischer Vesikel wahrend der Glutamataufnahme beteiligt [9]. Weiterhin sind

Interaktionen mit extrazellularen Matrixkomponenten, wie z. B. Laminin, beschrieben [68].

3.3.3 V-ATPase

Synaptische Vesikel nutzen fur die Beladung von Neurotransmittern einen elektrochemischen
Gradienten. Dieser elektrochemische Gradient wird von der V-ATPase aufgebaut. Die V-ATPase
hydrolysiert ATP und nutzt die dabei freiwerdende Energie um Protonen aus dem Cytosol in das Lumen
der synaptischen Vesikel zu transportieren [69; 70]. Die V-ATPase besteht aus einer cytosolischen

Vi-Doméne und einer membranstandigen Vo-Doméne. Vi und Vo setzen sich insgesamt aus



EINLEITUNG | 17

16 Proteinuntereinheiten zusammen. Die cytosolische Vi-Doméne ist fur die Hydrolyse von ATP
zustandig und besteht aus den Proteinuntereinheiten A, B2, C1, D, E1, F, G1 oder G2 und H. Wahrend
die Isoform G2 ausschlielich in Neuronen exprimiert wird und die Hauptisoform synaptischer Vesikel
darstellt, kommt die Isoform G1 ubiquitar vor [71]. Urspriinglich wurde davon ausgegangen, dass die
Isoform G1 nicht auf synaptischen Vesikeln lokalisiert ist [71], G1 wurde aber bereits in zwei Studien fur
synaptische Vesikel nachgewiesen [21; 72]. Vo ist fUr den Protonentransport verantwortlich und besteht
bei Saugetieren aus den Untereinheiten al, di, e2, f, Ac45, PRR, ¢ und c" [72]. Uber eine
hochauflosende EM-Struktur konnte die exakte Stdchiometrie der V-ATPase aus Saugetieren ermittelt
werden [72]. In Abbildung 6 ist die V-ATPase mit der Isoform G2 schematisch in Anlehnung an die
EM-Struktur [72] dargestellt. Die Aktivitat der V-ATPase wird durch eine reversible Dissoziation der
Vi-Doméne gesteuert, wodurch die Vo-Domane nicht mehr in der Lage ist Protonen in das Lumen

synaptischer Vesikel zu transportieren [73-77].

Die Proteinuntereinheiten A und B bilden ein AsBs Hexamer, welches das katalytische Zentrum fir die
ATP-Hydrolyse ist. Die aus der Hydrolyse gewonnene Energie ist fir die axiale Drehung des zentralen
Schafts, bestehend aus den Untereinheiten D, F und d, erforderlich. Die Untereinheiten E und G bilden
drei Heterodimere an der Oberflache von Vi, welche als periphere Verbindungsachsen fiir die Bindung
des AsBs-Hexamers an Vo verantwortlich sind. Durch die Drehung des zentralen Schafts dreht sich auch
der c-Ring der Vo-Doméne. Dieser besteht aus neun c-Untereinheiten und einer c"-Untereinheit [78; 79;
72]. Die c"-Untereinheit weist im Vergleich zu den c-Untereinheiten langere luminale Schlaufen und eine
zusatzliche Transmembranhelix am N-terminus auf [72; 80]. Jede c- bzw. c"-Untereinheit tragt an der
Oberflache einen Glutaminsaurerest, welcher flr den Transport der Protonen reversibel protoniert wird
[78]. Dieser Rest kommt durch die Drehung des c-Rings mit der Proteinuntereinheit a in Kontakt. Die
Proteinuntereinheit al bildet C-terminal einen Kanal aus, der das Proton in das Lumen des Vesikels
weiterleitet. Zudem weist al einen grofRen, cytosolischen N-Terminus auf [81; 82]. Reguliert wird die
Protonenpumpenaktivitat durch eine reversible Dissoziation von Vi und Vo [76; 77]. Nach Dissoziation
hemmt die Untereinheit H in der Vi-Doméne die Hydrolyse [83] und Untereinheit C trennt sich ab [74].
Vo wird nach Dissoziation von V: fiir Protonen undurchlassig. Der N-Terminus der Untereinheit al geht

in seine geschlossen Konformation tber, in welcher er Kontakt mit der Untereinheit d1 hat [84].
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Abbildung 6: Aufbau der V-ATPase

(A) Schematische Abbildung der aktiven V-ATPase mit der Isoform G2. Die V-ATPase setzt sich aus der cytosolischen Doméne
V1 (unterschiedliche Blautdne) und der membranstandigen Doméne V, (violett) zusammen. Der flexible, cytosolische N-terminus
der Proteinuntereinheit al (Nm al) liegt in seiner offenen Konformation vor in welcher er nicht in Kontakt mit der Untereinheit d1
steht. Die Abbildung wurde in Anlehnung an das Strukturmodell erstellt. (B) Strukturmodell der V-ATPase [72]. Die Untereinheit
H ist nicht enthalten.

3.3.4 SNARE Komplex

Syanptobrevin-2 bildet zusammen mit SNAP-25 und Syntaxin-1 den SNARE-Komplex aus [85]. Dieser
ist fur die Membranfusion synaptischer Vesikel verantwortlich. Fir den SNARE-Komplex liegt eine
hochaufgeldste Struktur vor [86; 87]. Der Kernkomplex besteht aus vier parallel, verdrillten a-Helices,
wobei jede Helix aus einem unterschiedlichen SNARE-Motiv stammt. In dessen Zentrum befinden sich
ein Abschnitt aus jeweils 16 interagierenden Aminosaureresten, welche tberwiegend hydrophob sind.
Eine Ausnahme ist die zentrale ,0“-Schicht, die aus drei Glutamin (Q)-Resten und einem Arginin
(R)-Rest besteht. Nach diesen Aminoséduren werden die SNARE-Motive benannt [12]. Wéahrend
Synaptrobrevin-2 (R-Motiv) und Synatxin-1 (Qa-Motiv) mit jeweils einem SNARE-Motiv im Komplex
vertreten sind, tragt SNAP-25 zwei SNARE-Motive (Qbc-Motive) zum Komplex bei [12].
Synaptobrevin-2 ist auf Seite der synaptischen Vesikel lokalisiert (v-SNARE, Vesikelmembran-SNARE),
SNAP-25 und Syntaxin-1 befinden sind auf Seite der prasynaptischen Membran (t-SNARE, fir
Targetmembran-SNARE) [12]. SNARE Proteine liegen im ungebundenen Zustand intrinsisch

ungeordnet vor und sind C-terminal Gber eine Transmembranhelix in der Membran verankert. Eine
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Ausnahme bildet SNAP-25, welches uber palmitoylierte Cysteinreste in der présynaptischen Membran
verankert ist. Syntaxin-1 bildet in seiner offenen Konformation einen binaren Aktivatorkomplex mit
SNAP-25 aus. Dieser Komplex lagert sich mit Synaptopbrevin-2 am N-Terminus der Proteine
beginnend, in Richtung der C-terminalen Membrandoméane wie bei einem Reilverschluss aneinander.
Zunachst bildet sich der stabile trans-SNARE-Komplex aus, bei welchem die Transmembranhelices
noch in den zwei unterschiedlichen Membranen des Vesikels und der Prasynapse verankert sind. Dabei
fuhren sie die Membranen immer ndher aneinander und Uberwinden letztlich die Energiebarriere,
wodurch die Verschmelzung der Membranen mdoglich ist. Der SNARE-Komplex geht in seine
cis-Konfiguration Uber, in der sich die Transmembranhelices innerhalb derselben Membran befinden
(Abbildung 7). In vivo sind an der Exozytose synaptischer Vesikel weitere SNARE-assoziierte Proteine
wie z.B. Munc18, Munc13, Complexin und Synaptotagmin beteiligt (3.2.2). Synaptische Vesikel kénnen

jedoch auch mit Membranen fusionieren, welche lediglich SNAP-25 und Syntaxin-1 aufweisen [88].

|
e qf' —

Stx-1A: Akzeptor-Komplex
».geschlossen” Stx-1A: ,offen”
| %\g — §§~ |' f
N-terminale Bindung trans- Fusion: Ubergang von trans-SNARE-
von Syb-2 an Akzeptor-Komplex ~ SNARE-Komplex in cis-SNARE-Komplex

Abbildung 7: Schematische Abbildung der Fusions-Maschinerie.

Syntaxin-1A (Stx-1A, rosa) liegt in der prasynaptischen Membran in seiner geschlossenen Konformation und SNAP25 (dunkelrot)
unstrukturiert vor. Zusammen bilden sie einen Akzeptor-Komplex fiir Synaptobrevin-2 (Syb-2, rot) aus, in welchem Syntaxin-1A
in seiner offen-Konformation vorliegt. Ausgehend vom N-Terminus verdrillen sich die SNARE-Motive zum trans-SNARE-Komplex.
Infolgedessen werden die Membranen immer naher zusammengebracht. Die Energiebarriere wird Giberwunden und es bildet sich

eine Fusionspore. Der trans-SNARE-Komplex geht in den cis-SNARE-Komplex tber. Abbildungen in Anlehnung an [14; 7; 29].
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3.3.5 Der vesikulare Glutamattransporter und andere Neurotransmittertransporter

60 % der synaptischen Vesikel weisen den haufigsten Neurotransmittertransporter, den vesikularen
Glutamattransporter 1 (VGlul), auf [21; 28]. Von diesen 60 % weisen ca. die Hélfte (32 %) neben VGlul
auch den Zinktransporter-3 auf. VGlul hat 12 Transmembrandoméanen und einen cytosolischen N-
sowie C-Terminus. Der vesikulare y-Aminobuttersaure-Transporter (VGat) wurde bei 15,9 % der
synaptischen Vesikel nachgewiesen. Zudem gibt es kleine (ca. 2 %), sehr vielfaltige Populationen (27
unterschiedliche Typen) mit unterschiedlichen Neurotransmittertransportern [89]. VGlul, sowie seine
Isoformen (VGIu2 und VGIu3) werden durch den elektrochemischen Protonengradienten durch die
Membran synaptischer Vesikel angetrieben, der durch die V-ATPase erzeugt wird [90]. VGIul fungiert
als Glutamat/Protonen-Austauscher, der mit einer kanalartigen Chlorid-Leitfahigkeit verbunden ist. Da
VGlul gleichzeitig als Kanal fur Chloridionen sowie Kaliumionen und Protonen dient, kann er das lonen-
, Ladungs- und pH-Gleichgewicht aufrechterhalten und den Glutamattransport regulieren [91; 8]. Das
Gleichgewicht zwischen der Geschwindigkeit des Glutamattransports und der transportierten

Glutamatmenge wird zudem durch die Aktivitaten der V-ATPase beeinflusst [92].

3.3.6 Weitere abundante Proteine

Synaptische Vesikel weisen neben den genannten Hauptproteinkomponenten noch weitere relevante
Proteine auf. Hierzu gehéren neben den genannten Transmembranproteinen auch membranassoziierte
Proteine (z.B. Synapsin mit 8 Kopien pro Vesikel). Andere Proteine treten nur in bestimmten Stadien
des Kreislaufs mit synaptischen Vesikeln in Interaktion. Hierzu gehéren Vertreter der Proteingruppen
der kleinen Guanosintriphosphatasen (z.B. Rab3A mit 10 Kopien pro synaptischem Vesikel) und
Proteine, welche fir die Endozytose verantwortlich sind (z.B. der AP2-Komplex). Synapsin reguliert die
Ausbildung der Cluster synaptischer Vesikel des abrufbereiten Pools in der aktiven Zone, welcher bei
synaptischer Aktivitat mobilisiert wird [93—96]. Rab3A ist aus der Protein-Unterfamilie der Rab3-Proteine
am besten untersucht und wird in Neuronen exprimiert [97; 4; 98]. Fehlt Rab3A ist die Exozytose
eingeschrankt, woraus eine Rolle bei der Regulierung der Effektivitat der Neurotransmitterausschiittung
abgeleitet wird. Uber Interaktionen mit RIM1 und MUNC13 steuert es die Rekrutierung der synaptischen
Vesikel an die prasynaptische Membran. Werden die Neurotransmitter frei gesetzt, dissoziiert es und
hydrolysiert dabei GTP [99; 100; 98]. CSP leistet einen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Proteinfaltung
in der Synapse [101]. Synaptische Vesikel weisen neben Synaptobrevin-2 auch andere

SNARE-Proteine wie z.B. Isoformen von Synaptobrevin, SNAP oder Syntaxin in deutlich geringerer
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Anzahl auf, z.B. Synataxin-1 mit 6 Kopien oder SNAP25 mit 2 Kopien. Syntaxin-1 und SNAP-25 sind
eigentlich auf der prasynaptischen Membran lokalisiert, gelangen jedoch wahrscheinlich durch die

Endozytose in die Membran synaptischer Vesikel [21].

3.3.7 Weitere Proteininteraktionen sowie Proteinkomplexe synaptischer Vesikel

Obwohl inzwischen viel Uber die Zusammensetzung und einzelner Funktionsmechanismen
synaptischer Vesikel bekannt ist, halten sich Informationen Uber das Zusammenspiel der Proteine
synaptischer Vesikel in Grenzen. Es wurden zwar erste Interaktionsnetzwerke von Synaptosomen
veroffentlicht [102], dennoch ist die Anzahl an ungeklarten Zusammenhéngen und Proteininteraktionen
deutlich groRer. Stabile Proteinkomplexe aus Synaptobrevin-2 und Synaptophysin wurden durch
chemisches  Quervernetzen mit anschlieBender Immundetektion nachgewiesen [103].
Elektronenmikroskopische Aufnahmen bestétigten die Interaktionen von Synaptobrevin-2 und
Synaptophysin. Die Aufnahmen deuten auf eine 2:1 Stéchiometrie (Synaptobrevin-2: Synaptophysin) in
einem hexameren Komplex hin [104; 105]. Durch Immunprazipitation von Extrakten aus Synaptosomen
konnten Interaktionen zwischen Synaptophysin, Synaptobrevin-2 und der Vo-Doméne der V-ATPase
nachgewiesen werden [106]. Auf diese Art und Weise konnten auch Interaktionen zwischen SV2A,
Synaptotagmin-1, Synaptophysin und Synaptobrevin-2 nachgewiesen werden [107]. Auch die
Interaktion von Synaptobrevin-2 mit der Untereinheit ¢ der V-ATPase wurde nachgewiesen [108].
Bislang fehlte eine detaillierte Studie zur Untersuchung von Interaktionen gereinigter synaptischer

Vesikel.

3.4 Massenspektrometrie zur Identifizierung von Proteininteraktionen

Der Nobelpreis ging insgesamt viermal an Pioniere der Massenspektrometrie (MS). Angefangen 1906
mit dem Nobelpreis fur Physik an J. J. Thomson und 1922 mit dem Nobelpreis fur Chemie an F. W.
Aston fir die Entwicklung des ersten Massenspektrographen zum Nachweis der Isotope verschiedener
Elemente. 1989 ging der Nobelpreis fur Physik an W. Paul und H. G. Dehmelt fur die Entwicklung der
Quadrupol-lonenfalle und 2002 der Nobelpreis fur Chemie an J. B. Fenn und K. Tanaka fir die
Entwicklung sanfter lonisationsmethoden zur massenspektrometrischen Analyse von biologischen
Makromolekulen [109]. Die Auszeichnungen zeigen auf, welche Bedeutung die MS fir die Wissenschaft
hat. Die beachtlichen Entwicklungen in der MS hinsichtlich der Gerate, der Methoden und der

Datenverarbeitung etablierten die MS als Standardverfahren fiir die ldentifizierung von Proteinen.
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Zudem wird die MS in der Strukturbiologie verwendet, um Strukturinformationen tber Proteine und
Proteinkomplexe sowie Proteininteraktionen zu erhalten. Proteininteraktionen finden Uber nicht-
kovalente, vor allem hydrophobe Wechselwirkungen, wie Van-der-Waals-Krafte und
Wasserstoffbriickenbindungen der Aminoséaurereste beteiligter Proteine statt. Es kann sich dabei um
temporare oder dauerhafte Wechselwirkungen handeln. Fir die Identifikation solcher
Proteininteraktionen wird die MS mit verschiedenen Methoden kombiniert, wie z.B. das chemische
Quervernetzen, die Proteinmodifizierung, lonenmobilititsmessungen oder dem Wasserstoff/Deuterium-
Austausch [110]. In der nativen MS werden modifizierte Massenspektrometer eingesetzt, welche intakte

Proteinkomplexe transmittieren kénnen [111].

3.4.1 Proteinidentifizierung mittels Tandemmassenspektrometrie

Die ,Shotgun-Proteomik” hat sich als Routinemethode zur Identifizierung von Proteinen etabliert [112].
Der Ablauf ist in Abbildung 8 schematisch dargestellt. Die Proteine werden mit Hilfe einer Protease
hydrolysiert. Die gebildeten Peptide werden mittels FlUssigkeitschromatographie (LC) getrennt und
mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) analysiert. Die Identifizierung der Proteine erfolgt

anschlieend lUber eine Datenbanksuche.
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Abbildung 8: Ablauf der Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie.

Ny

Schematische Darstellung der Shotgun-Proteomik zur Proteinidentifizierung mittels MS. Proteine werden mit einer Protease
hydrolysiert. Die erhaltenen Peptide werden mittels LC-MS/MS analysiert. Im MS1-Spektrum ist das m/z des Vorlauferions gegen
die relative Intensitat (I) aufgetragen. Das Vorlauferion wird isoliert und fragmentiert. Im MS2-Spektrum sind die m/z der
Fragmentionen gegen | aufgetragen. Die registrierten Daten werden mittels Datenbanksuchmaschinen analysiert.

Vor der massenspektrometrischen Analyse wird die Komplexitat der Proben verringert. Hier hat sich
unter anderem die denaturierende Gelelektrophorese bewahrt [113; 114]. Fur die Hydrolyse der

Proteine wird in der Regel die Protease Trypsin verwendet welche die Proteine spezifisch C-terminal an

den basischen Aminosauren Lysin (K) und Arginin (R) spaltet. Andere Proteasen, wie Chymotrypsin
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spalten beispielsweise C-terminal, nach den aromatischen Aminoséauren Phenylalanin, Tyrosine und
Tryptophan [115]. Durch die Entwicklung der Elektrosprayionisation (ESI) kann direkt an die
lonisationsquelle des Massenspektrometers eine Hochleistungsflissigkeitschromatographieanlage
(HPLC) oder eine Nanofluss-HPLC (Nano-HPLC) gekoppelt werden. Die Peptide werden
chromatografisch getrennt, die Komplexitat der Probe weiter verringert und die Peptide eluieren zeitlich
versetzt in das Massenspektrometer. In dieser Arbeit wurde ein Q Exactive Plus Hybrid Quadrupol (Q)-
Orbitrapmassenspektrometer verwendet. Das verwendete Gerét ist in Abbildung 9 dargestellt. In einer
nanoESI-Quelle wird die peptidhaltige L6sung durch eine Metallkapillare mit einem Innendurchmesser
kleiner als 1 um vernebelt. Das Aerosol aus geladenen Tropfchen entsteht durch ein elektrisches Feld
unter Atmospharendruck. Mit Trypsin generierte Peptide sind durch den basischen N-Terminus und dem
basischen Rest am C-Terminus nach der lonisation meist zwei- bis dreifach geladen und liegen mit
einer durchschnittlichen Peptidgro3e von 700 bis 1500 Da im m/z fur eine optimale MS/MS-Analyse
[115-117]. Durch das angelegte elektrische Feld reichern sich die geladene Peptidionen in der Kapillare
an. Die lonen werden von der Kapillare am Eingang des Massenspektrometers angezogen. Es bildet
sich ein Fliissigkeitskegel (Taylor-Kegel) aus. Dieser weist einen Uberschuss an lonen auf. An der
Spitze des Kegels bildet sich ein diunner Flussigkeitsfaden, der unmittelbar in ein Spray aus feinen
Tropfchen mit lonen zerféllt. Durch Desolvatisierung unter der angelegten Spannung werden die
Tropfchen immer kleiner und die coulombsche AbstolRung der lonen immer gréRer [118; 119]. Bei der
ESI bleiben die Peptide intakt und fragmentieren nicht. Damit gehort die ESI zusammen mit der Matrix-

unterstitzten Laser-Desorption/lonisation zu den am meisten verbreiteten sanften lonisationsmethoden.

Im Massenspektrometer wird zunachst ein Vorlauferionenspektrum (MS oder MS1 Spektren) von allen
lonen aufgenommen, die zum gleichen Zeitpunkt eluieren. Im zweiten Schritt werden
Fragmentionenspektren (MS/MS oder MS2 Spektren) aufgenommen, fur welche jeweils ein Vorlauferion
isoliert und fragmentiert wird. Fir die Aufrahme von MS und MS/MS-Spektren ist ein
Tandem-Massenspektrometer, wie das verwendete Q Exactive Plus Hybrid Quadrupol-
Orbitrapmassenspektrometer, notwendig. Bei der Fragmentierung handelt sich um eine
kollisionsinduzierte Dissoziation, bei welcher Peptide bevorzugt an inrem Peptidrickrad fragmentieren

und tberwiegend y-lonen und b-lonen entstehen.
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Abbildung 9: Q Exactive Plus Hybrid Quandrupol-Orbitrapmassenspektrometer.

Das Massenspektrometer weist einen Radiofrequenz-Quadrupolanalysator und eine Orbitrap-lonenfalle auf. Der
Radiofrequenz-Quadrupolanalysator leitet die lonen des eingestellten m/z-Bereichs weiter. Quadrupolanalysator und Orbitrap-
Analysator sind uber eine C-lonenfalle (engl.: C-trap) miteinander verbunden. Aus der C-lonenfalle kdnnen die lonen in den
Orbitrap-Analysator oder die Fragmentierungszelle geleitet werden. Die Fragmentierung erfolgt in einer HCD-Zelle (engl.: High-
energy Collision-induced Dissociation) [120]. Von der Fragmentierungszelle werden die lonen wiederum tber die C-lonenfalle in
den Orbitrap-Analysator geleitet. Die Orbitrap-lonenfalle ist sowohl ein Massenanalysator als auch ein Detektor. Sie besteht aus
einer spindelférmigen zentralen Elektrode und zwei unabhéngigen &ueren Elektroden. Eine der &uf3eren Elektroden baut mit der
zentralen Elektrode ein elektrisches Feld auf, in welchem sich die lonen auf einer Kreisbahn um die zentrale Elektrode bewegen.
Die Frequenz dieser Schwingung wird an der zweiten auf3eren Elektrode, der Detektorplatte, detektiert. Die Frequenz wird durch
Fouriertransformation in die entsprechenden Masse-zu-Ladung-Verhéltnisse umgewandelt (Abbildung in Anlehnung an [121]).

Die Identifizierung der Proteine basiert auf der Ubereinstimmung der Massen von experimentellen und
theoretischen Peptidionen und Peptidfragmentionen. Die theoretischen lonenmassen werden durch
in silico Hydrolyse der Proteinsequenzen aus Datenbanken wie UniProt [122] erstellt. Ubliche
Datenbanksuchmaschinen sind Sequest [123], Mascot [124], aber auch Andromeda der MaxQuant
Software [125-130]. Der verwendete Andromedaalgorithmus berechnet die Wahrscheinlichkeit mit
welcher die Werte aus einem theoretischen und einem experimentellen Spektrum durch Zufall
Ubereinstimmen [131]. Je hoher die Ubereinstimmung der Werte aus dem experimentellen Spektrum
mit dem theoretischen Spektrum ist, desto unwahrscheinlicher ist es, dass das experimentelle Spektrum
durch Zufall entstanden ist [116]. Diese Wabhrscheinlichkeit wird mit einem Score angegeben.
Nachfolgend werden die Werte der experimentellen Spektren mit einer Decoy-Datenbank, wie z.B. der
invertierten Datenbank, verglichen um den Score der falsch-positiv identifizierten Peptide zu bestimmen.
Mit dem Score der falsch-positiv identifizierten Peptide wird die Falscherkennungsrate (FDR von engl.:

false discovery rate) festgelegt und in der Regel alle Peptide unter einer FDR von 1 % verworfen. Ein

Mal3 fur die absolute Menge eines Proteins in einem Shotgun-Proteomik Experiment ist die
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intensitatsbasierte absolute Quantifizierung (iBAQ fiir engl.: intensity based absolute quantification). Der
iBAQ entspricht dem Quotienten aus allen Peptidpeakintensitaten eines Proteins und der Anzahl aller

theoretisch mdglichen Peptide der verwendeten Proteindatenbank [132].

3.4.2 Chemische Quervernetzung kombiniert mit Massenspektrometrie.

Das chemische Quervernetzen kombiniert mit MS hat sich in den letzten 10 Jahren zu einer
Standardergénzung der traditionellen Strukturaufklarungstechniken von Proteinen entwickelt. Die
chemische Quervernetzung wurde erstmals 1974 in Kombination mit der Gel-Elektrophorese eingesetzt
um die rAumliche Nahe von Ribosomuntereinheiten nachzuweisen [133]. Im Jahr 2000 wurde die erste
chemische Quervernetzung zwischen zwei Proteinuntereinheiten mittels Matrix—Assistierte Laser—
Desorption—lonisierung (MALDI) gekoppelt mit einem Flugzeitanalysator (engl. time of flight, TOF)
massenspektrometrisch identifiziert [134]. Ein chemischer Quervernetzer besteht in der Regel aus zwei
reaktiven Gruppen und einem Verbindungsstiick, dem Spacer variabler Lange. Bei der chemischen
Querverntzung kombiniert mit MS werden zwei Aminosaurereste einer proteinhaltigen Probe mit Hilfe
des chemischen Quervernetzers kovalent miteinander verknupft. Die reaktiven Gruppen geben vor
welche Aminosaurereste verknipft werden. Aus der bekannten Lange und Position des Spacers kénnen
anschlieBend Abstandsinformationen der verknlpften Aminosaurereste abgeleitet werden. Die am
weitesten verbreiteten Quervernetzer sind N-Hydroxysuccinimidester (NHS-Ester), mit den
bekanntesten Vertretern Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3) und Disuccinimidylsuberat (DSS).
NHS-Ester reagieren bevorzugt mit primaren Aminogruppen und somit mit der Seitenkette von Lysin
oder dem N-Terminus eines Proteins. Es treten jedoch auch Nebenreaktionen mit Hydroxygruppen wie
den Seitenketten von Serin, Threonin und Tyrosin auf. Der Platzhalter von BS3 und DSS hat eine Lange
von 11,4 A. Die Vorteile von BS3 liegen in der leichten Verarbeitung, der Léslichkeit in Wasser und dem
haufigen Vorkommen von Lysinen in den meisten Primarstrukturen [135]. BS3 ist bei pH-Werten von 7
bis 8 reaktionsfahig. In Abbildung 10A ist die Quervernetzungsreaktion von BS3 mit zwei Proteinen
dargestellt. Abbildung 10B zeigt die unterschiedlichen Reaktionsprodukte nach der Hydrolyse. Es liegen
unterschiedliche Formen von Peptiden vor: lineare Peptide, lineare Peptide bei welchen der
Quervernetzer an einer Aminosaure gebunden und die andere Seite hydrolysiert vorliegt (Typ 0), lineare
Peptide bei welchen der Quervernetzer an zwei Aminosduren gebunden hat und eine Schlaufe ausbildet
(Typ 1), quervernetzte Dipeptide (Typ 2), sowie Quervernetzungen zwischen mehr als zwei Peptiden

(Typ 3). Zu den quervernetzten Dipeptiden (Typ 2) gehoéren intramolekulare Quervernetzungen
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zwischen zwei Peptiden eines Proteins und intermolekulare Quervernetzung zwischen zwei Peptiden
zweier unterschiedlicher Proteine [136]. Eine weitere Form stellen quervernetzte Dipeptide dar, bei
welchem beide Peptide die gleiche Sequenz oder tUberlappende Sequenzen aufweisen. Dabei handelt
es sich um eine intermolekulare Vernetzung zwischen zwei Proteinkopien eines Homooligomers. Typ 2
Quervernetzungen enthalten relevante Abstandsinformationen fiir die ldentifizierung von Protein-

Proteininteraktionen.
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Abbildung 10: Quervernetzungsreaktionen.

Typ 0 Typ 1 Typ 3

(A) Reaktionsmechanismus von BS3: Die reaktiven N-Hydroxysulfosuccinimidester reagieren unter Freisetzung der
N-Hydroxysulfosuccinimid-Gruppen bevorzugt mit priméaren Aminogruppen von Proteinen, die dabei durch stabile Amidbindungen
kovalent vernetzt werden. (B) Unterschiedliche Reaktionsprodukte einer Quervernetzungsreaktion nach enzymatischer
Hydrolyse. Typ 0: das Quervernetzungsreagenz reagiert mit einer funktionellen Gruppe, die zweite funktionelle Gruppe liegt
hydrolysiert vor. Typ 1: Beide funktionelle Gruppen reagieren mit zwei Aminoséureresten desselben Peptids. Typ 2 intramolekular:
Intralink, ein quervernetztes Peptidpaar aus einem Protein. Typ 2 intermolekular: Interlink, ein quervernetztes Peptidpaar zweier
unterschiedlicher Proteine. Typ 3: Mehr als zwei Peptide liegen quervernetzt vor.

In Abbildung 11 ist ein typischer Ablauf einer Identifizierung von Proteininteraktionen mittels chemischer
Quervernetzung kombiniert mit MS dargestellt. Um die Komplexitat der Probe zu verringern, werden die
guervernetzten Proteine mittels denaturierender Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieRend im
Gel hydrolysiert. Alternativ werden die Proteine in Lésung hydrolysiert. Nach Hydrolyse unterscheiden
sich die quervernetzten Peptide von linearen Peptiden sowohl in lhrer Gro3e als auch in ihrem
Ladungszustand im sauren Milieu [137] und kénnen mittels GroRenausschlusschromatographie oder

der Kationenaustauschchromatographie voneinander getrennt werden. Bei der Verwendung von

traditionellen Quervernetzern wie BS3 findet die Messung im Massenspektrometer analog zur Messung
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von linearen Peptiden zur Proteinidentifizierung mittels MS statt. Zahlreiche programme, wie Stavrox
[138], pLink [139; 140] oder xiSEARCH [141] ermdglichen die Identifizierung quervernetzter
Peptidpaare. Die Herausforderung besteht darin das theoretisch jedes Peptid mit jedem Peptid
guervernetzen kann. Somit gibt es bei einer Anzahl von n Peptiden fir jede Quervernetzung (n2+n)/2
Mdglichkeiten, wodurch eine Identifizierung bei groBen Datenbanken erschwert ist. Eine zusatzliche
manuelle Validierung der Spektren reduziert die Anzahl an falsch-positiv identifizierten

Quervernetzungen [142].

. quervernetzte Peptid- ;
Proteine Proteine mischung Absorption 1o vernetzte
—— Peptidpaare
chem. _
Quervernetzung Hydrolyse Zeit
—b ~ - - >
Quervernetzungs- Protease Flussigkeits- LC-MS/MS-Analyse
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MS1
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A
identifizierte I MS

Proteininteraktion
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Abbildung 11: Ablauf der Identifizierung von Proteininteraktionen mittel Massenspektrometrie.

Ablauf eines typischen Quervernetzungsexperiments ist gegeben. Proteine werden chemisch quervernetzt. Die quervernetzten
Proteine werden hydrolysiert. Unrelevante Peptide werden teilweise chromatografisch abgetrennt. Quervernetzte Peptidpaare
werden mittels LC-MS/MS analysiert. Im Chromatogramm ist die relative Intensitat (I) gegen die Zeit aufgetragen. Im
MS1-Spektrum ist das m/z des Vorlauferions gegen | aufgetragen. Das Vorlauferion wird isoliert und fragmentiert. Im
MS2-Spektrum sind die m/z der Fragmentionen beider Peptide des quervernetzten Peptidpaars gegen | (blau und violett)

aufgetragen. Die registrierten Daten werden mit einer Datenbanksuchmasche analysiert.

3.4.3 Proteinmodifizierung zur Identifizierung der l6sungsmittelzuganglichen Oberflache

eines Proteins.
Die Proteinmodifizierung ist eine Methode zur Bestimmung der I6sungsmittelzuganglichen Oberflache
von Proteinen. Diese gibt Aufschluss Uber die Proteinstruktur, Giber Protein-Protein-Interaktionsflachen

oder Protein-Ligand Interaktionsflachen. In den letzten Jahrzehnten haben sich unterschiedliche
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Methoden der Proteinmodifizierung und anschlielender LC-MS/MS-Analyse entwickelt. Die
bekanntesten Methoden sind der Wasserstoff-Deuterium-Austausch, Hydroxyl-Radikal Foot Printing
und die chemische Proteinmodifizierung. Bei der Proteinmodifizierung wird ein chemisches Reagenz
verwendet, welches die reaktiven Gruppen von Aminosauren spezifisch und irreversibel modifiziert. Die
gangigsten Reagenzien modifizieren primare Amine (Lysin und N-Terminus), Carboxylgruppen
(Asparaginséaure, Glutaminsaure) und Thiole (Cystein) [143]. In dieser Arbeit wurden die Reagenzien
NHS-Acetat und Diethylpyrocarbonat (DEPC) verwendet [144]. NHS-Acetat acetyliert Uberwiegend
primare Amine und somit Lysine sowie den N-Terminus von Proteinen. Wie bereits fiir BS3 beschrieben
reagiert NHS in Nebenreaktionen auch mit Hydroxylgruppen (Serin, Threonin und Tyrosin). Es kommt
zu einer Acetylierung der ldsungsmittelzuganglichen Aminosaurereste. DEPC reagiert mit Histidin-,
Lysin-, Cystein-, Serin-, Threonin- und Tyrosinresten, sowie dem N-Terminus von Proteinen. Die
Analyse mittels LC-MS/MS erfolgt analog zu der Analyse zur Proteinidentifizierung. Die Identifizierung
der modifizierten Aminosaurereste erfolgt computergestitzt mit Hilfe von Programmen wie z.B.
MaxQuant [125], Mascot [124], und SEQUEST [123]. Dabei ist zu beachten, dass die einzelnen Peptide
auch mehrfach modifiziert sein kdnnen [144]. Da die Modifizierungsreagenzien gro3er als die ersetzten
Wasserstoffatome sind, konnen zu héaufige Modifizierungen des Proteins zu einer Anderung der

Konformation fiihren [110].

3.4.4 Native Massenspektrometrie

Die native MS ist eine Methode zur Analyse von intakten Proteinen und Proteinkomplexen in der
Gasphase eines Massenspektrometers. Bei der nativen MS bleiben nicht-kovalente Wechselwirkungen
intakt. Hierzu gehoéren die Bindung von Proteinuntereinheiten innerhalb eines Proteinkomplexes oder
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und ihren Liganden, wie Lipiden, Nukelotiden oder kleinen
Molekilen. Aus dem Spektrum kann die Zusammensetzung und die Stéchiometrie von
Proteinkomplexen entnommen werden. Zudem werden Informationen Uber Interaktionen der
Proteinuntereinheiten tber die Topologie des Komplexes sowie die Heterogenitat der Probe gewonnen

[111].

Ziel der Probenvorbereitung bei der nativen MS ist es, das Protein bzw. den Proteinkomplex in ein
flichtiges Lésungsmittel zu Uberfuhren, welches fiir MS geeignet ist und dabei die nicht-kovalenten

Wechselwirkungen beizubehalten. Meist wird Ammoniumacetat (AmAc) mit einem pH-Wert zwischen
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sechs und acht eingesetzt, andere Beispiele sind Ammoniumhydrogencarbonat oder
Ammoniumformiat. [145; 146]. Um nicht-kovalente Proteininteraktionen wahrend einer nativen MS
aufrecht zu erhalten, sind die verwendeten Massenspektrometer speziell fir die Transmission
(Weiterleitung der lonen) von Proteinkomplexen mit gro3en Massen modifiziert. In dieser Arbeit wurde
hierfir  ein  modifiziertes Quadrupol-TOF  Massenspektrometer verwendet [147]. Das
Massenspektrometer weist zwei ausschlaggebende Modifikationen auf: zum Einen ist der Druckgradient
zwischen den unterschiedlichen Gerateabschnitten verandert. Zum Anderen ist die Radiofrequenz des
Quadrupolanalysators reduziert. Im Vergleich zu unmodifizierten Instrumenten ist der Druck in den
unterschiedlichen Geréateabschnitten erhéht, damit Gasmolekile mit dem Proteinkomplex kollidieren
und der Komplex desolvatisiert. Zudem reduzieren die Kollisionen sowohl die radiale als auch die axiale
Geschwindigkeit der Proteinkomplexionen, auch Kollisionskiihlung (engl.: collisional cooling) oder
Kollisionsfokussierung (engl.: collisional focusing) genannt. Daraus resultiert eine Transmission von

lonen bis zu einer GrofR3e von ca. 32.000 m/z [147].

Die nativen Massenspektren gefalteter Proteine oder Proteinkomplexe weisen eine Signalserie von
wenigen Ladungszustanden mit einer Gaul3schen Verteilung auf. Die Anzahl an Ladungen korreliert
meist mit der Anzahl an ldsungsmittelzuganglichen basischen Aminosaureresten. Die Beobachtung
einer Verteilung mehrerer Ladungszustande der Spezies erlaubt die Berechnung des
Molekulargewichts des Proteinkomplexes aus zwei benachbarten Peaks mit m/z-Verhéltnissen von
(mpProtein 4 7 x mpProton)/z ynd (mProein + (z+1) x mPoen)/(z+1), wobei z die Anzahl der Ladungen (d.h.
Protonen) ist, die sich zwischen den beiden benachbarten Ladungszusténden um eins unterscheidet
[148]. Wahrend der Datenanalyse werden die Serien von Ladungszustéanden identifiziert [149] und

anschlieBend meist manuell annotiert.

3.4.5 lonen-Mobilitats-Massenspektrometrie

Bei der IM-MS werden lonen nach ihrer Form und Ladung aufgetrennt. Es konnen lonen
unterschiedlicher Form und Grof3e aber gleichem m/z-Verhaltnis aufgetrennt werden. Ein Maf? fur die
Form und GrofRRe eines Molekils ist der Kollisionsquerschnitt. Um den Kollisionsquerschnitt zu
bestimmen, gibt es unterschiedliche IM-Analysatoren. Die am weitesten verbreiteten sind
Driftzellen-Analysatoren (engl.: drift tube) oder Transportwellen-Analysatoren (engl.: travelling wave). In

dieser Arbeit wurde ein speziell konstruiertes Driftzelleninstrument [150] verwendet. Hierbei werden die



30 | EINLEITUNG

lonen mit Hilfe eines elektrischen Feldes durch eine Driftzelle geleitet. In der Driftzelle befindet sich ein
neutrales Gas. Durch Kollision mit den Gasmolekilen werden die lonen auf ihrem Weg durch die
Driftzelle gebremst. Je gréRer die lonen, desto mehr Widerstand erfahren sie und desto langer brauchen
sie durch die Driftzelle. Durch die Kopplung einer Driftzelle mit einem Massenspektrometer ist somit die
Auftrennung nach einer weiteren Dimension mdglich. Fur die Analytionen wird die jeweilige
Verweildauer in der Driftréhre gemessen (engl.: Arrival Time Distribution, ATD). Durch
Gaul3sche-Kurvenanpassung an die ATDs kann die mittlere Verweildauer ( engl.: drift time) bestimmt
werden, welche dem Mittelwert der jeweiligen Gauskurve entspricht. Mit der mittleren Verweildauer kann

zunéachst die lonenmobilitédtskonstante bestimmt werden [151].

LpT

K= _B_O

tEp, T
In dieser Gleichung steht K fur lonenmobilitdtskonstante, L fur die Lange der Driftzelle, E fur das
elektrische Feld der Driftzelle, T, fur die Standardtemperatur von 0° C, T fur die Temperatur, p fir den
Druck und p,, fur den Standarddruck von 1 bar. Mit der lonenmobilitatskonstante (K) kann anschlie3end

der Kollisionsquerschnitt (Q; engl.: collisional cross section; CCS) der Analytionen Uber die Mason-

Schamp-Gleichung [152; 153] berechnet werden:

N =

i<2_ﬂ>
16 \pkT) %€

Q= NK

Mit Q fur den Kollisionsquerschnitt, K fur die lonenmobilitatskonstante, N fur die Driftgasdichte, p fir die
reduzierte Masse der Kollisionspartner, k fur die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur, e fir die
Ladung des Elektrons und z fiir die Ladung des lons. Da die Temperatur, der Druck und die
Driftgasdichte unter den experimentellen Bedingungen konstant gehalten werden, ist der
Kollisionsquerschnitt im Wesentlichen abhangig von p und K. IM liefert in Kombination mit nativer MS

ergénzende Informationen Uber die Gro3e, Form und Stabilitat von Proteinen und Proteinkomplexen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Chemikalien

Verwendete, herkdbmmliche Chemikalien wie Salze und Lésungsmittel wurden entweder von Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA), Carl-Roth (Karlsruhe, Deutschland), Merk Millipore (Billerica, USA) oder
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bezogen. Weitere Chemikalien und Reagenzien sind im

Folgenden aufgefihrt:

Acetonitril (ACN), LC-MS-Qualitéat Thermo Fisher Scientific,
Ammoniumhydrogencarbonat Sigma Aldrich

BS3 Life Technilogies, Carlsbad, USA
DEPC Sigma Aldrich

Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich

Ethanol, 99.8% (v/v), LC-MS-Qualitét Carl Roth

Ameisensaure (FA), LC-MS-Qualitat Thermo Fisher Scientific
lodacetamid (IAA) Sigma Aldrich
N-hydroxysuccinimidyl-Acetat (NHS-Acetat) Tokyo Chemical Industry, Prafektur Tokio, Japan
Natriumacetat Sigma Aldrich
Sulfo-N-hydroxysuccinimidyl-Acetat Thermo Fisher Scientific
Trifluoressigsaure (TFA) Thermo Fisher Scientific
TrisBase (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) Sigma Aldrich
Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) Sigma Aldrich

Urea, 99.8% GERBU Biotechnik, Heidelberg
Wasser, LC-MS-Qualitat Thermo Fisher Scientific

4.1.2 Kommerziell erhaltliche Reagenzien

InstantBlueTM Protein Stain Abcam, Cambridge, UK
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate - Detection Reagent 1 Thermo Fisher Scientific
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate - Detection Reagent 2 Thermo Fisher Scientific
InvitrogenTM NovexTM NuPAGE® LDS Sample Buffer (4 x) Thermo Fisher Scientific
InvitrogenTM NovexTM NuPAGE® MES SDS Running Buffer ~ Thermo Fisher Scientific
(20 x)

InvitrogenTM NovexTM NuPAGE® Reducing Agent (10 x) Thermo Fisher Scientific
InvitrogenTM NovexTM NuPAGE® Antioxidant Thermo Fisher Scientific
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard Thermo Fisher Scientific

Novex™ Tricine SDS Running Buffer (10 x) Thermo Fisher Scientific
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Tween™ 20 Surfact-Amps™ Detergent Solution, 10 % (m/v) Thermo Fisher Scientific
Phosphate buffered saline Sigma Aldrich
RapiGest Waters Corporation, Milford, USA

4.1.3 Verbrauchsmaterialien

NuPage Mini Gels Thermo Fischer Scientific
Novex 16 % Tricine Gels Thermo Fischer Scientific
Amersham™ Protran® Premium nitrocellulose Western GE Healthcare, Chicago, USA

Blotting membrane, 0,2 pm

Micro Bio-Spin™ P-6 Gel Columns Bio-Rad, Hercules, USA
Disposable PD 10 Desalting Columns GE Healthcare, Chicago, USA
Glass Capillaries GC100T-10 Harvard Apparatus, Holliston, USA
Glass Capillaries GC100TF-10 Harvard Apparatus, Holliston, USA

SS Emitter, ES542, Electropolished, Edelstahl LC/MS Thermo Scientific
Emitter, O.D. 150 um, I.D. 30 um
ZipTip C18-Pipettenspitzen Sigma Aldrich

4.1.4 Enzyme

Trypsin (Trypsin Sequencing Grade) Roche

Trypsin (Sequencing Grade Modified Trypsin) Promega

Chymotrypsin Roche

Uberstand Clostridium Botulinum Type B-Kultur  Prof. Dr. Reinhard Jahn (AG Jahn MPI fiir
multidisziplindre Naturwissenschaften, Goéttingen,
Deutschland)

415 Proteine

Synaptobrevin-2-Varianten

696,4 uM Syb(1-96) und 2,870 mM Syb(49-96) wurden in 20 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsédure (HEPES), 150 mM Kaliumchlorid (KCI), 0,1 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin-
hydrochlorid (TCEP), 1 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) pH 7,4 bei -80 °C gelagert. 156,2 uM
Syb-2(1-116) wurde in 1 % (m/v) 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS),
20 mM HEPES, 150 mM KCI, 0, mM TCEP, 1 mM EDTA pH 7,4 bei -80°C gelagert. Die
unterschiedlichen Varianten von Synaptobrevin-2 wurden von Dr. Caroline Haupt, AG Schmidt ZIK

HALOmem, MLU Halle-Wittenberg, zur Verfigung gestelit.
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Loslicher AN-SNARE-Komplex

Der losliche AN-SNARE-Komplex besteht aus Syntaxin-l1A ohne Habc Doméne und ohne
Transmembrandoméane (Stx1A(188-259)), aus SNAP-25 (SNAP25(1-206)) bei welchem Cysteine zu
Serinen mutiert wurden und der kurzen Variante von Synaptobrevin-2 mit halbem SNARE-Motiv sowie
der Juxtamembrandomane (Syb(49-96)). Stx1A(188-259), SNAP25(1-206) und Syb(49-96)
entsprechen der Sequenz aus Rattus norvegicus. 3,4 mg/mL léslicher AN-SNARE-Komplex wurden in
20 mM HEPES, <1000 mM Natriumchlorid, 0,1 mM TCEP bei -80 °C gelagert. Der I8sliche AN-
SNARE-Komplex wurde von Dr. Angel Pérez-Lara, AG Jahn MPI Géttingen, fur biophysikalische

Chemie, zur Verfigung gestellt.

Proteoliposomen mit Synaptobrevin-2

Fir die Proteoliposomen mit Synaptobrevin-2 wurde das Protein in seiner gesamten Lange verwendet
(Syb(1-116)). Syb(1-116) entspricht der Sequenz aus Rattus norvegicus. Proteoliposomen bestehend
aus 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DOPQC), 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamin (DOPE), 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoserin (DOPS) und Cholesterol in
einem molaren Verhdltnis von 5:2:2:1 (n/n/n/n) in 20 mM HEPES, 150 mM KCI, 0,1 mM TCEP pH 7
sowie Syb(1-116) in einem Protein zu Lipid Verhaltnis von von 300:1 (n/n) wurden von Dr. Caroline

Haupt, AG Schmidt ZIK HALOmem, MLU Halle-Wittenberg, zur Verfligung gestellt.

Proteoliposomen mit AN-SNARE-Komplex

Der AN-SNARE-Komplex besteht aus der Transmembrandoméne und der cytosolischen Doméne von
Synatxin-1A  ohne die N-terminale Habc Doméne (Stx1A(183-288)), der verkirzten
Synaptobrevin-2-Variante (Syb(49-96)) und SNAP-25 (SNAP25(1-206)) bei welchem Cysteine zu
Serine mutiert wurden. Stx1A(183-288), SNAP25(1-206) und Syb(49-96) entsprechen der Sequenz aus
Rattus norvegicus. Proteoliposomen bestehend aus 4 mM DOPC, DOPS und Cholesterol in einem
Verhaltnis von 26:4:10 (n/n/n) in 150 mM Kaliumgluconat, 20 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
(MOPS) pH 7,4 und einer Grdf3e von 100 nm sowie 8 uM A-N-SNARE-Komplex in einem Protein zu
Lipid Verhaltnis von 1:500 (n/n). Die Proteoliposomen mit inkorporiertem AN-SNARE-Komplex wurden

von Dr. Marcelo Ganzella, AG Jahn MPI Géttingen, fiir biophysikalische Chemie, zur Verfiigung gestellt.
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4.1.6 Antikérper

Sekundar- Hersteller/ Spezies Verdunnung

Antikérper Katalognummer

Anti-Mouse 1gG Sigma Aldrich/ Merck/  Kaninchen, 1:100.000

(Gesamtmolekul) A9044 polyklonal, IgG-gereingt

—Peroxidase AK

Anti-Rabbit 1gG Sigma Aldrich/ Merck/  Ziege, polyklonal, IgG-gereingt 1:100.000

(Gesamtmolekiil) A0545

—Peroxidase AK

Primar- Hersteller/ Spezies Verdiinnung

Antikérper Katalognummer

Anti-SNAP25 Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt,  1:10.000
110 011BT mit Biotinlabel

Anti-Synaptobrevin-2 Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt,  1:10.000
104 211 K.O. verifiziert, K.D. gepruft

Anti-Synaptogyrin-1 Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt 1:1.000
103 011

Anti-Synaptophysin-1 Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt,  1:5.000
101 011 K.O. verifiziert, K.D. verifiziert

Anti-Synaptophysin-1/2  Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt 1:5.000
101 111

Anti-Synaptoporin Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt 1:1.000
102 011

Anti-Synaptotagmin-1 Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt 1:1.000
105 011

Anti-Syntaxin-1A Synaptic Systems/ Maus, monoklonal, IgG-gereingt,  1:5.000
110111 K.D. verifiziert

Anti-VAMP 1/2/3 Synaptic Systems/ Kaninchen, polyklonal, 1:5.000
104 203 affinitatsgereinigt, K.D. verifiziert

Anti-V-ATPase a Synaptic Systems/ Kaninchen, polyklonal, 1:1.000

109 003

affinitétsgereinigt, K.D. gepruft
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4.1.7 Gerate
4.1.7.1 Chromatographiesysteme und Zubehor

Nano-HPLC-System DionexUltiMate 3000 RSLCnano System, Thermo Scientific

Vorsaule p-Precolumn C18 PepMap 100, C18, 300 um I.D., Partikelgro3e 5 pym;
Thermo Scientific

Analytische Saule HPLC column Acclaim® PepMap 100, C18, 75 uym I.D., Partikelgrof3e
3 um; Thermo Scientific

Chromatographie-System AKTA™ pure chromatography system, General Electric, Boston, USA

Préaparative Saule SuperdexTM peptide 3.2/300

4.1.7.2 Massenspektrometer

Q Exactive Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap Thermo Scientific

Q Tof Ultima, maodifiziert fir Transmission hoher Massen Waters/MS Vision

4.1.7.3 Laborgerate

XCell SureLock® Mini-Cell Thermo Fischer Scientific

Owl HEP-1 Semi Dry Electroblotting Apparatur Thermo Fischer Scientific

Luminescent image Aanalyzer LAS-4000 Fujifilm Corporation
DeNovix Spectrophotometer DS 11+ DeNovix Inc.
Micropipette Puller p-1000 Sutter Instruments

Sputter Coater Q150R S Quorum Technologies



36 | MATERIAL UND METHODEN

4.1.8 Software

XVis Grimm et al. 2015 [154]
Perseus 1.6.2.3 Tyanova et al. 2016 und Cox und Mann 2012 [155; 156]

CroCo 0.6.2 Bender und Schmidt 2019 [157]
MassLynx 4.0 Waters
Massign Morgner and Robinson 2012 [149]

MaxQuant 1.5.7.0 und Cox und Mann 2008, 2009, Cox et al. 2011, Schaab et al. 2012, Cox et

1.6.3.4 al. 2014, Tyanova et al. 2015 [125-128; 130]
Xcalibur 4.2.47 Thermo Fisher Scientific

pLink 1.2 Yang et al. 2012 [139]

pXtract 1.0.0.0 Yuan et al. 2012 [158]

pLink2 2.3.5 Chen et al. 2019 [140]

Pride Olivella et al. 2021 [159]

4.2 Methoden

421 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1.1 Gelelektrophorese mit Bis-Tris Polyacrylamidgelen

Zur Trennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 3,5 kDa bis 160 kDa wurde das NUPAGE®
System (Invitrogen) mit 4-12 %igen (m/v) Bis-Tris Polyacrylamidgelen (NuPage Mini Gels) verwendet.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben und ist im Folgenden kurz zusammengefasst. Die
Proben wurden in 1 x Probenpuffer (NUPAGE® LDS Sample Buffer) geldst. Disulfidbriicken wurden
durch Zugabe von 1 x Reduktionsmittel (NUPAGE® Reducing Agent) reduziert. AnschlieRend wurden
die Proben fiir 10 min bei 70 °C erhitzt. Als Laufpuffer wurde 1 x MES SDS Laufpuffer (NUPAGE® MES
SDS Running Buffer) verwendet und in die Kathodenkammer wurden 500 puL Antioxidationsmittel
(NuPAGE® Antioxidant) gegeben. Die Geltaschen wurden entweder mit den Proben oder mit 10 pL
Proteinmarker (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard) beladen. Die Trennung der Proteine

erfolgte fur 35 min bei einer konstanten Spannung von 200 V.

4.2.1.2 Gelelektrophorese mit Tricin-Polyacrylamidgelen

Zur Trennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 4 bis 30 kDa wurde das Novex™ System
(Invitrogen) mit 16 %igen (m/v) Tricin-Polyacrylamidgelen (Novex 16 % Tricine Gels) verwendet. Die
Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben und ist im Folgenden kurz zusammengefasst. Die

Proben wurden mit 1 x Probenpuffer (Novex® Tricine SDS Sample Buffer) versetzt und fir 2 min bei
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85 °C erhitzt. Als Laufpuffer wurde 1 x Novex™ Tricine SDS Laufpuffer (Novex™ Tricine SDS Running
Buffer) verwendet. Die Geltaschen wurden entweder mit den Proben oder mit 10 pL Proteinmarker
(SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Protein Standard) beladen. Die Trennung der Proteine erfolgte fiir 90 min

bei einer konstanten Spannung von 125 V.

4.2.1.3 Coomassiefarbung
Zur Farbung der Proteine im Gel wurden die Bis-Tris Polyacrylamidgele (4.2.1.1) und die Tricin-
Polyacrylamidgele (4.2.1.1) fur 16 h bei 25°C mit InstantBlue Protein Stain (Expedeon)-Lésung

inkubiert und anschlie3end mit Reinstwasser gewaschen, bis Uiberschiissiges Coomassie entfernt war.

4.2.1.4 Western Blots

Zur ldentifikation einzelner Proteine in einem Proteingemisch wurden Westerns Blots zur
Immundetektion mit Hilfe spezifischer Antikorper durchgefuhrt. Die im Gel aufgetrennten Proteine
(Kapitel 4.2.1.1 und 4.2.1.1) wurden mit Hilfe der Owl HEP-1 Semi Dry Electroblotting Apparatur
(Thermo Fischer Scientific) auf eine Nitrocellulose Blotting Membran (Amersham Protran Premium
Nitrocellulose Western blotting membranes, 0,2 um) unter Verwendung von 1,44 % (m/v) Glycin,
0,303 % (m/v) TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), 0,1 % SDS (m/v), 10 % (v/v) Methanol als
Transferpuffer Ubertragen. Proteine aus Bis-Tris Polyacrylamidgelen (4.2.1.1) wurden fir 2 h bei 50 mA
und Proteine aus Tricingelen (4.2.1.1) fir 3 h bei 50 mA transferiert. Die Membran wurde mit 1 x PBS,
0,001 % (m/v) Tween 20, pH 7,4 (PBS-T) dreimal fur 10 min gewaschen und fir 1 h mit 5% (m/v)
Milchpulver, PBS-T inkubiert, um freie Bindungsstellen der Membran mit Milchproteinen zu blockieren.
Nach dreimaligem Waschen fur 10 min mit PBS-T Puffer wurde die Membran fur 16 h bei 4 °C mit dem
Primarantikorper, verdinnt in 1 % (m/v) BSA, PBS-T inkubiert. Die Membran wurde dreimal fir 10 min
mit PBS-T Puffer gewaschen und anschlieBend mit dem Sekundarantikdrper, verdinnt in 1 % (m/v)
BSA, PBS-T fur 1 h bei 25 °C inkubiert. Nach dem letzten dreimaligen Waschen fiir 10 min mit PBS-T
wurde die Membran mit 1 mL Pierce ECL Western Blotting Substrat 1 und Substrat 2, 1:1 (v/v) benetzt.
Die Chemilumineszenz wurde mit Hilfe des Luminescent Image Analyzers LAS-4000 (Fujifilm

Corporation) detektiert.

4.2.1.5 Bestimmung der Proteinkonzentration
Um die Konzentration der Proteinlésungen zu bestimmen, wurde die Extinktion der Proben bei 280 nm

unter Verwendung eines DeNovix Spectrophotometers DS 11+ bestimmt. Hierfir wurden 2 pL Probe
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auf den Probentrager aufgetragen und die Extinktion abgelesen. Als Blindwert diente die Extinktion des
Puffers der zu bestimmenden Proteinlésung. Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration der
verschiedenen Synaptobrevin-2-Varianten wurde anhand der Aminosauresequenz der molare
Extinktionskoeffizient berechnet. Die Extinktion der synaptischen Vesikel wurde gemessen und die
Proteinkonzentration mit dem molaren Extinktionskoeffizienten von Bovinem Serumalbumin (BSA)

berechnet.

4.2.1.6 Praparation synaptischer Vesikel

Zur Praparation synaptischer Vesikel wurde eine modifizierte Version [160] einer urspringlich 1976
entwickelten Methode [161] verwendet. Fur einen Praparationsansatz wurden 20 Hirne von sechs
Wochen alten Wistar Ratten zunachst in Homogenisierungspuffer (5 mM HEPES, 320 mM
Saccharose), pH 7,4 gelagert. Die Rattenhirne wurden in 200 mL
Homogenisierungspuffer/Proteaseinhibitor (5 mM HEPES, 320 mM Saccharose, 0,2 mM PMSF,
1 pg/mL Pepstatin, 0,1 % (v/v) Ethanol, 0,1 % (v/v) DMSO) pH 7,4 in einem 60 mL Glas-Teflon
Homogenisator bei 900 min-t in 9 Mahlvorgdngen homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 2.700 min-
1 (Thermo Scientific SS-34 Rotor) fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet (P1) wurde verworfen und der
Uberstand (S1) bei 10.000 mint (Thermo Scientific SS-34 Rotor) fur 15 min zentrifugiert. In diesem
Zentrifugationsschritt setzen sich Synaptosomen als weiches, weil3es Pellet ab. Die schwereren
Mitochondrien setzen sich als festeres, schwarzes Pellet unter den Synaptosomen ab. Der Uberstand
(S2) wurde verworfen. Das Synaptosomenpellet (P2.1) wurde fir einen wiederholten Waschschritt in
10 mL Homogenisierungspuffer resuspendiert, wobei Mitochondrien, welche sich als schwarzer
Ruckstand absetzten, zuriickgelassen wurden. Die Suspension wurde bei 11.000 min't (Thermo
Scientific SS-34 Rotor) fur 15 min zentrifugiert (P2.2). Die Synaptosomen (P2.2) wurden in 24 mL
Homogenisierungspuffer resuspendiert. Fir die Spaltung der Synaptosomen durch osmotischen Druck
wurde die Suspension mit 216 mL Lysepuffer (2,5 mM HEPES, 0,1 mM PMSF, 0,5 ug/mL Pepstatin,
0,05 % (v/v) Ethanol, 0,05 % (v/iv) DMSO) versetzt. Die Synaptosomen wurden bei maximaler
Homogenisierungsgeschwindigkeit in 4 Mahlvorgangen aufgeschlossen und das Lysat bei 16.500 min-1
(Thermo Scientific SS-34 Rotor) fur 20 min zentrifugiert. Das Pellet (LP1) wurde verworfen, der
Uberstand (LS1) abgenommen und bei 256.630 x g fiir 2 h zentrifugiert. Das Pellet (LP2) wurde in 6 mL
Saccharoselésung (40 mM Saccharose, 5 mM HEPES) pH 7,4 mit Hilfe des Homogenisators bei

900 min-tin 3 Mahlvorgéangen resuspendiert. Das Homogenat (LP2) wurde zunachst mit Hilfe einer 20G
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Nadel und im Anschluss einer 27G Nadel ergdnzend resuspendiert. Mit Hilfe eines Gradientenmischers
(Gradient master, Biocomp) wurde zweimal aus 18 mL 50 mM Saccharoselésung (5 mM HEPES) pH
7,4 und 18 mL 800 mL Saccharoselésung (5 mM HEPES) ein kontinuierlicher Saccharosegradient
hergestellt. Jeweils 3 mL des Homogenats (LP2) wurden auf 36 mL Saccharosegradienten gegeben
und bei 25.000 min! (Beckman Coulter SW 28 Rotor) fur 4 h aufgetrennt. Nach der Zentrifugation
befinden sich die synaptischen Vesikel auf Grund ihrer Dichte in der Fraktion von 200 mM bis 400 mM
Saccharose (Huttner et al. 1983). Im Bereich dieser Fraktion tritt nach der Zentrifugation eine
erkennbare Tribung auf. Es wurden jeweils 15 mL der vesikelhaltigen Saccharosefraktion (200 bis
400 mM Saccharose) abgenommen und vereint. 30 mL der vesikelhaltigen Saccharoselésung wurden
auf eine Grolenausschlusschromatographiesaule, gefillt mit porésen Glaskugeln kontrollierter
PorengdRe von 3000 A, geladen. Die Auftrennung erfolgte mit einer Flussrate von 40 mL/h unter
Verwendung von Glycinpuffer als Laufmittel (300 mM Glycin, 5 mM HEPES) pH 7,4. Das
Chromatogramm wurde bei einer Wellenlange von 280 nm (Pharmacia Biotech Control Unit UV-1)
aufgezeichnet. Das Eluat wurde in 12mL groBen Fraktionen aufgefangen. Das erhaltene
Chromatogramm weist seit der Entwicklung der Methode einen typischen Verlauf mit zwei Peaks auf.
Huttner et al. [160] und Takamori et al. [21] hatten gezeigt, dass sich die synaptischen Vesikel in den
Fraktionen des zweiten Peaks befinden. Die Fraktionen des zweiten Peaks wurden vereint und die
Vesikel bei 256.630 x g fur 2 h pelletiert. Die pelletierten synaptischen Vesikel wurden in 500 pL
Homogenisierungspuffer mit Hilfe eines 1 mL Glas-Teflon Homogenisators in 3 Mahlvorgéangen bei
850 min-! resuspendiert. Erganzend wurde zuerst mit Hilfe einer 20G und im Anschlu mit einer 27G
Nadel resuspendiert. Die synaptischen Vesikel wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Marcelo Ganzella,
AG Jahn MPI Goéttingen, fur biophysikalische Chemie und unter Assistenz von Susann Kostmann, AG

Schmidt ZIK HALOmem, MLU Halle-Wittenberg, préapariert.

4.2.1.7 Botulinum Neurotoxin B Spaltung von Synaptobrevin-2 synaptischer Vesikel

BoNT B spaltet Synaptobrevin-2 spezifisch zwischen den Aminosauren Glutamin76 und
Phenylalanin77. Die Aminsosauren 1 bis 76 entsprechen dem Grof3teil der cytosolischen Doméane von
Synaptobrevin 2 (Aminoséauren 1 bis 96). Fir die Spaltung wurde der Uberstand einer Clostridium
Botulinum Typ B-Kultur verwendet, welcher BoNT B enthélt. 4 Vol SVs mit einer Konzentration von

2 pg/pL wurden mit 1 Vol BoNT B fir 60 min bei 37 °C inkubiert. 5 Vol fusionierte Vesikel (4.2.1.9)
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wurden mit 1 Vol BoNT B inkubiert. 6 Vol AN-SNARE-SVs (4.2.1.8) wurden mit 1 Vol BoNT B inkubiert.

Die Spaltung von Synaptobrevin-2 wurde mit Hilfe von Western Blots (4.2.1.4) tUberprdft.

4.2.1.8 Bindung des AN-SNARE-Komplexes an Synaptobrevin-2 synaptischer Vesikel

Der losliche AN-SNARE-Komplex bindet an Synaptobrevin-2 welches in der Membran synaptischer
Vesikel verankert ist. Um sicherzustellen, dass jede Kopie von Synaptobrevin-2 an einem ldslichen
AN-SNARE-Komplex bindet, wurden die synaptischen Vesikel mit dreifach molarem Uberschuss an
I6slichem  AN-SNARE-Komplex versetzt. Der Massenanteil von Synaptobrevin-2 —am
Gesamtproteinanteil der synaptischen Vesikel ist 8,60 % [21]. Synaptische Vesikel mit einer
Konzentration von 2 pug/pL haben anndhrungsweise eine Konzentration von 13,6 pmol/pL
Synaptobrevin-2. 3,4 ug/uL l6slicher AN-SNARE-Komplex hat eine Konzentration von 83 pmol/uL
Synaptobrevin-2. Fiir einen dreifachen molaren Uberschuss wurden 2 Vol 2 pg/uL SVs mit 1 Vol
3,4 pg/uL léslichem AN-SNARE-Komplex fur 16 h bei 4 °C inkubiert. BONT B kann Synaptobrevin-2
nicht spalten, wenn es im AN-SNARE-Komplex gebunden ist. Zur Uberpriifung, dass kein
ungebundenes Synaptobrevin-2 mehr vorliegt, wurden die mit AN-SNARE-Komplex inkubierten
synaptischen Vesikel (AN-SNARE-SVs) mit BoNT B versetzt und anschlieend ein Western Blot

durchgefthrt (4.2.1.7).

4.2.1.9 Fusionierung synaptischer Vesikel mit Proteoliposomen

Fir die Fusionierung von synaptischen Vesikeln mit Liposomen wurden Proteoliposomen mit
AN-SNARE-Komplex verwendet. Fur die Fusionierung wurden 3 Vol 2 pg/uL SVs (4.2.1.6) mit 1 Vol
Proteoliposomen mit einer GréRBe von 100 nm, 4 mM Lipidmischung (4.1.5) und 8puM
AN-SNARE-Komplex fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Uberpriifung ob nach der Fusionierung der
synaptischen Vesikel noch ungebundenes Synaptobrevin-2 vorliegt wurden die fusionierten Vesikel mit

BoNT B versetzt (4.2.1.7) und anschlie3end ein Western Blot (4.2.1.4) durchgefihrt.

4.2.2 Methoden der Massenspektrometrie
4.2.2.1 Quervernetzung mittels BS3

Quervernetzung der Synaptobrevin-2-Varianten

Um einen idealen Quervernetzungsgrad der Synaptobrevin-2-Varianten zu ermitteln, wurden
verschiedene Proteinkonzentrationen jeweils mit unterschiedlichen Konzentrationen des

Quervernetzungsreagenzes Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3) inkubiert. Hierfir wurden die Proben
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mit unterschiedlichen Volumina an 25 mM BS3 in Reinstwasser versetzt und fur 1 h bei 25 °C und

300 mint in einem Thermomixer inkubiert.

Quervernetzung der synaptischen Vesikel

Die Proben (4.2.1.6, 4.2.1.7, 4.2.1.8 und 4.2.1.9) wurden mit einer finalen Konzentration von 10 mM

BS3 in Reinstwasser versetzt und fur 1 h bei 25 °C und 300 min! in einem Thermomixer inkubiert.

4.2.2.2 Proteinmodifizierung

Proteinmodifizierung mittels Sulfo-NHS-Acetat

Synaptische Vesikel entsprechend einer Proteinmenge von 30 pg wurden in 5 bzw. 10 mM Sulfo-NHS-
Acetat (S-NHS-Acetat) fur 15 min bei 23 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte erst eine Ethanolfallung
(4.2.2.3) und anschlieRend ein proteolytischer Abbau in Losung (4.2.2.5). Die modifizierten Peptide

wurden mittels LC-MS/MS analysiert (4.2.2.7).

Proteinmodifizierung mittels DEPC

Synaptische Vesikel entsprechend einer Proteinmenge von 30 pg wurden in 5 bzw. 10 mM DEPC fur
10 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Ethanolfallung der Proteine (4.2.2.3). Fur die
Hydrolyse der modifizierten Proteine wurde das geféllte Protein in 20 uL 8 M Urea in 25 mM Tris-HCI,
pH 7,9 geldst und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die Reduktion der Disulfidbriicken wurde
die Proteinlésung mit 20 uL 10 mM DTT in 8 M Urea in 25 mM Tris-HCL, pH 7,9 versetzt und fir 30 min
bei 23 °C inkubiert. Die Alkylierung erfolgte durch die Zugabe von 20 pL 60 mM IAA in 8 M Urea in
25 mM Tris-HCI, pH 7,9 und anschlieRender Inkubation fir 30 min bei 23 °C. Die Probelésung wurde
auf eine Konzentration von 2 M Urea mit 100 mM Ammoniumbicarbonat, pH 8,5 eingestellt. Die Proteine
wurden Uber Nacht bei 37 °C mit Trypsin (Promega) hydrolysiert (Enzym:Protein, 1:20). Die erhaltenen
Peptide wurden unter Verwendung von C18-Spinsaulen (ZipTips) entsalzen. Hierfur wurden die ZipTips
zweimal mit 30 pL 60 % ACN (v/v)/0,05 % FA (v/v) equilibriert. Anschlielend wurden die ZipTips dreimal
mit 30 pL 0,05 % FA (v/v) eingestellt und anschlieRend mit der Peptidldsung beladen. Die beladenen
ZipTips wurden dreimal mit 30 pL 0,05 % FA (v/v) gespllt. Die Elution erfolgte zweimal mit 20 pL 60 %

ACN (v/v)/0,05 % FA (v/v). Die Salz-freie Peptidlésung wurde bis zur Trockene eingeengt.

Die Proteinmodifizierungsexperimente wurden von Dr. Marie Alfes geb. Barth, AG Schmidt ZIK

HALOmem, MLU Halle-Wittenberg, durchgefihrt.
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4.2.2.3 Ethanolfallung

1 Vol Probe wurde mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetat, pH 5,3 und 3 Vol eiskaltem Ethanol versetzt. Die
Proteine prazipitierten anschlieRend fur 16 h bei -20 °C. Danach wurden die Proteine bei 4 °C fir 30 min
und 13.000 x g pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Proteinpellet wurde anschlieRend mit 4 Vol
eiskaltem 80 % (v/v) Ethanol gewaschen und wiederholt bei 4 °C fiir 30 min und 13.000 x g zentrifugiert

und der Uberstand verworfen. Das Proteinpellet wurde im Vakuumkonzentrator getrocknet.

4.2.2.4 Proteolytischer Abbau im Gel und Peptid Extraktion

Proteolytischer Abbau im Gel

Der proteolytische Abbau von Proteinen aus dem Gel erfolgte nach einer etablierten Methode [113;
114]. Die Probe bzw. das Proteingemisch wurde mittels Gelelektrophorese (4.2.1.1, 4.2.1.2) getrennt
und das Gel mit Coomassie gefarbt (4.2.1.3). Die Proteinbanden wurden ausgeschnitten und in ca.
1 x1mm grol3e Sticke geschnitten. Bevor die Proteine mit einer Peptidase hydrolysiert wurden,
wurden die Gelstiicke gewaschen, die Disulfidbricken reduziert und die Cysteine alkyliert. Um die
Gelstlicke zu waschen, wurden sie mit 150 pL Reinstwasser fur 5 min, bei 26 °C und 1.050 min-!
gewaschen und der Uberstand verworfen. Die Inkubationsschritte wurden jeweils in einem Thermomixer
durchgefuhrt. Fir einen weiteren Waschschritt wurden die Gelstiicke mit 150 uL ACN fir 15 min, bei
26 °C und 1.050 min! dehydratisiert und der Uberstand verworfen. Die Gelstiicke wurden im
Vakuumkonzentrator fir 5 min getrocknet. Zur Reduzierung der Disulfidbriicken wurden die Gelstlicke
mit 100 uL 10 mM Dithiothreitol (DTT) in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8,0 versetzt und fir
50 min bei 56 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen. Es folgte eine Inkubation
mit 150 pL ACN fiir 15 min bei 26 °C und 1.050 min-t um samtliches DTT zu entfernen. Der Uberstand
wurde verworfen. Zur Alkylierung wurden die Gelstlicke mit 100 uL 55 mM lodoacetamid (IAA) in
100 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8,0 versetzt und fiir 20 min, bei 26 °C und 1.050 min't im
Dunkeln inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Gelstiicke mit 150 uL 100 mM
Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8,0 fur 15 min bei 26 °C inkubiert. Danach wurden 150 uyL ACN
hinzugegeben und noch einmal fir 15 min bei 26 °C inkubiert, um die Gelstiicke zu entfarben. Der
Uberstand wurde verworfen. Zur Entfernung des restlichen IAAs und Coomassies wurden die Gelstiicke
in 150 uL ACN fiir 15 min, bei 26 °C und 1.050 min'! inkubiert. Nach Entfernung des Uberstandes
wurden die Proben im Vakuumkonzentrator getrocknet. AnschlieRend wurden die Proteine hydrolysiert.

Die getrockneten Gelstlicke wurden fir die Hydrolyse mit 0,1 ug/uL Trypsin (1:20 Enzym:Protein) in
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41,7 mM Ammoniumhydrogencarbonat, 0,125 mM Salzséure, 4,2 mM Calciumchlorid oder mit
0,1 pg/pL Chymotrypsin (1:20 Enzym:Protein) in 41,7 mM Ammoniumhydrogencarbonat, 0,125 mM
Salzséure, 4,2 mM Kaliumchlorid versetzt, bis die Gelstiicke keinen weiteren peptidasehaltigen Puffer
aufgenommen haben. Um ein Eintrocknen der Gelstlicke wahrend der Proteolyse zu verhindern wurden
die rehydratisierten Gelsticke mit 50 uL 47,6 mM Ammoniumhydrogencarbonat, 4,7 mM
Calciumchlorid Proteolysepuffer Giberschichtet. Die Proteine wurden fiir 16 h bei 37 °C mit Trypsin oder

bei 25 °C mit Chymotrypsin hydrolysiert.

Peptidextraktion

Wahrend der Proteolyse der Proteine diffundieren die Peptide bereits teilweise aus den Gelstiicken in
den Uberstand. Zur vollstandigen Extraktion der tryptischen Peptide wurden die Gelstiicke in
Proteolysepuffer mit 50 uL Reinstwasser versetzt und fiir 15 min bei 37 °C und 1.050 min inkubiert. Es
wurden zusatzlich 50 uL ACN zu den Proben gegeben und die Proben ein weiteres Mal fir 15 min bei
37 °C und 1.050 min't inkubiert. Der peptidhaltige Uberstand wurde abgenommen und aufbewahrt. Um
restliche Peptide aus den Gelstucken zu extrahieren wurden die Gelstiicke mit 5 % (v/v) FA versetzt
und fur 15 min bei 37 °C und 1.050 min inkubiert. Die Gelstiicke wurden zusatzlich mit 50 uL ACN
versetzt und fur 15 min bei 37 °C und 1.050 min- inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit
dem zuvor gewonnenen Uberstand vereinigt. Der vereinte peptidhaltige Uberstand wurde im
Vakuumkonzentrator bis zur Trockene eingeengt. Firr die Peptidextraktion nach der Hydrolyse mit

Chymotrypsin wurden alle Schritte bei 25 °C durchgefihrt.

4.2.2.5 Proteolytischer Abbau in Losung

Der proteolytische Abbau komplexer Proben wurde in Ldsung durchgefuhrt. Hierfur wurde das
Proteinpellet der Ethanolfallung (4.2.2.3) in 10 pL 1 % (m/v) RapiGest® geldst. AnschlieBend wurden fir
die Reduktion der Disulfidbriicken 10 pL 50 mM Dithiothreitol in 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat,
pH 8,5 hinzugegeben und die Probe fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurden fur die Alkylierung der
Cysteine 10 pL 100 mM lodoacetamid in 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8,5 hinzugegeben
und im Dunkeln fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Fir die Proteolyse wurde 0,1 pug/uL Trypsin (1:100 bis 1:20,
Enzym:Protein, 0,1 bis 0,5 pug/uL in 50 mM FA) zugegeben. Die Probe wurde mit 25 mM
Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8,5 auf eine RapiGest® (Waters) Konzentration von 0,1 % (m/v)

verdiinnt und die Proteine anschliel3end fiir 16 h bei 37 °C hydrolysiert. Zur Hydrolyse des RapiGest®
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wurde die Probe mit 20 pL 5 %iger (v/v) TFA versetzt und fur 2 h bei 37 °C inkubiert. Zur Fallung des
hydrolysierten RapiGest® wurde die Probe bei 13.000 min-! fiir 30 min zentrifugiert. Der peptidhaltige
Uberstand wurde abgenommen und im Vakuumkonzentrator bis zur Trockene eingeengt. Fur den
Verdau von quervernetzten synaptischen Vesikeln wurden alle Schritte mit doppeltem Volumen und mit

einer Trypsin Konzentration von 0,5 pg/uL durchgefuhrt.

4.2.2.6 Anreicherung quervernetzter Peptide

Die Anreicherung der quervernetzten Peptide erfolgte mittels Grolenausschlusschromatographie unter
Verwendung einer AKTA™ pure Anlage. Zunéchst wurde das Peptidpellet (4.2.2.3) in 60 L 60 % (v/v)
ACN, 0,1 % (v/v) TFA geldst und fiir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. 50 uL des Uberstandes wurden
auf eine SuperdexTM peptide 3.2/300-Saule aufgetragen. Die isokratische Trennung erfolgte mit 60 %
(v/v) ACN, 0,1 % (v/v) TFA mit einer Flussgeschwindigkeit von 50 pL/min. Die Extinktion des Eluenten
wurde bei 280 nm gemessen. Peptidhaltige Fraktionen von je 50 pL wurden anhand des UV-Spektrums
ausgewabhlt. Fraktionen mit geringer Peptidkonzentration wurden vereinigt. Alle Fraktionen wurden im

Vakuumkonzentrator zur Trockene eingeengt.

4.2.2.7 Analyse von Peptiden mittels LC-MS/MS

Die LC-MS/MS Analyse erfolgte unter Verwendung einer Nanofluss Umkehrphasenchromatographie
HPLC (DionexUltiMate 3000 RSLCnano System, Thermo Scientific; Mobile Phase A: 0,1 % (v/v) FA;
Mobile Phase B: 80 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) FA) gekoppelt mit einem Q Exactive Plus Hybrid

Quadrupole-Orbitrap Massenspektrometer (Thermo Scientific).

Auftrennung der Peptide

Die Peptide wurden auf eine Vorséaule (u-Precolumn C18 PepMap 100, C18, 300 um 1.D., Partikelgrof3e
5 um; Thermo Scientific) aufgetragen um Salze abzutrennen. Die Auftrennung der Peptide erfolgte
anschlielend mit einer Flussgeschwindigkeit von 300 nL/min auf einer C18-Kapillarséule (50 cm, HPLC
column Acclaim® PepMap 100, C18, 75 uym |.D., PartikelgroRe 3 um, Thermo Scientific) bei einem
linearen Gradienten der Mobilen Phase B von vier bis 90 % (v/v). Die Gradientenlaufzeit zur Auftrennung
der Peptide welche durch einen In-Gel-Verdau gewonnen wurden (4.2.2.4) betrug 69 min. Die
Gradientenlaufzeit der Peptide aus einem Losungsverdau (4.2.2.5) betrug 95 min. Fur chemisch-
modifizierte Peptide (4.2.2.2) betrug die Gradientenlaufzeit 271 min. Die Peptide eluierten direkt in das

Massenspektrometer.
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Konditionen des Massenspektrometers

Am Emitter wurde eine Sprayspannung von 2,8 kV angelegt, die Temperatur der Transferkapillare
betrug 275 °C. Die normalisierte Kollisionsenergie lag bei 30 %. Die Aufzeichnung der Spektren erfolgte
im datenabhangigen Modus. Die MS Spektren des Massenbereichs von Peptiden wurden in der Orbitrap
(m/z 350 — 1600) mit einer Auflésung von 70.000 und einer automatischen Verstarkungsregelung (AGC,
von englisch automatic gain control) von 3-10°¢ generiert. Die kollisioninduzierte Dissoziation (HCD von
engl. higher-energy collisional dissociation) erfolgte unter einer AGC von 1-10°. Es wurden jeweils die
20 intensivsten lonen fragmentiert, wobei bereits fragmentierte lonen fir 30 Sekunden von einer
weiteren Fragmentierung ausgeschlossen wurden. Fir die HCD-Fragmentierung wurden lonen mit
einem Ladungszustand von 2+ bis 7+ ausgewahlt. Es erfolgte eine interne Kalibrierung mit Hilfe der

Lockmasse m/z 445,120025 [162].

4.2.2.8 Analyse quervernetzter Peptide mittels LC-MS/MS unter Verwendung eines Q Exactive

Plus Massenspektrometer
Die Analyse der quervernetzen Peptide mittels LC-MS/MS erfolgte analog zu der Analyse von Peptiden
(4.2.2.6). Quervernetze Peptide wurden Uber einen Gradienten von 92 min aufgetrennt. Quervernetzte
Peptide, welche nach Bindung des I6slichen AN-SNARE-Komplexes an synaptische Vesikel (4.2.1.8)
gewonnen wurden, wurden Uber einen Gradienten von 152 min aufgetrennt. Fur die HCD-

Fragmentierung wurden zusatzlich zweifach geladene lonen ausgeschlossen.

4.2.2.9 Datenanalyse von Peptiden zur Proteinidentifizierung
Fur die Identifizierung von Proteinen wurden die gewonnenen Rohdaten mit entsprechenden

Datenbanken abgeglichen. Fir den Datenbankabgleich wurde die Software MaxQuant verwendet.

Identifizierung verschiedener Synaptobrevin-2-Varianten

Fur die Identifizierung der verschiedenen Synaptobrevin-2-Varianten wurde MaxQuant v1.5.7.0
verwendet. Als Datenbank diente die Aminoséduresequenz der verschiedenen Varianten, wobei
Aminosaurereste der Thrombinschnittstelle berlicksichtigt wurden. Die Massentoleranz des
Vorlauferions sowie der Fragmentionen wurde auf 20 ppm festgelegt. Die Peptide wurden durch
tryptische oder chymotryptische Spaltung gewonnen. Es wurde definiert, dass die Peptide maximal zwei
ungeschnittene Spaltungsstellen aufweisen. Carbamidomethylierung der Cysteinreste und Oxidation

der Methioninreste wurden als variable Modifikation zugelassen.
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Identifizierung des Proteoms synaptischer Vesikel

Fur die Identifizierung des Proteoms der préparierten synaptischen Vesikel (4.2.1.6) wurde MaxQuant
v1.6.3.4 verwendet. Als Datenbank wurde das Uniprot Referenzproteom der Spezies Rattus norvegicus

(31.568 Proteine, Stand vom 26.09.2018, UniProt Proteom ID: UP000002494) verwendet. Die

Massentoleranz des Vorlauferions wurde auf 4,5 ppm und der Fragmentionen auf 0,5 Da festgelegt. Die
Peptide wurden durch tryptische Spaltung gewonnen und es wurden maximal zwei ungeschnittene
Spaltungsstellen zugelassen. Carbamidomethylierung der Cysteinreste und Oxidation der
Methioninreste wurden als variable Modifikation definiert. Flr die Quantifizierung der Proteine wurden
iBAQ-Intensitdten  [132] ermittelt. Der iBAQ entspricht dem Quotienten aus allen
Peptidsignalintensitaten die einem Protein zugeordnet werden konnen und der Anzahl aller theoretisch
maoglichen tryptischen Peptide der verwendeten Datenbank. Mit der Software Perseus v1.6.2.3 wurden
Kontaminationen wie Keratine oder Trypsin aus der Liste der identifizierten Proteine entfernt. Es wurden
alle Proteine entfernt, welche lediglich an Hand ihrer posttranslationalen Modifikationen identifiziert
werden konnten, sowie Proteine, welche einen MaxQuant Score von unter 100 aufwiesen. Mit Hilfe der
Perseus Software wurde die mediane iBAQ-Intensitat der Replikate ermittelt und Streudiagramme

erstellt.

4.2.2.10 Datenanalyse zur ldentifizierung quervernetzter Peptide

Snaptobrevin-2-Varianten

Die Identifizierung der quervernetzten Peptide verschiedener Synaptobrevin-2-Varianten erfolgte mit
Hilfe der Software pLink v1.2. Als Datenbank wurden die Aminosduresequenzen der exprimierten
Proteine verwendet. Zunachst wurden die Rohdaten mit pXtract in das MGF- Format (Mascot
Generisches Format) umgewandelt und dann pLink v1.2 fir den Abgleich der Daten mit den
Datenbanken verwendet. Es wurden die folgenden Parameter fir den Abgleich festgelegt: als
Fragmentierungsmethode wurde HCD-Fragmentierung und als Enzym, Trypsin definiert. Als variable
Modifikationen wurde Carbamidomethylierung der Cysteine und Oxidation der Methionine zugelassen.
Als Quervernetzungsreagenz wurde BS3 mit einer Reaktivitat beider funktionellen Gruppen mit Lysin
und dem N-Terminus definiert. Fir die Identifizierung der Nebenreaktionen wurde in einer separaten
Suche BS3 mit einer Reaktivitat der ersten funktionalen Gruppe mit Lysin, Serin, Threonin, Tyrosin oder
dem N-Terminus und einer Reaktivitat der zweiten funktionalen Gruppe mit Serin, Threonin, Tyrosin

oder dem N-Terminus definiert.
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Quervernetzte Varianten synaptischer Vesikel

Fur die Identifizierung der quervernetzten Peptide wurde aus den 400 Proteinen mit den hdchsten
medianen iBAQ-Intensitéten (4.2.2.9) eine Datenbank erstellt (SV-Fasta). Die Rohdateien wurden mit
der Datenbank abgeglichen. Die Datenbanksuche erfolgte mit der Software pLink2 v2.3.5. Fir die
Datenbanksuche wurden die folgenden Parameter definiert: Die Peptide wurden durch tryptische
Spaltung gewonnen und es wurden maximal zwei ungeschnittene Spaltungsstellen zugelassen, die
minimale PeptidgréRe wurde als 600 Da und 4 AS und die maximale Peptidgrof3e als 6000 Da und 60
AS definiert, die Massentoleranz des Vorlauferions wurde auf 20 ppm und die Massentoleranz der
Fragmentionen auf 20 ppm festgelegt, Carbamidomethylierung der Cysteinreste und Oxidation der
Methioninreste wurden als variable Modifikation definiert, als Fragmentierungsmethode wurde HCD, als
Quervernetzungsreagenz wurde BS3 mit einer Reaktivitat mit Lysin und dem N-Terminus und ein FDR

von 0,05 definiert. Die generierten Tabellen wurden mit Hilfe der CroCo Software [157] formatiert.

Die von pLinkl und pLink2 identifizierten Spektren wurden ergdnzend manuell validiert. Wobei
berlicksichtigt wurde, dass fir beide Peptide eine Fragmentionenserie von mindestens drei
Fragmentionen detektiert wurde (y- und/oder b-lonen), die Hauptsignale eines Spektrums zugeordnet

wurden und die zugeordneten Signale eine Intensitat grol3er als das Hintergrundrauschen haben.

4.2.2.11 Herstellung von Emittern zur Elektrosprayionisation

Emitter fur die Elektrosprayionisation wurden aus Glaskapillaren (Glass Capillaries GC100T-10, Glass
Capillaries GC100TF-10) selbst hergestellt. Die Glaskapillaren wurden mit dem Micropipette Puller p-
1000 (Sutter Instruments) zum Ziehen von Kapillaren unter Erhitzung in zwei symmetrische Glasemitter
gezogen. Hitze und Zugkraft wurden so gewahlt, dass der Emitter eine geschlossene, mdglichst diinne
Spitze aufweist [145]. Fur die elektrische Leitfahigkeit der Emitter wurden die Glasemitter mit Gold
beschichtet. Hierfr wurde die Beschichtungsanlage Sputter Coater Q150R S (Quorum) entsprechend

der Herstellervorgaben verwendet.

4.2.2.12 Probenvorbereitung fur die native Massenspektrometrie
Um Proteine in die Gasphase Uberfiuhren zu kdnnen, wurde der Lagerpuffer gegen 200 mM
Ammoniumacetat, pH 7,0 ausgetauscht. Hierflir wurde zunachst der Puffer einer Micro Bio-Spin™ P-6

Gelfiltrationsséule (Bio-Rad) dreimal mit 0,5 mL 200 mM Ammoniumacetat, pH 7,0 bei 1000 x g fur
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1 min ausgetauscht. AnschlieRend wurden 20 pL Probe auf die Saule aufgetragen und der Lagerpuffer

der Proteine fur 4 min bei 1000 x g ausgetauscht. Das Filtrat wurde direkt fir die Messung eingesetzt.

Bei detergenzhaltigen Proben wurden der Lagerpuffer mit Hilfe einer PD10 Gelfiltrationsséaule (GE
Healthcare, 2,1 mL Saulenvolumen, Stationare Phase: Sephadex G25) gegen 200 mM

Ammoniumacetat, pH 7,0 entsprechend der Herstellerangaben ausgetauscht.

4.2.2.13 Native Massenspektrometrie zur Analyse intakter Proteinkomplexe

Fiur die Messung intakter Proteinkomplexe wurden 2 bis 4 yL der Probe (4.2.2.12) in einen Emitter
(4.2.2.11) Uberfuhrt. Der Emitter wurde mit Hilfe einer Pinzette getffnet. Die Messungen erfolgten an
einem Q-TOF Ultima (Waters), welches speziell fir die Transmission gro3er Massen modifiziert wurde
(MS Vision) [147]. An den Emitter wurde eine Spannung von 1,5 bis 1,7 V und auf den Probenkegel,
sowie die RV-Linse eine Spannung von 80 V angelegt. Die Kollisionsenergie variierte zwischen 40 und
100 V. Die Massenspektren wurden extern mit Hilfe einer 100 mg/mL Casiumiodid-Ldsung kalibriert

[163].

4.2.2.14 Auswertung der Nativen MS Spektren

Die erhaltenen Massenspektren weisen fiir jeden Proteinkomplex eine Signalserie auf. In einer
Signalserie entspricht jeder Peak einem Ladungszustand bei seinem m/z-Verhéltnis. Die Daten aus
mindestens 100 gemessenen Spektren wurden zusammengefasst. Ist eine Signalserie identifiziert,
ergibt sich daraus die Masse des Proteinkomplexes. Fur die Annotierung verschiedener Signalserien
wurde die Software Massign verwendet. Die Software simuliert eine theoretische Signalserie mit den
entsprechenden Ladungszustanden. Die Ausgangsparameter (Ladungszustand und m/z-Verhéltnis des
intensivsten Peaks) wurden verandert, bis die theoretische Signalserie mit den Signalen aus dem

Spektrum Ubereinstimmten.

4.2.2.15 lonen-Mobilitat-Massenspektrometrie-Messungen

Die Kollisionsquerschnitte (Q) wurden an einem speziell konstruierten IM-Massenspektrometer [150],
mit Helium als Puffergas, gemessen. Die lonen wurden mit Hilfe einer nanoESI-Quelle generiert und in
einem Sanduhr-férmigen Eintritts-Funnel angereichert. Die Transmission der lonen in die Driftzelle
erfolgt in 150 ps langen Pulsen und einer Injektionsspannung von 30 V. Die Transmission durch die

Driftzelle erfolgte in einem schwachen elektrischen Feld (~15 V/cm) in Helium-Puffergas (~5 mbar).
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Nach Freigabe aus der lonenmobilititszelle wurden die lonen mit einem Q-Massenfilter
massenselektiert und ihre Verteilung der Ankunftszeit (ATD) durch Messung des zeitabhangigen
lonenstroms der m/z-selektierten Spezies aufgezeichnet. Die ATD wurde bei finf Driftspannungen
(1200-1000 V) aufgezeichnet und durch mehrere Gaul3-Funktionen angepasst. Der Mittelwert jeder
Gauffunktion entspricht der Driftzeit einer einzelnen Spezies und wird mit Hilfe der Mason-Schamp-

Gleichung [152; 153] in den Kollisionsquerschnitt umgerechnet (3.4.5).

Die IM-MS-Messungen und Auswertungen wurden von Waldemar Hoffmann, AG Prof. Dr. Kevin Pagel,

Institut fir Chemie und Biochemie, Freie Universitéat Berlin, durchgefihrt.

4.2.2.16 Verfugbarkeit der Daten

Die gewonnen Rohdaten der massenspektrometrischen Experimente der Experimente mit Proteinen
synaptischer Vesikel wurden beim ProteomeXchange Consortium
(http://proteomecentral.proteomexchange.org) Uber das PRIDE-Partner-Repositorium ([164]), mit der

Datensatzkennung Kennung PXD020859, hinterlegt.
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5 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Interaktionen der Proteine intakter synaptischer Vesikel.
Die Identifizierung der Proteininteraktionen synaptischer Vesikel erfolgte unter der Verwendung der

chemischen Quervernetzung in Kombination mit MS.

5.1 Praparation und Charakterisierung der synaptischen Vesikel!

Um die Interaktionen der Proteine synaptischer Vesikel identifizieren zu kdénnen, mussten diese
zunachst intakt gewonnen werden. Danach wurde ihre Gesamtproteinkonzentration bestimmt. Zur
Charakterisierung wurden zunéchst ausgewahlte Proteine immunologisch nachgewiesen und zuletzt

Nachweise flr die Fusionsfahigkeit der synaptischen Vesikel durchgefihrt.

5.1.1 Praparation der synaptischen Vesikel?

Synaptische Vesikel kdnnen anhand ihrer Dichte und Gré3e aus Rattenhirnen prépariert werden. Far
die Préparation der synaptischen Vesikel wurde die etablierte Methode nach Nagy et al. (1976) und
Hutter et al. (1983) [160; 161] angewandt. Die Gewinnung von Synaptosomen erfolgte durch
Homogenisierung von Rattenhirnen. Die  Synaptosomen wurden anschlieBend durch
Differentialzentrifugation von anderen Zellbestandteilen abgetrennt. Die Freisetzung der synaptischen
Vesikel aus den Synaptosomen erfolgte durch osmotische Lyse. Mit Hilfe der
Dichtegradientenzentrifugation in einem kontinuierlichen Saccharosegradienten wurden Bestandteile
der lysierten Synaptosomen, welche eine andere Dichte als die, der synaptischen Vesikel aufwiesen,
abgetrennt. AnschlieBend erfolgte die Abtrennung der Synaptosomenbestandteile mit &hnlicher Dichte
durch eine GroRenausschlusschromatographie. Als stationdare Phase dienten spezielle pordse
Glaskugeln mit einer PorengréRe von 3000 A. Die Konzentration nach  der
Grolenausschlusschromatographie wurde durch Ultrazentrifugation der vesikelhaltigen Fraktion und
anschlieBender Resuspendierung der synaptischen Vesikel erhéht. Die Auswahl an Fraktionen mit

synaptischen Vesikeln erfolgte anhand der Literaturangaben, da das Chromatogramm seit der

1 Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden publiziert in Wittig S, Ganzella M, Barth M, Kostmann S, Riedel
D, Pérez-Lara A, Jahn R, Schmidt C. Cross-linking mass spectrometry uncovers protein interactions
and functional assemblies in synaptic vesicle membranes. Nature Communications. 2021 Feb
8;12(1):858.

2 Die Praparationen synaptischer Vesikel erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Marcelo Ganzella, AG
Jahn MPI fir biophysikalische Chemie, Gottingen, sowie unter Assistenz von Susann Kostmann, AG
Schmidt ZIK HALOmem, MLU Halle-Wittenberg.
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Entwicklung der Methode im Jahr 1983 [160] einen vergleichbaren Kurvenverlauf mit zwei
Absorptionsmaxima aufweist. Die unterschiedlichen Fraktionen dieser etablierten Methode wurden in
anderen Studien auf unterschiedliche Markerproteine untersucht, um festzustellen in welchen
Fraktionen die synaptischen Vesikel enthalten sind [160; 21; 165]. Demnach sind in den Fraktionen des
ersten Absorptionsmaximums heterogene Membranvesikel mit einem Durchmesser grof3er 100 nm

enthalten und in den Fraktionen des zweiten Absorptionsmaximums die synaptischen Vesikel [21].

Abbildung 12 zeigt eines der Chromatogramme der GréR3enausschlusschromatographie aus insgesamt
12 Praparationen. Wie in der Literatur beschrieben, weist das Elutionsprofil zwei Absorptionsmaxima
auf. In der gezeigten Praparation wurden die Fraktionen 53 bis 59 vereinigt, welche nach

Literaturangaben die synaptischen Vesikel enthalten.

SVF
r"*\
53 59
| |
: L5,
[a)
O
| | | | |
30 40 50 60 70
Fraktionen

Abbildung 12: Chromatogramm der GréRenausschlusschromatographie aus einer Préparation
synaptischer Vesikel.

Die Fraktionen sind gegen die optische Dichte bei 280 nm (OD_g) aufgetragen. Das Chromatogramm zeigt zwei Maxima. Die
Fraktionen 53 bis 59 mit synaptischen Vesikel (SV F) sind markiert.

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den praparierten synaptischen Vesikeln um intakte synaptische Vesikel
handelt, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen vor und nach der letzten Ultrazentrifugation
durchgefiihrt®. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen den Einfluss der letzten

Ultrazentrifugation auf die synaptischen Vesikel. Abbildung A. 1A zeigt die elektronenmikroskopische

3 Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Dr. Dietmar Riedel / Abteilung Strukturelle
Dynamik; MPI fir biophysikalische Chemie, Géttingen, aufgenommen und zur Verfiigung gestellt.
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Aufnahme der vereinigten Fraktionen mit synaptischen Vesikeln vor der letzten Ultrazentrifugation. Die
Aufnahme zeigt intakte Vesikel mit einer Grof3e von ca. 100 nm. Die Vesikel weisen weder
Deformationen noch Aggregationen auf. Abbildung A. 1B zeigt die Aufnahme der synaptischen Vesikel
nach der letzten Ultrazentrifugation. In der Aufnahme sind deutlich mehr intakte synaptische Vesikel mit
einer GroRe von ca. 100 nm zu sehen als in der Aufnahme vor der letzten Ultrazentrifugation
(Abbildung A. 1A und Abbildung A. 1B). Auch nach der Ultrazentrifugation sind die synaptischen Vesikel

nicht deformiert und es sind auch keine Aggregate zu sehen.

Synaptische Vesikel weisen Uber 200 unterschiedliche Proteine auf [21]. Als Nachweis, dass die
praparierten synaptischen Vesikel ebenfalls eine Vielzahl an Proteinen aufweisen, wurde eine
SDS-PAGE mit den synaptischen Vesikeln mit Hilfe des anionischen Tensids Natriumdodecylsulfats
geldst und die Proteine der synaptischen Vesikel durchgefiihrt und anschliel3end das Gel mit Coomassie
eingefarbt. Abbildung 13 zeigt ein exemplarisches Gel mit den Proteinen synaptischer Vesikel. Gele mit
Proteinen synaptischer Vesikel weisen im gesamten Bereich des Proteinmarkers von 6 kDa bis 196 kDa
Proteinbanden auf. In der Abbildung wurden die theoretischen Laufhéhen einiger ausgewahlter
Markerproteine synaptischer Vesikel angedeutet, um zu veranschaulichen das im gesamten Bereich
des Proteinmarkers Proteinbanden zu erwarten waren. Die etablierte Methode nach Hutter et al. und

Nagy et al. [160; 161] wurde demnach erfolgreich angewandt um synaptische Vesikel zu gewinnen.
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[kDa] M SVs

198 ,- V-ATPase-a 95,6 kDa
08 .- SV2A 82,7 kDa

62 .
49 . \V-ATPase-B 56,6 kDa
- _~~- Synaptotagmin-1 47,4 kDa
28 ::\ Synaptoporin 29,1 kDa
17 "\~ Synaptogyrin-1 25,7 kDa

14
N cspP 22,1 kDa
6 *. Synaptobrevin-2 12,7 kDa

Abbildung 13: Exemplarisches Gel einer der Praparationen synaptischer Vesikel.

Beispielhaftes Gel einer SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung mit Proteinen synaptischer Vesikel (SVs) einer der
zwolf erfolgten Praparationen. Fir ausgewahlte Proteine synaptischer Vesikel wurde die Laufhdhe anhand des Molekulargewichts
angedeutet. Das Molekulargewicht der Proteine des Proteinmarkers (M) sind angegeben.

5.1.2 Ausbeute der Praparationen

Um mit vergleichbaren Gesamtproteinkonzentrationen zu arbeiten, wurde zunachst die
Gesamtproteinkonzentration der praparierten synaptischen Vesikel bestimmt. Fir die Bestimmung der
Gesamtproteinkonzentration wurde die Extinktion bei 280 nm gemessen. Die Messung erfolgte mit Hilfe
eines Mikrovolumen-UV/VIS-Spektralphotometers, um den Verlust an synaptischen Vesikeln durch die
Gesamtproteinbestimmung so gering wie moglich zu halten. Die Umrechnung der Extinktion in die
Proteinkonzentration erfolgte mit dem molaren Extinktionskoeffizienten des Standardproteins BSA
(43,824 Mtcm™). In Tabelle 1 sind die durchgefiihrten Praparationen mit den entsprechenden
Gesamtproteinkonzentrationen aufgelistet. Fir die Durchfuhrung der folgenden Versuche wurden zwolf
Praparationen synaptischer Vesikel verwendet. Eine vergleichbare Gesamtproteinkonzentration der
unterschiedlichen Préaparationen wurde durch Verdinnung der synaptischen Vesikel auf eine

Proteinkonzentration von 2 pg/uL erzielt.
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Tabelle 1: Ausbeute der Praparationen synaptischer Vesikel.

Auflistung der Praparationen synaptischer Vesikel mit der erzielten Gesamtproteinkonzentration in pg/pL.

Praparation Gesamtproteinkonzentration Praparation Gesamtproteinkonzentration
[pg/ulL] [ug/uL]
1 2,8 7 2,7
2 2,6 8 10,2
3 9,5 9 8,1
4 1,8 10 4,6
5 10,1 11 11,2
6 2,0 12 5,9

5.1.3 BONT B-Assay

Waéhrend der Praparation kdnnten sich invertierte synaptische Vesikel ausgebildet haben. Im Szenario
invertierter synaptischer Vesikel, befanden sich luminale Proteindomé&nen im Cytosol und cytosolische
Proteindoméanen im Lumen. So beféande sich auch die cytosolische Doméane von Synaptobrevin-2 im
Lumen. Anhand der erzielten Chromatogramme der GroéfRenausschlusschromatographie,
elektronenmikroskopischen Aufnahmen und der Coomassie-gefarbten Gele kénnen invertierte
synaptische Vesikel nicht ausgeschlossen werden. Daher erfolgte der Nachweis invertierter
synaptischer Vesikel mit Hilfe eines BONT B-Assays. BoNT B spaltet Synaptobrevin-2 spezifisch
zwischen den Aminosauren Glutamin76 und Phenylalanin77 [42]. In Abbildung 14A ist der Spaltprozess
von Synaptobrevin-2 mit BONT B schematisch dargestellt. Fir die Spaltung von Synaptobrevin-2 mittels
BoNT B muss die cytosolische Doméne sterisch zugéanglich sein. Dies wére bei invertierten
synaptischen Vesikeln nicht der Fall, da sich die cytosolische Domane im Inneren der invertierten
Vesikel befinden wiirde. Fir diesen Kontrollversuch wurde der Uberstand einer Clostridium Botulinum
Type B-Kultur verwendet, welcher die leichte Kette und damit die Endopeptidase des Toxins (BoNT B)
enthielt. Die praparierten synaptischen Vesikel wurden mit steigender Menge BoNT B versetzt. Die
Detektion erfolgte immunologisch, mit Hilfe des Primarantikdrpers anti-VAMP 1/2/3, welcher sowohl an
intaktes Synaptobrevin-2 als auch an das Spaltprodukt von BoNT B (Aminoséauren 1-76) bindet.
Abbildung 14B zeigt die Aufnahme des Western Blots aus diesem Kontrollversuch. Die Kontrollprobe
ohne BoONT B zeigt eine Bande bei 16 kDa, welche dem Molekulargewicht von Synaptobrevin-2
entspricht. Bereits bei geringen Mengen an BoNT B ist ausschlie3lich eine Bande bei ca. 7 kDa zu
sehen, welche dem Molekulargewicht des Spaltproduktes von Synaptobrevin-2 (BoNT Spaltprodukt)

von 7976 Da entspricht. Bereits bei der kleinsten zugesetzten Menge an BoNT B konnte kein
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ungespaltenes Synaptobrevin-2 mehr nachgewiesen werden. Die cytosolische Doméane war fur das

BoNT B zuganglich. Der Kontrollversuch ergab somit keinen Hinweis auf invertierte synaptische Vesikel.
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Abbildung 14: Spaltung von Synaptobrevin-2 synaptischer Vesikel mit BoNT B.

(A) Schematische Darstellung der Spaltung von Synaptobrevin-2 mit BoNT B. Links ist ein synaptisches Vesikel mit intaktem
Synaptobrevin-2 (rot) schematisch dargestellt. Nach Inkubation mit BONT B (SV + BoNT B) ist rechts ein synaptisches Vesikel
mit einer verkirzten cytosolischen Doméane von Synaptobrevin-2 (dem Spaltprodukt) abgebildet (B) Western Blot der Spaltung
von Synaptobrevin-2 mit BoNT B. Synaptische Vesikel, mit 4 pg Gesamtprotein, versetzt mit steigendem Volumen des
Uberstandes einer BoNT B produzierenden Clostridienkultur (0,25 uL bis 2,00 yL). Sowohl das intakte Synaptobrevin-2
(ca. 16 kDa) in der Kontrollprobe, als auch das Spaltprodukt von Synaptobrevin-2 (ca. 7 kDa) wurden detektiert (Primarantikorper:
anti-VAMP 1/2/3, Sekundarantikorper: anti-Rabbit IgG (Gesamtmolekil)—Peroxidase AK).

5.1.4 Charakterisierung der synaptischen Vesikel*

Zur weiteren Validierung, dass es sich bei den préaparierten Vesikel um synaptische Vesikel handelt,
wurden ausgewahlte, in der Literatur beschriebene Hauptproteinkomponenten synaptischer Vesikel [22;
21] immunologisch nachgewiesen. Der Nachweis erfolgte mit spezifischen Antikdrpern. In
Abbildung A. 2 sind die Ergebnisse der immunologischen Detektion dargestellt. Hierfir wurde eine

SDS-Page mit den préparierten synaptischen Vesikeln durchgefuhrt und anschlieRend ein Western Blot

4 Die Anfertigung der Western Blots erfolgte durch Susann Kostmann, AG Schmidt ZIK HALOmem,
MLU Halle-Wittenberg
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mit anschlieBender immunologischer Detektion durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte durch die
spezifischen Primérantikdrper anti-V-ATPase-al, anti-Synaptotagmin-1, anti-Synaptophysin-1,
anti-Syntaxin-1A, anti-Synaptoporin, anti-Synaptogyrin-1, anti-SNAP25, anti-CS und
anti-Synaptobrevin-2. Alle ausgewahlten Hauptproteinkomponenten konnten mit Hilfe der spezifischen

Antikdrper nachgewiesen werden.

5.1.5 Fusion synaptischer Vesikel mit Proteoliposomen®

Ein Nachweis fur die Funktionsfahigkeit synaptischer Vesikel ist die Fé&higkeit zur Fusion mit
Proteoliposomen, welche den AN-SNARE-Komplex (AN-SNARE-Liposomen) enthalten. Wahrend der
native SNARE-Komplex aus Syntaxin-1A, Synaptobrevin-2 und SNAP-25 besteht, weist der
AN-SNARE-Komplex angepasste Varianten dieser Proteine auf. Die verwendete Syntaxin-1A-Variante
Stx1A(183-288) weist die Transmembranhelix zur Verankerung des Komplexes in der
Liposommembran auf, jedoch nicht die N-terminale Habc-Domane. Anstelle von Snyaptobrevin-2 steht
die verkirzte Synaptobrevin-2-Variante Syb(49-96), welche aus dem C-terminalen Teil des SNARE-
Motives besteht. Der SNAP-25-Variante SNAP25(1-206) fehlen die Palmitinsaurereste ber welchen
natives SNAP-25 in der prasynaptischen Membran verankert ist. Das native Synaptobrevin-2 der
synaptischen Vesikel bildet mit dem AN-SNARE-Komplex den SNARE-Komplex. Syb(49-96) wird dabei
verdrangt und die synaptischen Vesikel fusionieren mit den Proteoliposomen. In Abbildung 15 ist die

Fusion der synaptischen Vesikel mit den Proteoliposomen schematisch dargestellt.

5 Die DLS-Messungen erfolgten durch Dr. Marcelo Ganzella, AG Jahn MPI fir biophysikalische Chemie,
Gottingen
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Fusion von synaptischen Vesikeln mit
AN-SNARE-Liposomen.
AN-SNARE-Liposomen mit Stx1A(183-288), SNAP25(1-206) und Syb(49-96) fusionieren mit einem synaptischen Vesikel zu

Vesikeln mit groRerem Durchmesser. Die SNARE-Motive sind als Zylinder dargestellt. Die Annaherung von Synaptobrevin-2 an
den AN-SNARE-Komplex, sowie die N-terminale Bindung von Synaptobrevin-2 an den AN-SNARE-Komplex und die Verdrangung
von Syb(49-96) aus dem AN-SNARE Komplex ist dargestellt.

Zunachst wurde mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung Uberpriift, ob die synaptischen Vesikel
vollstdandig mit den AN-SNARE-Liposomen fusionieren. Um zu gewahrleisten, dass die
AN-SNARE-Liposomen einen anderen hydrodynamischen Durchmesser als den der synaptischen
Vesikel haben, wurden AN-SNARE-Liposomen mit einem Durchmesser von 400 nm verwendet. Die
synaptischen Vesikel wurden mit den AN-SNARE-Liposomen versetzt und der hydrodynamische
Durchmesser nach 0 min, 15 min, 60 min und 90 min gemessen. In Abbildung A. 3 sind die Ergebnisse
der Messung graphisch dargestellt. Nach 60 min ist das Signal im Bereich des hydrodynamischen
Radius synaptischer Vesikel bei 55 nm bis 73 nm kaum noch nachweisbar, wéhrend das Signal im
Bereich der fusionierten synaptischen Vesikel von 224 nm bis 296 nm deutlich Uberwiegt. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die préparierten synaptischen Vesikel mit AN-SNARE-Liposomen
fusionieren. Folglich sind die praparierten synaptischen Vesikel insofern funktionsfahig, dass sie zur

Fusion fahig sind.

5.2 Proteomanalyse synaptischer Vesikell®
Um die Interaktionen der Proteine synaptischer Vesikel identifizieren zu kénnen, wurde zunéchst die
Proteinzusammensetzung der préaparierten synaptischen Vesikel identifiziert. Dafur folgte eine

massenspektrometrische Proteomanalyse, welche qualitativ und quantitativ ausgewertet wurde.

6 Die Rohdaten der massenspektrometrischen Experimente dieses Kapitels wurden beim
ProteomeXchange Consortium (http:/proteomecentral.proteomexchange.org) Uber das PRIDE-
Partner-Repositorium ([164]), mit der Datensatzkennung PXD020859, hinterlegt.
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5.2.1 Identifizierung der Proteine synaptischer Vesikel

5.2.1.1 Ermittlung der iBAQ-Werte

Mit synaptischen Vesikeln aus funf unterschiedlichen Préparationen wurde (Préparation eins bis funf
aus Tabelle 1) eine SDS-Page durgefihrt und die Gele eingeféarbt. Die getrennten Proteine wurden mit
Trypsin hydrolysiert und die gewonnenen Peptide mittels LC-MS/MS analysiert’. AnschlieBend wurden
die erhaltenen Daten mit Hilfe der Datenbanksuchmaschine MaxQuant mit dem Proteom der Ratte
abgeglichen und damit die Proteine identifiziert. In Abbildung 16A sind die Gele der elektrophoretischen
Proteintrennung abgebildet. Die funf Gele weisen im gesamten Bereich des Proteinmarkers
Proteinbanden auf. Die Laufhéhen der Proteinbanden sind innerhalb der funf Praparationen
vergleichbar. Jede der funf Praparationen zeigt z.B. intensive Banden auf der HoOhe eines
Molekulargewichts von 14 kDa, 38 kDa, 62 kDa und 98 kDa. Die Intensitat der Banden der zweiten und
vierten Praparation ist in der Gesamtheit niedriger als die der anderen drei Praparationen. Als
Zahlenwert fur die Wahrscheinlichkeit mit welcher ein Protein identifiziert werden kann, wurde der
.MaxQuant Protein Score“ (MQ-Wert) ermittelt [131]. Je groRer der MQ-Wert, desto groRer ist die
Wahrscheinlichkeit dass das Protein eindeutig identifiziert wurde. In dieser Arbeit wurde als
Schwellenwert ein MQ-Wert von 100 festgelegt. In den funf Praparationen wurden 1010 Proteine
(Tabelle A. 1) mit einem MQ-Wert von Uber 100 identifiziert. Als weitere Bewertungsgrundlage wurden
die iIBAQ-Intensitaten ermittelt [132]. Der iBAQ-Wert ist der jeweilige Quotient aus der Summe der
Peptidsignalintensitaten die einem Protein zugeordnet werden kénnen und der Anzahl aller theoretisch
moglichen tryptischen Peptide der verwendeten Proteindatenbank. Die iBAQ-Intensitéten korrelieren
mit der Haufigkeit eines Proteins [132]. In Abbildung 16B wurden die iBAQ-Intensitéaten aller Proteine
mit einem MQ-Wert groRer 100 absteigend aufgetragen. Die flnf Préparationen zeigen einen
vergleichbaren Kurvenverlauf. Die Kurven sinken fir die intensivsten ca. 200 Proteine zunachst stark
ab, fur die folgenden ca. 600 Proteine folgt ein langer flacher Kurvenverlauf, welcher fur die letzten ca.

200 Proteinen wieder stark abféallt.

7 Die Durchfuhrung erfolgte durch Susann Kostmann, AG Schmidt ZIK HALOmem, MLU
Halle-Wittenberg
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Abbildung 16: Proteomanalyse von funf unterschiedlichen Praparationen synaptischer Vesikel.
(A) zeigt die Gele nach elektrophoretischer Auftrennung von 30 pg Protein synaptischer Vesikel von finf unterschiedlichen
Praparationen (Prap.) (B) Absteigende Auftragung der iBAQ-Intensitaten gegen die Anzahl identifizierter Proteine. In jeder
Praparation (siehe Legende) konnten iber 1000 Proteine mit einem MQ-Wert gréRer 100 identifiziert werden.

Um zu zeigen, dass die unterschiedlichen Praparationen miteinander vergleichbar sind, wurde der
bindre Logarithmus der jeweiligen iBAQ-Werte aus finf Replikaten paarweise in einem Streudiagramm
aufgetragen. Bei Praparationen mit vergleichbarer Proteinzusammensetzung fuhrt das Auftragen des
bindren Logarithmus der IBAQ-Werte zu einem diagonalen, linearen Kurvenverlauf. Ein
Uberexprimiertes Protein fUhrt beispielsweise zu einem Datenpunkt Uber der Diagonalen und ein
unterexprimiertes Protein zu einem Datenpunkt unterhalb der Diagonalen. Abbildung 17 zeigt die
Streudiagramme. Jedes der zehn Streudiagramme zeigt einen diagonalen Verlauf. Es liegen keine
Werte deutlich Gber oder unterhalb der Diagonalen. Die Streuung der Werte mit hohen iBAQ-Werten ist
geringer als die Streuung mit niedrigen iBAQ-Werten. An den Achsen ist zu erkennen, dass die totalen
iBAQ-Werte der Proteine fur jede Praparation unterschiedlich sind. Das Verhaltnis der iBAQ-Intensitét
zueinander ist jedoch gleichbleibend. Die finf Praparationen sind hinsichtlich ihrer
Proteinzusammensetzung vergleichbar und geben keinen Hinweis auf starke Schwankungen in der

Proteinzusammensetzung.
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Abbildung 17: Streudiagramme der iBAQ-Intensitéaten.

Der binére Logarithmus der iBAQ-Intensitaten der Proteine synaptischer Vesikel (log2(iBAQ)) mit einem MQ-Wert iber 100
(~1000 Proteine) wurden paarweise fir jede der finf Praparationen (Préap.) in zehn Streudiagrammen gegenibergestellt. Die

400 Proteine mit den hochsten iBAQ-Intensitaten sind blau hervorgehoben.

5.2.1.2 iBAQ-Werte der V-ATPase

Um die iBAQ-Werte der qualitativen Proteinzusammensetzung der praparierten synaptischen Vesikel
zu validieren, wurde der V-ATPase-Komplex als beispielhafter Proteinkomplex synaptischer Vesikel mit
bekannter Zusammensetzung ausgewabhilt. Der V-ATPase-Komplex besteht aus
16 Proteinuntereinheiten. Die Proteinuntereinheiten a, ¢, ¢, d, e, RNAseK (f), Ac45 und PRR bilden die
membranstandige Proteinkomplexuntereinheit Vo und die Untereinheiten A, B, C, D, E, F, G und H bilden
die cytosolische Proteinkomplexuntereinheit Vi (3.3.3). In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der
Proteomanalyse fiir den V-ATPase-Komplex aufgelistet. Es konnten 15 der 16 Proteinuntereinheiten
identifiziert werden. Die Proteinuntereinheite konnte nicht identifiziert werden, da die
Aminosauresequenz zu wenige Trypsinschnittstellen aufweist. Diese Ergebnisse stimmen gut mit
anderen Studien uberein, in welchen die Proteinuntereinheit e unter Verwendung von Trypsin ebenfalls
nicht identifiziert wurde [21; 72]. In einer anderen Studie konnte V-ATPase-e jedoch unter Verwendung
von Chymotrypsin massenspektrometrisch nachgewiesen werden [72]. Fur die Proteinuntereinheiten B,
C, G, a, c und d wurden unterschiedliche Isoformen identifiziert. In den funf Préparationen wurden die
Hauptisoformen der Proteinuntereinheiten der V-ATPase B2, C1, al und d1 mit einem deutlich hdheren
MQ-Score, héheren iBAQ-Werten (iBAQ 1 bis iBAQ 5) und einer héheren Sequenzabdeckung, als die

Isoformen B1, C2, a4 und d2 identifiziert. Die Proteinuntereinheiten c”, RNAseK (f) und Ac45 wurden
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erfolgreich identifiziert, obwohl die Proteinuntereinheiten nur vereinzelte Trypsinschnittstellen aufweisen
[166]. Der MQ-Wert liegt jedoch unter 100. Obwohl die Proteinuntereinheit ¢ kaum Trypsinschnittstellen
aufweist, konnte ein spezifisches Peptid fur diese Untereinheit in einer Praparation nachgewiesen
werden. In vorangehenden Studien konnte ¢ massenspektrometrisch nicht identifiziert werden [23; 22;
21; 28]. Die Proteinisoformen G1 und G2 wurden beide mit hohem MQ-Score, Sequenzabdeckungen
und iBAQ-Werten nachgewiesen. Die Proteinuntereinheit H ist fir die volle Aktivitat des
V-ATPase-Komplexes notwendig [167]. In den préparierten synaptischen Vesikeln wurden in allen finf
Préaparationen die V-ATPase-H mit einer Sequenzabdeckung von 85,7 % und einem MQ-Wert von
323,31 sowie hohen iBAQ-Werten nachgewiesen. Bei der gewéahlten Methode zur Praparation der

synaptischen Vesikel ist die V-ATPase-H somit nicht dissoziiert.

Tabelle 2: Identifizierung der Proteinuntereinheiten der V-ATPase.
Proteinname (Protein), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr.), Sequenzabdeckung (SA) in %, MQ-Wert und die
iBAQ-Werte sind fiir funf Replikate (iBAQ 1 bis iBAQ 5) gelistet. Proteinuntereinheiten mit einem MQ-Wert von unter 100 sind

gekennzeichnet (kursiv).

Protein UP-NT. SA[%] MQWert BAQ1 iBAQ2 IBAQ3  iBAQ4  IBAQS
V:;-Domane
V-ATPase-A D 99 32331 1,69E+10 9,60E+09 1,30E+10 6,11E+09 1,24E+10
AOATW2QBNO ' : ' ' : :
V-ATPase-B2 P62815 953 32331 149E+10 7.56E+09 1,66E+10 4,04E+09 1,23E+10
V-ATPase-C1 Q5FVI6 937 32331 560E+09 348E+00 7.18E+09 2,10E+00 4 ,63E+09
V-ATPase-D Q6P503 729 32331 361E+09 1,73E+09 638E+09 7,39E+08 3,89E+09
Gav7Ls;
V-ATPaseEl o OTEY o 881 32831 121E+10 933E+09 LG6E+10 359E+09  120E+10
V-ATPase-F  P50408: B2GUW7  83.2 24113  354E+09 208E+09 3,74E+09 7,56E+08 3,29E+09
V-ATPase-G1 B2GUV5 61 32331 6,65E+08 4,86E+08 7,25E+08 2,00E+08 5,79E+08
Q8R2HO;
V-ATPase-G2  AOAOG2K2R1: 822 32331 402E+09 1,83E+09 410E+09 8,12E+08 4,72E+09
AOAOG2KAG3
V-ATPase-H AO’EOQ%ZT'ff‘]Z? 857 32331 4,90E+09 1098E+09 572E+09 121E+09 3,99E+09
Protein UP-NT. SQ[%] MQ-Wert IBAQ1  IBAQ2 IBAQ3  IBAQ4  IBAQS
Vo-Domane
Acd5 QBIRFS 162 88906 493E+09 193E+09 6.14E+00 LGAE+09 4 40E+09
PRR (RENR) QB6AXS4 391 31099 7.37E+08 264E+08 6,99E+08 1,38E+08 4 18E+08
RNAseK D3ZIM6 9.2 30066  6,69E+09 3,34E+09 6,17E+09 1,16E+09 4,00E+09
(V-ATPase-f)
Q216B2; 021685:
V-ATPase-al P25286-2: 553 32331 276E+10 142E+10 271E+10 9,34E+09 2,12E+10
P25286: G3V887
V-ATPase-c P63081 99,4  277.95 584E+10 1,69E+10 B832E+10 1,02E+10 4,39E+10
V-ATPase-c” BOK022 122 35076 0 0 6,60E+06 0 0
V-ATPase-d1 Q5M7T6 789 32331 212E+10 132E+10 2.87E+10 8,66E+09 1,83E+10
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5.2.1.3 iBAQ-Werte ausgewahlter Proteine synaptischer Vesikel

Um den Kreislauf synaptischer Vesikel aufrecht zu erhalten, sind eine Vielzahl von Proteinen in den
unterschiedlichen Funktionsstadien involviert (3.2.2). In jedem der fiinf Praparationen wurden die
SNARE-Proteine Synaptobrevin-2, SNAP-25 und Syntaxin-1A nachgewiesen, die an der Exozytose
synaptischer Vesikel beteiligt sind. Aul3erdem wurden die Membranproteine Synaptotagmin-1, SV2A,
Synaptogyrin-1, Synaptophysin und Synaptoporin mit hohen iBAQ-Werten nachgewiesen. Ebenso
wurden die membranassoziierten Proteine RAB3A, CSP und Synapsin in jeder der Praparationen
nachgewiesen. Die Glutaminsauretransporter VGlul und VGlu2 sowie der y-Aminobuttersiure- und
Glycintransporter VIAAT wurden in jeder Préparation nachgewiesen. Proteine der clathrinvermittelten
Endozytose, wie beispielsweise Proteinuntereinheiten des AP2-Komplexs, wurden ebenfalls
nachgewiesen. Neben Proteinen der synaptischen Vesikel wurden auch bereits beschriebene
Kontaminationen mit peripheren Proteinen in den flnf untersuchten Praparationen nachgewiesen.
Hierzu gehdéren beispielsweise die Proteine der Signalwege KCC2A, Cytoskelettproteine wie
Tubulin a-1B, Stoffwechselenzyme wie G3P, Chaperone wie HSP7C oder auch Proteinuntereinheiten

von Proteasomen wie Psma5 und Proteinuntereinheiten von Ribosomen wie RS27A.

5.2.1 Quantitative Zusammensetzung synaptischer Vesikel

5.2.1.1 Relative iBAQ-Werte der Proteine synaptischer Vesikel

Neben der qualitativen Zusammensetzung synaptischer Vesikel spielt die Proteinstdchiometrie
innerhalb eines synaptischen Vesikels fur seine Funktionalitat eine wichtige Rolle. Die iBAQ-Werte
korrelieren mit der Haufigkeit eines Proteins [132]. Da jedoch der direkte Vergleich der iBAQ-Werte
zwischen zwei Proben nicht moglich ist, wurde der relative iBAQ-Wert bestimmt, welcher die
iBAQ-Werte normalisiert. Der relative iBAQ-Wert wurde fir jedes Protein mit einem MQ-Score von Uber
100 bestimmt. Der relative iBAQ-Wert eines Proteins ist der Quotient aus seinem iBAQ-Wert und der

Summe aller iBAQ-Werte.

5.2.1.2 Relative iBAQ-Werte der V-ATPase

Die Validierung der relativen iBAQ-Werte aus der quantitativen Proteomanalyse erfolgte erneut anhand
des V-ATPase-Komplexes, da fiir diesen Komplex die Stdchiometrie bekannt ist. In Abbildung 18A ist
die V-ATPase schematisch dargestellt. Die cytosolische Doméane Vi hat die Proteinst6chiometrie

AsB3CDE3FGs. Die Proteinuntereinheiten A und B2 bilden ein Hexamer AsBs aus. Die
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Proteinuntereinheit E1 bildet mit einer der Isoformen G1 oder G2 drei Dimere aus ((E1G1)z oder
(E1G2)3), welche fur die Bindung von Vi-ATPase an die membransténdige Doméne Vo-ATPase
verantwortlich sind. Die anderen Proteinuntereinheiten C1, D, F und H kommen mit einer Kopie je
V-ATPase Molekil vor. In Abbildung 18B sind die relativen iBAQ-Werte der Vi-ATPase in einem
Balkendiagramm dargestellt. Die Proteinuntereinheiten C1, D, F und H, welche nur mit einer Kopie je
Molekill vorkommen, haben einen vergleichbaren relativen iBAQ-Wert von ca. 0,005. Die
Proteinuntereinheiten A, B2 und E1, welche jeweils mit drei Kopien pro Molekil vorkommen, haben
einen relativen iBAQ-Wert von ca. 0,015. Die relativen iBAQ-Werte von A, B2 und E1 sind, wie auf
Grund ihrer Stochiometrie zu erwarten, dreimal héher als die Intensitaten der Untereinheiten C1, D, F
und H. Die relativen iBAQ-Werte der Proteinuntereinheiten G1 und G2 sind mit unter 0,005 niedriger als
erwartet. Da die iBAQ-Werte auf den Peptidsignalintensitaten beruht, kdnnte dies unter anderem an den
Uberlappenden Proteinsequenzen von G1 und G2 liegen. Der relative iBAQ-Wert von G1 (0,00016) ist
niedriger als der relative iBAQ-Wert von G2 (0,00110). Dieses Ergebnis stimmt gut mit vorangegangen
Studien Uberein, welche zeigten, dass G2 die Hauptisoform synaptischer Vesikel darstellt [72; 21]. Die
relativen iBAQ-Intensitaten einzelner Proteine kénnen auf Grund ihrer Aminosauresequenz abweichen.
Eine unglinstige Verteilung an Trypsinschnittstellen oder zu wenig Schnittstellen fihren zu nicht oder
schlecht ionisierbaren Peptiden und resultierender geringer oder nicht vorhandener Intensitat. Fir
sieben der acht Proteinuntereinheiten der Vi-ATPase stimmt das Verhaltnis der relativen iBAQ-Werte
mit der Stéchiometrie des Komplexes Uberein. Die Ergebnisse fir die Vi-ATPase zeigen, dass die
Bestimmung der relativen iBAQ-Intensitat fir die Quantifizierung der Proteine synaptischer Vesikel

geeignet ist.
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Abbildung 18: Quantitative Zusammensetzung der cytosolischen Vi-Doméne des

V-ATPase-Komplexes.
(A) Schematische Darstellung der V-ATPase. Die Proteinuntereinheiten der V;-ATPase sind hervorgehoben (blau). Die V-ATPase

ist mit der Isoform G2 dargestellt. (B) Balkendiagramm mit den relativen iBAQ-Werten (iBAQ) der Proteinuntereinheiten A, B2,
E1, G2, G1, D, F, C1und H.

Die membranstandige Vo-ATPase besteht aus den Proteinuntereinheiten al, co, c", d, e, RNAseK (f),
Ac45 und PRR (RENR) [72]. Die Proteinuntereinheiten c1, al und d1 wurden mit einem MQ-Wert Uber
100 nachgewiesen und somit wurde auch der relative iBAQ-Wert bestimmt. Die Proteinuntereinheit al
hat mit 0,0281 einen vergleichbaren relativen iBAQ-Wert, wie die Proteinuntereinheit d1 mit 0,0253 und
stimmt somit mit der beschriebenen Stdchiometrie der Vo-ATPase Uberein. Die Proteinuntereinheit c1
hat einen relativen iBAQ-Wert von 0,0581 und ist nur doppelt so hoch wie der relative iBAQ-Wert der
Proteinuntereinheiten al und d1. Auf Grund der Stéchiometrie der Vo-ATPase wurde fur c1 ein neunfach
hoéherer relativer iBAQ-Wert als fur al und d1 erwartet. Die niedrigeren relativen iBAQ-Werte kdnnten
auf die Hydrophobizitat und Anzahl der Trypsinschnittstellen von c¢1 im Vergleich zu al und dl1

zurlickzufiihren sein.

Die relativen iBAQ-Werte der Proteinuntereinheiten der membranstandigen Vo-ATPase sind deutlich
héher als die der Vi-ATPase. Die Proteinuntereinheit d1 hat mit einem relativen iBAQ-Wert (0,0253)
einen sechsfach héheren Wert als die Proteinuntereinheit D (0,0041), welche die gleiche Stéchiometrie
im Komplex aufweist. Auf Grund der relativen iBAQ-Werte ist davon auszugehen, dass in den

praparierten synaptischen Vesikeln mehr Vo-ATPase als Vi-ATPase vorliegt.
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5.2.1.3 Quantitative Zusammensetzung — ausgewahlte Proteine synaptischer Vesikel

In den aktuellen Modellen synaptischer Vesikel wird davon ausgegangen, dass jedes synaptische
Vesikel einen Satz an identischen Proteinen aufweist. Neben diesem Satz an identischen Proteinen
sind Subpopulationen synaptischer Vesikel bekannt. Diese Subpopulationen weisen beispielsweise
unterschiedliche Transportproteine fiir Neurotransmitter (Glutamat oder y-Aminobuttersaure) auf [26].
Ebenso liegen Isoformen der Proteine vor, je nach Lokalisation der synaptischen Vesikel im zentralen
Nervensystem, z.B. von Synapsin und SV2 [168]. Andere Proteine sind je nach Funktionsstadium
temporéar mit synaptischen Vesikeln assoziiert, wie z.B. der AP2-Komplex wéhrend der Clathrin-
vermittelten Endozytose [25]. In Abbildung 19 sind die relativen iBAQ-Werte der
Hauptproteinkomponenten der synaptischen Vesikel als Balkendiagramm dargestellt. Die Hohe der
Balken lasst auf das Verhdltnis der Proteine zueinander schlielen. Fir Synaptobrevin-2 wurde mit
0,1083 der hochste relative iBAQ-Wert ermittelt. Die relativen iBAQ-Werte von Synaptobrevin-2,
Synaptophysin und Synaptotagmin-1 haben ein Verhaltnis von ca. 4:2:1. Die ermittelten relativen
iBAQ-Werte korrelieren mit dem publizierten Verhaltnis dieser Proteine von 70:31:15 [21]. Proteine mit
einer vergleichbaren Anzahl an Kopien pro Vesikel weisen vergleichbare relative iBAQ-Werte auf.
Synaptogyrin-1 und CSP sind beispielsweise mit durchschnittlich 2 Kopien je synaptischem Vesikel
vertreten [21] und weisen vergleichbare relative iBAQ-Werte auf (Synaptogyrin-1 0,0408 und CSP
0,0438). Wahrend das SNARE-Protein Synaptobrevin-2 auf der Seite der synaptischen Vesikel
lokalisiert ist, sind die SNARE-Proteine SNAP-25 und Syntaxin-1A (Uberwiegend auf der
prasynaptischen Membran lokalisiert. Da synaptische Vesikel durch Endozytose aus der
prasynaptischen Membran wiedergewonnen werden, gelangt jedoch auch SNAP-25 und Syntaxin-1A
in die Membran der synaptischen Vesikel. SNAP-25 und Syntaxin-1A wurden mit deutlich niedrigeren
relativen iBAQ-Werten als Synaptobrevin-2 nachgewiesen, wonach auch deutlich weniger Kopien in der
Membran der synaptischen Vesikel verankert sind. SNAP-25 und Syntaxin-1A wurden mit relativen
iBAQ-Werten von 0,0004 und 0,0003 nachgewiesen. Vergleichbare relative iBAQ-Werte sprechen fir
eine gleiche Anzahl an Kopien je synaptischem Vesikel und somit dafiir das SNAP-25 und Syntaxin-1A
im gleichen Verhaltnis vorkommen. Ein 1:1 Verhaltnis von SNAP-25 und Syntaxin-1A kénnte darauf
hinweisen, dass die beiden Proteine als ein vorgeformter intermedidrer Akzeptor-Komplex (3.3.4) in die

Membran der synaptischen Vesikel integriert wurden.
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Abbildung 19: Balkendiagramm der relativen iBAQ-Werte der Hauptproteinkomponenten der

synaptischen Vesikel.

Die relativen IBAQ-Werte (iBAQe) ausgewahlter Proteine der synaptischen Vesikel sind als Balken in unterschiedlichen Farben
dargestellt (siehe Legende). Rechts ist ein synaptisches Vesikel schematisch dargestellt. Die Stochiometrie der einzelnen
Proteine ist angedeutet.

Die Proteomanalyse zeigt, dass die Proteinstochiometrie der unterschiedlichen préaparierten
synaptischen Vesikel vergleichbar ist und somit die synaptischen Vesikel aus unterschiedlichen
Praparationen fiir die weiteren Versuche verwendet werden kdnnen. Die qualitative und quantitative
Proteinzusammensetzung der praparierten synaptischen Vesikel wurde erfolgreich identifiziert. Mit der
angewandten Methode konnten Uber 1000 Proteine nach neustem Stand der Technik quantifiziert

werden. Die Ergebnisse der Hauptproteinkomponenten synaptischer Vesikel stimmen mit bereits

publizierten Proteinzusammensetzungen uberein [23; 22; 21; 28].
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5.3 Proteininteraktionen synaptischer Vesikel!®

Nach Bestimmung der quantitativen Zusammensetzung der synaptischen Vesikel, war es das Ziel die
Proteininteraktionen synaptischer Vesikel zu identifizieren. Die Identifizierung der Proteininteraktionen
synaptischer Vesikel erfolgte mit Hilfe des Quervernetzungsreagenzes BS3. BS3 reagiert mit der
Aminogruppe von Lysinresten und dem N-Terminus von Proteinen (3.4.2). Jeweils zwei Aminogruppen
welche sich in raumlicher Nahe zueinander befinden und somit die Voraussetzung fiir eine Interaktion
aufweisen, werden kovalent miteinander verknupft. Nach der Quervernetzung der Proteine wurde die
Position der Quervernetzung im jeweiligen Protein mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert

(3.4.2).

5.3.1 Identifizierung der quervernetzten Peptide

Die Identifizierung der Position der Quervernetzung erfolgte anhand etablierter Methoden [163; 169].
Hierfir wurden die praparierten synaptischen Vesikel aus vier Praparationen in 10 mM BS3 inkubiert
und anschlieRend die quervernetzten Proteine mit Trypsin hydrolysiert. Die in deutlich geringerer Anzahl
vorhandenen, quervernetzten Peptidpaare wurden mittels GroRRenausschlusschromatographie von
anderen Peptiden getrennt und die Fraktionen mit quervernetzten Peptiden mittels LC-MS/MS
analysiert. Zwei Replikate wurden an einem Orbitrap Fusion Tribrid Massenspektrometer (Thermo
Scientific)® und zwei Replikate an einem Q Exactive Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap
Massenspektrometer (Thermo Scientific) analysiert. Spektren quervernetzter Peptide wurden durch
einen Datenbankabgleich mit der Datenbanksuchmaschine pLink2 identifiziert. Die Datenbank fir die
Identifizierung der Proteininteraktionen wurde aus den Aminosaurensequenzen der 400 Proteine
synaptischer Vesikel mit den héchsten medianen relativen iBAQ-Werten erstellt (5.2.1), da die
iBAQ-Werte der Proteine mit der Haufigkeit der Proteine korreliert (5.2.1). Die Beschrankung der
Datenbank ist ein Kompromiss zwischen einer moglichst grof3en Datenbank fiir ein mdglichst grof3es
Interaktom und einer kleinen Datenbank um den Rechenaufwand der Datenbanksuche leisten zu
kénnen [170]. AbschlieBend wurden die identifizierten Spektren manuell validiert um die Anzahl falsch
positiver Zuordnung weitestgehend zu reduzieren [142]. Parameter fur die manuelle Validierung waren
eine Serie von mindestens drei Fragmentionen, sowie eine hdhere Intensitat der zugeordneten Signale
als das Signal-Rausch-Verhaltnis. Abbildung 20 zeigt beispielhaft eines der erzielten Massenspektren

eines intramolekular quervernetzten Peptidpaars. Das Vorlauferion mit einem m/z von 744,6058

8 Die Rohdaten wurden von Prof. Dr. Carla Schmidt/ AG Schmidt ZIK HALOmem zur Verfligung gestellt.
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entspricht bei einer Ladung von 5+, der berechneten Masse der Summe der zwei quervernetzen Peptide
und dem Spacer von BS3. Das Massenspektrum bestatigt eine Quervernetzung zwischen den
Lysinresten K48 und K109 der V-ATPase-B und zeigt eine fast vollstandige Fragmentionenserie beider
Peptide. Fir das grof3ere Peptid wurden zwei Immonium-lonen, ein B-lon und 15 Y-lonen einer Serie
nachgewiesen. Fur das kiirzere Peptid wurden 11 Y-lonen einer Serie und somit jedes mdgliche Y-lon
nachgewiesen.
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Abbildung 20: Spektrum eines intramolekular quervernetzten Peptidpaars.

Spektrum der intramolekularen Quervernetzung zwischen den Lysinresten K109 und K48 innerhalb der V-ATPase-B. Die B-
/b-lonen und Y-/y-lonen der zwei Peptide (blau/violett), sowie zwei Immoniumionen (grin) sind zugeordnet. Das m/z des
Vorlauferions entspricht einem kalkulierten Gewicht von 3716,995 Da.

Neben intramolekularen Quervernetzungen konnten auch intermolekulare Quervernetzungen
nachgewiesen werden. Abbildung 21 zeigt beispielhaft ein Spektrum eines intermolekular
guervernetzten Peptidpaars. Das Spektrum bestétigt eine Quervernetzung zwischen den Lysinresten
K255 der V-ATPase-a und K52 von Synaptobrevin-2. Das m/z von sieben Y-lonen (Y5 bis Y9) einer
Serie und zwei B-lonen entsprechen dem Peptid KEMASGVNTR und einer vollstandigen y-lonen-Serie,
sowie von vier b-lonen einer Serie entsprechen dem Peptid VNVDKVLER. Das Vorlauferion hat ein m/z

von 768,0798 und entspricht bei einer Ladung von 3+ der berechneten Masse der involvierten Peptide.
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Abbildung 21: Spektrum eines intermolekular quervernetzten Peptidpaars.

Spektrum der intermolekularen Quervernetzung zwischen den Lysinresten K255 der V-ATPase-B und K48 von Synaptobrevin-2.
Die B-/b-lonen und Y-/y-lonen der zwei Peptide (blau/violett) sowie das m/z des dreifach geladenen Vorlauferions (M®* in griin)
sind zugeordnet.

In den vier Replikaten konnten 472 Quervernetzungen identifiziert werden (Tabelle A. 2). Abbildung 22
zeigt ein Venn-Diagramm der manuell validierten Quervernetzungen der vier Replikate. Von den

472 Quervernetzungen konnten 70 Quervernetzungen in allen vier Replikaten, 163 in zwei Replikaten,

279 in drei Replikaten und 193 Quervernetzungen in nur einem Replikat nachgewiesen werden.

Abbildung 22: Venn-Diagramm der vier Replikate quervernetzter Proteine synaptischer Vesikel.
Das Venn-Diagramm zeigt die Verteilung der Quervernetzungen in den jeweiligen Replikaten: 472 Quervernetzungen konnten in
vier Replikaten, 279 Quervernetzungen konnten in mindestens zwei Replikaten und 70 Quervernetzungen konnten in allen vier

Replikaten identifiziert werden.
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5.3.2 Proteininteraktionen innerhalb des V-ATPase-Komplexes

Nach der Identifizierung und Validierung der Spektren und somit der Identifizierung inter- und
intramolekularer Proteininteraktionen, erfolgte eine detaillierte Betrachtung des V-ATPase-Komplexes.
Innerhalb des V-ATPase-Komplexes wurden 22 inter- und 57 intramolekulare Quervernetzungen
identifiziert. In zehn der 16 Proteinuntereinheiten wurden Proteininteraktionen nachgewiesen. Zudem
erfolgte der Nachweis von Proteininteraktionen fiir beide Isoformen, V-ATPase-G2 und V-ATPase-G1.
Abbildung 23 zeigt die identifizierten Quervernetzungen in einem Netzwerkdiagramm, sowie eine
schematische Abbildung des V-ATPase-Komplexes. Die schematische Abbildung des V-ATPase-
Komplexes basiert auf der publizierten hochaufgelosten Struktur [72]. Jede der intermolekularen
Proteininteraktionen liegt zwischen zwei Proteinuntereinheiten, die sich im Proteinkomplex in raumlicher
Né&he zueinander befinden. So wurden Proteininteraktionen zwischen den Proteinuntereinheiten A und
B2 identifiziert, welche in der cytosolischen Vi-Domé&ne das Hexamer AsBs ausbilden. Es wurden
Proteininteraktionen zwischen den Proteinuntereinheiten E1 und G2 nachgewiesen, welche die drei
EG-Heterodimere, die peripheren Verbindungsachsen, ausbilden und als Proteingerist die Vi-ATPase
mit der Vo-ATPase verbinden. Es wurde eine Interaktion innerhalb des zentralen Schafts, bestehend
aus den Proteinuntereinheiten D und F, nachgewiesen. Zudem wurden mehrere Interaktionen zwischen
dem cytosolischen N-Terminus der V-ATPase-al und V-ATPase-dl1 nachgewiesen. Es wurden
Quervernetzungen zwischen V-ATPase-al, einer Proteinuntereinheit der membranstandigen
Vo-ATPase-Doméane, und V-ATPase-G1/2, einer Proteinuntereinheit der cytosolischen
Vi-ATPase-Doméane, nachgewiesen. Intramolekulare Quervernetzungen wurden (berwiegend
innerhalb der Vi-ATPase-Doméne A, B2, E1 und C1, sowie dem cytosolischen N-Terminus der
Vo-ATPase-al nachgewiesen. Der Nachweis dieser Interaktionen zeigt, dass diese
Proteinuntereinheiten fr das Quervernetzungsreagenz BS3 gut zugénglich sind. Fir den N-Terminus
von al wird eine hohe Flexibilitat abgeleitet [72; 171; 82]. Eine gute Erreichbarkeit fir BS3 bestatigt

diese hohe Flexibilitat.
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Abbildung 23: Identifizierte Proteininteraktionen innerhalb des V-ATPase-Komplexes.

(A) Die Proteinuntereinheiten des V-ATPase-Komplexes sind als Balken dargestellt. Die Balkenlénge ist proportional zur Lange
der Aminosaurensequenz. Intermolekulare Quervernetzungen (blau) und intramolekulare Quervernetzungen (rot), sowie
intermolekulare Quervernetzungen aus einem Replikat (grau) und intramolekulare Quervernetzungen aus einem Replikat (hellrot)

sind dargestellt. (B) Schematische Darstellung des V-ATPase-Komplexes (3.3.3).

Nachweis des aktiven und inaktiven V-ATPase-Komplexes

Die Aktivitat des V-ATPase-Komplexes wird durch eine reversible Dissoziation der cytosolischen
Vi-Doméane von der membranstdndigen Vo-Domane reguliert [73; 172; 75]. FUr die Proteine der
V-ATPase sind daher zwei Konformationen bekannt. Konformationen der aktiven V-ATPase, bei
welcher der Komplex vollstandig zusammengesetzt ist und Konformationen der inaktiven V-ATPase
bestehend aus der membranstandigen Vo-Doméane. In Abbildung 24 sind beide Funktionsstadien
schematisch dargestellt. Bei der aktiven V-ATPase kommt der N-Terminus der Proteinuntereinheit al
mit den Proteingeristuntereinheiten G1 bzw. G2 der Vi-Doméne in Kontakt (Abbildung 24A). Die
Quervernetzungen G1K21-a1X0 uynd G2K21-a1k70 sind ausschlieBlich mit der Konformation der
Untereinheiten fur die aktive V-ATPase vereinbar, da bei der inaktiven Konformation der Untereinheiten
G1 bzw. G2 dissoziiert vorliegen [72]. Bei der Inaktivierung der V-ATPase dissoziiert die Vi-Doméane
und der N-Terminus von al legt sich tber den c-Ring (coc"1). Die identifizierten Proteininteraktionen

zwischen dem N-Terminus von al und dl1 sowie zwischen dem N-Terminus von al und dem
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cytosolischen C-Terminus von PRR (AS 324 bis 350) stimmen daher ausschlieBlich mit der
Konformation der Untereinheiten fur die inaktive V-ATPase Uberein (Abbildung 24B). Bei der aktiven
V-ATPase hindert die Vi-Doméane den N-Terminus von al sterisch daran mit d und PRR zu interagieren.
Obwohl das cytosolische C-terminale Peptid von PRR lediglich einen Lysinrest (K239) aufweist, wurden
fur diesen Lysinrest Quervernetzungen mit V-ATPase-al (PRRK346-31K70) und V-ATPase-d1 (PRRX346-

d1K239) nachgewiesen.

Die identifizierten Quervernetzungen innerhalb der zwei unterschiedlichen Funktionsstadien sind ein
Nachweis dafir, dass ein Teil der V-ATPase der synaptischen Vesikel dissoziiert vorliegt und somit
mehr Vo-ATPase als Vi-ATPase vorhanden ist. Dieser Nachweis bestatigt die Ergebnisse der
Proteomanalyse (5.2.1.2), wonach flr die Proteinuntereinheiten der Vo-Doméne hohere iBAQ-Werte als
fur die Vi-Domane bestimmt wurden und somit ebenfalls mehr Vo-ATPase als Vi-ATPase nachgewiesen

wurde.
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Abbildung 24: Nachweis des aktiven und inaktiven V-ATPase-Komplexes.

(A) Links: schematische Darstellung der offenen, aktiven Konformation der V-ATPase-al. Der cytosolische N-Terminus der
Proteinuntereinheit al ist hervorgehoben (rot). Rechts: Balkendiagramm der intermolekularen Quervernetzungen zwischen den
Proteinuntereinheiten al und G1/G2, welche die Anwesenheit der aktiven V-ATPase bestatigen. (B) Links: schematische
Darstellung der inaktiven Konformation der V-ATPase-al. Die Proteindomane V;-ATPase ist dissoziiert. Der N-Terminus der
Proteinuntereinheit al und der cytosolische C-Terminus der Proteinuntereinheit PRR sind hervorgehoben (rot). Rechts:
Balkendiagramm der intermolekularen Quervernetzungen zwischen Proteinuntereinheiten al und d1 sowie PRR welche die
Anwesenheit der inaktiven V-ATPase bestatigen. Die Balkenlange der Balkendiagramme ist proportional zur Lange der

Aminosaurensequenz.

Abgleich der identifizierten Quervernetzungen innerhalb des V-ATPase-Komplexes mit der Struktur

Die identifizierten Quervernetzungen wurden mit der hochaufgelésten  Struktur des
V-ATPase-Komplexes abgeglichen (Abbildung A. 4).° Die jeweiligen Abstande der Aminoséuren von 74
der 79 Quervernetzungen konnten ermittelt werden (Tabelle A. 3). Die Abstande von Quervernetzungen
zwischen PRR und d1, sowie zwischen PRR und al und die Abstéande der Quervernetzungen zwischen
G2 und E1 sowie zwischen G2 und al konnten nicht ermittelt, da die entsprechenden Regionen nicht
in der Struktur enthalten sind. Unter der Verwendung von BS3 kénnen Aminosauren mit einem Abstand
der Ca-Atome von maximal 26-30 A quervernetzt werden [174]. 50 der 74 Quervernetzungen weisen
einen Abstand der Ca-Atome von <30 A auf. Die identifizierten Quervernetzungen, welche einen
Abstand >30 A aufweisen liegen innerhalb flexibler Abschnitte des V-ATPase-Komplexes. Hierzu

gehdren die Verbindungsachsen und der N-Terminus der V-ATPase-al [175; 176]. In Abbildung A. 5

9 Der Abgleich der identifizierten Quervernetzungen des V-ATPase-Komplexes mit der Struktur erfolgte
durch Marie Alfes / AG Schmidt ZIK HALOmem [173].
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sind alle theoretisch méglichen Quervernetzungen der identifizierten vernetzten Lysinreste aufgetragen.
Die Auftragung der Absténde theoretisch moglicher Quervernetzungen zeigt eine deutlich breitere
Verteilung mit langeren Vernetzungsabstanden als die Auftragung der identifizierten Quervernetzungen.
Der Abgleich der identifizierten Quervernetzungen des V-ATPase-Komplexes mit der Struktur bestatigt
die Eignung der verwendeten Quervernetzungsstrategie fir die ldentifizierung von Interaktionen der

Proteine synaptischer Vesikel.

5.3.3 Proteininteraktionsnetzwerk synaptischer Vesikel

In Abbildung 25 sind die validierten intermolekularen Quervernetzungen in einem Netzwerkdiagramm
dargestellt. In der Summe wurden intermolekulare Quervernetzungen zwischen 56 Proteinen
nachgewiesen. Von den 56 Proteinen sind 33 Proteine als Proteine synaptischer Vesikel identifiziert
[21]. Die Quervernetzungen, die lediglich in einem Replikat identifiziert werden konnten, bestehen
Uberwiegend zwischen Kontaminationen oder zwischen niedrig abundanten Proteinen. 76 der
80 intermolekularen Quervernetzungen welche in mindestens zwei Replikaten identifiziert wurden
(Abbildung 22), entsprechen  Proteininteraktionen  zwischen  Synapsin-1,  Synaptogyrin-1,
Synaptobrevin-2, SV2A/B, Rab3A, CSP, Synaptophysin, Synaptoporin sowie dem AP2-Komplex und
der V-ATPase. Synaptobrevin-2 interagiert mit 32 der 56 Proteinen und ist damit der haufigste
Interaktionspartner. Synaptobrevin-2 interagiert sowohl mit Proteinen synaptischer Vesikel als auch mit
Kontaminationen. Die hohe Anzahl an unterschiedlichen Interaktionen mit Synaptobrevin-2 gibt Grund
zur Annahme, dass Synaptobrevin-2 eine zentrale Rolle innerhalb des Proteininteraktionsnetzwerks
synaptischer Vesikel spielt. Es wurden nur eine geringe Anzahl an Interaktionen zwischen
Synaptobrevin-2 und Synaptotagmin-1, Synaptogyrin-1 oder mit Neurotransmittertransportern
(VGIul/2) identifiziert, obwohl diese Proteine ahnlich haufig vorkommen, wie die identifizierten
Interaktionspartner (Synapsin-1, SV2A/B, Rab3A, CSP, Synaptophysin, Synaptoporin) von
Snyaptobrevin-2 (5.2.1.3). Wurde es sich um unspezifische Interaktionen handeln, mussten auch
Interaktionen zu diesen Proteinen nachgewiesen werden koénnen. Zudem wurden Interaktionen
zwischen Synaptobrevin-2 und dem AP2-Komplex nachgewiesen. Bei den Proteinen des
AP2-Komplexs handelt es sich zwar nicht um Proteine synaptischer Vesikel, der AP2-Kompex lagert
sich jedoch wahrend der Clathrin-vermittelten Endozytose an synaptische Vesikel an. Die
nachgewiesene Interaktion stimmt mit einer Studie tber ein, welche zeigt, dass Synaptobrevin-2 mit

Proteinen der AP-Familie interagiert, um die Wiederaufnahme bei der Clathrin-vermittelten Endozytose
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in synaptische Vesikel zu steuern [20]. Die identifizierten Interaktionen lassen darauf schliel3en, dass

Synaptobrevin-2 ein Cargoprotein des AP2-Komplexes ist.
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Abbildung 25: Interaktionsnetzwerk synaptischer Vesikel.

Die Balken sind proportional zur Lédnge der Proteine. Der N-Terminus befindet sich jeweils am linken Ende des Balkens und der
C-Terminus am rechten Ende. Die intermolekularen Quervernetzungen aus einem Replikat (grau) oder aus wenigstens zwei
Replikaten (blau) sind abgebildet. Proteine, mit welchen nur in einem Replikat eine Interaktion nachgewiesen wurde, sind
transparent hinterlegt.

Identifizierung von Homomeren

Bei 19 der 175 identifizierten und validierten Quervernetzungen handelt es sich um Quervernetzungen
zwischen zwei Kopien des gleichen Proteins. Diese Homomere konnten nachgewiesen werden, da zwei
identische Peptide oder Peptide mit Giberlappenden Peptidsequenzen miteinander quervernetzt wurden.
Wenn ein Protein das gleiche Peptid nicht zweimal aufweist, missen die Peptide zwingend aus zwei
Kopien des Proteins stammen. In Abbildung 26 ist eines dieser validierten Spektren eines Homomers
dargestellt. Die Abbildung zeigt eine Quervernetzung zwischen zwei Kopien von Synaptobrevin-2. Das

Vorlauferion hat ein m/z von 858,7560 und entspricht bei einer Ladung von 3+ der Summe der



76 | ERGEBNISSE

berechneten Masse von zwei Peptidkopien und dem Spacer von BS3. Eine Serie an Fragmentionen
(8 Y-ly- und 3 B-/b-lonen) sind der Peptidsequenz zugeordnet. Es wurden Homomere der Proteine

Synaptobrevin-2 (vier Replikate), Synaptophysin (3 Replikate) und CSP (3 Replikate) identifiziert.

SynaptObreVif_"‘z (K39) - Y6+/y6" Y8 Y7.¥6,Y5,Y4, Y3 Y2 Y1
100~  Synaptobrevin-2 (K59) 73433 D CJK)I/JSHEH_EJE)“?
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Abbildung 26: Spektrum eines intermolekular quervernetzten Peptidpaars eines Homomers.
Spektrum einer intermolekularen Quervernetzung zwischen den Lysinresten K59 zweier Kopien von Synaptobrevin-2. Die
B-/b-lonen und Y-/y-lonen (blau und violett) sowie das m/z des Vorlauferions (griin) sind den zwei identischen Peptiden

zugeordnet.

Interaktion von Synaptobrevin-2 und Synaptophysin

Zwischen Synaptobrevin-2 und Synaptophysin wurden zwolf Interaktionen nachgewiesen, wovon
lediglich drei in nur einem Replikat nachgewiesen werden konnten. Diese nachgewiesene Interaktion
von Synaptobrevin-2 mit Synaptophysin ist bereist beschrieben [103; 106]. Zur weiteren Validierung der
mittels LC-MS/MS identifizierten Interaktionen wurde die chemische Quervernetzung mit der
Immundetektion kombiniert. Hierfiir wurden die Proteine intakter synaptischer Vesikel in 15 mM BS3
qguervernetzt. Unterschiedliche Mengen der quervernetzten Proteine wurden mittels SDS-PAGE
getrennt. Die Proteine wurden auf eine Membran transferiert. Die Membran wurde zur Immundetektion
mit Primé&rantikdrpern gegen Synaptobrevin-2 und gegen Synaptophysin inkubiert. In Abbildung 27 sind
die Ergebnisse des Western Blots dargestellt. Mit dem anti-Synaptobrevin-2-Antikdrper wurden
Oligomere bis hin zu Pentameren nachgewiesen (Abbildung 27A) und mit dem

anti-Synaptophysin-Antikdrper wurden Dimere nachgewiesen (Abbildung 27B). Beide Membranen
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weisen neben den Banden der Oligomere zudem eine zusatzliche Bande bei ca. 46 kDa auf (Abbildung
27C). Sowohl der anti-Synaptobrevin-2-Antikdrper als auch der anti-Synaptophysin-Antikdrper bindet
an diesen Proteinkomplex. Die Hohe der Bande stimmt mit dem Molekulargewicht eines Heterodimers
aus Synaptophysin und Synaptobrevin-2 Uberein. Anhand des Western Blots konnte kein Trimer aus

2 Synaptobrevin-2-Kopien und einer Synaptophysin-Kopie nachgewiesen werden.

A Anti-Synaptobrevin-2 B Anti-Synaptophysin-1/2
[kDa] M K —15mMBS3—— [kDalM K —15mMBS3—
98 "W ! ' 98
62 | - 92
49 . * & 5 & * - * - 49
38 > ~ 38
28 - = e - . - 28
WP eeee®-
6 6
G D

& §S

Abbildung 27: Western Blots mit anschlielender Immundetektion quervernetzter Proteine

synaptischer Vesikel.

Proteine synaptischer Vesikel wurden in 15 Mm BS3 quervernetzt. Unterschiedliche Mengen des Reaktionsansatzes sind
aufgetragen (A) Primarantikérper: anti-Synaptobrevin-2. Oligomere bis hin zu Pentameren wurden nachgewiesen (s. Pfeilspitzen)
(B) Priméarantikorper: anti-Synaptophysin. Synaptophysin-Dimer wurden nachgewiesen (s. Pfeilspitzen) (C) Gegenuberstellung
zweier Banden aus (A) und (B). Eine Proteinbande (Stern) wurde sowohl mit dem Antikorper gegen Synaptobrevin-2 als auch
gegen Synaptophysin detektiert, die Masse von ca. 49 kDa entspricht der Masse eines Dimers aus Synaptobrevin-2 und
Synaptophysin (D) Schematische Darstellung eines synaptischen Vesikels. Die quantitative Zusammensetzung ausgewahlter
Proteine synaptischer Vesikel ist angedeutet (Synaptobrevin-2:Synaptophysin:Synaptotagmin:Synaptophysin:1 V-ATPase:1
Rab3A = 7:3:1:1:1:1).

Die Western Blots bestatigen die durch chemische Quervernetzung kombiniert mit MS identifizierten

Homomere von Synaptobrevin-2 und Synaptophysin. Die Interaktionen zwischen Synaptobrevin-2 und
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Synaptophysin wurden ebenfalls bestatigt. Fir Synaptobrevin-2 wurden durch Western Blotting zudem

Oligomere bis zu Pentameren nachgewiesen.

Ternare Interaktionsnetzwerke

Neben den binaren Interaktionen von Synaptobrevin-2 mit Synaptophysin stechen aus dem Interaktom
der synaptischen Vesikel (Abbildung 25) vier, kleinere Netzwerke aus jeweils drei Proteinen hervor
(Abbildung 28). Synaptobrevin-2 und Synaptophysin interagieren nicht nur miteinander, sondern auch
mit V-ATPase-al, SV2A, Synapsin-1 oder CSP. Eine dominierende Interaktion von Synaptobrevin-2
und Synaptophysin mit anderen Proteinen wurde bereits beschrieben [103; 106] und wird durch die

nachgewiesen Interaktionen bestatigt.

Synapsin-1

'/ SV2A
V-ATPase-a1 Ll

Abbildung 28: Tertiare Proteinnetzwerke synaptischer Vesikel.

Balkendiagramm der tertiaren Interaktionen von Synaptobrevin-2 und Synaptophysin mit CSP (blauviolett), Synapsin (rosa),
V-ATPase-al (blau) und SV2A (grun). Die Balken sind proportional zur Proteinlange. Der N-Terminus befindet sich jeweils am
linken Ende des Balkens und der C-Terminus am rechten Ende. Die intermolekularen Quervernetzungen aus einem Replikat
(grau) oder aus wenigstens zwei Replikaten (blau) sind abgebildet.

5.3.4 Proteininteraktionen luminaler Proteinabschnitte

In Kapitel 5.3.3 wurde bereits beschrieben, dass fur Synaptophysin mittels chemischer Quervernetzung
kombiniert mit MS, Homomere nachgewiesen wurden. Die Dimerisierung von Synaptophysin wurde
anhand von Western Blots bestatigt und auch bereits in anderen Studien beschrieben [59; 103; 177; 61;
60]. In Abbildung 29 sind die intra- und intermolekularen Interaktionen von Synaptophysin sowie die
Interaktionen mit der Isoform Synaptoporin dargestellt. Zwei der drei identifizierten Interaktionen
zwischen zwei Synaptophysin-Kopien wurden zwischen luminalen Lysinresten (K83 und K163)
nachgewiesen. Die dritte Interaktion wurde zwischen den N-Termini von zwei Synaptophysin-Kopien

nachgewiesen. Homomere kdnnen mittels chemischer Quervernetzung kombiniert mit MS nur

identifiziert werden, wenn das quervernetzte Peptidpaar aus zwei Kopien des gleichen Peptids bzw. aus
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zwei Peptiden mit Uberlappender Peptidsequenz besteht. Die luminalen Lysinreste K83 und K163 sind
neben den intermolekularen Interaktionen der Homomere auch an vier der fiinf intramolekularen
Quervernetzungen innerhalb der luminalen Domé&nen von Synaptophysin beteiligt. Diese vier
Quervernetzungen sind auf Grund der fehlenden Peptidsequenziiberlappung einer intramolekularen
Interaktion zugeordnet worden, wobei es sich jedoch auch um intermolekulare Interaktionen der
Homomere handeln kénnte. Hierfur spricht, dass die gleichen Aminosauren an diesen Interaktionen
beteiligt sind. Auch diese identifizierten Interaktionen sprechen daher fir die Oligomerisierung von
Synaptophysin. Das nachgewiesene Oligomerisierungsverhalten von Synaptophysin wird zudem durch
die identifizierten Interaktionen mit seiner Isoform Synaptoporin bestarkt, welche ebenfalls zwischen
luminalen Proteindomanen stattfinden. Fur die C-terminale Domé&ne von Synaptophysin wurden keine
Proteininteraktionen nachgewiesen. Die Aminosauresequenz des C-Terminus weist zwei Lysinreste
und nur einen Argininrest auf. Es sind zu wenige Lysinreste fir eine erfolgreiche Quervernetzung und
zu wenige Trypsinschnittstellen fur eine ausreichende Proteolyse vorhanden. Mdgliche Interaktionen
konnten in diesem Proteinabschnitt somit wahrscheinlich aus methodischen Grinden nicht

nachgewiesen werden.
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Abbildung 29: Identifizierte Proteininteraktionen von Synaptophysin und Synaptoporin.

Schematische Darstellung der Proteininteraktionen von Synaptophysin und Synaptoporin. Interaktionen innerhalb luminaler
Proteindoménen (rot) und Proteininteraktionen zwischen luminalen und cytosolischen Proteindoménen (griin) sind dargestellt.
Die als intramolekular zugeordneten Quervernetzungen, bei welchen es sich jedoch auch um intermolekulare Proteininteraktionen
handeln kénnte und somit die Oligomerisierung von Synaptophysin stitzen, wurden zusatzlich dargestellt (gestrichelte Linien).
Proteininteraktionen, welche nur in einem Replikat identifiziert wurden (grau), sind ebenfalls dargestellt.

Auch fur andere Proteine synaptischer Vesikel mit luminalen Proteinschlaufen konnten vergleichbare
Interaktionen nachgewiesen werden. Synaptophysin, Synaptoporin und Synaptogyrin-1 weisen vier
Transmembranhelices und SV2A zwolf Transmembranhelices auf. Fir jedes dieser Proteine wurden
mehrere inter- und intramolekulare Proteininteraktionen nachgewiesen. Obwohl das verwendete
hydrophile Quervernetzungsreagenz BS3 nicht in der Lage ist durch Membranen zu diffundieren,

wurden mehrere Proteininteraktionen mit luminalen Aminsosaureresten nachgewiesen. In Abbildung 30

sind die Proteininteraktionen in einem Balkendiagramm dargestellt.
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Abbildung 30: Balkendiagramm der Proteininteraktionen von SV2A, Synaptobrevin-2,
Synaptogyrin-1, Synaptophysin und Synaptoporin.

Die Balken sind proportional zur Proteinldange. Der N-Terminus befindet sich jeweils am linken Ende des Balkens und
entsprechend der C-Terminus am rechten Ende. Identifizierte Proteininteraktionen aus einem Replikat (grau), Proteininteraktionen
zwischen zwei cytosolischen Doménen (blau), Proteininteraktionen zwischen zwei Iluminalen Doméanen (rot) und
Proteininteraktionen zwischen einer cytosolischen und einer luminalen Proteindoméne (griin) sind dargestellt.

In Abbildung 31 sind die intramolekularen und intermolekularen Proteininteraktionen von SV2A,
Synaptophysin und Synaptogyrin-1 dargestellt. Fir SV2A wurden elf intramolekulare Quervernetzungen
validiert, wovon sechs in mindestens zwei Replikaten identifiziert wurden. Eine dieser
Quervernetzungen (SV2AK485-SV2AK515) wurde in vier von vier Replikaten nachgewiesen und liegt
innerhalb der luminalen Doméane von SV2A (Aminoséuren 469 bis 598). Drei der elf intramolekularen
Quervernetzungen liegen zwischen der luminalen Doméne und der cytosolischen Doméne von SV2A.
Fir Synaptophysin wurden acht validierte und reproduzierbare intramolekulare Quervernetzungen
nachgewiesen. Funf der acht Quervernetzungen liegen innerhalb der luminalen Proteindoméane von
Synaptophysin. Drei von acht der Quervernetzungen liegen zwischen der luminalen und der
cytosolischen Domane von Synaptophysin. Neben intramolekularen Interaktionen der luminalen
Proteindoméane wurden auch intermolekulare Proteininteraktionen der luminalen Proteindoméne
nachgewiesen. Zwischen Synaptophysin und SV2A wurden neun intermolekulare Quervernetzungen
identifiziert, finf der neun intermolekularen Quervernetzungen wurden in mindestens zwei Replikaten
nachgewiesen. Davon wurden nur eine Interaktion zwischen cytosolischen Doménen dieser beiden
Proteine nachgewiesen. Vier der neun intermolekularen Interaktionen finden zwischen den luminalen

Doméanen der Proteine statt. Weitere vier von neun Interaktionen wurden zwischen luminalen und

cytosolischen Domanen von SV2A und Synaptophysin nachgewiesen. Die Interaktionen finden
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Uberwiegend (drei von vier) zwischen den luminalen Domé&nen von Synaptophysin und der gré3eren
cytosolischen Doméane von SV2A statt. Die Interaktion einer der luminalen Doméanen von Synaptophysin
wurde auch reproduzierbar mit der grof3en cytosolischen Doméane der Isoform SV2B nachgewiesen
(Synaptophysink83-SV2BK333 ynd Synaptophysinké-SV2BK341), Es wurden jeweils zwei Interaktionen der
luminalen Domane von Synaptophysin mit den luminalen Domanen von Synaptogyrin-1 und

Synaptoporin identifiziert (Abbildung 29).
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Abbildung 31: Proteininteraktionen von SV2A, Synaptophysin und Synaptogyrin-1.

Schematische Abbildung der Proteininteraktionen zwischen SV2A, Synaptophysin und Synaptogyrin-1. Interaktionen innerhalb
luminaler Proteindoméanen (rot), Proteininteraktionen zwischen luminalen und cytosolischen Proteindoméanen (griin) und die
Proteininteraktion innerhalb cytosolischer Doméanen (blau) sind dargestellt. Identifizierte Interaktionen aus einem Replikat
(gestrichelt) sind ebenfalls dargestellt.

Die luminalen und cytosolischen Doméanen von SV2A und Synaptophysin interagieren zudem stark mit
der cytosolischen Domane von Synaptobrevin-2. In Abbildung 32 sind die Interaktionen von
Synaptobrevin-2, SV2A und Synaptophysin dargestellt. Es wurden 14 Interaktionen zwischen der
cytosolischen Doméane von Synaptobrevin-2 und SV2A nachgewiesen. Zwei der 14 Interaktionen liegen
zwischen der cytosolischen Doméane von Synaptobrevin-2 und der luminalen Doméane von SV2A.

Zwischen der cytosolischen Doméne von Synaptobrevin-2 und Synaptophysin wurden elf Interaktionen

nachgewiesen, davon neun Interaktionen mit der luminalen Doméne von Synaptophysin.
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Abbildung 32: Proteininteraktionen luminaler Proteindomé&nen mit Synaptobrevin-2.

Schematische Abbildung der Proteininteraktionen zwischen Synaptobrevin-2, SV2A und Synaptophysin. Interaktionen innerhalb
luminaler Proteindomanen (rot), Proteininteraktionen zwischen luminalen und cytosolischen Proteindomanen (grin) und
Proteininteraktionen innerhalb cytosolischer Doménen (blau) sind dargestellt. Identifizierte Interaktionen aus einem Replikat
(gestrichelt grau) sind ebenfalls dargestellt.

5.3.5 Modifikation der Proteine synaptischer Vesikel*®

Die Erreichbarkeit der luminalen Aminoséurereste fir das polare Lésungsmittel wurde in einem
unabhangigen Proteinmodifizierungsexperiment bestatigt. Hierfir wurden mit zwei unterschiedlichen
Reagenzien, Sulfo-NHS-Acetate und DEPC, Ldsungsmittel-zugangliche Lysin-, Histidin-, Serin-,
Threonin-, Tyrosin- und Cysteinreste nach einer etablierten Methode modifiziert und mittels MS
analysiert [144]. Beide Reagenzien sind nicht in der Lage durch eine Membran zu diffundieren und
kénnen somit nur Aminosaurereste modifizieren, welche vom Cytosol aus zugéanglich sind. Hierfur
wurden synaptische Vesikel entsprechend einer Menge von 30 ug Protein jeweils in 5 mM bzw. 10 mM
Sulfo-NHS-Acetat (S-NHS-Acetat), sowie in 5 mM bzw. 10 mM DEPC inkubiert. Die modifizierten
Proteine wurden mit Trypsin hydrolysiert und mittels LC-MS/MS analysiert. Die Datenbanksuche
erfolgte mit MaxQuant (Tabelle A. 4) gegen die Datenbank der 1010 identifizierten Proteine (5.2.1.1).

Es wurden sowohl Modifizierungen von Aminoséauren der cytosolischen Doméne als auch der luminalen

Schlaufen von SV2A, Synaptophysin und Synaptoporin nachgewiesen. In Abbildung A. 6 sind die

10 Die Proteinmadifizierungsexperimente wurden von Dr. Marie Alfes geb. Barth, AG Schmidt ZIK
HALOmem, MLU Halle-Wittenberg durchgefuhrt und ausgewertet.
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Ergebnisse der Proteinmodifizierungsexperimente fir diese Proteine dargestellt. Fir Synaptogyrin-1
wurde nur eine modifizierte luminale Aminoséure (K136) nachgewiesen. Dies kénnte jedoch an der
geringen Anzahl der modifizierbaren Aminosauren und Trypsinschnittstellen innerhalb der luminalen
Schlaufe liegen, wodurch eine Identifizierung nicht mdglich ist. Als Kontrolle der
Proteinmodifizierungsexperimente wurden die Proteine Synaptotagmin-1 und PRR genauer betrachtet.
Synaptotagmin-1 weist einen langen cytosolischen Abschnitt (Aminosauren 80-421) und einen kurzen
luminalen Terminus (Aminosauren 1-57) auf. PRR weist hingegen nur ein kurzes cytosolisches Peptid
(Aminosauren 324-350) und eine lange luminale Doméne (Aminoséuren 18-302) auf. Beide Proteine
weisen sowohl cytosolisch, als auch luminal, modifizierbare Aminosaurereste auf. Die Ergebnisse
bestétigen, dass lediglich cytosolische Aminosaurereste von Synaptotagmin-1 und PRR modifiziert
wurden. Es wurden keine Modifikationen innerhalb luminaler Proteinabschnitte der beiden Proteine
identifiziert. Zudem wurde eine Modifizierung mit DEPC am C-Terminus von PRR (K346) nachgewiesen.
K346 ist der einzige cytosolische Aminosaurerest von PRR der modifizierbar ist. Die ldentifizierung
mehrerer modifizierter Aminosaurereste der V-ATPase-Untereinheiten d1 und al bestéatigt zudem den
Nachweis der aktiven und inaktiven V-ATPase (5.3.2). Die Proteinmodifizierungsexperimente sind somit
geeignet, um Ldsungsmittel-zugangliche Aminosaurereste synaptischer Vesikel zu identifizieren. Mittels
Proteinmodifizierung wurde zudem bestétigt, dass die luminalen Schlaufen von SV2A, Synaptophysin,
Synaptoporin und Synaptogyrin-1 innerhalb der Membran synaptischer Vesikel flr Lésungsmittel

zuganglich sind und stltzen den Nachweis der Proteininteraktionen dieser Proteinabschnitte.

5.4 Oligomerisierung von Synaptobrevin-2*

Synaptobrevin-2 ist mit durchschnittlich 70 Kopien pro synaptischem Vesikel das zahlenmaRig haufigste
Protein der synaptischen Vesikel [21]. Es bildet zusammen mit SNAP-25 und Syntaxin-1A den
SNARE-Komplex aus, welcher fur die Fusionierung von synaptischen Vesikeln mit der prasynaptischen
Membran verantwortlich ist [7]. Der SNARE-Komplex besteht aus vier Helices, von welchen eine Helix
von Synaptobrevin-2 ausgebildet wird [87; 86]. In Abwesenheit der anderen SNARE-Proteine oder von
Lipiden liegt Synaptobrevin-2 als unstrukturiertes Protein vor. Strukturierte Teilabschnitte, vor allem

Intermediate bei der SNARE-Komplexbildung, sowie die Ausbildung von Synaptobrevin-2-Dimeren und

11 Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden publiziert in Wittig S, Haupt C, Hoffmann W, Kostmann S,
Pagel K, Schmidt C. Oligomerisation of Synaptobrevin-2 Studied by Native Mass Spectrometry and
Chemical Cross-Linking. J Am Soc Mass Spectrom. 2019 Jan;30(1):149-160. doi: 10.1007/s13361-018-
2000-4.
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héheren Oligomeren wurden bereits in  mehreren Studien nachgewiesen. Um das
Oligomerisierungsverhalten von Synaptobrevin-2 zum einen in der Abwesenheit von
Interaktionspartnern und zum anderen eingebettet in einer Lipiddoppelschicht zu untersuchen, wurden
drei unterschiedliche Varianten des Proteins exprimiert, sowie das Volllangenprotein in Liposomen
inkorporiert. Die drei Proteinvarianten wurden mittels nativer MS sowie mittels chemischer
Quervernetzung kombiniert mit MS untersucht. Erganzend wurde die kleinste der drei Proteinvarianten

mittels IM-MS untersucht.

5.4.1 Identifizierung verschiedener Synaptobrevin-2-Varianten

Um das Oligomerisierungsverhalten von Synaptobrevin-2 zu untersuchen, wurden drei verschiedene
Varianten von Synaptobrevin-2 (Rattus norvegicus Sequenz, UniProt ID P63045) exprimiert. In
Abbildung 33 sind die drei Synaptobrevin-2-Varianten als Balkendiagramm dargestellt. Die erste
Variante Syb(1-116), ist das intakte Protein in seiner gesamten Lange. Die zweite Variante Syb(1-96)
entspricht der cytosolischen Doméane von Synaptobrevin-2. Die dritte Variante Syb(49-96), ist ein
Fragment, welches die Halfte des SNARE-Motivs sowie die Juxtamembrandoméane beinhaltet. Alle drei
Varianten wurden mit einem N-terminalen Hexabhistidin-Tag in E. coli exprimiert und anschlieRend mit

Hilfe der Affinitatschromatographie gereinigt.12

12 Die Synaptobrevin-2-Varianten wurden von Dr. Caroline Haupt/AG Schmidt ZIK HALOmem exprimiert
und zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 33: Balkendiagramme der drei Synaptobrevin-2-Varianten.

Die Lange der Balken ist proportional zur Lange der Proteine. Die unterschiedlichen Proteindoménen sind aufgezeigt (siehe
Legende).

Zunachst wurden die drei Synaptobrevin-2-Varianten mittels MS identifiziert. Hierfir wurde eine
SDS-PAGE durchgefihrt (Abbildung 34A). Die Proteinbanden wurden ausgeschnitten und ein In-Gel-
Verdau sowohl mit der Protease Trypsin als auch Chymotrypsin durchgefiihrt. Die gewonnenen Peptide
wurden mittels LC-MS/MS analysiert und anschlie@end die verschiedenen Varianten von
Synaptobrevin-2 mit Hilfe der Datenbanksuchmaschine MaxQuant identifiziert. Fir Syb(1-116) wurde
eine Sequenzabdeckung von 75 % der Aminosauresequenz erzielt. In Abbildung 34B ist die
Aminosauresequenz von Syb(1-116) dargestellt. Die komplette cytosolische Doméne (AS 2-94) konnte
identifiziert werden. Fir Syb(1-96) und Syb(49-96) wurde eine Sequenzabdeckung von 98 % erzielt. Bei
allen drei Varianten wurde das N-terminale Peptid identifiziert. Dieses weist einen Rest bestehend aus
drei Aminsoauren (GSH) auf. Im Fall von Syb(49-96) besteht dieser Rest aus 4 Aminosauren (GSHM).
Es handelt sich dabei um Reste vom Hexabhistidin-Tag, welche nach Spaltung durch Thrombin am
N-Terminus verbleiben. Alle drei Synaptobrevin-2-Varianten konnten somit erfolgreich mittels MS

identifiziert werden.
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A Syb(49-96) B temm
Syb(1 -96) GSH (M)
[kDa] M /Syb(1 116) 1 11 21
MSATAATVPP AAPAGEGGPP APPPNLTSNR
31 41 51
RLQQTQAQVD ~  EVVDIMRVNV ~  DKVLERDQKL
14 - 61 71 81
SELDDRADAL ~ QAGASQFETS  AAKLKRKYWW
91 101 111
KNLEMMI LG VICAIILIII IVYFST

Abbildung 34: Identifizierung der drei Synaptobrevin-2-Varianten.

(A) Gel der SDS-PAGE der drei Synaptobrevin-2-Varianten mit Proteinbanden fur Syb(49-96) (ca. 6 kDa), Syb(1-96) und Syb(1-
116) (ca. 14 kDa). (B) Aminosauresequenz von Synaptobrevin-2. Mittels LC-MS/MS identifizierte Abschnitte sind hervorgehoben.
Der Rest des Hexahistidin-Tags (blau), die cytosolische Domane (rot) inklusive SNARE-Motif (dunkelrot), die Transmembranhelix

(gelb) und der luminale C-Terminus (pink) sind farblich gekennzeichnet.

5.4.2 Oligomerisierung von Syb(1-116)

Um das Oligomerisierungsverhalten von Synaptobrevin-2 zu untersuchen, wurde zunachst die
Volllangenvariante Syb(1-116) mittels nativer MS und anschlie3end mittels chemischer Quervernetzung
untersucht. Da Syb(1-116) ein Membranprotein ist, ist es aufgrund seiner unpolaren
Transmembranhelix nicht wasserldslich. Um es in Losung zu bringen, enthalt der Lagerpuffer das
Detergens Chaps. Detergenzien storen aufgrund ihrer Ladung massenspektrometrische Messungen.
Um Syb(1-116) mittels nativer Massenspektrometrie analysieren zu konnen, wurde das Detergens
groldtenteils mittels GrolRenausschlusschromatographie entfernt und Syb(1-116) in Transferpuffer
Uberfuhrt. Die nativen Massenspektren wurden an einem Q-ToF Ultima, welches speziell fir die

Transmission grofRer Massen modifiziert wurde [147], aufgenommen.

Abbildung 35 zeigt das aufgenommene Massenspektrum von Syb(1-116). Das Massenspektrum weist
zwei Signalserien auf. Mit Hilfe der Software Massign [149] wurden den zwei Signalserien eine Masse
von 12.978 Da und 12.481 Da zugeordnet. Die Serie mit der héchsten Intensitéat entspricht einer Masse
von 12.978 Da und stimmt mit der theoretischen Masse von Syb(1-116) (12.972 Da) Uberein. Die zweite
Signalserie weist eine deutlich niedrigere Intensitat auf. Diese Signalserie kdnnte einem Abbauprodukt
von Syb(1-116) entsprechen. Mittels nativer MS wurden keine Dimere oder héheren Oligomere von

Syb(1-116) nachgewiesen.
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Abbildung 35: Natives Massenspektrum der Volllangenvariante Syb(1-116).

Das native Massenspektrum von Syb(1-116) weist eine Signalserie entsprechend der intakten Masse von Syb(1-116) (12.978 Da,
blaue Kreise), sowie eine zweite, schwachere Signalserie entsprechend einer kleineren Masse (12.481 Da, orangefarbene Kreise)
auf.

Um das Oligomerisierungsverhalten von Syb(1-116) weiter zu untersuchen, wurden
Quervernetzungsversuche mit BS3 durchgefihrt. Die beiden funktionellen Gruppen von BS3 reagieren
mit primaren Aminogruppen von Lysinseitenketten oder dem N-terminus von Proteinen und verbinden
diese kovalent miteinander. In Nebenreaktionen reagiert BS3 auch mit den Hydroxylgruppen der
Seitenketten von Serin, Threonin und Tyrosin [178]. Da eine mdgliche Aggregation von Synaptobrevin-2
in hoheren Konzentrationen kontrovers diskutiert wird [30; 31], wurde zunachst eine niedrige
Proteinkonzentration von 10 uM Syb(1-116) gewahlt, welche mit 200 uM BS3 quervernetzt wurde. In
Abbildung 36 sind die Ergebnisse der SDS-PAGE dargestellt. Im Coomassie-gefarbten Gel ist in der
Vergleichsprobe eine Bande auf Hohe des Molekulargewichts von Syb(1-116) zu sehen (ca. 14 kDa).
Zudem weist das Gel weitere schwache Banden auf, bei welchen es sich um Proteinkontaminanten aus
der Reinigung der Proteine handelt. In der quervernetzten Probe sind nur sehr schwache Banden auf
der H6he des Molekulargewichts von Syb(1-116) und des Dimers zu erkennen. Um die Sensitivitat und
Selektivitat zu erhéhen wurde zuséatzlich unter Verwendung eines spezifischen anti-Synaptobrevin-
2-Antikdrpers ein Western Blot durchgefiihrt.1® Durch die Western Blots wurden Oligomere bis hin zu
Pentameren nachgewiesen (Abbildung 36). Da die Proteinkonzentration mit 10 UM zu gering war um

Oligomere mittels SDS-Page und anschlielender Coomassiefarbung nachzuweisen, wurden die

13 Die Anfertigung der Western Blots dieses Kapitels erfolgte durch Susann Kostmann, AG Jun.-Prof.
Dr. Carla Schmidt
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Quervernetzungsversuche mit hdheren Konzentrationen wiederholt. 100 uM Syb(1-116) wurde in 83 uM
BS3, 116 yM BS3 und 166 uM BS3 quervernetzt. Die quervernetzten Proben wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und die Gele entweder mit Coomassie gefarbt oder ein Western Blot
durchgefiuihrt. Abbildung 36B zeigt die entsprechenden Gele. Im Coomassie-gefarbten Gel sind auf
Grund der hohen aufgetragenen Menge an Syb(1-116) in allen Proben Kontaminationen aus der
Proteinreinigung deutlich zu erkennen. Die Kontaminationen im héheren Molekulargewichtsbereich
erschwert eine ldentifizierung von Syb(1-116)-Oligomeren. Dennoch ist mit ansteigender Konzentration
an BS3 immer deutlicher eine Bande auf Hohe eines Dimers (~24 kDa) zu erkennen. Durch die Western

Blots wurden Syb(1-116)-Oligomere bis hin zu Pentameren nachgewiesen.

B
[kDa] M | 1 I 1 [kDa]M | 11 1 v 1 1 1 v

62 5 &3 @ Monomer
49 F + 49 . g @ Dimer
38 v - v

38 WV Trimer
28 & o8 ®
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Abbildung 36: Quervernetzung von Syb(1-116).

(A) Quervernetzung einer niedrigen Konzentration von 10 uM Syb(1-116). 10 pM Syb(1-116) (I) wurde in 200 pM BS3 (Il)
quervernetzt. Coomassie-gefarbtes Gel (links) und Western Blot (rechts; Primarantikérper: anti-Synaptobrevin-2-Klon 69.1).
Anhand der Western Blots sind Oligomere bis zum Pentamer nachweisbar (siehe Annotation) (B) Quervernetzung einer héheren
Konzentration von 100 pM Syb(1-116). 100 uM Syb(1-116) (I) wurde in 83 pM BS3 (ll), in 116 uM BS3 (Ill) und in 166 uM BS3
(IV) quervernetzt. Coomassie-geféarbtes Gel (links), Western Blot (rechts; Primarantikdrper: anti-Synaptobrevin-2-Klon 69.1). Die
Intensitat der Oligomere nimmt mit steigender BS3-Konzentration zu. Oligomere bis zu Pentamere wurden identifiziert (siehe
Legende).

Um die interagierenden Aminosaurereste zu identifizieren, wurde Syb(1-116) in BS3 inkubiert und
anschlieBend das Protein mit Trypsin in Lo6sung hydrolysiert. Die Peptide wurden mittels
GroRenausschlusschromatographie getrennt und die Fraktionen mit quervernetzten Peptidpaaren
mittels LC-MS/MS analysiert. Spektren quervernetzter Peptidpaare wurden mit der
Datenbanksuchmaschine pLink [139] identifiziert und anschlieBend manuell validiert. Auf Grund der
kleinen Datenbank konnten die Nebenreaktionen von BS3 als zusatzliche Parameter fur die

Datenbanksuche bertcksichtigt werden. Es wurden 23 Quervernetzungen identifiziert (Tabelle A. 5). An

elf dieser Quervernetzungen ist mindestens ein Serin- oder Threoninrest beteiligt. Sechs der
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Quervernetzungen konnten eindeutig als intermolekulare Interaktion von Syb(1-116) identifiziert
werden, da die Peptidsequenzen identisch sind oder Giberlappen und somit von zwei Kopien von Syb(1-
116) stammen mussen. In Abbildung A. 6 ist ein validiertes Spektrum einer intermolekularen
Quervernetzung zwischen zwei identischen Peptiden von Syb(1-116) dargestellt. Die Masse des
Vorlauferions entspricht der doppelten Masse des Peptids VNVD%?KVLER und der Masse des Spacers
von BS3. Die Position der Quervernetzung zwischen K52 und K52 kann durch eine vollstandige
Y-lonenserie, sowie mehrere B-lonen und A-lonen zugeordnet werden. Somit konnten Homooligomere

von Syb(1-116) mit Hilfe der chemischen Quervernetzung und MS eindeutig nachgewiesen werden.

Die validierten Quervernetzungen sind in Abbildung 37 in einem Interaktionsnetzwerk dargestellt. Sechs
Interaktionen wurden eindeutig als intermolekulare Quervernetzungen identifiziert. Liegt keine
Uberlappende Aminosauresequenz vor, so kann nicht zwischen intra- und intermolekularen
Interaktionen unterschieden werden. Daher wurden Quervernetzungen ohne lberlappende Sequenz
als intramolekulare Interaktionen erfasst, auch wenn es sich um intermolekulare Interaktionen handeln
konnte. Die identifizierten Interaktionen liegen Uberwiegend innerhalb des SNARE-Motivs oder
zwischen dem SNARE-Motiv und dem N-Terminus. Es konnten keine Interaktionen mit der

Transmembranhelix oder dem C-Terminus (Serin 115 oder Threonin 116) nachgewiesen werden.

Lysin (K)
| Threoin (T)
| Serin (S)
[ His-Tag
[l cytosolische Doméne

[l SNARE-Motiv

[] Transmembranhelix

- C . luminaler C-Terminus

Abbildung 37: Interaktionsnetzwerk der Volllangenvariante Syb(1-116).
Interaktionsnetzwerk von 114 yM Syb(1-116) in 417 uM BS3. Intramolekulare Quervernetzungen (rot) und intermolekulare
Quervernetzungen (blau) sind mit den interagierenden Aminosaureresten dargestellt. Die Balkenlange ist proportional zur

Proteinlange. Quervernetzte Lysin- (orangefarben), Threonin- (blau) und Serinreste (griin) sind hervorgehoben.
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5.4.3 Oligomerisierung von Synaptobrevin-2-Liposomen

Vorangehende Studien zeigten, dass die Oligomerisierung von Synaptobrevin-2 von der
Transmembranhelix ausgeht [38-41]. Um den Einfluss der Lipide auf die Oligomerisierung von
Syb(1-116) zu analysieren, wurden aus Syb(1-116) und Lipiden, Proteoliposomen rekonstituiert. Als
Lipidzusammensetzung wurde eine Mischung aus DOPC:DOPE:DOPS:Cholesterin in einem Verhaltnis
von 5:2:2:1 verwendet. Diese Zusammensetzung wurde bereits in anderen Studien verwendet um
SNARE-Proteine sowie die Funktion von SNARE-Proteinen zu untersuchen [179] und entspricht der
Lipidzusammensetzung synaptischer Vesikel [21]. Als Nachweis, dass die Rekonstitution erfolgreich
war und kein freies Protein mehr vorliegt, wurde eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefiuhrt.
Syb(1-116) konnte lediglich in der oberen Fraktion des Saccharosegradienten, welcher eine geringe
Dichte aufweist, nachgewiesen werden. Die untere Fraktion mit hoher Dichte wies kein freies Syb(1-116)
auf. Syb(1-116) wurde somit vollstandig inkorporiert.'* Die Grolenverteilung der Proteoliposomen
wurde mittels DLS analysiert. Die Proteoliposomen wiesen eine homogene Population mit einem
durchschnittlichen hydrodynamischen Durchmesser von ca. 24 nm auf. Nach erfolgreicher
Rekonstitution des Syb(1-116) wurden die Proteoliposomen in BS3 inkubiert. Um das
Oligomerisierungsverhalten zu analysieren, wurde mit den quervernetzten Proteinen eine SDS-Page
durchgefuhrt. Die Gele wurden mit Coomassie eingefarbt sowie ein Western Blot durchgefihrt
(Abbildung 38). Sowohl im Coomassie-gefarbten Gel als auch im sensitiveren Western Blot wurden nur
Banden des Monomers nachgewiesen. Fir beide BS3-Konzentrationen befinden sich auf Hohe des
Monomers (ca. 14 kDa) zwei Banden, wahrend die Vergleichsprobe nur eine Bande aufweist. Die zwei
Banden sind ein Hinweis darauf, dass sich durch die intramolekularen Quervernetzungen zwei
unterschiedliche Konformationen von Syb(1-116) in Liposomen ausgebildet haben, welche mittels
SDS-PAGE separiert werden konnten. Durch das Quervernetzen von Syb(1-116) in Liposomen wurde
gezeigt, dass das Protein in Liposomen Uberwiegend als Monomer vorliegt und sich wahrscheinlich in
der Lipiddoppelschicht verteilt. Die Volllangenvariante neigte nicht dazu Cluster aus Homooligomeren
in Liposomen auszubilden. Dieses Ergebnis stimmt mit einer Studie Uberein, welche zeigt, dass
Synaptobrevin-2 keine grolReren Homooligomere in Liposomen mit &hnlicher Zusammensetzung

(PC:PE:PS:Phosphatidylinositol:Cholesterin 5:2:1:1:1) ausbildet [180].

14 Die Herstellung der Proteoliposomen, die Dichtegradientenzentrifugation sowie die DLS-Messung
erfolgte durch Dr. Caroline Haupt, AG Jun.-Prof. Dr. Carla Schmidt.
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Abbildung 38: Quervernetzung von Syb(1-116)-Liposomen.

(A) Quervernetzung von Syb(1-116) Liposomen: 14 uM Syb(1-116) rekonstituiert in Proteoliposomen (I) wurde quervernetzt in
140 uM BS3 (II) und 280 uM BS3 (lll). Coomassie-gefarbtes Gel (links) und Western Blot (rechts; Primarantikorper: anti-
Synaptobrevin-2-Klon 69.1). Fur die quervernetzten Proteoliposomen wurden zwei Banden und somit zwei unterschiedliche

Konformationen bei ca. 14 kDa, der Masse des Monomers, erzielt. (B) Schematische Darstellung eines Syb(1-116)-Liposoms.

5.4.4 Oligomerisierung von Syb(1-96)

Um weiter Aufschliisse tUiber das Oligomerisierungsverhalten von Synaptobrevin-2 zu gewinnen, wurde
die Synaptobrevin-2-Variante Syb(1-96) untersucht. Syb(1-96) fehlt die Transmembranhelix. Somit
wurde mit Hilfe der nativen Massenspektrometrie und der chemischen Quervernetzung der Einfluss der

Transmembranhelix auf das Oligomerisierungsverhalten analysiert.

Hierfir wurden zunachst 10 uM Syb(1-96) wie beschrieben in Transferpuffer Gberflhrt und Spektren mit
Hilfe der nativen MS aufgenommen. Die Signale wurden wieder mit Hilfe der Software Massign [149]
einer Masse zugeordnet. Die aufgenommen Spektren sind in Abbildung 39 dargestellt. Bei einer
Konzentration von 10 uM weist das Spektrum eine dominante Signalserie entsprechend der Masse des
Monomers von Syb(1-96) mit 10.804 Da auf. Zudem wurde eine zweite Signalserie identifiziert,
entsprechend der Masse des Dimers von Syb(1-96). Um die Intensitat des Dimersignals zu erhéhen,
sowie die Signalintensitaten von potentiell h6heren Oligomeren zu erhdhen, wurde Syb(1-96) héhere
Konzentrationen von 100 uM und 1 mM analysiert. Bei einer Konzentration von 1 mM wurden
Signalserien von Oligomeren bis hin zu Pentameren identifiziert. Die Signalserie des Dimers ist die
intensivste Serie. Mit steigendem Oligomerisierungsgrad nimmt die Intensitéat der Signalserien ab. Diese
kontinuierliche Abnahme der Syb(1-96)-Oligomersignale spricht fur eine additive Oligomerisierung,
vergleichbar mit einer Aggregation, und nicht fir die Ausbildung von definierten Oligomeren. Tabelle 3
enthalt die experimentell ermittelten Massen, die theoretischen Masse sowie die Differenz der beiden

Massen. Die experimentell ermittelten Massen liegen im erwarteten Massenbereich.
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Abbildung 39: Native Massenspektren von Syb(1-96).

Die Spektren von 10 uM (rotes Spektrum), 100 pM (griines Spektrum) und 1 mM (schwarzes Spektrum) Syb(1-96) sind gegeben.
Aus einer 10 uM-Lésung wurde das intakte Syb(1-96)-Monomer (blaue Kreise) und ein Fragment (orangefarbene Kreise), sowie
das Dimer (blaue Raute) nachgewiesen. Héhere Konzentrationen weisen héhere Oligomere bis hin zu Pentameren auf (siehe

Legende).

Tabelle 3: Massen der nachgewiesenen Syb(1-96) Oligomere.

Fur jedes Oligomer ist die experimentell ermittelte Masse (M (exp)), die theoretische Masse (M (theor)) sowie die Massendifferenz

(AM) gegeben.

Syb(1-96) M (exp) M (theor) AM

Oligomer [Da] [Da] [Da]
Monomer (1-mer) 10804 10799 5
1-mer Fragment 10297 -
Dimer (2-mer) 21604 21598 6
Trimer (3-mer) 32405 32398 7
Tetramer (4-mer) 43209 43197 12
Pentamer (5-mer) 54010 53996 14

Die Oligomerisierung von Syb(1-96) wurde zudem mittels Quervernetzung nachgewiesen.
Unterschiedliche Syb(1-96)-Konzentrationen wurden mit unterschiedlichen BS3-Konzentrationen

qguervernetzt. Nach der SDS-PAGE wurden die Gele entweder mit Coomassie eingeféarbt oder ein
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Western Blot durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 40 dargestellt. Bei hdheren BS3
Konzentrationen von 200 pM konnten im Coomassie-geférbten Gel Oligomere bis hin zu Hexameren
nachgewiesen werden. Beim sensitiveren Western Blot reichten Konzentration von 10 uM Syb(1-96)
um Oligomere bis hin zu Hexameren nachzuweisen. Die quervernetzten Proteine wurden im Gel
proteolytisch hydrolysiert und die gewonnenen Peptide mittels LC-MS/MS analysiert. AnschlieBend
wurden die Spektren der quervernetzten Peptide mit der Datenbanksuchmaschine pLink [139]
identifiziert und die Annotation manuell validiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 40C in einem
Netzwerkdiagramm dargestellt. Es wurden 43 Quervernetzungen zwischen Lysin-, Serin- und
Threoninresten nachgewiesen, wobei es sich bei 16 der Quervernetzungen um intermolekulare

Interaktionen handelt.
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Abbildung 40: Proteininteraktionen von Syb(1-96).
(A) Coomassie-geféarbtes Gel (links) und Western Blot (rechts; Priméarantikorper: anti-VAMP1/2/3). 10 uM Syb(1-96) (I) wurde

quervernetzt in 200 uM BS3 (Il). (B) Coomassie-gefarbtes Gel (links) und Western Blot (rechts; Primarantikorper:
anti-VAMP1/2/3). 200 pM Syb(1-96) (1) wurde quervernetzt in 180 uM BS3 (Il), in 250 uM BS3 (lIl) und in 350 uM BS3 (IV). (C)
Interaktionsnetzwerk von Syb(1-96). Intramolekulare Quervernetzungen (rot) und intermolekulare Quervernetzungen (blau) sind
dargestellt.

Die Anzahl an intermolekularen Quervernetzungen von Syb(1-96) ist im Vergleich zu Syb(1-116) hoher.
Die Verteilung der Quervernetzungspositionen ist mit den Positionen in Syb(1-116) vergleichbar. Die
fehlende Transmembranhelix hat keinen Einfluss auf die Position der Quervernetzungen. Die nativen

Massenspektren und die Quervernetzungsexperimente zeigen, dass Syb(1-96) starker oligomerisiert

als Syb(1-116).

5.4.5 Oligomerisierung von Syb(49-96)
Um den Einfluss der unterschiedlichen Proteinsegmente von Synaptrobrevin-2 auf das
Oligomerisierungsverhalten zu analysieren, wurde als néchstes Syb(49-96) untersucht. Syb(49-96)

beinhaltet die C-terminale Hélfte des SNARE-Motivs sowie die Juxtamembrandomé&ne. Untersuchungen
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von Synaptobrevin-2 und der cytosolischen Doméne von Synaptobrevin-2 zeigten, dass es im nativen
Zustand ungeordnet vorliegt aber in der Gegenwart von Dodecylphosphocholinmizellen helikale
Segmente ausbildet (Aminoséuren 36-54 und 77-88) [36]. Diese Segmente sind teilweise in Syb(49-96)
enthalten. Zusatzlich fehlt Syb(49-96) die ,coiled coil trigger site® (Reste: 42-48), welche fur die
Ausbildung des SNARE-Komplexes essentiell ist [181]. Syb(49-96) ist somit eine Variante von
Synaptobrevin-2, welche einen Teil wichtiger Struktursegmente aufweist, andere Segmente fehlen
jedoch. Das Oligomerisierungsverhalten von Syb(49-96) kann somit Aufschluss tber den Einfluss der

Struktursegmente auf das Oligomerisierungsverhalten von Synaptobrevin-2 geben.

Das Oligomerisierungsverhalten von Syb(49-96) wurde analog zu Syb(1-116) und von Syb(1-96) mittels
nativer Massenspektrometrie und Quervernetzung untersucht. Abbildung 41 zeigt die nativen
Massenspektren fur 10 uM, 30 uM, 100 pM, 300 uM, 1 mM und 3 mM Syb(49-96). Mit steigender
Konzentration konnten héhere Oligomere nachgewiesen werden. Bei einer Konzentration von 3 mM
Syb(49-96) wurden im m/z-Bereich von 4000 bis 6000 Signalserien fur Oligomere bis hin zu
Dodecameren zugeordnet. Das Signal bei ca. 6000 m/z entspricht der Masse von Syb(49-96). Somit ist
es fur jedes Oligomer Bestandteil der Signalserie. Auch andere Signale, wie z.B. die Signale bei
3000 m/z oder 4000 m/z entsprechen den Ladungszustadnden von mehr als einem Oligomer. Das Signal
bei ca. 4500 m/z entspricht beispielsweise einem Ladungszustand von 4+ fur das Trimer, 8+ fur das
Hexamer, 12+ fir das Nonamer und 16+ fir das Dodecamer. Es konnte kein definiertes Oligomer
nachgewiesen werden. Dies ware der Fall, wenn Syb(49-96) beispielsweise ausschlief3lich als Tetramer
vorliegt. Diese Art der Oligomerisierung und das entsprechende Spektrum ist typisch fur eine additive
Oligomerisierung. Im Vergleich zu Syb(1-96) weist Syb(49-96) einen hoheren Oligomerisierungsgrad
auf. Tabelle 4 enthalt die mit der Hilfe der Software Massign [149] ermittelten Massen. Die experimentell

ermittelten Massen liegen wie zu erwarten etwas hdher als die theoretischen Massen.
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Abbildung 41: Native Massenspektren von Syb(49-96).

Die Massenspektren fiur 10 pM (gelb), 30 uM (griin), 100 pM (violett), 1 mM (dunkelrot) und 3 mM (schwarz) Syb(49-96) sind
gezeigt. Aus einer 10 puM-Lésung wurden das Monomer von intaktem Syb(49-96) (blaue Kreise, 6045 Da) und das Dimer (blaue

Raute) nachgewiesen. Hohere Konzentrationen an Syb(49-96) fuhrten zu Signalen hoherer Oligomere (siehe Legende).

Tabelle 4: Massen der nachgewiesenen Syb(49-96) Oligomere.

Fur jedes Oligomer ist die experimentell ermittelte Masse (M (exp)), die theoretische Masse (M (theor)) sowie die Massendifferenz

(AM) gegeben.

Syb(49-96) M (exp) M (theor) AM

Oligomer [Da] [Da] [Da]
Monomer (1-mer) 6045 6040 5
1-mer Fragment 5540 - -
Dimer(2-mer) 12083 12080 3
Trimer (3-mer) 18137 18120 17
Tetramer (4-mer) 24174 24160 14
Pentamer (5-mer) 30213 30200 13
Hexamer (6-mer) 36282 36239 43
Heptamer (7-mer) 42303 42279 24
Octamer (8-mer) 48348 48319 29
Nonamer (9-mer) 54395 54359 36
Decamer (10-mer) 60447 60399 48

Undecamer (11-mer) 66478 66439 39
Dodecamer (12-mer) 72514 72479 35
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Wie bereits Syb(1-116) und Syb(1-96) wurde auch Syb(49-96) mit BS3 quervernetzt. Die quervernetzten
Proteine wurde mittels Gelelektrophorese getrennt. Die erhaltenen Gele wurden entweder mit
Coomassie eingefarbt oder es wurde ein Western Blot durchgefihrt. In Abbildung 42A und B sind die
Ergebnisse abgebildet. Anhand der Western Blots konnten bereits bei einer Proteinkonzentration von
10 uM Oligomere bis hin zu Decameren nachgewiesen werden (Abbildung 42A). Bei einer
Konzentration von 650 uM konnten auch im Coomassie-gefarbten Gel Oligomere bis hin zu Decameren
nachgewiesen werden (Abbildung 42B). Die quervernetzten Proteine aus dem Coomassie-gefarbten
Gel wurden wie beschrieben analysiert. In Abbildung 42C sind die Ergebnisse in einem
Interaktionsnetzwerk dargestellt. Es konnten 33 Quervernetzungen nachgewiesen werden. Davon
befinden sich finf Quervernetzungen zwischen Serin oder Threoninresten. 17 von 33
Quervernetzungen entsprechen intermolekularen Interaktionen. Die Anzahl an Quervernetzungen ist
mit 33 fur Syb(49-96) im Verhaltnis zur Proteinlange nochmal hoher als fur Syb(1-96) mit 43
Quervernetzungen und Syb(1-116) mit 23 Quervernetzungen. Fur jeden Lysin-, Serin- oder

Threoninrest von Syb(49-96) konnte eine Quervernetzung nachgewiesen werden.

A B C
[kDa] M| 11 | 1l [kDa] M I 111l [ | 1]
62 62
49 49
38 38
28 28 ®
-4 49 84 94 96
14 14
Il SNARE-Motiv
6 6 [l cytosolische Doméne
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3 3 [ Rest der Transmembranhelix

Abbildung 42: Proteininteraktionen von Syb(49-96).

(A) Coomassie-gefarbtes Gel (links) und Western Blot (rechts; Primarantikdrper: anti-VAMP1/2/3). 10 uM Syb(49-96) (I) wurde
quervernetzt in 200 uM BS3 (11). (B) Coomassie-gefarbtes Gel (links) und Western Blot (rechts; Primarantikdrper: anti-VAMP1/2/3)
von 650 pM Syb(49-96) (1) in 180 uM BS3 (II) und in 250 puM BS3 (lil). (C) Interaktionsnetzwerk von Syb(49-96). Intramolekulare
Quervernetzungen (rot) und intermolekulare Quervernetzungen (blau) sind dargestellt.
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5.4.6 lonenmobilitaitsmessungen von Syb(49-96)'°

Die Anwesenheit der zuvor identifizierten Oligomere von Syb(49-96) im Vergleich zur cytosolischen
Domaéne von Synaptrobrevin-2 (Syb(1-96)) oder der Volllangenvariante (Syb(1-116)) sind ein Hinweis
fur eine ausgepragte Neigung zur Oligomerisierung oder Aggregation von diesem bestimmten
Proteinabschnitt. Ein Grund fur diese ausgepragte Neigung kénnte die intrinsisch ungeordnete Struktur
von Syb(49-96) sein. Um dies weiter zu untersuchen wurde Syb(49-96) mittels IM-MS analysiert. Hierfur
wurde Syb(49-96) mittels GroRenausschlusschromatographie in Transferpuffer Uberfihrt und an einem
speziell konstruierten lonenmobilitédts-Massenspektrometer [150] analysiert. Abbildung A. 6 zeigt das
erzielte Spektrum. Es wurden Signalserien detektiert, welche den Ladungszusténden des Monomers
und Dimers entsprechen, sowie ein Signal welches dem Trimer entspricht. Abbildung A. 7 zeigt die
Verteilung der Ankunftszeit (ATD) der verschiedenen Spezies. Die ATD entspricht der jeweiligen
Verweildauer in der Driftzelle. Je grof3er der Kollisionsquerschnitt, desto langer die Verweildauer in der
Driftzelle. Alle Spezies weisen einen breiten Kurvenverlauf der ATD auf, was zeigt, dass die einzelnen
Spezies eine polymorphe Gestalt besitzen und jede Spezies mehr als eine Konformation besitzt.
Waéhrend fir das dreifachgeladene Monomer n/z = 1/3 eine schmaler Kurvenverlauf der ATD ermittelt
wurde und somit eine Konformation, wurden fir die héher geladenen Monomere (3+ bis 7+) ATDs fur
bis zu vier Konformationen ermittelt. Fir das Dimer konnten ATDs fir bis zu zwei Konformationen (6+
und 7+) und fur das Trimer eine Konformation ermittelt werden. Fir jede Spezies wurde der
Kollisionsquerschnitt berechnet. Abbildung 43 zeigt die experimentell ermittelten Kollisionsquerschnitte
aufgetragen gegen die Anzahl an Untereinheiten. Die in die Abbildung eingefugte Kurve entspricht
einem theoretischen isotropen Wachstum fur eine idealisierte sphéarische Anordnung [182] mit der
Gleichung Q=0-1-n2/3, wobei Q dem Kollisionsquerschnitt, o-1 dem Kollisionsquerschnitt des
Monomers und n der Anzahl an Untereinheiten entspricht. Spezies, bei welchen die Messwerte auf der
isotropen Wachstumskurve liegen, sind sehr wahrscheinlich unstrukturiert, globular und kompakt. Bei
Messwerten aulerhalb der isotropen Wachstumskurve handelt es sich um ausgedehntere
Konformationen welche partiell strukturiert (reich an Helices oder B-Faltblattern) sein kénnten. Eine
ausgedehntere Konformation, welche nicht einem isotropen Wachstum entspricht, kann jedoch auch
aus Coulomb-induzierter Entfaltung resultieren. Die Messwerte der Syb(49-96) Oligomere mit niedrigen

Ladungszustanden liegen annéhernd auf der theoretischen isotropen Wachstumskurve. Das spricht fir

15 Die IM-MS Messungen und Auswertungen wurden von Waldemar Hoffmann, AG Prof. Dr. Kevin
Pagel, Institut fir Chemie und Biochemie, Freie Universitat Berlin, durchgefihrt.
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eine unstrukturierte, kugelférmige Konformation mit geringer Oberflache. Das Abweichen der
Messwerte der hohergeladenen Spezies mit deutlich groRBerem Kollisionsquerschnitt spricht fur
ausgedehntere Konformationen. Diese ausgedehnteren Konformationen von Syb(49-96) gehen jedoch
wahrscheinlicher auf Coulomb-induzierte Entfaltung durch die hohe Ladungsdichte zuriick als auf
héhere CCS durch Strukturelemente innerhalb des Monomers bzw. der Oligomere. Zusammenfassend
konnten mittels IM-MS verschiedene Konformationen fir die unterschiedlichen Ladungszustande des
Monomers und Dimers sowie fir einen Ladungszustand des Trimers nachgewiesen werden. Der
Kollisionsquerschnitt der verschiedenen Konformationen spricht flr eine intrinsisch ungeordnete,

kugelférmige Konformation, welche sich mit hohen Ladungszusténden entfaltet.
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Abbildung 43: Ergebnisse der IM-MS von Syb(49-96).

Kollisionsquerschnitt aufgetragen gegen die Anzahl an Untereinheiten (n) fur die unterschiedlichen Ladungszustande (3+ bis 8+)
des Monomers, Dimers und Trimers (siehe Legende). Die Messwerte liegen auf einer isotropen Wachstumskurve, typisch fir
intrinsisch ungeordnete Proteine.

5.5 Synaptobrevin-2 in seiner natiirlichen Umgebung?®®

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass Synaptobrevin-2 eine zentrale Rolle innerhalb des
Proteininteraktionsnetzwerkes synaptischer Vesikel spielt. Hierfiir gibt es zwei mdgliche Grinde.
Einerseits kann es sich um spezifische Interaktionen, anderseits um unspezifische Interaktionen
handeln. Handelt es sich um spezifische Interaktionen, erklart es die hohe Anzahl an Synaptobrevin-2-
Kopien je synaptischem Vesikel. Handelt es sich um unspezifische Interaktionen kann es sich um

zuféllige Kontakte handeln, welche durch die groRRe Strukturflexibilitét von Synaptobrevin-2 zustande
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kommen. Die Ergebnisse in Kapitel 5.4 zeigen, dass Synaptobrevin-2 zu unspezifischen Interaktionen
mit sich selbst neigt [183]. Auch andere Studien weisen auf unspezifische Proteinkontakte,
hervorgerufen durch die hohe Flexibilitat, hin [36; 37]. Um herauszufinden, ob es sich um spezifische
oder unspezifische Interaktionen handelt, wurden drei unterschiedliche Experimente durchgefihrt. 1)
Durch Inkubation der synaptischen Vesikel mit BONT B wurde der Grof3teil der cytosolischen Doméne
von Synaptobrevin-2 (Aminosauren 1 bis 76) abgespalten. 11) Durch Inkubation der synaptischen Vesikel
mit dem l6slichen AN-SNARE-Komplex wurde Synaptobrevin-2 im SNARE-Komplex gebunden. Il1)
Durch Fusionierung der synaptischen Vesikel mit Liposomen wurde die Oberflache der Membran
vergroRert und die Dichte der Proteine verringert. AnschlieRend wurde der Einfluss der drei
Versuchsbedingungen auf die Interaktionen der Proteine synaptischer Vesikel mittels chemischer

Quervernetzung in Kombination mit MS untersucht.

5.5.1 Proteininteraktionen synaptischer Vesikel in der Abwesenheit von Synaptobrevin-2

Die Identifizierung der Proteininteraktionen erfolgte analog zur Identifikation der Proteininteraktionen
unbehandelter synaptischer Vesikel (5.3.1). Fur dieses Experiment wurden zunachst synaptische
Vesikel mit BONT B inkubiert. Als Kontrolle der vollstandigen Spaltung wurde analog zum BoNT B-Assay
(5.1.3) ein Western Blot durchgefuhrt (Abbildung 44). Nach der Inkubation mit BONT B wurde in den drei

Replikaten kein intaktes Synaptobrevin-2 mehr nachgewiesen.

Replikat 1 Replikat 2 Replikat 3
[kDa] M - + [kDa] M - + [kDa] M - + BONTB

14 ! 14 5 14§
6 - < 6 — <] 6!

Abbildung 44: Western Blots synaptischer Vesikel vor und nach der Spaltung mit BoNT B.

Western Blots zur Uberpriifung der vollstdndigen Spaltung von Synaptobrevin-2 (Primarantikérper: anti-VAMP1/2/3). Die Bande
des intakten Synaptobrevin-2 entspricht einem Molekulargewicht von ca. 14 kDa. Nach Spaltung durch BoNT B zwischen den
Aminosaureresten Q76 und F77 zeigt sich eine Bande bei ca. 6 kDa (Pfeilspitze), dem Spaltprodukt von Synaptobrevin-2. In allen
drei Replikaten konnte kein ungespaltenes Synaptobrevin-2 nachgewiesen werden.

Nach der Spaltung wurden die synaptischen Vesikel in 10 uM BS3 quervernetzt. Die Analyse der
Proteininteraktionen erfolgte analog zu (5.3). Abbildung A. 8 zeigt das Venn-Diagramm der

identifizierten Quervernetzungen. Es konnten 216 Quervernetzungen in drei Replikaten identifiziert

werden (Tabelle A. 6). Von den 216 Quervernetzungen entsprechen 186 intramolekularen und
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30 intermolekularen Proteininteraktionen. 159 der Proteininteraktionen konnten in mindestens zwei von
drei Replikaten und 84 der Proteininteraktionen in drei von drei Replikaten nachgewiesen werden.
186 Quervernetzungen sind deutlich weniger als 472 Quervernetzungen welche fir die unbehandelten
synaptischen Vesikel (5.3) identifiziert wurden. Fiir die einzelnen Quervernetzungen wurde jedoch eine
hohe Anzahl an MS/MS-Spektren gewonnen. Fiur die 84 Quervernetzungen, welche in allen drei
Replikaten nachgewiesen wurden, wurden beispielsweise 1579 MS/MS-Spektren erzielt. Die grol3e
Anzahl an MS/MS-Spektren zeigt, dass eine geringere Anzahl an individuellen Quervernetzungen nicht
an einer mangelhaften LC-MS/MS-Analyse liegen, sondern die Proteininteraktionen unter diesen

Bedingungen in der Summe deutlich zuriickgegangen sind.

Abbildung 45 zeigt ein Netzwerkdiagramm der intermolekularen Proteininteraktionen synaptischer
Vesikel welche die cytosolische Doméne von Synaptobrevin-2 nicht mehr aufweisen. Die meisten der
identifizierten Quervernetzungen sind intramolekulare Interaktionen von Proteinkontaminationen und
nicht von Proteinen synaptischer Vesikel. Dass die Methode geeignet ist, um Interaktionen von mit
BoNT B behandelten synaptischen Vesikeln nachzuweisen, zeigt das Interaktionsnetzwerk innerhalb
des V-ATPase-Komplexes. Dieses ist vergleichbar mit dem Proteininteraktionsnetzwerk der
unbehandelten synaptischen Vesikel (5.3). Nach der Spaltung von Synaptobrevin-2 mit BONT B konnten
Interaktionen von Synaptogyrin-1, Synaptobrevin-2, CSP, SV2A und SV2B, Synaptophysin sowie des
V-ATPase-Komplexes nachgewiesen werden. Es wurden lediglich zwei Interaktionen zwischen
Synaptobrevin-2 und einem anderen Protein synaptischer Vesikel (CSP und SV2A) nachgewiesen.
Innerhalb des AP2-Komplexes wurden 13 intramolekulare Quervernetzungen und eine intermolekulare
Quervernetzung nachgewiesen. Die Interaktionen zwischen dem AP2-Komplex und Proteinen
unbehandelter synaptischer Vesikel wurden bei den mit BONT B behandelten synaptischen Vesikeln
nicht mehr nachgewiesen. Andere Proteininteraktionen, welche bereits bei unbehandelten synaptischen
Vesikeln nachgewiesen wurden, wurden auch hier nachgewiesen. Darunter wurden auch die
Interaktionen von Synaptophysin mit V-ATPase-a, SV2A oder Synaptpgyrin-1 nachgewiesen. In zwei
Replikaten konnte ein CSP-Homomer nachgewiesen werden. Wahrend die meisten
Proteininteraktionen synaptischer Vesikel nach der Behandlung mit BONT B nicht mehr vorhanden sind,

sind diese Proteininteraktionen jedoch weiter nachweisbar.
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Abbildung 45: Interaktionsnetzwerk von synaptischen Vesikeln nach Spaltung von
Synaptobrevin-2 mittels BoNT B.

Die Lange der Balken ist proportional zur Lédnge der Proteine. Der N-Terminus befindet sich jeweils am linken Ende des Balkens
und der C-Terminus am rechten Ende. Intermolekulare Quervernetzungen aus einem Replikat (grau) oder aus mindestens zwei
Replikaten (blau) sind abgebildet. Proteine, mit welchen nur in einem Replikat Interaktionen nachgewiesen wurden, sind
transparent hinterlegt.

5.5.2 Fixierung von Synaptobrevin-2 synaptischer Vesikel im SNARE-Komplex

Der l6sliche AN-SNARE-Komplex besteht aus dem SNARE-Motiv von Syntaxin-1A (Stx1A(188-259))
und SNAP-25 (SNAP25(1-206)) sowie einer kurzen Variante von Synaptobrevin-2 (Syb(49-96)) [184].
Als néchstes wurden synaptische Vesikel mit einem Uberschuss des loslichen AN-SNARE-Komplexes
inkubiert (4.2.1.8). In Abbildung 46 ist die Bindung des I8slichen AN-SNARE-Komplexes an
Synaptobrevin-2 schematisch dargestellt. Synaptobrevin-2 der synaptischen Vesikel verdrangt die
kurze Synaptobrevin-2-Variante (Syb(49-96)) und bildet den SNARE-Komplex aus. Synaptobrevin-2
wird durch die Ausbildung des SNARE-Komplexes in seiner Konformation, entsprechend der kurz vor

der Fusion synaptischer Vesikel vorliegenden Konformation, fixiert [87; 185; 30].



ERGEBNISSE | 103

\ SNAP25 \ Synaptobrevin2 | Stx1A(188-259) N Syb(49-96)

Abbildung 46: Schematische Darstellung der Bindung des loslichen AN-SNARE-Komplexes an
Synaptobrevin-2 synaptischer Vesikel.

Synaptobrevin-2 der synaptischen Vesikel interagiert mit dem léslichen AN-SNARE-Komplex und bildet ein Vier-Helices-Biindel,
den SNARE-Komplex, aus. Die kurze Synaptobrevin-2-Variante (Syb(49-96)) wird verdrangt.

Synaptobrevin-2 kann nicht von BONT B gespalten werden, wenn es im SNARE-Komplex
zusammengelagert ist. Lage nach Inkubation mit dem l6slichen AN-SNARE-Komplex ungebundenes
Synaptobrevin-2 vor, wirde es von BoNT B geschnitten werden. Die Spaltung von Synaptobrevin-2 mit
BoNT B kann durch die Anfertigung von Western Blots tUberprift werden (Abbildung 47) und somit die
guantitative Bindung des loslichen AN-SNARE-Komplexes an synaptische Vesikel Gberprift werden.
Fir den Kontrollversuch anhand der Western Blots wurden synaptische Vesikel zundchst mit dem
I6slichen AN-SNARE-Komplex inkubiert und im Anschluss mit BoNT B versetzt. Synaptobrevin-2 der
Kontrollprobe (unbehandelte synaptische Vesikel) wurde vollstandig von BoNT B gespalten (Abbildung
47). Nach Ausbildung des SNARE-Komplexes und anschlieRender Inkubation mit BoNT B kann anhand
der Western Blots kein Spaltungsprodukt von Synaptobrevin-2 nachgewiesen werden. Somit wurde
gezeigt, dass Synaptobrevin-2 unter den gewahlten Bedingungen vollstandig im SNARE-Komplex

gebunden ist und kein freies Synaptobrevin-2 mehr vorliegt.
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Abbildung 47: Western Blots bestétigen die Zusammenlagerung des gesamten Synaptobrevin-2

der synaptischen Vesikel in SNARE-Komplexen.
Western Blots (Priméarantikorper: anti-VAMP1/2/3) synaptischer Vesikel (- AN-18sl./ - BoNT B), synaptischer Vesikel inkubiert mit

dem léslichen AN-SNARE-Komplex (+ AN-I6sl./ - BoNT B), synaptische Vesikel inkubiert mit BONT B (- AN-16sl./ + BONT B), sowie
synaptische Vesikel erst inkubiert mit dem I8slichen AN-SNARE-Komplex und anschlieBend mit BONT B (+ AN-lésl./ + BoNT B).
Synaptobrevin-2 bildet den SNARE-Komplex aus und kann nicht mehr durch das BoNT B geschnitten werden (Stern). In der
Abwesenheit des I6slichen AN-SNARE-Komplexes (AN-16sl.) wird Synaptobrevin-2 vollstandig durch BoNT B geschnitten
(Pfeilspitze).

Nachdem nachgewiesen wurde, dass Synaptobrevin-2 unter den gewéhlten Bedingungen im
SNARE-Komplex zusammengelagert ist und kein freies Synaptobrevin-2 mehr vorliegt, wurden die
Proben in 10 uM BS3 quervernetzt. Die Identifizierung der Quervernetzungen erfolgte wie beschrieben
(5.3). Durch die Zugabe des AN-SNARE-Komplexes beinhaltet die Probe mehr Protein. Der
LC-Gradient wurde daher von 90 min auf 180 min verlangert, um die Analysezeit fur die Fragmentierung
niederabundanter quervernetzter Peptidpaare zu verlangern. Mit dem langeren LC-Gradienten wurden
drei Replikate analysiert. In Abbildung A. 11 sind die identifizierten Quervernetzungen in einem
Venn-Diagramm dargestellt. Mit der optimierten Methode, wurden 375 Quervernetzungen
nachgewiesen (Tabelle A. 7). 235 der 375 Quervernetzungen wurden in zwei von drei Replikaten und
121 Quervernetzungen in drei von drei Replikaten identifiziert. Von den 407 Quervernetzungen

entsprechen 206 Quervernetzungen intramolekularen Interaktionen und 147 Quervernetzungen

intermolekularen Interaktionen.

In Abbildung 48 ist das Interaktionsnetzwerk der quervernetzten Proteine synaptischer Vesikel die mit
dem l6slichen AN-SNARE-Komplex inkubiert wurden, dargestellt. Die Quervernetzungen wurden
Uberwiegend zwischen den SNARE-Proteinen SNAP-25, Syntaxin-1A und Synaptobrevin-2
nachgewiesen. Die meisten dieser Interaktionen wurden zwischen den C-terminalen Aminoséauren von
Synaptobrevin-2 und SNAP-25 sowie Syntaxin-1A nachgewiesen. Diese Interaktionen stammen daher
wahrscheinlich aus dem im Uberschuss zugegebenen AN-SNARE-Komplex. Wieder konnten

Proteininteraktionen innerhalb des V-ATPase-Komplexes identifiziert werden, welche mit den
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Interaktionen der anderen Versuche vergleichbar sind. Im Vergleich mit dem Interaktionsnetzwerk der
unbehandelten synaptischen Vesikel (5.3) nimmt die Anzahl an Proteininteraktionen zwischen
Synaptobrevin-2 und anderen Proteinen synaptischer Vesikel ab. Dafir wurden Proteininteraktionen
zwischen den SNARE-Proteinen SNAP-25 oder Syntaxin-1A und Proteinen synaptischer Vesikel
identifiziert. Herausstechend sind hierbei die Interaktionen zwischen den SNARE-Proteinen und
V-ATPase-a oder Synapsin-1. Es wurden auch Interaktionen zwischen Kontaminationen und den
SNARE-Proteinen SNAP-25 oder Syntaxin-1A nachgewiesen, wie zuvor fur Snyaptobrevin-2. Dies
spricht dafir, dass Interaktionen, welche bei den unbehandelten synaptischen Vesikeln mit
Synaptobrevin-2 stattfanden, unter diesen Versuchsbedingungen mit dem SNARE-Komplex stattfinden.
Andere Proteininteraktionen koénnen weiterhin nachgewiesen werden, wie z.B. zwischen
Synaptobrevin-2, Synaptophysin und SV2A oder zwischen Synaptobrevin-2 und Synapsin sowie
Synaptobrevin-2-Dimere. Es wurden mehrere Interaktionen zwischen Synaptotagmin-1 und den
SNARE-Proteinen Synaptobrevin-2, SNAP-25 und Snytaxin-1A nachgewiesen. Bei den unbehandelten
synaptischen Vesikeln konnte hingegen nur eine Proteininteraktion zwischen Synaptotagmin-1 und
Synaptobrevin-2 nachgewiesen werden. Als SNARE-assoziiertes Protein ist Synaptotagmin-1
Bestandteil der Proteinmaschinerie fiir die gezielte Fusion synaptischer Vesikel mit der prasynaptischen
Membran. Als Calciumsensor ist es fur die synchrone Freisetzung der Neurotransmitter bei Eintritt eines
Aktionspotentials verantwortlich. Die Bildung des SNARE-Komplexes imitiert ein Pra-Fusions-Stadium.
Die Interaktion von Synaptotagmin-1 und dem SNARE-Komplex in diesem Pré-Fusion-Stadium ist
bereits beschrieben [186]. Zudem wurden Interaktionen zwischen den SNARE-Proteinen und
verschiedenen Rab-Proteinen identifiziert. Bei den unbehandelten synaptischen Vesikeln wurden fir
RablA, Rab3A und Rab39A lediglich intramolekulare Interaktionen nachgewiesen. Die Rab-Proteine
sind am Kreislauf synaptischer Vesikel und der Neubildung synaptischer Vesikel beteiligt [98; 187]. Die
identifizierten Interaktionen kénnten daher auch dem Funktionsstadium nach der Fusion entsprechen.
Es konnten keine Interaktionen zwischen dem AP2-Komplex und Synaptobrevin-2 oder dem
SNARE-Komplex nachgewiesen werden. Dies unterstitzt die These, dass Synaptobrevin-2 als
Cargoprotein fur den AP2-Komplex dient, welches fixiert im SNARE-Komplex, nicht mehr zur Verfigung
stand. Auch die Interaktionen zum Neurotransmittertransporter VGlul oder VGIlu2 waren nicht mehr

nachweisbar.
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Abbildung 48: Interaktionsnetzwerk synaptischer Vesikel, die mit dem l&slichen
AN-SNARE-Komplex inkubiert wurden.

Die Proteine synaptischer Vesikel sind als farbige Balken dargestellt, Proteinkontaminationen als graue Balken. Die Lange der
Balken ist proportional zur Léange der Proteine. Der N-Terminus befindet sich jeweils am linken Ende des Balkens und
entsprechend der C-Terminus am rechten Ende. Die intermolekularen Quervernetzungen aus einem Replikat (grau) oder aus
wenigstens zwei Replikaten (blau) sind abgebildet. Proteine, mit welchen nur in einem Replikat Interaktionen nachgewiesen
wurden, sind transparent hinterlegt.

5.5.3 Fusion mit Liposomen

Unter 5.1.5 wurde gezeigt, dass die praparierten synaptischen Vesikel mit AN-SNARE-Liposomen
fusionieren kdnnen. Nach der Fusion steht den Proteinen synaptischer Vesikel eine gréRere Membran
zur Verflgung, in welcher sie sich verteilen und separieren kdnnen. Stabile Interaktionen sollten jedoch
intakt bleiben. Um den Einfluss dieser gré3eren Membran auf die Proteininteraktionen zu analysieren,
wurden in diesem Experiment synaptische Vesikel mit AN-SNARE-Liposomen fusioniert (fusionierte
synaptische Vesikel) und anschlieRend die Proteininteraktionen mittels chemischer Quervernetzung in

Kombination mit MS identifiziert.

Eine geringe Anzahl an Synaptobrevin-2-Kopien je synaptischem Vesikel bzw. an SNAP-25- oder

Syntaxin-1A-Kopien auf Seite der Proteoliposomen reicht fiir eine Fusion aus. Da synaptische Vesikel
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durchschnittlich 80 Kopien Synaptobrevin-2 aufweisen [21], sollte nach der Fusion mit den
Proteoliposomen, Synaptobrevin-2 nur im geringem MaRRe im SNARE-Komplex gebunden sein. Mittels
BoNT B wurde dies uberpruft. Hierfur wurden fusionierte synaptische Vesikel mit BoNT B inkubiert und
somit freies Synaptobrevin-2 gespalten. Als Nachweis der Spaltung wurde ein Western Blot
durchgefuhrt. Abbildung 49 zeigt, dass sowohl bei der Kontrollprobe (synaptische Vesikel und BoNT B),
als auch den fusionierten synaptischen Vesikeln, Synaptobrevin-2 durch BoNT B gespalten wurde und
somit frei vorlag. Die Nachweisgrenze ist nicht niedrig genug, um die wenigen Synaptobrevin-2-Kopien
nachzuweisen, welche nicht gespalten werden konnten, da sie nach der Fusion im cis-SNARE-Komplex

(3.3.4) eingebunden sind.

Replikat 1 Replikat 2 Replikat 3

- -+ o+ - -+ o+ - - + + Liposomen
[kDa] M [kDa] M + [kDa] M BoNT B

+ - + - - - + - +
14 - 14/ - “ 14 -
T T - -aw ’
6 <6 - s 6

Abbildung 49: Spaltung von Synaptobrevin-2 mit BoNTB nach Fusion mit
AN-SNARE-Liposomen.

Western Blots (Primérantikorper: anti-VAMP1/2/3) synaptischer Vesikel (- Liposomen / - BoNT B), synaptische Vesikel nach

Inkubation mit BONT B (- Liposomen / + BoNT B), synaptische Vesikel fusioniert mit Liposomen (+ Liposomen / - BoNT B),
fusionierte synaptische Vesikel nach Inkubation mit BoNT B (+ Liposomen / + BoNT B). Synaptische Vesikel wurden mit
AN-SNARE-Liposomen fusioniert. Die Spaltung durch BoNT B wurde als Nachweis durchgefiihrt, dass lediglich eine geringe
Kopienanzahl an Synaptobrevin-2 in die Bildung von SNARE-Komplexen zur Fusion eingebunden waren. Ungeschnittenes
Synaptobrevin-2 (ca. 14 kDA), das BoNT B Spaltprodukt (Pfeilspitze) und Syb(49-96) aus dem AN-SNARE-Komplex (Stern)
wurden nachgewiesen.

Im nachsten Schritt wurden die fusionierten synaptischen Vesikel in 10 uM BS3 quervernetzt. Die
Analyse erfolgte analog zu 5.3.1. Es wurden 571 Quervernetzungen verifiziert (Tabelle A. 8). In
Abbildung A. 12 sind die Quervernetzungen der drei Replikate in einem VENN-Diagramm
zusammengefasst. Bei 440 Quervernetzungen handelt es sich um intramolekulare Interaktionen und

bei 131 Quervernetzungen um intermolekulare Interaktionen. 278 der 431 Quervernetzungen wurden

in zwei von drei Replikaten nachgewiesen.

In Abbildung 50 ist das Interaktionsnetzwerk der Proteine fusionierter synaptischer Vesikel abgebildet.
Die Anzahl an Interaktionen von Synaptobrevin-2 mit anderen Proteinen synaptischer Vesikel im

Verhaltnis zu den unbehandelten synaptischen Vesikeln hat deutlich abgenommen. Die Interaktionen
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innerhalb des V-ATPase-Komplexes sind mit den Interaktionen innerhalb des V-ATPase-Komplexes der
unbehandelten synaptischen Vesikel vergleichbar. Das Netzwergdiagramm zeigt, dass die grofRe
Anzahl an Interaktionen zwischen Synaptobrevin-2 und anderen Proteinen synaptischer Vesikel nicht
mehr nachweisbar waren. Spezifische Interaktionen von Synaptobrevin-2 mit den Proteinen
synaptischer Vesikel Synaptophysin, V-ATPase-a und SV2A konnten auch nach der Fusion mit den
Liposomen nachgewiesen werden. Weiterhin wurden Synaptophysin-Dimere sowie Interaktionen
zwischen Synaptophysin und der Isoform Synaptoporin nachgewiesen. Es wurden weiterhin
Quervernetzungen innerhalb des SNARE-Komplexes nachgewiesen. Dartber hinaus wurden
Interaktionen zwischen Synaptobrevin-2 mit Synaptotagmin-1 und Rab3A sowie Interaktionen zwischen

Synaptophysin und Synaptogyrin-1 nachgewiesen.

Fir die unbehandelten synaptischen Vesikel wurde eine zentrale Rolle von Synaptobrevin-2 im
Interaktionsnetzwerk identifiziert (5.3.3). Diese zentrale Rolle zeigt sich im Interaktionsnetzwerk
fusionierter synaptischer Vesikel nicht mehr. Durch die groRBere Oberflache der fusionierten
synaptischen Vesikel stehen den einzelnen Proteinen mehr Platz innerhalb der Membran zur
Verfiigung. Die Proteine wurden raumlich voneinander getrennt. Die Ergebnisse sprechen daher dafir,
dass Interaktionen, welche nun nicht mehr nachweisbar waren, eher unspezifisch sind. Sie sind eher
auf die hohe Flexibilitdt von Synaptobrevin-2 zuriickzuftihren, welche zu zufalligen Kontakten mit
umliegenden Proteinen in der dichten Membran synaptischer Vesikel fiihren. Stabile
Proteininteraktionen bleiben jedoch innerhalb der gréReren Membran intakt. Bei den nachgewiesenen
Interaktionen handelt es sich daher wahrscheinlich um spezifische Interaktionen, welche zur Funktion

synaptischer Vesikel beitragen.
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Abbildung 50: Interaktionsnetzwerk der mit Liposomen fusionierten synaptischen Vesikel.

Die Proteine synaptischer Vesikel sind als farbige Balken dargestellt, Proteinkontaminanten als graue Balken. Die Lange der
Balken ist proportional zur Lange der Proteine. Der N-Terminus befindet sich jeweils am linken Ende des Balkens und
entsprechend der C-Terminus am rechten Ende. Die intermolekularen Quervernetzungen aus einem Replikat (grau) oder aus
wenigstens zwei Replikaten (blau) sind abgebildet. Proteine, mit welchen nur in einem Replikat Interaktionen nachgewiesen
wurden, sind transparent hinterlegt.
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6 Diskussion
6.1 Methodische Vorgehensweise

In dieser Arbeit wurde erstmalig Proteininteraktionsnetzwerke synaptischer Vesikel anhand
identifizierter Proteininteraktionen erstellt. Dies wurde durch die Anwendung der chemischen
Quervernetzung in Kombination mit MS ermdglicht. Basierend auf den identifizierten Interaktionen
wurden Proteininteraktionsnetzwerke synaptischer Vesikel erstellt. Einer der groften Vorteile der
chemischen Quervernetzung kombiniert mit MS ist die Identifizierung von Proteininteraktionen, die
selbst bei komplexen und heterogenen Gemischen anwendbar ist. Traditionelle Techniken der
Strukturbiologie, wie Kryoelektronenmikroskopie, Kernspinresonanzspektroskopie oder
Rontgenkristallographie sind aufgrund der GréRRe, Flexibilitdt oder Heterogenitat von Proteinkomplexen
oder gar intakter synaptischer Vesikel in ihrer Anwendung eingeschrankt. Im Vergleich zu den
traditionellen Techniken kénnen diese Herausforderungen unter Verwendung der chemischen
Quervernetzung kombiniert mit Massenspektrometrie gemeistert werden [188]. Die an der Interaktion
beteiligten Aminosauren werden bestimmt, womit die Position der Interaktion auf Ebene der
Primarstruktur identifiziert wird. Eine Einschrankung der Methode liegt hier in der Chemie des
Quervernetzungsreagenzes und den entsprechend quervernetzbaren Aminosauren. In dieser Arbeit
wurde das Quervernetzungsreagenz BS3 verwendet, welches Uberwiegend mit Lysinresten interagiert.
Die ldentifizierung von Proteininteraktionen synaptischer Vesikel war daher auf Interaktionen der
Lysinreste und dem N-Terminus der Proteine eingeschrankt. Fur die unterschiedlichen
Synaptobrevin-2-Varianten konnten auf Grund der kleinen Datenbank auch Interaktionen von Serin,
Threonin und Tyrosin bertcksichtigt werden, welche in Nebenreaktionen mit BS3 reagieren. Da Lysin
zu einer der haufig vorkommenden Aminosauren gehort, welche fur Losungsmittel erreichbar sind und
eine fir die Methode gute Verteilung in Proteinen aufweisen [135] entfiel die Wahl des
Quervernetzungsreagenzes auf BS3. Zudem lauft die Quervernetzungsreaktion mit BS3 unter
physiologischen Bedingungen (pH 7 bis 8) ab [188]. Ein weiterer Vorteil der chemischen
Quervernetzung in Kombination mit MS besteht darin, dass die Methode ohne Antikdrper und
Detergenzien auskommt. Dies ist deshalb von Vorteil, da sich Proteinkomplexe synaptischer Vesikel,
welche unter Verwendung von Detergenzien identifiziert wurden, in ihrer Zusammensetzung
unterscheiden [106; 107] und keine spezifischen Antikérper benétigt werden, welche die Analyse

limitiert hatten.
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Aus der Verwendung der chemischen Quervernetzung kombiniert mit MS resultiert ein identifiziertes
guervernetztes Dipeptid. Die quervernetzten Dipeptide stammen Uberwiegend aus einem
(intramolekulare Interaktionen), maximal jedoch aus zwei Proteinen (intermolekulare Interaktionen). Die
identifizierte Quervernetzung ist daher auf Interaktionen von maximal zwei Proteinen eingeschrankt.
Komplexe Proteinnetzwerke setzen sich jedoch aus mehr als zwei Proteinen zusammen. Solche
Netzwerke missen also mit Hilfe von anderen Methoden bestétigt werden. Eine Méglichkeit ist hier die
Durchfuhrung von Western Blots quervernetzter Proteinkomplexe oder von Pulldown-Assays. Gerade
bei synaptischen Vesikeln ist dies von Relevanz, da sie wahrend ihres Kreislaufs unterschiedliche
Funktionsstadien durchlaufen. Fir diese Funktionsstadien gehen die Proteine entsprechende
Interaktionen ein, welche ebenfalls zwischen mehr als zwei Proteinen stattfinden. In dieser Arbeit
konnten durch die zusatzlich durchgefiihrten biochemischen und biophysikalischen Versuche und den
Ergebnissen friherer Studien verschiedene Subpopulationen synaptischer Vesikel aus den
unterschiedlichen Funktionsstadien, sowie stabile Interaktionsmodule identifiziert und diese als

Proteinnetzwerke dargestellt werden.

Liegen Proteine rdumlich nah beieinander, weil die Dichte an Proteinen hoch ist, kann dies zu
unspezifischen Quervernetzungen fiihren. Solche unspezifischen Quervernetzungen kdnnen bei
synaptischen Vesikeln nicht ausgeschlossen werden. Bei solchen Proben kann nicht unterschieden
werden, welche der Interaktionen unspezifisch sind und bei welchen Interaktionen es sich um
spezifische Interaktionen von fest gebundenen Proteinen handelt. Die Unterscheidung unspezifischer
Interaktionen von spezifischen Interaktionen gelang in dieser Arbeit durch die ergénzenden
biochemischen und biophysikalischen Versuche. Dies wurde insbesondere durch die Bereitstellung
einer vergroRerten Membran durch Fusion der synaptischen Vesikel mit Liposomen erreicht, in welcher
sich die Proteine rdumlich voneinander trennen. Dadurch konnten unspezifische Quervernetzung auf

Grund einer zu hohen Proteindichte vermieden werden.

Native  Massenspektrometrie  und chemische Quervernetzung eignen sich, um das
Oligomerisierungsverhalten von Proteinen zu untersuchen. Voraussetzung flir unspezifische
Interaktionen ist eine hohe strukturelle Flexibilitét eines der involvierten Proteine. Durch die Kombination
der beiden Methoden wurde gezeigt, dass Synaptobrevin-2 ein typisches Oligomerisierungsverhalten

fur intrinsisch ungeordnete Proteine aufweist. Mit der nativen Massenspektrometrie werden
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Proteininteraktionen ohne die Verwendung eines Quervernetzungsreagenzes nachgewiesen, wodurch

diese Methode die chemische Quervernetzung ideal erganzt.

6.2 Zwei Funktionsstadien der V-ATPase

Die Ergebnisse zeigen, dass die gewonnenen synaptischen Vesikel sowohl die inaktive als auch die
aktive V-ATPase aufweisen. Es konnten neue Erkenntnisse Uber die Regulierung der Beladung

synaptischer Vesikel mit Neurotransmittern gewonnen werden.

Die Bestimmung der quantitativen Zusammensetzung der gewonnenen synaptischen Vesikel zeigt,
dass die V-ATPase die Proteinuntereinheit H wahrend der Reinigung nicht verloren hat. Die
Proteinuntereinheit H der V-ATPase wurde in allen funf Praparationen nachgewiesen. Neben einer
hohen Sequenzabdeckung wurden fur die Identifizierung hohe MQ-Scores, sowie fiir die Quantifizierung
hohe relative iBAQ-Werte nachgewiesen. Die Proteinuntereinheit H ist fur die volle Aktivitat des
V-ATPase-Komplexes notwendig [167]. In der hochaufgelésten Struktur der V-ATPase ist die
Untereinheit H nicht enthalten, weil sie wahrend der Gewinnung der V-ATPase dissoziierte [72]. Die
Bedingungen, unter welchen die synaptischen Vesikel gewonnen wurden, fiihrten somit nicht zum
Verlust von Proteinuntereinheiten, wie es in anderen Studien der Fall war. Die gewahite
massenspektrometrische Methode ermdéglichte die ldentifizierung und Quantifizierung der Proteine
synaptischer Vesikel nach dem neuesten Stand der Technik. Dies zeigt auch der erstmalige
massenspektrometrische Nachweis der Proteinuntereinheit c*, welche in den vorangehenden Studien
nicht identifiziert werden konnte [72; 21]. Zudem zeigen die Ergebnisse der Proteomanalyse, dass die
synaptischen Vesikel mehr Kopien der membranstandigen Vo-Doméane aufweisen als von der

cytosolischen Vi-Doméne der V-ATPase.

Die V-ATPase setzt sich aus der membranstandigen Vo-Domane und der cytosolischen Vi-Doméane
zusammen. Ist Vi1 dissoziiert, liegt der N-Terminus von Vo-ATPase-a: Uber dem c-Ring und die
V-ATPase befindet sich in ihrem inaktiven Funktionsstadium (Vo-ATPase). Innerhalb des vollstandigen,
aktiven Komplexes ViVo-ATPase, liegt der cytosolische N-Terminus von al in seiner offenen
Konformation vor. In dieser Arbeit wurden Proteininteraktionen nachgewiesen, welche sich
ausschlieBlich innerhalb der aktiven ViVo-ATPase ausbilden kénnen, sowie Interaktionen, welche sich
ausschlieBlich in der inaktiven Vo-ATPase ausbilden kdnnen. Damit wurde sowohl die inaktive

Vo-ATPase als auch die aktive ViVo-ATPase nachgewiesen. Dies steht im Einklang mit der
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durchgefuhrten Proteomanalyse, nach welcher die Untereinheiten der Vo-Doméane hdher abundant sind
als die Untereinheiten der Vi-Doméane. Auch in der Proteomanalyse von Takamori et al. [21] wurde
durch quantitatives Western Blotting fir Vo-ATPase hthere Werte als fur Vi-ATPase ermittelt. Eine
Dissoziation von Vi-ATPase wéahrend der Praparation kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Die Untereinheit H neigt jedoch zur Dissoziation [72] und wurde mit hohen iBAQ-Werten nachgewiesen.
Der Nachweis der Proteinuntereinheit H ist ein Indiz dafir, dass die Bedingungen wéahrend der

Préparation nicht zu einer unerwiinschten Dissoziation von Proteinen fuihrten.

Zwei Szenarien sind mit dem Nachweis sowohl der inaktiven Vo-ATPase als auch der aktiven ViVo-
ATPase vereinbar. Studien zeigten, dass ein einzelnes synaptisches Vesikel im Durchschnitt ein bis
zwei V-ATPase-Komplexe aufweist [21; 27], jedoch mehr Vo-Doméanen als Vi-Domanen [21]. Ein
Szenario ware, dass ein einzelnes synaptisches Vesikel sowohl eine aktive V-ATPase (ViVo-ATPase),
als auch eine inaktive V-ATPase (Vo-ATPase) aufweist. Ein anderes Szenario wéare, dass die
praparierten synaptischen Vesikel entweder jeweils nur aktive V-ATPasen (V1Vo-ATPase) oder inaktive
V-ATPasen (Vo-ATPase) aufweisen. Letzteres wiirde bedeuten, dass die praparierten synaptischen
Vesikel aus unterschiedlichen Funktionsstadien ihres Kreislaufs stammen wirden. Je nach
Funktionsstadium liegt die V-ATPase in seiner aktiven oder inaktiven Form vor (Abbildung 51). Fir das
zweite Szenario sprechen zwei Studien. In der ersten Studie wurde nachgewiesen, dass synaptische
Vesikel im Clathrin-Gerust ihre Fahigkeit Protonen aufzunehmen beibehalten, somit die aktive Form der
V-ATPase vorliegt und die Vi-Doméne nicht dissoziiert ist [189]. Die zweite Studie zeigt, dass die aktive
V1Vo-ATPase nach vollstandiger Beladung der synaptischen Vesikel mit Neurotransmittern reversibel
dissoziiert und damit die Exozytose reguliert [190]. Nach diesen Studien weisen synaptische Vesikel je
nach Funktionsstadium entweder die aktive oder die inaktive V-ATPase auf. Die Ergebnisse dieser
Arbeit sprechen gemeinsam mit den genannten Studien dafir, dass sich die praparierten synaptischen
Vesikel aus verschiedenen Populationen der unterschiedlichen Funktionsstadien ihres Zyklus
zusammensetzen und die Vi-ATPase entsprechend bei einem Teil der synaptischen Vesikel dissoziiert

ist.
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Abbildung 51: Schematische Darstellung der reversiblen Dissoziation der V-ATPase in den
unterschiedlichen Funktionsstadien synaptischer Vesikel.

Die identifizierten Interaktionen weisen in den préparierten synaptischen Vesikeln die inaktive Vo-ATPase und die aktive V,V,-
ATPase nach. (1) Nach vollstandiger Ansauerung und Beladung der synaptischen Vesikel mit Neurotransmittern dissoziieren die
V-ATPasen in die membranstandige Vo-Doméne, die cytosolische V;-Doméne und die Untereinheit V,;-ATPase-C1. Die inaktive
Vo-ATPase aus diesem Funktionsstadium synaptischer Vesikel wurde mittels chemischer Quervernetzung kombiniert mit MS
nachgewiesen (2) synaptische Vesikel ohne V;-Doméne fusionieren mit der prasynaptischen Membran. (3) V:- und V, lagern sich
wieder zusammen. (4) Das Clathringeriist baut sich fir die Endozytose um die aktive V,V,-ATPase auf. (5) Die aktive V-ATPase
pumpt Protonen fir die Neurotransmitteraufnahme in das Lumen der synaptischen Vesikel. Die aktive V;V,-ATPase und somit
synaptische Vesikel aus diesem Funktionsstadium wurden ebenfalls mittels chemischer Quervernetzung kombiniert mit MS
nachgewiesen. Ist der pH-Wert final angestiegen, dissoziiert die V;-Doméne. Die Rolle der Untereinheit C1 wahrend der
reversiblen Dissoziation der V-ATPase ist nicht final geklart. Die schematische Abbildung wurde in Anlehnung an [190] und [189]

erstellt.

6.3 Oligomerisierung von Synaptobrevin-2

Durch chemische Quervernetzung kombiniert mit MS wurden Homomere der Proteine Synaptobrevin-
2, Synaptophysin und CSP nachgewiesen. Darlber hinaus wurden die interagierenden Aminosauren
und somit die Position der Interaktion identifiziert. Da Interaktionen von zwei Aminosauren, welche zu
maximal zwei Proteinen gehdren, nachgewiesen werden, kann durch die Methode nicht unterschieden
werden, ob die Interaktion aus einem Dimer oder einem Multimer stammt. Somit kénnte es sich bei den
identifizierten Synaptobrevin-2-, Synaphysin- und CSP-Interaktionen sowohl um Homodimere als auch
um héhere Multimere handeln. Um dieses Defizit der Methode auszugleichen, wurde die chemische

Quervernetzung mit Western Blots kombiniert. Fur diese Methodenkombination werden die Proteine
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nicht hydrolysiert. Die Proteinuntereinheiten sind durch das Quervernetzungsreagenz miteinander
kovalent verbunden und werden wahrend der Gelelektrophorese nicht voneinander getrennt. So kdnnen
mit Hilfe der chemischen Quervernetzung in Kombination mit Western Blots auch Multimere
nachgewiesen werden. Auf diese Weise kann jedoch nicht die Position der Quervernetzung bestimmt
werden. Zudem ist die Nachweisgrenze deutlich héher. Durch Kombination der beiden Methoden
wurden innerhalb der unbehandelten synaptischen Vesikel Synaptobrevin-2-Homomultimere bis hin zu
Pentameren nachgewiesen. Da die nachgewiesenen Interaktionen der unbehandelten synaptischen
Vesikel Uberwiegend von Synaptobrevin-2 ausgehen und Synaptobrevin-2-Pentamere nachgewiesen
werden konnten, stellte sich die Frage welche Rolle die starke Flexibilitat von Synaptobrevin-2 [37; 36]
und welchen Einfluss die hohe Anzahl an Synaptobrevin-2-Kopien pro Vesikel [21; 28] auf die

Ausbildung der Interaktionen haben.

Oligomerisierung der verschiedenen Synaptobrevin-2-Varianten

Untersuchungen der verschiedenen Synptobrevin-2-Varianten sprechen dafir, dass die
Oligomerisierung von Synaptobrevin-2 auf seine unstrukturierte Form zuriick geht und es sich dabei
nicht um spezifische Interaktionen handelt. Die Untersuchung der exprimierten Synaptobrevin-
2-Volllangenvariante (Syb(1-116)) zeigte, dass die Oligomerisierung nicht nur von der
Transmembranhelix ausgeht, sondern auch auf seine unstrukturierte Struktur der cytosolischen
Domaéne zurlickzufiihren ist. So konnten keine Interaktionen von Syb(1-116) nachgewiesen werden,
welches in Liposomen inkorporiert war. Dies konnte auf eine Verteilung der einzelnen Syb(1-
116)-Kopien innerhalb der Lipiddoppelschicht zurtickzufuhren sein, da das Verhdltnis von Lipid zu
Protein mit 300:1 vergleichsweise hoch war. Pro Liposom waren im Schnitt 20 Kopien Syb(1-116)
inkorporiert. Im Vergleich dazu liegen 70 Kopien Synaptobrevin-2 pro synaptischem Vesikel vor [21].
Die Abwesenheit von Syb(1-116)-Oligomeren in den Liposomen, welche eine native Umgebung
schaffen, spricht jedoch gegen eine Oligomerisierung welche ausschlielich von der
Transmembranhelix ausgeht, wie es zuvor diskutiert wurde [39]. Das Inkorporieren von Syb(1-116) in
eine Lipiddoppelschicht kdnnte zur Ausbildung von helikalen Fragmenten nicht nur in der
Transmembrandomane, sondern auch der cytosolischen Doméne fithren [36], welche einen Einfluss
auf die Oligomerisierung haben kénnten. Zudem koénnte die Oligomerisierung abhangig von der
Gegenwart eines spezifischen Lipids bzw. spezifischer Lipide sein. Fir andere Proteine, wie z.B.

Synataxin-1A wurde dies bereits nachgewiesen [191-195]. Die verwendete Lipidmischung entspricht
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jedoch der Lipidzusammensetzung nativer synaptischer Vesikel [21] und wurde bereits fir eine
erfolgreiche in vitro Membranfusion eingesetzt [179], sowie auch fur den Fusions-Assay in dieser Arbeit.
Sie sollte daher keinen Einfluss auf die Oligomerisierung von Synaptobrevin-2 haben. Dies spricht dafur,
dass die Oligomerisierung von Synaptobrevin-2 von den umgebenden Lipiden unabhangig ist. Ist die
Oligomerisierung weder von den Lipiden, noch von der Transmembranhelix abhangig, spricht die
Abwesenheit von Oligomeren innerhalb der Proteoliposomen dafir, dass die Oligomerisierung eher auf

die unstrukturierten Regionen in der cytosolischen Doméane zuriickzufihren ist.

Berucksichtigt man die GroR3e der verwendeten Synaptobrevin-2-Varianten, sowie die Anzahl an Lysin-
sowie Serin-, Threonin- und Tyrosinresten, ist die Anzahl an nachgewiesenen Quervernetzungen sehr
hoch. Dies stimmt gut mit vorangegangen Studien Uberein, welche zeigten, dass die cytosolische
Domane im nativen Zustand unstrukturiert vorliegt und stark flexibel in der Abwesenheit von Lipiden
oder anderen SNARE-Proteinen ist [30; 31; 36]. Die hohe Flexibilitat der cytosolischen Domaéne ist
Grund fir die Bildung vieler Quervernetzungen. Auch wenn der funktionsbereite SNARE-Komplex ein
hochstrukturiertes Biindel aus vier Helices darstellt [87; 86], scheint die Flexibilitdt der cytosolischen
Domaéne wichtig flr die spontane, gleichzeitig prazise und schnelle Ausbildung des SNARE-Komplexes
Zu sein. Wie bereists beschrieben [36], konnte das von uns durchgeflihrte Inkorporieren in eine
Lipiddoppelschicht zur Ausbildung von helikalen Fragmenten fiihren. Diese Strukturelemente kénnten

die Flexibilitat und damit die Interaktionen, welche auf die Flexibilitdt zuriickzufiihren sind, einschranken.

Vergleicht man die drei unterschiedlichen Synaptobrevin-2-Varianten in Lésung, zeigen die Ergebnisse,
dass der Grad an Oligomerisierung mit der Kiirze der Variante zunimmt. Insbesondere trifft dies auf die
nativen Massenspektren der nicht kovalent verbundenen Oligomere zu. Wahrend keine Oligomere fir
Syb(1-116) nachgewiesen wurden, wurden Pentamere fir Syb(1-96) und sogar Dodecamere fur
Syb(49-96) nachgewiesen. Dies war in Anbetracht der Studie, welche eine starke Interaktion ausgehend
von der Transmembranhelix beschreibt [39], nicht zu erwarten. Es kann jedoch auch nicht
ausgeschlossen werden, dass auf Grund der Probenaufarbeitung, wie z.B. der Gelfiltration zur
Entfernung der Detergenzien, keine Syb(1-116)-Oligomere nachweisbar waren. Alle drei Varianten
zeigen eine Zunahme der Oligomerisierung bei Zunahme der Konzentration. Diese
konzentrationsabhéngige Zunahme spricht fir eine aggregationséhnliche Oligomerisierung und nicht

fur die Ausbildung definierter Oligomere.
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Syb(1-116) und Syb (1-96) weisen im Vergleich zu Syb(49-96) die ,coild coil trigger side* [181] und ein
Helixsegment [36] auf, welches eventuell zur Ausbildung von Strukturelementen in den langeren
Varianten beitragt. Syb(49-96) weist diese Strukturelemente nicht auf, liegt daher nativ unstrukturiert
vor und kdnnte dadurch zu der starken Oligomerisierung neigen. Mittels IM-MS konnte bestatigt werden,
dass Monomere, Dimere und Trimere mit niedrigem Ladungszustand, welche der Struktur in Lésung
am ahnlichsten kommen, einem isotropen Kurvenverlauf folgen. Dieser Verlauf ist typisch fiir die Bildung
von Oligomeren in Losung intrinsisch ungeordneter Proteine [182]. Die hohe Anzahl an intra- und auch

intermolekularen Quervernetzungen unterstitzt diese Ergebnisse.

Es wurde eine hohe Anzahl an Quervernetzungen identifiziert, welche ausschliellich in der
cytosolischen Domane lokalisiert waren. Die Aminsosauresequenz der Transmembranhelix weist
lediglich einen Tyrosinrest (Y113) und keine Lysin-, Serin- oder Threoninreste auf. Flur Syb(1-116)
konnten keine Quervernetzungen mit Tyrosinresten und somit auch nicht mit Y113 nachgewiesen
werden. Es konnten somit keine Interaktionen mit der Transmembranhelix nachgewiesen werden. Der
C-Terminus weist zwei quervernetzungsfahige Aminosauren auf (S115 und T116). Die zwei
Aminosaurereste sollten zwar trotz der Detergenzmizelle fir das BS3 Quervernetzungsreagenz
zuganglich sein [196], dennoch konnten keine Spektren nachgewiesen werden, welche dem C-
Terminus von Synaptobrevin-2 entsprechen. Dies kénnte mehrere Griinde haben. Zum einen konnte
die Detergenzmizelle wider Erwarten die Erreichbarkeit fur das Quervernetzungsreagenz einschranken.
Zudem konnte die Proteolyse durch zu wenige Schnittstellen eingeschrankt gewesen sein, wodurch die
Analyse von quervernetzten Peptidpaaren erschwert ist. Aus diesem Grund wurde mit dem gesamten
Protein gearbeitet und nicht nur mit der Transmembranhelix. Mit Hilfe der chemischen Quervernetzung
in Kombination mit MS wurden auch Homooligomere identifiziert und dartber hinaus die

Interaktionspositionen der Oligomerisierung identifiziert.

In dieser Arbeit konnte mittels nativer MS und durch die Kombination von nativer MS mit IM gezeigt
werden, dass die Oligomerisierung von Synaptobrevin-2 mit steigender Konzentration zunimmt. Die
Oligomerisierung findet tendenziell in additiver Weise und somit aggregationsahnlich statt und nicht
durch Ausbildung definierter Strukturen. Das chemische Quervernetzen der Synaptobrevin-2-Varianten
ermoglichte komplementierend die Identifizierung der Interaktionsposition. Gelelektrophorese und

Western Blots der quervernetzten Synaptobrevin-2-Varianten erlaubten zuséatzlich eine Abschétzung
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des Grades der Oligomerisierung. In manchen Fallen kénnen durch Quervernetzung transiente oder
gering vorkommende Proteininteraktionen nachgewiesen werden, was von Vorteil ist, da hier die native
MS technisch limitiert ist. Bezieht man die identifizierten Proteininteraktionen mit ein, welche zwischen
einzelnen Proteinuntereinheiten der Oligomere nachgewiesen wurden (z.B. intermolekulare
Quervernetzungen), wurden keine Interaktionen zwischen definierten Abschnitten der Synaptobrevin-
2-Varianten, sondern eher eine willkiirliche Verteilung der Quervernetzungen identifiziert. Die
willkrrliche Verteilung der chemischen Quervernetzungen spricht in Kombination mit den Ergebnissen
der nativen MS fir die Ausbildung von unstrukturierten Oligomeren. Auch hier muss beachtet werden,
dass Quervernetzungen ausschlielich binare Proteininteraktionen nachweisen kénnen. Die
identifizierten Quervernetzungen der Synaptobrevin-2-Varianten reprasentieren daher eine gemischte
Population von Interaktionen zwischen monomeren  Struktureinheiten  unterschiedlicher
Konformationen. Durch Kombination der nativen Massenspektrometrie und chemischer
Quervernetzung konnte das Oligomerisierungsverhalten von Synaptobrevin-2 untersucht werden und
Unterschiede innerhalb der drei Synaptobrevin-2-Varianten identifiziert werden. Das Entfernen der
Membranhelix erhdhte die Quervernetzungsrate in Lésung, was durch die nativen Massenspektren
sowie durch Gelelektrophorese und Western Blots bestatigt wurde. Die Ergénzung aus Ergebnissen der
chemischen Quervernetzung kombiniert mit MS und Ergebnissen der nativen MS zeigte sich fiur die
Strukturanalyse von Homooligomeren als geeignet, da sie die Bestimmung des

Oligomerisierungsgrades und der Proteininteraktionen ermaéglicht.

Chemische Quervernetzung kombiniert mit MS ermdéglicht die Identifizierung von intermolekularen
Interaktionen von Homooligomeren nur, wenn die monomeren Untereinheiten parallel oder antiparallel
zueinander liegen [197; 198] oder sich globular und unstruktuiert anordnen. Synaptobrevin-2 liegt in der
Abwesenheit der anderen SNARE-Komplex-Proteine SNAP-25 und Syntaxin-1A unstrukturiert vor. Auf
Grund der durchgefiihrten IM-MS Experimente und der erhaltenen Quervernetzungsmuster, sowie
seiner unstrukturierten Konformation in der Abwesenheit der anderen SNARE-Komplex-Proteine, kann
geschlussfolgert werden, dass die Oligomerisierung von Synaptobrevin-2 auf seine intrinsisch

ungeordnete Struktur zurtickgeht.
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6.4 Oligomerisierung von Synaptophysin

Synaptophysin-Homomere

Synaptophysin-Homomere wurden sowohl fiir die unbehandelten synaptischen Vesikel, als auch nach
der Fixierung von Synaptobrevin-2 im SNARE-Komplex und auch nach der Fusion mit Liposomen
mittels chemischer Quervernetzung kombiniert mit MS nachgewiesen. Die Oligomerisierung von
Synaptophysin wurde anhand von Western Blots quervernetzter unbehandelter, synaptischer Vesikel
bestatigt. Durch die Anfertigung von Western Blots konnten jedoch keine héheren Homomultimere
nachgewiesen werden. Durch chemische Quervernetzung mit anschlieendem Western Blot wurden in
anderen Studien auch héhere Oligomere von Synaptophysin nachgewiesen [59; 61; 60]. Die groR3e
Anzahl an identifizierten intermolekularen Interaktionen von Synaptophysin, sowie die hohe Anzahl an
intramolekularen Interaktionen, bei welchen es sich wie bereits beschrieben auch um intermolekulare
Interaktionen handeln kénnte, fihren zu der Annahme der Ausbildung hoherer Synaptophysin-
Oligomere. Elektronenmikroskopische Aufnahmen gaben Hinweise auf eine Ausbildung von donut- oder
rosettenférmigen Poren aus Synaptophysin-Oligomeren mit einem zentralen Hohlraum. In diesem
Hohlraum sammelten sich Uranylsalze, welche in der Negativfarbung elektronenmikroskopisch
nachgewiesen wurden [61]. Zwei weitere Studien lassen schlussfolgern, dass Synaptophysin einen
hexameren Komplex ausbildet [105; 104]. Eine Ausbildung solcher Oligomere konnte durch die

Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Synaptophysin und Synaptoporin

In den unbehandelten synaptischen Vesikeln wurde eine Quervernetzung zwischen Synaptophysin und
seiner Isoform Synaptoporin (Synaptophysink83-Synaptoporinké4) in allen vier biologischen Replikaten
nachgewiesen. Synaptophysin und Synaptoporin interagieren demnach reproduzierbar und damit
spezifisch miteinander. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu einer publizierten Studie, in welcher
geschlussfolgert wird, dass Synaptophysin und Synaptoporin nicht miteinander interagieren [177]. Die
identifizierte Interaktion (SynaptophysinX&-Synaptoporin®¢4) wurde zwischen zwei Lysinresten
nachgewiesen, welche sich in Proteindomé&nen mit &hnlicher Aminosduresequenz befinden. In der
gleichen Doméane wurden auch die Interaktionen identifiziert, welche fir die Dimerisierung oder wie
angenommen auch die Multimerisierung von Synaptophysin verantwortlich sind. Dies ist ein Nachweis
dafir, dass Synaptoporin und Synaptophysin Homomere ausbilden und ein Indiz dafir, dass die beiden

Proteine Multimere ausbilden kdnnten. Auch wenn eine Sequenzalignierung der beiden Proteine fur
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eine Ahnlichkeit in der entsprechenden Region spricht [199], wurden keine Interaktionen zwischen
Synaptoporin und den anderen Interaktionspartnern von Synaptophysin identifiziert. Dies spricht dafr,
dass es sich bei der Interaktion eher um eine spezifische Interaktion von Synaptoporin und
Synaptophysin handelt. Synaptoporin ist jedoch auch weniger abundant. Interaktionen von
Synaptoporin waren entsprechend niederabundant und kdnnten deshalb nicht erfasst worden sein.
Vergleichbare Interaktionen wurden fir das strukturell &hnliche Protein Synaptogyrin-1 identifiziert. Die
Interaktionen zwischen Synaptogyrin-1 und den Interaktionspartnern von Synaptophysin wurden
ebenfalls nur vereinzelt nachgewiesen. Bei diesem Protein kdnnte die geringe Anzahl an identifizierten
Interaktionen jedoch auch auf die geringe Anzahl an Quervernetzungsmdglichkeiten und

Trypsinschnittstellen in der Sequenz zuriickzufuhren sein.

6.5 Proteinnetzwerk synaptischer Vesikel

In dieser Arbeit wurde ein Netzwerk aus reproduzierbar, identifizierten Interaktionen der Proteine
synaptischer Vesikel erstellt. Interaktionen mit Kontaminanten waren hingegen nicht reproduzierbar und
wurden jeweils in nur einem von vier biologischen Replikaten nachgewiesen. Innerhalb der
reproduzierbaren Interaktionen sticht Synaptobrevin-2 dominant hervor. In der Summe konnten
Interaktionen zwischen Synaptobrevin-2 und 33 Proteinen synaptischer Vesikel nachgewiesen werden.
Synaptobrevin-2 interagiert unter anderem mit Synaptophysin, dem AP2-Komplex, Rab3A, VGIlul und
CSP. Neben den nachgewiesenen Interaktionen innerhalb der V-ATPase, zeigen auch andere
Interaktionen, dass die praparierten synaptischen Vesikel aus unterschiedlichen Funktionsstadien des

Kreislaufs synaptischer Vesikel stammen.

Synaptobrevin-2 als Cargoprotein des AP2-Komplexes

Der AP2-Komplex lagert sich wahrend der Clathrin-vermittelten Endozytose an synaptische Vesikel an.
Synaptobrevin-2 hat wiederum Uber verschiedene Motive eine Signalwirkung auf den Funktionsapparat
der Endozytose, damit es in ausreichender Menge rickgewonnen werden kann [20]. Die
nachgewiesenen Interaktionen zwischen Synaptobrevin-2 und dem AP2-Komplex sind somit ein Indiz
dafiir, dass Synaptobrevin-2 ein Cargoprotein des AP2-Komplexes ist. Zudem ist die Interaktion ein
Nachweis, dass die synaptischen Vesikel auch Populationen aus dem Funktionsstadium der

Endozytose enthalten in welchem die synaptischen Vesikel noch mit dem AP2-Komplex interagieren.
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Rab3A

Eine weitere reproduzierbare Interaktion findet zwischen Rab3A und Synaptobrevin-2 statt. Bei Rab3A
handelt es sich um eine kleine GTPase welche an die Membran synaptischer Vesikeln des
Reservepools gebunden ist und sich wahrend der Freisetzung der Neurotransmitter wieder ablést [97;
4; 98]. Da diese Interaktion unter anderen experimentellen Bedingungen nicht mehr nachweisbar war,
handelt es sich wahrscheinlich um eine unspezifische Interaktion. Dennoch bestatigt die Interaktion die
Bindung von Rab3A an die synaptischen Vesikel und somit, dass die synaptischen Vesikel auch aus

Populationen der entsprechenden Stadien des Kreislaufs bestehen.

CsP

CSP (engl. Cystein string protein) ist ein Ko-Chaperon welches zur Aufrechterhaltung einer korrekten
Proteinfaltung beitragt [101]. Die Interaktion mit Synaptobrevin-2 konnte auch nach Fusion der
synaptischen Vesikel mit Liposomen reproduzierbar identifiziert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit

sprechen daher fir eine spezifische Interaktion von Snyaptobrevin-2 und CSP. Bestétigt wird dieses

Ergebnis auch durch andere Studien [200; 201; 101].

Synapsin-1 und VGlutl

Zudem wurden Interaktionen von Synaptobrevin-2 mit Synapsin-1, welches die Clusterbildung von
synaptischen Vesikeln in der aktiven Zone reguliert [93-96] identifiziert. Synaptobrevin-2 interagiert
zudem mit dem Transportprotein VGlutl, welches den Neurotransmitter Glutamat in das Lumen der
synaptischen Vesikel transportiert [202; 203]. Die Interaktion zwischen Synaptobrevin-2 und Synapsin-1
bzw. VGIlutl konnten in den Versuchen zur Unterscheidung von unspezifischen und spezifischen

Interaktionen nicht mehr reproduzierbar nachgewiesen werden.

6.6 Die Unterscheidung von spezifischen und unspezifischen Interaktionen

Die Ergebnisse der isolierten Untersuchung von verschiedenen Synaptobrevin-2-Varianten zeigten,
dass die Ausbildung von Synaptobrevin-2-Homooligomeren auf seine Flexibilitat zuriickgeht. Die starke
Flexibilitdt konnte somit auch der Grund fur die identifizierten Interaktionen synaptischer Vesikel sein.
Die zusétzlichen biochemischen und biophysikalischen Verfahren sprechen ebenfalls dafiir, dass es

sich bei einem Teil der Interaktionen um unspezifische Interaktionen handelt.
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Durch Inkubation der synaptischen Vesikel mit dem I6slichen AN-SNARE-Komplex bildete dieser mit
vesikularem Synaptobrevin-2, SNARE-Komplexe aus. Zwischen diesen SNARE-Komplexen wurden
Interaktionen mit den gleichen Proteinen nachgewiesen, welche zuvor bei den unbehandelten
synaptischen Vesikeln mit Synaptobrevin-2 interagiert haben. Wenn es sich um spezifische
Interaktionen von Synaptobrevin-2 und diesen Proteinen handeln wirde, so waren die Interaktionen mit
dem SNARE-Komplex nicht nachweisbar. Die Spaltung von Synaptobrevin-2 mit BoNT B fuhrt zu einer
signifikanten Abnahme der intermolekularen Proteininteraktionen. Die starke Abnahme an
nachweisbaren Proteininteraktionen deutet darauf hin, dass Synaptobrevin-2 eine Schlusselrolle
innerhalb der Proteininteraktionen synaptischer Vesikel spielt. Liegt Synaptobrevin-2 gebunden im
SNARE-Komplex vor, kann es nicht durch BoNT B gespalten werden [45]. Eine Interaktion von
Synaptobrevin-2 mit einem anderen Protein, welche eine Spaltung durch BoNT B verhindert, konnte
nicht nachgewiesen werden. Nach Fusion der synaptischen Vesikel mit Liposomen und die dadurch
entstandene, vergroRBerte Membran, bleiben die Interaktionen zu den Hauptproteinkomponenten

bestehen. Lediglich Interaktionen mit einzelnen Proteinen gehen verloren.

Synaptobrevin-2 und Synaptophysin

Mit Hilfe der chemischen Quervernetzung kombiniert mit MS wurden Interaktionen von Synaptobrevin-2
mit Synaptophysin identifiziert. Die Interaktionen wurden fir die unbehandelten synaptischen Vesikel
nachgewiesen und durch chemische Quervernetzung mit anschlie@endem Western Blot bestétigt. Die
Interaktionen der beiden Proteine konnten ebenfalls in einer vorangegangenen Studie durch chemische
Quervernetzung mit anschlieBendem Western Blot identifiziert werden [103]. In dieser Studie wurde die
Funktion von Synaptophysin als Kontrollmechanismus flir Synaptobrevin-2 beschrieben, bei dem sich
Synaptobrevin-2 zunachst aus der Interaktion mit Synaptophysin l6sen muss um ad hoc den
SNARE-Komplex ausbilden zu kdnnen [103]. Die Funktion von Synaptophysin ist dennoch
weitestgehend ungeklart. Sowohl inhibierende als auch aktivierende Funktionen wahrend der Exozytose
werden diskutiert [52; 204]. Nach einer weiteren Theorie, finden die Interaktionen innerhalb eines
hexameren Komplexes aus Synaptobrevin-2 und Synaptophysin (2:1) statt [104]. Nach Fusion der
synaptischen Vesikel mit Liposomen wurde die Interaktion auch in der vergroRerten Membran
nachgewiesen, womit ein starkes Indiz fur eine spezifische Interaktion gegeben ist. In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass ein Uberschuss an loslichem AN-SNARE-Komplex, sowie die Spaltung durch

BoNT B, die Freisetzung von Synaptobrevin-2 aus diesem Komplex zur Folge hat. Dies spricht fur einen
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von einem vorgeformten Komplex ausgehenden Kontrollmechanismus, welcher durch dynamische
Interaktionen ausgebildet wird. Diese dynamischen Interaktionen kdnnten ermdglichen, dass der
Komplex je nach Funktionsstadium der synaptischen Vesikel zerfallt und sich auch wieder
zusammenfligen kann. Ein schwaches Signal im Western Blot spricht fiir eine geringe Haufigkeit der
Interaktion dieses Komplexes. Die Interaktion kénnte jedoch auf Grund der Handhabung abgenommen
haben, da der Komplex durch Einfrieren instabil werden soll [106]. Ein teilweiser Zerfall des Komplexes
kann  daher  nicht  ausgeschlossen werden  (4.2.1.6). Die  vorgeschlagene  2:1
(Synaptobrevin-2:Synaptophysin) Stdchiometrie fir den Komplex konnte durch die durchgefiihrten
Experimente nicht bestéatigt werden. In dieser Arbeit wurde jedoch das erste Mal die Position der

Interaktion nachgewiesen.

Die identifizierten intermolekularen Interaktionen geben Hinweise auf vier terndre Unternetzwerke in
welchen Synaptobrevin-2 und Synaptophysin, entweder mit V-ATPase-al, SV2A, Synapsin-1 oder CSP
interagieren. Die Ergebnisse sprechen daflr, dass die Proteine jeweils Bestandteil eines ternéren
Proteinkomplexes sind. Diese kleinen Netzwerke bleiben zumindest teilweise nach Fusionierung mit
Liposomen bestehen, womit diese Proteine trotz Méglichkeit einer raumlichen Trennung fest verbunden
bleiben und nicht dissoziieren. Daher sollten sie als spezifische Interaktionen in Betracht gezogen
werden. Eines dieser Netzwerke besteht aus Synaptobrevin-2, Synaptophysin und Vo-ATPase. Die
Interaktionen dieser drei Proteine wurde auch durch das Losen synaptischer Vesikel in Detergenzien
und anschlieBender Immunpréazipitation sowie Ko-Sedimentation identifiziert [106]. In der Studie von
Bennett et al. wurden Komplexe unterschiedlicher Zusammensetzung identifiziert, welche neben
Snyaptobrevin-2 und Synaptophysin auch Synaptotagmin-1 und/oder Vo-ATPase enthalten. Die
Komplexe zeigten jedoch eine starke Abhangigkeit vom verwendeten Detergenz [107]. In dieser Arbeit
konnten die Interaktionen erstmals ohne Verwendung von Detergenzien nachgewiesen werden.
Synaptotagmin-1 ist in den terndren Netzwerken dieser Arbeit unterreprasentiert. Die identifizierten
Interaktionen der terndren Netzwerke sind auch nach Fusion mit Liposomen nachweisbar. Aus den
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Mehrzahl an Proteininteraktionen von
Synaptobrevin-2, Synaptophysin/Synaptoporin, SV2A (SV2B) und dem V-ATPase Komplex ausgehen

und es sich dabei um spezifische Interaktionen handelt.
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6.7 Synaptophysin und strukturell &hnliche Proteine synaptischer Vesikel

Zu den Hauptproteinen synaptischer Vesikel gehéren Synaptophysin/Synaptoporin, Synaptogyrin-1 und
SV2A/SV2B. Diese integralen Membranproteine weisen vier (Synaptophysin/Synaptoporin und
Synaptogyrin-1) oder zwolf (SV2A/B) Transmembranhelices auf. Die Helices sind tUber unterschiedlich
grofRe Schlaufen miteinander verbunden. Diese Schlaufen sind flexibel und sowohl im Cytosol als auch
im Lumen lokalisiert. Die genaue Betrachtung der interagierenden Aminoséuren dieser Proteine zeigt,
dass reproduzierbare Interaktionen zwischen den cytosolischen Schlaufen, zwischen den luminalen
Schlaufen und auch zwischen cytosolischen und luminalen Schlaufen identifiziert wurden. Dies war nicht
zu erwarten, da das polare Quervernetzungsreagenz BS3 nicht in der Lage ist, Lipiddoppelschichten
einer Membran zu passieren, was Voraussetzung ist, um mit luminalen Aminoséuren reagieren zu
kénnen. Die Zuganglichkeit der luminalen Aminoséaurereste flr polare Lésungsmittel bestatigte sich in
einem unabhangigen Proteinmodifizierungsexperiment mit zwei unterschiedlichen Reagenzien
(Sulfo-NHS-Acetate und DEPC). Mittels Proteinmodifizierung kombiniert mit MS konnte gezeigt werden,
dass andere Proteine lediglich Modifikationen in cytosolischen Proteinabschnitten aufweisen. Invertierte
sowie deformierte Vesikel konnten durch den BoNT B-Assay und die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen nicht nachgewiesen werden. Die Orientierung der Proteine innerhalb der Membran der
praparierten synaptischen Vesikel ist demnach richtig (5.1.3). Zudem zeigten sich die praparierten
synaptischen Vesikel im Fusions-Assay insofern als funktionsféahig, dass sie mit AN-SNARE-Liposomen
fusionieren kénnen. Es bleibt daher die Frage offen, warum die luminalen Proteinschlaufen an

Interaktionen beteiligt sind.

Eine Integration der luminalen Schlaufen in die Membran der synaptischen Vesikel wirde die
identifizierten Interaktionen erklaren. Dadurch waren sie fir das polare und somit
membranundurchgdngige Quervernetzungsreagenz, sowie die Proteinmodifizierungsreagenzien
zuganglich. Diese These wird durch EM-Experimente gestitzt, in welchen Synaptophysin
rosettenférmige Poren mit einem zentrierten Hohlraum in einer Phospholipiddoppelschicht ausbildete
[61]. Die groRen, luminalen und dynamischen Schlaufen wirden in struktureller Analogie zu
Kationen-Kanélen in einem Synaptophysin-Multimer einen inneren Hohlraum auskleiden, welcher dem

Cytosol ausgesetzt ist.
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Es zeigte sich, dass synaptische Vesikel bei der Beladung mit Neurotransmittern in der Lage sind ihre
Oberflache reversibel um ca. 50 % zu vergréRern [9]. Ahnlich wie Virushiillen, kénnen sie sich je nach
Anforderung vergrofiern und wieder verkleinern. Da Vesikel ohne SV2A unter gleichen Bedingungen ihr
Volumen nicht vergré3ern [9], liegt ein Zusammenhang zwischen Konformationsdnderungen von SV2A
und der VergroRerung der Oberflaiche synaptischer Vesikel nahe. Dies kénnte auch fir die strukturell
ahnlichen Proteine Synaptophysin, Synaptoporin und Synaptogyrin-1 gelten. Die Proteine kénnten eine
unkonventionelle strukturelle Neuordnung der luminalen Proteindoménen einer Teilpopulation der
synaptischen Vesikel durchlaufen, welche sie vom Cytosol aus zugénglich machen. Diese Annahme
wird unterstiitzt durch Interaktionen zwischen den luminalen Schlaufen von Synaptophysin mit den
cytosolischen Schlaufen von SV2A, sowie mit der cytosolischen Doméane von Synaptobrevin-2.
Bestéatigend wurden auch Interaktionen der luminalen Schlaufe von Synaptophysin und der
cytosolischen Domane der Isoform SV2B identifiziert. Die Ergebnisse der Quervernetzungsexperimente
geben zudem Hinweise auf die Bildung von Heteromultimeren durch strukturédhnliche Proteine. Die
Funktionen von Synaptophysin und den anderen vesikularen Tetraspannern, sowie SV2A sind jedoch
noch nicht abschliefend geklart. Thesen zu den mdglichen Funktionen variieren zwischen
Fusionsporenbildung und Regulierung der Exo- und Endozytose. Zieht man die Ergebnisse dieser
Arbeit in Betracht, kénnten Synaptophysin und SV2A auch eine Funktion wéhrend der reversiblen
VergroRerung synaptischer Vesikel ausiiben. Zukinftig gilt es auch herauszufinden, welchen Einfluss
die Membranlipide auf die Proteininteraktionen haben, da diese zu einer dynamischen und interaktiven

Oberflache beitragen [205].
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8.2 Ergéanzende Abbildungen

AW HilTpm 2007 un M4 e 4056 1y 20000: 12 MW HiTpm 2007un -ldgn

Abbildung A. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von praparierten synaptischen Vesikeln.

A: Synaptische Vesikel vor Anreicherung mittels GréRenausschlusschromatographie. B: Synaptische Vesikel nach Anreicherung
mittels GroRenausschlusschromatographie. Nach der GréRenausschlusschromatographie ist die Anzahl unversehrter
synaptischer Vesikel deutlich erhoht.

. Anti-V-ATPase-a B& /nti-Syntaxin-1A [ Anti-SNAP25
. Anti-Synaptotagmin-1 - Anti-Synaptoporin - Anti-CSP
“ G Synapionhveint MM Anti-Synaptogyrin-1 . Anti-Synaptobrevin-2

Abbildung A. 2: Ergebnisse der Western Blots als Nachweis der Hauptproteinkomponenten
synaptischer Vesikel.

Detektierte Banden der Hauptproteinkomponenten von synaptischen Vesikeln mit 4 pg Gesamtprotein mit Hilfe spezifischer
Antikdrper gegen die Hauptproteinkomponenten (siehe Annotation) sind gezeigt. Sekundar-Antikdrper: anti-Rabbit 1gG
(Gesamtmolekiil)-Peroxidase Antikdrper gegen anti-V-ATPase-a und anti-Mouse 1gG (Gesamtmolekiil)—Peroxidase AK gegen
die anderen Priméarantikérper.
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Abbildung A. 3: Fusion von synaptischen Vesikeln mit ,leeren“ Liposomen.
Synaptische Vesikel (SV; grau) wurden mit AN-SNARE-Liposomen (blau) inkubiert. Die Fusion wurde mittels dynamischer
Lichtstreuung zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 15, 60 und 90 min) verfolgt. Die Maxima verschieben sich nach 60 min zu

einem Radius von 224 nm bis 296 nm, wéhrend das Signal synaptischer Vesikel (SV) bei 55 nm bis 73 nm deutlich geringer ist.
Die Messwerte eines Replikates sind aufgezeigt.
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Abbildung A. 4: Abgleich der identifizierten Quervernetzungen des V-ATPase-Komplexes mit

dem Strukturmodell.

(A) Darstellung der hochaufgeldsten Struktur des V-ATPase-Komplexes aus Rattenhirn (PDB ID 6VQ6) mit 74 der 78
identifizierten Quervernetzungen. Quervernetzungen mit einem Abstand <30 A (blau) und Quervernetzungen mit einem Abstand
>30 A (rot) sind gezeigt. Quervernetzungen groRerer Abstande (rot) befinden sich iiberwiegend in flexiblen Bereichen. (B) Die
Vernetzungsabstande sind gegen die Anzahl an Quervernetzungen aufgetragen. 50 Quervernetzungen weisen einen Abstand
<30 A (blau) und 24 Quervernetzungen einen Abstand >30 A (rot) auf. Quervernetzungen, fiir welche mehrere Spektren erhalten

wurden, sind nur einmal angegeben.
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Abbildung A. 5: Verteilung willklrlicher Quervernetzungen des V-ATPase-Komplexes.

Die theoretisch mdglichen Vernetzungsabstande zwischen allen Lysinresten, fir welche eine identifizierte Quervernetzung
nachgewiesen wurde, wurden berechnet. Die Verteilung der zufélligen Vernetzungsabstande ist breiter und die Abstande sind
langer als bei experimentell identifizierten Vernetzungen. Theoretisch mégliche Vernetzungsabstiande <30 A (blau) und >30 A

(rot) sind gegeben.
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Abbildung A. 6: Modifizierung der Proteine synaptischer Vesikel.

Modifizierte Aminosauren sind hervorgehoben (gelber Stern). Aminoséurereste zu welchen eine Quervernetzung identifiziert
wurde sind nummeriert. Es wurden Modifikationen der luminalen Domanen von Synaptoporin, SV2A, Synaptophysin und
Synaptogyrin-1 nachgewiesen.
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Abbildung A. 7: Intermolekulare Interaktion zwischen zwei Syb(1-116) Kopien.

Massenspektrum eines quervernetzten Peptidpaars einer intermolekularen Quervernetzung eines Homooligomers. Y-/y-lonen
und B-/b-lonen sowie A-/a-lonen des quervernetzten Peptidpaars (blau und lila) sind zugeordnet. Das m/z des Vorlauferions und
der Ladungszustand sind angegeben.
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Abbildung A. 8: Massenspektrum von Syb(49-96).

Massenspektrum von Syb(49-96) am Driftzelleninstrument gemessen [149]. Die Signalserien fiir das Monomer, Dimer und Trimer

sind mit der Anzahl an Syb(49-96) Untereinheiten und dem Ladungszustand (n/z) gekennzeichnet.
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Abbildung A. 9: Ergebnisse der IM-MS-Messung von Syb(49-96).
Die ATDs fir jeden Zustand sind gegeben. Es ist mehr als eine Konformation fur ein und denselben Oligomerisierungszustand
gegegben. Der daraus resultierende Kollisionsquerschnitt und die Anzahl an Untereinheiten/Ladungszustand (n/z) sind

angegeben.
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Abbildung A. 10: Venn-Diagramm der identifizierten Quervernetzungen nach Spaltung von
Synaptobrevin-2 synaptischer Vesikel mit BoNT B.
Das Venn-Diagramm zeigt die Anzahl an identifizierten Quervernetzungen. In drei Replikaten wurden 216 Quervernetzungen

identifiziert. Die Anzahl an identifizierten Spektren ist in Klammern angegeben. In mindestens zwei Replikaten wurden

159 Quervernetzungen (hell- und dunkelblau) identifiziert und in drei Replikaten wurden 84 Quervernetzungen (dunkelblau)
nachgewiesen.

Rep. 1 Rep. 2

Rep. 3

Abbildung A. 11: Venn-Diagramm der identifizierten Quervernetzungen nach Inkubation mit dem
[6slichen AN-SNARE-Komplex.
In drei Replikaten wurden 375 Quervernetzungen durch manuelle Uberpriifung der Massenspektren validiert. Das Venn-

Diagramm zeigt die Anzahl an identifizierten Quervernetzungen. 235 Quervernetzungen wurden in zwei Replikaten (hell- und
dunkelblau) und 121 Quervernetzungen in drei Replikaten (dunkelblau) nachgewiesen.
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Abbildung A. 12: Venn-Diagramm der identifizierten Quervernetzungen fusionierter synaptischer
Vesikel.

In drei Replikaten wurden 571 Quervernetzungen durch manuelle Uberpriifung der Massenspektren validiert. Das Venn-
Diagramm zeigt die Anzahl an identifizierten Quervernetzungen. In mindestens zwei Replikaten wurden 278 Quervernetzungen
(hell- und dunkelblau) identifiziert und in drei Replikaten wurden 140 Quervernetzungen (dunkelblau) nachgewiesen.
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8.3 Erganzende Tabellen

8.3.1 Identifizierung der Proteine synaptischer Vesikel.

Tabelle A. 1: Proteinidentifizierung synaptischer Vesikel.

Proteinname (Protein), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr), Sequenzabdeckung (SA) in %, MQ-Wert, die iBAQ-Werte fir funf Replikate (BAQ 1 bis iBAQ 5), der mediane iBAQ (Med.
iBAQ), der Mittelwert des relativen iBAQ-Wertes (MW rel. iBAQ) und die Standardabweichung des relativen iBAQ-Wertes (SA rel. iBAQ) gelistet.

Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ 1 iBAQ 2 iBAQ 3 iBAQ 4 iBAQ5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SArel.iBAQ
Synaptobrevin-2 P63045 81 323,31 6,71E+10 6,37E+10 1,27E+11 3,70E+10 9,17E+10 6,71E+10 1,08E-01 1,30E-02
V-ATPase-c1 P63081 99,4 277,95 5,84E+10 1,69E+10 8,32E+10 1,92E+10 4,39E+10 4,39E+10 5,81E-02 1,56E-02
Synaptophysin P07825, AOAOG2KADS 72 323,31 6,55E+10 3,29E+10 5,55E+10 2,23E+10 4,09E+10 4,09E+10 6,31E-02 1,58E-02
Synaptogyrin-1 QGZBZSAS%;OK%;I;RPL 28,2 310,04 3,95E+10 2,00E+10 4,28E+10 1,26E+10 3,24E+10 3,24E+10 4,08E-02 6,37E-03
CSP P60905, AOA0G2JX56 58,6 323,31 4,22E+10 2,30E+10 5,25E+10 1,23E+10 3,06E+10 3,06E+10 4,38E-02 7,88E-03
V-ATPase-al Q216B2, Q216B5, P25286-2, P25286 55,3 323,31 2,76E+10 1,42E+10 2,71E+10 9,34E+09 2,12E+10 2,12E+10 2,82E-02 5,12E-03
Synaptotagmin-1 P21707 74,6 323,31 1,38E+10 2,09E+10 3,44E+10 1,57E+10 3,18E+10 2,09E+10 3,47E-02 1,04E-02
V-ATPase-d1 Q5M7T6 78,9 323,31 2,12E+10 1,32E+10 2,87E+10 8,66E+09 1,83E+10 1,83E+10 2,53E-02 2,86E-03
SV2A Q02563 54,2 323,31 1,60E+10 1,08E+10 1,47E+10 6,90E+09 1,75E+10 1,47E+10 1,92E-02 3,51E-03
Synaptogyrin-3 D4ABK1 82,9 323,31 1,50E+10 8,40E+09 2,40E+10 6,63E+09 1,42E+10 1,42E+10 1,87E-02 1,96E-03
V-ATPase-A D4A133 99 323,31 1,69E+10 9,60E+09 1,30E+10 6,11E+09 1,24E+10 1,24E+10 1,71E-02 4,20E-03
V-ATPase-B2 P62815 95,3 323,31 1,49E+10 7,56E+09 1,66E+10 4,04E+09 1,23E+10 1,23E+10 1,51E-02 2,67E-03
V-ATPase-E1 G3V7L8, Q6PCU2 88,1 323,31 1,21E+10 9,33E+09 1,66E+10 3,59E+09 1,20E+10 1,20E+10 1,47E-02 2,69E-03
VGlul Q62634, Q62634-2 57 323,31 1,59E+10 9,16E+09 1,43E+10 5,72E+09 1,15E+10 1,15E+10 1,65E-02 3,57E-03
Rab3A P63012 88,2 323,31 150E+09 1,06E+10 2,38E+10 5,60E+09 1,28E+10 1,06E+10 1,50E-02 6,98E-03
Synapsin-1 P09951 95,2 323,31 3,06E+08 7,38E+09 2,29E+10 1,02E+10 2,14E+10 1,02E+10 1,79E-02 1,03E-02
G3P P04797, MOR590, D3ZGY4, MOR660 97,6 323,31 8,85E+09 7,40E+09 2,54E+10 9,62E+09 2,38E+10 9,62E+09 2,08E-02 6,63E-03
GLNA P09606 81,2 323,31 8,88E+09 5,40E+09 1,48E+10 2,36E+09 1,12E+10 8,88E+09 1,10E-02 1,94E-03
SV2B Q63564 51,7 323,31 9,54E+09 5,51E+09 8,65E+09 4,28E+09 7,67E+09 7,67E+09 1,06E-02 2,33E-03
RAC1 Q6RUV5, AOAOG2K0OX4 63 268,9 6,14E+09 3,51E+09 8,96E+09 1,61E+09 6,43E+09 6,14E+09 7,00E-03 1,11E-03
Syntaxin-1B P61265 76,4 323,31 5,81E+09 3,46E+09 1,54E+10 2,90E+09 7,40E+09 5,81E+09 8,98E-03 2,09E-03
Aldoa P05065 90,7 323,31 5,78E+09 4,89E+09 1,36E+10 2,14E+09 8,90E+09 5,78E+09 9,12E-03 1,74E-03
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Protein UP-NI. SQ (%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel. iBAQ SArel.iBAQ
VIAAT 035458 49 32331  570E+09 3,80E+09 B8,83E+09 2,86E+09 686E+09 570E+09  7,87E-03  4,78E-04
AP2M1 P84092, AOA140TAHS5 94 32331  547E+09 2,66E+09 694E+09 2,37E+09 6,18E+09 547E+09  654E-03  7,80E-04
VGlu2 G3v851, Q9JI12 617 32331  5092E+09 3,20E+09 7,40E+09 196E+09 513E+09 513E+09  651E-03  7,92E-04

Synaptobrevin-1 Q63666'3'&%%%%§f 63666, 75 32331  500E+09 3,23E+09 1,83E+10 2,65E+09 8.85E+09 509E+09  9,35E-03 3,25E-03

V-ATPase-C1 QSFVI6 93,7 32331  560E+09 3,48E+09 7,18E+09 2,10E+09 4,63E+09 4,63E+09  645E-03  8,34E-04
Thy1 P01830 46 32331  4,67E+09 2,33E+09 7,93E+09 149E+09 458E+09 458E+09  547E-03  8,56E-04
Rab2A PO5712 77,8 32331  498E+08 4,08E+09 B801E+09 1,31E+09 547E+09 4,08E+09  515E-03  2,63E-03
Rab1A Q6NYB7, E9PU16, AOAOG2K235 91,7 32331  1,11E+09 4,03E+09 9,33E+09 2,12E+09 638E+09 4,03E+09  622E-03  2,44E-03

V-ATPase-G2 QBR2HO, AOAOG2K2R1 82,2 32331  402E+09 1,83E+09 4,10E+09 8,12E+08 4,72E+09 4,02E+09  4,06E-03  1,10E-03

V-ATPase-H AOAOG2K9J2, E9PTI1 85,7 32331  4,90E+09 1,98E+09 572E+09 1,21E+09 399E+09 399E+09  4,71E-03 1,00E-03
KCC2A P11275, F1LZG4, AOAOG2JUVS 78 32331  240E+09 3,94E+09 101E+10 9,29E+08 131E+10 394E+09  7.41E-03  4,23E-03
AP2B1 P62944, P62944-2 80,5 32331  3,69E+09 3,32E+09 510E+09 3,91E+09 658E+09 391E+09  7,06E-03  2,71E-03

Zinc transporter 3 Q6QIX3, Q6QIX3-2 42,8 32331  3,77E+09 2,27E+09 6,71E+09 160E+09 4,31E+09 3,77E+09  500E-03  3,67E-04

Rab6A QIWVB1L 79,3 32331  200E+09 3,70E+09 588E+09 1,13E+09 58lE+09 370E+09  501E-03 1,79E-03
V-ATPase-D Q6P503 72,9 32331  361E+09 1,73E+09 6,38E+09 7,39E+08 3,89E+09 3,61E+09  4,06E-03  1,09E-03
Synaptoporin P22831, AOAOG2K1H2 26 238,77 5,65E+09 3,28E+09 6,53E+09 1,37E+09 3,45E+09 3,45E+09 5,53E-03 1,39E-03

TPRGL ABWCF8, ADA0G2K272 88,3 32331  342E+09 2,65E+09 6,46E+09 1,19E+09 373E+09 3,42E+09  4,64E-03  7,03E-04

Vat1 Q3MIE4 77,7 32331  340E+09 2,59E+09 5,63E+09 1,83E+09 3,93E+09 3,40E+09  4,91E-03  4,67E-04
SNAP-25 P60881 81,1 32331  379E+09 1,71E+09 4,96E+09 108E+09 340E+09 340E+09  397E-03  6,34E-04

Rab14 BOBMWO, P61107 89,8 32331  7,00E+08 3,37E+09 9,56E+09 151E+09 570E+09 3,37E+09  536E-03  2,47E-03

AP2A1 D3ZUY8 77,6 32331  3,34E+09 2,45E+09 4,28E+09 2,67E+09 491E+09 3,34E+09  534E-03  1,55E-03
V-ATPase-F P50408 83,2 24113 354E+09 2,08E+09 3,74E+09 7,56E+08 320E+09 3,29E+09  3,62E-03  8,43E-04

AP2S1 P62744 62 111,44  320E+09 195E+09 7,69E+09 2,01E+09 504E+09 320E+09  530E-03  1,01E-03

Pfkm Q52KS1, AOAOG2KBC7 69,6 32331  305E+09 1,63E+09 3,68E+09 8,89E+08 337E+09 305E+09  3,39E-03  4,73E-04

Rab3d Q63942 59,4 11621  531E+08 2,85E+09 524E+09 1,58E+09 4,30E+09 2,85E+09  4,10E-03  1,76E-03

Scamp-3 E9PTW1 56,6 32331  2,83E+09 2,50E+09 7,10E+09 1,72E+09 450E+09 283E+09  506E-03  7,17E-04

Ferritin Q66HI5, P19132 76,4 32331  2,66E+09 2,93E+09 7,44E+08 1,57E+08 293E+09 266E+09  277E-03  2,04E-03

RS27A P62982, FLLML2, P62986, POCGS1, 66,7 1571 2,61E+09 149E+09 4,03E+09 125E+09 3,38E+09 2,61E+09  350E-03 2,84E-04

Q63429, F1LUG9
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SArel.iBAQ
Tubulin o-1B Q6P9V9 78 323,31 2,58E+09 1,21E+09 5,14E+09 7,44E+08 4,19E+09 2,58E+09  3,44E-03 9,49E-04
NSF F1LQ81, AOAOG2K6U1, QIQUL6 91,4 323,31 2,00E+09 2,53E+09 4,52E+09 1,84E+09 4,65E+09 2,53E+09  4,49E-03 1,09E-03
Rabl1b 035509, AOAOG2JZR4 85,8 323,31 2,47E+09 1,76E+09 4,54E+09 8,08E+08 3,00E+09 2,47E+09  3,30E-03 4,53E-04
Atp8al FILUT4 61,9 323,31 3,11E+09 1,57E+09 2,95E+09 1,14E+09 2,36E+09 2,36E+09  3,20E-03 6,18E-04
PFKAP P47860, AOAOAOMXY5 68,5 323,31 2,42E+09 1,21E+09 2,33E+09 1,44E+09 3,44E+09 2,33E+09  3,18E-03 8,88E-04
S6A17 P31662 49 323,31 2,29E+09 1,59E+09 2,94E+09 1,17E+09 241E+09 2,29E+09  3,01E-03 3,96E-04
GPM6A Q812E9, Q812E9-2, AOAIBOGWNS 38,8 323,31 2,29E+09 1,23E+09 5,37E+09 7,91E+08 2,85E+09 2,29E+09  3,14E-03 7,59E-04
Scamp-1 P56603, AOAOG2K116, AOAOG2JY82 58,9 323,31 1,80E+09 2,25E+09 5,42E+09 1,14E+09 3,34E+09 2,25E+09  3,77E-03 7,58E-04
Cct7 D4AC23 84 323,31 3,17E+09 1,11E+09 2,95E+09 1,11E+09 2,24E+09 2,24E+09  2,97E-03 7,55E-04
EF1A1 P62630, MOR757, FIM6C2 76,6 323,31 2,22E+09 1,43E+09 5,10E+09 1,41E+09 4,86E+09 2,22E+09  3,97E-03 9,30E-04
Rab10 Q5RKJ9, P35281 79,5 323,31 2,72E+09 2,08E+09 3,06E+09 9,46E+08 2,12E+09 2,12E+09  3,14E-03 7,00E-04
Synaptotagmin-2 G3V6M3, P29101 62,3 323,31 1,11E+09 2,10E+09 5,30E+09 1,86E+09 521E+09 2,10E+09  4,34E-03 1,55E-03
Tubulin B-2A P85108 80,9 323,31 2,08E+09 7,64E+08 4,22E+09 4,67E+08 3,62E+09 2,08E+09  2,67E-03 1,04E-03
Synapsin-2 G3V733, Q63537, Q63537-2 75,3 323,31 2,40E+08 1,98E+09 4,62E+09 1,43E+09 4,99E+09 1,98E+09  3,63E-03 1,75E-03
Wafyl AOA0G2K3L8 81,7 323,31 2,38E+09 1,14E+09 2,95E+09 6,33E+08 1,94E+09 1,94E+09  2,42E-03 4,31E-04
AP2A2 Q66HM2 80,6 323,31 1,90E+09 1,43E+09 2,55E+09 1,43E+09 2,55E+09 1,90E+09  2,97E-03 7,66E-04
Slc6a7 CRN i%i%géf)?:zoezmm, 30,8 323,31 2,02E+09 9,33E+08 2,37E+09 7,20E+08 1,84E+09 1,84E+09  2,17E-03 2,92E-04
REEP5 B2RZ37 48,1 130,09 2,18E+09 3,63E+08 3,45E+09 2,82E+08 1,82E+09 1,82E+09  1,89E-03 9,52E-04
Rab3C P62824 83,3 323,31 1,17E+08 1,78E+09 4,66E+09 1,04E+09 2,30E+09 1,78E+09  2,69E-03 1,35E-03
Actin P63259 80,8 323,31 1,74E+09 1,06E+09 4,84E+09 8,59E+08 2,61E+09 1,74E+09  2,82E-03 6,82E-04
TM163 A9ICMAG 35,8 323,31 1,69E+09 1,51E+09 4,13E+09 7,74E+08 2,39E+09 1,69E+09  2,77E-03 4,53E-04
Atpla3 P06687 59,1 323,31 2,07E+09 7,53E+08 1,51E+09 6,07E+08 1,69E+09 151E+09  1,86E-03 5,08E-04
AAK1 FILRI7, POC1X8 75,8 323,31 4,69E+08 8,77E+08 4,02E+09 1,46E+09 2,37E+09 1,46E+09  2,58E-03 1,33E-03
Syntaxin-1A P32851 733 323,31 1,33E+09 1,45E+09 5,60E+09 9,52E+08 2,83E+09 1,45E+09  3,10E-03 9,44E-04
Rab5b A1L1J8 82,8 323,31 1,44E+09 1,32E+09 3,64E+09 7,26E+08 2,67E+09 1,44E+09  2,57E-03 4,29E-04
WDR? Q9ERHS3, Q9ERH3-2 75,3 323,31 4,60E+08 1,42E+09 1,99E+09 9,80E+08 2,65E+09 1,42E+09  2,23E-03 9,43E-04
Rab7a P09527, AOAOG2K930 87,4 323,31 1,41E+09 1,29E+09 2,44E+09 4,43E+08 1,98E+09 1,41E+09  2,02E-03 4,09E-04
Pipl P60203 31,4 109,38 1,63E+09 5,03E+08 1,86E+09 4,28E+08 1,40E+09 1,40E+09  1,53E-03 3,83E-04
Reticulon-1 Q64548 58,7 323,31 2,41E+09 2,05E+08 2,33E+09 2,84E+08 1,32E+09 1,32E+09  1,59E-03 9,76E-04
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Protein UP-NI. SQ (%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel. iBAQ SArel.iBAQ
TCPD Q7TPBL 87,2 32331  1,30E+09 O,13E+08 2,80E+09 9,24E+08 2,17E+09 130E+09  224E-03  4,00E-04
Ldha PO4642 93,4 32331  120E+09 3,41E+08 175E+09 9,12E+08 279E+09 120E+09  193E-03  8,86E-04
Arlga D3ZPP2 64 32331  120E+09 8,91E+08 1,76E+09 2,57E+08 143E+09 120E+09  146E-03 3,48E-04
Atp1b1 P07340 48 317,73  161E+09 4,20E+08 2,18E+09 3,38E+08 1,16E+09 116E+09  143E-03  4,92E-04
CC50A AOAOG2IXG3, QBAY41 473 32331  162E+09 9,28E+08 149E+00 592E+08 112E+09 112E+09  167E-03  3,70E-04
CN37 P13233 76,9 32331  111E+09 510E+08 165E+09 4,18E+08 180E+09 111E+09  144E-03  3,12E-04
GNAO P50215 76 32331  1,25E+09 5,54E+08 209E+09 4,36E+08 109E+09 109E+09  142E-03  2,53E-04
Cct6a Q3MHS9 82,9 32331  103E+09 6,79E+08 2,36E+09 7,26E+08 169E+09 103E+09  177E-03  3,40E-04
MBP P02088-2, 2098, P02688-4, 53,3 20578  958E+08 1,02E+09 4,03E+09 7,06E+08 2,17E+09 102E+09  227E-03  6,81E-04
Rasall D3ZHY9 76,5 32331  989E+08 6,31E+08 122E+09 341E+08 1,10E+09 989E+08  118E-03  1,21E-04
Tecprl Q3ZBAO 53,5 32331  811E+08 O,54E+08 100E+09 4,35E+08 1,12E+09 954E+08  120E-03 3,64E-04
ALDOC P09117, AOAOG2K3Q6 98,3 32331  6,63E+08 9,43E+08 2,64E+09 545E+08 1095E+09 943E+08  177E-03  4,82E-04
Trappc3 QsU1Z2 55 14407  9,32E+08 8,67E+08 1,03E+09 3,86E+08 148E+09 9,32E+08  134E-03  3,21E-04

Sy”tgg?‘;ﬂf‘fmg' P61765 80,5 32331  126E+09 4,75E+08 9,13E+08 5,86E+08 1,65E+09 9,13E+08  1,41E-03 4,48E-04
Psmal P18420 63,1 167,05  915E+08 550E+08 8,99E+08 4,86E+07 146E+09 B8,99E+08  9,76E-04  4,93E-04
Rab1b G3V6HO, P10536 88,1 32331  528E+08 1,03E+09 1,12E+09 2,09E+08 860E+08 B860E+08  107E-03  527E-04
PTNO Q64172, ADAOG2K6A2 637 32331  1,10E+09 6,40E+08 O53E+08 4,43E+08 B858E+08 B858E+08  1,18E-03  2,56E-04
RALA P63322 50,5 31976  147E+09 8,49E+08 113E+09 247E+08 810E+08 B849E+08  126E-03  4,89E-04
Psmb1 Q6PDW4, P18421 54,2 32331  930E+08 580E+08 B834E+08 4,97E+07 202E+09 B834E+08  111E-03  6,89E-04
PGRC1 P70580, AOAOH2UHK2 65,1 32331  143E+09 1,14E+08 125E+09 155E+08 834E+08 B834E+08  922E-04  582E-04
Psmb5 G3V7Q6, P28075 66,5 32331  833E+08 6,67E+08 B8,82E+08 589E+07 1,68E+09 833E+08  105E-03  563E-04

Dynamin-1 P21575, P21575-2, P21575-3 81,9 32331  7,83E+08 4,78E+08 B8,04E+08 9,73E+08 3,39E+09 B804E+08  1,89E-03  1,24E-03
PSA3 P18422 63,9 286,06  833E+08 572E+08 7,91E+08 3,90E+07 166E+09 7.91E+08  9.81E-04  570E-04
Psma5 Q6P9V6, P34064 714 2717  7,80E+08 4,25E+08 B8,87E+08 4,81E+07 139E+09 7,80E+08  B,68E-04  4,49E-04
Gpx4 AOAOG2&223,753%!2;%236970-2, 59,7 110,32 7,73E+08 552E+08 1,67E+09 2,28E+08 9,67E+08 7,73E+08  1,07E-03 2,.27E-04
Psma7 AOAOG2KOWS, P48004-2, P48004 72,6 32331  7,54E+08 576E+08 B848E+08 569E+07 170E+09 7,54E+08  991E-04  559E-04

Rabphilin-3A F1LPB9, P47709 737 32331  291E+07 577E+08 193E+09 7,46E+08 247E+09 7.46E+08  157E-03 9,34E-04
Psmad P21670 73,6 24401  7,33E+08 4,96E+08 7,66E+08 6,06E+07 138E+09 7,33E+08  B,69E-04  4,40E-04
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Arhgapl D4A6C5 82 32331  7.16E+08 4.37E+08 1,30E+09 347E+08 9.33E+08 7,16E+08  1,01E-03  7,50E-05
Psmd2 Q4FZT9 80,8 32331  8,62E+08 7,06E+08 3,06E+08 957E+07 9,32E+08 7,06E+08  8,34E-04  4,74E-04
PFKAL P30835 64,9 32331  6,85E+08 3,52E+08 8,26E+08 3,08E+08 9,81E+08 6,85E+08  872E-04  1,46E-04
Myosin-Va AOADGZKINYT, POPOC2KIXS, 64,8 32331  6,77E+08 2,76E+08 148E+09 1,73E+08 1,10E+09 6,77E+08  8,93E-04  3,06E-04
Reticulon-3 Q6RIRG 69,6 32331  1,01E+09 9.86E+07 1,29E+09 1,12E+08 6,65E+08 6,65E+08  7,46E-04  4,38E-04
Psma6 P60901, AOAOG2KOD7 76,4 166,3 6,57E+08 4,38E+08 7,20E+08 4,30E+07 1,237E+09 6,57E+08  8,07E-04  4,48E-04
Psmb6 AOA0G2JSLO, P28073 36,6 102,86  6,56E+08 5,03E+08 6,56E+08 3,53E+07 121E+09 6,56E+08  7,79E-04  4,18E-04
Atp2a2 P11507, P11507-2 53,9 32331  1,05E409 1,37E+08 6,55E+08 1,75E+08 7,86E+08 6,55E+08  7,30E-04  3,89E-04
ARP2 Q5M7U6 60,2 32331  6,79E+08 3,34E+08 6,50E+08 3,98E+08 2,33E+09 6,50E+08  1,19E-03  7,29E-04
Psmb2 P40307 56,7 32331  6,49E+08 560E+08 7,71E+08 4,80E+07 1,29E+09 6,49E+08  845E-04  4,33E-04

Syntaxin-12 AOAO/SOZ/SQ/GBZGRES%”PL 68,1 32331  532E+08 6,49E+08 1,48E+09 3,60E+08 1,05E+09 6,49E+08  1,11E-03 2,10E-04
Rogdi Q4V7D2 76 32331  1,77E+08 6,32E+08 1,15E+09 3,12E+08 1,25E+09 6,32E+08  9,65E-04 4,00E-04
Acly O s orooasa o 70,8 32331  6,15E+08 4,46E+08 111E+09 3,72E+08 130E+09 615E+08  105E-03 2,20E-04

Dmx-like-2 FIM3W5 63,8 32331 2156408 6,07E+08 1,12E+09 3,72E+08 1,49E+09 6,07E+08  105E-03  4,43E-04
D3ZSU3 AOAOG2K1G8, D3ZSU3 32,3 32331  6,02E+08 6,02E+08 9,06E+08 4,48E+08 9,53E+08 6,02E+08  1,06E-03  2,19E-04
Psmba4 G3V8U9, P34067 55,6 21678  598E+08 4,09E+08 8,20E+08 515E+07 1,30E+09 508E+08  841E-04  4,48E-04
Btbd17 D4ABLY 66,5 32331  1,01E+09 1,16E+08 8,67E+08 537E+07 502E+08 502E+08  6,27E-04  4,25E-04
LAMPS Q5PPI4 42,1 17252  9,26E+08 3,32E+08 9,17E+08 2,50E+08 582E+08 582E+08  8,20E-04  2,18E-04

V-ATPase-G1 B2GUV5 61 32331  6,65E+08 4,86E+08 7,25E+08 2,00E+08 579E+08 5,79E+08  7,49E-04  1,59E-04
PSA2 P17220 79,1 32331  570E+08 4,00E+08 6,24E+08 4,85E+07 1,12E+09 5,70E+08  6,98E-04  3,57E-04

Endophilin-B1 QBAYE2, AOAOG2K714 49,3 32331  6,19E+08 3,99E+08 7,05E+08 2,43E+08 553E+08 5,53E+08  7,19E-04  9,89E-05
Arpc2 Aoﬁgg()z?(g}égﬁbigg%ﬁ)éal 84 32331  7,23E+08 3,23E+08 543E+08 2,93E+08 2,23E+09 543E+08  1,09E-03 7,07E-04

Synaptotagmin-12 P97610 76,5 32331  1,44E+08 540E+08 2,17E+09 504E+08 1,24E+09 540E+08  1,21E-03  561E-04
Gnbl P54311 62,4 32331  9Q06E+08 346E+08 1,37E+09 1,83E+08 508E+08 5,08E+08  8,39E-04  2,88E-04
Rab27b Q99P74 771 32331  507E+08 3,22E+08 8,86E+08 1,39E+08 510E+08 507E+08  6,14E-04  1,11E-04
Arlgb Q66HAG 56,5 107,74  4.96E+08 4,26E+08 9,62E+08 108E+08 853E+08 4,96E+08  7,79E-04  1,24E-04
Rab35 Q5U316 78,1 267,19  4,94E+08 4,90E+08 1,09E+09 2,09E+08 7,42E+08 4,94E+08  807E-04  1,38E-04
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Rab5a MORC99 80,9 32331  484E+08 487E+08 148E+09 2.83E+08 9.46E+08 4,87E+08  9.60E-04  1,98E-04
Rabsc BOBNK1 78,7 32331  3,69E+08 4,80E+08 1,65E+09 2,57E+08 1,13E+09 4,80E+08  9,80E-04  3,20E-04

Neurotrimin G3V964 38,1 32331  478E+08 1,95E+08 7,17E+08 1,34E+08 505E+08 4,78E+08  543E-04  1,14E-04
EF1A2 P62632 76,5 32331  452E+08 1,10E+08 7,05E+08 9,94E+07 6,24E+08 4,52E+08  4,84E-04  1,84E-04
OPCM AOAOGZKEST, P82736:2, P32736, 435 263,60  449E+08 1,73E+08 6,57E+08 152E+08 4,51E+08 4,49E+08  4,95E-04 8,57E-05

Endophilin-B2 Q5PPJY, DAATVL 57,9 32331  6,66E+08 3,25E+08 7,36E+08 2,23E+08 4,49E+08 4,49E+08  6,72E-04  1,20E-04
F1LUE2 F1LUE2 62,2 32331  1,03E+08 4,47E+08 1,39E+09 1,39E+08 179E+09 447E+08  9,23E-04  6,36E-04
Rpl7a F1M,?Al(ﬁ?'?'?ﬁ?z"ugj)kgsgypég'zg’gg“z5' 46 284,19  4,54E+08 539E+06 544E+08 7,64E+06 4,40E+08 4,40E+08  318E-04  2,51E-04
svac Q9216 26,1 32331  420E+08 2,48E+08 586E+08 1,66E+08 4,60E+08 4,20E+08  518E-04  2,02E-05
Arpc3 B2GV73 38,2 102,69  4,26E+08 2,72E+08 447E+08 1,96E+08 166E+09 4,26E+08  7,88E-04  5,29E-04
KCRU Q5BITY, P25809 75,1 32331  6,09E+08 1,76E+08 2,11E+09 1,50E+08 4,23E+08 4,23E+08  7,77E-04  5.26E-04
Mblac2 D4A249 70,6 32331  451E+08 3,05E+08 6,29E+08 9,18E+07 4,23E+08 4,23E+08  501E-04  1,22E-04
Vamp? Q9IHWS5 72,3 180,63  4,19E+08 2,74E+08 7,54E+08 148E+08 4,69E+08 4,19E+08  546E-04  6,00E-05
PRR QBAXS4 39,1 31099  7,37E+08 2,64E+08 6,99E+08 1,38E+08 4,18E+08 4,18E+08  6,00E-04  2,03E-04
Rab3b Q63941 58 24273 332E+08 4,04E+08 1,13E+09 2,76E+08 4,17E+08 4,17E+08  7,42E-04  2,41E-04

Reticulon-4 F1LQN3, QOJK11 69,7 32331  502E+08 4,52E+07 9,30E+08 7,20E+07 3,97E+08 3,97E+08  442E-04  2,62E-04
Psmd11 F1LMZ8, AOAOG2JWX1, D3Z950 711 32331  3,97E+08 3,01E+08 9,71E+08 1,28E+08 1,04E+09 3,07E+08  7,38E-04  2,62E-04
Psmb3 P40112 64,9 16357  3,92E+08 2,56E+08 570E+08 320E+07 1,02E+09 3,92E+08  550E-04  3,28E-04
TCPG Q6P502 71,2 32331  1,75E+08 3,67E+08 1,06E+09 3,91E+08 1,05E+09 3,91E+08  B847E-04  3,49E-04
ATLAL Q6PST4 67,6 32331  7,88E+08 7,13E+07 4,83E+08 7,01E+07 3,79E+08 3,79E+08  449E-04  3,22E-04
KPCG P63319 75,9 32331  3,76E+08 2,71E+08 1,35E+09 1,17E+08 6,50E+08 3,76E+08  6,57E-04  2,70E-04
FIS1 P8A817, P8AB17-3, P84817-2 48 284,33  374E+08 2,98E+08 7,50E+08 1,54E+08 556E+08 3,74E+08  567E-04  6,64E-05
Rpl10a P62907, F1LYQ7 41 12758  458E+08 1,95E+07 4,97E+08 157E+07 3,69E+08 3,69E+08  3,06E-04  2,26E-04
Psmd13 BOBNO3 78,5 32331  3,67E+08 3,64E+08 6,24E+08 027E+07 7,48E+08 3,67E+08  574E-04  1,91E-04
PRS7 G3V7L6, Q63347 785 32331  3,64E+08 3,00E+08 7,93E+08 1,03E+08 7,43E+08 3,64E+08  5,81E-04  1,70E-04
TPDS54 Q6PCT3 67,7 32331  4,83E+08 2,46E+08 4,76E+08 1,10E+08 3,62E+08 3,62E+08  4,58E-04  1,08E-04
Rhob P62747 52,6 17966  3,62E+08 2,79E+08 642E+08 9,23E+07 532E+08 3,62E+08  493E-04  1,10E-04
Ncam1 AOAOG2KOM8 56,3 32331  3,61E+08 1,87E+08 4,93E+08 9,83E+07 471E+08 3,61E+08  421E-04  7,71E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQL1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SA rel.iBAQ
CD9 P40241 15,5 13429  4.17E+08 149E+08 698E+08 7,78E+07 3.60E+08 3,60E+08  4,18E-04  1,38E-04
HSP7C P6301€:/,IOD£18A’\;1§’3A0M£§GC2E3%/,Iglell, 59 32331  356E+08 2,15E+08 7,02E+08 1,86E+08 5097E+08 3,56E+08  547E-04  8,04E-05
Hbal P01946 71,8 182,51  3,52E+08 2,67E+08 1,23E+09 320E+08 691E+08 3,52E+08  7,60E-04  2,27E-04
Pickl Q6GQQ2, QIEPS0 58,7 32331  4,05E+08 1,98E+08 566E+08 1,47E+08 3,50E+08 3,50E+08  4,53E-04  5,65E-05
Psmb7 Q9IHWO, ADAOG2JUNS 35,7 12526  401E+08 2,66E+08 3,50E+08 2,13E+07 6,05E+08 3,50E+08  421E-04  2,15E-04
Psmd3 Q5U257 67,9 30331  3,47E+08 2,95E+08 4,85E+08 9,45E+07 7,86E+08 347E+08  526E-04 1,97E-04
Arpcé B2RZ72 69 12443  609E+08 2,57E+08 3,44E+08 2,73E+08 2,55E+09 344E+08  1,06E-03  9,02E-04
Psmd7 D4AEH3 66,2 32331  3,40E+08 3,22E+08 5,57E+08 7,41E+07 7,18E+08 340E+08  5,20E-04 1,92E-04
Pdia3 AOAOH2UHMS, P11598 63,3 32331  4,84E+08 3,22E+07 3,38E+08 6,14E+07 3,35E+08 3,35E+08  3,12E-04  1,07E-04

Synapsin-3 070441, AOAO9BMIT7 80,5 32331  1,14E+07 3,33E+08 8,78E+08 3,25E+08 873E+08 3,33E+08  6,79E-04 3,55E-04
Tubbs P69897 80,2 32331  330E+08 1,16E+08 5,70E+08 6,37E+07 4,18E+08 3,30E+08  3,64E-04  1,22E-04
Psmd6 Q6PCTO 74,6 32331  3.22E+08 3,25E+08 6,43E+08 843E+07 8,28E+08 3256408  562E-04  2,20E-04
Negrl AOA0G2K293, D4A2V0, Q9Z0J8 56,8 32331  324E+08 1,89E+08 7,56E+08 1,50E+08 4,51E+08 3,24E+08  4,83E-04  8,60E-05
Ap1bl AOAOGZKZVZ'PSSS\,/OQSN& P52303-2, 71,2 32331  147E+08 324E+08 4,42E+08 2,18E+08 3,68E+08 3,24E+08  4,61E-04 1,81E-04
Dnpep Q4V8HS5 58,3 32331  3,76E+08 9,00E+07 3,18E+08 555E+07 540E+08 3,18E+08  3,50E-04  1,73E-04
cadm3 AOAOG2K872, Q1WIM3 51,6 32331  3,14E+08 9,69E+07 1,06E+09 146E+08 3,92E+08 3,14E+08  479E-04  2,27E-04
Glud1 P10860 69,4 32331  3,12E+08 549E+07 4,16E+08 128E+08 4,42E+08 3,12E+08  3,53E-04  1,28E-04
Psmd12 Q5XIC6 62,7 32331  3,10E+08 2,39E+08 4,45E+08 7,04E+07 501E+08 3,10E+08  4,15E-04 1,04E-04
VAPA Q97270, AOAOG2KSE6 65,5 32331  3,09E+08 1,11E+08 1,48E+09 1,47E+08 7,77E+08 3,09E+08  6,39E-04  3,67E-04
Hdac11 B2GUW3 77,5 32331  379E+08 1,53E+08 3,19E+08 8,32E+07 3,08E+08 3,08E+08  3,37E-04  9,11E-05
Rab30 AOAOG2JTT4, Q5BK72 70,4 232,18  3,08E+08 2,65E+08 6,19E+08 1,30E+08 3,90E+08 3,08E+08  4,61E-04  578E-05
Rpl18 AOAOH2UHS7, P12001 43,9 109,67  3,57E+08 501E+06 500E+08 7,39E+06 3,08E+08 3,08E+08  2,56E-04  2,01E-04
Arpcla Q99PD4, DIZXP7 73 32331  342E+08 2,09E+08 3,07E+08 1,90E+08 1,65E+09 3,07E+08  7,10E-04  566E-04
Rab39a D3zzP2 65 27031  2,21E+08 3,07E+08 4,82E+08 521E+07 523E+08 3,07E+08  4,13E-04 1,72E-04
Trappcs BOBNE3 35,6 32331  307E+08 2,51E+08 4,53E+08 1,33E+08 531E+08 3,07E+08  4,60E-04  7,66E-05
Mfsd6 D37CJ3 28,2 32331  2,99E+08 1,82E+08 4,57E+08 1,54E+08 3,70E+08 2,09E+08  4,08E-04 3,56E-05
Syt5 P47861 63,7 113,89  3.34E+08 1,99E+08 2,95E+08 2,05E+08 3,60E+08 2,95E+08  4,26E-04  1,22E-04
Trappca AOADG2JSL2, Q69BTY, 721 182,05  2,05E+08 2,91E+08 7,89E+08 2,65E+08 7,01E+08 2,95E+08  6,48E-04 1,49E-04

AO0A0G2JX69
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 IBAQ3 iBAQ4 IiBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Contactin-1 Q63198 5.9 32331  2,95E+08 1,11E+08 4,33E+08 1,13E+08 2,98E+08 2,95E+08  3,32E-04  584E-05
Arfipl AOAOG2JYA2, QOJHUS 66 32331  4,18E+08 256E+08 295E+08 141E+08 350E+08 2,95E+08  4,30E-04 1,10E-04
Rab33a D3ZCUS8 80,6 17079  1,26E+08 293E+08 7,51E+08 133E+08 4,36E+08 2,93E+08  4,58E-04  1,65E-04
Rpl7 BOK031, P05426 60,8 168,24  3,76E+08 590E+06 3,79E+08 580E+06 2,86E+08 2,86E+08  234E-04  1,91E-04

Rpl4 Q6P3V9, P50878 50,4 268,79  3,02E+08 247E+06 452E+08 2,76E+06 2,83E+08 2,83E+08  2,23E-04  1,79E-04
Syntaxin-7 070257, MOR930, AOAOG2K6Y9 70,5 32331  571E+07 2,82E+08 7,22E+08 178E+08 510E+08 2,82E+08  4,74E-04  2,00E-04
Trappcéb D3ZES2 79,1 176,64  2,80E+08 2,33E+08 4,18E+08 144E+08 4,81E+08 2,80E+08  4,35E-04  6,45E-05
Hemogk')‘;kt’;r_‘;“b“”it P11517 89,8 157,15 2,79E+08 2,54E+08 1,19E+09 2,49E+08 4,98E+08 2,79E+08  6,42E-04 2,20E-04
Gpméb AOAOG2JZB8 32,6 16049  2,79E+08 7,28E+07 566E+08 643E+07 4,58E+08 279E+08  341E-04  145E-04
Vps33b Q63616 65,5 32331  2,87E+08 2,02E+08 2,78E+08 142E+08 3,34E+08 2,78E+08  367E-04  698E-05
Hras P20171 64 14979  279E+08 148E+08 4,67E+08 7,17E+07 274E+08 274E+08  318E-04  6,18E-05

Ldhb P42123 50 11863  2.73E+08 691E+07 2,73E+08 622E+07 2,85E+08 2,73E+08  249E-04  8,19E-05
Mfsd4 AOAOG2KGPS, DAAGP2 14,9 21241  3,79E+08 2,16E+08 525E+08 1,10E+08 2,71E+08 2,71E+08  412E-04  7,20E-05
LSAMP Q62813, Q02815°2, AOROHZURYS, 453 32331  532E+08 1,94E+08 2,71E+08 1,94E+08 3,67E+08 271E+08  4,68E-04  1,70E-04
Arfip2 Q6AY65 64,2 32331  821E+08 4,16E+08 198E+08 123E+08 2,69E+08 2,69E+08  558E-04 3,55E-04
Trappcl Q2KMM2 81,4 13475  2,65E+08 174E+08 4,10E+08 120E+08 3.88E+08 2,65E+08  3,76E-04 3,14E-05
Psmd1 G3V8B6, AOAOG2JTWS, 088761 67.2 32331  2,35E+08 298E+08 2,61E+08 7,26E+07 555E+08 2,61E+08  396E-04  1,78E-04
Rabda PO5714 80,3 32331  1,87E+07 261E+08 7.97E+08 152E+08 525E+08 2,61E+08  4,55E-04  2,25E-04
Epb41l2 O 6o, baoava YT 24,7 10438  261E+08 125E+08 5,77E+08 1,01E+08 336E+08 261E+08  354E-04  7,78E-05
Snx2 B2RYP4 59,2 32331  BO9E+08 271E+08 251E+08 153E+08 2,61E+08 261E+08  546E-04  352E-04
DYHC1 MOR9X8, F1LRT9, P38650 61,5 32331  2,60E+08 15lE+08 586E+08 1,10E+08 820E+08 2,60E+08  4,86E-04  2,23E-04
Psmc6 G3VEW6 65 32331  2,60E+08 220E+08 4,72E+08 7,30E+07 521E+08 2,60E+08  399E-04 1,15E-04
Sirpa P97710 36 32331  2,58E+08 138E+08 389E+08 193E+08 342E+08 2,58E+08  385E-04  1,00E-04
Peyox1 Q99MLS 653 32331  4,30E+08 290E+07 3,11E+08 3,90E+07 2,54E+08 2,54E+08  260E-04  1,80E-04
PURG P51583, FBWFRS, AOAOG2K5S4 70,6 32331  1,67E+08 253E+08 7,76E+08 154E+08 520E+08 2,53E+08  4,90E-04  1,47E-04

00 ribosomal protein - pa33s, ADALAOTACS, DIZIE2 60 150,32 2,75E+08 185E+07 4,30E+08 167E+07 251E+08 2,51E+08  220E-04  1,47E-04
Alg2 G3V6U3 63.9 30446  2,85E+08 2,62E+07 295E+08 3,80E+07 250E+08 2,50E+08  2,16E-04  1,17E-04
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SArel.iBAQ
Psmc5 P62198 77,3 323,31 2,47E+08 2,07E+08 4,86E+08 8,80E+07 6,20E+08 2,47E+08  4,23E-04 1,41E-04
Psmd14 Q4VBE2 66,1 221,76 2,45E+08 2,26E+08 6,31E+08 6,04E+07 6,20E+08 2,45E+08  4,38E-04 1,71E-04
Viila F1LT41, Q9JI51 63,7 230,26 1,51E+08 2,40E+08 7,75E+08 1,41E+08 3,12E+08 2,40E+08  4,25E-04 1,50E-04
Rps3 P62909, D3ZVH2 84,8 153,12 2,40E+08 3,60E+07 6,07E+08 2,84E+07 4,04E+08 2,40E+08  2,88E-04 1,81E-04
Actr3 AOA0G2K1CO, Q4V7C7 70,6 323,31 2,41E+08 1,15E+08 2,38E+08 1,24E+08 1,09E+09 2,38E+08  4,69E-04 3,74E-04
KPCB P68403-2, F1LS42, AOAOG2K5Q0 66,9 323,31 2,04E+08 1,99E+08 1,23E+09 2,38E+08 7,48E+08 2,38E+08  6,55E-04 2,80E-04
Cpne4 F1MO0Z3 67,9 323,31 2,90E+08 8,94E+07 2,89E+08 7,47E+07 2,32E+08 2,32E+08  2,60E-04 6,96E-05
Cisd2 D4AAE9 63,7 153,43 3,71E+08 2,93E+07 3,68E+08 3,58E+07 2,28E+08 2,28E+08  2,46E-04 1,56E-04
Canx P35565 56,9 323,31 4,18E+08 3,70E+07 2,34E+08 5,88E+07 2,26E+08 2,26E+08  2,53E-04 1,64E-04
Dpp6 FILMR7, P46101-2 64,3 323,31 3,64E+08 1,66E+08 2,25E+08 8,50E+07 3,36E+08 2,25E+08  3,30E-04 1,01E-04
Rab6b AOA0G2JT78, FILVC3 72,1 145,93 2,24E+08 1,65E+08 4,53E+08 7,51E+07 2,43E+08 2,24E+08  3,04E-04 5,25E-05
Ehd3 Q8R491, AOAOG2JTH6 76,4 323,31 2,31E+08 1,10E+08 2,23E+08 1,35E+08 3,02E+08 2,23E+08  2,94E-04 8,09E-05
Actr3b F1LY09 57,5 238,86 2,23E+08 1,04E+08 2,35E+08 8,82E+07 5,03E+08 2,23E+08  3,07E-04 1,29E-04
Pygb G3V6Y6 66,1 323,31 2,84E+08 9,57E+07 2,22E+08 1,13E+08 2,97E+08 2,22E+08  2,88E-04 8,11E-05
Dnajc6 AOA0G2JY26, D4AOI5 57,6 323,31 6,36E+08 1,20E+08 2,21E+08 9,13E+07 3,29E+08 2,21E+08  3,86E-04 2,41E-04
Atplal P06685 52,3 323,31 2,69E+08 7,83E+07 2,29E+08 6,66E+07 2,20E+08 2,20E+08  2,32E-04 6,98E-05
Ncehl B2GV54 53,4 323,31 3,30E+08 1,35E+07 2,68E+08 4,28E+07 2,17E+08 2,17E+08  2,16E-04 1,42E-04
Ppm1h Q5M821 70 323,31 1,20E+08 2,33E+08 2,16E+08 1,28E+08 3,62E+08 2,16E+08  3,22E-04 1,26E-04
Snap47 Q6P6S0 77,3 323,31 1,48E+08 2,16E+08 4,30E+08 1,05E+08 3,45E+08 2,16E+08  3,42E-04 8,07E-05
Rab18 Q5EB77 69,9 210,98 2,16E+08 1,87E+08 7,38E+08 9,17E+07 4,95E+08 2,16E+08  4,24E-04 1,38E-04
Rpl30 P62890, AOAOG2K5E6 69,6 104,43 2,14E+08 9,51E+06 3,53E+08 7,05E+06 2,29E+08 2,14E+08  1,76E-04 1,28E-04
RGD621098 G3V7W8, 008654, AOAOG2JWC6 58,1 323,31 2,20E+08 1,20E+08 3,06E+08 7,61E+07 2,12E+08 2,12E+08  2,53E-04 2,28E-05
Rab15 P35289 69,8 323,31 1,96E+08 2,10E+08 4,94E+08 8,61E+07 2,93E+08 2,10E+08  3,39E-04 7,13E-05
Ap3sl G3VIY9 39,5 115,94 4,17E+08 7,83E+07 2,97E+08 5,48E+07 2,07E+08 2,07E+08  2,73E-04 1,48E-04
Rpl6 F1LQS3, P21533, AOAOG2KBAL 44,3 244,46 3,83E+08 3,21E+06 3,12E+08 3,24E+06 2,06E+08 2,06E+08  2,04E-04 1,88E-04
Rab4b P51146 75,1 323,31 5,80E+06 2,06E+08 6,11E+08 1,10E+08 3,87E+08 2,06E+08  3,41E-04 1,76E-04
Trappc8 FIMOW9 61,4 323,31 2,02E+08 1,40E+08 2,25E+08 1,12E+08 2,44E+08 2,02E+08  2,72E-04 4,94E-05
Psmds F1LMQ3 42,8 280,55 1,80E+08 1,97E+08 4,30E+08 7,08E+07 4,72E+08 1,97E+08  3,50E-04 1,11E-04

Rdh14 D3ZUY0 63,5 323,31 1,96E+08 8,85E+07 2,61E+08 4,82E+07 2,01E+08 1,96E+08 2,07E-04 3,95E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 IBAQ3 iBAQ4 IiBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Rplpo P19945 59 25831  1095E+08 1,42E+07 397E+08 931E+06 2,00E+08 195E+08  177E-04  1,26E-04
sacmil QUES21 68,5 32331  471E+08 2,74E+07 2,29E+08 4,00E+07 193E+08 193E+08  243E-04  2,02E-04
ARPSL ALL108, A1L108-2 63.4 18621  192E+08 848E+07 1,92E+08 1,37E+08 O11E+08 192E+08  4,03E-04  3,15E-04
Ap3m2 P53678, V9GZ82 82,1 32331  2,33E+08 554E+07 191E+08 3,65E+07 249E+08 191E+08  195E-04  8,37E-05
Cyfip2 AOAOG2JT63, D3ZX82 61,9 32331  5091E+08 591E+07 187E+08 7,60E+07 3,03E+08 187E+08  3,28E-04  2,44E-04
Capzb Q5XI32, AOAOG2JYB1 75 32331  2,69E+07 1,86E+08 7,08E+08 1,39E+08 4,39E+08 186E+08  3,85E-04  1,89E-04
Kcnab2 P62483, AOAOG2KE70 66,5 247,02 1,86E+08 4,97E+07 355E+08 3,10E+07 1,93E+08 1,86E+08  192E-04  B813E-05
Rpsdx K A PO2703, 69,5 180,19  1,83E+08 245E+07 4,31E+08 1,09E+07 312E+08 1,83E+08  207E-04  141E-04
Nckapl P55161 56 32331  554E+08 6,25E+07 1,82E+08 560E+07 2,82E+08 1,82E+08  302E-04  2,30E-04
Ap3d1 BSDFK6 54 32331  588E+08 6,41E+07 182E+08 4,32E+07 2,35E+08 182E+08  293E-04  2,53E-04
RS7 P62083 64,9 1712 1,82E+08 253E+07 351E+08 164E+07 2,35E+08 1,82E+08  180E-04  1,07E-04
Rps3a P49242, MOR6L4 55,3 26818  18lE+08 1,95E+07 2,98E+08 1,34E+07 2,19E+08 18lE+08  163E-04  1,01E-04
Rab12 P35284, D4A376 77 14851  3,48E+07 1,81E+08 450E+08 7,39E+07 2,76E+08 1,81E+08  2,65E-04  1,22E-04

Synaptotagmin-17 OO e o2 772 32331  3,12E+07 1,81E+08 445E+08 109E+08 3,14E+08 181E+08  293E-04  1,27E-04
Rps8 P62243, MOR7QS5, D3ZIEL, Q6TXJO 59,1 231,71  1,81E+08 2,35E+07 4,01E+08 1,33E+07 2,99E+08 1,81E+08  200E-04  1,32E-04
Cyb5r3 P20070-3, P20070, P20070-2 69,8 32331  297E+08 2,30E+07 344E+08 2,21E+07 179E+08 179E+08  200E-04  1,33E-04
Cda7 P97829-2, P97829 18,6 10691  178E+08 1,13E+08 535E+08 1,15E+08 256E+08 178E+08  3,12E-04  8,30E-05
Cadm2 AOA%%%?\}IJZ%"“%?%&'\Q”G* 452 22066  178E+08 541E+07 346E+08 657E+07 198E+08 1,78E+08  2,12E-04  596E-05
Rap2a ADAOG2JTW1 68,9 19336  222E+08 9.27E+07 3,05E+08 7,66E+07 177E+08 177E+08  235E-04  4,06E-05
Psmc4 Q63570 87,1 32331  177E+08 142E+08 4,34E+08 8,60E+07 50lE+08 177E+08  3,62E-04  1,51E-04
cds1 Q6POV1, Q62745 28,4 32331  1,76E+08 526E+07 3,32E+08 4,03E+07 2,18E+08 1,76E+08  198E-04  6,91E-05
Dync1lil G3V7G0, QIQXUS 74,2 32331  173E+08 1,11E+08 327E+08 O,07E+07 379E+08 173E+08  286E-04  6,94E-05
Capza2 Q3TIKS 79 32331  351E+07 1,73E+08 B814E+08 151E+08 502E+08 173E+08  421E-04  2,17E-04
Lmbrd2 D3ZUP8 24,1 32331  200E+08 9,17E+07 193E+08 8,22E+07 173E+08 173E+08  215E-04  4,43E-05
Hacd3 D4ABI7 28,2 15531  345E+08 173E+07 2,22E+08 2,96E+07 173E+08 1,73E+08  194E-04  147E-04
Tubb3 Q4QRB4 70,4 32331  170E+08 9,17E+07 557E+08 4,83E+07 4,49E+08 170E+08  3,06E-04  1,47E-04
calr P18418 62,5 32331  2,91E+08 170E+07 168E+08 241E+07 205E+08 1,68E+08  174E-04  1,27E-04
Rdh11 QBAXXS, Q6TUD3 408 13638  1,83E+08 147E+07 2,08E+08 1,49E+07 166E+08 166E+08  136E-04  8,38E-05




158 |

Protein UP-NT. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Tubada Q5XIF6 71 20685  164E+08 4,53E+07 3,06E+08 514E+07 3,17E+08 164E+08  2,16E-04  8,78E05
Tubb4b G3V7C6, Q6PITS 757 24166  164E+08 6,74E+07 3,83E+08 4,67E+07 3,18E+08 164E+08  2,35E-04  8,90E-05
PRS4 P62193 616 32331  106E+08 1,63E+08 4,67E+08 6,86E+07 502E+08 163E+08  327E-04  1,44E-04

Clavesin-1 FILRF3, ADAOG2K5H2, AGJFQ6 50,3 147,60  2,12E+08 106E+08 1,62E+08 4,25E+07 17lE+08 162E+08  191E-04  563E-05
Por P00388 615 32331  2,60E+08 3,00E+07 1,74E+08 2,99E+07 162E+08 162E+08  165E-04  1,00E-04
Psmc3 Q6P6U2 76,7 32331  134E+08 1,61E+08 4,61E+08 815E+07 513E+08 161E+08  343E-04  1,32E-04
Trappcl3 Q5M887 447 187,5  207E+08 952E+07 1,78E+08 7,49E+07 150E+08 159E+08  205E-04  4,45E-05
Vipas39 AOAOG2K5Y1, Q5PQN6G 64 32331  150E+08 1,08E+08 2,00E+08 6,08E+07 256E+08 159E+08  2,16E-04  3,69E-05
lcal Q6AZ05, Q63054 52,3 32331  1,58E+08 1,18E+08 200E+08 6,64E+07 1099E+08 1,58E+08  209E-04  2,35E-05
Gpdil D3ZAP9 755 2272 158E+08 1,14E+08 2,87E+08 8,63E+07 2,20E+08 158E+08  2,39E-04  1,73E-05
BIP P06761 54,3 32331  1095E+08 2,60E+07 157E+08 4,20E+07 167E+08 157E+08  152E-04  6,92E-05
Rpl3 P21531 437 10632  246E+08 2,64E+06 1,60E+08 3,77E+06 157E+08 157E+08  133E-04  1,20E-04
Trappcll D3ZHI8, AOAOG2K1KS5 67.3 32331  202E+08 1,13E+08 155E+08 9,92E+07 104E+08 155E+08  2,30E-04  587E-05
PYGM G3v8V3, P09812 69,8 32331  3,15E+08 8,87E+07 155E+08 1,25E+08 3,60E+08 155E+08  3,03E-04  1,22E-04
Cpnes D3ZGN2 68.6 32331  2,04E+08 1,53E+08 2,63E+08 7,32E+07 148E+08 153E+08  2,39E-04  502E-05
Actrla P85515 66 32331  1,30E+08 149E+08 335E+08 516E+07 4,43E+08 149E+08  281E-04  1,18E-04
Wis1 E9PT53 40 32331  148E+08 1,60E+07 1,63E+08 3,32E+07 150E+08 148E+08  128E-04  564E-05
Vsni1 P62762 859 14137  147E+08 6,63E+07 4,48E+08 6,51E+07 241E+08 147E+08  2,35E-04  8,27E-05
Dnajc13 D3ZN27 56,4 32331  144E+08 O,60E+07 2,37E+08 343E+07 2,13E+08 144E+08  186E-04  4,20E-05
Dpysi2 P47942 703 32331  144E+08 6,67E+07 162E+08 5,62E+07 1,68E+08 144E+08  165E-04  2,42E-05
Slc10a4 F1LQGS, Q5PT56 16,5 12811  196E+08 6.41E+07 143E+08 3,93E+07 150E+08 143E+08  160E-04  542E-05
Pura FILPS8, P86252 51,9 32331  141E+08 3,47E+07 335E+08 2,37E+07 3,87E+08 141E+08  2,08E-04  1,35E-04
Tecr Q64232 357 11999  3,03E+08 7,88E+06 1,70E+08 1,07E+07 141E+08 141E+08  151E-04  140E-04
Ggt7 Q99MZz4 53,8 32331  2,24E+08 O,48E+07 141E+08 4,83E+07 195E+08 141E+08  195E-04  6,26E-05

Amphiphysin 838, ey 1LPPO: 615 32331  305E+07 1,75E+08 1,230E+08 1,39E+08 355E+08 1,30E+08  2,65E-04  1,58E-04

Dynactin-150 D4ABU7, P28023 68,1 32331  2,33E+07 1,37E+08 552E+08 1,18E+08 4,24E+08 137E+08  321E-04  1,61E-04
Trappc10 F1IMAQ4 498 32331  552E+07 1,37E+08 2,25E+08 1,06E+08 2,3LE+08 137E+08  224E-04  8,68E-05
Anxad Q5U362, P55260 77,4 32331  1,36E+08 9,43E+06 1,15E+00 562E+07 3,02E+08 136E+08  356E-04  3,36E-04
Snx5 B1H267 52 32331  301E+08 1,02E+08 167E+08 6,50E+07 135E+08 135E+08  245E-04  1,43E-04
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Acsl6 AOAOAGYYMO, P33124-2, P33124 64.4 32331  2.54E+08 1,00E+07 1,64E+08 2,67E+07 1,34E+08 1,34E+08  1,50E-04  1,04E-04
Rpsa P38983 60,7 32331  1,78E+08 3,65E+06 2,13E+08 349E+07 1,33E+08 1,33E+08  1,36E-04  7,73E-05

FILQXS, P29994-4, CTELV2,
Itprl ngglé'ﬂg,l}xzf\gi%?\ﬁsi?%92%459621-7, 54,3 32331  1,57E+08 1,23E+07 1,41E+08 121E+07 1,32E+08 1,32E+08  1,08E-04  6,93E-05
P29994-5

Scepdh Q6AY30 64,6 32331  2,72E+08 1,77E+07 2,24E+08 2,31E+07 1,29E+08 1720E+08  1,61E-04  1,15E-04
Tmx2 QBXIK2 59 141,19  1,58E+08 1,30E+07 2,02E+08 1,80E+07 1,29E+08 120E+08  1,21E-04  7,00E-05
Mgll QBR431, AOAOG2JYI5 70,6 244,5 1,20E+08 1,32E+08 2,00E+08 5,88E+07 1,12E+08 1,20E+08  1,83E-04  4,71E-05
Rplp2 D4A4DS, P02401, D3ZNO3 75,7 14512  1,86E+08 4,18E+07 2,93E+08 9,66E+06 1,28E+08 128E+08  1,51E-04 8 75E-05
Cds2 G3VBW2, QI1XUS 27,7 13976  2,70E+08 1,33E+07 1,69E+08 2,12E+07 127E+08 1,27E+08  148E-04  1,17E-04
Vdacl Q9Z2L0 74,2 32331  1,27E+08 2,04E+07 3,64E+08 3,34E+07 1,38E+08 1,27E+08  155E-04  8,85E-05
Annexin Q6IMZ3, P48037 80,1 32331  1,24E+08 4,19E+06 1,76E+09 1,05E+08 4,03E+08 1,24E+08  4,86E-04  522E-04
RS4 BOBNB1, P24050, AOAOG2K200 45,6 10809  1,24E+08 1,68E+07 2,97E+08 1,60E+07 2,48E+08 124E+08  1,55E-04  9,02E-05
Prps1 P60892, AOAOG2JSV3, MORBKL 62,3 32331  1,23E+08 8,61E+07 3,63E+08 537E+07 3,07E+08 123E+08  2,30E-04  7,64E-05

Q08877-10, Q08877-11, Q08877-7,
QU8877-12, QU8877-9, Q08877-13,
Dnm3 Q08877-3, Q08877-4, QU8BT7, 64,7 32331  520E+07 6,67E+07 1,79E+08 1,22E+08 479E+08 1722E+08  2,52E-04  1,72E-04
Q08877-5, Q08877-2, QU8877-6,
Q08877-8

Snap29 QJI56, Q9Z2P6 69,3 17239 1,02E+08 1,21E+08 2,95E+08 3,80E+07 2,27E+08 121E+08  2,00E-04  508E-05

Trappcl2 D3ZE49 54,6 32331  2,10E+08 1,19E+08 1,14E+08 1,16E+08 2,14E+08 1,10E+08  2,42E-04  8,47E-05
Rpl23 P62832 49,3 11578  1,30E+08 2,82E+06 2,21E+08 8.81E+05 1,19E+08 1,19E+08  1,00E-04 8 04E-05
Hectd3 F1LVZ9 62,6 32331  1,23E408 1,19E+08 3,88E+07 6,72E+06 1,25E+08 1,19E+08  1,19E-04  8,29E-05

Hnrmpa2bl FlLNFj" :77\\/’;522_'2":%‘\"2%2/_*;\”(32' 68,2 32331  1,18E+08 5,66E+07 5,77E+08 1,54E+07 551E+08 1,18E+08  2,83E-04 2,22E-04
Gad2 Q05683 58,1 32331  6,56E+07 1,16E+08 1,56E+08 6,37E+07 1,07E+08 1,16E+08  174E-04  554E-05
Snx6 B5DEYS 54,2 306,86  4,82E+08 1,05E+08 1,16E+08 519E+07 1,17E+08 1,16E+08  2,49E-04  2,03E-04
Trappco D32JK6 44,1 32331  7,25E407 1,16E+08 1,72E+08 9,11E+07 1,91E+08 1,16E+08  194E-04  649E-05
Idh2 P56574, AOAOG2JUF6 50,9 217,28  1,18E+08 2,40E+07 1,87E+08 3,52E+07 1,13E+08 1,13E+08  1,20E-04  4,04E-05
Apoe AOA0G2K151, P02650 44,8 31864  1,36E+08 548E+07 2,10E+08 4,16E+07 1,12E408 1,12E408  145E-04  2,96E-05
Iglons F1LVRO 42,9 32331  1,22E+08 4,64E+07 1,33E+08 3,06E+07 1,12E+08 1,12E+08  1,18E-04  2,57E-05
Lancl2 Q68FQI 60,2 32331  1,12E+08 6,84E+07 1,94E+08 538E+07 1,46E+08 1,12E+08  1,56E-04  1,00E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQL1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SA rel.iBAQ
5088392, 008839, FILMXT,
BINL 008839-5, D4A4P1. Q5HZA7, 56,4 32331  2,05E+07 1,17E+08 1,11E+08 9,38E+07 2,20E+08 1,11E+08  1,78E-04  9,97E-05
008839-6, 008839-3

Gnb2 P54313 61,2 32331  1,11E+08 6,10E+07 2,48E+08 3,18E+07 1,32E+08 1,11E+08  145E-04  3,70E-05
Syntaxin-6 Q63635 75,3 32331  2,24E+07 1,10E+08 6,46E+08 B8,08E+07 371E+08 1,10E+08  2,97E-04 1,74E-04
Pgrmc2 Q5XIU9 72,8 126,27  1,75E+08 7,90E+06 2,87E+08 2,59E+07 1,09E+08 1,09E+08  1,39E-04  884E-05
Sec22b Q4KM74 51,2 14672  1,08E+08 3,50E+07 5,56E+08 523E+07 3,45E+08 1,08E+08  2,46E-04 1,52E-04
Gdpds G3VaL7 27,9 23575  1,82E+08 1,06E+08 1,07E+08 4,57E+07 1,59E+08 107E+08  173E-04  544E-05
Fasn P12785 47,8 32331  1,06E+08 4,56E+07 1,06E+08 1,61E+07 2,17E+08 106E+08  1,23E-04 6,55E-05
Cets Q68FQO 76,5 32331  3,43E+07 7,73E+07 2,21E+08 1,05E+08 1,91E+08 105E+08  1,85E-04  B8,96E-05
Tmem33 AOAOH2UHA6, Q97142 44,7 112,95  1,40E+08 1,34E+07 2,16E+08 106E+07 1,04E+08 104E+08  1,15E-04 6,41E-05
Serincl Q7TNKO 17,7 32331  1,04E+08 4,51E+07 1,54E+08 107E+07 1,05E+08 104E+08  1,07E-04 2,85E-05
Slcoa6 D32J86 26,8 19646  1,02E+08 510E+07 1,10E+08 4,44E+07 1,02E+08 102E+08  1,17E-04 1,78E-05
Pidk2a Q99M64 69,7 32331  1,02E+08 4,07E+07 1,78E+08 3,60E+07 1,02E+08 102E+08  1,19E-04 2,35E-05
Dpp10 Q6Q629, F1LPW1 50,8 32331  1,40E+08 6,92E+07 1,01E+08 3,96E+07 1,10E+08 101E+08  1,32E-04  3,35E-05
Ryanodine R2 BOLPN4, BO-PIV-2 FILSES, 51 32331  1,42E+08 1,12E+07 1,17E+08 1,77E+07 1,01E+08 101E+08  9,56E-05 5,71E-05
Nptx1 AOAOH2UHC1, P47971 36,5 32331  1,01E+08 5,11E+07 2,09E+08 3,02E+07 1,22E+08 10lE+08  1,34E-04 2,42E-05
Gnb2l1 P63245, AOAOG2JZE6 72,2 309,9 1,38E+08 3,53E+06 1,04E+08 1,61E+07 1,0lE+08 1,0lE+08  1,03E-04 6,73E-05
KPYM P11980-2, AOAOG2JVG3, MORD14 72,7 32331  1,01E+08 522E+07 1,06E+08 4,58E+07 2,24E+08 101E+08  144E-04  551E-05
PId3 Q5FVH2 27,3 21459  9,95E+07 5,80E+07 1,06E+08 7,53E+07 4,00E+08 O,05E+07  2,03E-04 1,28E-04
RGD1305455 AOAOG2KAX2 49,3 32331  7,13E+07 9,95E+07 9,91E+07 6,72E+07 1,71E+08 9,91E+07  155E-04  5A41E-05
Vep P46462 69,6 32331  976E+07 1,38E+08 7,75E+07 156E+07 2,64E+08 9,76E+07  1,63E-04 1,04E-04
Cacngs FIM7K7, Q8VHWS5 44,9 32331  976E+07 7,83E+07 1,26E+08 2,36E+07 1,04E+08 9,76E+07  1,17E-04 2,86E-05
Becnl Q91XJ1 56,2 32331  147E+08 7,36E+07 1,39E+08 3,26E+07 9,72E+07 9,72E+07  1,34E-04  3,55E-05
Slc24a2 054701, 054701-2 14,2 11825  1,09E+08 1,08E+08 7,24E+07 3,55E+07 9,69E+07 9,69E+07  1,28E-04  526E-05
GDPD1 AOAO%XS&;@%GK“' 52,1 169,12  1,19E+08 8,52E+06 1,75E+08 1,3LE+07 9,67E+07 9,67E+07  9,43E-05 5,67E-05
Al314180 F1MA446 50,5 32331  959E+07 6,73E+07 1,18E+08 122E+07 145E+08 O,59E+07  1,13E-04  4,22E-05
Calmodulin-1  PODP31, PODP30, PODP29, D4ABV5 59,1 279,15  O55E+07 4,19E+07 3,22E+08 2,82E+07 4,04E+08 O55E+07  2,03E-04 1,39E-04
Cpe P15087, D4ABX4 47,5 32331  1,04E+08 3,88E+07 1,60E+08 2,40E+07 9,51E+07 O51E+07  1,06E-04 2,75E-05
Vps45 008700 56 32331  7,08E407 9,50E+07 2,14E+08 8,01E+07 2,01E+08 O,50E+07  1,87E-04 5,15E-05
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SArel.iBAQ
Themé6 Q5XIEL 57 117,19 1,11E+08 9,35E+06 1,43E+08 1,02E+07 9,40E+07 9,40E+07  8,47E-05 5,08E-05
Bcap31 Q6AY58 41,2 154,95 3,00E+08 2,40E+07 1,34E+08 7,94E+06 9,39E+07 9,39E+07  1,38E-04 1,36E-04
NfL F1LM28 48,3 323,31 1,07E+08 2,64E+07 1,34E+08 8,79E+06 9,33E+07 9,33E+07  8,81E-05 4,21E-05
Clc FIM779, P11442 61,1 323,31 6,37E+07 9,26E+07 1,66E+08 1,93E+07 1,68E+08 9,26E+07  1,32E-04 5,19E-05
Napepld Q769K2, AOAOG2K5Y7 63,1 323,31 1,51E+08 6,38E+07 1,30E+08 3,03E+07 9,22E+07 9,22E+07  1,27E-04 3,95E-05
SRC Q9WUD9-2, QIWUD9 56,6 323,31 1,72E+07 9,09E+07 1,19E+08 6,85E+07 2,21E+08 9,00E+07  1,52E-04 8,02E-05
Rab8a P35280 50,2 119,52 3,47E+07 9,00E+07 2,23E+08 4,56E+07 1,65E+08 9,00E+07  1,48E-04 5,35E-05
Ndrg3 Q6AYR2 60 323,31 8,906E+07 3,82E+07 1,85E+08 3,13E+07 1,13E+08 8,96E+07  1,15E-04 2,68E-05
Hnrnpa3 Q6URK4 47,2 298,73 8,94E+07 3,20E+07 3,42E+08 8,80E+06 3,82E+08 8,94E+07  1,85E-04 1,49E-04
Atp2cl Q64566, Q64566-2 51,3 323,31 8,88E+07 8,40E+07 8,88E+07 3,61E+07 1,08E+08 8,88E+07  1,19E-04 3,05E-05
Itfgd Q5U355, Q8RAEL 33,9 250,82 1,02E+08 5,76E+07 8,87E+07 2,12E+07 9,80E+07 8,87E+07  1,00E-04 2,65E-05
Hexb Q6AXR4, F1LR87 33,3 116,32 1,08E+08 3,46E+07 1,09E+08 1,81E+07 8,86E+07 8,86E+07  9,20E-05 3,04E-05
Tmx4 G3V912 39,6 287,47 9,69E+07 7,88E+06 1,38E+08 2,09E+07 8,79E+07 8,79E+07  8,47E-05 4,08E-05
Tppp D3ZQL7, AOAOG2K2D6 42,2 323,31 1,83E+07 4,60E+07 2,57E+08 8,77E+07 3,16E+08 8,77E+07  1,91E-04 1,17E-04
Rtcb Q6AYT3 63 252,75 8,69E+07 1,25E+07 1,77E+08 1,33E+07 1,25E+08 8,69E+07  9,41E-05 5,11E-05
Cisd1 BOK020 54,6 204,86 1,06E+08 1,81E+07 1,76E+08 2,42E+07 8,66E+07 8,66E+07  9,94E-05 4,19E-05

P11506-8, P11506-6, P11506-7,

P11506-1, D4A8B3, P11506-5,
Atp2b2 P11506-12, P11506-3, P11506-10, 37,8 323,31 8,66E+07 3,32E+07 1,46E+08 3,49E+07 1,10E+08 8,66E+07  1,07E-04 2,06E-05

P11506-4, P11506-11, P11506-2,

P11506-9

Hpcall P62749 66,8 263,93 8,65E+07 6,21E+07 1,84E+08 240E+07 1,03E+08 8,65E+07  1,17E-04 2,63E-05
Ehd1 Q64176 74,9 323,31 8,21E+07 6,04E+07 1,81E+08 8,60E+07 2,02E+08 8,60E+07  1,78E-04 5,67E-05
Rab21 QBAXT5 62,3 323,31 1,58E+07 8,55E+07 4,44E+08 6,91E+07 2,82E+08 855E+07  2,19E-04 1,22E-04
camk2g P11730, P11730-2 66,2 323,31 3,17E+07 8,51E+07 5,39E+08 3,47E+07 5,30E+08 8,51E+07  2,72E-04 2,10E-04
Shf1 MORAP5 54,1 323,31 8,51E+07 4,21E+07 2,57E+08 2,67E+07 2,83E+08 8,51E+07  1,62E-04 8,97E-05
RGD1305587 BOBMZ1, MOR549 38,3 146,16 8,49E+07 1,72E+07 2,36E+08 2,49E+07 1,36E+08 8,49E+07  1,15E-04 5,69E-05
Abil A2VD09, Q9QZM5 333 165,12 1,43E+08 9,48E+06 8,46E+07 1,23E+07 1,25E+08 8,46E+07  9,16E-05 6,43E-05
Cyp46al F7EN52, AOAOG2IWG7 64,6 312,75 1,56E+08 7,26E+06 1,15E+08 1,55E+07 8,42E+07 8,42E+07  9,24E-05 6,59E-05
VAPB Q97269 58 254,63 1,09E+07 4,78E+07 1,01E+09 8,37E+07 5,23E+08 8,37E+07  3,60E-04 3,13E-04
Mtor AOA0G2JX74, P42346 55,4 323,31 8,33E+07 5,45E+07 1,39E+08 2,31E+07 1,94E+08 8,33E+07  1,25E-04 4,74E-05
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SArel.iBAQ
Aldh3a2 G3VIW6, AOA0G2JY43, P30839 436 168,31 8,43E+07 7,88E+06 1,54E+08 2,25E+07 8,20E+07 8,20E+07  8,38E-05 3,97E-05
Vdac2 P81155 60,7 192,37 8,25E+07 1,79E+07 2,19E+08 2,59E+07 8,19E+07 8,19E+07  1,00E-04 4,88E-05
Napb FSWFM2, P85969 84,6 323,31 8,13E+07 4,90E+07 1,70E+08 2,88E+07 1,27E+08 8,13E+07  1,16E-04 2,18E-05
Fam65b Q7TP54 10,8 323,31 8,03E+07 1,37E+08 3,05E+07 4,70E+06 1,38E+08 8,03E+07  1,15E-04 9,57E-05
Rab2b Q3B7V5 78,1 202,87 2,53E+07 8,00E+07 3,51E+08 5,56E+07 2,99E+08 8,00E+07  1,99E-04 1,06E-04
Peyoxil B5DEIO 35 165,69 1,25E+08 1,39E+07 9,41E+07 1,66E+07 7,78E+07 7,78E+07  8,23E-05 4,72E-05
Hsd17b12 Q6P7R8, D3ZPU3 59,3 105,01 1,54E+08 7,95E+06 1,82E+08 4,70E+06 7,74E+07 7,74E+07  9,53E-05 7,59E-05
Nptn P97546, P97546-3 33,1 146,99 1,02E+08 2,73E+07 1,21E+08 2,16E+07 7,73E+07 7,73E+07  8,93E-05 2,89E-05
Abhd17b QBAY17 62,5 158,14 7,71E+07 6,97E+07 1,68E+08 1,63E+07 8,92E+07 7,71E+07  1,07E-04 3,39E-05
Dhrs7 D4A0TS 485 151,45 8,92E+07 1,30E+07 1,36E+08 1,35E+07 7,66E+07 7,66E+07  7,74E-05 3,78E-05
Mist8 G3V7F1, Q9Z2K5 50,6 225,03 7,60E+07 4,54E+07 1,12E+08 1,73E+07 1,33E+08 7,60E+07  9,77E-05 2,99E-05
D4ABN3, Q62910-2, Q62910,
Synaptojanin-1 Q62910-5, Q62910-4, Q62910-3, 55,5 323,31 1,73E+07 2,32E+07 1,61E+08 7,53E+07 2,28E+08 7,53E+07  1,38E-04 9,27E-05
Q62910-6

Ptprn2 Q63475 39,5 323,31 7,50E+07 7,24E+07 1,90E+08 5,69E+07 1,56E+08 7,50E+07  1,51E-04 2,71E-05
Tepl P28480, AOAO96MJIAD 81,3 323,31 6,55E+07 7,35E+07 2,10E+08 4,51E+07 2,07E+08 7,35E+07  1,56E-04 4,62E-05
Tpds2I1 AOA0G2K8M7, Q499Q2 69,4 178,75 7,35E+07 7,07E+07 1,97E+08 4,27E+07 8,54E+07 7,35E+07  1,27E-04 2,73E-05
Abhd12 QBAYT7 56,5 216,34 1,12E+08 7,35E+06 1,16E+08 8,99E+06 7,35E+07 7,35E+07  7,44E-05 4,93E-05
Tpd52 AOAOG2K865, FIMAB9 53,8 209,54 1,18E+08 7,35E+07 1,27E+08 1,32E+07 6,44E+07 7,35E+07  1,05E-04 4,50E-05
cdh13 FIM7X3, Q8R490 27,9 323,31 7,34E+07 3,28E+07 1,12E+08 1,79E+07 8,01E+07 7,34E+07  8,07E-05 1,69E-05
Kif5c G3V6L4, AOAOG2K070 64,2 323,31 7,33E+07 4,51E+07 9,04E+07 2,23E+07 1,05E+08 7,33E+07  9,01E-05 1,65E-05
Prrt2 D3ZFB6 37,5 323,31 477E+07 9,59E+07 7,30E+07 4,28E+07 1,97E+08 7,30E+07  1,34E-04 6,44E-05
Endod1 D3ZIP8 51,9 323,31 3,24E+08 8,36E+06 1,94E+08 1,69E+07 7,27E+07 7,27E+07  1,50E-04 1,51E-04
Eeflg Q68FR6 59,5 323,31 1,15E+07 7,21E+07 6,90E+08 4,67E+07 2,50E+08 7,21E+07  2,33E-04 1,93E-04
Hspal2a D3ZC55 53,9 323,31 7,19E+07 4,56E+07 1,17E+08 4,83E+07 1,40E+08 7,19E+07  1,18E-04 2,75E-05
Asphd2 Q5HZW3 53,4 131,79 9,10E+07 1,25E+07 1,19E+08 1,61E+07 7,18E+07 7,18E+07  7,53E-05 3,47E-05
Bsg P26453-2, P26453 33,1 111,56 8,44E+07 3,58E+07 7,16E+07 1,34E+07 7,34E+07 7,16E+07  7,37E-05 2,39E-05
Lnp A0JIN29 473 205,18 7,13E+07 7,19E+06 1,94E+08 2,96E+07 9,64E+07 7,13E+07  9,43E-05 4,76E-05
Rab8b P70550 55,1 108,28 7,11E+07 6,81E+07 1,65E+08 2,59E+07 1,08E+08 7,11E+07  1,14E-04 2,35E-05
Pik3r4 POCOR5 53,8 323,31 7,10E+07 6,06E+07 1,65E+08 3,62E+07 1,01E+08 7,10E+07  1,16E-04 1,47E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Mithfd1 G3V6S5, P27653, D3ZZM8 65,2 32331  7,28E407 5.11E+07 7,03E+07 4,81E+07 1,57E+08 7,03E+07  116E-04  4,00E-05
Gdel Q9JL55, MOR5Q9 42 15571  1,14E+08 9,72E+06 7,50E+07 1,46E+07 6,99E+07 6,99E+07  7,19E-05  4,52E-05
Frrsll D3ZESS5 36,5 101,47  9,62E+07 198E+07 9,19E+07 1,07E+07 6,98E+07 6,98E+07  7,13E-05  3,43E-05
sir2 AOAOG2JWM2, Q5RIQ4 63,7 32331  6,96E+07 3,60E+07 1,13E+08 2,01E+07 1,17E+08 6,96E+07  9,05E-05  2,29E-05
Adrm1 Q9IMBS 20,4 190,01  4,09E+07 6,91E+07 7,51E+07 1,41E+07 1,15E+08 691E+07  857E-05  3,97E-05
Zzef1 D32G78 49,4 32331  744E+07 6,88E+07 6,18E+07 520E+06 1,03E+08 6,88E+07  843E-05  4,44E-05
Svop Q9Z217, AOAOG2JZX3 234 227,18  6,78E+07 3,53E+07 881E+07 1,85E+07 7,54E+07 6,78E+07  7,54E-05  1,15E-05
Anxall Q5XI77 38,6 20414  819E+07 6,21E+06 9,36E+07 2,40E+07 6,77E+07 6,77E+07  7,00E-05  3,17E-05
Ddx3y AOAOG2K719, D3ZN21, DAADES 55,6 32331  852E+07 9,47E+06 6,76E+07 1,45E+07 854E+07 6,76E+07  6,59E-05 3,42E-05
Ap3b2 D4AEQO 51,9 32331  1,82E+08 3,88E+07 6,72E+07 1,50E+07 9,08E+07 6,72E+07  105E-04  7,20E-05
Uvrag D3ZKE1 44,8 20067  6,55E+07 4,14E+07 1,02E+08 2,13E+07 6,58E+07 6,55E+07  7,92E-05  8,74E-06
Clen3 P51792, P51792-2, AOAOG2K2K6 28,7 179,78  6,55E+07 2,91E+07 9,60E+07 2,80E+07 6,93E+07 6,55E+07  7,81E-05  1,04E-05
Dnajb4 Q5XIPO 46,3 136,62  6,47E+07 3,26E+07 1,05E+08 1,95E+07 9,76E+07 6,47E+07  8,18E-05  1,71E-05
Apmap AOAOGZKGGZbgzggg& QU 65,5 296,6 1,03E+08 6,87E+06 1,05E+08 1,95E407 6,47E+07 6,47E+07  7,44E-05 4,02E-05
Cet2 Q5XIM9 70,8 32331  1,236E+07 325E+07 1,49E+08 6,43E+07 1,13E+08 643E+07  106E-04  6,08E-05
c2cd2] Q5U2P5, ADAOG2K2V4 55,9 32331  6,33E+07 141E+07 1,08E+08 2,19E+07 1,37E+08 6,33E+07  846E-05  3,98E-05
Numbl AOAOG2KICS, ALL1I3 35,1 147,06  3,47E+07 3,62E+07 1,42E+08 6,32E+07 121E+08 6,32E+07  1,14E-04  5,11E-05
Camkad ot prsvore 2 62,9 32331  324E+07 6,25E+07 2,76E+08 3,05E+07 3,89E+08 625E+07  185E-04  1,37E-04
Gadl P18088, B3VQJO 40,6 32331  1,07E+07 5O7E+07 1,39E+08 6,24E+07 1,16E+08 624E+07  117E-04  528E-05
Abhd16a s e 8 39,6 25386  1,38E+08 6,75E+06 1,13E+08 146E+07 6,22E+07 6,22E+07  8,17E-05  5.85E-05
Nptxr 035764, F1LSY2 43,9 183,76  6,30E+07 4,27E+07 1,09E+08 1,92E+07 622E+07 6,22E+07  7,85E-05 1,25E-05
Eprs AOA0G2JZI12, Q6TXE9 48,5 32331  7,50E+07 2,73E+07 8,230E+07 4,55E+06 6,19E+07 6,19E+07  6,17E-05  2,81E-05
Pik3c3 088763 60,2 32331  3,96E+07 6,19E+07 7,01E+07 3,08E+07 8,89E+07 6,19E+07  8,62E-05  2,68E-05
Reep? MORSC1, AOAOG2K1LS 48,4 188,43 6,14E+07 8,30E+06 1,52E+08 572E+06 9,27E+07 6,14E+07  6,95E-05  4,51E-05
Igsf8 AOAL40TAAL 35,7 32331  6,09E+07 2,06E+07 9,22E+07 2,55E+07 6,53E+07 6,09E+07  7,04E-05 1,46E-05
Tmx3 MOR402 33,3 237,99  1,34E+08 4,81E+06 8,68E+07 1,46E+07 6,07E+07 6,07E+07  7,50E-05  5,71E-05
Rab22a BOBN19, ADAOG2K3Z3 77,8 12859  1,01E+07 6,04E+07 1,34E+08 1,45E+07 9,56E+07 6,04E+07  7,98E-05  4,30E-05
Tubb4a B4F7C2 81,1 31591  509E+07 3,18E+07 1,19E+08 2,25E+07 1,05E+08 599E+07  8,61E-05  1,94E-05
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Protein UP-NT. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Pgd P85968, AOAOG2K7Q8 52,4 32331  441E+07 416E+07 2,26E+08 506E+07 181E+08 596E+07  144E-04  503E-05
Septin-7 LT A oot . 0P, 47,7 319,11  281E+07 595E+07 179E+08 299E+07 143E+08 595E+07  112E-04  4,38E-05
Snx1 QOIN27 475 280,30  257E+08 592E+07 395E+07 296E+07 6,69E+07 502E+07  133E-04  1,10E-04
Brsk2 D3ZML2-2, D3ZML2, MIMMMS8 458 32331  159E+07 589E+07 136E+08 536E+07 1,25E+08 589E+07  112E-04  4,84E-05
Atp1b2 Q5M9H4, P13638 259 286,28  967E+07 150E+07 OA47E+07 212E+07 5,86E+07 586E+07  7,40E-05  3,23E-05
Cpne? H1UBNO, D3ZWR4 79 32331  586E+07 558E+06 1,13E+09 537E+07 3,00E+08 586E+07  308E-04  3,40E-04
Gskab AOAOG2JSH4, P18266 61,7 323,31  4,69E+07 499E+07 2,57E+08 585E+07 1,84E+08 585E+07  153E-04  6,01E-05
Gnag D4AE6S, P82471 55,4 20074  B09E+07 327E+07 1,15E+08 188E+07 5,83E+07 583E+07  7,88E-05  201E-05
Mapt A saa proamns 35,1 28742 1,80E+07 398E+07 167E+08 581E+07 1,88E+08 581E+07  126E-04  6,64E-05
Csnk1d Q06486, Q06486-2 439 19079  566E+07 2,11E+07 141E+08 160E+07 6,69E+07 566E+07 7,205  2,69E-05
Dist G3V6P2, Q01205 37,9 17781  564E+07 357E+07 177E+08 2,62E+07 131E+08 564E+07  105E-04  3,48E-05
Tubgl P83888 83,6 32331  563E+07 181E+07 976E+07 153E+07 1,36E+08 563E+07  7,83E-05  3,96E-05
Gnai2 P04897 63,1 32331  562E+07 189E+07 107E+08 178E+07 5,88E+07 562E+07  647E-05  176E-05
Baiap2 Q6GMN2-2, Q6GMN2 63,2 32331  605E+07 197E+07 561E+07 229E+07 8,15E+07 561E+07  658E-05  102E-05
Cadm4 FIM7V6, QIWIML 338 32331  558E+07 1,73E+07 188E+08 3,14E+07 O,78E+07 558E+07  947E-05  4,07E-05
Acsi1 P18163 57,4 27885  125E+08 4,05E+07 877E+07 190E+07 5,55E+07 555E+07  8.88E-05  4,06E-05
Syncrip MOR735, AOAOG2K9J1, Q7TP47 418 32331  541E+07 697E+06 9.81E+07 508E+06 7,61E+07 541E+07  539E-05  321E-05
Prkca FIM2P8, F1LS98, PO5696 60,4 32331  534E+07 314E+07 2,09E+08 273E+07 1,16E+08 534E+07  105E-04  4,22E-05
Ina P23565 62 32331  208E+07 467E+07 896E+07 530E+07 3,28E+08 530E+07  145E-04  1,17E-04
Rab37 D4A0G7 758 14515  520E+07 312E+07 9.39E+07 149E+07 646E+07 529E+07  662E-05  1,13E-05
Cyfipl D4ABHS 50,8 22519  108E+08 1,17E+07 529E+07 137E+07 7,08E+07 529E+07  668E-05  4,30E-05
Trappc9 E9PU02 5e8 11161  342E+07 526E+07 573E+07 346E+07 822E+07 526E+07  7,96E-05  2,72E-05
Ephx1 PO7687, F1LTS8 59,3 15809  B00E+07 4,50E+06 881E+07 130E+07 524E+07 524E+07  577E-05  3,29E-05
Gsk3a P18265, AOAOG2KTW?7 53,8 28496  520E+07 334E+07 159E+08 258E+07 1,75E+08 520E+07  109E-04  4,84E-05
Adrbk1 P26817 54 32331  642E+07 411E+07 519E+07 195E+07 6,99E+07 519E+07  7,01E-05  1,60E-05
Agpatl Q6MG85 25,7 14104  126E+08 644E+06 116E+08 504E+06 517E+07 517E+07  7,06E-05  584E-05
Tnr AOAO%MJ%’(SSF;LG??& Q05546 39,7 32331  173E+07 506E+07 336E+08 2,17E+07 9,81E+07 506E+07  117E-04  888E-05

Enpp5 P84039 47,6 173,9 5,05E+07 2,01E+07 1,21E+08 2,05E+07 7,69E+07 5,05E+07 7,18E-05 2,08E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Psd3 D4A404, D3ZFY7, D4A2Q3 27.4 19215  523E+07 B893E+06 B49E+07 140E+07 505E+07 505E+07  518E-05  1,08E-05
Cpne6 D4ACG7 83,1 32331  3,62E+07 4,16E+06 7,16E+08 500E+07 2,22E+08 5,00E+07  2,12E-04  2,13E-04
Pla2g6 P97570-2 52,1 32331  566E+07 4,95E+07 4,88E+07 2,40E+07 530E+07 4,95E+07  7,00E-05  1,07E-05
Cdks Q03114 58,6 107,75  494E+07 3,17E+07 1,00E+08 2,25E+07 978E+07 4,94E+07  7,85E-05 1,63E-05
Ogdh Q5XI78 51,1 32331  1,15E+07 4,94E+07 1,08E+08 2,65E+07 1,41E+08 4,94E+07  8.88E-05  4,48E-05
Mark2 AOAOG2K6X6, 008679 51,8 32331  2,32E+07 4,92E+07 1,02E+08 3.41E+07 1,17E+08 4,92E+07  902E-05  3,28E-05
Brsk1 B2DD29 55,5 32331  4,92E+07 4,88E+07 1,11E+08 3,65E+07 1,12E+08 4,92E+07  9,90E-05  1,96E-05
Hexa Q641X3 32 141,62  489E+07 1,45E+07 9.24E+07 1,32E+07 7,53E+07 4,89E+07  594E-05  2,10E-05
Ccet8 D4ACBS 60,2 11476  1,38E+07 1,89E+07 9,79E+07 9,15E+07 4,88E+07 4,88E+07  9,49E-05  9,55E-05
Tpbg Q5PQVS 20,6 202,35  6,27E+07 3,36E+07 599E+07 147E+07 4.87E+07 4,87E+07  6,04E-05  1,41E-05
Vacl4 Q8OW92 57,9 32331  9Q02E+07 2,23E+07 4,84E+07 7,21E+06 8,38E+07 4,84E+07  644E-05  3,66E-05
Faah P97612 52 32331  1,17E+08 6,96E+06 7,97E+07 9,67E+06 4,83E+07 4,83E+07  6,43E-05  4,99E-05
Alcam 035112 41,9 202,44  481E+07 1,08E+07 828E+07 1,78E+07 6,18E+07 4,81E+07  559E-05  1,77E-05
Dyncili2 QEplzs, ﬁg:gggmﬁ SE 67,3 32331  480E+07 2,17E+07 1,51E+08 2,48E+07 1,69E+08 4,80E+07  9,99E-05 5,15E-05
Gpd1 035077 68,5 17503  478E+07 1,85E+07 1,13E+08 2,53E+07 7,18E+07 4,78E+07  7,08E-05  1,03E-05

Syntaxin 16 AOAOG2K528 52,8 32331  476E+07 4,22E+07 885E+07 2,24E+07 7,70E+07 4,76E+07  7,56E-05  8,59E-06
Dlat P08461 41 169,17  475E+07 104E+07 1,16E+08 2,84E+07 628E+07 4,75E+407  7,17E-05  2,03E-05
Delkl AOALW2Q6Q2 47,2 32331  473E+07 3.31E+07 1,62E+08 1,74E+07 2,10E+08 4,73E+07  1,11E-04  6,74E-05
Cad D4ABAO 52,2 32331  473E+07 4,19E+07 1,10E+08 1,38E+07 1,56E+08 4,73E+07  9.11E-05  4,40E-05
Prpsap2 008618, Q6AZ40 64,5 32331  4,68E+07 3,24E+07 1,54E+08 1,80E+07 1,63E+08 4,68E+07  9,87E-05  4,85E-05
Fam134a AOAOG2K1US, Q3MHUS 47,1 212,04  548E+07 3,19E+06 582E+07 1,12E+07 4,67E+07 4,67E+07  431E-05  2,21E-05
Sic3a2 AOAOH2UHQO 433 23504  524E+07 1,69E+07 643E+07 1,14E+07 465E+07 4656407  4,91E-05  1,34E-05
Ugp2 Q4V8I9, ADAOG2K542 56,9 28561  4,54E+07 4,50E+07 2,07E+08 2,18E+07 973E+07 4,54E+07  1,00E-04  4,08E-05
Dctn2 AOA0G2JUC7, Q6AYHS 56,7 32331  1,78E+06 452E+07 1,94E+08 1,69E+07 1,56E+08 452E+07  9,64E-05  6,50E-05
Sptani ﬁgﬁgggiﬁ%ggﬁ% 69,4 32331  1,10E+07 4,47E+07 2,18E+08 1,85E+07 1,18E+08 4,47E+07  9,53E-05 5,84E-05
Phkb AOAOG2KIC8 50 32331  443E+07 327E+07 7,89E+07 2,99E+07 1,35E408 443E+07  8,67E-05  3,31E-05
Elmo2 G3V982 51,5 32331  941E+07 1,48E+07 4,41E+07 7,63E+06 536E+07 4,41E+07  552E-05  3,75E-05
Asahl AOAOG2K8TO, Q6P7S1 27,6 1372 484E+07 145E+07 447E+07 644E+06 4,40E+07 4,40E+07  4,01E-05  1,56E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Hmox2 P23711 743 32331  438E+07 7,04E+06 2,40E+08 1,94E+07 1,18E+08 4,38E+07  9.35E-05  6,57E-05
Ywhaz P63102, AOAOG2JV65 65,3 32331  438E+07 2,37E+07 1,34E+08 1,16E+07 7,89E+07 4,38E+07  6,86E-05  2,80E-05
Dnajal P63036 60,5 161,73  438E+07 1,41E+07 8,27E+07 1,36E+07 7,06E+07 4,38E+07  554E-05  1,81E-05
Acsi3 Q63151-2, Q63151 50,8 15632  1,10E+08 9,65E+06 4,34E+07 3,87E+06 531E+07 4,34E+07  549E-05  4,02E-05
Septin-5 D3ZDH8, Q9JIM9-2 50,3 237,01  2,67E+07 4,33E+07 1,19E+08 2,31E+07 1,17E+08 4,33E+07  849E-05  3,09E-05
Ncam1l FILNY3, P13596 57,1 206,87  502E+07 2,05E+07 9,15E+07 145E+07 4,32E+07 4,32E+07  557E-05  1,41E-05
Dnm2 P39052-2 56 256,72  3,27E+07 1,47E+07 583E+07 431E+07 823E+07 4,31E+07  6,93E-05  3,76E-05
Ddx6 D3ZD73 61,7 267,83  427E+07 6,53E+06 1,99E+08 7,26E+06 3,43E+08 427E+07  1,28E-04  1,37E-04
Ddx5 QBAYIL 39,8 10621  4,26E+07 3,50E+06 6,78E+07 2,32E+06 538E+07 4,26E+07  3,76E-05  2,49E-05
M6pr Q6AY20 30,6 32331  569E+07 2,12E+07 831E+07 1,86E+07 4,23E+07 423E+07  587E-05  1,29E-05
Faf2 AOAOG2JTAO, Q5BK32 53,9 25518  447E+07 3,34E+06 7,28E+07 1,01E+07 4,18E+07 4,18E+07  411E-05  2,04E-05
Ganab D3ZAN3 42 32331  7,40E+07 7,11E+06 4,13E+07 9,25E+06 6,36E+07 4,13E+07  4,94E-05  3,10E-05
Vpsil D3ZTB4 54,3 32331  873E+07 2,68E+07 4,13E+07 144E+07 7,79E+07 4,13E+07  673E-05  3,03E-05
All2 F1LQ09 47,7 32331  6,74E+07 6,78E+06 4,12E+07 1,10E+07 440E+07 4,12E+07  443E-05  2,56E-05
Cend1 Q5FVI4 57,7 32331  1,87E+07 4,10E+07 1,03E+08 1,15E+07 505E+07 4,10E+07  574E-05  2,49E-05
Atg9a Q5FWU3 46,2 21564  339E+07 4,09E+07 7,44E+07 1,98E+07 834E+07 4,09E+07  6,88E-05  1,66E-05
1dh3B Q68FX0 54,5 11243 408E+07 2,04E+07 8,83E+07 2,10E+07 6,87E+07 4,08E+07  622E-05  1,29E-05
Rps10 P03326, FLLTS6, FOAOHZUILE, 38,8 108,08  4,06E+07 7,35E+06 1,43E+08 4,05E+06 1,32E+08 4,06E+07  6,95E-05 5,44E-05
Ap3s2 F1LVM4, AOAOG2K302 34,7 15531  4,04E+07 2,85E+07 1,07E+08 1,91E+07 1,14E+08 4,04E+07  7,73E-05  2,73E-05
Actrlb B2RYJ7 70,2 30331  2,91E+07 4,04E+07 900E+07 873E+06 1,32E+08 4,04E+07  7,40E-05  4,17E-05
Enpp6 BOBNDO, D3ZRI1 40,2 2414  400E+07 1,42E+07 855E+07 1,83E+07 6,63E+07 4,00E+07  568E-05  1,61E-05
Pacs1 FILPG3, 088588 44,4 21394  3,99E+07 1,26E+07 1,00E+08 2,08E+07 1,28E+08 3,99E+07  7,53E-05  3,93E-05
Apip D3ZUI1 66,4 117,31 1,80E+06 3,97E+07 6,43E+07 1,01E+07 7,93E+07 397E+07  512E-05  3,16E-05
Dip2b AOAOG2JY22 47,6 32331  3,91E+07 1,36E+07 6,10E+07 1,16E+07 587E+07 3,01E+07  4,64E-05  1,31E-05
P4hb P04785 61,5 27227  651E+07 3,64E+06 3,90E+07 7,93E+06 4,30E+07 3,00E+07  3,99E-05  2,70E-05
Shds Q5RK30 55,2 158,68  6,18E+07 449E+06 6,73E+07 352E+06 3,83E+07 3,83E+07  404E-05  2,81E-05
Dpysl4 F1LNTO, Q62951 53,8 32331  1,67E+07 7,30E+06 4,75E+07 3,83E+07 678E+07 3,83E+07  540E-05  3,80E-05
Kic2 B2GV74 60 32331  3,82E+07 2,72E+07 893E+07 159E+07 6,80E+07 3,82E+07  6,12E-05  1,17E-05

Wasfl Q5BJU7 29 114,25 6,93E+07 6,11E+06 3,80E+07 9,71E+06 7,21E+07 3,80E+07 4,94E-05 3,12E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Fxyd6 Q91XV6-2, QIIXV6, AOAOG2KLI7 43 202,63 3.79E+07 1,25E+07 446E+07 6,99E+06 4,05E+07 3,79E+07  3.60E-05  1,12E-05
Csnk2al P19139 49,4 32331  378E+07 2,21E+07 1,57E+08 1,70E+07 1,28E+08 3,78E+07  843E-05  4,31E-05
Gnaz P19627 49,9 174,7 6,44E+07 2,47E+07 6,01E+07 1,66E+07 3,78E+07 3,78E+07  561E-05  1,56E-05
Kif2a QIWV63-2, QOWV63, F1M8LL 35,4 139,02  B06E+07 440E+06 3,77E+07 4,10E+06 4,94E+07 3,77E+07  432E-05  3,63E-05
Sic27a4 G3V7V3 53,7 322,61  9.29E+07 4,47E+06 4,91E+07 6,64E+06 3,77E+07 3,77E+07  475E-05  4,06E-05
Vps13d AOA0G2JYD4 43,6 32331  374E+07 3,23E+07 440E+07 1,08E+07 479E+07 3,74E+07  478E-05  1,16E-05
Ywhae P62260 69,8 20783  3,74E+07 3,70E+07 1,51E+08 2,48E+07 8,27E+07 3,74E+07  840E-05  2,54E-05
Prked AOAL40UHX0, D4AOUO, P09215 55,3 32331  465E+07 2,83E+07 3,70E+07 1,33E+07 7,44E+07 3,70E+07  548E-05  1,76E-05
Cpne2 FIM1L9 37,7 23345  3,69E+07 5,14E+06 5,90E+07 1,00E+07 4,39E+07 3,69E+07  3,78E-05  1,55E-05
Elp3 D4ACML1 51,4 16429  3,69E+07 2,15E+07 3,92E+07 4,83E+06 9,87E+07 3,69E+07  500E-05  3,17E-05
Fry E9PTY6 38,3 32331  3,67E+07 8,38E+06 4,79E+07 2,76E+06 3,94E+07 3,67E+07  3,17E-05  1,60E-05
Alb P02770, AOAOG2JSH5 54,3 27638  5024E+07 2,37E+07 3,79E+07 2,20E+07 3,66E+07 3,66E+07  517E-05  1,50E-05
Gnail P10824 61,9 263,64  480E+07 1,64E+07 6,75E+07 9,98E+06 3,64E+07 3,64E+07  451E-05  1,33E-05
Crmpl Q62950 61,4 22507  437E+07 1,73E+07 3,64E+07 9,93E+06 530E+07 3,64E+07  4,29E-05  1,33E-05
Boasl AOAOG%'EOZSég%??;BSéZLLflLN49' 467 204,88  A4,07E+06 359E+07 7,14E+07 197E+07 568E+07 3,50E+07  524E-05  2,39E-05
Cpneg Q5BJS7, AOAL40TAJO 57,5 32331  3,59E+07 2,54E+07 4,89E+07 1,52E+07 3,78E+07 3,59E+07  450E-05  3,02E-06
Purb AOAOG2JUXS, Q68A21 64,7 19552  3,58E+07 1,09E+07 1,18E+08 879E+06 107E+08 358E+07  6,29E-05  3,88E-05
Emc2 BOBNGO, AOAOAOMXUA4 44,4 15077  503E+07 2,78E+06 3,98E+07 3,84E+06 3,58E+07 3,58E+07  3,16E-05  2,20E-05
Cacna2d1 Q9ER§53;12[)93OZ,KA%%0§22§§K7E5' 40,3 32331  464E+07 143E+07 547E+07 144E+07 3,58E+07 358E+07  4,43E-05 1,08E-05
Spg20 E9PT0 20,1 32331  2,55E407 3,74E+07 566E+07 1,72E+07 3,57E+07 3,57E+07  500E-05  1,45E-05
Prkra G3V7J2, Q4V8C7 41,2 14015  502E+07 1,89E+06 6,97E+07 2,57E+06 3,57E+07 357E+07  3,55E-05  2,59E-05
Ptprr %%266&5712?%?3812’1?.%{%%2%{% 59 32331  3.42E+07 3,54E+07 1,02E+08 2,74E+07 6,17E+07 3,54E+07  7,13E-05  1,45E-05
Stxbps QIWU70-2, QOWU70, QIWUT70-3 40,1 32331  1,84E+06 3,52E+07 1,00E+08 3,42E+07 8,01E+07 3,52E+07  7,20E-05  3,64E-05
Nbas F1MOUS 45,1 30331  414E+07 1,25E+07 4,60E+07 447E+06 3,51E+07 3,51E+07  3.45E-05  1,41E-05
Sic18a2 AOA0G2JSJ6, Q01827 12,2 101,83  480E+07 1,82E+07 518E+07 121E+07 3,49E+07 3,49E+07  442E-05  1,05E-05
Septin-11 AOAOGZIULT, BSGIIG'3, BIGNIG, 49,4 15347  1,31E+07 3.43E+07 503E+07 1,08E+07 7,45E+07 343E+07  505E-05  2,34E-05
Esytl QUZ1X1 44,3 32331  528E+07 6,09E+06 4,35E+07 7,89E+06 3,39E+07 3,39E+07  3,63E-05  1,06E-05
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SArel.iBAQ
Igsecl AOAOG2JUGY 32 323,31 7,18E+07 1,37E+07 3,70E+07 4,95E+06 3,38E+07 3,38E+07  4,16E-05 2,83E-05
Armc8 F1M943 55,6 207,52 3,33E+07 1,35E+07 3,64E+07 5,48E+06 5,00E+07 3,33E+07  3,50E-05 1,34E-05
Mlec AOA0G2K121, Q5FVQ4 473 167,04 5,32E+07 2,82E+06 3,96E+07 4,11E+06 3,32E+07 3,32E+07  3,20E-05 2,30E-05
ocrl RIPXS2, D3ZGS3 485 261,31 1,50E+07 3,57E+07 3,31E+07 2,24E+07 4,16E+07 3,31E+07  4,70E-05 2,10E-05
Vwash1 D3ZP60 445 323,31 1,09E+07 3,30E+07 6,64E+07 2,55E+07 6,02E+07 3,30E+07  5,65E-05 2,21E-05

Q6AZ35, Q62871-2, D3ZU74,

Dync1i2 G3VOV3, 062871-3, Q62871 50 323,31 3,29E+07 1,43E+07 5,54E+07 1,05E+07 8,70E+07 3,29E+07 4,97E-05 2,41E-05
Eif2s3 P81795, COWPN6 43 129,2 8,40E+07 4,51E+06 3,38E+07 3,15E+06 3,25E+07 3,25E+07 3,92E-05 3,82E-05
Got2 P00507 47,4 168,49 3,24E+07 6,64E+06 5,02E+07 2,57E+07 9,39E+07 3,24E+07 5,64E-05 3,15E-05

Acotll F1LX28 41,2 217,7 1,18E+07 3,24E+07 8,47E+07 2,32E+07 5,93E+07 3,24E+07 5,79E-05 2,12E-05

Vps33a Q63615 55,3 292,1 3,81E+07 7,60E+06 3,24E+07 1,11E+07 6,73E+07 3,24E+07 4,05E-05 2,04E-05
Llcam D3ZPC4, Q05695-2 30,7 323,31 3,20E+07 1,34E+07 9,58E+07 1,77E+07 5,99E+07 3,20E+07 5,44E-05 1,85E-05

Serotransferrin AOA0G2QC06 46,4 322,03 3,62E+07 1,24E+07 7,33E+07 7,68E+06 3,19E+07 3,19E+07 3,89E-05 1,46E-05

Sarml D3ZUM2 54,3 323,31 3,36E+07 1,75E+07 3,18E+07 1,18E+07 5,55E+07 3,18E+07 4,10E-05 1,17E-05
Atp9a MORG6EO 32,1 272,15 4,41E+07 2,19E+07 4,40E+07 8,96E+06 3,18E+07 3,18E+07 4,07E-05 1,07E-05
Slc8a2 AOA0G2JZK7, FIM9A2, P48768 34,5 278,25 3,16E+07 2,87E+07 6,74E+07 9,45E+06 4,88E+07 3,16E+07 4,81E-05 1,10E-05
Gria2 F1LNE4 43,7 303,86 7,59E+07 8,33E+06 3,15E+07 1,01E+07 5,87E+07 3,15E+07 4,83E-05 3,13E-05

Septin 6 B5DFG5, AOAOU1RRTS8 52,9 253,36 1,55E+07 3,15E+07 8,39E+07 1,41E+07 9,64E+07 3,15E+07 6,11E-05 2,86E-05
Abhd6 Q5XI64 43,9 114,34 4,21E+07 3,23E+06 3,88E+07 2,96E+06 3,14E+07 3,14E+07 2,79E-05 1,84E-05
Acaca P11497, P11497-2 50,1 323,31 3,13E+07 1,50E+07 5,39E+07 1,36E+07 7,21E+07 3,13E+07 4,79E-05 1,66E-05
Dock3 F1M4NG6 39,3 323,31 4,81E+07 6,43E+06 3,12E+07 3,03E+06 3,57E+07 3,12E+07 3,06E-05 2,01E-05

Corolc G3Vv624 47,3 172,04 1,53E+05 3,12E+07 8,46E+07 5,49E+06 3,27E+07 3,12E+07 3,76E-05 2,70E-05
Psmd4 088321 37,4 240,4 3,10E+07 2,98E+07 5,46E+07 5,50E+06 8,04E+07 3,10E+07 5,08E-05 2,36E-05

Slcl7a8 Q7TSF2 28,6 308,16 3,09E+07 2,20E+07 4,33E+07 9,81E+06 3,84E+07 3,09E+07 3,91E-05 5,19E-06
Hercl AOA0G2JTT6 36,5 323,31 3,36E+07 1,48E+07 3,07E+07 2,86E+06 5,82E+07 3,07E+07 3,48E-05 1,87E-05
Scyl2 D4A1Y0, AOA0OG2JVC2 40,4 260,18 6,55E+07 2,07E+07 3,07E+07 2,77E+07 1,28E+08 3,07E+07 7,63E-05 4,02E-05
Napg AOA0G2K350, D4AOE2 48,1 123,36 3,05E+07 2,29E+07 8,60E+07 2,05E+07 5,69E+07 3,05E+07 5,72E-05 1,17E-05
Hectd4 F1LZX5 43,8 323,31 3,03E+07 1,11E+07 3,98E+07 2,38E+06 6,69E+07 3,03E+07 3,56E-05 2,22E-05

Slc2al3 Q921A2 18,5 323,31 3,03E+07 1,83E+07 5,95E+07 1,76E+07 4,11E+07 3,03E+07 4,55E-05 6,13E-06
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Abcel D37D23 49,4 32331  2.17E+07 8.A41E+06 524E+07 3,02E+07 675E+07 B3,02E+07  516E-05  2,82E-05
ciit P45592 54,2 11526  3,00E+07 2,65E+07 1,08E+08 2,01E+07 9,15E+07 3,00E+07  697E-05  2,29E-05
Adap1 088768, AOAOG2K7US 57,8 152,62  3,00E+07 2,20E+07 1,20E+08 1,83E+07 1,06E+08 3,00E+07  7,20E-05  3,13E-05
Vdac3 QIR1Z0-2, AOAOG2JSRO, QIR1Z0 54,2 106,95  2,99E+07 4,93E+06 7,76E+07 6,93E+06 344E+07 299E+07  3,50E-05  1,89E-05
Cptlc F1LN46 32,3 309,7 3,67E+07 2,03E+06 3,80E+07 7,17E+06 2,08E+07 2,98E+07  2,81E-05  1,48E-05
Stxbps| D3zU84 41,2 206,64  1,69E+06 2,97E+07 6,04E+07 1,33E+07 577E+07 2,07E+07  436E-05  2,22E-05
Hepacam D3ZEI4 33,1 21827  2,97E+07 3,05E+06 6,31E+07 1,14E+07 509E+07 2,07E+07  4,01E-05  2,01E-05
GitL Q9Z272, AOAOG2K527 65,1 32331  2,96E+07 1,77E+07 1,06E+08 1,22E+07 1,09E+08 2,96E+07  645E-05 3,42E-05

RGD1304704 F7EMB2, Q6QI16 66,4 16472  2,91E+07 B8,99E+06 9,34E+07 7,27E+06 7,04E+07 2091E+07  472E-05  2,63E-05
Pycrl Q5PQJ6 31,4 12313 1,52E+07 2,91E+07 1,14E+08 227E+07 9,58E+07 291E+07  7,02E-05  3,02E-05
Ikbkap F1LP76, Q8VHU4 40,3 32331  2,91E+07 2,27E+07 536E+07 6,83E+06 975E+07 2,91E+07  518E-05  2,03E-05
Dynciil ERNTEE, gggiggj ez, 435 306,96  2,89E+07 1,51E+07 541E+07 6,70E+06 6,99E+07 2,89E+07  4,25E-05 1,92E-05

Syntaxin-17 Qoz158 62,1 120,41  1,58E+07 2,89E+07 6,06E+07 8,50E+06 4,06E+07 2,89E+07  4,04E-05 1,44E-05
Cc2dla Q66HAS, QB6HAS-2 44 256,93  2,88E+07 1,72E+07 4,26E+07 1,14E+07 3,28E+07 2,88E+07  3,61E-05  1,38E-06
Lancl1 Q9QX69 34,8 12836  524E+07 2,18E+07 2,88E+07 1,18E+07 121E+08 2,88E+07  6,18E-05  3,90E-05
Rab31 AOA0G2JSZ1, Q6GQP4 75,9 180,86  2,32E+07 2,87E+07 8,36E+07 7,22E406 550E+07 2,87E+07  486E-05  1,86E-05
Ddx1 Q641Y8 59,7 32331  2,86E+07 1,08E+07 9,48E+07 1,14E+07 8,04E+07 2,86E+07  528E-05  2,65E-05
Shagl2 035179 50,3 107,84  1,98E+07 259E+07 7,03E+07 2,86E+07 4,77E+07 2,86E+07  558E-05  1,96E-05
Ttpal D3ZGMS8 58,3 19255  7,33E+07 2,08E+07 4,53E+07 159E+07 2,85E+07 2,85E407  518E-05  2,40E-05
Phkal iti%@%o@?ggmi@ 46,6 32331  2,00E+07 1,14E+07 6,58E+07 2,85E+07 9,47E+07 2,85E+07  595E-05 3,23E-05
Pde2a AOAOG2K876, FBWFWS5, Q01062 53,9 30331  2,06E+07 3,01E+07 3,63E+07 1,07E+07 2,84E+07 2,84E+07  3,67E-05  1,23E-05
Elmot D3ZY46, GBCYZ7, AOAOG2KAS6 44,4 20893  525E+07 1,68E+07 2,81E+07 643E+06 3,76E+07 2,81E+07  3,79E-05  1,80E-05
Wasf3 MOR7F3, AOAOULRRYO 27,5 198,97  3,14E+07 6,92E+06 2,75E+07 9,10E+06 3,16E+07 2,75E+07  2,84E-05  9,61E-06
Ephad D37ZK3 36,7 32331  3.25E+07 1,56E+07 3,73E+07 8,47E+06 2,71E+07 2,71E+07  3,25E-05  5,89E-06
Sptbn1 G3VER0, MO ISIRBN, 63,3 32331  813E+06 2,70E+07 1,14E+08 7,14E+06 645E+07 2,70E+07  510E-05  3,13E-05
Dnajbl BOK030, D3ZUUS 36,5 10889  2,69E+07 043E+06 4,08E+07 9,52E+06 3,10E+07 2,69E+07  3,06E-05  6,18E-06
Nampt Q80Z29, AOAOG2KOI3 58 10074  2,69E+07 0,22E+06 7,63E+07 1,79E+07 566E+07 2,69E+07  473E-05  1,75E-05
Hapin4 D3Z9H2 47 18250  2,64E+07 6,89E+06 557E+07 6,55E+06 3,58E+07 2,64E+07  3,12E-05  1,23E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Atp2b1 Péﬁggé‘f'PpllllijO%S_;';1111550055_'26’ 33,2 22072 2,64E+07 840E+06 4,42E+07 921E+06 3,82E+07 2,64E+07  3,20E-05 8,70E-06
Copa G3V6TL 52,5 32331  2,61E+07 1,09E+07 4,06E+07 9,70E+06 553E+07 2,61E+07  3,65E-05  1,31E-05
Clptm1 B2RYF6 20,7 27238 7.24E+07 3.24E+06 2,60E+07 3,64E+06 3,11E+07 2,60E+07  3.43E-05  3,29E-05
Vepipl Q8CF97 56,8 32331  2,50E+07 1,87E+07 572E+07 1,58E+07 7,79E+07 2,59E+07  511E-05  1,82E-05
Psme?2 Q63798 52,9 10329  2,50E+07 2,91E+07 1,71E+07 3,62E+06 650E+07 2,59E+07  3,82E-05  2,39E-05
Dock2 F7F7H4 44,6 12042  339E+07 1,61E+07 2,50E+07 4,10E+06 2,62E+07 2,59E+07  2,83E-05  1,10E-05
Dmxi1 D4AAL3 38,9 32331  2,29E407 2,57E+07 538E+07 1,52E+07 6,17E+07 2,57E+07  4.86E-05  1,20E-05
Map6 Q63560, F1LQZ9, Q63560-2 59,3 32331  6,60E+05 2,06E+07 506E+07 2,57E+07 1,07E+08 2,57E+07  565E-05  3,04E-05
Dpysl5 Q9JHUO, ADAOG2K8Y5 63,5 21439  3,50E+07 2,29E+07 2,02E+07 2,56E+07 6,30E+07 2,56E+07  517E-05  2,14E-05
Rps6kal F1LXVO, Q63531 50,7 310,89  2,54E+07 2,34E+07 3,99E+07 1,30E+07 525E+07 2,54E+07  4.26E-05  9,14E-06
Anxa2 Q07936, Q07936-2 60,2 10323  337E+07 1,18E+07 4,32E+07 151E+07 2,53E+07 2,53E+07  3,60E-05  8,08E-06
Fuk AOAOG2JVI4, D3ZDZ7 36,8 32331  1,74E+07 2,48E+07 4,73E+07 2,53E+07 7,47E+07 2,53E+07  547E-05  2,24E-05
Prkach P68182 35,9 139,9 2,46E+07 1,49E+07 6,36E+07 1,78E+07 4,64E+07 2,46E+07  4,46E-05  1,07E-05
Pcbp2 QBAYUS, Q4VEF6 46,6 200,04  2,45E+07 1,08E+07 1,15E+08 6,77E+06 9,38E+07 245E+07  552E-05  3,70E-05
Cntnapl P97846 35,7 32331  244E+07 7,09E+06 5,72E+07 6,65E+06 4,04E+07 2,44E+07  325E-05  1,27E-05
Wafy3 AOAOG2KIM4 38,8 32331  2,43E+07 1,23E+07 2,97E+07 9,09E+06 6,50E+07 2,43E+07  3,65E-05  1,79E-05
Clena Q56A19, P51794 31,3 101,06  3,56E+07 1,50E+07 2,42E+07 127E+07 2,91E+07 242E+07  343E-05  8,09E-06
Enol MOR5J4, P04764 43,1 14465  242E+07 379E+06 6,43E+07 1,03E+07 3,40E+07 242E+07  3.28E-05  1,50E-05
Snx4 E9PU13 57,6 203,6 2,08E+07 1,60E+07 3,14E+07 844E+06 242E+07 2,42E+07  3,03E-05  540E-06
Ckb P07335 59,3 14593  2,41E+07 B837E+06 6,22E+07 826E+06 4,03E+07 241E+07  343E-05  1,28E-05
Copbl P23514 46,1 32331  2,41E+07 815E+06 2,44E+07 6,65E+06 527E+07 2,41E+07  2,96E-05  1,52E-05
Sicla2 P31596, P31596-2 28,8 166,87  2,40E+07 2,41E+06 4,35E+07 O,41E+06 4,21E+07 240E+07  2,98E-05  1,38E-05
Ube3b MORSZS5, AOAOG2KOE7 35,2 32331  2,38E+07 1,20E+07 4,71E+07 8,16E+06 4,13E+07 2,38E+07  3,34E-05  8,25E-06
Pitpnm?2 F1LXD6, AOAOG2JWS0 41,4 32331  3,63E+07 O58E+06 345E+07 1,00E+07 2,38E+07 2,38E+07  3,15E-05  9,81E-06
Actr10 Q5MOF7 65,2 32331  1,48E+07 2,36E+07 7,00E+07 7,44E+06 7,43E+07 2,36E+07  4,64E-05  2,32E-05
Farsa Q50578 47,8 32331  1,57E+07 2,34E+07 1,08E+08 1,76E+07 9,16E+07 2,34E+07  6,29E-05  2,93E-05
Ranbp9 F1LVV3 38,9 260,2 2356407 1,17E+07 2,33E+07 340E+06 4,37E+07 2,33E+07  267E-05  1,27E-05

Exoc7 054922 57,3 267,2 2,33E+07 1,52E+07 4,50E+07 1,61E+07 7,89E+07 2,33E+07 4,74E-05 2,10E-05
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SA rel.iBAQ
Exoc3 Q62825 34,4 307,74 2,33E+07 8,93E+06 3,18E+07 1,16E+07 5,25E+07 2,33E+07  3,40E-05 1,33E-05
FIM8GY9, AOAOG2K7P9,
Ncam2 AOAOG2KTR3 41,1 323,31 2,31E+07 9,85E+06 6,69E+07 1,81E+07 4,96E+07 2,31E+07  4,36E-05 1,52E-05
Q07310-19, Q07310-18, Q07310-3,
Q07310-17, Q07310, Q07310-14,
Q07310-13, Q07310-12, Q07310-11,
Neurexin-3 Q07310-16, Q07310-15, Q07310-10, 29,7 167,31 2,30E+07 1,23E+07 4,49E+07 8,02E+06 2,81E+07 2,30E+07  2,99E-05 4,86E-06
Q07310-9, Q07310-8, Q07310-6,
Q07310-5, Q07310-4, Q07310-7,
Q07310-2
Eeflb2 B5DENS5 64 130,13 3,47E+06 2,30E+07 1,47E+08 6,38E+06 4,53E+07 2,30E+07  4,90E-05 4,11E-05
Dctn4 Q9QUR2-2, QIQUR2 55,9 199,65 1,58E+07 2,29E+07 8,17E+07 6,28E+06 9,63E+07 2,29E+07  5,24E-05 3,25E-05
Wdr37 D3ZQ02 50,6 211,62 220E+07 2,29E+07 1,65E+08 1,85E+07 1,74E+08 2,29E+07  9,30E-05 6,24E-05
Atpla2 P06686 52,8 240,11 2,40E+07 5,04E+06 2,49E+07 5,57E+06 2,27E+07 2,27E+07  2,11E-05 7,37E-06
Lman2 BOBNG3 39,4 100,93 4,06E+07 2,56E+06 2,26E+07 3,50E+06 2,32E+07 2,26E+07  2,31E-05 1,72E-05
Coronin F1LMV9 50,6 136,06 1,77E+07 1,63E+07 1,20E+08 2,23E+07 8,85E+07 2,23E+07  6,49E-05 3,20E-05
Huntingtin G3V9P7, P51111 41,9 323,31 3,97E+07 7,90E+06 2,22E+07 4,22E+06 4,02E+07 2,22E+07  2,91E-05 1,64E-05
Emc3 Q5U2V8 28,7 169,53 2,22E+07 7,03E+05 3,28E+07 2,21E+06 2,37E+07 2,22E+07  1,84E-05 1,18E-05
lIvbl D4ACG2 54,9 304,56 5,43E+07 1,90E+06 3,60E+07 3,16E+06 2,21E+07 221E+07  2,83E-05 2,43E-05
Hnmpal;Hnrpal Q6P6GY, Q5I0M7, P04256 57,2 141,95 2,20E+07 1,64E+07 1,57E+08 4,32E+06 1,72E+08 2,20E+07  7,96E-05 6,92E-05
Ndrg1l Q6JE36 37,3 110,89 1,95E+07 2,20E+07 6,37E+07 6,18E+06 2,27E+07 2,20E+07  3,37E-05 1,32E-05
Q9Z2L9-5, D3z831, Q9Z2L9-4,
Ndrg4 Q922L9-2, Q9Z2L9-6, G3VTP8, 48,8 105,12 2,16E+07 1,12E+07 8,05E+07 1,41E+07 2,82E+07 2,16E+07  3,89E-05 1,60E-05
D3ZUT8, Q9Z2L9, Q9Z2L9-3
Q6PW38, AOAIW5DUYS,
AOAIW2Q6M86, Q6PW34,
Nrcam AOROG2KADS, AOAOG2K3S, 33,7 323,31 2,15E+07 1,01E+07 535E+07 7,89E+06 2,94E+07 2,15E+07  3,03E-05 8,51E-06
P97686-2, P97686
Adsl D3ZW08 455 142,56 1,74E+07 6,14E+06 3,95E+07 2,15E+07 8,31E+07 2,15E+07  4,54E-05 2,93E-05
Cadm1 AOA0G2JUT1, QBAYPS5, QBAYP5-2 47,8 323,31 2,07E+07 1,02E+07 1,08E+08 2,15E+07 5,68E+07 2,15E+07  5,38E-05 2,62E-05
Ctbp1l F7FG31, AOAOH2UI20, Q9Z2F5 30,5 118,6 2,15E+07 8,41E+06 1,47E+07 2,25E+07 2,95E+07 2,15E+07  3,20E-05 2,00E-05
Lrrc47 F1LT49 47,1 323,31 2,15E+07 1,38E+07 6,08E+07 1,56E+07 541E+07 2,15E+07  4,31E-05 1,26E-05
Vps52 055166 41,8 209,33 3,49E+07 7,22E+06 8,77E+06 2,14E+07 9,92E+07 2,14E+07  4,89E-05 3,70E-05
Itsnl D3ZV52 35,1 267 2,13E+07 8,78E+05 2,45E+07 4,54E+06 2,65E+07 2,13E+07  1,88E-05 1,02E-05
Lpcatd D3ZR52 50,8 113,39 3,98E+07 2,31E+06 4,11E+07 3,18E+06 2,12E+07 2,12E+07  2,52E-05 1,76E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Wdr26 FILTR1 42,2 106,66  2.20E+07 9.49E+06 2,11E+07 2,11E+06 326E+07 211E+07  2.18E-05  1,02E-05
Ralgapal 055007 30,3 24433  147E+06 2,79E+06 2,11E+07 2,26E+07 3,00E+07 2,11E+07  2,56E-05  2,44E-05

Hexokinase-1 PO5708 49,9 32331  7,54E+07 1,67E+07 1,74E+07 2,10E+07 423E+07 2,10E+07  522E-05  2,94E-05
Neurofascin D3ZW56, D3ZNWS5, P97685-3 37,2 22305  2,10E+07 5020E+06 7,21E+07 1,13E+07 4,01E+07 2,10E+07  3,58E-05  1,67E-05
Crtacl REEOROA s 31,3 107,62 3,12E+07 1,24E+07 2,00E+07 1,00E+07 2,12E+07 2,09E+07  2,78E-05 8,20E-06

AOA096MIMO
Rpn1 Q6P7A7, PO7153 48 22316  3.45E+07 3,72E+06 2,09E+07 6,89E+06 2,61E+07 2,09E+07  2,43E-05  1,30E-05
Hyoul Q6P136, Q63617 34,2 32331  2,09E+07 2,58E+06 2,18E+07 6,53E+06 2,23E+07 2,09E+07  1,93E-05  7,79E-06
Vps16 Q642A9 43,9 200,77  439E+07 1,32E+07 2,08E+07 6,15E+06 4,15E+07 2,08E+07  3,36E-05  1,62E-05
Hnmpl F1LQ48, F2Z3R2, F1LQ48-2 53,8 32331  6,78E+06 2,07E+07 1,41E+08 6,78E+06 2,25E+08 2,07E+07  8,78E-05  887E-05
Tubgcp3 AOA0G2JUU7, D3ZMR7 49,8 32331  3.47E+07 7,57E+06 2,06E+07 6,05E+06 6,24E+07 2,06E+07  3,33E-05  2,11E-05
Ubr4 AOA0G2JUS9, F1LQI5, Q2TL32 36,6 32331  1,26E+07 2,05E+07 552E+07 538E+06 504E+07 2,05E+07  3,75E-05  1,87E-05
Phgdh 008651 415 162,34  2,05E+07 7,87E+06 535E+07 9,08E+06 446E+07 2,05E+07  3.37E-05  1,21E-05
Nt5cla D3ZVD3 48,3 15313 1,76E+07 2,02E+07 4,39E+07 1,18E+07 4,09E+07 2,02E+07  3,66E-05  7,20E-06
Uggtl QUILA3 42,6 301,76  2,16E+07 1,86E+06 2,31E+07 2,35E+06 2,01E+07 2,01E+07  1,64E-05  9,46E-06
Gfptl AOAOG2KBS6, P82808 55,4 266,15  2,01E+07 1,82E+07 2,57E+07 4,77E+06 2,27E+07 2,01E+07  2,51E-05  7,30E-06

RGD1310127 G3V8PS5, Q499P8 26,6 10875  377E+07 1,74E+06 3,31E+07 1,00E+06 2,01E+07 2,01E+07  2,20E-05  1,71E-05
Prkcsh B1WC34 32,8 102,15  6,35E+07 6,01E+06 1,99E+07 6,16E+06 4,09E+07 109E+07  3,57E-05  2,73E-05
Gdil P50398 53 23842  1,09E+07 7,37E+06 544E+07 1,22E+07 3056407 1,99E+07  3,18E-05  1,04E-05
Sacs D4A1D3 435 32331  1,97E+07 1,03E+07 2,60E+07 3,12E+06 3,20E+07 107E+07  2,28E-05  8,33E-06
Emcl D4A994 37,2 11533  353E+07 1,17E+06 1,97E+07 4,86E+06 2,11E+07 197E+07  2,09E-05  1,49E-05
Frbpl Q2HWFO-3, Q2HWFO, Q2HWFO-2 36,8 132,91  3,62E+06 1,96E+07 1,56E+07 2,31E+07 4,66E+07 196E+07  3,61E-05  2,44E-05
Dock9 F1LSM8, AOAOG2K216 39,3 30331  1,96E+07 4,42E+06 2,23E+07 3,76E+06 1,98E+07 106E+07  1,75E-05  6,42E-06
Csnk2a2 BAF7A9 47,4 172,95  1,94E+07 B91E+06 6,69E+07 8,12E+06 618E+07 1094E+07  3,88E-05  1,08E-05
Athgef2 AOAlBOGVVQ?:'VACOQOGZKOV“’ 41,3 289,25  1,18E+07 9,00E+06 2,89E+07 1,02E+07 4,21E+07 1,02E+07  3,32E-05 1,67E-05
Esyt2 D32J32 41,7 24675  2,32E+07 2,42E+06 2,33E+07 456E+06 1,91E+07 1,01E+07  1,82E-05  8,63E-06

RGD1562301 Q66H61 57,7 260,75  2,08E+07 1,91E+07 8,74E+06 1,86E+06 2,84E+07 101E+07  2,22E-05  1,33E-05
Maea Q5RKJL 38,1 11512  1,90E+07 B8,87E+06 2,58E+07 1,19E+06 2,29E+07 1,90E+07  1,89E-05  8,09E-06
Vps51 F1M4I4 46,5 25495  3,36E+07 8,86E+06 1,00E+07 644E+06 6,63E+07 1,00E+07  3,44E-05  2,21E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQL1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SA rel.iBAQ
Vars Q04462 42,2 32331  867E+05 1,90E+07 5,70E+07 541E+06 4,26E+07 100E+07  3,03E-05 1,84E-05
Madd AOAOG2KA27 38,8 32331  2,87E+07 3,61E+07 1,42E+07 4,11E+06 1,90E+07 1,90E+07  3,15E-05 2,30E-05
Napa P54921 81,4 205,8 1,00E+07 7,31E+06 555E+07 7,26E+06 4.45E+07 1,00E+07  3,17E-05 1,37E-05
Pdzd8 D3ZXY2 34,4 193 2.33E+07 0,04E+05 3,64E+07 4,36E+06 1,00E+07 1,00E+07  1,97E-05 1,10E-05
Ptpn23 F1M951, 088902 36,7 32331  7,12E+06 1,19E+06 3,16E+07 1,89E+07 7,54E+07 1,89E+07  3,60E-05  3,04E-05
Capzal B2GUZ5 78 2135 450E+06 1,77E+07 7,35E+07 1,87E+07 562E+07 1,87E+07  4,47E-05 2,16E-05
Gap43 P07936 35,4 109,60  1,86E+07 1,34E+07 6,60E+07 7,36E+06 3,32E+07 1,86E+07  3,34E-05 1,21E-05
Gart G3vo18 46,1 32331  1,58E+07 1,84E+07 2,91E+07 1.25E+07 540E+07 184E+07  3,63E-05 1,35E-05
Gba B2RYCO 30,1 13419  414E+07 1,21E+07 1,83E+07 3,78E+06 2,49E+07 1,83E+07  2,69E-05 1,54E-05
Syngapl F?Eg\lfv'g?gégaag_j?’Q%%Zl%g_é 44,4 32331  1,83E+07 7,97E+06 3,67E+07 2,03E+06 2,86E+07 1,83E+07  2,19E-05 9,61E-06
Map2 F1LNKO 68,5 32331  4,30E+06 9,08E+06 3,25E+08 1,83E+07 1,23E+08 1,83E+07  9,82E-05  9,91E-05
Sptbn2 F1MA36, QQQWNS 60,9 32331  4,46E+06 1,81E+07 8,4BE+07 9,55E+06 546E+07 18lE+07  4,08E-05 2,32E-05

Clavesin-2 A6JUQ6 46,8 168,62  1,84E+07 B8,25E+06 1,80E+07 6,23E+06 2,58E+07 1,80E+07  2,09E-05  501E-06
Pidka 008662, AOAL40TAI5 423 32331  1,79E+07 5,52E+06 2,03E+07 3,02E+06 3,36E+07 1,79E+07  1,97E-05 1,01E-05
Dock4 F1L781, MOR6K4 36,7 32331  3,75E+07 6,00E+06 1,78E+07 221E+06 2,17E+07 1,78E+07  2,17E-05 1,54E-05

Athgap26 AOAOG2K5D5, D3ZMS4 41,6 188,5 1,78E+07 8,29E+06 1,87E+07 1,18E+07 4.41E+07 1,78E+07  2,83E-05 1,25E-05
Kif5b Q2PQA9 53,7 30331  1,77E+07 9,26E+06 2,51E+07 4,66E+06 2,50E+07 1,77E+07  2,11E-05  4,48E-06
Baspl QO05175, AOAOG2K1L8 58,6 280,71  478E+07 8.80E+06 1,24E+08 1,53E+07 1,77E+07 1,77E+07  507E-05  3,23E-05
Prpsapl G3V7B5, Q63468 41,6 13469  176E+07 531E+06 4,00E+07 7,80E+06 4,32E+07 1,76E+07  2,81E-05 1,23E-05
Mars D37941 52,2 32331  1,38E+07 1,76E+07 3,88E+07 B849E+06 6,37E+07 1,76E+07  3,67E-05 1,78E-05

Transketolase G3Vv826, P50137 37,7 100,28 1,76E+07 1,08E+07 1,74E+07 1,93E+07 3,65E+07 1,76E+07 3,20E-05 1,60E-05
Famoga Q5FWT1 23,7 111,98  1,75E+07 3,40E+06 2,35E+07 149E+06 2,02E+07 1,75E+07  1,54E-05 8,03E-06
Cdc23 F1LRQ6 46,1 210,62  2,22E+07 1,10E+07 1,74E+07 2,12E+06 4,21E+07 1,74E+07  2,40E-05 1,36E-05
Hnrmpc AOROGZKTES, AORLAOTAIS, 45,7 132,01 4,90E+06 1,71E+07 1,95E+08 4,38E+06 1,63E+08 1,71E+07  7,99E-05 7,63E-05
Pebpl P31044 57,2 10884  1,70E+07 7,83E+06 2,65E+07 8,66E+06 2,37E+07 1,70E+07  2,28E-05  3,85E-06
Soga3 D4AOAL 338 214,69  1,70E+07 598E+06 9,60E+07 7,40E+06 579E+07 1,70E+07  4,05E-05 2,69E-05

Cdc42bpb Q7TT49, AOAOG2KB58 42,8 32331  1,70E407 1,12E+07 3,37E+07 6,44E+06 4,09E+07 1,70E+07  2,78E-05  9,12E-06

Semaphorin-4F Q97143 27,8 189,06  1,82E+07 1,30E+07 1,69E+07 507E+06 2,33E+07 169E+07  2,18E-05  4,72E-06
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SArel.iBAQ
Mpp6 B5DFEO 54,1 129,59 1,68E+07 6,60E+06 4,86E+07 1,05E+07 2,56E+07 1,68E+07  2,75E-05 9,27E-06
Flotillin-1 Q9Z1E1, Q9Z1E1-2 68,2 188,19 1,66E+07 1,66E+07 8,15E+07 1,58E+07 3,80E+07 1,66E+07  4,30E-05 1,56E-05
Ccdc132 F1LSG8 432 194,09 2,19E+07 8,99E+06 3,52E+07 2,75E+06 1,66E+07 1,66E+07  2,08E-05 7,99E-06
Atp5al P15999, F1LP05, ADA0G2K099 51,5 323,31 1,63E+07 5,54E+06 7,15E+07 1,62E+07 3,33E+07 1,63E+07  3,60E-05 1,79E-05
Cpne3 D3ZLA3 452 206,76 1,59E+07 3,08E+05 1,69E+08 1,10E+07 6,50E+07 1,50E+07  5,41E-05 5,01E-05
Ckap5 F1M949 431 323,31 1,58E+07 9,84E+06 3,76E+07 1,22E+07 4,07E+07 1,58E+07  3,11E-05 9,52E-06
Cntfr MOR9L2, Q08406 32,8 134,39 1,58E+07 5,890E+06 2,87E+07 2,78E+06 1,85E+07 1,58E+07  1,73E-05 5,99E-06
Skiv2l AOA0G2QC02 49,7 323,31 1,73E+07 4,21E+06 1,58E+07 4,94E+06 2,61E+07 1,58E+07  1,78E-05 7,24E-06
INpp5ij Q9JMC1 35,1 288,86 1,01E+06 6,40E+06 4,00E+07 1,58E+07 2,58E+07 1,58E+07  2,50E-05 1,64E-05
Zfyvel D4A3T4 457 323,31 0,900E+06 1,57E+07 3,02E+07 1,02E+07 3,11E+07 1,57E+07  2,72E-05 7,56E-06

Q63372-13, Q63372-1, Q63372-7,
Q63372-9, Q63372-6, Q63372-10,
Neurexin-1 Q63372-8, Q63372-5, Q63372-4, 25,3 192,39 1,56E+07 5,20E+06 3,29E+07 3,85E+06 1,75E+07 1,56E+07  1,81E-05 6,32E-06
Q63372-12, Q63372-3, Q63372,
Q63372-11, MORBN6

Ywhag P61983 31,2 26479  1,55E407 1,09E+07 4,32E+07 4,60E+06 3,62E+07 155E407  2,67E-05  9,85E-06
Exoc5 P97878 51,6 32331  1,55E+07 1,06E+07 2,84E+07 1,39E+07 554E+07 155E+07  340E-05  1,58E-05
Ddx17 E9PT29, AOAO9EMIX2 38,2 12601  1,54E+07 1,83E+06 1,79E+07 4,66E+05 2,49E+07 154E+07  1,37E-05  9,88E-06
Rael Q3SWS8 57,3 111,19 1,50E+07 8,55E+06 4,52E+07 4,26E+06 4,88E+07 150E+07  2,85E-05  1,53E-05
Dnaja2 Q5M9H7, 035824 33 25019  1,49E+07 6,49E+06 3,80E+07 537E+06 1,70E+07 149E+07  2,03E-05  6,73E-06
Pl FILNPS 27,4 18508  1,49E+07 7,63E+06 2,63E+07 6,15E+06 1,8lE+07 149E+07  1,93E-05  2,20E-06
Clqi3 D4A3TS 37,3 11523  1,66E+07 6,32E+06 4,08E+07 584E+06 149E+07 149E+07  2,08E-05  7,48E-06
Trims3 G3V8D6, 070277 46,1 32331  1,49E+07 3,60E+06 3,22E+07 4,14E+06 2,93E+07 1,49E+07  1,99E-05  9,13E-06
Ldah Q5HZX7 41,8 154,7 147E+07 8,14E+06 3,00E+07 5,63E+06 2,57E+07 147E+07  215E-05  4,64E-06
Baiap3 F1LVS1 35,9 32331  1,20E407 6,41E+06 520E+07 147E+07 6,24E+07 147E+07  3,76E-05  2,07E-05
MtmrL D3ZKK5, AOA0G2JUZ0 35,8 156,43  1,46E+07 1,27E+07 7,21E+07 128E+07 7,20E+07 146E+07  450E-05  2,23E-05
Mark3 R, AOAEILE, (R I, 473 271,39 1,33E+07 1,44E+07 1,71E+07 7,00E+06 2,42E+07 144E+07  2,19E-05 5,45E-06
AOALBOGWNS
Tsc2 DBt pasone Paceies 431 28978  143E+07 558E+06 3,32E+07 2,56E+06 220E+07 143E+07  183E-05  7,77E-06
Atp2b4 Qersez s, Cetsin z, Qenanz s, 33,6 152,56  1,43E+07 544E+06 3,06E+07 6,18E+06 1,82E+07 143E+07  1,90E-05 4,72E-06

Q64542

Herc2 AOA0G2JUCY, DAACNS3 33,5 323,31 1,54E+07 8,56E+06 1,42E+07 2,10E+06 3,27E+07 1,42E+07 1,85E-05 1,00E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQL1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SA rel.iBAQ
Ppplca P62138, AOAOG2JYSS 71,8 32331  121E+07 1,22E+07 145E+08 141E+07 816E+07 141E+07  5094E-05  4,06E-05
Atpob D4ABBS, AOAOG2K3M6 23,7 139,64  1,41E+07 B8,91E+06 1,86E+07 6,32E+06 1,56E+07 141E+07  1,79E-05 1,31E-06
Exocé MORBFS, Q62824, MOR649 46,9 28673  1,40E+07 855E+06 1,81E+07 8,04E+06 3,80E+07 140E+07  2,36E-05  9,65E-06
Grm3 AOAOG2JV93, P31422 22,9 11064  1,40E+07 475E+06 2,15E+07 246E+06 142E+07 140E+07  1,40E-05  4,55E-06
Rasgrfl P28818, AOAOG2JZ23, F1LM43 41,6 32331  1,39E+07 9,62E+06 2,46E+07 6,14E+06 2,12E+07 1,239E+07  2,03E-05 1,74E-06

AOAOG2K9Q6, Q64568-7, Q64568-8,

Q64568-6, 064568, Q64568-10,
Atp2b3 Q64568-3, Q64568-9, Q64568-2, 35,7 24046  1,38E+07 6,75E+06 4,45E+07 859E+06 2,65E+07 1,38E+07  2,51E-05  8,34E-06

Q64568-5, Q64568-4, Q64568-12,

064568-11

Acsl4 035547 46 11483  4,00E+07 2,15E+06 1,77E+07 1,09E+06 1,38E+07 1,238E+07  1,83E-05 1,84E-05
Cspl P47875 56 20542  7,71E+06 5,45E+06 6,87E+07 1,38E+07 7,90E+07 1,238E+07  4,18E-05 2,92E-05
Scfd2 Q5U2R9 40,2 199,93  1,37E+07 1,08E+07 4,44E+07 6,28E+06 2,66E+07 1,37E+07  2,53E-05 7,23E-06
Dars P15178 58,3 21321  1,36E+07 1,22E+07 3,62E+07 500E+06 7,16E+07 1,236E+07  3,42E-05 2,29E-05
Dera FIM1HO 50,6 156,77  1,35E+07 1,32E+07 2,35E+07 2,65E+06 1,73E+07 1,235E+07  1,84E-05  504E-06
Mesdcl Q5BIV3 48,3 10475  848E+06 1,35E+07 1,98E+07 1,06E+07 1,65E+07 1,235E+07  2,12E-05 7,64E-06
Emerin Q6PCU4, Q63190 77,3 28343  808E+06 4,37E+06 1,06E+08 1,35E+07 6,56E+07 1,35E+07  4,47E-05  3,24E-05
Mdh2 P04636 50,2 13328  1,34E+07 3,08E+06 1,78E+07 O,51E+06 7,34E+07 1,234E+07  2,99E-05 2,66E-05
C2cddc D3ZLUO 47,6 17594  7,71E+06 1,33E+07 4,33E+07 9,53E+06 2,98E+07 1,33E+07  2,72E-05  9,05E-06
Tpil P48?8A§g§?@631WJ4' 75,9 171,08  1,33E+07 9,91E+06 4,55E+07 3,99E+06 3,04E+07 1,233E+07  2,45E-05 9,90E-06
Epb41l3 AOA0G2K1Q9, Q9IMB3, A3EOTO 51,8 32331  1,32E+07 4,50E+06 5,39E+07 1,30E+07 3,40E+07 1,232E+07  3,00E-05 1,39E-05
Pip4k2b 088377 40,1 225,2 8,01E+06 1,32E+07 9,88E+07 1,31E+07 7,56E+07 1,32E+07  4,89E-05 2,97E-05
Tomm34 Q3KRD5 56 207,17  9,15E+06 1,30E+07 6,90E+07 1,231E+07 535E+07 1,231E+07  3,92E-05 1,82E-05
Lingol G3vesl 20,2 167,13  1,30E+07 7,31E+06 2,80E+07 4,32E+06 1,55E+07 1,30E+07  1,73E-05  3,55E-06
Acadvl Q5M9H2, P45953 53 189,62  246E+07 BA47E+06 1,68E+07 1,19E+07 1,20E+07 120E+07  2,31E-05  9,75E-06
Susd2 AOROBZEDIS, DorEVe: 22,3 176,03  2,15E+07 534E+06 2,09E+07 344E+06 1,28E+07 1,28E+07  1,64E-05 6,74E-06

QLAAUG, AOAOG2JX76, Q1AAUG-2,
Asapl QLAAUB-3, ADAOG2JZQO, 32,9 17414  128E+07 2,75E+06 1,92E+07 2,48E+06 1,56E+07 1,28E+07  1,28E-05  508E-06

AOA0G2K451

Gnbs MORAX4, D37Z54, P62882 32,2 11814  1,28E+07 6,50E+06 3,27E+07 4,56E+06 2,45E+07 128E+07  1,98E-05 6,29E-06
Rptor D3ZDU2 38,6 32331  1,28E+07 1,14E+07 2,41E+07 575E+06 4,93E+07 128E+07  2,66E-05 1,41E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQL1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SA rel.iBAQ
Synaptotagmin-6  AOAOG2JW68, Q62746-2, Q62746 52,2 10436  127E+07 343E+06 B48E+07 7,21E+06 2,91E+07 127E+07  3,00E-05  2,24E-05
Mpp2 D3ZAA9 51,1 286,81  1,27E+07 1,22E+07 4,28E+07 7,07E+06 2,94E+07 127E+07  2,64E-05  6,97E-06
Mycbp2 D4A2D3 35,7 32331  1,25E407 7,12E+06 3,23E+07 3,37E+06 3,52E+07 1256407  2,16E-05 1,03E-05
Pichl P10687, FLM084, ROPXY3 36,8 27898  462E+06 3,56E+06 1,35E+07 1,24E+07 1,84E+07 124E+07  1,66E-05  1,18E-05
Phma2 D4A068 30,2 14560  6,30E+06 1,81E+07 1,24E+07 6,30E+06 2,37E+07 124E+07  2,03E-05 1,04E-05
Eefsec B5DEJ5, D379S4 56,8 204,2 1,23E+07 571E+06 3,03E+07 7,29E+06 2,45E+07 1,23E+07  2,06E-05  579E-06
Catenin beta-1 AOAOG2JT93, QIWUS2 46 30331  821E+06 1,23E+07 3,64E+07 848E+06 2,22E+07 123E+07  2,35E-05  6,61E-06
Gysl A2RRU1 31 12087  1,22E+07 2,29E+06 1,36E+07 8,62E+05 1,75E+07 122E+07  1,09E-05  6,46E-06
Exoc2 FILMB9, 054921, ADAOG2K888, 41,6 188,95  1,21E+07 B843E+06 2,36E+07 8,16E+06 4,16E+07 121E+07  2,49E-05 1,09E-05
AOAOG2K1KS

Anapc? D3ZIT4 43,4 16433  1,95E+07 7,11E+06 1,17E+07 9,02E+05 2,32E+07 117E+07  1,58E-05  9,05E-06
Ccdc136 D4AAR7 20,5 32331  2,83E+07 4,22E+05 3,14E+07 1,08E+06 1,17E+07 1,17E+07  1,63E-05 1,41E-05
Lipe G3V8RS5, P15304-2, P15304 37,6 220,7 1,17E+07 1,09E+07 2,18E+07 5,83E+06 1,73E+07 1,17E+07  1,86E-05  2,07E-06
Tubgcp? B2RYPS 58,3 32331  1,52E+07 6,50E+06 1,16E+07 6,99E+06 6,02E+07 1,16E+07  2,63E-05  2,05E-05
lars AOAOG2JVLS, F1LS86 40,5 32331  6,62E+06 1,16E+07 2,96E+07 3,93E+06 3,80E+07 1,16E+07  2,23E-05  1,17E-05
Uncl3a Q62768-2, Q62768-3, Q62768 29,4 182,63  2,17E+07 536E+06 1,35E+07 9,83E+05 1,15E+07 1156407  1,34E-05  8,56E-06
Gelsolin Q68FP1-2, Q68FP1 34,1 191,64  1,15E+07 559E+06 3,89E+07 6,21E+06 3,30E+07 1156407  2,30E-05  9,85E-06
Jup Q6POK8 44,3 10521  1,33E+07 1,15E+07 1,92E+07 1,08E+07 1,08E+07 1156407  2,05E-05  7,28E-06
Map3ks D3ZW27, D3ZZH6 41,9 32331  6,08E+06 5,60E+06 3,44E+07 1,15E+07 2,76E+07 1,15E407  2,29E-05 1,10E-05
Cedc22 Pg6182 57,6 27735  2,80E+07 7,97E+06 4,04E+06 1,13E+07 4,88E+07 113E+07  2,91E-05 1,76E-05
Clasp2 Q99JD4 46,9 32331  1,13E+07 6,52E+06 4,82E+07 2,99E+06 2,98E+07 1,13E+07  2,22E-05  1,23E-05
PIxnada D3ZES7 35,7 290,1 1136407 546E+06 2,35E+07 2,99E+06 1,71E+07 1,13E+07  148E-05  4,19E-06
Fh P14408-2, P14408, Q5M964 48,6 141,66  2,61E+07 1,99E+06 1,12E+07 1,02E+07 7,01E+07 112E+07  3,15E-05  2,59E-05
RGD1564420 FIM1B3 46,5 23333  2,77E+07 3,34E+06 1,11E+07 245E+06 1,24E+07 111E+07  1,49E-05 1,14E-05
Sik G3V7I8 40,8 32331  7,36E+06 1,11E+07 4,68E+07 O,08E+06 3,47E+07 111E+07  2,76E-05  1,09E-05
Septin-8 AOAOGZKZGOng?Z’\J/\?\Z(% BOBNFL, 47,4 24052  2,99E+06 7,41E+06 561E+07 1,11E+07 3,29E+07 1,11E+07  2,73E-05 1,56E-05
Snd1 Q66X93, D4ABYS 37,5 267,64  1,10E+07 800E+06 1,31E+07 2,57E+06 1,99E+07 1,10E+07  1,44E-05  4,78E-06
Vps18 B5DFJ4 42,9 32331  2,31E+07 1,08E+07 8,97E+06 1,10E+07 549E+07 1,10E+07  3,10E-05 1,74E-05
Eefld Q68FR9-2 29,5 101,64  257E+05 1,10E+07 6,43E+07 4,02E+06 3,38E+07 110E+07  2,53E-05  1,89E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
RuvbI1 P60123, AOAOG2KOH9 53.3 18371  108E+07 B819E+06 2,99E+07 535E+06 350E+07 108E+07  2.25E-05  9,33E-06
Ccdc93 Q5BIT? 52,1 31487  401E+07 7,98E+06 7,88E+06 1,08E+07 5099E+07 108E+07  3,52E-05  2,23E-05
Map1b FILRLO, P15205 57,7 32331  3,30E+06 6,24E+06 1,47E+08 1,08E+07 8,66E+07 1,08E+07  540E-05  4,74E-05
Eef2 P05197 36,8 11557  1,30E+07 505E+06 7,53E+06 107E+07 2,28E+07 107E+07  1,88E-05  9,40E-06
Anapcs AOAOH2UHO7, ALL1K3 36,2 27016  1,07E+07 2,90E+06 1,33E+07 1,22E+06 2,54E+07 1,07E+07  1,26E-05  8,57E-06
Myo18a AOA0G2JY08, D3ZFDO 52,2 32331  523E+06 1,05E+07 832E+07 3,77E+06 827E+07 105E+07  403E-05  3,40E-05
Vps35 G3V8AS 35,7 220,08 2,73E+07 7,12E+06 1,05E+07 4,41E+06 1,06E+07 1,05E+07  1,70E-05  9,06E-06
stim1 AOA%CgiI;ggg,ngiQOS, 34,4 20045  3,47E+07 2,34E+06 1,05E+07 2,24E+06 2,07E+07 1,05E+07  1,80E-05  1,56E-05
Sema7a D3ZQP6 27,5 11805  1,28E+07 3,15E+06 1,20E+07 1,81E+06 105E+07 105E+07  1,03E-05  4,17E-06
Atic 035567 63 317,67  1,13E+05 1,05E+07 500E+07 7,03E+06 2,37E+07 1,05E+07  2,23E-05  1,34E-05
Wdrag D328C7, AOAOG2KAWS 473 121,41  1,34E+07 565E+06 1,04E+07 348E+06 1,85E+07 104E+07  1,39E-05  4,49E-06
Cpnes B5DEX3 46,8 133,4 1,28E+07 1,03E+07 147E+07 4,03E+06 9,14E+06 1,03E+07  146E-05  3,90E-06
Ywhag P68255 46,9 26841  1,03E+07 B830E+06 1,19E+07 1,32E+06 1,64E+07 1,03E+07  126E-05  507E-06
cul9 AOAOG2K652, D3ZZP8 36,5 32331  7,61E+06 1,02E+07 2,12E+07 1,97E+06 2,78E+07 102E+07  1,71E-05  8,58E-06
Map4 AOAOG2JW88 21,9 27377  7,06E+04 2,08E+06 3,22E+07 1,02E+07 2,01E+07 102E+07  1,70E-05  1,25E-05
Ank2 FIMON9 33 32331  1,02E+07 2,47E+06 3,93E+07 1,85E+06 1,92E+07 1,02E+07  1,57E-05  1,05E-05
Mapia P34926 49 32331  1,01E+07 2,55E+06 1,33E+08 4,36E+06 4,08E+07 1,01E+07  3,80E-05  3,98E-05
Unc13c QszgooAgngggész, 24,9 168,4 1,14E+07 1,66E+06 1,01E+07 5,80E+05 1,03E+07 1,01E+07  8,05E-06 4,99E-06

Cacna2d3 F1LSR8, Q8CFG5 26,2 156,53  1,42E+07 643E+06 1,43E+07 2,78E+06 9,96E+06 O,06E+06  1,27E-05  3,49E-06
Fam120a D4ABO3 35,7 32331  979E+06 1,76E+06 3,37E+07 2,80E+06 1,92E+07 O,79E+06  1,50E-05  8,88E-06
Sic12a6 G3V6N7, AOAOG2KETO 21,7 11595  1,84E+07 074E+06 1,43E+07 2,07E+06 827E+06 O,74E+06  1,50E-05  6,23E-06
Upf1 F1LY19, AOAOUIRS25 45,1 32331  9.66E+06 8,58E+06 3,00E+07 4,50E+06 3,29E+07 O,66E+06  2,27E-05  9,00E-06

AOAOG2K611, AOAOG2KAS7,
Sicla3 G3V846, P24942, AOAOG2JSUL, 24,8 11231 964E+06 3,43E+05 3,66E+07 550E+06 1,02E+07 O,64E+06  1,46E-05  9,79E-06
P24942-2
Srcinl QIQXY2-2, QIQXY2 61,4 32331  346E+06 041E+06 7,67E+07 9,62E+06 1,10E+08 0,62E+06  4,78E-05  4,16E-05
Myolc Q63355 433 13336  961E+06 571E+06 2,18E+07 2,20E+06 1,08E+07 O,61E+06  1,23E-05  3,72E-06
Gpel Q6P7Q2, P35053 25,6 123,86  9,58E+06 5,11E+06 1,42E+07 1,98E+06 9,76E+06 O,58E+06  1,04E-05  2,35E-06

Ampd3 F1M7Q5, 009178 35,6 186,98  O55E+06 6,26E+06 3,36E+07 4,26E+06 3,61E+07 9,55E+06  2,14E-05  1,10E-05

Ampd2 Q02356, AOAOG2K3U1 32,4 11526  2,46E+06 6,05E+06 1,35E+07 9,50E+06 3,30E+07 O,50E+06  1,85E-05 1,23E-05
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQ-Wert iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SArel.iBAQ
Pip5kic Q3MID5, FIM8HS6, Q51688 36,3 108,27 2,16E+07 1,04E+06 1,05E+07 3,78E+06 9,47E+06 9,47E+06  1,24E-05 8,90E-06
Exocl AOA0G2K2V5 413 135,26 0,40E+06 4,09E+06 1,34E+07 3,45E+06 2,10E+07 9,40E+06  1,32E-05 5,17E-06
Commd9 Q3MIE7 59,1 111,15 2,64E+07 8,41E+06 9,34E+06 3,46E+06 4,25E+07 9,34E+06  2,36E-05 1,51E-05
Markdl 008678, AOAOG2K7H9 46,2 149,83 6,57E+05 9,26E+06 1,39E+07 4,91E+06 248E+07 9,26E+06  1,48E-05 8,69E-06
Gotl P13221 35,8 138,22 9,10E+06 3,21E+06 1,92E+07 3,83E+06 9,73E+06 9,10E+06  1,15E-05 3,11E-06
Prmt5 D4AOES 19,9 139,6 4,95E+06 9,07E+06 1,17E+07 1,40E+06 1,55E+07 9,07E+06  1,13E-05 5,60E-06

035303, 035303-5, 035303-4,

Dnm1l 035503.2, 035305.6, 035303.3 54,3 322,03 9,06E+06 2,33E+06 145E+07 589E+06 2,33E+07 O,06E+06  1,46E-05 6,98E-06
Protocadherin 1 AOAO0G2K6T9 28,5 164,34 8,96E+06 3,96E+06 3,00E+07 3,91E+06 1,61E+07 8,96E+06 1,50E-05 6,00E-06
Mtmré AOA0G2JXT6, D3ZC22 46,4 168,41 1,37E+07 581E+06 5712E+06 886E+06 3,77E+07 8,86E+06  2,07E-05 1,29E-05
“iChtChgrrg‘l‘gf’r:iSie”es Q4G008 34,9 116 6,63E+05 8,79E+06 2,30E+07 879E+06 2,04E+07 8,79E+06  1,75E-05 8,89E-06
Nicastrin Q8CGU6, B3DMIO 17,8 1715 1,53E+07 8,32E+06 8,69E+06 5,18E+06 9,36E+06 8,69E+06  1,42E-05 4,76E-06
Kars Q5XIM7 23,6 110,96 1,87E+07 141E+07 8,31E+06 3,35E+05 8,66E+06 8,66E+06  1,43E-05 1,07E-05
Ywhah AOAOG2K2BS8, P68511 31 247,71 8,66E+06 4,95E+06 2,08E+07 1,96E+06 1,55E+07 8,66E+06  1,25E-05 4,38E-06
Dhx9 D4A9D6 37,8 295,49 8,60E+06 4,07E+06 575E+07 1,08E+06 4,93E+07 8,60E+06  2,52E-05 2,17E-05
Pdhb AOAOG2KAMS3, P49432 46,1 207,34 3,50E+06 8,57E+06 6,02E+07 7,07E+06 2,84E+07 857E+06  2,52E-05 1,54E-05
Dock? AOAOG2K3H2 29 195,59 8,55E+06 2,21E+06 1,36E+07 1,18E+06 149E+07 855E+06  9,52E-06 4,82E-06
Gpi Q6P6VO 30,3 106,09 8,49E+06 1,67E+06 153E+07 4,24E+06 120E+07 8,49E+06  1,10E-05 3,91E-06
Inpp4a D3ZBL5, Q62784-2, Q62784 45,6 278,14 6,62E+06 8,47E+06 1,55E+07 4,93E+06 3,77E+07 8,47E+06  1,92E-05 1,16E-05
Capl Q08163 53,4 271,79 1,47E+06 8,47E+06 3,20E+07 510E+06 8,63E+07 847E+06  3,14E-05 3,29E-05
Vps39 EOPTO04, AOAOG2KAS50 45,7 235,97 1,66E+07 3,88E+06 8,41E+06 4,19E+06 2,46E+07 8,41E+06  1,55E-05 7,97E-06
Hnrnpu Q6IMY8, ADA0G2JZ52 37,6 323,31 8,41E+06 7,45E+06 9,02E+07 8,01E+06 1,04E+08 841E+06  4,83E-05 4,05E-05
Kicl A°A14°TA53'53377228855'2' POALSE, 487 129,9 3,12E+07 4,97E+06 8,31E+06 3,60E+06 2,31E+07 8,31E+06  1,91E-05 1,30E-05
Rasgrp2 RIPXW6, POC643 37,2 109,78 8,27E+06 6,94E+06 1,60E+07 4,02E+06 1,63E+07 8,27E+06  1,38E-05 2,33E-06
Vps35| AOA0G2JUM2 49,9 264,89 247E+07 5,38E+06 3,15E+06 8,11E+06 4,32E+07 8,11E+06  2,39E-05 1,60E-05
Ppp2ria Q5XI34 42,6 110,96 7,70E+06 7,96E+06 150E+07 3,82E+06 1,65E+07 7,96E+06  1,38E-05 2,90E-06
Eeflel B2RYN3 52,3 149,12 3.44E+06 7,87E+06 2,36E+07 1,74E+06 2,99E+07 7,87E+06  1,58E-05 1,05E-05
Pabpcl QYEPHS, AOA0G2JZS?2 42,9 161,45 7,87E+06 4,090E+05 4,11E+07 2,67E+06 2,87E+07 7,87E+06  1,72E-05 1,35E-05

Caskin-1 D3ZE17, Q8VHK2 43,6 323,31 1,77E+06 6,63E+05 9,77E+07 7,86E+06 3,80E+07 7,86E+06 3,05E-05 3,01E-05
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Protein UP-Nr. SQ [%] MQWert  iBAQ1 iBAQ2 IiBAQ3 iBAQ4 IBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Scfdl Q62991 44,4 134,14  372E+06 7,83E+06 2,20E+07 457E+06 254E+07 7,83E+06  163E-05  7,42E-06
Osbplg AOAOG2JXN8 476 32331  7,82E+06 150E+06 290E+07 4,70E+06 2,67E+07 7,82E+406  164E-05  9,53E-06
Ubxnd Q5HZY0 30 16851  7,74E+06 3,82E+06 166E+07 285E+06 140E+07 7,74E+06  113E-05  2,98E-06
Lgi3 D3ZN61 245 14998  8,63E+06 7,31E+05 7,71E+06 7,59E+05 107E+07 7,71E+06  6,75E-06 4,40E-06
Uspox D3ZC84, AOAOG2K2CT 30,9 311,91  6,30E+06 7,64E+06 101E+07 2,84E+06 2,08E+07 7,64E+06  129E-05  572E-06
sir Q76EQO 49,8 10891  2,15E+06 7,59E+06 1,22E+07 3,07E+06 8,16E+06 7,50E+06  9,40E-06 3,99E-06
Ophn1 POCAXS 34,2 182,89  1,26E+07 747E+06 7,57E+06 598E+06 1,35E+07 7,57E+06  144E-05  4,18E-06

Q01728-2, MOR3V7, Q01728
Slcgal Q01728-3, Q01728-4, Q01728-6, 22,2 190,71  4,11E+06 7,42E+06 2,10E+07 3,16E+06 101E+07 7,42E+06  118E-05  4,26E-06
Q01728-7, Q017285
Zw10 QavsC2 a7 32331  7,30E+06 6,33E+06 264E+07 2,87E+06 2,02E+07 7,39E+06  152E-05  589E-06
Hnrmph1 AOAO%%J\/Tf\;g%g\\/’;ﬁ%vw& 25,8 12318  7,26E+06 1,83E+06 2,21E+07 1,05E+05 2,09E+07 7,26E+06  1,11E-05  863E-06
Gnaol P59215-2 71,2 10602  7,20E+06 2,89E+06 1,62E+07 2,18E+06 901E+06 7,20E+06  9,17E-06 2,76E-06
Arfgef2 Q7TSU1 32,9 20504  1,95E+07 157E+06 7,18E+06 7,43E+05 9O,66E+06 7,18E+06  9,67E-06 8,74E-06
Cacna2d2 AOAOG2K0J2, FIM9X7, Q8CFG6 243 11566  7,87E+06 248E+06 106E+07 2,16E+06 7,10E+06 7,10E+06  7,80E-06 1,80E-06
Mvp Q62667, AOAL40TAED 48,9 18538  3,60E+06 7,00E+06 3,71E+07 2,72E+06 166E+07 7,008+06  154E-05  9,24E-06
Ptprz1 FILMYS, 823222’_2‘362656'3' 10,2 293,01  2,37E+06 6,97E+06 4,24E+07 3,70E+06 1,07E+07 6,97E+06  1,53E-05 1,09E-05
Pigs Q5XI31 31 32331  8,78E+06 3,62E+05 926E+06 1,020E+06 6,94E+06 6,94E+06  6,39E-06 3,76E-06
Ctnna2 D4AGHS 51,1 32331  2,74E+06 6,93E+06 1,37E+07 6,50E+06 2,03E+07 6,93E+06  143E-05  6,60E-06
Sos1 D4A3TO 29,6 152,55  4,63E+06 1,87E+06 121E+07 6,89E+06 157E+07 6,89E+06  117E-05  6,57E-06
Syntenin-1 QoJI92 473 32331  6,88E+06 4,65E+06 3,85E+07 575E+06 1,69E+07 6,88E+06  175E-05  B8,50E-06
Camsap3 D3ZXQ2, AOAOG2K5CO 36,2 234,17  346E+06 622E+06 2,10E+07 6,84E+06 1,63E+07 6,84E+06  148E-05  576E-06
Trim2 D3ZQG6, AOAOG2K2MS8, D3ZM62 32 288,81  142E+07 562E+05 966E+06 4,63E+05 6,81E+06 6,81E+06  7.47E-06  652E-06
Rasgrf2 Q99JE4 37,7 28359  6,80E+06 6,33E+06 2,39E+07 6,31E+06 2,03E+07 6,80E+06  168E-05  4,98E-06
Arhgef7 AOAOG2QC21 57,5 32331 1680000 6785700 522E+07 3,17E+06 6,19E+07 6,79E+06  276E-05 2,48E-05
Marcks P30009, F1LMW7 57,9 32331 10509000 2948300 6,74E+06 4,22E+06 O,01E+06 6,74E+06  9,74E-06 3,46E-06
Glb1 D3ZUM4 26,4 11629 3560400 6155200 3,42E+07 6,69E+06 228E+07 6,69E+06  184E-05  8,73E-06

LOC100912698 D3ZH14 205 172,06 13928000 609710 1,833E+07 837E+05 6,67E+06 6,67E+06  B8,21E-06  6,33E-06

Agap2 Q8CGU4, AOAOG2IVS4 36,8 32331 4280400 3036500 514E+07 6,62E+06 4,60E+07 6,62E+06  253E-05  1,87E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Pgkl P16617, MOR6YS 42,4 161,49 6620800 975500 2,05E+07 4,09E+06 9,01E+06 6,62E+06  1,01E-05  501E-06
Pacsinl QIZOWS, ADAOG2JWR?2 52,6 32331 307590016 5323900 9,50E+06 2,88E+06 6,50E+06 6,5E+06  8,96E-05  1,62E-04

Cdcazbpa G3V6C9, 054874, AOAOG2K5Z1 36,8 32331 6574200 2401000 2,16E+07 1,83E+06 1,36E+07 6,57E+06  1,05E-05  528E-06
Exocéb AOAOG2JYR1 37,8 196,87 6539900 4938500 9,17E+06 4,26E+06 2,45E+07 6,54E+06  1,33E-05  7,07E-06
Snx25 F1M998 34,9 11414 13908000 1157700 6,51E+06 1,01E+06 670E+06 6,51E+06  7,40E-06  591E-06
Rab11fip5 AOAOG2K4A0 35,5 148,17 530740 556920 1,64E+07 6,47E+06 1,19E+07 6,47E+06  9,74E-06 7,58E-06
D4A9L5, D3ZMI4, AOAOG2KOF3,
Epb41i1 QIWTPO, QOWTPO-2, ADAOG2KOB2, 36,3 12287 5510700 1981800 2,25E+07 6,42E+06 1,71E+07 6,42E+06  1,38E-05  6,71E-06
D4ACZ4
Map4k3 RgPXT“'S(?:g'GZéf\??gGZJYPZ' 29 116,45 7549600 986560 6,40E+06 1,31E+06 8,67E+06 6,40E+06  6,23E-06 3,15E-06
Mapk8ip3 E9PSK7 28,9 12638 1470500 6359600 1,37E+07 2,11E+06 1,10E+07 6,36E+06  9,01E-06 4,18E-06
Scai F1M3P6 31,2 10228 2531800 2612200 2,35E+07 6,35E+06 1,87E+07 6,35E+06  1,37E-05  7,70E-06
Kemfl F1LRJ0, AOAOG2JX46 42 314,45 0 6261100 2,13E+07 2,02E+06 2,48E+07 6,26E+06  1,29E-05  9,45E-06
Anapc2 B2RYJ1 30,4 119,67 9827600 6174400 6,00E+06 7,80E+05 1,83E+07 6,17E+06  1,07E-05  6,32E-06
Cedc92 D3ZBX9 51 14972 6169800 3663400 3,00E+07 4,09E+06 4,19E+07 6,17E+06  2,00E-05  1,46E-05

Synaptopodin A%i%)iétﬁ(%??:;é%? 52,2 323,31 1290500 2021200 592E+07 6,14E+06 4,89E+07 6,14E+06  2,57E-05 2,23E-05
ogt AOAOG2K3V4 32,8 12062 4281100 3638100 1,13E+07 6,13E+06 1,61E+07 6,13E+06  1,18E-05  541E-06
Ttca7 D3ZL50 35 262,98  844E+05 6,04E+06 2,50E+07 3,97E+06 2,85E+07 6,04E+06  156E-05  1,01E-05
Atg2a D3ZT64 34,5 187,32  2,18E+06 525E+06 1,96E+07 507E+06 1,25E+07 5,97E+06  1,25E-05 544E-06

Paralemmin-1 Q920Q0 25,1 200,64  348E+06 3,57E+06 2,11E+07 5,94E+06 9,60E+06 504E+06  1,17E-05  550E-06
Tgfbrapl AOAOG2JV19, D3ZXT8 28,3 12594  1,66E+07 584E+06 1,53E+06 1,06E+06 143E+07 5,84E+06  1,14E-05  7,32E-06
Tscl Q97136 34,7 108,46  582E+06 7,10E+05 8,04E+06 1,99E+06 7,83E+06 582E+06  6,16E-06  2,51E-06
Ntrk2 AOAOG2K5X6, Q63604 20,5 120,2 5,77E+06 2,60E+06 1,78E+07 2,54E+06 8,55E+06 5,77E+06  9,05E-06  3,27E-06
Elavi4 AOAL40TAF2, 009032 46,8 187,23  438E+06 3.41E+06 1,06E+08 573E+06 622E+07 573E+06  3,77E-05  3,47E-05
Genlil FILRIS 425 32331  572E+06 4,83E+06 2,48E+07 3,04E+06 1,98E+07 5,72E+06  1,39E-05  6,12E-06
Psme4 AOAOG2KIRY, AOAOG2KAXO 27,4 221,38 7,22E+06 3,00E+06 565E+06 3,39E+05 1,07E+07 5,65E+06  6,69E-06  3,78E-06
Sipalll AOAOG2KAW2, 035412, F1LS65 50,3 32331  3,05E+06 563E+06 4,88E+07 3,75E+06 535E+07 5,63E+06  2,55E-05  2,11E-05
Akt1s1 D3ZH75 30 12013  345E+06 561E+06 1,29E+07 141E+06 2,06E+07 561E+06  1,08E-05  6,68E-06
Dsp F1LMV6 17,9 14761  573E+06 4,80E+06 6,97E+06 558E+06 3,38E+06 558E+06  8,84E-06  4,61E-06
Adrbk2 P26819 39,4 111,93  548E+06 4,32E+06 1,05E+07 1,81E+06 975E+06 548E+06  826E-06  1,73E-06




| 181

Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 IBAQ3 iBAQ4 IiBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Jakmip2 D3ZQE7, AOA0G2JT21 33.9 22786  546E+06 8,76E+05 B813E+06 3,04E+06 100E+07 546E+06  7,46E-06 3,37E-06
Simap DIZKEG, AOAOGZINAS, BSDFG3, 36,5 17042  153E+07 4,30E+05 546E+06 3,10E+05 802E+06 546E+06  7,17E-06  7,30E-06
Myo1b Q05096, QO5096-3, Q050962 34,7 137,29  529E+06 2,16E+06 1,15E+07 2,06E+06 7,82E+06 529E+06  7,24E-06  1,85E-06
Matrin-3 AOAOG2JSR7, P43244 44,4 32331  528E+06 3,91E+06 564E+07 2,27E+06 7,50E+07 528E+06  3,07E-05  3,08E-05
Eif4g2 F1LN59 36,6 26416  472E+06 4,48E+06 2,10E+07 527E+06 2,30E+07 527E+06  150E-05  6,74E-06

”iChtChSrrggﬁ”Sie”es AOA0G2JY03 50,6 100,07  2,74E+06 524E+06 2,94E+07 2,41E+06 9,27E+06 524E+06  1,14E-05 7,20E-06
Monla BIWCO6 44,1 100,82  516E+06 3,97E+06 9,90E+06 1,86E+06 857E+06 516E+06  7,71E-06  1,28E-06

Annexin A3 P14669 747 272,66  2,78E+06 161E+05 4,42E+08 511E+06 569E+06 511E+06  7,.98E-05  1,47E-04
Doc2a P70611 454 102,44  509E+06 2,84E+06 2,64E+07 4,25E+06 134E+07 509E+06  126E-05  599E-06
Anapcl F1M801 30,1 32331  506E+06 4,46E+06 101E+07 7,42E+05 235E+07 506E+06  105E-05  8,07E-06
Eif3l G3V7G9 39,3 119,82  2,38E+07 184E+06 4,92E+06 O,51E+05 939E+06 4,92E+06  106E-05  1,10E-05
sfpq AOAOG2KBKO 27 16517 4920700 2503600 24361000 7,60E+05 811E+07 4,92E+06  248E-05  3,20E-05
Anxas P14668, Q66HHS 50,5 107,32 4890400 676060 16210000 3,51E+06 7,89E+06 4,89E+06  823E-06 4,16E-06
Erc2 QB8K3M6, QBK3M6-2 30,2 136,13 25608000 1912600 4876500 5,81E+05 277E+07 4,88E+06  150E-05  1,44E-05
Lpin1 Q5XIM8, AOAOG2JWO3 255 119,64 4734300 4844900 10880000 2,43E+06 582E+06 4,84E+06  7,86E-06  1,43E-06
Mogs G3V743, ADAOG2K8S6, 088941 24,8 12498 14194000 876530 4793700 6,85E+05 500E+06 4,79E+06  650E-06  6,42E-06
Tanc2 A0A0G2K9J0, F1LTEQ 237 101,37 4245900 760720 7256900 8,22E+05 7,85E+06 4,25E+06  4,91E-06  2,58E-06
Ptprs O Rra 1 Aonocaing 22,8 180,44 4224200 1827800 6553100 1,12E+06 647E+06 4,22E+06  510E-06  1,37E-06
Rab3gap2 Q5U120 26,3 139,66 2209800 1829600 18299000 4,12E+06 105E+07 4,12E+06  9,29E-06  502E-06

Lss AOAOG2JVCS, P48450 311 108,62 10081000 1376000 8871900 4,04E+04 4,09E+06 4,09E+06  569E-06  4,50E-06
Etf1 Q5U2Q7 31,4 18373 12950000 4032200 1320000 3,84E+06 4,18E+07 4,03E+06  169E-05  1,55E-05
Aldh111 P28037, AOAOG2KODS, MORST2 437 186,04 5335500 3966500 1265300 2,43E+05 1.80E+07 397E+06  7,38E-06  6,94E-06
Plch4 leff,\?lfé?&f?zvé’f’67"%9%%%’¥f’z7' 29,2 105,65 658040 1115800 6418400 3,96E+06 545E+06 3,96E+06  535E-06  3,91E-06

Snmp200 M3ZCQ2, F1LNJ2 34,3 30,8 3028800 545420 5865000 1,37E+05 1,11E+07 393E+06  4,81E-06  4,22E-06
Commds QERR?2 46,9 11089 13328000 1910400 3880900 3,81E+06 2,75E+07 3,88E+06  1,34E-05  1,00E-05
Alox5 AOA0G2JU29, F1LMMS, P12527 27,9 132,33 3871100 1289800 17322000 2,09E+06 616E+06 387E+06  7,13E-06 4,03E-06

Pc AOAOG2JTLS, P52873 337 167,86 1192900 131570 9499100 3,87E+06 9,82E+06 387E+06  652E-06  4,76E-06
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Candl P97536 30,5 11878 5402500 1956200 3844600 B8,57E+05 1,26E+07 3,84E+06  620E-06  4,17E-06
Nos1 FLAOLL D3§F‘F’,"224F;26?§76’ P 36 219,55 31116 266480 23858000 3,84E+06 1,16E+07 3,84E+06  9,07E-06 7,73E-06
Eno2 P07323 49,5 163,15 3786700 1276200 22781000 2,12E+06 8,09E+06 3,79E+06  847E-06 5,77E-06
Neogenin P97603, F1M0Z6 35,7 1131 3757100 2344500 10764000 1,23E+06 6,49E+06 3,76E+06  597E-06  1,91E-06
Cope G3veQ1 60,4 10875 3725600 1609400 23775000 1,82E+06 2,44E+07 3,73E+06  1,22E-05  9,53E-06
Sec23a AOAOG2JZM2, BSDFC3 32,4 20358 24576000 3540000 3718500 146E+06 872E+06 3,72E+06  1,15E-05  1,10E-05
PIxnal D37981 33,9 10433 3417500 3552400 13033000 1,20E+06 9,79E+06 355E+06  7,52E-06  2,97E-06
Kif2la DAALYS, D3ZT, DIZSNG, DIZYNZ, 187 135,1 3524100 1055300 7652400 3,87E+05 1,11E+07 3,52E+06  5,35E-06 3,91E-06
Akaps F1LPP6, P24587 22,7 12807 3519000 2020300 9856300 2,70E+06 9,00E+06 3,52E+06  7,08E-06 2,26E-06
Khdrbs1 Qo1v33 21,2 143,7 3209100 3512500 49656000 5,87E+05 5,06E+07 351E+06  2,22E-05  2,23E-05
Prpf8 G3V6H?2 235 112,43 3431600 647810 3973300 1,63E+05 9,13E+06 343E+06  3,97E-06  3,38E-06
Ralgapb AOROGZKOKE, OPOGZKAST, 40,1 323,31 3426600 3027500 30950000 3,29E+06 2,74E+07 3,43E+06  1,54E-05 1,06E-05
Vpsiac D4A4K4 28,8 23238 3348400 2822700 5005900 1,39E+06 8,66E+06 3,35E+06  566E-06  2,03E-06
Dgki FIMAB7 25,1 177,04 3335300 475100 13187000 7,14E+05 8,49E+06 3,34E+06  563E-06  3,98E-06
Myosin-10 G3VOY1, QIILTO 53,4 32331 2950300 3330500 60097000 2,30E+06 4,34E+07 3,33E+06  2,33E-05  2,13E-05
Dync2ht Q91J79, D37BB8 24 21028 3307300 1557200 4374800 5,76E+05 4,95E+06 3,31E+06  3,71E-06 1,24E-06
DId Q6P6R?2 37,5 147,97 280780 1759400 35846000 3,17E+06 2,45E+07 3,17E+06  1,42E-05  1,22E-05
Rasgrpl QOR1K8 30,9 116,53 1624600 3141200 10296000 1,53E+06 7,00E+06 3,14E+06  5,94E-06  2,31E-06
Fryl D3ZQY4 157 10837 3109500 1522800 4837500 1,20E+06 659E+06 3,11E+06  446E-06  1,45E-06
Ppp2ca AOAOG2JYA4, P63331, P62716 37,5 15955 3059200 1709200 22716000 2,38E+06 1,90E+07 3,06E+06  1,10E-05  7,54E-06
Protein bassoon G3V984, 088778, AOAOG2K1X6 25,2 32331 138460 1913600 16956000 3,06E+06 1,237E+07 3,06E+06  857E-06  580E-06
Rictor F1MA4J0 27,6 199.84 3023600 1467700 11739000 1,08E+06 9,01E+06 3,02E+06  6,04E-06 3,19E-06
Ptpra Q66HJ7, AOAOG2JVRO 31,2 12633 2899500 1664000 17848000 2,14E+06 1,12E+07 2,90E+06  826E-06  4,68E-06
Ahil F1MOF9, Q6DTM3 37,9 131,04 1383100 2311600 16729000 2,68E+06 2,27E+07 2,68E+06  1,08E-05  8,23E-06
Celf2 Z4YNPQ17’9%7H952"557'§'28£12H5'3' 26,4 130,17 2644600 1176700 58669000 844E+05 3,60E+07 2,64E+06  1,96E-05 2,07E-05
Birc6 F1LY70, AOAOG2JZ53 23 28399 2287600 2623200 3812100 4,93E+05 1,00E+07 2,62E+06  4,83E-06  3,33E-06
Rock2 F1LQT3, AOAOG2K5NG, Q62868 30,5 181,13 277620 560640 9313200 2,56E+06 8,02E+06 2,56E+06  5,22E-06  3,67E-06
My06 D4A5I9 46,6 32331 2553700 1539400 52363000 1,79E+06 1,55E+07 2,55E406  1,47E-05  1,56E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQS5 Med.iBAQ MWrel.iBAQ SA rel.iBAQ
Spred1 Q3C2PY 19,6 118,96 308280 2529200 12254000 1,56E+06 4,76E+06 2,53E+06  521E-06  3,11E-06
Pclo Q9JIKS6, Q9IKS6-3, QIIKS6-2 16,7 276,62 405740 2476500 11180000 1,81E+06 7,59E+06 2,48E+06  5,79E-06 3,10E-06
Sec24b D3ZW15 25,6 13017 21142000 2450600 588030 6,28E+05 370E+06 245E+06  7,97E-06  1,03E-05
Dock11 F1LQo1 21,9 131,06 2349300 867510 4190900 1.25E+06 421E+06 2,35E+06  3,39E-06  9,51E-07
Lphn1 088(%}3;;‘1’70_;88%9??@144' 16,5 114,15 2330800 2064000 4372100 1,96E+06 3,38E+06 2,33E+06  4,15E-06 9,92E-07
Edc4 Q3ZAVS 26,9 20253 2319900 175040 25864000 7,57E+05 554E+06 2,32E+06  6,75E-06  7,77E-06
Trim46 AOAOG2JXN2 27,3 106,28 2316400 224820 5209200 3,74E+05 4,02E+06 2,32E+06  2,72E-06  1,66E-06

FILNRL, FILNQ9, AOAOG2JTD?7,
Claspl F1LNRO, AOAOG2JUI5, 31,1 15519 2294100 315770 12114000 1,03E+06 3,90E+06 2,20E+06  4.28E-06  3,21E-06
AOA1BOGWS3
Prkar2b P12369, Q4KLGS5, AOAOG2K5GO 41,8 13536 2219300 603310 15538000 1,68E+06 7,68E+06 2,22E+06  6,19E-06  4,23E-06

Tenascin C AOAOG2K1LO 24 194,14 872200 2185700 23263000 7,27E+05 6,36E+06 2,19E+06  6,90E-06  6,68E-06
Rbmxrtl D, oy AEAL, 28,6 105,56 1864200 2067000 49174000 1,35E+05 571E+07 2,07E+06  2,23E-05 2,54E-05
Lrpl G3V928 151 20878 1890900 710310 3939400 4,80E+05 3,98E+06 1,89E+06  2,64E-06 1,13E-06
Camk2g FIM3F8 52 108,81 0 1880700 20165000 142E+06 1,72E+07 1,88E+06  8,84E-06  7,66E-06
Ptpns AOAOG2QC31, P35234 39,4 14076 1831900 287570 22471000 1,65E+06 825E+06 1,83E+06  7,24E-06  6,53E-06

Neurabin-2 035274 23,6 127 467110 1135100 16627000 1,75E+06 7,87E+06 1,75E+06  6,21E-06  4,79E-06
Tpp2 Q64560 28,1 130,13 1744600 3927400 1365200 6,86E+05 7,78E+06 1,74E+06  4,43E-06  3,17E-06
Ptbp2 Q66H20, Q66H20-2 51 24088 1632800 598100 53044000 6,11E+05 4,38E+07 1,63E+06  1,97E-05  2,20E-05

LOC291543 FILUV3 23,6 115,48 0 18460000 13570000 6,11E+05 154E+06 1,54E+06  1,05E-05  1,41E-05

Myotubularin Q6AXQ4, QBAXQ4-2, AOAL40TAIS 18,6 10534 1509500 258010 19209000 7,86E+05 3,56E+06 151E+06  503E-06  5,71E-06
Vigilin Q3KRF2, Q9Z1A6 33 146,52 450680 803780 18282000 1,40E+06 1,09E+07 1,40E+06  6,80E-06  589E-06

RGD1307100 AOA096MJT6, F1LVKO 17,7 19236 1241200 1385500 2850100 5,18E+05 2,72E+06 1,39E+06  2,30E-06  5,77E-07
PIXnb2 D32Q57 13,6 10645 1319500 251940 2595000 3,25E+05 1,69E+06 1,32E+06  147E-06  6,18E-07
Sbi2 B5SDEJ9 30,8 168,04 1297400 835060 6934700 6,46E+05 9,05E+06 1,30E+06  4,25E-06  3,27E-06
Arfgef3 D3ZF86 19,9 125,55 525000 1237500 2423200 4,26E+05 5,33E+06 1,24E+06  2,49E-06 1,80E-06
Hnmpr Q566E4 20,9 152,37 1214800 393500 24161000 1,15E+05 1,85E+07 121E+06  872E-06 9,56E-06
Trio F1MO0Z1, AOALPOPBZ6 137 126,44 1995000 262990 1217100 9.26E+04 121E+06 121E+06  1,17E-06  838E-07
Hnrmp Q5D059, P61980, MORIK1 32,1 114,85 192130 1077700 37802000 1,16E+06 2,21E+07 116E+06  1,25E-05 1,31E-05
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Protein UP-NI. SQ [%] MQ-Wert  iBAQ1 iBAQ2 iBAQ3 iBAQ4 iBAQ5 Med.iBAQ MW rel.iBAQ SA rel.iBAQ
065399, OBS3A3, QBS3AA, F7FIUG,
065395, 065396, Q6S3AS, . )
Plec Q6SHRD, AOADGAKLIS, Pag7-3 27,3 202,82 1068500 244080 2011800 1,84E+05 4,63E+06 1,07E+06  1,86E-06 1,69E-06
P30427-2, P30427-4, P30427
Gpri58 AOAOAOMY13, DAAGLO 12,4 135,29 1051600 196110 10749000 9,47E+05 4,80E+06 1,05E406  3,82E-06 3,11E-06
Rims1 Q9JIR4-2, Q9JIRA 407 323,31 247130 771070 44757000 1,03E+06 1,94E+07 1,03E+06  1,29E-05 1,47E-05
Wdrg1 D4A929 24,5 115,86 52088 984490 3246300 272E+05 645E+06 9,84E+05  2,55E-06 2,46E-06
Tubgcpé D4A709 18,7 102,64 951510 587900 3120600 O.68E+05 7,50E+06 9.68E+05  3.27E-06 2,60E-06
Neurabin-1 035867 30,9 128,93 60185 0 16153000 9,16E+05 561E+06 9,16E+05  4,55E-06 5,08E-06
Farpl FI1LYQS 20,9 131,39 368450 374060 3648500 873E+05 4,54E+06 B873E+05  2,41E-06 1,65E-06
Rasal2 AOAOG2JTA7, DAAAY3 19,4 101,93 356690 211160 8232100 B8.46E+05 589E+06 846E+05  3,39E-06 2,84E-06
Hnrmpm PRV, FELAEDE) Qamhto, [l 32,2 139,33 841350 713460 21043000 555E+05 2,75E+07 8,41E+05  1,05E-05 1,18E-05
Mtmri2 Q5FVM6, Q5FVM6-2 24,7 107,86 113120 95087 826570 1,59E+06 8,80E+06 8,27E+05  3,13E-06 3,73E-06
AOAOG2JWAS, MOMMMO,
Macf1 AOA0G2JU82, AOAOG2KIT4, 17,2 190,4 651430 86633 2619800 878E+04 2,04E+06 6,51E+05  1,16E-06 9,11E-07
D3ZHV?2
”'Cht‘:hs:gl‘;ﬁ]”s'e”es AOA0G2IW65 41,5 116,91 0 0 3811800 5,61E+05 2,05E+06 561E+05  1,44E-06 1,27E-06
Cnotl G3V7IMO 22,6 184,9 547E+05 3,92E405 7,11E+06 4,30E+05 916E+06 547E+05  3,79E-06 3,72E-06
Safb MORBFO, AOA0G2JZ10, 088453, 23,3 109,23  536E+05 0,00E+00 1,21E+07 0,00E+00 5.84E+06 536E+05  3,47E-06 4,14E-06
AOAOG2JWO7
Ank1 D32970 23 10317  1,00E+05 3,39E+04 0,37E+06 4,66E+05 4,20E+06 4,66E+05  2,84E-06 3,03E-06
Rbiccl D3ZHK4 26,9 14288  2,35E+04 2,77E+05 6,52E+06 4,13E405 587E+06 4,13E+05  2,77E-06 2,68E-06
Shank1 QR B ng%& R £ 13,7 120,19  6,77E+04 2.21E+05 9,69E+06 3,27E+05 3,13E+06 3,27E+05  2,64E-06 3,01E-06
Ralgapb P86410 38,8 111,64  3,00E+05 0,00E+00 2,04E+06 0,00E+00 6,62E+05 3,00E405  5,71E-07 6,37E-07
LOC100911597:Myh9 G3V6P7, Q62812 31,8 180,19  2,07E+05 2,79E+05 4,45E+06 2,01E+04 2,43E+06 2,97E+05  1,49E-06 1,46E-06
Atp2b2 P11506-14, P11506 37.1 13142  0,00E+00 2,40E+05 1,39E+06 2,16E+05 7,08E+05 2,40E+05  6,21E-07 3,84E-07
Drgl Q5I0F0 46,9 13241  0,00E+00 6,63E+04 9.46E+06 2,32E+05 8,50E+06 2,32E+05  3,64E-06 4,15E-06
Myosin-4 AOAOG2K484, F1LMUO, Q29RW1 26,3 18021  1,06E+06 0,00E+00 1,33E+05 2,34E+07 2,14E+05 2,14E+05  1,48E-05 2,86E-05
Ccdc88a D3ZYD7 12,9 122,38 0,00E+00 1,56E+04 2,92E+06 1,39E+05 1,54E+06 1,39E+05  9,25E-07 9,88E-07
Reticulon MORG08 45 1205 6.87E+05 000E+00 1,19E+08 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  2,03E-05 4,01E-05




| 185

8.3.2 Proteininteraktionen synaptischer Vesikel.

Tabelle A. 2: Proteininteraktionen unbehandelter synaptischer Vesikel.
Die Proteinnamen (Protein 1/Protein 2), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr. 1/ UP-Nr. 2), die Position der Quervernetzungen in den Proteinen (QPos 1/ QPos 2), der Wert der
Datenbanksuchmaschine fur die identifizierte Quervernetzung (Wert), die Nummer der Replikate, in welcher die Quervernetzung identifiziert wurde (Repl.), die Anzahl an Spektren des quervernetzten

Peptidpaars (#Spektren) und die Sequenz der quervernetzten Peptide (Peptidsequenz 1/Peptidsequenz 2) ist gelistet. Innerhalb der Peptidsequenzen ist die quervernetzte Aminoséure hervorgehoben.

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos 1 QPos?2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
homomultimere Quervernetzung
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 52 52 3,45E-03 1,234 26 VNVDKVLERDQK VNVDKVLER
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 59 59 1,48E-02 1,234 26 DQKLSELDDR DQKLSELDDR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 116 116 6,12E-01 1 1 KTQHSTLSR KTQHSTLSR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 83 5,26E-07 1,2,3,4 122 LHQVYFDAPSCVKGGTTK LHQVYFDAPSCVKGGTTK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 186 186 3,80E-01 2 3 QTGNTCKELR QTGNTCKELR
Synaptophysin  Synaptophysin P07825 P07825 1 1 3,88E-01 3 1 MDVVNQLVAGGQFR MDVVNQLVAGGQFR
SV2A SV2A Q02563 Q02563 109 109 1,51E-01 2 1 AESGGKGER AESGGKGER
CSP CSP P60905 P60905 46 46 9,55E-04 1,34 10 YHPDKNPDNPEAADKFK YHPDKNPDNPEAADK
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 255 5,47E-03 2 2 KEMASGVNTR KEMASGVNTR
Aldoa Aldoa P05065 P05065 111 111 1,95E-10 1,2,3 7 VDKGVVPL(A;(E;EFC;ETTTQGLD VDKGVVPLAE;—ESETTTQGLDG
Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 113 113 9,39E-02 2 1 VTGTNKGISPVPINLR VTGTNKGISPVPINLR
GLNA GLNA P09606 P09606 201 291 5,96E-02 2 6 AYDPKGGLDNAR AYDPKGGLDNAR
GPM6A GPM6A Q812E9 Q812E9 257 257 7,56E-05 1 4 SKEEQELHDIHSTR SKEEQELHDIHSTR
GPM6A GPM6A Q812E9 Q812E9 190 190 1,14E-04 2 14 KICTVSENFLR KICTVSENFLR
GPM6A GPM6A Q812E9 Q812E9 257 255 1,16E-02 1 3 SKEEQELHDIHSTR YEDIKSK
Myosin-Va Myosin-Va AOAO$2K4Y AOA$§2K4 1232 1232 7,91E-06 2,3 7 ALSEKSAPEVTAPGAPAYR ALSEKSAPEVTAPGAPAYR
Myosin-Va Myosin-Va A0A0$2K4Y AOAS((;ZKA' 1277 1277 1,03E-01 2 2 SQLVSQKEAIQPK SQLVSQKEAIQPK
PFKAL PFKAL P30835 P30835 727 727 2,84E-02 1,3 4 KETDFEHR KETDFEHR
RS27A RS27A P62982 P62982 48 48 9,95E-02 2 2 LIFAGKQLEDGR LIFAGKQLEDGR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
intermolekulare Quervernetzungen
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1B P63045 P61265 52 116 7,12E-04 1,34 10 VNVDKVLER KTQHSTLSR
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1B P63045 P61265 59 116 4,87E-03 3 1 DQKLSELDDR KTQHSTLSR
Synaptobrevin-1 ~ Synaptobrevin-2 Q63666 P63045 85 52 1,73E-02 1 2 ADALQAGASVFESSAAKLK VNVDKVLER
Synaptobrevin-2  Synaptotagmin-1 P63045 P21707 52 107 1,92E-03 1,34 9 VNVDKVLER DVKDLGK
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 59 385 2,07E-07 1,234 18 DQKLSELDDR AKGHPER
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 83 385 6,36E-07 1,234 14 ADALQAGASQFETSAAKLK AKGHPER
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 385 591E-05 1,2,34 32 VNVDKVLER AKGHPER
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 59 485 9,53E-03 2,34 6 DQKLSELDDR TKVFPGER
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 109 7,10E-05 1,2 23 VNVDKVLER AESGGKGER
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 16 6,79E-03 1,4 6 VNVDKVLER GAKDIAK
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 32 1,98E-02 1,4 8 VNVDKVLER VVKGLDR
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 59 16 2,34E-01 1,4 3 DQKLSELDDR GAKDIAK
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 20 2,35E-02 1 2 VNVDKVLER DIAKEVK
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 83 16 3,93E-01 1 1 ADALQAGASQFETSAAKLK GAKDIAK
Synaptobrevin-2 SVv2B P63045 Q63564 52 328 1,68E-03 1,2,3 6 VNVDKVLER AKGTPEK
SV2A Synaptobrevin-2 Q02563 P63045 143 52 1,72E-04 1,234 23 KDREELAQQYETILR VNVDKVLER
SV2A Synaptobrevin-2 Q02563 P63045 143 59 5,46E-05 1,2,3 12 KDREELAQQYETILR DQKLSELDDR
SV2A Synaptobrevin-2 Q02563 P63045 375 52 1,52E-03 1 1 HDEAWMVLKQVHDTNMR VNVDKVLER
SV2A Synaptobrevin-2 Q02563 P63045 515 59 1,52E-02 2 2 GGQYFNDKFIGLR DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2  Synaptophysin P63045 P07825 59 186 1,33E-02 1,2,3 10 DQKLSELDDR QTGNTCKELR
Synaptobrevin-2  Synaptophysin P63045 P07825 59 17 3,04E-03 34 4 DQKLSELDDR VVKEPLGFVK
Synaptobrevin-2 Synaptophysin P63045 P07825 83 163 3,31E-04 1 1 ADALQAGASQFETSAAKLK GLSDVKMATDPENIIK
Synaptophysin  Synaptobrevin-2 P07825 P63045 83 59 4,31E-12 1,234 19 LHQVYFDAPSCVKGGTTK DQKLSELDDR
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 83 52 1,38E-05 1,2,34 19 LHQVYFDAPSCVKGGTTK VNVDKVLER
Synaptophysin  Synaptobrevin-2 P07825 P63045 83 83 1,48E-04 1,34 8 LHQVYFDAPSCVKGGTTK ADALQAGASQFETSAAKLK
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 17 52 1,31E-01 1,34 5 VVKEPLGFVK VNVDKVLER
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synaptophysin  Synaptobrevin-2 P07825 P63045 163 52 1,45E-02 24 4 GLSDVKMATDPENIIK VNVDKVLER
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 173 59 1,39E-01 1,2 2 MATDPENIIKEMPMCR DQKLSELDDR
Synaptophysin  Synaptobrevin-2 P07825 P63045 186 52 3,36E-01 2,3 5 QTGNTCKELR VNVDKVLER
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 163 59 1,26E-01 2 2 GLSDVKMATDPENIIK DQKLSELDDR
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 173 52 2,26E-01 1 1 MATDPENIIKEMPMCR VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 VGlul P63045 Q62634 52 25 3,75E-01 1,2 2 VNVDKVLER LLEKR
Synaptobrevin-2 VGlul P63045 Q62634 83 272 2,58E-02 3 1 ADALQAGASQFETSAAKLK KYIEDAIGESAK
Synaptobrevin-2 VGlu2 P63045 Q9JI12 52 34 4,71E-05 4 4 VNVDKVLER KQDNR

VGlu2 Synaptobrevin-2 Q9JI12 P63045 376 59 3,01E-01 3 1 SKQILSTTTVR DQKLSELDDR
Synaptogyrin-1 ~ Synaptobrevin-2 Q62876 P63045 136 59 2,38E-02 3 1 PKDNPLNEGTDAAR DQKLSELDDR
Synaptogyrin-1 ~ Synaptobrevin-2 Q62876 P63045 136 52 1,82E-01 1 1 PKDNPLNEGTDAAR VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 Scamp-1 P63045 P56603 59 97 2,34E-04 2 5 DQKLSELDDR KAAELDR
Synaptobrevin-2 Scamp-1 P63045 P56603 52 97 8,66E-04 2 6 VNVDKVLER KAAELDR
Synaptobrevin-2 Scamp-3 P63045 E9PTW1 59 112 1,70E-04 2 4 DQKLSELDDR KAEELDR
Synaptobrevin-2 Scamp-3 P63045 E9PTW1 52 112 7,36E-03 2 1 VNVDKVLER KAEELDR
Synaptobrevin-2 Scamp-3 P63045 E9PTW1 52 105 7,53E-03 2 1 VNVDKVLER KQEELNR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 52 50 4,43E-05 1,234 13 VNVDKVLER KFVNEVR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 52 70 7,70E-02 1,34 5 VNVDKVLER FVEKEIR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 59 50 8,66E-05 1,3 3 DQKLSELDDR KFVNEVR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 83 255 1,15E-02 1,2 3 ADALQAGASQFETSAAKLK KEMASGVNTR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 52 235 7,23E-02 3,4 4 VNVDKVLER KICEGFR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 59 70 2,07E-01 1,3 3 DQKLSELDDR FVEKEIR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 59 255 9,55E-06 2 25 DQKLSELDDR KEMASGVNTR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 59 288 2,05E-05 2 15 DQKLSELDDR VLQAAAKNIR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 83 50 1,79E-03 3 1 ADALQAGASQFETSAAKLK KFVNEVR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 83 235 1,17E-02 3 1 ADALQAGASQFETSAAKLK KICEGFR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-a P63045 P25286 52 296 1,53E-01 2 2 VNVDKVLER VWFIKVR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-d P63045 Q5M7T6 52 322 3,70E-01 3 1 VNVDKVLER LKEQECR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synaptobrevin-2 V-ATPase-E1 P63045 Q6PCU2 59 82 1,61E-01 14 6 DQKLSELDDR LKVLR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-G2 P63045 Q8R2HO 52 21 3,36E-03 2 2 VNVDKVLER AAEKVADAR

V-ATPase-a Synaptobrevin-2 P25286 P63045 255 52 1,13E-05 1,2 38 KEMASGVNTR VNVDKVLER
V-ATPase-a Synaptobrevin-2 P25286 P63045 288 52 8,06E-05 2,3 14 VLQAAAKNIR VNVDKVLER
V-ATPase-B2 Synaptobrevin-2 P62815 P63045 460 52 9,29E-02 3 1 FEKNFITQGPYENR VNVDKVLER
V-ATPase-E1 Synaptobrevin-2 Q6PCU2 P63045 191 52 1,87E-01 3 1 IKVSNTLESR VNVDKVLER
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 179 52 2,77E-03 1,4 8 SLKPDFVLIR VNVDKVLER
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 574 59 1,22E-01 1,2 2 QASISGPAPPKRVSGASPGGQQ DQKLSELDDR
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 574 52 3,87E-01 1,2 2 QASISGPAPPKRVSGASPGGQQ VNVDKVLER
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 591 52 4,96E-01 1,2 4 QGPPQKPPGPAGPIR VNVDKVLER
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 591 59 3,11E-01 1 1 QGPPQKPPGPAGPIR DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 Synapsin-1 P63045 P09951 59 179 1,76E-02 1,4 3 DQKLSELDDR SLKPDFVLIR
Synaptobrevin-2 Synapsin-1 P63045 P09951 52 173 2,09E-01 1 2 VNVDKVLER NGVKVVR
Synaptobrevin-2 Synapsin-1 P63045 P09951 52 134 3,26E-01 1 2 VNVDKVLER KIHGEIDIK
Rab3A Synaptobrevin-2 P63012 P63045 173 52 8,64E-02 1,4 4 DNINVKQTFER VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 Rab3A P63045 P63012 52 62 1,13E-02 1,2,4 7 VNVDKVLER VKTIYR
Synaptobrevin-2 Rab3A P63045 P63012 59 62 2,94E-02 2,4 S DQKLSELDDR VKTIYR
CSP Synaptobrevin-2 P60905 P63045 46 59 1,58E-02 1,34 6 YHPDKNPDNPEAADK DQKLSELDDR
CSP Synaptobrevin-2 P60905 P63045 46 52 7,85E-02 1,34 6 YHPDKNPDNPEAADK VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 AP2A1 P63045 D3zUY8 52 962 3,07E-03 1,2 3 VNVDKVLER TSKEPVSR
Synaptobrevin-2 AP2M1 P63045 P84092 52 59 1,67E-01 1 1 VNVDKVLER TSFFHVKR
AP2A1 Synaptobrevin-2 D3zUY8 P63045 117 52 1,14E-02 2,3 6 LINNAIKNDLASR VNVDKVLER
AP2A1 Synaptobrevin-2 D3zUY8 P63045 117 59 8,31E-02 2,3 4 LINNAIKNDLASR DQKLSELDDR
AP2S1 Synaptobrevin-2 P62744 P63045 45 52 1,20E-01 1,3 3 DAKHTNFVEFR VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 Arl8b P63045 Q66HA6 59 103 6,07E-03 2 4 DQKLSELDDR EKIEASR
Synaptobrevin-2 Arl8b P63045 Q66HAG6 52 103 8,36E-03 2 4 VNVDKVLER EKIEASR
Synaptobrevin-2 G3P P63045 P04797 52 2 2,60E-01 3 1 VNVDKVLER VKVGVNGFGR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synaptobrevin-2 PFKAP P63045 P47860 52 737 9,29E-02 3 1 VNVDKVLER KATDFEHR
RAC1 Synaptobrevin-2  QBRUV5 P63045 166 59 1,01E-02 3 1 GLKTVFDEAIR DQKLSELDDR
RAC1 Synaptobrevin-2  Q6RUV5 P63045 166 52 9,67E-02 3 1 GLKTVFDEAIR VNVDKVLER
RS27A Synaptobrevin-2  P62982 P63045 48 59 1,20E-02 2 1 LIFAGKQLEDGR DQKLSELDDR
RS27A Synaptobrevin-2  P62982 P63045 48 52 1,75E-02 2 2 LIFAGKQLEDGR VNVDKVLER
Atpla3 Synaptobrevin-2  P06687 P63045 27 52 8,30E-02 1 1 KEVAMTEHK VNVDKVLER
Cet7 Synaptobrevin-2  D4AC23 P63045 199 52 2,70E-01 3 1 KVQGGALEESR VNVDKVLER
G3P Synaptobrevin-2  P04797 P63045 261 52 3,19E-04 134 9 VVKQAAEGPLK VNVDKVLER
G3P Synaptobrevin-2  P04797 P63045 213 52 1,48E-01 1 1 GAAQNIIPASTGAAKAVGK VNVDKVLER
G3P Synaptobrevin-2  P04797 P63045 70 52 4,04E-01 3 1 LVINGKPITIFQER VNVDKVLER
TPRGL Synaptobrevin-2  ASWCF8 P63045 55 52 3,63E-01 3 1 VKEYFVFR VNVDKVLER
Syntaxin-1A sy”aptf;agmi”' P32851 AOAgEZKQ 46 244 6,76E-02 1 1 GFIDKIAENVEEVKR QTGVKR
Synaptogyrin-1 SV2A Q62876 Q02563 136 485  5,06E-01 2 1 PKDNPLNEGTDAAR TKVFPGER
Synaptogyrin-1 Synaptophysin Q62876 P07825 136 186 1,23E-01 1,2 4 PKDNPLNEGTDAAR QTGNTCKELR
Synaptophysin  Synaptogyrin-1 P07825 Q62876 83 136  2,69E-06 3,4 6 LHQVYFDAPSCVKGGTTK PKDNPLNEGTDAAR
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 83 485  629E-10 2,34 14 LHQVYFDAPSCVKGGTTK TKVFPGER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 83 385  1,91E-04 134 9 LHQVYFDAPSCVKGGTTK AKGHPER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 83 515  9,26E-10 23 3 LHQVYFDAPSCVKGGTTK GGQYFNDKFIGLR
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 17 385  9,86E-04 3.4 3 VVKEPLGFVK AKGHPER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 186 485  2,18E-02 2,3 6 QTGNTCKELR TKVFPGER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 83 143 1,61E-08 3 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK KDREELAQQYETILR
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 173 485  9,28E-02 2 1 MATDPENIIKEMPMCR TKVFPGER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 17 485  1,09E-01 3 1 VVKEPLGFVK TKVFPGER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 163 385  4,79E-01 1 1 GLSDVKMATDPENIIK AKGHPER
Synaptophysin Sv2B P07825 Q63564 83 341  538E-02 134 5 LHQVYFDAPSCVKGGTTK VFTVSHIKTPK
Synaptophysin Sv2B P07825 Q63564 83 333 3,14E-07 34 4 LHQVYFDAPSCVKGGTTK GTPEKVFTVSHIK
Synaptophysin  Synaptoporin P07825 P22831 83 64  651E-09 1,234 16 LHQVYFDAPSCVKGGTTK LHQVTFEVPTCEGKER
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synaptophysin  Synaptoporin P07825 P22831 83 143  568E-02 3 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK GLSDVKVATDPK
VGlul SV2A Q62634 Q02563 272 385  164E-02 3 1 KYIEDAIGESAK AKGHPER
SV2A Synapsin-1 Q02563 P09951 515 591  6,83E-01 1 1 GGQYFNDKFIGLR QGPPQKPPGPAGPIR
Synapsin-1 SV2A P09951 Q02563 179 385  193E-02 4 2 SLKPDFVLIR AKGHPER
Synapsin-1 SV2A P09951 Q02563 311 385  3,06E-01 1 1 TYATAEPFIDAKYDVR AKGHPER
Synapsin-1 SV2A P09951 Q02563 134 385  544E-01 1 1 KIHGEIDIK AKGHPER
Synaptophysin  Synapsin-1 P07825 P09951 83 591  157E02 1,4 3 LHQVYFDAPSCVKGGTTK QGPPQKPPGPAGPIR
Synaptophysin  Synapsin-1 P07825 P09951 163 591  4,27E-02 1 1 GLSDVKMATDPENIIK QGPPQKPPGPAGPIR
Synapsin-1  Synaptophysin  P09951  PO7825 574 163  275E-03 1 2 WRSIBERRRIRE SR GLSDVKMATDPENIIK
Synaptophysin CcsP P07825 P60905 83 46 596E-08 3.4 3 LHQVYFDAPSCVKGGTTK YHPDKNPDNPEAADK
Synaptophysin  V-ATPase-a P07825 P25286 186 50  1,21E-06 1,34 9 QTGNTCKELR KFVNEVR
Synaptophysin  V-ATPase-a P07825 P25286 83 50  531E-05 1,34 8 LHQVYFDAPSCVKGGTTK KFVNEVR
Synaptophysin  V-ATPase-a P07825 P25286 186 255  2,12E-0L 172 3 QTGNTCKELR KEMASGVNTR
Synaptophysin  V-ATPase-a P07825 P25286 163 50  814E-02 1 3 GLSDVKMATDPENIIK KFVNEVR
Synaptophysin  V-ATPase-a P07825 P25286 163 70  1,64E01 1 2 GLSDVKMATDPENIIK FVEKEIR
V-ATPase-a Scamp-1 P25286 P56603 255 97  146E-03 2 1 KEMASGVNTR KAAELDR
Synapsin-1 V-ATPase-a P09951 P25286 574 255  2,08E-01 1 2 WREIBERRRRE SRS KEMASGVNTR
V-ATPase-B2  V-ATPase-El P62815 ~ Q6PCU2 48 191  567E31 1234 29 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK IKVSNTLESR
V-ATPase-B2  V-ATPase-El P62815  Q6PCU2 81 191  1,02E-13 1,234 28 YAEIVHLTLPDGTKR IKVSNTLESR
V-ATPase-G2  V-ATPase-EL ~ Q8R2HO  Q6PCU2 37 52 145606 1,3 10 QAKEEAQMEVEQYR LKIMEYYEK
V-ATPase-B2  V-ATPase-El P62815  Q6PCU2 109 191  2,14E-04 3.4 4 KTSCEFTGDILR IKVSNTLESR
V-ATPase-B2  V-ATPase-D P62815  Q6P503 137 24  104E-01 1,3 3 VFNGSGKPIDR LKGAQTGR
V-ATPase-G2  V-ATPase-EL ~ Q8R2HO  Q6PCU2 58 62  390E-02 14 3 EQEFQSKS\?E%AAMT‘;SQGNLSA EKQIEQQK
V-ATPase-F V-ATPase-D P50408  Q6P503 110 49  2,48E-02 2 9 AKGMFTAEDLR QILKK
V-ATPase-A  V-ATPase-E1 D4A133  Q6PCU2 393 82  272E-02 2 2 VKCLGNPER LKVLR
V-ATPase-A V-ATPase-D D4A133  Q6P503 393 24  120E-01 3 1 VKCLGNPER LKGAQTGR
V-ATPase-A V-ATPase-D D4A133  Q6P503 467 24  366E-01 3 1 ALDEYYDKHFTEFVPLR LKGAQTGR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133 Q6PCU2 467 62 6,17E-03 3 1 ALDEYYDKHFTEFVPLR EKQIEQQK
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815 Q6PCU2 188 62 4,44E-03 3 1 GQKIPIFSAAGLPHNEIAAQICR EKQIEQQK
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 265 50 1,03E-02 3 1 ADDYEQVKNVADYYPEYK KFVNEVR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 288 235 2,14E-02 3 1 LLFEGAGSNPGDKTLEDR KICEGFR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 265 235 2,46E-02 3 1 ADDYEQVKNVADYYPEYK KICEGFR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 288 50 2,54E-02 3 1 LLFEGAGSNPGDKTLEDR KFVNEVR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 77 70 3,91E-02 1 1 EKMVVEFR FVEKEIR
V-ATPase-E1 V-ATPase-A Q6PCU2 D4A133 69 165 2,27E-02 1 1 KIQMSNLMNQAR HKIMLPPR
V-ATPase-G2 V-ATPase-al Q8R2HO P25286 21 70 2,21E-01 3 1 AAEKVADAR FVEKEIR
V-ATPase-G1 V-ATPase-al B2GUV5 P25286 21 50 4,80E-01 3 1 AAEKVSEAR KFVNEVR
V-ATPase-al PRR P25286 QB6AXS4 70 346 2,07E-01 2 4 FVEKEIR MTNQKIR
V-ATPase-d1 PRR Q5M7T6 QB6AXS4 239 346 1,36E-02 2 8 AKLFPHCGR MTNQKIR
Synaptophysin LSAMP P07825 Q62813 83 198 2,42E-02 3 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK YECKAANEVSSADVK

Synaptophysin TM163 P07825 A9CMA6 83 76 5,38E-03 3 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK LKPHEAQNYR
Rab39a Rab3A D3zzP2 P63012 63 62 2,15E-02 4 2 IKLQLWDTAGQER VKTIYR
AP2A2 AP2B1 Q66HM2 P62944 570 420 8,08E-03 2 4 SDSQLKNADVELQQR KYPNK
AP2M1 AP2A1 P84092 D3zUY8 59 26 2,94E-03 1,2 10 TSFFHVKR SKEAEIK
AP2S1 AP2B1 P62744 P62944 45 12 1,24E-05 2 3 DAKHTNFVEFR KGEIFELK
ARP2 Actr3b Q5M7U6 F1LYO09 46 245 9,25E-04 2 2 STTKVGNIEIK LKLSQELSGGR
Arpc4 ARPS5L B2RZ72 A1L108 44 69 8,01E-03 2 10 SSKELLLQPVTISR NSPINTKNQAVK
Psmc6 Psmc3 G3V6W6 Q6P6U2 86 128 3,13E-01 3 1 FIVKATNGPR CAVIKTSTR

intramolekulare Quervernetzung
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 59 553E-24 1,234 49 ADALQAGASQFETSAAKLK DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 52 4,42E-13 1,234 48 ADALQAGASQFETSAAKLK VNVDKVLER
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 59 52 566E-11 1,234 496 DQKLSELDDR VNVDKVLER
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 126 55 3,40E-07 2 15 KFVEVMSEYNATQSDYR IAENVEEVKR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P61265 46 88 1,04E-02 1,2,3 11 GFIDKIAENVEEVK TANKVR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P61265 12 117 3,43E-06 2 15 TAKDSDDDDDVTVTVDR KTQHSTLSR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 255 251 1,78E-08 1,2,3,4 24 AVKYQSK AVSDTKK
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 93 116 3,84E-05 1,2,34 15 LKAIEQSIEQEEGLNR KTQHSTLSR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 12 116 6,26E-11 1,2,3 27 SAKDSDDEEEVVHVDR KTQHSTLSR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 116 87 1,67E-04 1,3 8 KTQHSTLSR TANKVR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 139 55 6,22E-07 2 6 FVEVMTEYNATQSKYR KQHSAILAAPNPDEK
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 125 116 1,53E-04 1 3 KFVEVMTEYNATQSK KTQHSTLSR
Syntaxin-6 Syntaxin-6 Q63635 Q63635 77 89 2,62E-06 2 2 KFNLDATELSIR KAFITSTR

SN elng SYENI SO ey P61765 321 308  4,80E-07 2 12 MNTGEKTTMR SLKDFSSSK
protein-1 protein-1

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 96 2,62E-05 1,2,34 17 KAWGNNQDGVVASQPAR LKSSDAYK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 72 6,66E-03 1,2 6 KAWGNNQDGVVASQPAR DMKEAEK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 69 76 7,24E-03 1,2 2 IEEGMDQINKDMK EAEKNLTDLGK

Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 200 196 2,86E-10 1,234 38 KTLNPVFNEQFTFK FETKVHR
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 189 1,77E-05 1,234 19 DLQSAEKEEQEK VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 236 1,92E-05 1,234 25 DLQSAEKEEQEK FSKHDIIGEFK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 267 192 1,50E-04 1,234 28 DLQSAEKEEQEK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 133 141 1,63E-03 1,2,34 32 DQALKDDDAFE,TKGLTDGEEKEE EEEKLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 236 189 2,76E-09 1,34 24 FSKHDIIGEFK VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 189 192 2,19E-08 1,3,4 38 VFLLPDKK KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 192 2,75E-08 1,34 39 FSKHDIIGEFK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 114 107 5,51E-05 1,2,4 28 TMKDQALK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 200 192 1,87E-04 1,34 10 KTLNPVFENEQFTFK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 107 2,84E-03 1,34 12 NDAIGKVFVGYNSTGAELR DVKDLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 189 196 5,42E-03 1,34 18 VFLLPDKK FETKVHR
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 244 192 4,44E-12 1,4 7 HD”GEFKVP'\\AA'/\‘RTVDFGHVTEE KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 98 107 7,84E-05 1,4 11 GGKNAINMK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 107 5,03E-04 1,4 5 DLQSAEKEEQEK DVKDLGK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 297 9,73E-04 1,3 3 DLQSAEKEEQEK LTVVILEAKNLK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 190 192 2,32E-03 1,4 3 VFLLPDKKK KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 107 9,27E-03 34 5 FSKHDIIGEFK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 137 9,44E-03 1,4 9 DLQSAEKEEQEK EEPKEEEK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 313 369 5,96E-06 1 4 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK IGKNDAIGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 192 4,48E-04 1 1 NDAIGKVFVGYNSTGAELR KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 190 196 4,19E-02 1 1 VFLLPDKKK FETKVHR
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 297 192 4,34E-02 1 1 LTVVILEAKNLK KFETK
Synaptotagmin-2  Synaptotagmin-2 P29101 P29101 268 193 1,63E-03 1,4 6 DLQGGEKEEPEK KYETK
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 190 193 1,03E-05 1,3,4 11 VFLLPDKK KYETK

SV2A SV2A Q02563 Q02563 515 485 3,01E-08 1,234 33 GGQYFNDKFIGLR TKVFPGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 485 385 5,51E-06 1,34 11 TKVFPGER AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 109 4,52E-04 1,2,4 34 KDREELAQQYETILR AESGGKGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 385 9,60E-04 1,34 14 KDREELAQQYETILR AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 375 385 7,71E-09 1,4 14 HDEAWMVLKQVHDTNMR AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 385 16 6,48E-06 1,4 11 AKGHPER GAKDIAK
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 515 1,29E-12 3 1 KDREELAQQYETILR GGQYFNDKFIGLR
SV2A SV2A Q02563 Q02563 398 485  415E-05 3 1 VFSVTH'KT'TWYEQDFEL'E'QSDTG TKVEPGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 109 385 1,30E-04 1 10 AESGGKGER AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 32 16 5,41E-03 1 3 VVKGLDR GAKDIAK
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 16 2,11E-02 1 1 KDREELAQQYETILR GAKDIAK
SV2B SV2B Q63564 Q63564 341 328 2,22E-04 1,34 21 VFTVSHIKTPK AKGTPEK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 163 2,05E-20 1,234 12 LHQVYFDAPSCVKGGTTK GLSDVKMATDPENIIK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 186 554E-09 1,2,34 38 LHQVYFDAPSCVKGGTTK QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 163 186 2,63E-05 1,234 34 GLSDVKMATDPENIIK QTGNTCKELR
Synaptophysin  Synaptophysin P07825 P07825 83 17 3,17E-23 1,34 22 LHQVYFDAPSCVKGGTTK VVKEPLGFVK
Synaptophysin  Synaptophysin P07825 P07825 186 17 1,91E-03 1,34 13 QTGNTCKELR VVKEPLGFVK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 173 186 2,30E-03 1,2,4 32 MATDPENIIKEMPMCR QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 163 17 1,21E-09 1,4 4 GLSDVKMATDPENIIK VVKEPLGFVK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 173 2,00E-04 1,2 5 LHQVYFDAPSCVKGGTTK MATDPENIIKEMPMCR

VGlu2 VGlu2 Q9JI12 Q9Ji12 22 34 8,96E-09 1,2,34 20 NFAGKSLGQIYR KQDNR
VGlu2 VGlu2 Q9JI12 Q9JI12 13 34 7,84E-07 1,4 7 ILAPGKEGIK KQDNR
VGlu2 VGlu2 Q9JI12 Q9JI12 17 34 1,32E-06 1,4 3 EGIKNFAGK KQDNR

Scamp-1 Scamp-1 P56603 P56603 89 97 1,59E-06 1,2,3,4 22 EHALAQAELLKR KAAELDR

Scamp-3 Scamp-3 E9PTW1 E9PTW1 105 112 1,17E-14 1,234 84 KQEELNR KAEELDR

Scamp-3 Scamp-3 E9PTW1 E9PTW1 105 77 5,54E-06 1,4 9 KQEELNR KLSPAEPK

Scamp-3 Scamp-3 E9PTW1 E9PTW1 104 112 2,35E-03 1,4 3 NYGSYSTQATAAAATAELLKK KAEELDR

Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 173 3,36E-06 1,234 36 SLKPDFVLIR NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 134 131 8,57E-05 1,234 43 KIHGEIDIK YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 PO9951 574 591  819E-07 124 74 WRSIBERRRIRE SR QGPPQKPPGPAGPIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 134 173 2,69E-05 1,34 20 KIHGEIDIK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 128 173 1,97E-10 1,4 9 VLLVIDEPHTDWAKYFK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 134 4,91E-09 1,4 10 SLKPDFVLIR KIHGEIDIK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 311 318 7,99E-05 1,4 21 TYATAEPFIDAKYDVR VQKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 632 574 1,28E-04 1,4 2 PTKPQLGAGQPKPPﬁPQgL\’/\lPKPP”AAA QASISGPAPPKVSGASPGGQQR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 131 5,14E-04 1,4 13 SLKPDFVLIR YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 318 6,11E-04 1,4 5 SLKPDFVLIR VQKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 318 173 7,65E-04 1,4 7 VQKIGQNYK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 574 173 3,84E-03 1,2 3 QASISGPAPPKF:/SGASPGGQQ NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 574 179 4,34E-03 1,2 4 QASISGPAPPKRYSGASPGGQQ SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 238 173 6,88E-07 1 2 KLGTEEFPLIDQTFYPNHK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 238 318 1,14E-05 1 2 KLGTEEFPLIDQTFYPNHK VQKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 281 318 4,15E-05 1 2 VKVDNQHDFQDIASVVALTK VQKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 318 134 1,19E-04 1 4 VQKIGQNYK KIHGEIDIK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 PO9951 311 279  1,79E-03 1 1 TYATAEPFIDAKYDVR MGHAHSGMGKVK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 311 324  4,00E-02 1 1 TYATAEPFIDAKYDVR IGQNYKAYMR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 PO9951 574 131  402E-02 1 1 QASISGPAPPKVSGASPGEQQ YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 PO9951 336 173  1,18E-01 1 2 VBRI EEA NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 336 131  2,60E-01 1 2 TSVSGNWKTIT SSAMLEQIAM YFKGK

csP csP P60905 P60905 58 46 241E-25 134 9 FKEINNAHAILTDATK YHPDKNPDNPEAADK
csP CcsP P60905 P60905 56 41 139E-09 1734 30 NPDNPEAADKFK LALKYHPDK
csP csP P60905 P60905 46 32 598E-03 1734 24 YHPDKNPDNPEAADK NATSDDIKK
csP CcsP P60905 P60905 58 2 718602 13 3 FKEINNAHAILTDATK NATSDDIKK
csP csP P60905 P60905 41 58  896E-05 3 1 LALKYHPDKNPDNPEAADK FKEINNAHAILTDATK
Rab1A Rab1A Q6NYB7  QBNYB7 125 132  4,88E-05 12,4 13 LLVGNKCDLTTK KVVDYTTAK
Rab1B Rab1B P10536 P10536 122 129  1,75E-05 1,34 16 LLVGNKSDLTTK KVVDNTTAK
Rab35 Rab35 Q5U316  Q5U316 121 128 1,90E-06 123 11 ILVGNKNDDPER KVVETEDAYK
Rab3A Rab3A P63012 P63012 173 62  1,03E-04 124 18 DNINVKQTFER VKTIYR
Rab3A Rab3A P63012 P63012 12 62  218E-04 1,24 8 YGQKESSDQNFDYMFK VKTIYR
Rab3A Rab3A P63012 P63012 72 62  3,06E-03 12 2 IKLQIWDTAGQER VKTIYR
Rab3A Rab3A P63012 P63012 72 173  7,35E-05 4 2 IKLQIWDTAGQER DNINVKQTFER
Rab14 Rab14 P61107 P63012 193 61  1,70E-08 1,34 11 'YQN'QD%E';\%'EQNC{‘*&ESGVQHK IKLQIWDTAGQER
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133  D4A133 596 587  1,13E-07 1,2,3.4 25 DGEAKIK FKDPVK
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133  D4A133 139 165  2,82E-04 1,24 49 WEFIPSKNLR HKIMLPPR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133  D4A133 220 393  6,09E-24 3.4 5 QVRPVTEKLPANHPLLTGQR VKCLGNPER
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133  D4AL133 220 467  121E-28 3 1 QVRPVTEKLPANHPLLTGQR ALDEYYDKHFTEFVPLR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133  D4A133 498 516  178E-28 3 1 FILQEEEDLAEIVOLVGKASLAE LIKDDFLQQONGYTPYDR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133  D4A133 467 393  2,30E-17 23 7 ALDEYYDKHFTEFVPLR VKCLGNPER
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133  D4A133 498 513  201E-20 3 1 FILQEEEDLAENQLVGKASLAE ITLEVAKLIK
V-ATPase-al  V-ATPase-al P25286 P25286 74 70 207E-17 1234 194 KANIPIMDTGENPEVPFPR FVEKEIR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 109 70 1,36E-16 1,2,3,4 81 IENELKEINTNQEALKR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 70 3,46E-06 1,2,3,4 16 KEMASGVNTR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 288 296 1,01E-04 1,234 35 VLQAAAKNIR VWFIKVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 70 5,43E-04 1,234 15 EINTNQEALKR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 288 70 3,89E-03 1,234 20 VLQAAAKNIR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 74 109 8,78E-21 1,3,4 8 KANIPIMDTGENPEVPFPR IENELKEINTNQEALK
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 74 119 3,75E-11 1,2,3 15 KANIPIMDTGENPEVPFPR EINTNQEALKR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 235 1,97E-06 1,3,4 11 KEMASGVNTR KICEGFR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 50 8,52E-06 1,34 10 EINTNQEALKR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 235 50 3,65E-05 1,3,4 8 KICEGFR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 70 50 6,31E-05 1,34 9 FVEKEIR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 255 7,26E-05 1,2,4 11 EINTNQEALKR KEMASGVNTR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 109 50 6,76E-04 1,3,4 7 IENELKEINTNQEALK KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 288 50 4,48E-03 1,34 8 VLQAAAKNIR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 50 4,70E-07 1,4 5 KEMASGVNTR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 288 3,76E-06 1,4 3 KEMASGVNTR VLQAAAKNIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 74 255 3,83E-06 1,2 5 KANIPIMDTGENPEVPFPR KEMASGVNTR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 109 288 2,33E-03 3,4 6 IENELKEINTNQEALK VLQAAAKNIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 369 50 4,07E-16 3 1 TNKFTHGFQNIVDAYGIGTYR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 109 255 4,09E-03 1 1 IENELKEINTNQEALK KEMASGVNTR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 81 109 2,83E-25 1,234 21 YAEIVHLTLPDGTKR KTSCEFTGDILR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 81 137 5,86E-10 1,2,3/4 33 YAEIVHLTLPDGTKR VFNGSGKPIDR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 109 2,09E-52 2,34 21 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK KTSCEFTGDILR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 81 2,71E-15 3,4 8 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK YAEIVHLTLPDGTKR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 108 5,22E-19 3 1 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK AVVQVFEGTSGIDAKK
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 109 137 1,21E-01 3 1 KTSCEFTGDILR VFENGSGKPIDR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 156 245 4,15E-07 1,2,3,4 11 KNAGSLLTR ENKFIVR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI16 147 156 7,25E-06 1,2,3,4 17 ASAYNNLKGNLQNLER KNAGSLLTR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 245 232 1,37E-05 1,234 11 ENKFIVR KAVDDFR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI16 156 171 1,15E-04 1,34 5 KNAGSLLTR SLAEIVKK
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 156 4,67E-08 1,2 70 ADKEEMNR KNAGSLLTR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI16 156 232 3,24E-05 3,4 3 KNAGSLLTR KAVDDFR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 245 8,65E-04 1,4 3 ADKEEMNR ENKFIVR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 156 274 8,92E-04 3 1 KNAGSLLTR KQFGPLVR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 171 1,12E-07 2 68 ADKEEMNR SLAEIVKK
V-ATPase-D V-ATPase-D Q6P503 Q6P503 20 24 1,34E-05 1,234 89 MAQTIMKAR LKGAQTGR
V-ATPase-D V-ATPase-D Q6P503 Q6P503 36 24 4,28E-05 1,34 9 KSDALTLR LKGAQTGR
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 288 300 3,50E-21 1,234 67 LLFEGAGSNPGDKTLEDR FFEHEVKLNK
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 265 288 6,50E-21 1,234 17 ADDYEQVKNVADYYPEYK LLFEGAGSNPGDKTLEDR
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 24 300 1,86E-33 3,4 4 GLKAGVLSQ%DL\}QLNLVQCETLE FFEHEVKLNK
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 187 239 8,62E-06 2,3 8 NTLYKAYLESFYK AKLFPHCGR
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 99 107 5,30E-11 1,34 34 ARDDLITDLLNEAKQR VVKDTTR
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 69 62 4,43E-06 1,2,4 20 KIQMSNLMNQAR EKQIEQQK
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 59 62 2,31E-05 1,4 11 IMEYYEKK EKQIEQQK
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 138 107 6,27E-03 34 4 KQDFPLVK VVKDTTR
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 145 156 4,85E-05 1 9 KQDFPLVKAAVQK AIPMYKIATK
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 69 60 3,23E-03 1 2 KIQMSNLMNQAR KEKQIEQQK
V-ATPase-F V-ATPase-F P50408 P50408 102 110 1,23E-07 1,2,3,4 35 EHPYDAAKDSILR AKGMFTAEDLR
V-ATPase-F V-ATPase-F P50408 P50408 94 110 4,92E-05 1,4 3 SIPAVLEIPSKEHPYDAAK AKGMFTAEDLR

AP2A1 AP2A1 D3zUY8 D3zUY8 35 31 6,41E-05 1,2,34 61 INKELANIR EAEIKR
AP2A1 AP2A1 D3zUY8 D3zUY8 35 48 2,84E-05 1,3 4 INKELANIR GDKALDGYSK
AP2A1 AP2A1 D3zUY8 D3zUY8 299 296 8,44E-05 1 7 KVQHSNAK AQEPPKSK
AP2A1 AP2A1 D3zUY8 D3zUY8 177 217 2,17E-02 1 2 LYKASPDLVPMGEWTAR KNPDDFK
AP2A1 AP2A1 D3zUY8 D3zUY8 856 962 1,28E-01 1 1 YGGTAQSLTLKLPVTINK TSKEPVSR
AP2A2 AP2A2 Q66HM2 Q66HM2 858 924 2,32E-02 1 1 AKHPMDTEITK TSKDTVSQR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
AP2B1 AP2B1 P62944 P62944 117 139 3,12E-03 3,4 3 VDKITEYLCEPLR KTAAVCVAK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 405 256 2,31E-07 1,234 19 YLKVFEPK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 410 167 8,42E-07 1,234 63 VFEPKLNYSDHDVIK EGIKYR
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 256 224 1,80E-06 1,2,3,4 25 LSKFDSER IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 227 256 1,28E-04 1,234 14 QGKGTADETSK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 256 1,08E-03 1,234 15 TTKDIILPFR LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 235 256 4,78E-06 1,34 10 GTADETSKSGK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 235 224 6,95E-06 1,34 8 GTADETSKSGK IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 227 2,27E-05 1,34 11 SGKQSIAIDDCTFHQCVR QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 420 405 4,03E-05 1,3,4 10 LNYSDHDVIKWVR YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 224 2,21E-04 1,2,3 10 TTKDIILPFR IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 227 1,23E-03 1,34 TTKDIILPFR QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 281 3,72E-30 3,4 4 SGKQSIAIDDCTFHQCVR TTKDIILPFR
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 59 256 1,40E-07 2,3 21 TSFFHVKR LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 405 1,69E-07 3,4 5 SGKQSIAIDDCTFHQCVR YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 235 405 7,85E-05 1,3 5 GTADETSKSGK YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 256 8,47E-04 3,4 5 SGKQSIAIDDCTFHQCVR LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 312 281 1,00E-03 3,4 3 SNFKPSLLAQK TTKDIILPFR
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 219 227 2,74E-03 1,4 3 FGMNDKIVIEK QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 219 312 4,29E-02 1,2 2 FGMNDKIVIEK SNFKPSLLAQK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 59 1,96E-07 2 19 TTKDIILPFR TSFFHVKR
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 219 256 1,65E-05 1 3 FGMNDKIVIEK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 312 227 4,70E-04 1 1 SNFKPSLLAQK QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 213 405 2,30E-03 1 3 SYLSGMPECKFGMNDK YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 405 3,32E-03 3 1 TTKDIILPFR YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 400 312 6,68E-03 4 1 WARPPISMNFEVPFAPSGLKV SNFKPSLLAQK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 410 256 7,15E-03 3 1 VFEPKLNYSDHDVIK LSKFDSER
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
AP2S1 AP2S1 P62744 P62744 45 56 6,25E-05 1,2,3,4 16 DAKHTNFVEFR NFKIIYR
AP2S1 AP2S1 P62744 P62744 30 56 2,23E-06 1 2 QKLIEEVHAVVTVR NFKIIYR
Arpc4 Arpc4 B2RZ72 B2RZ72 77 58 2,08E-04 2 12 VSIAVKQADEIEK NEKEK
Atpla3 Atpla3 P06687 P06687 595 344 2,54E-05 2,3 13 AAVPDAVGKCR KNCLVK
Atplbl Atplbl P07340 P07340 14 7 3,11E-07 1,34 6 KFIWNSEK AKEEGSWK
Atplbl Atplbl P07340 P07340 14 22 4,61E-06 3,4 5 KFIWNSEK KEFLGR
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 319 393 5,00E-28 3 1 DGEKIIYQAASPDEGALVR LYCKGADTVIYER
Bcap31 Bcap31 Q6AY58 Q6AY58 191 184 7,51E-03 3 1 LKDELASTK ILKTDLK
Cct6a Cct6a Q3MHS9 Q3MHS9 265 273 9,53E-13 3,4 5 KFIEDR KIVELK

Cct7 Cct7 D4AC23 D4AC23 277 250 1,90E-25 3 1 VHTVEDYQAI;EAEWNILYDKL AEKDNAEIR
Cct7 Cct7 D4AC23 D4AC23 199 250 5,32E-03 3 1 KVQGGALEESR AEKDNAEIR
CD9 CD9 P40241 P40241 129 133 8,21E-05 1,2,3 12 DTYQKLR NKDEPQR
CN37 CN37 P13233 P13233 203 196 1,36E-07 1,34 12 KAGQVFLEELGNHK KSSETLR
Contactin-1 Contactin-1 Q63198 Q63198 785 758 1,67E-08 1 7 YVHKDETMTPSTAFQVKVK KVTVTNPDTGR
Contactin-1 Contactin-1 Q63198 Q63198 758 787 2,21E-04 1 3 KVTVTNPDTGR VKAFNNK
Cyfip2 Cyfip2 D3ZX82 D3ZX82 392 377 4,89E-12 3 1 LEAKYAPLHLVPLIER VYIKEGER
DYHC1 DYHC1 P38650 P38650 3469 3223 2,14E-04 1,34 5 ADLAAVEAKVNR IKSQELEVK

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 257 246 1,05E-07 1,2 6 KFFLSHPSYR KDITAALAAER

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 414 421 2,12E-04 1,3 3 TGLFTPDLAFEATVKK LKEPSIK

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 562 598 2,28E-06 1 7 KYMLSVDNLK NVYKDYR

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 223 191 1,07E-05 2 3 DVLENKLLPLR IAKEVDPQGQR

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 206 191 1,91E-03 1 1 TIGVITKLDLMDEGTDAR IAKEVDPQGQR

Endophilin-B2 Endophilin-B2 Q5PPJ9 Q5PPJ9 173 180 3,63E-05 3,4 8 LDLDACKAR AKAAEAK
G3P G3P P04797 P04797 261 257 6,14E-07 1,234 52 VVKQAAEGPLK YDDIKK
G3P G3P P04797 P04797 257 249 3,35E-06 1,2,34 28 YDDIKK LEKPAK
G3P G3P P04797 P04797 70 59 1,06E-02 1,34 6 LVINGKPITIFQER FNGTVKAENGK
G3P G3P P04797 P04797 59 3 4,38E-02 3 1 FNGTVKAENGK VKVGVNGFGR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
G3P G3P P04797 P04797 213 249  4,64E-02 1 1 GAAQNIIPASTGAAKAVGK LEKPAK
GLNA GLNA P09606 P09606 372 107  2,73E-08 1,2,3.4 45 TCLLNETGDEPFQYKN KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 103 107  6,86E-08 1,2,3.4 21 LVFCEVFKYNR KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 291 107  2,41E-07 1,2,3.4 35 AYDPKGGLDNAR KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 291 334  B61E-06 1,2,3.4 15 AYDPKGGLDNAR KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 291 333  1,26E-03 1,2,34 32 AYDPKGGLDNAR IVGQEKK
GLNA GLNA P09606 P09606 107 334  1,16E-08 13,4 18 KPAETNLR KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 291  2,61E-04 1,23 11 TCLLNETGDEPFQYKN AYDPKGGLDNAR
GLNA GLNA P09606 PO9606 372 334  3,18E-04 134 9 TCLLNETGDEPFQYKN KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 118  3,32E-05 2 20 TCLLNETGDEPFQYKN HSCKR
Glud1 Glud1 P10860 P10860 415 390  1,78E-03 2 4 IIAEGANGPTTPEADKIFLER QLTKSNAPR
GNAO GNAO P59215 P59215 24 17 7,72E-05 1,234 15 NLKEDGISAAK SKAIEK
GPM6A GPM6A Q812E9  Q812E9 257 250  1,56E-09 12,34 53 SKEEQELHDIHSTR MQKYEDIK
HSP7C HSP7C P63018 P63018 531 535  7,15E-05 2,4 3 AEDEKQR DKVSSK
Hacd3 Hacd3 D4ABI7 D4ABI7 113 130  520E-06 1,2,3.4 22 AKEEER LNKLR
ITPR1 ITPR1 P20994-5  P29994-5 77 70 13403 13 3 AAKPGANSTTDAVLLNK YSAQKQFWK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 344 347  307E-03 1,234 18 ESSESTNTTIEDEDTKVR KQEIIK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 56 47 164E-03 1734 9 DHQKLER IINTKK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 68 56  587E-03 173 5 LLKHPNIVR DHQKLER
KCRU KCRU P25809 P25809 332 403  6,22E-04 134 7 AGVHVKLPLLSK LEKGQDIR
KCRU KCRU P25809 P25809 332 276  6,83E-02 1 1 AGVHVKLPLLSK VISMEKGGNMK
KPCB KPCB P68403-2  P68403-2 309 304  1,00E-02 1,2 5 AKIGQGTK QKFER
KPCB KPCB P68403-2  P68403-2 320 309  987E-04 1 3 APEEKTANTISK AKIGQGTK
MBP MBP P02688 P02688 166 159  3,35E-03 13,4 14 GFKGAYDAQGTLSK ASDYKSAHK
Myosin-Va Myosin-Va AOAOC;ZK“Y AOA?((?;ZK"' 994 997  46T7E-07 234 13 VLSLOEEIAKLR KDLEQTR
Myosin-Va Myosinva ~ AOAOSZKAY AOAOGZKA 507 1216 2s5E01 3 1 GAELEYESLKR QELESENKK
Neurotrimin Neurotrimin G3V964  G3V964 210 242  243E-05 134 8 EIEUREOSBULO T A S GVKVENR

AEFQWFK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 198 202 1,84E-07 1,2,34 24 AENSSLNLIGKAK TKENR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 293 304 5,08E-07 1,34 5 VVNGPEILNKYVGESEANIR KLFADAEEEQR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 283 275 3,32E-03 14 5 EPKVVNGPEILNK QIGKMLNAR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 469 458 1,31E-02 1 2 VEVDMEKAESLQVTR HIKASTK

PFKAP PFKAP P47860 P47860 730 737 2,43E-13 1,234 29 DLLFKPVAELR KATDFEHR
Pfkm Pfkm Q52KS1 Q52KS1 372 365 1,84E-04 1,24 5 FDEAIKLR AMDEKR
PGRC1 PGRC1 P70580 P70580 105 102 4,84E-03 2,3 3 KFYGPEGPYGVFAGR VFDVTKGR
PTN9 PTN9 Q64172 Q64172 81 74 4,99E-04 1,3,4 7 LKPHEEPLR KEGIVK

RAC1 RAC1 Q6RUV5 Q6RUV5 116 96 7,98E-02 3 1 HHCPNTPIILVGTKLDLR AKWYPEVR
RALA RALA P63322 P63322 159 134 1,92E-02 2,34 15 ADQWNVNYVETSAKTR SDLEDKR
Rasall Rasall D3ZHY9 D3ZHY9 576 574 6,22E-07 1,234 25 KEEPASLATR EGFLLKR
Rasall Rasall D3ZHY9 D3ZHY9 604 576 7,94E-06 2 7 DLSYSKTPEWQVHSSIPLSCIR KEEPASLATR
REEPS REEPS B2Rz37 B2RZ37 157 164 1,53E-03 3 1 HESQVDSVVKDVK AKETADAISK
Reticulon-3 Reticulon-3 Q6RJR6 Q6RJIR6 906 921 1,50E-04 3 1 YKTQIDHYVGIAR DQTKSIVEK
Reticulon-3 Reticulon-3 Q6RJIR6 Q6RJIR6 921 930 9,27E-04 3 1 DQTKSIVEK IQAKLPGIAK
RS27A RS27A P62982 P62982 33 48 2,30E-04 2 2 IQDKEGIPPDQQR LIFAGKQLEDGR
S6A17 S6A17 P31662 P31662 679 662 5,54E-11 2 25 FILSKVPSEAPSPMPTHR MMKDISNLEENDETR
Sbfl Sbfl MORAP5 MORAP5 1146 1203 3,60E-07 2 1 AKSEPFR SKAVLLR
Synaptojanin-1  Synaptojanin-1 Q62910 Q62910 1159 1166  9,73E-06 2 8 EMEAPKSPGTAR KDNIGR
Synaptojanin-1 Synaptojanin-1 Q62910 Q62910 659 710 1,67E-03 2 S DVAVDTVKTGMGGATGNK KLSFPMGR
Synaptojanin-1  Synaptojanin-1 Q62910 Q62910 1137 1166  4,93E-03 2 5 KEFGGVGAPPSPGVTR KDNIGR
Synaptojanin-1 Synaptojanin-1 Q62910 Q62910 1137 1159 5,73E-03 2 6 KEFGGVGAPPSPGVTR EMEAPKSPGTAR
TCPD TCPD Q7TPB1 Q7TPB1 21 29 2,86E-06 1,2,4 21 GKGAYQDR DKPAQIR
TCPD TCPD Q7TPB1 Q7TPB1 42 29 1,24E-04 2,4 4 FSNISAAKAVADAIR DKPAQIR
TCPD TCPD Q7TPB1 Q7TPB1 21 2 1,54E-06 2 5 GKGAYQDR PENVASR
Tppp Tppp D3zQL7 D3zQL7 155 176 1,23E-01 1 5 APVISGVTKAVSSPTVSR FTGSHKER

Trappcl0 Trappcl0 FIMAQ4 FIMAQ4 157 149 1,88E-06 2 5 NDFCNKQSDR TSIVDKIR

VAPA VAPA Q97270 Q97270 125 52 6,87E-02 1 5 EAKPDELMDSKLR VKTTAPR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos 2 Wert Repl.  #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
VAPB VAPB Q97260 Q97269 118 45  1,28E-01 1 3 EAKPEDLMDSKLR VKTTAPR
AAK1 AAK1 POCIX8  POCIX8 178 169  1,75E-16 1,3 4 DLKVENILLHDR LHQCKTPIIHR
ACLY ACLY P16638 P16638 1076 1079  556E-03 12,4 5 SMGFIGHYLDQKR LKQGLYR
ACLY ACLY P16638 P16638 779 731  7,4E-04 2 4 NQALKEAGVFVPR GIKEGR
Actin Actin P63259 P63259 315 328  2,97E-03 1 2 MQKEITALAPSTMK IKIIAPPER
Actin Actin P63259 P63259 201 328  1,15E-02 1 1 KDLYANTVLSGGTTMYPGIADR IKIIAPPER
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 208 13 347E-34 134 23 CQYVTEKVLAAVYK PHPYPALTPEQKK
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 312 318  9,80E-05 1,34 12 ALQASALKAWGGK KENLK
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 147 108  4,32E-04 134 6 DGADFAKWR GGVVGIKVDK
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 99 147 165602 134 5 ADDGRPFPQVIKSK DGADFAKWR
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 28 147  478E-04 34 4 IVAPGKGILAADESTGSIAK DGADFAKWR
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 28 101 271E03 34 3 IVAPGKGILAADESTGSIAK SKGGWGIK
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 111 28 270E-25 3 1 VDKGVVPLASTRGETTTQGLD  yAPGKGILAADESTGSIAK
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 42 312  430E09 2 14 GILAADESTGSIAKR ALQASALKAWGGK
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 99 140  7,23E-08 2 59 ADDGRPFPQVIKSK KDGADFAK
Aldoa Aldoa P05065 PO5065 28 322  943E-05 3 1 IVAPGKGILAADESTGSIAK ENLKAAQEEYIK

Annexin Annexin Q6IMZ3  Q6IMZ3 224 354  7,16E-04 2 12 TTGKPIEASIR VELKGTVR
VIAAT VIAAT 035458 035458 206 304  10lE-04 1734 8 DWAWEKVK FYIDVKK
VIAAT VIAAT 035458 035458 8 23 2,70E-06 14 9 SKLTNVATSVSNK SQAKVSGMFAR
VTILA VTILA QoJI51 QoJI51 78 80  564E-04 12 7 SYKQEMGK LETDFKR
Wdfy1 Wdfy1 AOADGZK3L  AOAOGZ2K3 a5, 316 120F.06 2 3 VCDSCYDSIKDEDR KCGQAVCGK

8

L8
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8.3.3 Abstande der quervernetzten Aminoséauren innerhalb der V-ATPase.

Tabelle A. 3: Ca-Ca-Absténde der identifizierten Quervernetzungen innerhalb des V-ATPase-Komplexes.

Die Proteinnamen (Protein 1/Protein 2), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr. 1/ UP-Nr. 2), die Position der Quervernetzungen in den Proteinen (QPos 1/ QPos 2), der Abstand der

Ca-Atome innerhalb der Struktur des V-ATPase-Komplexes [A] (Ca-Ca Abstand [A]) und die Art der Quervernetzung (,intra“ fir intramolekular/,inter” fir intermolekular) sind gelistet.

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos 1 QPos 2 Ca-Ca Abstand [A] Art
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133;A0A1W2Q6N0 D4A133;A0A1W2Q6N0 139 165 13,5440841 intra
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133;A0A1W2Q6N0 D4A133;A0A1W2Q6N0 220 393 6,372416339 intra
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133;A0A1W2Q6N0 D4A133;A0A1W2Q6N0 220 467 23,38749397 intra
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133;A0A1W2Q6N0 D4A133;A0A1W2Q6N0 467 393 23,11345145 intra
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133;A0A1W2Q6N0 D4A133;A0A1W2Q6N0 498 513 38,25619481 intra
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133;A0A1W2Q6N0 D4A133;A0A1W2Q6N0 498 516 19,36001173 intra
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133;A0A1W2Q6N0 D4A133;A0A1W2Q6N0 596 587 9,19307658 intra
V-ATPase-A V-ATPase-D D4A133;A0A1W2Q6N0 Q6P503 393 24 49,98249679 inter
V-ATPase-A V-ATPase-D D4A133;A0A1W2Q6N0 Q6P503 467 24 44,16145696 inter
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133;A0A1W2Q6N0 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 165 69 42,15834972 inter
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133;A0A1W2Q6N0 G3V7L8;Q6PCU2;D3ZJ78 393 82 25,3061961 inter
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133;A0A1W2Q6N0 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 467 62 16,62867093 inter

: ) : ) Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- )
V-ATPase-al V-ATPase-al 2:P25286:G3V887 2:P25286:G3V887 70 50 31,50122969 intra

. : . _ Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- .
V-ATPase-al V-ATPase-al 2:P25286:G3V887 2:P25286:G3V887 74 70 6,215949646 intra

: } : ) Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- .
V-ATPase-al V-ATPase-al 2-P25286:G3V887 2:P25286:G3V887 74 109 14,25089938 intra

. ) . ) Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- .
V-ATPase-al V-ATPase-al 2:P25286:G3V887 2:P25286:G3V887 74 119 19,12344273 intra

: ) : ) Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- .
V-ATPase-al V-ATPase-al 2:P25286:G3V887 2:P25286:G3V887 74 255 41,73603035 intra

. _ . : Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- .
V-ATPase-al V-ATPase-al 2-P25286:G3V887 2:P25286:G3V887 109 50 32,62545879 intra

: _ : ) Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- .
V-ATPase-al V-ATPase-al 2-P25286:G3V887 2-P25286:G3V887 109 70 12,01816396 intra

. ) . ) Q216B2;Q216B5;P25286- Q216B2;Q216B5;P25286- .
V-ATPase-al V-ATPase-al 2:P25286:G3V887 2:P25286:G3V887 109 255 37,4977702 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al Q21682,Q216B5,P25286- Q21682:Q216B5,P25286- 109 288 18,72540352 intra

2,P25286,G3Vv887

2,P25286,G3Vv887
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos 1 QPos 2 Ca-Ca Abstand [A] Art
V-ATPase-al V-ATPase-al ngiégélg;%%%ggse- ngizz;stélg;%sé\%g;%- 119 50 47,58332744 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ngizzécgzggzsé%ggse- Q2|26;|222’5(?228lg;?35?;\|7§g§86- 119 70 21,51559012 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ng';gé%%'g;g%gi%' Q2|26;|222’5(92263Ig;?353;\|3/§g$86- 119 255 2355794492 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al Qz'gl'izz's%'gg’ésggg%' Qzﬁ%ﬁ%’g%%%gs%' 235 50 62,95398836 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ngiégélg;%%%ggse- ngizz;stélg;%sé\%g;%- 255 50 69,37386611 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ngiggggzsésgggse- ng'?,zzg%'g;gsggg%' 255 70 44,92668636 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al Qzﬁﬁzz%%?g;%5§5§§§86' ng%ﬁg@'&g%gg%' 255 235 27,02244203 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ngiﬁg@'gﬁ%gg%' ngiﬁg@'g@%gg;%' 255 288 49,89269537 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ng%ﬁ%‘g@%gg%' ng%ﬁg@'&%@%g?‘;' 288 50 32,61466554 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ngiggggzsésgggse- ng'?,zzg%'g;gsggg%' 288 70 14,03676116 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ngizzg%'g%%%gg%' ng%ﬁg@'&g%gg%' 288 296 13,07957346 intra
V-ATPase-al V-ATPase-al ng%ﬁg@'gi@%ggs& ngizzgé'ggsgg;%' 369 50 38,48484816 intra
V-ATPase-al V-ATPase-d1 Q2I26|I33225%%Ig%53$§g§86 Q5M7T6 50 265 71,37521836 inter
V-ATPase-al V-ATPase-d1 ng%ﬁg@'gg%gg%' Q5M7T6 50 288 71,36738054 inter
V-ATPase-al V-ATPase-d1 ngizzg%'g;%%sggs%' Q5M7T6 70 77 65,95983145 inter
V-ATPase-al V-ATPase-d1 Qzﬁizzﬁi'g;%5§§§§86' Q5M7T6 235 265 36,61713214 inter
V-ATPase-al V-ATPase-d1 Q2I26|I33225%%Ig%53$§g§86 Q5M7T6 235 288 46,50151444 inter
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 81 14,41996352 intra
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 108 6,315004211 intra
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 109 5,878769004 intra
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 81 109 13,15820265 intra
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 81 137 13,48430955 intra
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 109 137 26,42086359 intra
V-ATPase-B2 V-ATPase-D P62815 Q6P503 137 24 48,3326402 inter
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos 1 QPos 2 Ca-Ca Abstand [A] Art
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 48 191 8,690941031 inter
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 81 191 17,76500076 inter
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 109 191 12,82237189 inter
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 188 62 35,70983394 inter
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 147 156 14,08831676 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1l Q5FVI6 Q5FVI6 156 171 18,66935674 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 156 232 31,05612025 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 156 245 24,73096731 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 156 274 22,76908468 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 245 232 21,04809542 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 156 11,57490644 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 171 13,85240954 intra
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 245 31,77910929 intra
V-ATPase-D V-ATPase-D Q6P503 Q6P503 20 24 6,174966316 intra
V-ATPase-D V-ATPase-D Q6P503 Q6P503 36 24 18,37616902 intra
V-ATPase-D V-ATPase-F Q6P503 P50408;B2GUW7 49 110 13,48069765 inter
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 24 300 14,55807975 intra
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 187 239 9,067056303 intra
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 265 288 16,46679328 intra
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6 Q5M7T6 288 300 17,12885697 intra
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 59 62 5,135019085 intra
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 69 60 14,49513912 intra
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 G3V7L8;Q6PCU2;D32378 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 69 62 10,42259282 intra
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 99 107 12,60288935 intra
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 138 107 14,70096442 intra
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 G3V7L8;Q6PCU2;D32J78 145 156 16,92347393 intra
V-ATPase-F V-ATPase-F P50408;B2GUW7 P50408;B2GUW7 94 110 28,64350073 intra
V-ATPase-F V-ATPase-F P50408;B2GUW7 P50408;B2GUW7 102 110 11,79964156 intra
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos 1 QPos 2 Ca-Ca Abstand [A] Art

Q216B2;Q216B5;P25286-

V-ATPase-G1 V-ATPase-al B2GUV5 2:P25286:G3V887

21 50 27,83326431 inter




8.3.4 Modifizierte Aminoséurereste der Proteine synaptischer Vesikel.

Tabelle A. 4: Modifizierte Aminoséurereste der Proteine synaptischer Vesikel.
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Proteinname (Protein), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr), die Position der modifizierten Aminosaure (Pos. Mod.), der modifizierte Aminosaurerest (Mod. AS), die Art der Modifikation
nach Barth et al. [144] (Acetylierung/CEt_HKCYTS/Urethan_CEt_H/DEPC_H) und der maximale MaxQuant-Wert fur das Peptid (Max. Wert) sind fir 5 mM und 10 mM S-NHS-Acetat sowie 5 mM und
10 mM DEPC gelistet. Der MaxQuant-Wert fur die Wahrscheinlichkeit der Modifikation der angegebenen Aminosaure im Peptid (Wahrsch.) und der MaxQuant-Wert fur das Peptid (Wert) ist ebenfalls

gegeben.
Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wahrsch. Wert Wabhrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert
S-NHS-Acetat [5 mVl [10 m\i
Replikat #1 Replikat #2 Replikat #1 Replikat #2
Protein UP-Nr.. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wabhrsch. Wert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch.  Wert
Synaptophysin P07825 17 K Acetylierung 130,33 1,0000 117.6 1,0000 100.1 1,0000 130.33 1,0000 108.74
Synaptophysin P07825 80 S Acetylierung 17,7 1,0000 17.7
Synaptophysin P07825 83 K Acetylierung 198,16 1,0000 198.16 1,0000 140.82 1,0000 175.15 1,0000 128.87
Synaptophysin P07825 132 K Acetylierung 132,78 1,0000 85.745 1,0000 132.78
Synaptophysin P07825 163 K Acetylierung 230,59 1,0000 195.77 1,0000 203.51 1,0000 230.59 1,0000 193.15
Synaptophysin P07825 173 K Acetylierung 284,12 1,0000 284.12
Synaptophysin P07825 186 K Acetylierung 217,64 1,0000 189.38 1,0000 181.55 1,0000 200.54 1,0000 217.64
Synaptoporin P22831 64 K Acetylierung 124,25 1,0000 84.289 1,0000 124.25 1,0000 95.236
Synaptoporin P22831 143 K Acetylierung 121,36 1,0000 100.69 1,0000 121.36 1,0000 113.69
Synaptoporin P22831 149 K Acetylierung 90,731 1,0000 90.731
Synaptoporin P22831 159 K Acetylierung 112,15 1,0000 112.15
SV2A Q02563 29 K Acetylierung 134,48 1,0000 134.48
SV2A Q02563 32 K Acetylierung 134,48 1,0000 80.098 1,0000 114.78 1,0000 134.48
SV2A Q02563 143 K Acetylierung 258,81 1,0000 142.54 1,0000 118.2 1,0000 258.81 1,0000 144.88
SV2A Q02563 288 K Acetylierung 129,78 1,0000 89.829 1,0000 129.78
SV2A Q02563 366 K Acetylierung 125,28 1,0000 94.461 1,0000 125.28
SV2A Q02563 375 K Acetylierung 201,04 1,0000 84.035 1,0000 201.04 1,0000 123.97
SV2A Q02563 485 K Acetylierung 128,61 1,0000 102.51 1,0000 106.93 1,0000 128.61 1,0000 121.09
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Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert
SV2A Q02563 515 Acetylierung 176,33 1,0000 119.22 1,0000 112.04 1,0000 176.33 1,0000 110.39
SV2A Q02563 522 K Acetylierung 115,58 1,0000 115.58
SV2A Q02563 694 K Acetylierung 94,802 1,0000 94.802
SV2A Q02563 732 K Acetylierung 220,61 1,0000 115.55 1,0000 127.28 1,0000 220.61

Synaptogyrin-1 Q62876 10 K Acetylierung 206,63 1,0000 126.48 1,0000 206.63 1,0000 84.762
Synaptogyrin-1 Q62876 136 K Acetylierung 270,85 1,0000 260.57 1,0000 210.15 1,0000 270.85 1,0000 233.32
Synaptobrevin-2 P63045 83 K Acetylierung 251,63 1,0000 251.63 1,0000 226.23 1,0000 232.5 1,0000 209.79
Synaptobrevin-2 P63045 85 K Acetylierung 124,77 1,0000 83.063 1,0000 124.77
V-ATPase-a1 P25286 27 S Acetylierung 298,69 0,9986 298.69 0,9690 98.7 0,9963 221.49 0,9941 146.78
V-ATPase-a1 P25286 34 K Acetylierung 82,65 1,0000 82.65
V-ATPase-a1 P25286 50 K Acetylierung 158,12 1,0000 148.33 1,0000 158.12 1,0000 130.77 1,0000 153.73
V-ATPase-a1 P25286 70 K Acetylierung 129,4 1,0000 128.48 1,0000 119.56 1,0000 129.4 1,0000 128.48
V-ATPase-a1 P25286 74 K Acetylierung 252,08 1,0000 156.8 1,0000 109.18 1,0000 252.08 1,0000 123.95
V-ATPase-a1 P25286 103 K Acetylierung 237,48 1,0000 204.13 1,0000 139.78 1,0000 237.48 1,0000 187.11
V-ATPase-a1 P25286 109 K Acetylierung 275,35 1,0000 205.72 1,0000 84.14 1,0000 275.35 1,0000 179.93
V-ATPase-a1 P25286 119 K Acetylierung 234,05 1,0000 154.56 1,0000 234.05 1,0000 21413 1,0000 218.55
V-ATPase-a1 P25286 129 K Acetylierung 190,86 1,0000 190.86
V-ATPase-a1 P25286 134 K Acetylierung 170,18 1,0000 104.09 1,0000 170.18 1,0000 144.23
V-ATPase-a1 P25286 218 S Acetylierung 135,86 1,0000 135.86
V-ATPase-a1 P25286 230 K Acetylierung 158,05 1,0000 135.99 1,0000 158.05
V-ATPase-a1 P25286 235 K Acetylierung 185,22 1,0000 168.74 1,0000 143.02 1,0000 178.84 1,0000 185.22
V-ATPase-a1 P25286 255 K Acetylierung 178,22 1,0000 151.83 1,0000 172.59 1,0000 178.22
V-ATPase-a1 P25286 288 K Acetylierung 186,13 1,0000 145.63 1,0000 170.66 1,0000 155.75 1,0000 186.13
V-ATPase-a1 P25286 296 K Acetylierung 133,99 1,0000 133.99 1,0000 118.06 1,0000 133.99 1,0000 112.56
V-ATPase-a1 P25286 299 K Acetylierung 206,64 1,0000 206.64
V-ATPase-a1 P25286 301 K Acetylierung 234,67 1,0000 197.09 1,0000 136.66 1,0000 234.67 1,0000 148.22
V-ATPase-a1 P25286 366 K Acetylierung 120,2 1,0000 120.2
V-ATPase-a1 P25286 369 K Acetylierung 171,98 1,0000 155.53 1,0000 135.91 1,0000 171.98 1,0000 155.53
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Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert

V-ATPase-a1 P25286 537 Acetylierung 138,4 1,0000 138.4

V-ATPase-a1 P25286 666 K Acetylierung 171,62 1,0000 171.62 1,0000 104.17
V-ATPase-a1 P25286 667 K Acetylierung 171,62 1,0000 102.4 1,0000 127.87 1,0000 171.62 1,0000 123.67
V-ATPase-a1 P25286 822 K Acetylierung 155,63 1,0000 155.63 1,0000 80.07
V-ATPase-d1 Q5M7T6 24 K Acetylierung 188,3 1,0000 128.52 1,0000 188.3 1,0000 158.94
V-ATPase-d1 Q5M7T6 73 K Acetylierung 182,64 1,0000 182.64 1,0000 139.16
V-ATPase-d1 Q5M7T6 77 K Acetylierung 182,39 1,0000 109.48 1,0000 136.8 1,0000 182.39 1,0000 167.24
V-ATPase-d1 Q5M7T6 187 K Acetylierung 178,81 1,0000 145.91 1,0000 178.81 1,0000 119.76
V-ATPase-d1 Q5M7T6 239 K Acetylierung 112,17 1,0000 112.17 1,0000 86.205 1,0000 82.75
V-ATPase-d1 Q5M7T6 248 Y Acetylierung 163,99 1,0000 149.65 1,0000 163.99 1,0000 113.71
V-ATPase-d1 Q5M7T6 265 K Acetylierung 215,87 1,0000 103.21 1,0000 215.87 1,0000 122.45
V-ATPase-d1 Q5M7T6 275 K Acetylierung 121,5 1,0000 108.55 1,0000 121.5
V-ATPase-d1 Q5M7T6 288 K Acetylierung 258 1,0000 249.66 1,0000 148.68 1,0000 258 1,0000 178.67
V-ATPase-d1 Q5M7T6 300 K Acetylierung 182,39 1,0000 182.39 1,0000 163.88 1,0000 159.4
V-ATPase-d1 Q5M7T6 303 K Acetylierung 87,85 1,0000 87.85
V-ATPase-d1 Q5M7T6 343 K Acetylierung 125,31 1,0000 125.31 1,0000 125.31 1,0000 110.12

DEPC [5 mM] [10 mM]
Replikat #1 Replikat #2 Replikat #1 Replikat #2
Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Peptidwert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert

Synaptophysin P07825 72 H CEt_HKCYTS 147,72 1,0000 147.72 1,0000 103.34

Synaptophysin P07825 72 H Urethan_CEt_H 152,47 1,0000 152.47 1,0000 118.37

Synaptophysin P07825 75 Y CEt_HKCYTS 110,38 1,0000 110.38 0,9957 92.856

Synaptophysin P07825 80 S CEt_HKCYTS 117,4 0,9991 117.4 0,9962 80.738

Synaptophysin P07825 83 K CEt_HKCYTS 126,88 0,9552 126.88 0,9961 109.42 0,9092 106.94 0,9638 83.905
Synaptophysin P07825 163 K CEt_HKCYTS 299,91 1,0000 299.91 0,9972 114.56 1,0000 242.41

Synaptophysin P07825 173 K CEt_HKCYTS 299,91 1,0000 299.91 1,0000 114.56 1,0000 242.41

Synaptophysin P07825 178 C CEt_HKCYTS 225,55 1,0000 225.55 1,0000 138.87

Synaptophysin P07825 181 T CEt_HKCYTS 107,15 1,0000 83.948 1,0000 107.15
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Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert
Synaptophysin P07825 185 C CEt_HKCYTS 199,8 1,0000 199.8 0,8916 100.93 1,0000 181.66 0,9150 83.182
Synaptophysin P07825 186 K CEt_HKCYTS 229 1,0000 229 1,0000 187.31 1,0000 212.2 1,0000 186.24
Synaptophysin P07825 237 K CEt_HKCYTS 92,051 1,0000 92.051 1,0000 88.819

Synaptoporin P22831 52 H CEt_HKCYTS 105,46 0,9982 105.46
Synaptoporin P22831 61 C CEt_HKCYTS 87,498 0,8490 87.498
Synaptoporin P22831 64 K CEt_HKCYTS 115,26 0,9999 112.1 0,9917 100.43 1,0000 115.26 0,9981 98.281
Synaptoporin P22831 143 K CEt_HKCYTS 97,456 0,9975 97.456
SV2A Q02563 29 K CEt_HKCYTS 124,67 1,0000 124.67 1,0000 107.06
SV2A Q02563 32 K CEt_HKCYTS 124,67 1,0000 124.67 1,0000 107.06
SV2A Q02563 41 Y CEt_HKCYTS 121,29 0,9669 111.73 0,9950 93.262 0,9925 121.29
SV2A Q02563 109 K CEt_HKCYTS 155 1,0000 155 1,0000 107.06 1,0000 138.76
SV2A Q02563 127 S CEt_HKCYTS 94,122 1,0000 81.338 1,0000 94.122
SV2A Q02563 143 K CEt_HKCYTS 274,47 1,0000 274 .47 1,0000 124.16 1,0000 204.13 1,0000 144.29
SV2A Q02563 288 K CEt_HKCYTS 92,147 1,0000 92.147 1,0000 90.694
SV2A Q02563 366 K CEt_HKCYTS 100,76 1,0000 92.336 1,0000 100.76
SV2A Q02563 367 H Urethan_CEt_H 90,653 1,0000 90.653
SV2A Q02563 375 K CEt_HKCYTS 100,76 0,9995 92.336 1,0000 100.76
SV2A Q02563 378 H Urethan_CEt_H 140,35 1,0000 140.35 1,0000 100.76
SV2A Q02563 380 T CEt_HKCYTS 123,11 1,0000 123.11
SV2A Q02563 385 K CEt_HKCYTS 125,71 1,0000 125.71 1,0000 102.06 1,0000 119.68 1,0000 118.71
SV2A Q02563 387 H CEt_HKCYTS 83,753 1,0000 83.753
SV2A Q02563 387 H Urethan_CEt_H 125,71 1,0000 125.71 1,0000 102.06 1,0000 119.68 1,0000 118.71
SV2A Q02563 396 H Urethan_CEt_H 144,65 1,0000 144.65 1,0000 102.06
SV2A Q02563 398 K CEt_HKCYTS 115,63 0,9534 96.009 0,9105 115.63
SV2A Q02563 401 H Urethan_CEt_H 115,63 1,0000 115.63
SV2A Q02563 426 S CEt_HKCYTS 102,37 1,0000 102.37
SV2A Q02563 438 C CEt_HKCYTS 250,31 0,9860 246.86 0,8464 250.31 0,8453 93.494
SV2A Q02563 440 S CEt_HKCYTS 154,19 0,8242 154.19
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Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert
SV2A Q02563 474 H CEt_HKCYTS 169,77 1,0000 169.77 1,0000 135.71 1,0000 161.79 1,0000 124.23
SV2A Q02563 474 H Urethan_CEt_H 151,83 1,0000 133.23 1,0000 151.83
SV2A Q02563 480 Y CEt_HKCYTS 130,66 1,0000 130.66 1,0000 91.867 1,0000 130.66 1,0000 83.948
SV2A Q02563 485 K CEt_HKCYTS 151,27 0,9926 147.95 0,8988 151.27 0,8988 151.27 0,8988 151.27
SV2A Q02563 511 Y CEt_HKCYTS 145,81 1,0000 128.68 1,0000 131.06 1,0000 145.81 1,0000 113.24
SV2A Q02563 515 K CEt_HKCYTS 238,2 1,0000 231.66 1,0000 150.21 1,0000 238.2 1,0000 152.38
SV2A Q02563 522 K CEt_HKCYTS 157,55 0,8382 157.55
SV2A Q02563 732 K CEt_HKCYTS 90,884 0,9962 90.884

Synaptogyrin-1 Q62876 6 Y CEt_HKCYTS 160,78 1,0000 159.22 1,0000 160.78
Synaptogyrin-1 Q62876 10 K CEt_HKCYTS 257,04 1,0000 257.04 1,0000 225.85 1,0000 251.91 1,0000 139.3
Synaptogyrin-1 Q62876 18 Y CEt_HKCYTS 196,33 0,8811 158.81 0,8614 196.33
Synaptogyrin-1 Q62876 25 H Urethan_CEt_H 134,44 1,0000 134.44 1,0000 125.31 1,0000 102.51
Synaptogyrin-1 Q62876 136 K CEt_HKCYTS 90,653 1,0000 90.653
Synaptobrevin-2 P63045 35 T CEt_HKCYTS 122,42 1,0000 122.42
Synaptobrevin-2 P63045 59 K CEt_HKCYTS 155,42 0,9999 87.001 0,9999 155.42 1,0000 143.03
Synaptobrevin-2 P63045 83 K CEt_HKCYTS 230,69 0,9991 180.97 0,9988 102.21 1,0000 230.69
Synaptobrevin-2 P63045 85 K CEt_HKCYTS 230,69 0,9999 180.97 0,9999 102.21 1,0000 230.69
V-ATPase-a1 P25286 50 K CEt_HKCYTS 168,74 1,0000 168.74 1,0000 148.21 1,0000 135.87 1,0000 158.38
V-ATPase-a1 P25286 58 C CEt_HKCYTS 157,86 1,0000 155.88 1,0000 157.86
V-ATPase-a1 P25286 70 K CEt_HKCYTS 154,49 1,0000 154.49 1,0000 154.49 1,0000 153.08 1,0000 144.12
V-ATPase-a1 P25286 74 K CEt_HKCYTS 171,76 1,0000 162.41 1,0000 171.76
V-ATPase-a1 P25286 103 K CEt_HKCYTS 247,93 1,0000 247.93 1,0000 168.31
V-ATPase-a1 P25286 109 K CEt_HKCYTS 168,07 1,0000 168.07 1,0000 100.79
V-ATPase-a1 P25286 119 K CEt_HKCYTS 247,93 1,0000 247.93 1,0000 218.94 1,0000 189.7 1,0000 116.52
V-ATPase-a1 P25286 129 K CEt_HKCYTS 206,84 1,0000 187.97 1,0000 206.84 0,9996 129.7
V-ATPase-a1 P25286 234 K CEt_HKCYTS 169,93 1,0000 157.78 1,0000 115.18 1,0000 169.93 1,0000 127.42
V-ATPase-a1 P25286 235 K CEt_HKCYTS 169,93 1,0000 157.78 1,0000 115.18 1,0000 169.93 1,0000 127.42
V-ATPase-a1 P25286 237 C CEt_HKCYTS 169,93 1,0000 138.22 1,0000 96.113 1,0000 169.93 1,0000 92.439
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Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert
V-ATPase-a1 P25286 247 C CEt_HKCYTS 188,04 1,0000 169.37 1,0000 169.37 1,0000 188.04 1,0000 157.78
V-ATPase-a1 P25286 255 K CEt_HKCYTS 179,1 1,0000 169.09 1,0000 109.72 1,0000 1791 1,0000 99.5
V-ATPase-a1 P25286 278 H CEt_HKCYTS 134,9 0,9991 124.45 0,9981 134.9
V-ATPase-a1 P25286 278 H Urethan_CEt_H 301,48 1,0000 270.97 1,0000 140.81 1,0000 301.48
V-ATPase-a1 P25286 288 K CEt_HKCYTS 176,33 1,0000 176.33 1,0000 163.64 1,0000 175.93 1,0000 161.63
V-ATPase-a1 P25286 296 K CEt_HKCYTS 140,98 1,0000 120.76 1,0000 140.98
V-ATPase-a1 P25286 325 C CEt_HKCYTS 113,65 0,9999 113.65
V-ATPase-a1 P25286 341 T CEt_HKCYTS 376,77 1,0000 376.77 1,0000 272.94 1,0000 368.53 1,0000 246.08
V-ATPase-a1 P25286 343 H Urethan_CEt_H 226,29 1,0000 205.96 1,0000 157.52 1,0000 226.29 1,0000 144.27
V-ATPase-a1 P25286 346 S CEt_HKCYTS 115,8 0,9945 115.8 0,8809 98.421 0,9241 109.84
V-ATPase-a1 P25286 347 T CEt_HKCYTS 99,055 0,9421 99.055
V-ATPase-a1 P25286 350 S CEt_HKCYTS 119,66 1,0000 119.66 0,9998 107.53 0,9992 115.34 0,9972 84.297
V-ATPase-a1 P25286 363 T CEt_HKCYTS 116,94 0,8696 116.94
V-ATPase-a1 P25286 364 Y CEt_HKCYTS 139,54 0,8704 116.94
V-ATPase-a1 P25286 369 K CEt_HKCYTS 177,39 0,8496 84.842 0,9129 139.54
V-ATPase-a1 P25286 372 H Urethan_CEt_H 220,69 1,0000 220.69 1,0000 145.71 1,0000 180.84
V-ATPase-a1 P25286 666 K CEt_HKCYTS 179,93 1,0000 175.33 1,0000 139.43 1,0000 179.93 1,0000 98.249
V-ATPase-a1 P25286 667 K CEt_HKCYTS 179,93 1,0000 175.33 1,0000 139.43 1,0000 179.93 1,0000 98.249
V-ATPase-a1 P25286 668 H DEPC_H 94,692 1,0000 94.692 1,0000 90.15
V-ATPase-a1 P25286 668 H CEt_HKCYTS 175,33 1,0000 175.33 1,0000 139.43 1,0000 171.74 1,0000 85.355
V-ATPase-a1 P25286 668 H Urethan_CEt_H 179,93 1,0000 160.18 1,0000 125.28 1,0000 179.93 1,0000 98.249
V-ATPase-a1 P25286 822 K CEt_HKCYTS 104,2 0,8098 104.2
V-ATPase-a1 P25286 827 S CEt_HKCYTS 82,362 1,0000 82.362
V-ATPase-a1 P25286 830 H Urethan_CEt_H 137,89 1,0000 137.89 1,0000 81.865
V-ATPase-d1 Q5M7T6 2 S CEt_HKCYTS 86,467 0,9999 86.467
V-ATPase-d1 Q5M7T6 24 K CEt_HKCYTS 139,67 0,9999 139.67 0,9917 81.373
V-ATPase-d1 Q5M7T6 75 K CEt_HKCYTS 146,57 1,0000 146.57
V-ATPase-d1 Q5M7T6 77 K CEt_HKCYTS 172,15 1,0000 172.15 107.21

1,0000
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Protein UP-Nr. Pos. Mod. Mod. AS Modifikation Max. Wert Wahrsch. Wert Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert | Wahrsch. Wert
V-ATPase-d1 Q5M7T6 209 C CEt_HKCYTS 132,14 0,9972 132.14
V-ATPase-d1 Q5M7T6 234 K CEt_HKCYTS 278,41 0,8677 229.97 0,8639 184.1 0,8686 278.41 0,9160 159.64
V-ATPase-d1 Q5M7T6 239 K CEt_HKCYTS 142 1,0000 142 1,0000 133.23
V-ATPase-d1 Q5M7T6 243 H CEt_HKCYTS 92,925 1,0000 92.925
V-ATPase-d1 Q5M7T6 243 H Urethan_CEt_H 142 1,0000 142 1,0000 81.297 1,0000 133.23
V-ATPase-d1 Q5M7T6 244 C CEt_HKCYTS 102,07 1,0000 102.07 1,0000 93.649
V-ATPase-d1 Q5M7T6 248 Y CEt_HKCYTS 153,78 1,0000 153.78 1,0000 149.65
V-ATPase-d1 Q5M7T6 265 K CEt_HKCYTS 122,06 0,9997 122.06 0,9923 99.987
V-ATPase-d1 Q5M7T6 275 K CEt_HKCYTS 150,95 0,9165 150.95 0,9487 133.71
V-ATPase-d1 Q5M7T6 288 K CEt_HKCYTS 148,68 0,8834 148.68 0,8396 134.2
V-ATPase-d1 Q5M7T6 322 K CEt_HKCYTS 151,44 1,0000 151.44 1,0000 128.69 1,0000 131.06
V-ATPase-d1 Q5M7T6 326 C CEt_HKCYTS 93,262 1,0000 93.262
V-ATPase-d1 Q5M7T6 335 C CEt_HKCYTS 301,92 1,0000 258.52 1,0000 123.86 1,0000 301.92 1,0000 98.353
V-ATPase-d1 Q5M7T6 343 K CEt_HKCYTS 138,25 1,0000 138.25 1,0000 115.91
PRR (RENR) QB6AXS4 346 K CEt_HKCYTS 185,47 1,0000 158.56 1,0000 159.65 1,0000 185.47 1,0000 142.63
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8.3.5

Identifizierte Quervernetzungen der Synaptobrevin-2-Varianten.

Tabelle A. 5: Identifizierte Quervernetzungen der Synaptobrevin-2-Varianten.

Die zwei Aminosaurereste sind fur jede identifizierte und validierte Quervernetzung gegeben. Die Nummerierung der Reste
erfolgte anhand der Sequenz von Syb(1-116). Der héchste Score und die Anzahl an erzielten Massenspektren (# Spektren) fur
jede Quervernetzung und Variante ist angegeben. Quervernetzungen welche eindeutig einer intermolekularen Quervernetzung
zugeordnet wurden sind grau hinterlegt. Auf Grund der unterschiedlichen Peptidlange nach der enzymatischen Hydrolyse und

der unterschiedlichen Lange der Synaptobrevin-2-Varianten kann es sich bei einem Teil der Quervernetzungen sowohl um

intermolekulare als auch intramolekulare Quervernetzungen handeln.

Aminosaurerest Syb(49-96) Syb(1-96) Syb(1-116)
Rest 1 Rest 2 Score # Spektren Score # Spektren Score # Spektren
K87 K91 6,88E-09 1
K85 K91 2,47E-12 3
K85 K87 2,30E-10 3 5,20E-10 2
K85 K85 3,12E-02 1
K83 K91 6,17E-10 11 3,67E-11 15
K83 K87 8,98E-13 6 6,83E-14 20
K83 K83 6,01E-03 4 2,85E-06 12 2,13E-03 2
K83 S61 3,49E-08 4 4,97E-07 4
S80 K85 8,70E-04 4
S80 K83 8,27E-05 5
T79 K85 1,27E-03 7 3,64E-04 2
T79 K83 1,95E-05 11 1,14E-06 11
T79 T79 6,44E-05 8 4,32E-05 5 2,16E-04 4
S75 K85 1,78E-03 1
S75 K83 2,52E-03 1
S61 S61 2,48E-03 3
K59 K91 8,70E-13 6
K59 K87 1,96E-08 16
K59 K83 3,27E-16 12 1,50E-15 16
K59 S80 9,57E-06 1 1,88E-07 4
K59 T79 2,60E-06 9 4,33E-05 1 1,33E-10 10
K59 S75 1,23E-06 2
K59 S61 7,01E-04 1
K59 K59 1,49E-07 5 2,04E-10 4
K52 K91 3,17E-19 6
K52 K87 8,43E-13 11
K52 K83 1,96E-13 14 4,54E-15 32
K52 S80 3,66E-11 13
K52 T79 5,03E-11 14
K52 S61 1,54E-11 13
K52 K59 2,96E-18 18 2,73E-19 87
K52 K52 2,13E-11 15 7,10E-10 13
T35 K85 1,52E-11 2 1,31E-15 5
T35 T35 5,92E-05 1
T7 S80 2,02E-08 5
T7 S61 2,25E-10 8
T7 T7 7,53E-15 193 3,10E-02 5
T4 K85 1,29E-08 2
T4 K83 2,42E-08 13 4,05E-09 6
T4 T4 6,07E-12 15
S2 K85 4,65E-10 3
S2 T79 9,02E-08 3
S2 K59 1,50E-11 14 1,38E-09 9
S2 T7 2,78E-18 33
S2 T4 6,05E-17 6
S2 S2 1,15E-24 32
N-Ser K91 2,84E-06 24
N-Ser K87 7,36E-04 3 9,01E-13 32
N-Ser K85 2,57E-09 8
N-Ser K83 2,76E-11 42
N-Ser T79 5,57E-06 21
N-Ser S61 7,32E-05 6
N-Ser K59 8,02E-15 57 5,59E-16 51 6,93E-14 23
N-Ser K52 2,25E-11 19 2,33E-08 40
N-Ser T7 1,34E-17 20
N-Ser T4 3,81E-25 21
N-Ser S2 4,08E-24 29
N-Ser N-Ser 2,61E-14 259 5,86E-25 131
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Aminosaurerest Syb(49-96) Syb(1-96) Syb(1-116)
Rest 1 Rest 2 Score # Spektren Score # Spektren Score # Spektren
N-Term K94 2,55E-06 30
N-Term K87 6,51E-13 5
N-Term K85 6,11E-09 2
N-Term K83 4,67E-10 7
N-Term S80 2,37E-12 1
N-Term S61 5,93E-11 14
N-Term K59 2,36E-15 55 3,22E-09 5
N-Term K52 5,84E-11 24
N-Term T7 3,90E-08 S
N-Term S2 9,49E-15 5
N-Term N-Ser 9,35E-11 30
N-Term N-Term 1,07E-18 377 1,01E-16 16
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8.3.6 Identifizierte Quervernetzungen nach Spaltung von Snyaptobrevin-2 mit BONT B.

Tabelle A. 6: Identifizierte Quervernetzungen nach Spaltung von Snyaptobrevin-2 mit BoNT B.
Die Proteinnamen (Protein 1/Protein 2), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr. 1/ UP-Nr. 2), die Position der Quervernetzungen in den Proteinen (QPos 1/ QPos 2), der Wert der
Datenbanksuchmaschine fur die identifizierte Quervernetzung (Wert), die Nummer der Replikate, in welcher die Quervernetzung identifiziert wurde (Repl.), die Anzahl an Spektren des quervernetzten

Peptidpaars (#Spektren) und die Sequenz der quervernetzten Peptide (Peptidsequenz 1/Peptidsequenz 2) ist gelistet. Innerhalb der Peptidsequenzen ist die quervernetzte Aminoséure hervorgehoben.

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos1 QPos2  Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
homomultimere Quervernetzung
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 57 57 2,45E-01 2 1 KHSAILASPNPDEK KHSAILASPNPDEK
PFKAL PFKAL P30835 P30835 727 727 7,65E-03 1,3 5 KETDFEHR KETDFEHR
CSP CSP P60905 P60905 46 46 3,04E-04 1,3 6 YHPDKNPDNPEAADKFK YHPDKNPDNPEAADK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 111 111 4,40E-02 1 2 VDKGVVPIISQ(E;—ESETTTQGL VDKGVVEIISQ(E;—ESETTTQG
intermolekulare Quervernetzungen
CSP Synaptobrevin-2 P60905 P63045 46 59 9,32E-03 1,3 4 YHPDKNPDNPEAADK DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 385 1,57E-01 1 1 VNVDKVLER AKGHPER
Synaptogyrin-1  Synaptophysin Q62876 P07825 136 186  2,11E-01 12,3 4 PKDNPLNEGTDAAR QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptogyrin-1 P07825 Q62876 163 136 1,03E-04 3 1 GLSDVKMATDPENIIK PKDNPLNEGTDAAR
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 186 385  1,79E-01 3 2 QTGNTCKELR AKGHPER
Synaptophysin SV2B P07825 Q63564 186 328 2,39E-02 1 2 QTGNTCKELR AKGTPEK
V-ATPase-a SV2A P25286 Q02563 255 385 8,97E-02 1 1 KEMASGVNTR AKGHPER
V-ATPase-a SV2A P25286 Q02563 50 385 2,80E-03 1 3 KFVNEVR AKGHPER
Synaptophysin V-ATPase-a P07825 P25286 186 255 2,31E-01 1 2 QTGNTCKELR KEMASGVNTR
Synaptophysin V-ATPase-a P07825 P25286 163 50 6,76E-02 1,3 2 GLSDVKMATDPENIIK KFVNEVR
Synaptophysin V-ATPase-a P07825 P25286 186 50 3,18E-02 2,3 2 QTGNTCKELR KFVNEVR
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133 Q6PCU2 467 62 2,13E-01 3 1 ALDEYYDKHFTEFVPLR EKQIEQQK
V-ATPase-B V-ATPase-E1 P62815 Q6PCU2 109 191 3,61E-03 1,3 4 KTSCEFTGDILR IKVSNTLESR
V-ATPase-B V-ATPase-D P62815 Q6P503 93 218 4,39E-02 2 1 SGQVLEV%%?S@’V QUR=SL SEKDLER
V-ATPase-d V-ATPase-a Q5M7T6 P25286 265 70 1,22E-01 1,3 4 ADDYEQVKNVADYYPEYK FVEKEIR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos1 QPos2  Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
V-ATPase-d V-ATPase-a Q5M7T6 P25286 73 70 599E-02 13 2 LHLQSTD;(\%E';(’?_';EASPLTV FVEKEIR
V-ATPase-G V-ATPase-E1 B2GUV5 Q6PCU2 37 52 5,86E-04 1,2,3 3 QAKEEAQAEIEQYR LKIMEYYEK
V-ATPase-G V-ATPase-E1 B2GUV5 Q6PCU2 58 62 1,38E-01 1 2 AKEAAALGSHGSCSSEVEK EKQIEQQK

V-ATPase-G2 V-ATPase-E1 Q8R2HO Q6PCU2 37 52 3,64E-07 1,2,3 12 QAKEEAQMEVEQYR LKIMEYYEK
KCC2A SV2A P11275 Q02563 56 385 4,03E-02 1 1 DHQKLER AKGHPER
AP2M1 AP2A1 P84092 D3zUY8 59 26 2,57E-01 2 TSFFHVKR SKEAEIK
ALDOC Aldoa P09117 P05065 111 111 1,05E-04 1,2 3 VDKGWPEgGLIEF?ETTTQGL VDKGWESQCE-SFESETTTQG

Arpc3 ARP3 B2GV73 Q4v7CT 61 348  6,91E-04 1,3 2 NYEIKNEADR LKLSEELSGGR
Pfkm PFKAL Q52KS1 P30835 727 727 1,72E-01 1 1 ALVFQPVTELKDQTDFEHR KETDFEHR
Psmd14 Psmd1 Q4V8E2 G3Vv8B6 209 574 7,71E-03 1,3 4 KNELEQK DKDPILR
Psmd7 Psmdi14 D4AEH3 Q4VBE2 180 209 1,96E-01 3 2 DIKDTTVGTLSQR KNELEQK
intramolekulare Quervernetzung
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 59 52 1,35E-08 1,2,3 33 DQKLSELDDR VNVDKVLER
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 59 2,01E-05 1,2 10 ADALQAGASQFETSAAKLK DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 52 3,10E-03 1 4 ADALQAGASQFETSAAKLK VNVDKVLER
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 46 88 8,03E-05 1,2,3 18 GFIDKIAENVEEVKR TANKVR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 94 117 1,40E-10 1,2 7 LKSIEQSIEQEEGLNR KTQHSTLSR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 117 7,86E-07 2 2 HSEIIKLENSIR KTQHSTLSR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 12 57 2,66E-04 2 2 TAKDSDDDDDVTVTVDR KHSAILASPNPDEK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 57 55 1,81E-02 2 1 KHSAILASPNPDEK IAENVEEVKR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 94 12 5,76E-03 2 2 LKSIEQSIEQEEGLNR TAKDSDDDDDVTVTVDR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 12 117 1,54E-06 2 5 TAKDSDDDDDVTVTVDR KTQHSTLSR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 57 252 9,01E-03 2 2 KHSAILASPNPDEK AVSDTKK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 256 1,91E-05 2 1 HSEIIKLENSIR AVKYQSK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 57 256 1,33E-06 2 1 KHSAILASPNPDEK AVKYQSK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 57 88 1,15E-04 2 2 KHSAILASPNPDEK TANKVR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 139 54 3,90E-03 1,2,3 10 FVEVMTEYNATQSKYR LSEDVEQVKK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos1 QPos2  Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 255 251 6,66E-05 1,2,3 10 AVKYQSK AVSDTKK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 133 141 6,91E-05 1,2,3 48 DDDAETGLTDGEEKEEPK EEEKLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 189 192 2,38E-09 1,2,3 44 VFLLPDKK KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 192 3,45E-09 1,2,3 51 FSKHDIIGEFK KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 137 1,31E-03 1,2,3 12 DLQSAEKEEQEK EEPKEEEK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 141 5,52E-03 1,2,3 18 DLQSAEKEEQEK EEPKEEEKLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 189 4,41E-08 1,2,3 24 DLQSAEKEEQEK VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 192 3,56E-06 1,2,3 37 DLQSAEKEEQEK KFETK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 236 4,66E-05 1,2,3 13 DLQSAEKEEQEK FSKHDIIGEFK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 313 369 3,32E-05 1,2,3 10 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK IGKNDAIGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 313 375 4,96E-08 1,2,3 6 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK  NDAIGKVFVGYNSTGAELR
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 114 107 2,24E-06 1,3 18 TMKDQALK DVKDLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 244 192 4,65E-06 1,2 6 HD”GEFKVPE'\G\’/\‘JVDFGHVTE KFETK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 107 2,51E-03 1,3 5 DLQSAEKEEQEK DVKDLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 pP21707 pP21707 133 267 5,38E-02 1,3 5 DDDAETGLTEEEEKEEPKEE DLQSAEKEEQEK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 297 5,66E-06 1,3 10 DLQSAEKEEQEK LTVVILEAKNLK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 pP21707 267 301 1,91E-04 1,3 4 DLQSAEKEEQEK KMDVGGLSDPYVK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 192 9,88E-04 1,3 6 NDAIGKVFVGYNSTGAELR KFETK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 98 107 1,64E-02 1 1 GGKNAINMK DVKDLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 107 192 8,10E-04 1 1 DVKDLGK KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 pP21707 pP21707 244 267 2,35E-03 2 3 HDIIGEFKVZWJVDFGHVTE DLQSAEKEEQEK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 272 192 2,05E-03 2 1 DLQSAEKEEQEKLGDICFSLR KFETK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 297 107 1,04E-02 1 1 LTVVILEAKNLK DVKDLGK
Synaptotagmin-2 ~ Synaptotagmin-2 P29101 P29101 190 193 3,43E-06 1,2,3 14 VFLLPDKK KYETK
Synaptotagmin-2  Synaptotagmin-2 P29101 P29101 237 193 6,07E-06 1,2,3 9 FSKHDIIGEVK KYETK
Synaptotagmin-2  Synaptotagmin-2 P29101 P29101 268 193 3,22E-06 1,2,3 12 DLQGGEKEEPEK KYETK
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 385 4,57E-03 1,2,3 10 KDREELAQQYETILR AKGHPER
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos1 QPos2  Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
SV2A SV2A Q02563 Q02563 515 485 1,41E-02 1,2,3 12 GGQYFNDKFIGLR TKVFPGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 485 3,49E-02 1 4 KDREELAQQYETILR TKVFPGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 485 385 4,08E-05 1 6 TKVFPGER AKGHPER

Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 163 186 1,64E-07 1,2,3 56 GLSDVKMATDPENIIK QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 186 17 7,80E-03  1,2,3 10 QTGNTCKELR VVKEPLGFVK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 173 186 4,92E-04 1,3 8 MATDPENIIKEMPMCR QTGNTCKELR
Scamp-3 Scamp-3 E9PTW1 E9PTW1 105 112 1,79E-08 1,3 9 KQEELNR KAEELDR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 134 131 1,51E-05 1,2,3 50 KIHGEIDIK YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 134 173 2,62E-07 1,2,3 23 KIHGEIDIK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 173 4,51E-06 1,2,3 10 SLKPDFVLIR NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 134 2,61E-06 1,3 5 SLKPDFVLIR KIHGEIDIK
Rab14 Rab14 P61107 P61107 193 61  263E-06 12,3 13 'YQN'Q?(%E;E,LQNééFESGVQH IKLQIWDTAGQER
Rab1A Rab1A Q6NYB7 Q6NYB7 125 132  512E-05 1,2,3 13 LLVGNKCDLTTK KVVDYTTAK
Rab1B Rab1B P10536 P10536 122 129 1,07E-04 1,3 9 LLVGNKSDLTTK KVVDNTTAK
Rab35 Rab35 Q5U316 Q5U316 121 128 6,05E-04 1,3 5 ILVGNKNDDPER KVVETEDAYK
Rab3A Rab3A P63012 P63012 12 72 1,06E-03 2 1 YGQKESSDQNFDYMFK IKLQIWDTAGQER
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 109 50 2,09E-05 1,2,3 13 IENELKEINTNQEALK KFVNEVR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 109 70 6,12E-09 1,2,3 87 IENELKEINTNQEALK FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 119 50 4,17E-07 1,2,3 15 EINTNQEALKR KFVNEVR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 119 70 4,84E-04 1,2,3 17 EINTNQEALKR FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 74 119 3,36E-06 1,2,3 19 KANIPIMDTGENPEVPFPR EINTNQEALKR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 255 235 3,30E-11 1,2,3 11 KEMASGVNTR KICEGFR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 255 50 3,47E-08 1,2,3 9 KEMASGVNTR KFVNEVR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 74 70 4,73E-05 1,2,3 76 KANIPIMDTGENPEVPFPR FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 70 835 3,93E-03 1,2,3 14 FVEKEIR EGKFDE
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 498 516 2,17E-07 1,2,3 11 EILQEEEDL@EB/ELVG KASLA LIKDDFLQQONGYTPYDR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 596 587  2,81E-05 123 20 DGEAKIK FKDPVK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos1 QPos2  Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 70 235 1,92E-01 1,3 2 FVEKEIR KICEGFR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 255 70 1,58E-05 1,3 9 KEMASGVNTR FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 288 70 7,54E-02 1,3 3 VLQAAAKNIR FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 70 50 2,60E-03 1,3 12 FVEKEIR KFVNEVR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 498 513 1,15E-06 2,3 3 EILQEEEDL@E:;/KQLVG KASLA ITLEVAKLIK
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 103 70 1,20E-01 1 1 DMIDLEANFEKIENELK FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 74 109 7,14E-03 2 2 KANIPIMDTGENPEVPFPR IENELKEINTNQEALK
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 580 587 2,50E-02 1 1 EHMGEILYKLSSMK FKDPVK
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 81 137 1,21E-02 1,2,3 12 YAEIVHLTLPDGTKR VFNGSGKPIDR
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 48 109 9,91E-10 1,2 12 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK KTSCEFTGDILR
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 81 109 9,94E-06 1,3 6 YAEIVHLTLPDGTKR KTSCEFTGDILR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 245 232 1,30E-06 1,3 2 ENKFIVR KAVDDFR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 156 5,03E-06 1,3 4 ADKEEMNR KNAGSLLTR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI16 Q5FVI6 262 171 3,16E-03 1,3 3 ADKEEMNR SLAEIVKK
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 262 245 8,54E-02 1,3 3 ADKEEMNR ENKFIVR
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5M7T6 24 300 469E-10 12,3 21 GLKAGV"SQE”I‘D'?_T(LNLVQCETL FFEHEVKLNK
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5M7T6 288 300 3,47E-07 1,2,3 83 LLFEGAGSNPGDKTLEDR FFEHEVKLNK
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5M7T6 300 322 2,00E-05 1,2,3 6 FFEHEVKLNK LKEQECR
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5M7T6 288 343 2,91E-02 1,2,3 5 LLFEGAGSNPGDKTLEDR AKIDNYIPIF
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5M7T6 265 300 1,01E-03 1,3 6 ADDYEQVKNVADYYPEYK FFEHEVKLNK
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5M7T6 275 300  3,99E-04 2 4 NVADYYPEEKDLPEFEGAGSNP FFEHEVKLNK
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 99 107 1,29E-05 1,2,3 17 DDLITDLLNEAKQR VVKDTTR
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 Q6PCU2 107 82 1,15E-01 1 1 VVKDTTR LKVLR
V-ATPase-F V-ATPase-F P50408 P50408 102 110 6,83E-04 1,3 7 EHPYDAAKDSILR AKGMFTAEDLR

AP2A1 AP2A1 D3zUY8 D3zUY8 35 31 4,61E-05 1,2,3 11 INKELANIR EAEIKR
AP2B1 AP2B1 P62944 P62944 383 318 1,78E-06 1,2,3 7 CAIKVEQSAER RPEILKQEIK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 235 224 1,94E-05 1,2,3 5 GTADETSKSGK IVIEKQGK




| 221

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos1 QPos2  Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 227 2,13E-09 1,2,3 11 SGKQSIAIDDCTFHQCVR QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 256 224 4,19E-05 1,2,3 12 LSKFDSER IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 227 256 1,83E-05 1,2,3 9 QGKGTADETSK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 405 256 2,12E-05 1,2,3 11 YLKVFEPK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 410 167 5,23E-05 1,2,3 38 VFEPKLNYSDHDVIK EGIKYR
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 420 405 1,45E-01 1,2,3 7 LNYSDHDVIKWVR YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 213 256 1,72E-05 1,3 14 SYLSGMPECKFGMNDK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 235 256 2,35E-07 1,3 4 GTADETSKSGK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 213 405 2,38E-01 1 2 SYLSGMPECKFGMNDK YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 227 405 2,02E-03 1 2 QGKGTADETSK YLKVFEPK
ACLY ACLY P16638 P16638 177 166 6,88E-01 1 1 HLLVHAPEDKK LNAEDIKR
Aldoa Aldoa P05065 P05065 99 140 5,37E-02 1,2,3 4 ADDGRPFPQVIKSK KDGADFAK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 147 139 3,26E-05 1,2 4 DGADFAKWR CAQYKK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 99 42 8,31E-02 2,3 2 ADDGRPFPQVIKSK GILAADESTGSIAKR
Aldoa Aldoa P05065 P05065 330 318 5,27E-03 1 2 AAQEEYIKR KENLK

Amphiphysin Amphiphysin 008838 008838 175 141 1,45E-08 1,23 19 AEEEFQKAQK KLVDYDSAR
Amphiphysin Amphiphysin 008838 008838 159 161 9,31E-07 i3 7 HHLEALQSSKR KDESR
Amphiphysin Amphiphysin 008838 008838 168 161 2,67E-04 1 2 ISKAEEEFQK KDESR

Annexin Annexin Q6IMZ3 Q6IMZ3 620 446 5,04E-02 2 1 GAGTDEKTLTR KAMEGAGTDEK
Arpc4 Arpc4 B2RZ72 B2RZ72 77 58 1,12E-02 1,3 3 VSIAVKQADEIEK NEKEK
ATLA1 ATLA1 Q6PST4 Q6PST4 241 238 1,98E-01 1,2 3 LKVSGNQHEELQNVR FLEKR
Atplbl Atplbl P07340 P07340 278 222 2,27E-05 2,3 13 IECKAYGENIGYSEK DEDKDK
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 319 393 1,13E-04 1,3 3 DGEKIIYQAASPDEGALVR LYCKGADTVIYER
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 415 408 8,09E-02 1,2 7 EITLKHLEQFATEGLR LAESSKYK
Bcap31 Bcap31 Q6AY58 Q6AY58 191 184 1,66E-03 1 2 LKDELASTK ILKTDLK
CC50A CC50A QBAY41 Q6AY41 119 100 1,5E-02 1,23 8 DDSQLNGDEARLLNPSKECE YVKSR
Cct6a Cct6a Q3MHS9 Q3MHS9 265 261 2,30E-05 1,3 7 KFIEDR LVKAER
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPos1 QPos2  Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Cctéa Cctéa Q3MHS9 Q3MHS9 265 273 6,38E-12 1,3 2 KFIEDR KIVELK
Cctéa Cctéa Q3MHS9 Q3MHS9 280 273 3,10E-07 1,3 5 KVCGDSDK KIVELK
Cct7 Cct7 D4AC23 D4AC23 148 144 1,17E-05 1,3 8 QDKVEQR EIAVTVKK
Cct7 Cct7 D4AC23 D4AC23 199 250 1,30E-04 1,3 3 KVQGGALEESR AEKDNAEIR
Cd4a7 Cd4a7 P97829 P97829 122 59 1,48E-06 1,2,3 14 EGKTVIELK WKLNK
CN37 CN37 P13233 P13233 203 196 2,17E-06 1,2,3 6 KAGQVFLEELGNHK KSSETLR
CN37 CN37 P13233 P13233 260 401 4,15E-04 1,3 6 FCDYGKATGAEEYAQQDVVR GKPVPVHGSR
CSP CSP P60905 P60905 46 32 1,33E-04 1,2,3 28 YHPDKNPDNPEAADK NATSDDIKK
CSP CSP P60905 P60905 56 41 8,31E-07 1,2,3 55 NPDNPEAADKFK LALKYHPDK
CSP CSP P60905 P60905 58 32 8,15E-03 13 7 FKEINNAHAILTDATK NATSDDIKK

DYHC1 DYHC1 P38650 P38650 3469 3223 3,00E-10 1,2,3 15 ADLAAVEAKVNR IKSQELEVK
Dynactin-150 Dynactin-150 P28023 P28023 68 38 1,67E-04 1,2 10 GKNDGTVQGR VEVIGKGHR

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 246 240 4,46E-05 1,3 6 KDITAALAAER SQKDIDGK

EF1A1 EF1A1 P62630 P62630 386 378 2,33E-05 13 ® KLEDGPK EKIDR
Endophilin-B1 Endophilin-B1 Q6AYE2 QB6AYE2 176 183 6,69E-05 1,3 8 LDLDAAKTR AKAAETK
Endophilin-B2 Endophilin-B2 Q5PPJ9 Q5PPJ9 173 180 2,70E-02 1,3 4 RLDLDACKAR AKAAEAK

F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 43 57 6,33E-05 1,2,3 12 LCTGHEYAAKIINTK DHQKLER

F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 227 188 4,66E-06 1,2 10 LYQQIKAGA'ZED:KPSPEWDTVT KEAYGK
G3P G3P P04797 P04797 261 257 1,71E-04 1,2,3 19 VVKQAAEGPLK YDDIKK
G3P G3P P04797 P04797 59 111 3,90E-02 1,3 5 FNGTVKAENGK AGAHLKGGAK
GLNA GLNA P09606 P09606 201 107 2,85E-05 1,2,3 18 AYDPKGGLDNAR KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 107 4,45E-10 1,2,3 28 TCLLNETGDEPFQYKN KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 103 107 4,90E-04 1,2 5 LVFCEVFKYNR KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 276 107 1,19E-07 1,3 11 CIEEAIDKLSK KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 201 333 7,70E-05 1,3 9 AYDPKGGLDNAR IVGQEKK
GLNA GLNA P09606 P09606 107 334 4,35E-07 1,3 12 KPAETNLR KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 291 334 3,10E-05 1,3 8 AYDPKGGLDNAR KGYFEDR
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GNAO GNAO P59215 P59215 24 17 5,59E-03 1,2 4 NLKEDGISAAK SKAIEK
GPM6A GPM6A Q812E9 Q812E9 257 250 2,55E-10 1,2,3 41 SKEEQELHDIHSTR MQKYEDIK
HSP7C HSP7C P63018 P63018 531 535 2,44E-04 1,3 4 AEDEKQR DKVSSK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 137 56 1,68E-04 1,2,3 10 DLKPENLLLASK DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 137 148 4,60E-04 1,2,3 6 DLKPENLLLASK LKGAAVK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 347 323 2,63E-07 1,2,3 7 KQEIK KNDGVK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 328 347 1,12E-06 1,2,3 7 NDGVKESSESTNTTIEDEDTK KQEIIK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 344 347 1,52E-09 1,2,3 27 ESSESTNTTIEDEDTKVR KQEIIK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 42 56 5,95E-04 1,2,3 13 VLAGQEYAAKIINTK DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 56 47 6,35E-05 1,2,3 18 DHQKLER IINTKK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 226 187 574E-06 12 my DIRRIREEAE PERRIRTY KDPYGK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 317 323 5,46E-05 1,3 10 NFSGGKSGGNK KNDGVK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 226 56 1,57E-02 1 4 LYQQIKAGAFTED:KPSPEWDTVT DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 56 292 3,33E-03 1 3 DHQKLER KFNAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 32 56 1,61E-03 1 3 CVKVLAGQEYAAK DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 68 56 8,00E-03 1 2 LLKHPNIVR DHQKLER
KPCB KPCB P68403-2 P68403-2 315 304 6,99E-03 1,2,3 3 IGQGTKAPEEK QKFER
KPYM KPYM P11980-2 P11980-2 247 256 1,16E-11 3 6 KAADVHEVR KVLGEK
LSAMP LSAMP Q62813 Q62813 58 88 2,83E-03 1,2,3 7 CVVEDKNSK VELEKR

Myosin-Va Myosin-Va AOAO?ZK‘W AOAOG2KAY7 994 997  7,99E-04 1,2 5 VLSLOQEEIAKLR KDLEQTR

NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 198 202 5,37E-06 1,2,3 23 AENSSLNLIGKAK TKENR
OPCM OPCM P32736 P32736 230 275 1,19E-04 1,2,3 9 AKNTGVSVGQK IENKGR
PFKAP PFKAP P47860 P47860 730 737 7,91E-07 1,2,3 15 DLLFKPVAELR KATDFEHR
PRS4 PRS4 P62193 P62193 91 98 9,89E-03 1,3 5 NQEQMKPLEEKQEEER SKVDDLR
PSA2 PSA2 P17220 P17220 58] 64 5,02E-04 1 8 QKSILYDER SVHKVEPITK
PSA3 PSA3 P18422 P18422 65 230 9,15E-05 1,2,3 11 LYEEGSNKR HEIVPKDVR
PSA3 PSA3 P18422 P18422 230 238 4,37E-03 1 5 HEIVPKDVR EEAEKYAK
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Psma4 Psma4 P21670 P21670 246 238 4,34E-04 1 3 HEEEEAKAER EVEQLIKK
Psmc3 Psmc3 Q6P6U2 Q6P6U2 73 77 4,88E-03 1,3 4 VTHELQAMKDK IKENSEK
Psmc6é Psmc6é G3V6W6 G3V6W6 48 41 3,07E-03 1,2,3 6 EQLKELTK LKELR
Psmc6 Psmc6 G3V6W6 G3V6W6 34 41 1,03E-01 1,3 11 LLEHKEIDGR LKELR
Psmd3 Psmd3 Q5U257 Q5U2S7 219 178 3,57E-03 1,2 7 VYEFLDKLDVVR YKEAQK
REEP5 REEP5 B2RZ37 B2RZ37 157 164 3,17E-06 1,2 3 HESQVDSVVKDVK AKETADAISK
VAPA VAPA Q97270 Q92270 125 52 4,67E-02 1,2,3 14 EAKPDELMDSKLR VKTTAPR
VIAAT VIAAT 035458 035458 113 261 1,45E-02 1,2,3 4 DQAVGAGGEFGGHDKPK NLKAVSK
Wfsl Wfsl E9PT53 E9PT53 800 681 3,40E-02 1 1 GHEEDDITKDIVLR AWKETNMAR
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Identifizierte Quervernetzungen nach Inkubation der synaptischen Vesikel mit einem Uberschuss an Iéslichem AN-SNARE-Komplex.

Tabelle A. 7: Identifizierte Quervernetzungen nach Inkubation der synaptischen Vesikel mit einem Uberschuss an Islichem AN-SNARE-Komplex.

Die Proteinnamen (Protein 1/Protein 2), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr. 1/ UP-Nr. 2), die Position der Quervernetzungen in den Proteinen (QPos 1/ QPos 2), der Wert der

Datenbanksuchmaschine fur die identifizierte Quervernetzung (Wert), die Nummer der Replikate, in welcher die Quervernetzung identifiziert wurde (Repl.), die Anzahl an Spektren des quervernetzten

Peptidpaars (#Spektren) und die Sequenz der quervernetzten Peptide (Peptidsequenz 1/Peptidsequenz 2) ist gelistet. Innerhalb der Peptidsequenzen ist die quervernetzte Aminoséure hervorgehoben.

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1 QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
homomultimere Quervernetzungen
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 91 87 2,42E-20 1,2,3 63 KYWWKNLK KYWWK
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 87 87 3,80E-05 1,3 5 RKYWWK KYWWK
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 85 87 2,78E-04 2 1 ADALQAGASQFETSAAKLKR RKYWWK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 204 2,25E-03 2,3 2 HSEIIKLENSIR HSEIIKLENSIR
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 96 102 9,91E-11 1,2,3 28 LKSSDAYK SSDAYKK
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 102 6,20E-11 1,2,3 46 KAWGNNQDGVVASQPAR SSDAYKK
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 184 189 5,92E-11 1,2,3 31 IMEKADSNK ADSNKTR
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 102 102 8,63E-02 1,3 3 SSDAYKK SSDAYKK
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 96 96 8,84E-04 1,3 6 LKSSDAYKK LKSSDAYK
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 103 1,25E-01 1 2 KAWGNNQDGVVASQPAR KAWGNNQDGVVASQPAR
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 184 184 1,42E-01 3 2 IMEKADSNK IMEKADSNK
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 40 5,44E-01 3 1 RMLQLVEESKDAGIR MLQLVEESKDAGIR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 83 2,66E-02 1 2 LHQVYFDAPSCVKGGTTK LHQVYFDAPSCVKGGTTK
Aldoa Aldoa PO5065 PO5065 111 111 2 35E-01 1 4 VDKGVVPLAGTNGETTTQGLD VDKGVVPLAGTNGETTTQGLDG
GLSER LSER
G3P G3P P04797 P04797 64 70 2,68E-01 AENGKLVINGKPITIFQER LVINGKPITIFQER
PFKAL PFKAL P30835 P30835 727 727 1,20E-01 1 1 KETDFEHR KETDFEHR
intermolekulare Quervernetzungen
SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 103 59 9,72E-08 1,2,3 32 KAWGNNQDGVVASQPAR DQKLSELDDR
SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 103 87 6,03E-08 1,2,3 47 KAWGNNQDGVVASQPAR KYWWK
SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 103 91 1,30E-04 1,2,3 15 KAWGNNQDGVVASQPAR KYWWKNLK
SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 184 87 2,98E-11 1,2,3 14 IMEKADSNK KYWWK
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SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 96 87 1,75E-15 1,2,3 29 LKSSDAYK KYWWK
SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 40 87 9,54E-14 1,2,3 77 MLQLVEESKDAGIR KYWWK
SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 40 91 1,09E-02 1,2,3 6 MLQLVEESKDAGIR KYWWKNLK
SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 40 59 1,26E-01 1,2 2 MLQLVEESKDAGIR DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 83 102 6,91E-03 1,2,3 10 ADALQAGASQFETSAAKLK SSDAYKK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 87 102  5,28E-10 1,2,3 18 KYWWK SSDAYKK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 83 103 2,50E-05 1,2,3 27 ADALQAGASQFETSAAKLK KAWGNNQDGVVASQPAR
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 87 189 3,02E-15 1,2,3 18 KYWWK ADSNKTR
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 59 96 4,05E-03 1,2,3 5 DQKLSELDDR LKSSDAYK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 83 96 1,05E-05 1,2,3 21 ADALQAGASQFETSAAKLK LKSSDAYK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 83 40 2,55E-04 1,2,3 20 ADALQAGASQFETSAAKLK MLQLVEESKDAGIR
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 59 102 2,02E-02 1,3 3 DQKLSELDDR SSDAYKK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 59 184 2,70E-01 1,3 3 DQKLSELDDR IMEKADSNK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 83 184 1,98E-03 1,2 3 ADALQAGASQFETSAAKLK IMEKADSNK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 91 189 1,10E-01 3 1 YWWKNLK ADSNKTR
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1A P63045 P32851 83 204 2,44E-07 1,2,3 39 ADALQAGASQFETSAAKLK HSEIIKLENSIR
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1A P63045 P32851 87 252 1,73E-09 1,2,3 20 KYWWK AVSDTKK
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1A P63045 P32851 59 252 2,77E-02 1,3 2 DQKLSELDDR AVSDTKK
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1A P63045 P32851 83 252 6,49E-05 1,2 3 ADALQAGASQFETSAAKLK AVSDTKK
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1A P63045 P32851 91 252 1,65E-01 i3 3 KYWWKNLK AVSDTKK
Syntaxin-1A Synaptobrevin-2 P32851 P63045 204 59 2,03E-03 1,2,3 15 HSEIIKLENSIR DQKLSELDDR
Syntaxin-1A Synaptobrevin-2 P32851 P63045 204 87 1,65E-17 1,2,3 55 HSEIIKLENSIR KYWWK
Syntaxin-1A Synaptobrevin-2 P32851 P63045 204 91 2,52E-02 1,2,3 11 HSEIIKLENSIR KYWWKNLK
SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 103 204 8,11E-08 1,2,3 54 KAWGNNQDGVVASQPAR HSEIIKLENSIR
SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 40 204 1,37E-08 1,2,3 75 MLQLVEESKDAGIR HSEIIKLENSIR
SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 102 252 9,07E-09 1,2,3 9 SSDAYKK AVSDTKK
SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 103 252 6,71E-04 1,2,3 8 KAWGNNQDGVVASQPAR AVSDTKK
SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 184 252 2,14E-06 1,2,3 11 IMEKADSNK AVSDTKK
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SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 189 252  3,42E-04 1,2,3 7 ADSNKTR AVSDTKK
SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 96 252  1,70E-08 1,3 7 LKSSDAYK AVSDTKK
Syntaxin-1A SNAP-25 P32851 P60881 204 102 2,37E-07 1,2,3 19 HSEIIKLENSIR SSDAYKK
Syntaxin-1A SNAP-25 P32851 P60881 204 184 3,73E-04 1,2,3 20 HSEIIKLENSIR IMEKADSNK
Syntaxin-1A SNAP-25 P32851 P60881 204 96 7,31E-06 1,2,3 33 HSEIIKLENSIR LKSSDAYK
Synaptobrevin-2  Synaptotagmin-1 P63045 P21707 83 200 2,43E-01 1 1 ADALQAGASQFETSAAKLK KTLNPVFNEQFTFK
Synaptobrevin-2 SV2A Pesoas QU0 g7 16  307E-04 1,3 3 KYWWK GAKDIAK
Synaptobrevin-2 Synapsin-1 P63045 P09951 87 173 2,64E-05 1,3 3 KYWWK NGVKVVR
Synaptobrevin-2 Synapsin-1 P63045 P09951 83 179 1,01E-01 1,3 3 ADALQAGASQFETSAAKLK SLKPDFVLIR
Synaptobrevin-2 Synapsin-1 P63045 P09951 59 179 1,61E-01 1 1 DQKLSELDDR SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 179 87 9,58E-04 1,2,3 8 SLKPDFVLIR KYWWK
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 311 87 4,23E-03 1 3 TYATAEPFIDAKYDVR KYWWK
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 574 87 8,82E-02 1 2 QASISGPAPPKF:/ SGASPGGQQ KYWWK
Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 574 83 2,00E-01 1 1 QASISGPAPPKF\YSGASPGGQQ ADALQAGASQFETSAAKLK
Synaptobrevin-2 Rab3A P63045 P63012 83 173 7,56E-02 1 1 ADALQAGASQFETSAAKLK DNINVKQTFER
Synaptobrevin-2  V-ATPase-E1 pesoas  90CY g7 82 233604 123 4 KYWWK LKVLR
V-ATPase-a Synaptobrevin-2 P25286 P63045 255 87 2,69E-05 1,3 3 KEMASGVNTR KYWWK
V-ATPase-a Synaptobrevin-2 P25286 P63045 50 87 4,82E-03 1 2 KFVNEVR KYWWK
V-ATPase-a Synaptobrevin-2 P25286 P63045 70 87 3,03E-01 1 2 FVEKEIR KYWWK
Synaptobrevin-2 G3P P63045 P04797 87 249 1,60E-01 1 2 KYWWK LEKPAK
Aldoa Synaptobrevin-2 P05065 P63045 140 87 5,62E-03 1 1 KDGADFAK KYWWK
Synaptotagmin-1 SNAP-25 P21707  P60881 332 103 1,73E:04 1 1 KNTLNPYYNESFSFEVPFEQIQ  KAWGNNQDGVVASQPAR
SNAP-25 Synaptotagmin-1 P60881 P21707 40 192 3,33E-01 1 1 MLQLVEESKDAGIR KFETK
SNAP-25 Synaptotagmin-1 P60881 P21707 40 107 3,83E-01 1 1 MLQLVEESKDAGIR DVKDLGK
Synaptotagmin-1 SNAP-25 P21707 P60881 375 96 1,17E-03 1 2 NDAIGKVFVGYNSTGAELR LKSSDAYK
SNAP-25 Synaptophysin P60881 P07825 103 186 3,73E-01 3 1 KAWGNNQDGVVASQPAR QTGNTCKELR
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Synaptophysin SNAP-25 PO7825  P6088L 186 9%  1,18E-01 13 2 QTGNTCKELR LKSSDAYK
Synaptophysin SNAP-25 PO7825  P6088L 83 103 103603 172 6 LHQVYFDAPSCVKGGTTK KAWGNNQDGVVASQPAR
Synaptophysin SNAP-25 PO7825  P6088L 83 9%  466E-02 1 3 LHQVYFDAPSCVKGGTTK LKSSDAYK

SNAP-25 SV2A peossl  9%2°° 40 385 741603 13 3 MLQLVEESKDAGIR AKGHPER

SNAP-25 SV2A peosss  9%°° 103 385 49sE02 1 2 KAWGNNQDGVVASQPAR AKGHPER

SNAP-25 SV2A P60881 Q0§56 103 485  2,45E-01 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR TKVFPGER

SNAP-25 SV2A P60881 Q03256 40 16  2,83E-01 1 1 MLQLVEESKDAGIR GAKDIAK

SNAP-25 Synapsin-1 P60881  P09951 103 179  429E-02 12,3 4 KAWGNNQDGVVASQPAR SLKPDFVLIR

SNAP-25 Synapsin-1 P6088L  P09951 103 591 556E-0L 3 1 KAWGNNQDGVVASQPAR QGPPQKPPGPAGPIR

Synapsin-1 SNAP-25 P09951  P6088L 179 9%  113E-01 13 2 SLKPDFVLIR LKSSDAYK
Synapsin-1 SNAP-25 PO9951  P6088L 574 9% 117602 13 3 QASISGPAPPKVSGASPGEQQ LKSSDAYK
Synapsin-1 SNAP-25 P09951  P60881 574 40  140E-01 1 3 P EISE R SR ERE R MLOQLVEESKDAGIR
Synapsin-1 SNAP-25 P09951  P60881 591 96  2,54E01 1 1 QGPPQKPPGPAGPIR LKSSDAYK
Synapsin-1 SNAP-25 P09951  P60881 574 103  3,27E-01 1 1 QAS'SGPAPPKF:/ SGASPGGQQ | AWGNNQDGVVASQPAR
csP SNAP-25 P60905  P6088L 41 9%  304E-01 1 1 LALKYHPDKNPDNPEAADK LKSSDAYK
csP SNAP-25 P60905  P6088L 46 9%  38lE01 1 1 YHPDKNPDNPEAADK LKSSDAYK

SNAP-25 Rab1A peossr  O0E 103 61  683E-03 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR TIKLQIWDTAGQER

SNAP-25 Rab39a Peossl  Do2°F 103 63 261601 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR IKLQLWDTAGQER

SNAP-25 Rab3A P60S8L  P63012 40 62 765602 1 2 MLQLVEESKDAGIR VKTIYR

SNAP-25 Rab3A P60S8L  P63012 40 72 100E-01 1 1 MLQLVEESKDAGIR IKLQIWDTAGQER

SNAP-25 V-ATPase-a P6088L  P25286 103 255 2,60E-02 1,3 5 KAWGNNQDGVVASQPAR KEMASGVNTR

SNAP-25 V-ATPase-a P6088L  P25286 96 50  448E-04 13 3 LKSSDAYK KFVNEVR

SNAP-25 V-ATPase-a P6088L  P25286 103 235 535E-02 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR KICEGFR

SNAP-25 V-ATPase-a P6088L  P25286 40 255  7,67E-02 3 1 MLQLVEESKDAGIR KEMASGVNTR

SNAP-25 V-ATPase-a P6088L  P25286 103 50 21201 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR KFVNEVR

SNAP-25 V-ATPase-a P6088L  P25286 40 50 316E01 3 1 MLQLVEESKDAGIR KFVNEVR




| 229

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
SNAP-25 V-ATPase-B P6088L  P62815 103 109  2,11E-01 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR KTSCEFTGDILR
SNAP-25 V-ATPase-G2 peossr PR 4o 21 4,04E-01 1 1 MLQLVEESKDAGIR AAEKVADAR
SNAP-25 V-ATPase-G2 peogsl  OR?H 103 21 50401 3 1 KAWGNNQDGVVASQPAR AAEKVADAR
V-ATPase-a SNAP-25 P25286  P6088L 255 102  4,65E-02 3 2 KEMASGVNTR SSDAYKK
V-ATPase-a SNAP-25 P25286  P608SL 255 9%  869E-02 1 4 KEMASGVNTR LKSSDAYK
GLNA SNAP-25 P09606  P6088L 107 9% 322801 1 2 KPAETNLR LKSSDAYK
SNAP-25 AP2A1 P60881 D3§UY 103 35  2,62E-01 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR INKELANIR
SNAP-25 G3P P60881  P04797 103 261 226E-03 1,3 4 KAWGNNQDGVVASQPAR VVKQAAEGPLK
SNAP-25 G3P P60881  P04797 40 261 146E-02 1 1 MLQLVEESKDAGIR VVKQAAEGPLK
SNAP-25 G3P P60881  P04797 103 217 1,50E-01 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR AVGKVIPELNGK
SNAP-25 G3P P6088L  P04797 103 70 286E-01 1 1 KAWGNNQDGVVASQPAR LVINGKPITIFQER
SNAP-25 GLNA P6088L  P09606 40 107  6,36E-03 1,23 3 MLQLVEESKDAGIR KPAETNLR
SNAP-25 GLNA P60881  P09606 103 201 211E-01 12 2 KAWGNNQDGVVASQPAR AYDPKGGLDNAR
SNAP-25 GLNA P608B1  P09606 40 201  420E-01 1 1 MLQLVEESKDAGIR AYDPKGGLDNAR
SNAP-25 MBP P60S8L  P02688 40 100 239601 1 1 MLQLVEESKDAGIR TTHYGSLPQKSQR
Syntaxin-1A Synaptotagmin-1 P32851 P21707 204 107 2,69E-01 1 1 HSEIIKLENSIR DVKDLGK
Syntaxin-1A SV2A pazest  9%°° 204 385  160E02 1 1 HSEIIKLENSIR AKGHPER
Synaptophysin Syntaxin-1A PO7825  P32851 83 204 2,36E-01 13 2 LHQVYFDAPSCVKGGTTK HSEIIKLENSIR
Synaptophysin Syntaxin-1A PO7825  P32851 163 204 2,99E-01 3 1 GLSDVKMATDPENIIK HSEIIKLENSIR
Syntaxin-1A Synaptophysin P32851 P07825 204 186 3,13E-01 S 1 HSEIIKLENSIR QTGNTCKELR
Syntaxin-1A Synapsin-1 P32851  P09951 204 179  6,78E-02 2,3 3 HSEIKLENSIR SLKPDFVLIR
Syntaxin-1A Synapsin-1 P32851  P09951 204 318  2,76E-01 1 1 HSEIIKLENSIR VQKIGONYK
Synapsin-1 Syntaxin-1A PO9951  P32851 591 204 833E-04 123 4 QGPPQKPPGPAGPIR HSEIIKLENSIR
Synapsin-1 Syntaxin-1A PO9951  P32851 574 204 155E-01 12 2 HDIEERHA e HSEIIKLENSIR
Synapsin-1 Syntaxin-1A P09951  P32851 311 204 3,13E-01 1 1 TYATAEPFIDAKYDVR HSEIIKLENSIR
Syntaxin-1A V-ATPase-a P32851  P25286 204 255 2,21E-01 1,3 2 HSEIIKLENSIR KEMASGVNTR




230 |

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Syntaxin-1A V-ATPase-a P32851 P25286 204 50 2,27E-01 1 2 HSEIIKLENSIR KFVNEVR
Syntaxin-1A V-ATPase-G2 pazest PR 204 21 amEOL 2 1 HSEIIKLENSIR AAEKVADAR
Syntaxin-1A G3P P32851 P04797 204 261 2,17E-04 1 2 HSEIIKLENSIR VVKQAAEGPLK
Syntaxin-1A G3P P32851 P04797 204 249 3,82E-01 1 1 HSEIIKLENSIR LEKPAK

Synaptophysin SV2A P07825 Q0§56 83 385 9,23E-04 1 3 LHQVYFDAPSCVKGGTTK AKGHPER
Synaptophysin Synaptogyrin-1 P07825 Q6§87 163 136 1,40E-04 1 1 GLSDVKMATDPENIIK PKDNPLNEGTDAAR
Synaptophysin Synaptogyrin-1 P07825 Q6§87 83 136 7,17E-02 1 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK PKDNPLNEGTDAAR
Synapsin-1 Synaptophysin P09951 P07825 574 163 2,38E-02 1 1 QASISGPAPPKF:/SGASPGGQQ GLSDVKMATDPENIIK
Synaptophysin V-ATPase-a P07825 P25286 83 50 2,50E-03 1 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK KFVNEVR
V-ATPase-d Synaptophysin Q5M7T6  PO7825 24 83  511E-03 1 1 CLKAGVLSQADVINLVQCETLE | HouYFDAPSCVKGGTTK
V-ATPase-a SV2A p2sass  9%°° 50 385 157E01 13 2 KFVNEVR AKGHPER
V-ATPase-A V-ATPase-B D4A133 P62815 443 403 4,79E-01 3 1 KHFPSVNWLISYSK LMKSAIGEGMTR
V-ATPase-B V-ATPase-E1 P62815 QGZCU 48 191 1,02E-10 1,2,3 10 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK IKVSNTLESR
V-ATPase-B V-ATPase-E1 P62815 QGSCU 81 191 1,61E-02 1,2 2 YAEIVHLTLPDGTKR IKVSNTLESR
V-ATPase-B V-ATPase-E1 P62815 QGZCU 109 191 4,01E-03 1 4 KTSCEFTGDILR IKVSNTLESR
V-ATPase-G V-ATPase-E1 B2GUV5 QGZCU 37 52 3,85E-04 1 1 QAKEEAQAEIEQYR LKIMEYYEK
V-ATPase-G2 V-ATPase-E1 Q8R2HO QGZCU 37 52 7,54E-05 1,3 3 QAKEEAQMEVEQYR LKIMEYYEK
ALDOC Aldoa P09117 P05065 111 111 4,12E-03 1 3 VDKGVVPLéfIEDSETTTQGLD VDKGVVPLAE;ESETTTQG LEE
Arpc4 ARPS5L B2RZ72 A1L108 44 69 4,74E-01 3 1 SSKELLLQPVTISR NSPINTKNQAVK
PRS4 PRS7 pe2103 %% 6o 58  235E04 1 2 IKDYLLMEEEFIR KINELTGIK
Psmd14 Psmd7 Q4V8E2 D42EH 152 180 1,58E-01 1 1 AVAVVVDPIQSVKGK DIKDTTVGTLSQR
intramolekulare Quervernetzung
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 59 52 1,06E-03 1,2,3 7 DQKLSELDDR VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 59 2,31E-09 1,2,3 29 ADALQAGASQFETSAAKLK DQKLSELDDR
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Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 59 87 1,30E-16 1,2,3 35 DQKLSELDDR KYWWK
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 87 1,21E-21 1,2,3 219 ADALQAGASQFETSAAKLK KYWWK
Synaptobrevin-2  Synaptobrevin-2 P63045 P63045 59 91 1,26E-05 1,2,3 21 DQKLSELDDR KYWWKNLK
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 91 4,31E-07 1,2,3 145 ADALQAGASQFETSAAKLK KYWWKNLK
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 85 91 3,16E-01 2,3 2 ADALQAGASQFETSAAKLKR YWWKNLK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 102  1,52E-10 1,2,3 66 MLQLVEESKDAGIR SSDAYKK

SNAP-25 SNAP-25 P60SS1  P60881 102 76  363E-01 123 4 SSDAYKIAWEINQDGVVASQ DMKEAEKNLTDLGK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 40 1,80E-10 1,2,3 99 KAWGNNQDGVVASQPAR MLQLVEESKDAGIR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 72 103 3,39E-01 1,2,3 6 IEEGMDQINKDMKEAEK KAWGNNQDGVVASQPAR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 76 2,16E-01 1,2,3 7 KAWGNNQDGVVASQPAR EAEKNLTDLGK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 96 7,62E-20 1,2,3 72 KAWGNNQDGVVASQPAR LKSSDAYK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 184 102 3,33E-16 1,2,3 56 IMEKADSNK SSDAYKK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 184 4,94E-12 1,2,3 80 KAWGNNQDGVVASQPAR IMEKADSNK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 184 2,09E-06 1,2,3 51 MLQLVEESKDAGIR IMEKADSNK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 184 96 6,38E-18 1,2,3 62 IMEKADSNK LKSSDAYK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 102 189 2,54E-18 1,2,3 16 SSDAYKK ADSNKTR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 189 2,62E-10 1,2,3 46 KAWGNNQDGVVASQPAR ADSNKTR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 189 5,84E-03 1,2,3 11 MLQLVEESKDAGIR ADSNKTR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 96 189 7,85E-18 1,2,3 59 LKSSDAYK ADSNKTR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 201 1,09E-03 1,2,3 11 KAWGNNQDGVVASQPAR ATKMLGSG

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 96 2,06E-10 1,2,3 67 MLQLVEESKDAGIR LKSSDAYK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 96 72 4,41E-01 3 2 FCGLCVCPCNKLKSSDAYK DMKEAEK

Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 252 3,39E-08 1,2,3 30 HSEIIKLENSIR AVSDTKK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 260 1,68E-02 1,2 7 HSEIIKLENSIR YQSKAR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 45 87 4,11E-03 1,2 4 GCIEKLSEDVEQVK TANKVR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 139 54 1,98E-02 3 1 FVEVMTEYNATQSKYR LSEDVEQVKK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 114 107 1,20E-08 1,2,3 18 TMKDQALK DVKDLGK
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Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 189 192  4,21E-10 1,2,3 29 VFLLPDKK KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 189  4,21E-04 1,2,3 19 FSKHDIIGEFK VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 192  3,24E-08 1,2,3 28 FSKHDIIGEFK KFETK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 244 189 9,64E-05 1,2,3 9 HD“GEFKVP'\\/}\L\QVDFGHVTEE VFLLPDKK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 244 192 3,82E-09 1,2,3 25 HD”GEFKVPWJVDFGHVTEE KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 236 6,66E-04 1,2,3 11 DLQSAEKEEQEK FSKHDIIGEFK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 98 107 5,17E-03 1,3 10 GGKNAINMK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 200 196 1,04E-04 1,3 6 KTLNPVENEQFTFK FETKVHR
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 189 2,21E-02 1,3 8 DLQSAEKEEQEK VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 192 2,00E-03 1,3 4 DLQSAEKEEQEK KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 244 267 1,85E-06 1,3 8 HDIIGEFKVPWF;FVDFGHVTEE DLQSAEKEEQEK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 313 369 3,55E-08 1,3 10 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK IGKNDAIGK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 313 375 3,14E-13 1,3 17 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK NDAIGKVFVGYNSTGAELR
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 236 3,37E-06 1 4 NDAIGKVFVGYNSTGAELR FSKHDIIGEFK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 272 192 5,00E-05 1 13 DLQSAEKEEQEKLGDICFSLR KFETK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 107 6,78E-05 1 3 NDAIGKVFVGYNSTGAELR DVKDLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 191 6,95E-05 1 FSKHDIIGEFK KKFETK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 332 366 1,59E-03 1 1 KNTLNPYYNE?(FSFEVPFEQIQ VQVVVTVLDYDKIGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 133 141 1,70E-03 1 8 DQALKDDDAI?DTKGLTDGEEKEE EEEKLGK
Synaptotagmin-1 ~ Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 107 5,20E-02 1 3 FSKHDIIGEFK DVKDLGK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 272 189 1,73E-01 1 3 EEQEKLGDICFSLR VFLLPDKK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 104 111 2,25E-01 3 1 NAINMKDVK DLGKTMK
Synaptotagmin-1  Synaptotagmin-1 P21707 P21707 196 107 2,96E-01 1 2 FETKVHR DVKDLGK
Synaptotagmin-2 ~ Synaptotagmin-2 P29101 P29101 190 193 6,38E-04 1,3 8 VFLLPDKK KYETK
Synaptotagmin-2  Synaptotagmin-2 P29101 P29101 245 193 1,81E-05 1,3 4 HD”GEVKVP\’\,AV';TVDLGQPIEE KYETK
Synaptotagmin-2  Synaptotagmin-2 P29101 P29101 314 376 1,64E-03 1,3 3 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK NEAIGKIFVGSNATGTELR
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Synaptotagmin-2  Synaptotagmin-2 P29101  P29101 245 190  2,68E-02 1 1 AT L RIS VFLLPDKK
SV2A SV2A Quzses %2 ugs 385 200806 123 4 TKVFPGER AKGHPER
SV2A SV2A Quzses  902%° 515 485 108E05 123 11 GGQYFNDKFIGLR TKVFPGER
SV2A SV2A Quzses 2% 288 385 130805 23 2 LLSGVG'GGSI'E'?\F/{FSYFSEFLA AKGHPER
SV2A SV2A Quzses  2° 375 385 512605 13 3 HDEAWMVLKQVHDTNMR AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q03256 143 485 300E-03 1,2 3 KDREELAQQYETILR TKVFPGER
SV2A SV2A Quzses 2% 109 16 219804 1 3 AESGGKGER GAKDIAK
sv2B SV2B Qessea 3 aay oz 15802 13 5 VETVSHIKTPK AKGTPEK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 163 186 1,59E-04 1,2,3 21 GLSDVKMATDPENIIK QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 186 17 2,00E-04 1,2,3 8 QTGNTCKELR VVKEPLGFVK
Synaptophysin  Synaptophysin PO7825  P07825 173 186 2,78E-03 12,3 14 MATDPENIIKEMPMCR QTGNTCKELR
Synaptophysin  Synaptophysin PO7825  P07825 163 17 158E-07 1,3 3 GLSDVKMATDPENIIK VVKEPLGFVK
Synaptophysin  Synaptophysin PO7825  P07825 83 163  6,55E-08 1,2 7 LHQVYFDAPSCVKGGTTK GLSDVKMATDPENIIK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 173 3,26E-02 1,3 2 LHQVYFDAPSCVKGGTTK MATDPENIIKEMPMCR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 186 1,26E-03 i3 15 LHQVYFDAPSCVKGGTTK QTGNTCKELR
Synaptophysin  Synaptophysin PO7825  P07825 83 17 241E-07 1.3 10 LHQVYFDAPSCVKGGTTK VVKEPLGFVK
VGIu2 VGIu2 Q12 QU2 22 34 192605 13 6 NFAGKSLGOQIYR KQDNR
Scamp-1 Scamp-1 P56603  P56603 89 97 452606 1 1 EHALAQAELLKR KAAELDR
Scamp-3 Scamp-3 E9PTW1 EQPlTW 105 112 1,24E-13 12,3 25 KQEELNR KAEELDR
Scamp-3 Scamp-3 eoptwi ST 77 112 520E-04 1 1 KLSPAEPK KAEELDR
Rab11b Rab11b osss00 0 2 61  534E-04 1 1 VVLIGDSGVGKSNLLSR TIKAQIWDTAGQER
Rab14 Rab14 P61107  P61107 193 61  524E-03 13 4 'YQN'QD%?A%'ZD'\‘(?@FESGVQHK IKLQIWDTAGQER
Rab1A Rab1A Qenve7 OB 15 132 es0E05 123 7 LLVGNKCDLTTK KVVDYTTAK
RablA RablA Qenve7 0B 419 132 11401 13 2 YASENVNKLLVGNK KVVDYTTAK
Rab1B Rab1B P10536  P10536 122 129 556E-03 1723 6 LLVGNKSDLTTK KVVDNTTAK
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Rab1B Rab1B P10536  P10536 116 120 1,04E-01 1 1 YASENVNKLLVGNK KVVDNTTAK
Rab3A Rab3A P63012  P63012 35 62 131E-02 13 2 ILIGNSSVGKTSFLFR VKTIYR
Rab3A Rab3A P63012  P63012 12 62  7.49E-04 1 3 YGQKESSDQNFDYMFK VKTIYR
Rab3A Rab3A P63012  P63012 12 72 72303 3 2 YGQKESSDQNFDYMFK IKLQIWDTAGQER

Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 134 131  2,63E-04 12,3 29 KIHGEIDIK YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 179 134  504E-07 12,3 10 SLKPDFVLIR KIHGEIDIK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 179 173  1,99E-08 12,3 34 SLKPDFVLIR NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 574 591  7,83E-04 123 21 WADERARASEEASHEENY QGPPQKPPGPAGPIR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 173 131 942E-02 1,3 3 NGVKVVR YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 134 173 569E-04 1,3 10 KIHGEIDIK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 179 318  558E-05 1,3 3 SLKPDFVLIR VQKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 324 179  7,08E-04 1,3 2 IGONYKAYMR SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 238 311 128607 1 1 KLGTEEFPLIDQTFYPNHK TYATAEPFIDAKYDVR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 311 179  2,91E-07 1 5 TYATAEPFIDAKYDVR SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 238 179  1,18E-06 1 1 KLGTEEFPLIDQTFYPNHK SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 281 179  1,90E-06 1 2 VKVDNQHDFQDIASVVALTK SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 281 318  4,06E-05 1 2 VKVDNQHDFQDIASVVALTK VQKIGONYK
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 281 311 148E-04 1 2 VKVDNQHDFQDIASVVALTK TYATAEPFIDAKYDVR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 311 318  3,00E-04 1 6 TYATAEPFIDAKYDVR VOKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 574 179 382604 1 2 RIS R SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 336 311  249E-02 3 1 TSVSGNWKINT SSAMLEQIAM TYATAEPFIDAKYDVR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 281 173  2,54E-02 1 1 VKVDNQHDFQDIASVVALTK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 591 179  560E-02 1 2 QGPPQKPPGPAGPIR SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 318 173  1,68E-01 1 1 VQKIGQNYK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 PO9951  P09951 336 173  4,69E-01 1 1 TSVSGNWKINTSSAMLEQIAM NGVKVVR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286  P25286 109 70 231E-06 123 34 IENELKEINTNQEALK FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286  P25286 255 235 268E-08 1723 8 KEMASGVNTR KICEGFR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 288 296 1,05E-08 1,2,3 17 VLQAAAKNIR VWFIKVR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 70 50 1,48E-03 1,2,3 6 FVEKEIR KFVNEVR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 74 70 5,71E-07 1,2,3 37 KANIPIMDTGENPEVPFPR FVEKEIR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4§13 163 139 9,67E-05 1,2,3 18 VGSHITGGDIYGIVNENSLIKHK WEFIPSKNLR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4§13 598 591 2,92E-05 1,2,3 9 IKADYAQLLEDMQNAFR FKDPVKDGEAK
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 119 70 2,43E-01 1,2 2 EINTNQEALKR FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 74 119 6,03E-06 1,3 6 KANIPIMDTGENPEVPFPR EINTNQEALKR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 255 70 4,36E-02 1,3 2 KEMASGVNTR FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 288 70 5,15E-01 1,3 4 VLQAAAKNIR FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 70 835 8,99E-02 1,3 4 FVEKEIR EGKFDE
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4§13 139 165 7,16E-05 1,3 35 WEFIPSKNLR HKIMLPPR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4§13 498 513 5,50E-07 1,2 5 EILQEEEDLAE:;’SLVGKASLAE ITLEVAKLIK
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4§13 498 516 3,64E-10 1,2 8 EILQEEEDLA.IE_B/P?LVGKASLAE LIKDDFLQQNGYTPYDR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4§13 596 587 4,54E-04 1,3 3 DGEAKIK FKDPVK
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 129 255 2,61E-03 2 1 NFLELTELKFILR KEMASGVNTR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 103 288 9,68E-03 3 3 DMIDLEANFEKIENELK VLQAAAKNIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 109 50 1,97E-02 1 1 IENELKEINTNQEALK KFVNEVR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 103 70 1,10E-01 3 1 DMIDLEANFEKIENELK FVEKEIR
V-ATPase-a V-ATPase-a P25286 P25286 70 235 1,29E-01 1 1 FVEKEIR KICEGFR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4§13 84 8 5,04E-01 1 1 TGKP;,‘Eg/DEIIéGSPQ?_g/Sé:EgGIQR LPKIR
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 48 108 4,14E-08 1,2,3 13 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK AVVQVFEGTSGIDAKK
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 48 109 1,54E-19 1,2,3 30 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK KTSCEFTGDILR
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 81 109 5,76E-07 1,2,3 6 YAEIVHLTLPDGTKR KTSCEFTGDILR
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 81 137 2,41E-02 1,2,3 10 YAEIVHLTLPDGTKR VFENGSGKPIDR
V-ATPase-B V-ATPase-B P62815 P62815 48 81 1,51E-06 1,2,3 10 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK YAEIVHLTLPDGTKR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVI6 Q5FVI6 147 156 9,92E-03 1,3 4 ASAYNNLKGNLQNLER KNAGSLLTR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
V-ATPase-Cl  V-ATPase-Cl Q5FVIE  QSFVI6 156 245  222E-03 1 1 KNAGSLLTR ENKFIVR
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5'g"7T 24 300 177609 123 21 GLKAGVLSQ‘B'?_YKLNLVQCETLE FFEHEVKLNK
V-ATPase-d V-ATPase-d Qsmrte VT 283 300 167E-06 123 26 LLFEGAGSNPGDKTLEDR FFEHEVKLNK
V-ATPase-D V-ATPase-D Qepsos P00 24 134E-06 123 14 MAQTIMKAR LKGAQTGR
V-ATPase-d V-ATPase-d Q5M7T6 Q5'g'7T 288 343 620E-02 23 2 LLFEGAGSNPGDKTLEDR AKIDNYIPIF
V-ATPase-d V-ATPase-d Qsmrte M 73 77 451E09 12 4 LHLQSTDYCNFLAREASPLTVS EKMVVEFR
V-ATPase-d V-ATPase-d Qsmrte VT 275 300 155E-07 1 6 NVADYYPEYKLLFEGAGSNPG FFEHEVKLNK
V-ATPase-D V-ATPase-D Qepso3 0 24 2,67E-03 1 2 KSDALTLR LKGAQTGR
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Qepcuz WY g 107  1,61E-06 12,3 20 DDLITDLLNEAKQR VVKDTTR
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2 QGZCU 69 62  680E-07 123 11 KIQMSNLMNQAR EKQIEQQK
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Qepcuz  PPCY g 104 3,63E-03 1,3 3 ARDDLITDLLNEAKQR LSKVVK
V-ATPase-F V-ATPase-F P50408  P50408 102 110 9,30E-05 1,3 9 EHPYDAAKDSILR AKGMFTAEDLR
AP2A1 AP2A1 D3ZUY8 D3§UY 35 31 30105 123 12 INKELANIR EAEIKR
AP2B1 AP2B1 P62944  P62944 117 139  1,32E-06 1 1 VDKITEYLCEPLR KTAAVCVAK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 256 224  4,99E-03 12,3 11 LSKFDSER IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 281 224  412E-04 123 12 TTKDIILPFR IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 400 312 508E-10 123 27 WARPPISMNFEVPFAPSGLKVR SNFKPSLLAQK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 405 256  2,68E-04 123 8 YLKVFEPK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 235 224 2,85E-03 1,3 2 GTADETSKSGK IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 213 256 536E-02 1,3 9 SYLSGMPECKFGMNDK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 227 256  3,64E-05 1,3 5 QGKGTADETSK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 235 256 1,82E-03 1,3 4 GTADETSKSGK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 219 281 62103 13 5 FGMNDKIVIEK TTKDIILPFR
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 281 256 8,77E-03 12 4 TTKDIILPFR LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 400 235 622603 13 3 WARPPISMNFEVPFAPSGLKVR GTADETSKSGK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 420 405 3,85E-01 1,3 3 LNYSDHDVIKWVR YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 238 405  2,74E-06 1 3 SGKQSIAIDDCTFHQCVR YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 238 281  3,92E-06 1 3 SGKQSIAIDDCTFHQCVR TTKDIILPFR
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 238 227  1,04E-05 1 4 SGKQSIAIDDCTFHQCVR QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 238 256  2,38E-04 1 5 SGKQSIAIDDCTFHQCVR LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 238 224  2,73E-03 1 3 SGKQSIAIDDCTFHQCVR IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 281 235  3,87E-02 1 3 TTKDIILPFR GTADETSKSGK
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 139 256  1,28E-01 1 1 TFITQQGIKSQHQTK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092  P84092 219 256  2,07E-01 1 1 FGMNDKIVIEK LSKFDSER
AP251 AP251 P62744  P62744 45 56  168E-04 123 12 DAKHTNFVEFR NFKIIYR
AP2S1 AP2S1 P62744  P62744 30 56 9,86E-06 1 5 QKLIEEVHAVVTVR NFKIIYR
AAKL AAKL pocixs PO 178 160 261807 12 9 DLKVENILLHDR LHQCKTPIIHR
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 147 108  4,08E-04 12,3 7 DGADFAKWR GGVVGIKVDK
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 312 318  4,30E-03 123 10 ALQASALKAWGGK KENLK
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 147 101  500E-04 1,3 7 DGADFAKWR SKGGWVGIK
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 147 139  560E-05 1 4 DGADFAKWR CAQYKK
Aldoa Aldoa PO5065 ~ P0S065 111 147  6,02E-05 1 2 VDKGVVPLAS TRSETTTQGLD DGADFAKWR
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 42 101 7,64E-05 1 6 GILAADESTGSIAKR SKGGWVGIK
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 208 13 842E-05 1 11 CQYVTEKVLAAVYK PHPYPALTPEQKK
Aldoa Aldoa POS065  P05065 200 13 2,00E-04 1 7 YAS'CQQNGH'[\)’LPI'(\QEPE'LPDGD PHPYPALTPEQKK
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 28 322  547E-04 1 1 IVAPGKGILAADESTGSIAK ENLKAAQEEYIK
Aldoa Aldoa PO5065  P0O5065 111 312  1,30E-03 1 1 VDKGVVPLAe‘E;ESETTTQGLD ALQASALKAWGGK
Aldoa Aldoa P05065  P05065 99 42 1,42E-03 1 2 ADDGRPFPQVIKSK GILAADESTGSIAKR
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 28 147 1,73E-03 1 4 IVAPGK GILAADESTGSIAK DGADFAKWR
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 101 318  2,24E-03 1 2 SKGGWGIK KENLK
Aldoa Aldoa PO5065  P05065 322 312  3,82E-03 1 3 ENLKAAQEEYIK ALQASALKAWGGK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Amphiphysin Amphiphysin oosszs %% 75 141 633603 1 1 AEEEFQKAQK KLVDYDSAR
Annexin Annexin Qemza M a7 a0 110804 23 3 AMKGIGTDEATIIDITQR AANDFNPDADAKALR
Atp1b1 Atplbl PO7340  P07340 14 22 148E-08 13 4 KFIWNSEK KEFLGR
Atp1bl Atplbl PO7340  P07340 278 217  185E-02 1 5 IECKAYGENIGYSEK YNPNVLPVQCTGKR
Atpgal Atp8al Fiota FUUT a19 337 e30Ea3 123 9 DGEKIIYQAASPDEGALVR AAKQLNFVFTGR
Atpgal Atp8al Fiota FUUUT a5 a0 2s8E02 13 5 EITLKHLEQFATEGLR LAESSKYK
Atp8al Atp8al Fiuta  PMYT a19 303 27805 1 2 DGEKIIYQAASPDEGALVR LYCKGADTVIYER
Calmodulin-1 Calmodulin-1 poP20  PODPZ 22 95  2,00E-04 1 2 EAFSLFDKDGDGTITTK VFDKDGNGYISAAELR
CC50A CC50A QBAY41 QG/l*Y“ 179 100 479E-06 1,2 4 NVKER YVKSR
Cctéa Cctéa Q3MHS9 Qg'\é“" 265 261 122E-06 12,3 10 KFIEDR LVKAER
Cctéa Cctéa Q3MHS9 Qeé“é'“ 265 273 4,45E-05 1 2 KFIEDR KIVELK
Cd47 Cd47 Po7820  P97820 122 59  3,50E-04 1,3 6 EGKTVIELK WKLNK
CN37 CN37 P13233  P13233 203 196 2,04E-09 1,3 3 KAGQVFLEELGNHK KSSETLR
csP csP P60905  P60905 56 41  883E-08 123 19 NPDNPEAADKFK LALKYHPDK
Dmx-like-2 Dmx-like-2 Fivaws PO 1gga 1877 99706 1 3 KLFFTTANAHFK NIADKINLIER
Dmx-like-2 Dmx-like-2 Fivaws  oM3 1ge0 1877 3a1E01 2 1 NLASPEGTLATLGLKTEK NIADKINLIER
Dynamin-1 Dynamin-1 P21575  P21575 257 246  7,78E-05 1,3 3 KFFLSHPSYR KDITAALAAER
Dynamin-1 Dynamin-1 P21575  P21575 393 382 1,83E-02 1,3 3 EISYAIKNIHGIR MEFDEKELR
Dynamin-1 Dynamin-1 P21575  P21575 414 421  3.45E-04 13 5 TGLFTPDLAFEATVKK LKEPSIK
Dynamin-1 Dynamin-1 P21575  P21575 562 598 150E-05 1,3 10 KYMLSVDNLK NVYKDYR
Dynamin-1 Dynamin-1 P21575  P21575 393 415  4,15E-01 1 1 EISYAIKNIHGIR KQVQK
EF1A1 EF1A1 P62630  P62630 386 378  387E-03 1 3 KLEDGPK EKIDR
FIs1 FIS1 Pg4gl7  P84gl? 85 92 11705 1,23 4 LKEYEK ALKYVR
G3pP G3P P04797  P04797 257 249  121E-05 12,3 21 YDDIKK LEKPAK
G3P G3pP P04797  P04797 261 257 570E-12 12,3 24 VVKQAAEGPLK YDDIKK
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
G3P G3P P04797 P04797 213 225  8,59E-05 1,3 7 GAAQNIIPASTGAAKAVGK VIPELNGKLTGMAFR
G3P G3P P04797 P04797 225 249  9,36E-02 1,3 3 VIPELNGKLTGMAFR LEKPAK
G3P G3P P04797 P04797 70 59 2,44E-03 1,3 6 LVINGKPITIFQER FNGTVKAENGK
G3P G3P P04797 P04797 225 261 9,91E-05 1 1 VIPELNGKLTGMAFR VVKQAAEGPLK
G3P G3P P04797 P04797 70 2 3,92E-04 1 4 LVINGKPITIFQER VKVGVNGFGR
G3P G3P P04797 P04797 261 252 1,35E-02 1 3 VVKQAAEGPLK PAKYDDIKK
G3P G3P P04797 P04797 70 192 6,56E-02 1 2 LVINGKPITIFQER TVDGPSGKLWR

GLNA GLNA P09606 P09606 103 107 9,58E-06 1,2,3 14 LVFCEVFKYNR KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 107 8,67E-04 1,2,3 14 TCLLNETGDEPFQYKN KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 276 107 2,20E-03 1,2 5 CIEEAIDKLSK KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 107 334 4,66E-04 1,3 3 KPAETNLR KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 291 2,52E-04 1 1 TCLLNETGDEPFQYKN AYDPKGGLDNAR
GLNA GLNA P09606 P09606 103 334 4,65E-02 1 1 LVFCEVFKYNR KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 291 334 6,65E-02 1 1 AYDPKGGLDNAR KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 291 107 7,43E-02 1 2 AYDPKGGLDNAR KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 103 291 4,80E-01 1 3 LVFCEVFKYNR AYDPKGGLDNAR
GNAO GNAO P59215 P59215 24 17 1,15E-03 1 2 NLKEDGISAAK SKAIEK
GPM6A GPM6A Q812E9 Q832E 257 250 1,06E-06 1,2,3 13 SKEEQELHDIHSTR MQKYEDIK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 68 56 2,09E-01 1,3 LLKHPNIVR DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 267 137 8,74E-06 1 3 ITAAEALKHPWISHR DLKPENLLLASK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 42 56 4,20E-03 1 4 VLAGQEYAAKIINTK DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 344 347 2,91E-02 1 4 ESSESTNTTIEDEDTKVR KQEIIK
KCRU KCRU P25809 P25809 332 403 5,96E-08 1,2,3 16 AGVHVKLPLLSK LEKGQDIR
KCRU KCRU P25809 P25809 332 276 1,94E-02 1,3 4 AGVHVKLPLLSK VISMEKGGNMK
KPCB KPCB P68403-2 PG?;% 607 611 1,86E-02 1,3 2 YIDWEKLER KEIQPPYKPK
KPCG KPCG P63319 P63319 28 37 1,71E-02 1,3 2 QKVVHEVK SHKFTAR
LAMP5 LAMPS Q5PPI4 QlEirL 118 96 1,02E-02 1,2,3 7 AYTLKMLFVK GAEVKGR

4




240 |

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr.2 QPos1l QPos2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
LSAMP LSAMP Qo813 %81 5 88 352801 3 1 CVVEDKNSK VELEKR
MBP MBP P02688  P02688 166 159  3,24E-02 13 2 GFKGAYDAQGTLSK ASDYKSAHK
Myosin-Va Myosin-Va nomoG2Kkay7 A000C goa 997 923204 123 4 VLSLQEEIAKLR KDLEQTR
NSF NSF Qouis PNt 108 202 274E04 123 7 AENSSLNLIGKAK TKENR
NSF NSF Q9QUL6 Qggu" 283 275  550E-04 1 2 EPKVVNGPEILNK QIGKMLNAR
NSE NSF Q9QUL6 Qggu" 304 275  9,54E-02 3 1 KLFADAEEEQR QIGKMLNAR
OPCM OPCM P32736  P32736 230 275 172E-02 13 6 AKNTGVSVGQK IENKGR
PFKAP PFKAP P47860  P47860 730 737  7,64E-10 12,3 20 DLLFKPVAELR KATDFEHR
PFKAP PFKAP P47860  P47860 730 688  832E-02 1 1 DLLFKPVAELR NFGTKISAK
PSA2 PSA2 P17220  P17220 53 64  7,04E-03 1 4 QKSILYDER SVHKVEPITK
PSA3 PSA3 P18422  P18422 230 238 2,84E-02 1 3 HEIVPKDVR EEAEKYAK
Psmc6 Psmc6 Gavews  Cor® 3 41 275602 1 5 LLEHKEIDGR LKELR
PTNO PTNO Qeazz ¥ @ 74 132E-04 13 3 LKPHEEPLR KEGIVK
RACL RACL Qeruvs PRV 116 128 130E04 123 7 HHCPNTPIILVGTKLDLR DDKDTIEKLK
RAC1L RACL Qeruvs BV 453 16 16404 1 1 EIGAVKYLECSALTOQR GLKTVFDEAIR
Rasall Rasall pazHve  D¥ZMY 576 574 991E00 123 13 KEEPASLATR EGFLLKR
RS27A RS27A P62982  P62982 1 20 439E-05 13 4 MQIFVK AKIQDK
TCPD TCPD Q7TPB1 QqPB 21 29 1,34E-03 13 4 GKGAYQDR DKPAQIR
TCPD TCPD Qrreer TP 4 20 121E-01 13 2 FSNISAAKAVADAIR DKPAQIR
VAPA VAPA Quzzro %% 135 52 317E01 13 3 EAKPDELMDSKLR VKTTAPR
VIAAT VIAAT ossass 0% g 23 568E-06 1,3 8 SKLTNVATSVSNK SQAKVSGMFAR
WDR7 WDR7 Q9ERH3 QggRH 862 868  141E-04 1 3 LLQAKAEAGR KGPATESVGK
Wis1 Wis1 EOPTS3  O0T° 800 836  197E06 13 3 GHEEDDITKDIVLR LGSKWPVFELK
Wis1 Wis1 Eoptss EPTS 800 681 450E-02 3 2 GHEEDDITKDIVLR AWKETNMAR
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8.3.8 Identifizierte Quervernetzungen nach Fusion der synaptischen Vesikel mit Proteoliposomen.

Tabelle A. 8: Identifizierte Quervernetzungen nach Fusion der synaptischen Vesikel mit Proteoliposomen.
Die Proteinnamen (Protein 1/Protein 2), Akzessionsnummer der Datenbank UniProt (UP-Nr. 1/ UP-Nr. 2), die Position der Quervernetzungen in den Proteinen (QPos 1/ QPos 2), der Wert der
Datenbanksuchmaschine fur die identifizierte Quervernetzung (Wert), die Nummer der Replikate, in welcher die Quervernetzung identifiziert wurde (Repl.), die Anzahl an Spektren des quervernetzten

Peptidpaars (#Spektren) und die Sequenz der quervernetzten Peptide (Peptidsequenz 1/Peptidsequenz 2) ist gelistet. Innerhalb der Peptidsequenzen ist die quervernetzte Aminoséure hervorgehoben.

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 Qlios QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
homomultimere Quervernetzungen
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 102 3,16E-04 1,2,3 14 KAWGNNQDGVVASQPAR SSDAYKK
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 103 8,95E-03 1,2,3 6 KAWGNNQDGVVASQPAR KAWGNNQDGVVASQPAR
SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 184 189 3,15E-04 1,3 3 IMEKADSNK ADSNKTR
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 204 1,10E-04 1 5 HSEIIKLENSIR HSEIIKLENSIR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 83 83 6,90E-02 1,2 3 LHQVYFDAPSCVKGGTTK LHQVYFDAPSCVKGGTTK
CSP CSP P60905 P60905 46 46 2,73E-06 2 5 YHPDKNPDNPEAADKFK YHPDKNPDNPEAADK
Aldoa Aldoa PO5065 PO5065 200 2,002E+O 7.95E-02 5 1 YASICQQNGIVEI(\}/:{EPEILPDGDHD YASICQQl\lleHll\DISI(\{QEPEILPDG
Aldoa Aldoa P05065 P05065 111 111 1,12E-03 2 4 VDKGVVPLAG;ESETTTQGLDGL VDKGVVPSQ(E-SFESETTTQGL
ALDOC ALDOC P09117 P09117 111 111 4,03E-04 5 1 VDKGVVPLAGTDGETTTQGLDGL VDKGVVPLAGTDGETTTQGL
LER DGLLER
GLNA GLNA P09606 P09606 334 333 1,70E-02 1,2,3 4 KGYFEDR IVGQEKK
VAPA VAPA Q97270 Q97270 205 211 1,05E-03 2 2 KVAHSDKPGSTSAVSFR VAHSDKPGSTSAVSFR
intermolekulare Quervernetzungen
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 52 96 3,01E-01 3 1 VNVDKVLER LKSSDAYK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 59 184 1,83E-01 3 1 DQKLSELDDR IMEKADSNK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 83 96 4,07E-02 2 1 ADALQAGASQFETSAAKLK LKSSDAYK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 52 184 1,57E-02 2 1 VNVDKVLER IMEKADSNK
Synaptobrevin-2 SNAP-25 P63045 P60881 83 103 3,80E-04 1,2,3 5 ADALQAGASQFETSAAKLK KAWGNNQDGVVASQPAR
Syntaxin-1B Synaptobrevin-2 P61265 P63045 93 52 3,80E-01 2 1 LKAIEQSIEQEEGLNR VNVDKVLER
Synaptotagmin-1 Synaptobrevin-2 pP21707 P63045 288 59 3,30E-01 2 1 YVPTAGKLTVVILEAK DQKLSELDDR
Synaptotagmin-1 Synaptobrevin-2 P21707 P63045 332 59 2,13E-02 2 1 KNTLNPYYNESFSFEVPFEQIQK DQKLSELDDR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Synaptotagmin-1 Synaptobrevin-2 P21707 P63045 375 59 1,38E-02 2 3 NDAIGKVFVGYNSTGAELR DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 CSP P63045 P60905 52 32 2,85E-01 3 1 VNVDKVLER NATSDDIKK

CSP Synaptobrevin-2 P60905 P63045 46 52 4,16E-01 2 1 YHPDKNPDNPEAADK VNVDKVLER
CSP Synaptobrevin-2 P60905 P63045 46 59 5,84E-03 2,3 2 YHPDKNPDNPEAADK DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 RAB3A P63045 P63012 59 62 3,88E-01 2 1 DQKLSELDDR VKTIYR
Synaptobrevin-2 RAB3A P63045 P63012 52 62 2,45E-01 2 2 VNVDKVLER VKTIYR
RAB3A Synaptobrevin-2 P63012 P63045 173 52 9,90E-02 2 2 DNINVKQTFER VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 Scamp-1 P63045 P56603 59 97 1,21E-01 3 1 DQKLSELDDR KAAELDR

SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 103 87 2,41E-01 2 1 KAWGNNQDGVVASQPAR KYWWK

SNAP-25 Synaptobrevin-2 P60881 P63045 103 59 5,25E-03 2,3 5 KAWGNNQDGVVASQPAR DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 16 2,24E-01 2 3 VNVDKVLER GAKDIAK
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 32 1,79E-01 2 2 VNVDKVLER VVKGLDR
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 59 385 1,43E-01 2,3 2 DQKLSELDDR AKGHPER
Synaptobrevin-2 SV2A P63045 Q02563 52 385 1,24E-01 2,3 4 VNVDKVLER AKGHPER
Synaptobrevin-2 Synapsin-1 P63045 P09951 59 179 4,56E-03 2 2 DQKLSELDDR SLKPDFVLIR

Synapsin-1 Synaptobrevin-2 P09951 P63045 179 52 5,82E-02 2 4 SLKPDFVLIR VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 Synaptophysin P63045 P07825 59 186 541E-02 2.3 2 DQKLSELDDR QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 163 52 4,27E-02 2 1 GLSDVKMATDPENIIK VNVDKVLER
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 83 52 3,83E-03 2 2 LHQVYFDAPSCVKGGTTK VNVDKVLER

Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 83 83 2,87E-04 2 S LHQVYFDAPSCVKGGTTK ADALQAGASQFETSAAKLK
Synaptophysin Synaptobrevin-2 P07825 P63045 83 59 1,27E-04 2,3 5 LHQVYFDAPSCVKGGTTK DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 Synaptotagmin-1 P63045 P21707 52 192 1,29E-01 2 1 VNVDKVLER KFETK
Synaptobrevin-2 Syntaxin-1B P63045 P61265 52 116 6,92E-02 2,3 3 VNVDKVLER KTQHSTLSR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-al P63045 P25286 59 70 3,23E-01 2 1 DQKLSELDDR FVEKEIR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-al P63045 P25286 59 50 1,02E-01 3 1 DQKLSELDDR KFVNEVR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-al P63045 P25286 52 50 4,24E-02 2,3 3 VNVDKVLER KFVNEVR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-al P63045 P25286 59 255 3,94E-02 2,3 4 DQKLSELDDR KEMASGVNTR
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Synaptobrevin-2 V-ATPase-al P63045 P25286 52 235 8,53E-03 2 1 VNVDKVLER KICEGFR
Synaptobrevin-2 V-ATPase-E1 P63045 Q6PCU2 59 82 2,73E-01 2 1 DQKLSELDDR LKVLR

V-ATPase-al Synaptobrevin-2 P25286 P63045 255 52 5,57E-03 3 2 KEMASGVNTR VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 VGlul P63045 Q62634 52 25 2,58E-01 2 2 VNVDKVLER LLEKR

SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 103 204 5,18E-11 1,2,3 15 KAWGNNQDGVVASQPAR HSEIIKLENSIR

SNAP-25 Syntaxin-1A P60881 P32851 40 204 2,06E-13 1,2,3 28 MLQLVEESKDAGIR HSEIIKLENSIR

SNAP-25 Syntaxin-1B P60881 P61265 102 251 2,84E-02 1,3 2 SSDAYKK AVSDTKK

SNAP-25 V-ATPase-G2 P60881 Q8R2HO0 103 21 3,69E-01 1 2 KAWGNNQDGVVASQPAR AAEKVADAR

SNAP-25 SRC P60881 Q9WUD9 40 5 5,29E-01 1 1 MLQLVEESKDAGIR MGSNKSK

Syntaxin-1A SNAP-25 P32851 P60881 204 102 1,11E-01 1.3 3 HSEIIKLENSIR SSDAYKK
Syntaxin-1A SNAP-25 P32851 P60881 204 184 5,04E-02 1,3 2 HSEIIKLENSIR IMEKADSNK
Syntaxin-1A SNAP-25 P32851 P60881 204 96 6,27E-03 1,3 7 HSEIIKLENSIR LKSSDAYK
SV2A Synaptotagmin-1 Q02563 P21707 385 107 1,31E-01 2 1 AKGHPER DVKDLGK
Synapsin-1 Syntaxin-1A P09951 P32851 591 204 2,91E-01 3 1 QGPPQKPPGPAGPIR HSEIIKLENSIR
Synapsin-1 SNAP-25 P09951 P60881 574 103 3,85E-01 2 1 QASISGPAPPKVSGASPGGQQR KAWGNNQDGVVASQPAR
Synapsin-1 SV2A P09951 Q02563 179 385 8,28E-02 3 1 SLKPDFVLIR AKGHPER
Synapsin-1 Synaptophysin P09951 P07825 574 83 2,10E-04 2 S QASISGPAPPKVSGASPGGQQR LHQVYFDAPSCVKGGTTK
Synapsin-1 Synaptophysin P09951 P07825 574 163 2,46E-06 2 2 QASISGPAPPKVSGASPGGQQR GLSDVKMATDPENIIK
Synaptogyrin-1 Synaptophysin Q62876 P07825 136 186 3,46E-01 2 1 PKDNPLNEGTDAAR QTGNTCKELR
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 186 485 2,68E-01 1,2 4 QTGNTCKELR TKVFPGER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 186 385  1,53E-02 1 2 QTGNTCKELR AKGHPER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 83 515 2,41E-05 1,2 5 LHQVYFDAPSCVKGGTTK GGQYFNDKFIGLR
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 83 385 4,70E-06 1,2,3 13 LHQVYFDAPSCVKGGTTK AKGHPER
Synaptophysin SV2A P07825 Q02563 83 485 3,06E-06 1,2,3 12 LHQVYFDAPSCVKGGTTK TKVFPGER
Synaptophysin SV2B P07825 Q63564 83 328 3,15E-01 2 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK AKGTPEK
Synaptophysin Sv2B P07825 Q63564 186 328 7,93E-03 1,2 3 QTGNTCKELR AKGTPEK
Synaptophysin Synapsin-1 P07825 P09951 83 591 9,46E-02 2,3 2 LHQVYFDAPSCVKGGTTK QGPPQKPPGPAGPIR
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Synaptophysin Synapsin-1 P07825 P09951 83 179 2,09E-03 2 2 LHQVYFDAPSCVKGGTTK SLKPDFVLIR
Synaptophysin Synaptogyrin-1 P07825 Q62876 83 136 1,75E-01 3 2 LHQVYFDAPSCVKGGTTK PKDNPLNEGTDAAR
Synaptophysin Synaptoporin P07825 P22831 83 64 5,50E-08 1,2 5 LHQVYFDAPSCVKGGTTK LHQVTFEVPTCEGKER
Synaptoporin SV2A P22831 Q02563 64 485 8,67E-03 1 2 LHQVTFEVPTCEGKER TKVFPGER
Synaptophysin V-ATPase-al P07825 P25286 186 70 3,24E-01 1 1 QTGNTCKELR FVEKEIR
Synaptophysin V-ATPase-al P07825 P25286 186 50 5,22E-02 1,2,3 7 QTGNTCKELR KFVNEVR
Synaptophysin V-ATPase-al P07825 P25286 83 255 3,08E-02 3 1 LHQVYFDAPSCVKGGTTK KEMASGVNTR
Synaptophysin V-ATPase-al P07825 P25286 186 255 2,50E-02 2 3 QTGNTCKELR KEMASGVNTR
Synaptophysin V-ATPase-al P07825 P25286 83 50 1,57E-03 1,2,3 8 LHQVYFDAPSCVKGGTTK KFVNEVR
Synaptophysin V-ATPase-al P07825 P25286 83 235 2,78E-04 2,3 4 LHQVYFDAPSCVKGGTTK KICEGFR

SV2A V-ATPase-E1 Q02563 Q6PCU2 385 82 8,33E-02 2 1 AKGHPER LKVLR
V-ATPase-al SV2A P25286 Q02563 50 385 3,85E-03 1,2,3 9 KFVNEVR AKGHPER
Synapsin-1 G3P P09951 P04797 179 249 2,96E-01 2 1 SLKPDFVLIR LEKPAK
Synapsin-1 RAB3A P09951 P63012 311 173 2,72E-01 2 1 TYATAEPFIDAKYDVR DNINVKQTFER
RAB3A Synapsin-1 P63012 P09951 173 179 1,07E-01 2 2 DNINVKQTFER SLKPDFVLIR
V-ATPase-d1 Synaptophysin  Q5M7T6  P07825 24 83  B842E-07 2 1 CLKAGVLSQADVLNLVQCETLED | Qv YFDAPSCVKGGTTK
V-ATPase-al PRR (RENR) P25286 Q6AXS4 235 346 4,26E-03 2 2 KICEGFR MTNQKIR
V-ATPase-d1 PRR (RENR) Q5M7T6 Q6AXS4 187 346 2,57E-01 2 1 NTLYKAYLESFYK MTNQKIR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 77 70 2,56E-01 2 1 EKMVVEFR FVEKEIR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 322 70 1,20E-01 1 1 LKEQECR FVEKEIR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 239 50 7,88E-02 1 1 AKLFPHCGR KFVNEVR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 265 50 9,61E-03 1 4 ADDYEQVKNVADYYPEYK KFVNEVR
V-ATPase-d1 V-ATPase-al Q5M7T6 P25286 73 70 4,78E-03 2 8 LHLQSTDYGSE?’T_’;‘(EASPLTVSVI FVEKEIR
V-ATPase-G2 V-ATPase-al Q8R2HO P25286 21 70 1,59E-01 1 2 AAEKVADAR FVEKEIR
V-ATPase-G2 V-ATPase-al Q8R2H0 P25286 21 50 1,45E-02 1 7 AAEKVADAR KFVNEVR
V-ATPase-B2 V-ATPase-A P62815 D4A133 109 8 2,97E-01 2 2 KTSCEFTGDILR LPKIR
V-ATPase-B2 V-ATPase-A P62815 D4A133 245 220 1,08E-05 2 6 FFKSDFEENGSMDNVCLFLNLAN PVTEKLPANHPLLTGQR

DPTIER
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V-ATPase-A V-ATPase-B2 D4A133  P62815 14 109  358E-03 2 1 RS SEPVVTA KTSCEFTGDILR
V-ATPase-A V-ATPase-B2 D4A133  P62815 443 403  350E-03 2 1 KHFPSVNWLISYSK LMKSAIGEGMTR
V-ATPase-A V-ATPase-B2 D4A133  P62815 220 137  1,50E-06 1,2 8 QVRPVTEKLPANHPLLTGQR VFNGSGKPIDR
V-ATPase-d1 V-ATPase-C1 Q5M7T6  QSFVI6 343 156  8,64E-03 2 2 AKIDNYIPIF KNAGSLLTR
V-ATPase-E1 V-ATPase-C1 Q6PCU2  QS5FVIE 26 232 141E-03 2 2 HMMAFIEQEANEKAEEIDAK KAVDDFR
V-ATPase-d1 V-ATPase-D Q5M7T6  Q6P503 343 133  3.80E-01 2 1 AKIDNYIPIF GGEQLAKLK
V-ATPase-B2 V-ATPase-D P62815  Q6P503 137 24  127E-01 1 2 VFNGSGKPIDR LKGAQTGR
V-ATPase-B2 V-ATPase-D P62815  Q6P503 93 218  835E-02 2 1 SCQULEVSGSKAVVQVFEGTSGI SEKDLER
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133  Q6PCU2 393 82  474E-02 12 4 VKCLGNPER LKVLR
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133  Q6PCU2 467 62  240E-02 2 4 ALDEYYDKHFTEFVPLR EKQIEQQK
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133  Q6PCU2 467 52  225E-02 2 1 ALDEYYDKHFTEFVPLR LKIMEYYEK
V-ATPase-A V-ATPase-E1 D4A133  Q6PCU2 220 82  580E-04 1 6 QVRPVTEKLPANHPLLTGQR LKVLR
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815  Q6PCU2 109 191  2,53E-03 12 4 KTSCEFTGDILR IKVSNTLESR
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815  Q6PCU2 460 52  2,03E-03 2 3 FEKNFITQGPYENR LKIMEYYEK
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815  Q6PCU2 81 191  1,14E-12 123 29 YAEIVHLTLPDGTKR IKVSNTLESR
V-ATPase-B2 V-ATPase-E1 P62815  Q6PCU2 48 191  154E-24 12 41 LTYKTVSGVNGPLVILDHVKFPR IKVSNTLESR
V-ATPase-G2 V-ATPase-E1 B2GUVS  Q6PCU2 37 52 448E-04 2 3 QAKEEAQAEIEQYR LKIMEYYEK
V-ATPase-G2 V-ATPase-E1 Q8R2HO  QBPCU2 58 62  390E-01 2 1 EQEFQSKQQEAQA/L\"T%SQGNLSAEV EKQIEQQK
V-ATPase-G2 V-ATPase-E1 Q8R2HO  Q6PCU2 37 52 948E-05 2 3 QAKEEAQMEVEQYR LKIMEYYEK
V-ATPase-al Scamp-1 P25286  P56603 50 97 915602 1 1 KFVNEVR KAAELDR
V-ATPase-B2 Shft P62815  MORAP5 109 883  4,87E-01 2 1 KTSCEFTGDILR PKLLR

AP2M1 AP2A1 P84092  D3ZUY8 11 26  397E-01 2 3 MIGGLFIYNHKGEVLISR SKEAEIK
ALDOC Aldoa P09117  PO5065 111 111  3,83E-08 2 3 VIEREIPEAS TR SEITIIGIERRIEE - WRNE o ST
Arpc3 ARP3 B2GV73  Q4V7C7 61 348  206E-02 3 1 NYEIKNEADR LKLSEELSGGR
Arpcd ARP5L B2RZ72  AIL108 44 69  640E-02 23 5 SSKELLLQPVTISR NSPINTKNQAVK
BINL Amphiphysin 008839 008838 211 141  142E-06 13 4 NQAEEELIKAQK KLVDYDSAR
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Pfkm PFKAP Q52KS1 P47860 727 747 1,33E-01 2 1 ALVFQPVTELKDQTDFEHR IPKQQWWLK
PRS7 PRS4 Q63347  P62193 84 98 3,89E-01 2 1 ESDTGLAP;S&X\(’;/'AAQDKQTLQS SKVDDLR
Psmc6 Psmc3 G3V6W6 Q6P6U2 86 128 7,31E-03 2 2 FIVKATNGPR CAVIKTSTR

Psmdi14 Psmd7 Q4V8E2 D4AEH3 152 180 5,40E-02 2 2 AVAVVVDPIQSVKGK DIKDTTVGTLSQR

Psmd14 Psmd1 Q4V8E2 G3Vv8B6 209 574 8,75E-03 2 1 KNELEQK DKDPILR

intramolekulare Quervernetzung
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 52 87 2,39E-01 2.3 2 VNVDKVLER KYWWK
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 87 3,29E-04 1,2,3 10 ADALQAGASQFETSAAKLK KYWWK
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 52 8,95E-05 2,3 21 ADALQAGASQFETSAAKLK VNVDKVLER
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 83 59 4,74E-06 2.3 26 ADALQAGASQFETSAAKLK DQKLSELDDR
Synaptobrevin-2 Synaptobrevin-2 P63045 P63045 59 52 2,27E-06 1,2,3 125 DQKLSELDDR VNVDKVLER
Synaptobrevin-1 Synaptobrevin-1 Q63666 Q63666 85 54 2,65E-03 2 5 ADALQAGASVFESSAAKLK VNVDKVLER
Synaptobrevin-1 Synaptobrevin-1 Q63666 Q63666 85 61 1,75E-04 2 5 ADALQAGASVFESSAAKLK DQKLSELDDR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 189 2,15E-02 1,2,3 18 KAWGNNQDGVVASQPAR ADSNKTR

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 201 3,09E-03 2,3 7 KAWGNNQDGVVASQPAR ATKMLGSG

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 102 2,36E-03 1,2,3 7 MLQLVEESKDAGIR SSDAYKK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 184 1,22E-03 1,2,3 3 MLQLVEESKDAGIR IMEKADSNK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 184 96 1,21E-03 2,3 5 IMEKADSNK LKSSDAYK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 184 3,36E-05 1,2,3 10 KAWGNNQDGVVASQPAR IMEKADSNK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 40 96 1,07E-05 1,2,3 10 MLQLVEESKDAGIR LKSSDAYK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 96 3,22E-08 1,2,3 45 KAWGNNQDGVVASQPAR LKSSDAYK

SNAP-25 SNAP-25 P60881 P60881 103 40 3,47E-12 1,2,3 25 KAWGNNQDGVVASQPAR MLQLVEESKDAGIR

Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 252 1,09E-02 1,3 12 HSEIIKLENSIR AVSDTKK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 204 256 8,68E-04 1 2 HSEIIKLENSIR AVKYQSK
Syntaxin-1A Syntaxin-1A P32851 P32851 46 88 1,83E-02 2 8 GFIDKIAENVEEVKR TANKVR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 45 87 7,40E-02 1,2 14 GCIEKLSEDVEQVKK TANKVR
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 255 251 1,72E-03 1,2,3 22 AVKYQSK AVSDTKK
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Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 139 55 6,77E-04 2 3 FVEVMTEYNATQSKYR KQHSAILAAPNPDEK
Syntaxin-1B Syntaxin-1B P61265 P61265 259 251 4,73E-12 1.3 15 YQSKAR AVSDTKK

Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 98 111 2,39E-01 2 1 GGKNAINMK DLGKTMK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 137 5,31E-02 1,3 6 DLQSAEKEEQEK EEPKEEEK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 332 366 4,45E-02 2 1 KNTLNPYYNESFSFEVPFEQIQK VQVVVTVLDYDKIGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 141 3,60E-02 1,3 6 DLQSAEKEEQEK EEPKEEEKLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 107 3,35E-02 1,2,3 6 DLQSAEKEEQEK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 272 189 3,17E-02 2 8 DLQSAEKEEQEKLGDICFSLR VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 189 3,12E-02 2 2 NDAIGKVFVGYNSTGAELR VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 107 192 2,82E-02 2 1 DVKDLGK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 133 114 2,66E-02 2,3 2 DDDAETGLTDGEEKEEPKEEEK TMKDQALK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 190 192 2,47E-02 2 2 VFLLPDKKK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 196 107 2,16E-02 1,3 4 FETKVHR DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 189 107 1,57E-02 2 3 VFLLPDKK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 332 107 1,46E-02 2 6 KNTLNPYYNESFSFEVPFEQIQK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 107 6,64E-03 2,3 4 FSKHDIIGEFK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 104 111 3,10E-03 2 1 NAINMKDVK DLGKTMK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 192 3,10E-03 1,2 12 DLQSAEKEEQEKLGDICFSLR KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 107 2,42E-03 2 7 NDAIGKVFVGYNSTGAELR DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 200 196 2,18€E-03 1,2,3 7 KTLNPVENEQFTFK FETKVHR
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 133 141 9,75E-04 1,2,3 16 DQALKDDDAETGLTDGEEKEEPK EEEKLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 297 9,46E-04 2 4 DLQSAEKEEQEK LTVVILEAKNLK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 297 192 5,94E-04 2 2 LTVVILEAKNLK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 98 4,91E-04 2 3 NDAIGKVFVGYNSTGAELR GGKNAINMK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 267 236 3,82E-04 1,2,3 21 DLQSAEKEEQEK FSKHDIIGEFK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 267 189 2,14E-04 2,3 13 DLQSAEKEEQEK VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 189 1,60E-04 2 14 FSKHDIIGEFK VFLLPDKK
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Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 272 192 1,40E-04 1,2 18 EEQEKLGDICFSLR KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 98 107 1,21E-04 1,2,3 10 GGKNAINMK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 244 189 1,11E-04 2 21 HD”GEFKVPMNRTVDFGHVTEEW VFLLPDKK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 313 369 3,10E-06 2,3 11 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK IGKNDAIGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 272 301 2,85E-06 2 1 DLQSAEKEEQEKLGDICFSLR KMDVGGLSDPYVK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 189 192 1,30E-06 1,2,3 34 VFLLPDKK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 236 192 1,11E-06 1,2,3 31 FSKHDIIGEFK KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 375 236 1,83E-07 2 9 NDAIGKVFVGYNSTGAELR FSKHDIIGEFK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 244 267 2,14E-08 2 10 HD”GEFKVPMNRTVDFGHVTEEW DLQSAEKEEQEK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 114 107 1,45E-08 1,2,3 28 TMKDQALK DVKDLGK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 pP21707 P21707 244 192 1,25E-09 2 28 HD”GEFKVPMNRTVDFGHVTEEW KFETK
Synaptotagmin-1 Synaptotagmin-1 P21707 P21707 313 375 4,36E-13 2,3 86 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK NDAIGKVFVGYNSTGAELR
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 190 193 5,70E-09 2,3 10 VFLLPDKK KYETK
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 314 376 5,26E-09 2 8 MDVGGLSDPYVKIHLMQNGK NEAIGKIFVGSNATGTELR
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 245 190 5,71E-03 2 8 HDIIGEVKVPMNTVDLGQPIEEWR VFLLPDKK
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 268 193 2,54E-02 2.3 3 DLQGGEKEEPEK KYETK
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 273 193 2,24E-03 2 4 DLQGGEKEEPEKLGDICTSLR KYETK
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 237 193 1,96E-03 2 3 FSKHDIIGEVK KYETK
Synaptotagmin-2 Synaptotagmin-2 P29101 P29101 245 193 1,61E-05 2 7 HDIIGEVKVPMNTVDLGQPIEEWR KYETK

SV2A SV2A Q02563 Q02563 385 32 1,21E-01 2 1 AKGHPER VVKGLDR
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 109 8,69E-02 1,2,3 8 KDREELAQQYETILR AESGGKGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 32 16 1,91E-02 2 1 VVKGLDR GAKDIAK
SV2A SV2A Q02563 Q02563 109 16 1,59E-03 1,2,3 6 AESGGKGER GAKDIAK
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 385 1,30E-03 1,2,3 6 KDREELAQQYETILR AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 143 485 3,74E-04 1,23 9 KDREELAQQYETILR TKVFPGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 375 385 2,49E-04 2,3 4 HDEAWMVLKQVHDTNMR AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 485 109 1,36E-04 1,2,3 11 TKVFPGER AESGGKGER
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SV2A SV2A Q02563 Q02563 485 385 5,69E-05 1,2,3 21 TKVFPGER AKGHPER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 515 485 4,22E-05 1,2,3 19 GGQYFNDKFIGLR TKVFPGER
SV2A SV2A Q02563 Q02563 288 385 3,35E-13 1 1 LLSGVGIGGSIT\F/{FSYFSEFLAQE AKGHPER
SV2B SV2B Q63564 Q63564 318 341 1,95E-03 2 2 HDEAWMILKQVHDTNMR VFTVSHIKTPK
SV2B SV2B Q63564 Q63564 318 328 1,23E-03 2 2 HDEAWMILKQVHDTNMR AKGTPEK
SV2B SVv2B Q63564 Q63564 341 328 9,94E-04 1,23 15 VFTVSHIKTPK AKGTPEK

Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 311 318 7,45E-03 2,3 6 TYATAEPFIDAKYDVR VQKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 128 173 7,03E-03 2 3 VLLVIDEPHTDWAKYFK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 574 632 3,99E-03 3 1 QASISGPAPPKVSGASPGGQQR PTKPQLAQK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 591 632 3,43E-03 2,3 2 QGPPQKPPGPAGPIR PTKPQLAQK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 574 179 2,68E-03 3 1 QASISGPAPPKVSGASPGGQQR SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 238 173 1,35E-03 2 1 KLGTEEFPLIDQTFYPNHK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951  P09951 336 179  9,67E-04 2 3 TSVSGNWKTNTSSAMLEQ'AMSD SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 574 591 2,47E-04 1,23 43 QASISGPAPPKVSGASPGGQQR QGPPQKPPGPAGPIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 281 179 1,54E-04 2 2 VKVDNQHDFQDIASVVALTK SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 311 179 1,15E-04 2 8 TYATAEPFIDAKYDVR SLKPDFVLIR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 318 2,01E-05 2,3 4 SLKPDFVLIR VQKIGQNYK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 134 173 1,56E-05 2,3 12 KIHGEIDIK NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 336 311 5,12E-06 2 9 TSVSG NWKTNTSSAMLEQIAMSD TYATAEPFIDAKYDVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 134 3,01E-06 2,3 11 SLKPDFVLIR KIHGEIDIK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 179 173 3,26E-07 1,2,3 25 SLKPDFVLIR NGVKVVR
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 134 131 7,26E-08 2,3 23 KIHGEIDIK YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 173 131 1,53E-08 2,3 8 NGVKVVR YFKGK
Synapsin-1 Synapsin-1 P09951 P09951 238 179 1,47E-10 2 3 KLGTEEFPLIDQTFYPNHK SLKPDFVLIR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 173 186 1,33E-02 1,2,3 23 MATDPENIIKEMPMCR QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 163 17 1,22E-05 2 2 GLSDVKMATDPENIIK VVKEPLGFVK
Synaptophysin Synaptophysin P07825 P07825 163 186 7,90E-06 1,2,3 29 GLSDVKMATDPENIIK QTGNTCKELR
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Synaptophysin Synaptophysin PO7825  PO7825 186 17 150E-06 12,3 9 QTGNTCKELR VVKEPLGFVK
Synaptophysin Synaptophysin PO7825  PO7825 83 173 153E-08 23 7 LHQVYFDAPSCVKGGTTK MATDPENIIKEMPMCR
Synaptophysin Synaptophysin PO7825  PO7825 83 163 473E-09 12,3 20 LHQVYFDAPSCVKGGTTK GLSDVKMATDPENIIK
Synaptophysin Synaptophysin PO7825  PO7825 83 186  7,02E-10 12,3 43 LHQVYFDAPSCVKGGTTK QTGNTCKELR
Synaptophysin Synaptophysin P07825  PO7825 83 17 104E-18 123 20 LHQVYFDAPSCVKGGTTK VVKEPLGFVK

Rab14 Rab14 P61107  P61107 193 61  375E-10 1,2,3 20 'YQN'QDGS'A'?,"QNQQFESGVQHKPS IKLQIWDTAGQER
RAB1A RABIA Q6NYB7  Q6NYB7 119 132  521E-02 2 3 YASENVNKLLVGNK KVVDYTTAK
RABIA RAB1A Q6NYB7 Q6NYB7 125 132  168E-05 123 17 LLVGNKCDLTTK KVVDYTTAK
Rab1B Rab1B P10536  P10536 116 129  1,11E-02 2 > YASENVNKLLVGNK KVVDNTTAK
RAB1B RAB1B P10536  P10536 122 129  846E-05 1,2,3 16 LLVGNKSDLTTK KVVDNTTAK
RAB35 RAB35 Q5U316  Q5U316 121 128 1,36E-05 23 3 ILVGNKNDDPER KVVETEDAYK
RAB3A RAB3A P63012  P63012 35 62  101E-01 2 3 ILIGNSSVGKTSFLFR VKTIYR
RAB3A RAB3A P63012  P63012 173 62  433E-02 2 3 DNINVKQTFER VKTIYR
RAB3A RAB3A P63012  P63012 72 62  320E-02 172 2 IKLQIWDTAGQER VKTIYR
RAB3A RAB3A P63012  P63012 12 62  2,76E-03 23 5 YGQKESSDQNFDYMFK VKTIYR
RAB3A RAB3A P63012  P63012 12 72 143E-05 2 3 YGQKESSDQNFDYMFK IKLQIWDTAGQER
Rab3C Rab3C P62824  P62824 181 70  970E-02 2 1 DNINVKQTFER VKTVFK
Rab3C Rab3C P62824  P62824 80 70 3.46E-03 23 8 IKLQIWDTAGQER VKTVFK
CcsP CcsP P60905  P60905 46 32 7,48E-03 1,23 21 YHPDKNPDNPEAADK NATSDDIKK
csP csP P60905  P60905 56 41 677E05 1,23 25 NPDNPEAADKFK LALKYHPDK
csP csP P60905  P60905 58 46 255E-06 1,23 8 FKEINNAHAILTDATKR YHPDKNPDNPEAADK
VGIu2 VGIu2 Q12 QU2 48 22 7,03E-04 2 1 ETIELTEDGKPLEVPEK NFAGKSLGQIYR
VGIu2 VGIu2 Q12 QU2 13 34 223E-04 172 10 ILAPGKEGIK KQDNR
VGIu2 VGIu2 Q12 QU2 17 34 164E-05 1,2 6 EGIKNFAGK KQDNR
VGIu2 VGIu2 QU2 QU2 22 13 567E-06 123 10 NFAGKSLGQIYR ILAPGKEGIK
VGIu2 VGIu2 QU2 QU2 22 34 88IE-12 1,23 19 NFAGKSLGQIYR KQDNR
Scamp-1 Scamp-1 P56603  P56603 89 97  9,08E-07 1,23 23 EHALAQAELLKR KAAELDR
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Scamp3 Scamp3 EOPTW1 EOPTWL 84 105 319601 2 1 LSPAEPKNYGSYSTQATAAAATA KQEELNR
Scamp3 Scamp3 E9PTW1 E9PTW1 7 112 8,93E-04 2 2 KLSPAEPK KAEELDR
Scamp3 Scamp3 E9PTW1 E9PTW1 104 112 452E-05 2,3 2 NYGSYSTQATAAAATAELLKK KAEELDR
Scamp3 Scamp3 E9PTW1 E9PTW1 105 77 2,19E-09 2,3 4 KQEELNR KLSPAEPK
Scamp3 Scamp3 E9PTW1 E9PTW1 105 112 6,96E-17 1,2,3 48 KQEELNR KAEELDR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 163 139 1,35E-10 1,2,3 24 VGSHITGGDIYGIVNENSLIKHK DIKWEFIPSKNLR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 498 516 9,97E-10 1,2 7 EILQEEEDLAEIV}?LVGKASLAETD LIKDDFLQQNGYTPYDR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 220 393 2,20E-09 1,3 13 QVRPVTEKLPANHPLLTGQR VKCLGNPER
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 467 393 8,13E-08 1,2 3 ALDEYYDKHFTEFVPLR VKCLGNPER
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 498 513 1,02E-07 2 1 EILQEEEDLAEIVKQLVGKASLAETD ITLEVAKLIK
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 598 591 6,78E-06 2 16 IKADYAQLLEDMQNAFR FKDPVKDGEAK
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 596 587 4,44E-05 1,2,3 10 DGEAKIK FKDPVK
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 139 165 1,23E-04 2,3 43 DIKWEFIPSKNLR HKIMLPPR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 580 587 9,44E-04 2 2 EHMGEILYKLSSMK FKDPVK
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 498 467 1,32E-01 2 1 EILQEEEDLAEIVKQLVGKASLAETD ALDEYYDKHFTEFVPLR
V-ATPase-A V-ATPase-A D4A133 D4A133 84 8 3,33E-01 1,2 2 TGKPLSVELGPGIMGAIFDGIQR LPKIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 235 50 2,32E-18 1,2,3 13 KICEGFR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 235 2,58E-17 1,2,3 15 KEMASGVNTR KICEGFR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 109 70 7,93E-13 1,2,3 72 IENELKEINTNQEALKR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 74 70 5,15E-10 1,2,3 63 KANIPIMDTGENPEVPFPR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 50 7,30E-09 1,2,3 15 KEMASGVNTR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 74 109 1,23E-06 2 2 KANIPIMDTGENPEVPFPR IENELKEINTNQEALK
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 255 70 1,94E-06 1,2,3 8 KEMASGVNTR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 255 6,18E-05 1,2,3 6 EINTNQEALKR KEMASGVNTR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 134 255 7,23E-05 2 4 KTQQFFDE'\PA’\?EDGQELEESSSLLE KEMASGVNTR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 288 296 8,52E-05 1,2,3 14 VLQAAAKNIR VWFIKVR
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V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 74 119 1,10E-04 1,2,3 9 KANIPIMDTGENPEVPFPR EINTNQEALKR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 70 50 1,22E-04 1,2,3 18 FVEKEIR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 129 255 1,64E-04 2 9 NFLELTELKFILR KEMASGVNTR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 50 2,78E-04 1,2,3 10 EINTNQEALKR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 288 235 4,41E-04 2,3 4 VLQAAAKNIR KICEGFR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 103 288 6,83E-04 2 4 DMIDLEANFEKIENELK VLQAAAKNIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 288 50 1,41E-03 2,3 2 VLQAAAKNIR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 134 235 2,03E-03 2 1 KTQQFFDE'\P/I,@E);(DBELEESSSLLE KICEGFR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 70 835 2,09E-03 1,2,3 18 FVEKEIR EGKFDE
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 109 50 2,66E-03 2,3 3 IENELKEINTNQEALK KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 369 50 3,02E-03 2 2 TNKFTHGFQNIVDAYGIGTYR KFVNEVR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 230 235 5,05E-03 2 4 SVFIIFFQGDQLKNR KICEGFR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 235 5,71E-03 1,2,3 6 EINTNQEALKR KICEGFR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 70 7,69E-03 1,2,3 16 EINTNQEALKR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 288 70 1,46E-02 1,2,3 9 VLQAAAKNIR FVEKEIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 70 235 3,04E-02 1,2,3 3 FVEKEIR KICEGFR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 109 288 8,14E-02 3 1 IENELKEINTNQEALK VLQAAAKNIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 119 288 1,36E-01 3 1 EINTNQEALKR VLQAAAKNIR
V-ATPase-al V-ATPase-al P25286 P25286 134 50 1,74E-01 2 1 KTQQFFDE'\PA’@ED'\';(QELEESSSLLE KFVNEVR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 109 6,90E-31 1,2,3 54 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK KTSCEFTGDILR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 81 109 7,45E-14 1,23 22 YAEIVHLTLPDGTKR KTSCEFTGDILR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 108 2,45E-11 1,2 27 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK AVVQVFEGTSGIDAKK
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 48 81 4,31E-10 1,2 14 LTYKTVSGVNGPLVILDHVK YAEIVHLTLPDGTKR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 81 137 454E-10 1,2,3 23 YAEIVHLTLPDGTKR VFENGSGKPIDR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 188 137 1,50E-06 1,3 6 GQKIPIFSAAGLPHNEIAAQICR VFNGSGKPIDR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 460 403 3,90E-05 2 2 FEKNFITQGPYENR LMKSAIGEGMTR
V-ATPase-B2 V-ATPase-B2 P62815 P62815 81 108 5,43E-03 3 1 YAEIVHLTLPDGTKR AVVQVFEGTSGIDAKK
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V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVIE  Q5FVI6 147 156  547E-05 1,23 8 ASAYNNLKGNLQNLER KNAGSLLTR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVIE  Q5FVI6 156 171 7,83E-05 3 2 KNAGSLLTR SLAEIVKK
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVIE  Q5FVI6 262 156 2,79E-04 1,3 4 ADKEEMNR KNAGSLLTR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVIE  Q5FVI6 156 245  9,11E-04 123 6 KNAGSLLTR ENKFIVR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVIE  Q5FVI6 245 232  3,15E-03 23 6 ENKFIVR KAVDDFR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVIE  Q5FVI6 262 274  554E-03 23 2 ADKEEMNR KQFGPLVR
V-ATPase-C1 V-ATPase-C1 Q5FVIE  Q5FVI6 262 245  2,09E-02 3 1 ADKEEMNR ENKFIVR
V-ATPase-D V-ATPase-D Q6P503  Q6P503 20 24 711E-05 1,2 15 MAQTIMKAR LKGAQTGR
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 288 300  9,12E-15 12,3 52 LLFEGAGSNPGDKTLEDR FFEHEVKLNK
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 24 300  1,06E-12 1,2,3 42 GLKAGVLSQADLT(LNLVQCETLED FFEHEVKLNK
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 73 77 155E-09 2 10 LHLQSTDYGSE‘;('T_';EASPLTVSV' EKMVVEFR
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 265 239  1,86E-05 1 5 ADDYEQVKNVADYYPEYK AKLFPHCGR
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 187 239 2,34E-05 2 3 NTLYKAYLESFYK AKLFPHCGR
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 275 300  7,07E-05 2 12 NVADYYPEYKLLFEGAGSNPGDK FFEHEVKLNK
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 265 288 124E-04 2 5 ADDYEQVKNVADYYPEYK LLFEGAGSNPGDKTLEDR
V-ATPase-d1 V-ATPase-d1 Q5M7T6  Q5M7T6 288 343 3,40E-02 12 5 LLFEGAGSNPGDKTLEDR AKIDNYIPIF
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2  QBPCU2 69 62  3,33E-06 12,3 16 KIQMSNLMNQAR EKQIEQQK
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2  Q6PCU2 99 107 1,66E-03 23 18 DDLITDLLNEAKQR VVKDTTR
V-ATPase-E1 V-ATPase-E1 Q6PCU2  QBPCU2 99 104  8,84E-03 2 3 ARDDLITDLLNEAKQR LSKVVK

V-ATPase-V1F V-ATPase-V1F P50408  P50408 102 110  3,37E-04 1,23 15 EHPYDAAKDSILR AKGMFTAEDLR

Syntaxin-binding-  Syntaxin-binding-  5g.765  pg17e5 321 314 31501 23 3 MNTGEKTTMR DFSSSKR
protein-1 protein-1

Syntaxin-binding-  Syntaxin-binding- pe1765  pg17e5 120 125  6,18E-02 2 1 AAHVFFTDSCPDALFNELVKSR AAKVIK
protein-1 protein-1

Symﬁxrcit"éﬂ?f o Syntgﬁ?éﬁrf NG~ pe1765  P61765 294 308  2,10E-03 3 1 HKHIAEVSQEVTR SLKDFSSSK
AP2A1 AP2A1 D3ZUY8  D3ZUY8 856 880  812E-03 2 2 YGGTAQSLTLKLPVTINK WKQLSLPLQEAQK
AP2A1 AP2A1 D3ZUY8  D3ZUY8 35 31  694E-04 123 12 INKELANIR EAEIKR
AP2A2 AP2A2 Q66HM2  Q66HM2 869 858  8,67E-09 2 6 AKIIGFGSALLEEVDPNPANFVGA AKHPMDTEITK

GIIHTK
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AP2B1 AP2B1 P62944 P62944 383 318 8,61E-04 2,3 4 CAIKVEQSAER RPEILKQEIK
AP2B1 AP2B1 P62944 P62944 131 139 193E-05 2,3 6 CLKDEDPYVR KTAAVCVAK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 213 224 4,94E-01 2 1 SYLSGMPECKFGMNDK IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 227 405 8,37E-02 2 4 QGKGTADETSK YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 213 405 6,08E-02 2 7 SYLSGMPECKFGMNDK YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 235 224 4,83E-02 2 3 GTADETSKSGK IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 405 224 4,65E-02 2,3 3 YLKVFEPK IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 224 7,38E-03 2,3 4 SGKQSIAIDDCTFHQCVR IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 219 312 6,92E-03 2 1 FGMNDKIVIEK SNFKPSLLAQK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 219 281 2,79E-03 2 3 FGMNDKIVIEK TTKDIILPFR
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 308 2,57E-03 2 2 SGKQSIAIDDCTFHQCVR VVIKSNFKPSLLAQK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 235 405 2,35E-03 2 2 GTADETSKSGK YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 235 1,95E-03 1,2,3 10 TTKDIILPFR GTADETSKSGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 256 1,67E-03 2,3 2 TTKDIILPFR LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 256 224 1,36E-03 1,2,3 20 LSKFDSER IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 213 256 5,87E-04 2,3 16 SYLSGMPECKFGMNDK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 256 1,11E-04 1,2,3 7 SGKQSIAIDDCTFHQCVR LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 227 256 1,05E-04 1,2,3 9 QGKGTADETSK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 224 9,46E-05 1,2,3 14 TTKDIILPFR IVIEKQGK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 281 227 8,59E-05 2,3 3 TTKDIILPFR QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 405 256 5,41E-06 1,2,3 25 YLKVFEPK LSKFDSER
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 227 3,06E-07 2.3 9 SGKQSIAIDDCTFHQCVR QGKGTADETSK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 405 2,86E-08 1,2,3 12 SGKQSIAIDDCTFHQCVR YLKVFEPK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 312 9,66E-09 2 9 SGKQSIAIDDCTFHQCVR SNFKPSLLAQK
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 238 281 3,50E-10 1,2,3 18 SGKQSIAIDDCTFHQCVR TTKDIILPFR
AP2M1 AP2M1 P84092 P84092 400 312 2,73E-11 2,3 30 WARPPISMNFEVPFAPSGLKVR SNFKPSLLAQK
AP2S1 AP2S1 P62744 P62744 45 56 7,27E-04 1,2,3 10 DAKHTNFVEFR NFKIIYR
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AAK1 AAK1 POC1X8 POC1X8 178 169 2,87E-09 1,2,3 14 DLKVENILLHDR LHQCKTPIIHR
Actin Actin P63259 P63259 291 328 4,56E-02 2 2 KDLYANTVLSGGTTMYPGIADR IKIIAPPER
Actin Actin P63259 P63259 315 328 4,75E-03 2 2 MQKEITALAPSTMK IKIIAPPER
Aldoa Aldoa P05065 P05065 312 330 1,97E-01 2 1 ALQASALKAWGGK AAQEEYIKR
Aldoa Aldoa P05065 P05065 101 318 3,60E-02 2 1 SKGGVVGIK KENLK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 99 42 2,87E-02 2 2 ADDGRPFPQVIKSK GILAADESTGSIAKR
Aldoa Aldoa P05065 P05065 322 312 3,21E-03 2 2 ENLKAAQEEYIK ALQASALKAWGGK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 28 147 1,96E-03 2 4 IVAPGKGILAADESTGSIAK DGADFAKWR
Aldoa Aldoa P05065 P05065 147 108 1,81E-03 2,3 5 DGADFAKWR GGVVGIKVDK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 28 108 1,50E-03 2 1 IVAPGKGILAADESTGSIAK GGVVGIKVDK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 330 318 1,42E-03 1,2,3 6 AAQEEYIKR KENLK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 42 108 6,81E-04 2 6 GILAADESTGSIAKR GGVVGIKVDK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 147 101 3,00E-04 1,2,3 6 DGADFAKWR SKGGVVGIK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 312 318 2,20E-04 1,2,3 14 ALQASALKAWGGK KENLK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 140 101 1,03E-05 2 1 KDGADFAK SKGGVVGIK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 42 312 3,37E-06 2 8 GILAADESTGSIAKR ALQASALKAWGGK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 28 101 7,17E-07 2 3 IVAPGKGILAADESTGSIAK SKGGVVGIK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 208 13 3,70E-07 2,3 15 CQYVTEKVLAAVYK PHPYPALTPEQKK
Aldoa Aldoa POS065 ~ P05065 111 28 302608 2 2 VDKGVPLAGTRSETTTQGLDGL 1y APGKGILAADESTGSIAK
Aldoa Aldoa P05065 P05065 147 139 1,07E-08 1,2,3 12 DGADFAKWR CAQYKK

Amphiphysin Amphiphysin 008838 008838 159 161 1,00E-04 3 1 HHLEALQSSKR KDESR
Amphiphysin Amphiphysin 008838 008838 175 141 453E-05 1,2 9 AEEEFQKAQK KLVDYDSAR

Annexin Annexin Q6IMZ3 Q6IMZ3 247 262 9,27E-02 2 2 LMLAVVKCIR LFKAMK

Annexin Annexin Q6IMZ3 Q6IMZ3 247 296 6,71E-02 2 1 LMLAVVKCIR TKYEK

Annexin Annexin Q6IMZ3 Q6IMZ3 262 296 8,33E-03 2 2 LFKAMK TKYEK

Annexin Annexin Q6IMZ3 Q6IMZ3 418 446 4,04E-05 2 2 DLMADLKSEISGDLAR KAMEGAGTDEK

Annexin Annexin Q6IMZ3 Q6IMZ3 377 370 7,07E-07 2 6 AMKGIGTDEATIIDITQR AANDFNPDADAKALR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Arhgapl Arhgapl D4A6C5 D4A6C5 80 84 1,21E-03 1 2 HQIVEVAGDDKYGR KIIVFSACR
ARP2 ARP2 Q5M7U6  Q5M7U6 331 339 2,21E-03 3 6 VLKGDVEK LSKFK
ARP2 ARP2 Q5M7U6 Q5M7U6 381 388 3,51E-05 3 3 QEYQEKGVR VLEKLGVTVR
Arpcd Arpc4 B2RZ72 B2RZ72 77 58 4,79E-02 3 3 VSIAVKQADEIEK NEKEK
Arpcé Arpc4 B2RZ72 B2RZ72 77 655 8,49E-03 3 1 VSIAVKQADEIEK HNKPEVEVR
Arpc4 Arpcd B2RZ72 B2RZ72 44 35 1,85E-04 3 3 SSKELLLQPVTISR HNKPEVEVR
AT2B2 AT2B2 P11506-1 P11506-1 944 938 4,44E-11 1.2 4 NKPLISR KPYGR
Atpla3 Atpla3 P0O6687 PO6687 477 202 3,76E-05 5 4 VAEIPFNSTNKL(FgLSIHETEDPND IISAHGCKVD?I:SLTGESEPQ
Atplbl Atplbl P07340 P07340 217 222 6,19E-01 1 2 YNPNVLPVQCTGKR DEDKDK
Atplbl Atplbl P07340 P07340 278 222 4,13E-02 1,2,3 6 IECKAYGENIGYSEK DEDKDK
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 337 387 8,95E-02 1 5 AAKQLNFVFTGR TPSGKLR
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 393 387 2,34E-02 3 2 LYCKGADTVIYER TPSGKLR
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 415 408 1,15E-03 1,2 7 EITLKHLEQFATEGLR LAESSKYK
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 922 932 1,81E-04 2 2 SQDPGAVVLGKSLTER AQLLKNVFK
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 509 393 3,14E-05 2 5 IWILTGDKQETAINIGHSCR LYCKGADTVIYER
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 319 393 3,35E-06 1,2,3 7 DGEKIIYQAASPDEGALVR LYCKGADTVIYER
Atp8al Atp8al F1LUT4 F1LUT4 319 337 1,03E-10 1,2 13 DGEKIIYQAASPDEGALVR AAKQLNFVFTGR
Bcap31l Bcap31 Q6AY58 Q6AY58 191 184 1,71E-02 2 3 LKDELASTK ILKTDLK
Calmodulin-1 Calmodulin-1 PODP29 PODP29 22 95 2,13E-04 2 4 EAFSLFDKDGDGTITTK VFDKDGNGYISAAELR
CC50A CC50A Q6AY41 Q6AY41 24 34 2,50E-01 1 DEVDGGPTGPPGGAAKTR RPDNTAFKQQR
CC50A CC50A Q6AY41 Q6AY41 179 100 2,93E-06 1,2,3 11 NVKFR YVKSR
Cctba Cctéa Q3MHS9 Q3MHS9 280 273 6,11E-05 2,3 KVCGDSDK KIVELK
Cct6a Cctéa Q3MHS9 Q3MHS9 265 273 1,39E-05 2,3 4 KFIEDR KIVELK
Cctba Cct6a Q3MHS9 Q3MHS9 265 261 1,00E-10 1,2,3 18 KFIEDR LVKAER
Cct7 Cct7 D4AC23 D4AC23 199 250 6,88E-03 2 3 KVQGGALEESR AEKDNAEIR
Cct7 Cct7 D4AC23 D4AC23 148 144 4,20E-04 1,23 8 QDKVEQR EIAVTVKK
Cd47 Cd47 P97829 P97829 122 59 2,67E-06 2,3 9 EGKTVIELK WKLNK




Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
CD9 CD9 P40241 P40241 129 133 8,60E-04 3 1 DTYQKLR NKDEPQR
CN37 CN37 P13233 P13233 203 196 4,22E-03 2 2 KAGQVFLEELGNHK KSSETLR

Contactin-1 Contactin-1 Q63198 Q63198 758 787 1,30E-06 2 7 KVTVTNPDTGR VKAFNNK
Contactin-1 Contactin-1 Q63198 Q63198 785 758 9,60E-09 2 10 YVHKDETMTPSTAFQVKVK KVTVTNPDTGR

D3ZSU3 D3zSuU3 D3ZSU3 D3zSuU3 93 91 1,51E-02 2 2 KEGILADCEK FLSEEHTKK

Dmx-like-2 Dmx-like-2 FIM3W5  F1IM3W5 1869 1877 1,48E-02 2 2 NLASPEGTLATLGLKTEK NIADKINLIER
DPP6 DPP6 P46101-2 P46101-2 379 383 1,09E-01 1,3 2 QNEEPVFSKDGR KFFFVR
DPP6 DPP6 P46101-2 P46101-2 331 359 1,85E-04 2 4 WATSTKVAVTWLNR KHEDESEAWLHR

DYHC1 DYHC1 P38650 P38650 3469 3223 2,04E-07 1,2,3 8 ADLAAVEAKVNR IKSQELEVK
Dynactin-150 Dynactin-150 P28023 P28023 246 242 2,26E-02 2,3 4 LKELEK SEDKAK
Dynactin-150 Dynactin-150 P28023 P28023 452 242 2,02E-02 2 1 NLNLEEKVR SEDKAK
Dynactin-150 Dynactin-150 P28023 P28023 68 38 3,44E-03 2 2 GKNDGTVQGR VEVIGKGHR
Dynactin-150 Dynactin-150 P28023 P28023 1041 1033 1,57E-05 2,3 3 LNSQSKR TELKQR

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 510 508 3,13E-01 2,3 2 KTSGNQDEILVIR SNQMNKK

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 393 382 9,47E-02 3 1 EISYAIKNIHGIR MEFDEKELR

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 87 90 2,47E-02 2 1 RPLVLQLVNSTTEYAEFLHCKGK KFTDFEEVR

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 393 415 1,68E-02 3 1 EISYAIKNIHGIR KQVQK

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 414 421 3,79E-03 2 1 TGLFTPDLAFEATVKK LKEPSIK

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 257 246 1,34E-04 1.3 2 KFFLSHPSYR KDITAALAAER

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 257 240 3,77E-05 3 1 KFFLSHPSYR SQKDIDGK

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 562 598 1,14E-05 1,2,3 9 KYMLSVDNLK NVYKDYR

Dynamin-1 Dynamin-1 P21575 P21575 246 240 6,13E-06 1,2,3 10 KDITAALAAER SQKDIDGK

EF1A1 EF1A1 P62630 P62630 386 378 8,66E-09 2,3 7 KLEDGPK EKIDR

EF1A2 EF1A2 P62632 P62632 439 386 3,12E-02 2 4 QTVAVGVIKNVEK KLEDNPK
Endophilin-B1 Endophilin-B1 QB6AYE2 QB6AYE2 176 183 3,27E-02 2 2 RLDLDAAKTR AKAAETK
Endophilin-B2 Endophilin-B2 Q5PPJ9 Q5PPJ9 173 180 3,82E-02 2,3 4 RLDLDACKAR AKAAEAK

FIS1 FIS1 P84817 P84817 85 92 5,97E-04 1,2,3 7 LKEYEK ALKYVR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 268 57 6,81E-01 2 1 ITAHEALKHPWVCQR DHQKLER
F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 69 57 4,82E-02 2 1 LLKHSNIVR DHQKLER
F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 43 57 1,95E-03 2 5 LCTGHEYAAKIINTK DHQKLER
F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 F1LUE2 227 188 1,36E-06 2 4 LYQQIKAGAYDAFKPSPEWDTVTPE KEAYGK
G3P G3P P04797 P04797 192 249 2,46E-01 2,3 3 TVDGPSGKLWR LEKPAK
G3P G3P P04797 P04797 111 249 1,48E-01 2 2 AGAHLKGGAK LEKPAK
G3P G3P P04797 P04797 59 111 3,45E-02 2 6 FNGTVKAENGK AGAHLKGGAK
G3P G3P P04797 P04797 213 70 1,83E-02 2 2 GAAQNIIPASTGAAKAVGK LVINGKPITIFQER
G3P G3P P04797 P04797 225 249 7,35E-03 2 1 VIPELNGKLTGMAFR LEKPAK
G3P G3P P04797 P04797 70 59 2,71E-03 1,2,3 8 LVINGKPITIFQER FNGTVKAENGK
G3P G3P P04797 P04797 225 70 2,38E-03 2 1 VIPELNGKLTGMAFR LVINGKPITIFQER
G3P G3P P04797 P04797 261 257 3,01E-05 1,2,3 29 VVKQAAEGPLK YDDIKK
G3P G3P P04797 P04797 257 249 1,44E-08 1,2,3 21 YDDIKK LEKPAK
GDPD1 GDPD1 QOVGK4 QOVGK4 115 92 4,41E-02 2 1 YCELPPYLCKLDVPFQR DEQVVVSHDANLKR
GLNA GLNA P09606 P09606 103 291 1,62E-02 1,2 5 LVFCEVFKYNR AYDPKGGLDNAR
GLNA GLNA P09606 P09606 291 333 8,04E-04 1,2,3 12 AYDPKGGLDNAR IVGQEKK
GLNA GLNA P09606 P09606 291 107 7,84E-04 1,23 14 AYDPKGGLDNAR KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 276 334 4,14E-04 2 4 CIEEAIDKLSK KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 291 3,26E-04 1,23 6 TCLLNETGDEPFQYKN AYDPKGGLDNAR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 334 8,84E-05 2,3 4 TCLLNETGDEPFQYKN KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 372 107 2,85E-05 1,2,3 20 TCLLNETGDEPFQYKN KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 276 107 1,13E-05 2,3 7 CIEEAIDKLSK KPAETNLR
GLNA GLNA P09606 P09606 107 334 6,28E-06 1,2,3 10 KPAETNLR KGYFEDR
GLNA GLNA P09606 P09606 107 118 3,74E-06 1,3 11 KPAETNLR HSCKR
GLNA GLNA P09606 P09606 103 107 7,86E-11 1,2,3 31 LVFCEVFKYNR KPAETNLR
GNAO GNAO P59215 P59215 24 17 1,76E-03 1,2,3 7 NLKEDGISAAK SKAIEK
GPM6A GPM6A Q812E9 Q812E9 257 250 1,31E-08 1,2,3 29 SKEEQELHDIHSTR MQKYEDIK




Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Hacd3 Hacd3 D4ABI7 D4ABI7 123 130 8,13E-07 1,2,3 8 AKEEER LNKLR
HSP7C HSP7C P63018 P63018 531 535 4,47E-04 3 1 AEDEKQR DKVSSK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 258 56 1,54E-01 2 1 MLTINPSKR DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 267 258 1,28E-01 2 8 ITAAEALKHPWISHR MLTINPSKR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 461 317 3,41E-02 2 1 DGKWQIVHFHR NFSGGKSGGNK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 317 56 2,30E-02 2,3 5 NFSGGKSGGNK DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 137 292 1,53E-02 2 1 DLKPENLLLASK KFNAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 42 56 1,01E-02 2,3 13 VLAGQEYAAKIINTK DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 461 292 7,44E-03 2 1 DGKWQIVHFHR KFENAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 267 56 2,94E-03 1,2,3 10 ITAAEALKHPWISHR DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 68 292 1,31E-03 1,2 5 LLKHPNIVR KFNAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 317 347 1,17E-03 2,3 7 NFSGGKSGGNK KQEIIK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 267 292 7,14E-04 2 4 ITAAEALKHPWISHR KFENAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 137 148 6,38E-04 1,2,3 12 DLKPENLLLASK LKGAAVK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 68 56 3,32E-04 1,2,3 17 LLKHPNIVR DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 344 347 2,36E-04 1,2,3 17 ESSESTNTTIEDEDTKVR KQEIIK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 42 137 9,58E-05 2 3 VLAGQEYAAKIINTK DLKPENLLLASK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 226 56 7,90E-05 2,3 9 LYQQIKAGAYD:KPSPEWDTVTPE DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 317 292 3,30E-05 2 2 NFSGGKSGGNK KFNAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 347 292 2,68E-05 2 1 KQEIIK KFENAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 137 56 1,86E-05 1,2,3 8 DLKPENLLLASK DHQKLER
KCC2A KCC2A P11275 P11275 148 292 1,20E-05 2 1 LKGAAVK KENAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 226 137 1,51E-06 2 7 LYQQIKAGAYD:ESPEWDTVTPE DLKPENLLLASK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 56 292 1,37E-06 1,2,3 5 DHQKLER KENAR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 267 68 2,59E-08 1,2 2 ITAAEALKHPWISHR LLKHPNIVR
KCC2A KCC2A P11275 P11275 317 323 8,14E-09 1,2,3 9 NFSGGKSGGNK KNDGVK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 258 292 4,78E-09 2 3 MLTINPSKR KFENAR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
KCC2A KCC2A P11275 P11275 56 47 1,46E-09 1,2,3 14 DHQKLER IINTKK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 347 323 4,08E-10 2.3 6 KQEIIK KNDGVK
KCC2A KCC2A P11275 P11275 323 292 8,69E-12 2 1 KNDGVK KENAR
KCRU KCRU P25809 P25809 332 403 1,32E-04 2,3 15 AGVHVKLPLLSK LEKGQDIR
KCRU KCRU P25809 P25809 257 276 2,79E-05 2 3 GIWHNNEKSFLIWVNEEDHTR VISMEKGGNMK
KPCB KPCB P68403-2 P68403-2 315 304 2,40E-02 2.3 3 IGQGTKAPEEK QKFER
KPCB KPCB P68403-2 P68403-2 320 309 1,90E-02 1,2 3 APEEKTANTISK AKIGQGTK
KPCB KPCB P68403-2 P68403-2 355 362 5,82E-03 2 2 GSFGKVMLSER KGTDELYAVK
KPCB KPCB P68403-2 P68403-2 309 304 5,49E-04 1,23 10 AKIGQGTK QKFER
KPCB KPCB P68403-2 P68403-2 29 38 5,44E-04 2,3 9 QKNVHEVK NHKFTAR
KPCG KPCG P63319 P63319 384 380 3,70E-02 2 3 KDVIVQDDDVDCTLVEK GSDELYAIKILK
KPCG KPCG P63319 P63319 28 37 4,02E-03 2 4 QKVVHEVK SHKFTAR
KPYM KPYM P11980-2 P11980-2 247 256 2,27E-06 3 5 KAADVHEVR KVLGEK
LAMPS LAMP5 Q5PPI4 Q5PPI4 118 96 7,58E-03 1,2,3 17 AYTLKMLFVK GAEVKGR
LSAMP LSAMP Q62813 Q62813 58 88 4,13E-06 1,2,3 5 CVVEDKNSK VELEKR

MBP MBP P02688 P02688 166 159 2,25E-02 2,3 4 GFKGAYDAQGTLSK ASDYKSAHK
MBP MBP P02688 P02688 115 100 1,95E-04 1,2 7 TQDENPVVHFFKNIVTPR TTHYGSLPQKSQR
MBP MBP P02688 P02688 14 100 8,07E-05 2 1 HGSKYLATASTMDHAR TTHYGSLPQKSQR
Myosin-Va Myosin-Va AOZ\$(732K AO’?‘gC;ZK 994 997 4,90E-03 1,2 4 VLSLQEEIAKLR KDLEQTR
Myosin-Va Myosin-Va AO’Z$(732K AOQ:)((??-ZK 909 902 6,34E-07 2 7 LKIEAR MMAKR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 293 275 6,66E-03 2 6 VVNGPEILNKYVGESEANIR QIGKMLNAR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 266 304 6,24E-03 2 1 GILLYGPPGCGKTLLAR KLFADAEEEQR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 427 458 4,46E-04 2 1 GHQLLSADVDIKELAVETK HIKASTK
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 198 202 1,03E-04 1,2,3 20 AENSSLNLIGKAK TKENR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 283 304 9,85E-05 2,3 2 EPKVVNGPEILNK KLFADAEEEQR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 283 275 2,90E-05 2,3 7 EPKVVNGPEILNK QIGKMLNAR
NSF NSF Q9QUL6 Q9QUL6 293 304 5,75E-06 1,2 6 VVNGPEILNKYVGESEANIR KLFADAEEEQR
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Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
oPCM oPCM P32736  P32736 230 275  G67E0L 2 2 NTGVSVGQ'T%\';VSF?(EASAVPMAE IENKGR
OPCM OPCM P32736 P32736 230 275 9,69E-06 1,2,3 11 AKNTGVSVGQK IENKGR
PFKAP PFKAP P47860 P47860 395 381 3,26E-02 1,2 3 SFEGNLNTYKR FDEAVKLR
PFKAP PFKAP P47860 P47860 747 737 1,55E-03 2 2 IPKQQWWLK KATDFEHR
PFKAP PFKAP P47860 P47860 730 737 453E-11 1,2,3 33 DLLFKPVAELR KATDFEHR

Pfkm Pfkm Q52KS1 Q52KS1 272 285 1,90E-02 2,3 5 NGKPITSEDIK NLVVKR
Pfkm Pfkm Q52KS1 Q52KS1 144 107 5,75E-03 2 4 DGKITAEEATK AAHNLVKR
Pfkm Pfkm Q52KS1 Q52KS1 727 738 5,21E-04 2 3 ALVFQPVTELKDQTDFEHR IPKEQWWLK
Pfkm Pfkm Q52KS1 Q52KS1 107 90 6,46E-07 2,3 3 AAHNLVKR CKDFR
PRS4 PRS4 P62193 P62193 91 98 2,24E-02 2 1 NQEQMKPLEEKQEEER SKVDDLR
PRS7 PRS7 Q63347 Q63347 340 356 1,53E-12 1 4 KIEFSLPDLEGR THIFKIHAR
PSA3 PSA3 P18422 P18422 65 230 1,92E-01 1,2 6 LYEEGSNKR HEIVPKDVR
Psmc3 Psmc3 Q6P6U2 Q6P6U2 73 77 7,58E-02 2 1 VTHELQAMKDK IKENSEK
Psmc6 Psmc6 G3V6W6 G3V6W6 34 41 5,02E-02 1,2,3 7 LLEHKEIDGR LKELR
PTN9 PTN9 Q64172 Q64172 176 55 3,12E-02 2 1 VLNLLKGAFPAR KFDVLR
PURG6 PURG6 P51583 P51583 19 12 3,20E-04 1 3 TKEVYELLDSPGR KLYEGK
RAC1 RAC1 Q6RUV5 Q6RUV5 153 166 5,96E-05 2 2 EIGAVKYLECSALTQR GLKTVFDEAIR
RAC1 RAC1 Q6RUV5 Q6RUVS5 116 128 1,60E-07 1,2,3 21 HHCPNTPIILVGTKLDLR DDKDTIEKLK
RAC1 RAC1 Q6RUV5 Q6RUVS5 116 123 6,78E-11 1,2,3 9 HHCPNTPIILVGTKLDLR DDKDTIEK
Rasall Rasall D3ZHY9 D3ZHY9 576 589 2,12E-04 2 5 KEEPASLATR FAFKK
Rasall Rasall D3ZHY9 D3ZHY9 604 574 7,71E-06 2 9 DLSYSKTPEWQVHSSIPLSCIR EGFLLKR
Rasall Rasall D3ZHY9 D3ZHY9 576 574 3,12E-08 1,2,3 29 KEEPASLATR EGFLLKR
Rasall Rasall D3ZHY9 D3ZHY9 604 576 3,87E-12 1,2,3 12 DLSYSKTPEWQVHSSIPLSCIR KEEPASLATR
Reticulon-3 Reticulon-3 Q6RJIR6 Q6RJIR6 926 936 9,75E-02 2 4 SIVEKIQAK LPGIAKK

RS27A RS27A P62982 P62982 1 29 1,23E-06 2,3 6 MQIFVK AKIQDK
RS4 RS4 P24050 P24050 193 201 2,45E-04 1,3 4 KDELER VAKSNR
RS7 RS7 P62083 P62083 155 147 1,97E-02 3 2 LIKVHLDK VKLDGSR




262 |

Protein 1 Protein 2 UP-Nr. 1 UP-Nr. 2 QPlos QPos 2 Score Repl. #Spektren Peptidsequenz 1 Peptidsequenz 2
Ryanodine R2 Ryanodine R2 BOLPN4 BOLPN4 1246 834 8,80E-02 2 1 DITMWLSKR EYKQER

TCPD TCPD Q7TPB1 Q7TPB1 213 209 4,01E-05 2 9 KLGGTIDDCELVEGLVLTQK DIKIVK
TCPD TCPD Q7TPB1 Q7TPB1 21 29 1,22E-08 1,2,3 18 GKGAYQDR DKPAQIR
TCPG TCPG Q6P502 Q6P502 222 234 3,99E-01 3 1 GVMINKDVTHPR YIKNPR
TCPG TCPG Q6P502 Q6P502 181 191 2,86E-02 2 1 WSSLACNIALDAVKTVQFEENGR KEIDIK
TCPG TCPG Q6P502 Q6P502 222 191 1,33E-02 2,3 2 GVMINKDVTHPR KEIDIK
TCPG TCPG Q6P502 Q6P502 527 529 2,55E-07 2,3 3 IDDIVSGHKK KGDDQNR
TPD54 TPD54 Q6PCT3 Q6PCT3 70 78 1,70E-01 1,2,3 5 QVLAAKER HCGELKR

Trappcl0 Trappcl0 FIMAQ4 F1IMAQ4 157 149 5,88E-01 3 1 NDFCNKQSDR TSIVDKIR
VAPA VAPA Q97270 Q97270 125 52 8,72E-02 2 7 EAKPDELMDSKLR VKTTAPR
VAPB VAPB Q97269 Q97269 118 45 2,74E-01 2 7 EAKPEDLMDSKLR VKTTAPR
VIAAT VIAAT 035458 035458 8 23 1,13E-04 2,3 7 SKLTNVATSVSNK SQAKVSGMFAR
WDR7 WDR7 Q9ERH3 Q9ERH3 877 862 2,14E-04 2 3 GPATESVGKGTYTVSR LLQAKAEAGR
Wifsl Wfsl E9PT53 E9PT53 800 681 4,89E-03 2 2 GHEEDDITKDIVLR AWKETNMAR
Wisl Wisl E9PT53 E9PT53 800 836 8,26E-04 2 2 GHEEDDITKDIVLR LGSKWPVFELK
Wfsl Wifsl E9PT53 E9PT53 836 681 3,13E-04 2 1 LGSKWPVFELK AWKETNMAR




DANKSAGUNG | 263

Danksagung

Dir liebe Prof. Carla Schmidt méchte ich als erstes von ganzen Herzen Danken. Du hast mir dieses
spannende und herausfordernde Thema anvertraut und mich fachlich begleitet. In vielen gemeinsamen
Gesprachen hast du mir die Strukturelle Massenspektrometrie in Diskussionen und Erklarungen
nahegebracht. Durch dein stetes Engagement hast du es mir ermdglicht weltweit Wissenschaft zu erleben:
in Israel, Spanien, Indiana, Florida, Italien, England, Osterreich und Deutschland durfte ich an Erfahrungen
wachsen, welche mich immer begleiten werden. Dir Herr Prof. Henning Urlaub mdéchte ich nicht nur fur die
Ubernahme des Drittgutachtens danken, sondern auch fiir deine kulinarische Fiirsorge und Unterstiitzung
beim Networking auf gemeinsamen Konferenzen. Ihnen Herr PD Dr. Hauke Lilie danke ich fir die

Ubernahme des Zweitgutachtens.

Euch liebe Arbeitsgruppe, gilt ein riesiger Dank. Nichts ist wie es auf den ersten Blick scheint, weshalb ich
hier etwas klarstellen mochte: Tommy trinkt den Latte Macchiato mit extra viel Vanillesirup und ich den
Filterkaffee, Whiskey on the Rocks bin ich jedoch nicht dabei. Erst waren es nur Tommy und Ich; einfach
das beste Duo! Dann kamst du Caro dazu, dir danke ich fir Kuchen (laktosefrei) und die Proteine. Melissa
und Marie, ihr wart die nachsten und gleich so schnell, dass ihr mich Gberholt habt. Marie, danke flr deine
grolRe Unterstiitzung und wertvolle Freundschaft. Als nachstes kamst du Julian dazu. Mit keinem renne ich
lieber vor einem T-Rex davon. Sven, Marie E., Susann, Karolin, Patrick, Amelie, Julia, Konstantin, Til,
Christian und das Wahlgruppenmitglied Mona, wegen euch ist man einfach immer gerne in den Tierstall
oder das Proteinzentrum gekommen. Danke an euch, die Projektkoordination, Ulla, Marie und Rosi fur

reibungslose Ablaufe.

Ohne die Kollaborationspartner ware diese Arbeit nicht zu Stande gekommen. Vielen Dank an die
Arbeitsgruppe Prof. Reinhard Jahn. Insbesondere: Prof. Jahn selbst, Marcelo Ganzella und Momchil Ninov.
Ein weiterer Dank geht an die Arbeitsgruppe Prof. Ralf Seidel mit Marius Rutkauskas und die Gruppe von
Prof. Kai Tittmann mit dem herzlich gastfreundlichem Sabin Prajapati. Danke auch fur die gelungen und
spalRigen Konferenzen durch Euere Teilnahme der Mitglieder der Arbeitsgruppen von Prof. Henning Urlaub,

sowie der Arbeitsgruppen von Prof. Milton Stubbs, Prof. Jochen Balbach und Prof. Kirsten Bacia.



264 | DANKSAGUNG

Was die Familie und Freunde angeht: sie haben Verstandnis dafirr, dass ich hier nicht alle namentlich
nenne. Die Anzahl an Seiten einer Doktorarbeit ist nun mal beschréankt. Ohne euch wére ich nicht da, wo
ich jetzt bin: eine groRe Familie, viele Freunde, viel Liebe, ihr gibt mir immer Halt. Christoph, du bleibst in
liebender Erinnerung, danke fiir die unbezahlbaren Momente. Zuletzt komme ich zu dir, Chris. Du bist mein

Begleiter, meine bessere Halfte und ich bin dein grof3ter Fan.



PUBLIKATIONEN | 265

Publikationen

6.

wittig S, Ganzella M, Barth M, Kostmann S, Riedel D, Pérez-Lara A, Jahn R, Schmidt C, (2021)
Cross-linking mass spectrometry uncovers protein interactions and functional assemblies in

synaptic vesicle membranes, Nature Communications, 12(1):858.

Wittig S, Songailiene I, Schmidt C, (2020) Formation and Stoichiometry of CRISPR-Cascade
Complexes with Varying Spacer Lengths Revealed by Native Mass Spectrometry, Journal of the

American Society for Mass Spectrometry 31(3):538-546.

Songailiene I, Rutkauskas M, Sinkunas T, Manakova E, Wittig S, Schmidt C, Siksnys V, Seidel R,
(2019) Decision-Making in Cascade Complexes Harboring crRNAs of Altered Length, Cell Reports

28(12):3157-3166.

Prajapati S, Haselbach D, Wittig S, Patel MS, Chari A, Schmidt C, Stark H, Tittmann K, (2019)
Structural and Functional Analyses of the Human PDH Complex Suggest a "Division-of-Labor"

Mechanism by Local E1 and E3 Clusters, Structure 27(7):1124-1136.

Wittig S, Haupt C, Hoffmann W, Kostmann S, Pagel K, Schmidt C, (2019) Oligomerisation of
Synaptobrevin-2 Studied by Native Mass Spectrometry and Chemical Cross-Linking, Journal of

the American Society for Mass Spectrometry 30(1):149-160.

Haupt C*1, Hofmann T#1, Wittig S#1, Kostmann S, Politis A, Schmidt C, (2017) Combining Chemical
Cross-linking and Mass Spectrometry of Intact Protein Complexes to Study the Architecture of Multi-

subunit Protein Assemblies, Journal of Visualized Experiments 28;(129):56747.



266 | PRASENTATIONEN

Prasentationen

6. HALOmem Retreat, Goslar, Deutschland (16.-17.05.2019)
Heterogeneous protein networks in synaptic vesicles mediate signal transduction in neurons

5. Sanibel conference der ASMS "Chemical Cross-linking and Covalent Labeling: From
Proteins to Cellular Networks", St. Petersburg, Florida, USA (24.-27.01.2019)
Heterogeneous protein complexes in synaptic vesicles mediate signal transduction in neurons
(Ausgewahlter Kurzvortrag)

4. Status Seminar HALOmem, Halle, Deutschland (8.11.2018)
Heterogeneous protein networks in synaptic vesicles mediate signal transduction in neurons.

3. Ringberg Retreat (Retreat der AGs Jahn, Urlaub und Stein des MPIbpc), Kreuth, Deutschland
(29.5-2.6.2018)
Protein interactions in synaptic vesicles.

2. HALOmem Retreat, Gohrisch, Deutschland (24.—26.5.2018)
Oligomerisation of Synaptobrevin-2 studied by native mass spectrometry and chemical cross-
linking

1. 7t Symposium on Structural Proteomics, Wien, Osterreich (23.-25.10.2017)

Native Mass Spectrometry to Identify Stoichiometries and Stability of Protein-Ligand Complexes.
(Ausgewahlter Kurzvortrag)



POSTERPRASENTATIONEN | 267

Posterprasentationen

9. 9" Symposium on Structural Proteomics, Gotttingen, Deutschland (3.-6. 11.2019)
Protein interaction networks of synaptic vesicles examined by chemical cross-liking.

8. Celebration of Native Mass Spectrometry, Oxford, Vereinigtes Kénigreich (24.—26.03.2019)
Heterogeneous protein networks in synaptic vesicles mediate signal transduction in neurons.

7. Sanibel conference der ASMS "Chemical Cross-linking and Covalent Labeling: From
Proteins to Cellular Networks" St. Petersburg, Florida, USA (24.-27.01.2019)
Heterogeneous protein complexes in synaptic vesicles mediate signal transduction in neurons.
(Travel Award)

6. XXII International Mass Spectrometry Conference, Florenz, Italien (26.—-31.08.2018)
Native Mass Spectrometry to Identify Stoichiometries and Stability of CRISPR-Cascade
Complexes.

5. EMBO workshop: "Exocytosis and endocytosis: From synaptic vesicles to nanodiscs”,

Teneriffa, Spanien (16.—20.01.2018)
Poster: Protein interaction networks in synaptic vesicles. (EMBO Student Travel Grant)

4, 7t Symposium on Structural Proteomics, Wien, Osterreich (23.-25.10.2017)
Native Mass Spectrometry to Identify Stoichiometries and Stability of Protein-Ligand Complexes

3. Structural Mass Spectrometry Workshop, Weizmann Institute, Rehovot, Israel (3.-8.5.2017)
Identification of protein interaction networks in synaptic vesicles using cross-linking and mass
spectrometry

2. 65" ASMS Conference, American Society for Mass Spectrometry (ASMS), Indianapolis,

Indiana, USA (4.-8.06.2017)
Native Mass Spectrometry to Identify Stoichiometries and Stability of Protein-Ligang Complexes

1. 50. Jahrestagung der DGMS, Kiel, Deutschland (5.—8.03.2017)
Development of a protein interaction network in synaptic vesicles using cross-linking and mass
spectrometry.



268 | LEBENSLAUF

Lebenslauf

Persdnliche Daten

Name: Sabine Wittig, geb. Zurhorst
Geburtsdatum, -ort: | NG
]
I

Familienstand:

Staatsangehorigkeit

Qualifikation: staatl. geprifte Lebensmittelchemikerin mit Diplom in Lebensmittelchemie

Personlicher Werdegang

Praktische Tatigkeiten

Seit 01.09.2020

01.09.2016 — 29.02.2020
01.09.2014 - 31.08.2016

01.08.2011 - 31.12.2012

Staatliche Ausbildung

Consultant Scientific and Regulatory Affairs bei RDA Scientific Consultants
GmbH, Miinchen

Aufgabenbereich: Bearbeitung toxikologische und lebensmittelrechtliche
Fragestellungen

Wissenschaftliche Mitarbeiterin an der MLU Halle-Wittenberg

Sicherheitsbewerterin und Leitung kosmetischer Studien bei Dermatest
GmbH, Minster

Aufgabenbereich:  Erstellen von  Sicherheitsbewertungen geman
VO (EG) 1223/2009, Leitung kosmetischer Studien

Tatigkeit als Tutorin an der Universitat Hamburg
Aufgabenbereich: Betreuung und Vorbereitung des Praktikums
Lebensmittelmikrobiologie/-hygiene UHH

26.06.2014
01.11.2013 - 30.04.2014

01.05.2013 - 31.10.2013

Universitarer Werdegang

Zweite lebensmittelchemische Staatsprifung

Praktikum im Rahmen des 2. Staatsexamens
am Amt fir Umwelt und Hygiene

Praktikum im Rahmen des 2. Staatsexamens
bei der SGS Germany GmbH

25.03.2013
15.03.2012 - 15.11.2012

Erste lebensmittelchemische Staatsprifung

Anfertigung der Diplomarbeit

suntersuchung zur Bildung von Reuterin durch Lactobacillus reuteri“ —
Entwicklung einer GC-MS fiur Reuterin

04.11.2010 Lebensmittelchemische Vorpriifung

01.11.2008 Studienbeginn der Lebensmittelchemie ,Universitat Hamburg*

Schule

18.06.2008 Erwerb der allgemeinen Hochschulreife

.Maria-Merian-Schule”
Erndhrungswissenschaftliches Gymnasium in Waiblingen



EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG | 269

Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig und ohne fremde Hilfe angefertigt und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe. Die aus fremden Quellen direkt
oder indirekt ibernommenen Stellen sind als solche kenntlich gemacht. Ebenfalls sind alle von anderen
Personen bereitgestellten Materialien oder erbrachten Experimente als solche gekennzeichnet. Die
eingereichte schriftiche Fassung der Arbeit entspricht der auf dem elektronischen Speichermedium.
Weiterhin versichere ich, dass die vorliegende Promotionsarbeit noch nicht als Abschlussarbeit an anderer

Stelle eingereicht wurde. Ich habe vor dieser Arbeit keine andere Promotionsarbeit eingereicht.

Flintsbach am Inn, den

Sabine Wittig



