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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Glykosylierung von Proteinen, im Besonderen der Prozess der Fukosylierung,
stellt eine wichtige posttranslationale Modifikation dar. Die kovalente Bindung von L-
Fukose beeinflusst die funktionelle Diversitat der Proteine als auch deren biologische
Aktivitdt. So konnte flr Fukose-enthaltende Glykane im Gehirn des S&augetiers
gezeigt werden, dass diese in kognitive Prozesse des Lernens und der
Gedachtnisbildung involviert sind. Lernprozesse oder auch elektrophysiologisch
herbeigefuhrte Plastizitat fihren zu einer Steigerung der Fukosylierung von Proteinen
in hippokampalen Neuronen. Des Weiteren hat zwar die Inhibition der Fukosylierung
von Proteinen keinen Einfluss auf die Induktion der Langzeitpotenzierung (LTP) oder
Gedachtnisbildung, verhindert aber die Aufrechterhaltung der LTP oder die
Ausbildung des Langzeitgedachtnisses. Um den Prozess der Fukosylierung im
Kontext neuronaler Plastizitdit zu verstehen, ist es unabdingbar, fukosylierte
synaptische Proteine zu identifizieren und ihre subzellulare Verteilung zu
analysieren. Fur die Analyse der zellularen Lokalisierung Fukose-enthaltender
Glykane im Gehirn der Ratte, wurde im Rahmen dieser Arbeit das Fukose-
spezifische Aleuria aurantia Lektin (AAL) verwendet. Eine starke Lektinbindung
wurde an Zellmembran-assoziierten Strukturen, insbesondere in Regionen mit hoher
Synapsendichte, festgestellt. Zur Identifizierung fukosylierter synaptischer Proteine
wurden Proteinlysate einer synaptischen Membranfraktion entweder mittels AAL-
Affinitats-Chromatographie oder Lektinblotting analysiert. Ein zweiter, gezielter
Analyseansatz konzentrierte sich auf Neurotransmitter-Rezeptoren,
spannungsabhangige und Liganden-gesteuerte lonenkanéle, Zelladhasionsmolekiile,
extrazellulare Matrixproteine sowie Wachstumsfaktor-Rezeptoren. Daruber hinaus
wurde eine alternative Strategie zur metabolischen Markierung mit einem Azid-
markierte Fukose-Derivat durchgefuhrt, um NMDA/Glyzin-induzierte Veranderungen
der Proteinfukosylierung in primaren kortikalen Kulturen zu untersuchen. Durch die
Kombination dieser Methoden konnten sowohl bereits bekannte als auch bisher
unbekannte fukosylierte Proteine bestatigt bzw. identifiziert werden. Zu diesen
identifizierten Proteinen gehdren unter anderem Neuroplastin, NCAM, Caspr2 und
Kv1.2: Proteine, die mit Neuroplastizitdtsprozessen in Verbindung gebracht werden.
Auch ermoglichten die experimentellen Studien innerhalb dieser Arbeit, die
Veranderungen der Fukosylierung in Abh&ngigkeit von NMDA-induzierter
Langzeitdepression (LTD) in kortikalen Primarkulturen zu verfolgen.

VI



Summary

Summary

Protein glycosylation, especially fucosylation, is an important post-translational
modification. The covalent attachment of carbohydrates, like fucose, extends the
functional spectrum of proteins, and influences their biological activity. Interestingly,
fucosylated carbohydrate structures in the brain have been implicated in molecular
mechanisms that underlie neuronal development, learning and memory. Plasticity
phenomena including hippocampal long-term potentiation (LTP) and memory
formation, for instance, are accompanied by a transient increase in fucose
incorporation into membrane glycoproteins. Most notably, inhibition of protein
fucosylation does not interfere with LTP induction or memory acquisition, but
prevents specifically the maintenance of LTP and long-term memory formation. For a
better understanding of protein fucosylation in the context of neuronal plasticity, it is,
therefore, important (i) to identify fucosylated synaptic proteins, (ii) to analyse the
modes of their synthesis and modification, and (iii) to determine their subcellular
localization. In the present study, we used the fucose-specific lectin from Aleuria
aurantia (AAL) to investigate the distribution of fucose-containing carbohydrate
moieties in the rat brain. We found strong AAL staining of membrane structures
especially in synaptic neurophil regions. To identify fucosylated synaptic proteins,
extracts from synaptic junctions were analysed either in an unbiased approach using
AAL-affinity chromatography or in a targeted approach using immunoprecipitations
for selected candidate proteins in conjunction with AAL blotting. For the targeted
approach we focused on proteins previously implicated in neuroplasticity, i.e.
neurotransmitter receptors, cell adhesion molecules, extracellular matrix proteins,
voltage-gated potassium and calcium channels, growth factor receptors and ligand-
gated ion channels. In addition, we performed an alternative strategy for metabolical
tagging of biomolecules using an azide-labelled fucose derivative to specifically label
and identify de novo fucosylated proteins in primary cortical neuronal cultures after
NMDA-receptor mediated changes. As a result of this combined approach we
identified various already known as well as so far unknown to be fucosylated
proteins, which have been implicated in processes of neuroplasticity such as
neuroplastin, NCAM, Caspr2 and Kv1.2. Furthermore, this approach enabled us to
track changes in protein fucosylation for several of the identified proteins dependent
on synaptic activity in primary cultures of cortical neurons. In summary, our
combination of AAL-based and metabolic labelling approaches enabled a proteome-
wide monitoring of fucosylation dynamics.

VIl



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Gehirn der Saugetiere und die Funktion fukosylierter
Glykokonjugate

1.1.1. Molekulare Zusammensetzung des Saugerhirns unter

funktionellen Aspekten

Wieso und auf welche Weise ist das Gehirn zu kognitiven Prozessen fahig? Warum
ist es in seinem strukturellen Aufbau so komplex? Fragen wie diese beschaftigen
Biologen, Mediziner und Hirnforscher seit Beginn der naturwissenschaftlichen
Forschung.

Sinnbildlich ist das Gehirn mit einem Puzzle zu vergleichen, das sich aus mehreren
tausenden Teilen zusammensetzt. Es ist die Steuerzentrale des gesamten Kérpers
und in der Lage auf Einflisse aus der Umwelt zu reagieren. Zellular betrachtet wird
die Komplexitdt des Gehirns durch verschiedene Subtypen an Neuronen und
Gliazellen hervorgerufen. Morphologisch zeichnen sich Neurone ausgehend vom
Soma durch verzweigte Dendritenbdaume und dem Axon aus. Durch das Axon
werden Informationen vom Soma weitergeleitet, welche an den Dendriten
benachbarter Neurone empfangen werden. Dennoch sind Dendriten und Axon nicht
direkt verbunden, sondern durch einen Spalt, dem synaptischen Spalt, voneinander
getrennt.

An diesen spezialisierten Kontaktstellen, den sogenannten Synapsen, werden die
Informationen in der Kodierung von elektrischen und chemischen Signalen
weitergeleitet. Die Ubertragung zwischen chemischen Synapsen ist dadurch
gekennzeichnet, dass elektrische Signale in Form von Aktionspotentialen in
chemische Signale mittels lonen und Neurotransmitter Ubersetzt werden (Weight
1971, Kandel und Gardner 1972).

Dieses Prinzip der Signalibertragung setzt in Neuronen das Vorhandensein
hochkomplexer, molekularer Netzwerke voraus, die in der Lage sind, die
Ubermittelten Signale zu dekodieren. Eine bedeutende Rolle spielen hierbei eine
Vielzahl von Neurotransmitter-Rezeptoren, die durch die gegebene Aktivierung eine
Weiterleitung des Signals ermdglichen, mittels lonen-Influx oder durch die Kopplung
und Aktivierung verschiedener sekundaren Signalkaskaden (Weight 1971, Kandel
und Gardner 1972).



Einleitung

Betrachtet man die Synapsen mit ihren hochmolekularen Netzwerken etwas néher im
molekularen Aufbau und funktionellen Zusammenspiel, zeigt sich, dass sie durch ein
hohes Mal3 an Dynamik im Proteom gekennzeichnet sind. Diese Dynamik wird durch
Prozesse der de novo Translation, Proteindegradation und durch eine Vielzahl
posttranslationaler Modifikationen widergespiegelt. Es wurde vielfach gezeigt, dass
verschiedene Komponenten des molekularen Netzwerks der Synapsen durch eine
Vielzahl an Glykanen posttranslational modifiziert sind (Gurd et al. 1983, Stanojev
und Gurd 1987, Koles et al. 2005).

Glykanketten zeichnen sich strukturell durch einzeln verzweigte monosaccharidische
Bausteine aus, denen in der Gesamtheit unter anderem eine funktionelle Bedeutung
bei der Zelldifferenzierung, dem neuronalen Wachstum, der Signaltransduktion und
bei der Zell-Zell-Erkennung zugeschrieben wird (Varki 1993, Kleene und Schachner
2004). Erwahnenswert hierbei ist, dass fast alle Familien der Neurotransmitter-
Rezeptoren hochglykosyliert sind (Clark et al. 1998, Martin 2002).
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Abb. 1.1. Molekulare Zusammensetzung der synaptischen Zellmembran. Die synaptische
Zellmembran im Gehirn des Sd&ugetiers ist durch eine Vielzahl posttranslational-modifizierter
Komponenten gekennzeichnet. Die Glykosylierung, eine der wichtigsten posttranslationalen
Modifikationen, fuhrt dazu, dass Proteine und Lipide durch eine enorme strukturelle Vielfalt an
monosaccharidischen Komponenten gekennzeichnet sind. Es handelt sich dabei vorwiegend um N-
Acetyl-Glukosamin (GIKNAc), N-Acetyl-Galaktosamin (GalNAc), Glukose (Glk), Mannose (Man),
Galaktose (Gal), Sialinsdure (NeuNAc) und Fukose (Fuk) (Kleene und Schachner 2004). Ausgehend
von der Bindung im Proteingerist kann eine Unterscheidung zwischen N- und O-Glykanen erfolgen
(Breen et al. 1998), (Kleene und Schachner 2004). (Abbildung modifiziert nach Rillahan et al. (Rillahan
und Paulson 2011))
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Das Gehirn fungiert als Steuerzentrale des gesamten Korpers. Es ist in der Lage, bei
Prozessen synaptischer Plastizitadt adaptiv auf Veranderungen der physiologischen
und morphologischen Parameter mit entsprechenden Anderungen auf molekularer
Ebene zu reagieren (Matthies 1989).

Lang anhaltende Verdnderungen der synaptischen Effizienz, wie LTP und LTD,
verlangen sowohl eine intakte Proteinbiosynthese (Krug et al. 1984, Montarolo et al.
1986, Frey et al. 1988, Freeman et al. 1995) als auch die Madglichkeit der
posttranslationalen Modifikation (Jork et al. 1986, Krug et al. 1991, Rose 1995,
Matthies et al. 1999). LTP kann induziert werden durch hochfrequente Reizungen
bestimmter Nervenbahnen und fihrt zu einer langanhaltenden verstarkten
synaptischen Ubertragung. Hingegen wird als Umkehrprozess der LTP die LTD
verstanden, welche durch eine reduzierte synaptische Ubertragung gekennzeichnet
ist (Malenka und Nicoll 1993, Oliet et al. 1997). Beide Prozesse stellen eigene
Formen synaptischer Plastizitat dar, welche durch die Abhangigkeit zu N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptoren gepréagt sind (Malenka und Nicoll 1993).

1.1.2. Glykosylierung von Proteinen

Die synaptische Zellmembran ist durch eine Vielzahl unterschiedlicher Glykoproteine
gepragt. Glykoproteine sind durch Oligosaccharide modifiziert, welche sich strukturell
aus einer bestimmten Zahl monosaccharidischer Bausteine zusammensetzen.

Es handelt sich hierbei um N-Acetyl-Glukosamin (GIKNAc), N-Acetyl-Galaktosamin
(GalNAc), Glukose (Glk), Mannose (Man), Galaktose (Gal), Sialinsaure (NeuNAc)
und Fukose (Fuk) (Kleene und Schachner 2004). Ausgehend von der glykosidischen
Bindung im Proteingerist kann eine Unterscheidung zwischen N-und O-
Glykoproteinen erfolgen (Breen et al. 1998, Kleene und Schachner 2004).

Die O-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide sind durch die Hydroxyl-Gruppe der
Aminosauren Serin (Ser) oder Threonin (Thr) mit GalNAc oder Man verbunden
(Haltiwanger und Lowe 2004, Kleene und Schachner 2004, Potter et al. 2006). Eine
Konsensussequenz fur die O-Glykosylierung ist zum gegenwartigen Stand nicht
bekannt.

N-glykosidisch gebundene Oligosaccharide sind hingegen tber die Amid-Gruppe der
Aminosaure Asparagin (Asn), welche in der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr

(X#Prolin) vorliegen kann, mit GIKNAc verbunden (Kleene und Schachner 2004).



Einleitung

Ausgehend von der Komplexitat sind O-Glykoproteine im Vergleich zu den N-
Glykoproteinen durch verhéaltnismaRRig wenige Monosaccharide modifiziert.
Strukturell weisen aber sowohl die N-als auch O-Glykoproteine eine enorme
strukturelle Diversitat auf. Gegenwartig ist bekannt, dass Zellmembran-assoziierte-
und sekretorische Proteine durch einzelne bzw. mehrere Oligosaccharidketten
modifiziert sind (Varki 1993, Breen et al. 1998).

Die Mehrheit der zytosolischen und nukledren Proteine ist nicht glykosyliert,
wenngleich zu erwahnen ist, dass Transkriptions-Faktoren und Proteine, lokalisiert
im Zellkernporen-Komplex, durch einzelne GIKNAc-Monosaccharide modifiziert sein
kénnen (Breen et al. 1998, Dell und Morris 2001, Vosseller et al. 2006).
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Abb. 1.2. Die strukturelle Diversitat N-und O-glykosidisch gebundener Oligosaccharide.
Glykanketten an Plasma-, Zellmembran-assoziierten- und sekretorischen Proteinen liegen in N-
glykosidischer Bindung zu Asn oder in O-glykosidischer Bindung zu Ser/Thr vor. Sowohl N-Glykane
als auch O-Glykane weisen eine hohe Diversitdt der monosaccharidischen Zusammensetzung auf.
(Abbildung modifiziert nach Marth et al. (Marth J.D 2008))
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Die strukturellen Unterschiede N- und O-glykosidisch gebundener Oligosaccharide
verweisen auf verschiedene Synthesewege. Der strukturelle Aufbau von O-
glykosidisch gebundenen Oligosacchariden findet Uberwiegend in den Zisternen des
Golgi-Apparates direkt am Protein statt und wird im Einzelnen durch eine Vielzahl
unterschiedlicher Glykosyltransferasen katalysiert. Beginnend mit dem Transfer von
GalNAc oder Man katalysiert durch die N-Acetyl-Galaktosaminyltransferase bzw. O-
Mannosyltransferase wird durch die Aktivitdt weiterer Transferasen das schrittweise
Anheften von Monosacchariden, wie beispielweise GalNAc, Gal oder Fuk, ermdglicht
(Kleene und Schachner 2004).
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Abb. 1.3. Biosynthese von O-glykosidisch gebundenen Oligosaccharidketten. Die Synthese von
O-Glykanen beginnt in den Zisternen des Golgi-Apparats mit dem Anfugen von (A) GalNAc oder (B)
Man an Ser- oder Thr-Reste. Im weiteren Verlauf findet stufenweise aufeinander folgend das Anfligen
von GIKNAc, Gal, Fuk oder NeuNAc in unterschiedlichen Verbindungen statt. (Abbildung modifiziert
nach Kleene et al. (Kleene und Schachner 2004))
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Im Gegensatz dazu ist die Synthese der N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide
durch eine Reihe komplexer Reaktionen gekennzeichnet, die im rauen
endoplasmatischen Retikulum (ER) und in den Zisternen des Golgi-Apparates
ablaufen. Ausgehend von einem Lipid-Dolichol-Phosphat, welches verankert in der
Membran des ER vorliegt, findet schrittweise die Synthese eines Kernmolekilgerust
statt, dass sich insgesamt aus 14 Monosacchariden (GlksMangGIKNAC,)
zusammensetzt. Der Transfer des Kerngerists auf das am ER translatierte Protein,
wird durch die Oligosaccharid-Proteintransferase katalysiert und findet en bloc auf
die Amid-Gruppe der Aminosdure Asn statt. Unmittelbar nach dem Transfer werden
schrittweise drei Glk-Reste und ein Man-Rest vom Tetradecasaccharid entfernt.
Nach diesem Schritt wird das Protein zum Golgi-Apparat transportiert. In den
einzelnen Zisternen des Golgi-Apparates, welche durch eine Vielzahl
unterschiedlicher Enzyme charakterisiert sind, finden weitere Trimming- und
Elongationsschritte des N-glykosidisch gebundenen MangGIkNAc,-Molekiiles statt
(Kleene und Schachner 2004).
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Abb. 1.4. Biosynthese von N-glykosidisch gebundenen Oligosaccharidketten. Stufenweise
beginnt im ER mit der Anheftung von drei Glk, neun Man und zwei GIKNAc an das Membran-
assoziierte Lipid-Dolichol-Phosphat die Synthese von N-glykosidisch gebundenen Oligosacchariden.
Durch die Oligosaccharid-Proteintransferase wird nachfolgend das Kernmolekil en bloc auf die Asn-
Reste von wachsenden Polypeptiden transferiert. Wobei anschliel3end durch zwei Glukosidasen und
einer Mannosidase einzelne Glk-Reste sowie ein Man-Rest abgespalten werden. Weitere Trimming-
und Elongationsschritte einzelner Monosaccharide finden zusatzlich in den Zisternen des Golgi-
Apparates statt. (Abbildung modifiziert nach Kleene et al. (Kleene und Schachner 2004))

1.1.3. Proteinfukosylierung mittels Fukosyltransferasen

Die L-(-)-Fukose (6-Desoxy-L-(-)-Galaktose) stellt eine essentielle terminale
Komponente synaptischer Glykoproteine dar und ist in der Grundstruktur durch das
Fehlen einer Hydroxylgruppe am Kohlenstoff der C6-Position gekennzeichnet
(Becker und Lowe 2003).
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Sie kommt in der Natur ausschlie3lich als L-Enantiomer vor und ist in den
Bindungspositionen a1,2 terminal zu D-Gal, bei a1,3 oder a1,4 subterminal zu
GIkNAc-Resten und in a1,6 am innersten GIKNAc in a-Konfiguration vorzufinden.

Der aktive Transfer von L-(-)-Fuk und die damit verbundene terminale Modifizierung
von Glykanstrukturen wird im Einzelnen durch spezialisierte Enzyme, den
Fukosyltransferasen (FukTs), katalysiert.

Beim Menschen sind bislang 13 FukTs identifiziert. Aber auch Invertebraten,
Vertebraten, Pflanzen und Bakterien sind durch ein Vorkommen an FukTs
gekennzeichnet (Becker und Lowe 2003, Ma et al. 2006, Moriwaki und Miyoshi
2010).
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Abb. 1.5. L-(-)-Fukose und Fukosylierung mittels humaner a1,2-; a1,3/4- und a1,6 FukTs. Die
Fukosylierung der Akzeptormolekile O-Glykane (links) und N-Glykane (rechts), findet in den
Kompartimenten des Golgi-Apparates statt. Eine terminale L-(-)-Fukose-basierte al1,2-, al1,3/4- oder
al,6-Modifizierung wird dabei durch die spezialisierten Fukosyltransferasen (FukTs) vorgenommen.
(Abbildung modifiziert nach Bing Ma et al. 2006 (Ma et al. 2006))

Als Donor fur den L-(-)-Fuk-Transfer fungiert das Nukleotid-Monosaccharid
Guanosin-Diphosphat-R3-L-Fukose (GDP-Fuk). Dieses wird im Zytoplasma entweder

durch de novo Synthese oder den Salvage Pathway bereitgestellt.
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Bei der de novo Synthese, die insgesamt 90 % der totalen GDP-Fuk liefert, wird
GDP-Man durch die Enzyme GDP-Mannose-4,6-Dehydrase und GPD-keto-6-
Desoxymannose 3,5-Epimerase/4-Reduktase zu GDP-Fuk umgewandelt. Die
verbleibenden 10 % der gesamten GDP-Fuk werden durch den Salvage Pathway
bereitgestellt, welcher zytosolische L-(-)-Fuk nutzt, die entweder aus extrazellularen
Quellen oder lysosomalem Abbau stammt. Hierbei wird die L-(-)-Fuk durch
Fukokinase  phosphoryliert und anschlieBend durch die GDP-Fukose-
Pyrophosphorylase zu GDP-Fuk umgewandelt (Becker und Lowe 2003, Ma et al.
2006).
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Abb. 1.6. Biosynthese der GDP-Fukose und subzellulare Lokalisation von FukTs. Die
Bereitstellung von Guanosin-Diphosphat-3-L-Fukose (GDP-Fuk) findet im Zytoplasma durch zwei
unterschiedliche Synthesewege statt. Bei der de novo Synthese wird GDP-Man zu GDP-4-keto-6-
Desoxymannose und anschlieBend zu GDP-Fuk umgewandelt. Der Salvage Pathway nutzt hingegen
frei verfigbare Fuk, die aus extrazellularen Quellen und lysomalen Abbau stammt. Die Fuk wird dabei
phosphoryliert und anschlieend zu GDP-Fuk umgewandelt. (Abbildung modifiziert nach Bing Ma et
al. 2006 (Ma et al. 2006))

Durch den Transfer des Nukleotid-Monosaccharid GDP-Fuk wird am anomeren
Zentrum der L-(-)-Fuk eine Inversion hervorgerufen, so dass diese am

Akzeptormolekil in a-Konfiguration vorliegt.
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Anhand dieser Tatsache werden alle bis jetzt bekannten FukTs als aFukTs
bezeichnet und entsprechend der Bindungsspezifitaten in a1,2-; a1,3/4-; a1,6- und
O-FukTs klassifiziert (Ma et al. 2006).

Die a1,2-Fukosylierung wird von den FukTs futl und fut2 katalysiert (Larsen et al.
1990, Kelly et al. 1995, Becker und Lowe 2003). Dieser Art der Fukosylierung wird
bei Prozessen des Lernens und der Gedachtnisbildung ein entscheidender Einfluss
zugeschrieben. Die FukTs fut 3-7 und fut 9-11 synthetisieren a1,3- und wie im Fall
von fut 3 und fut 5 auch a1,4-fukosylierte Glykanstrukturen, zu denen die Le*- oder
sialyl-Le*-Antigene zahlen (Becker und Lowe 2003, Ma et al. 2006). Dabei zeigen
experimentelle  Untersuchungen mit anti-Le* monoklonalen Antikérpern eine
Inhibierung der zellularen Adhasion von Koérnerzellen zu Astrozyten im Kleinhirn und
eine Veranderung des Neuriten-Wachstums (Nishihara et al. 2003, Kudo et al. 2007).
Die a1,6-Fukosylierung wird von der fut 8 katalysiert (Taniguchi et al. 2006). Diese
Art der Fukosylierung wirkt auf Proteinfaltung und -struktur ein, wodurch
physiologische und pathologische Ereignisse, einschliel3lich der Zelldifferenzierung,
Embryogenese und der Tumor-Invasion reguliert werden (Moriwaki und Miyoshi
2010). Insbesondere Studien von fut 8-knockout Mausen zeigten die Wichtigkeit der
a1,6-Fukosylierung von Membran-assoziierten Proteinen. So zeigen fut 8-knockout
Mause starke Veranderungen des Lungengewebes. Diese resultieren aus der
Fehlfunktion des TGF 3-Rezeptors, hervorgerufen durch die fehlende a1,6-
Fukosylierung und eine verminderte Affinitat zum Liganden (Taniguchi et al. 2006,
Moriwaki und Miyoshi 2010).

Die O-FukTs pofut 1 und pofut 2 katalysieren den Transfer von L-(-)-Fukose direkt an
die Hydroxylgruppe von Serin oder Threonin. Eine bekannte O-Fukose Modifikation
ist die der Epidermal Growth Faktor-like Repeats, welche die Affinitat des Notch-
Rezeptors zum Liganden steuert (Wang et al. 2001, Haltiwanger und Lowe 2004, Ma
et al. 2006). Die O-FukTs liegen in l6slicher Form im ER vor (Ma et al. 2006).

Im Gegensatz dazu ist fur alle bislang bekannten a1,2-; a1,3/4-; a1,6-FukTs
charakteristisch, dass diese aus einer kurzen N-terminalen zytosolischen Sequenz,
einer Transmembrandomane, einer kurzen Stammregion und einer grol3en C-
terminalen katalytischen Domdane bestehen. Fir diese Transferasen ist zudem
bekannt, dass durch Cathepsin-&hnliche Proteasen im trans-Golgi eine enzymatische
Spaltung in der Stamm-Region erfolgen kann, wodurch die Moglichkeit der Sekretion

gegeben ist (Lammers und Jamieson 1990, Mollicone et al. 1990).
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1.1.4. Funktionelle Aspekte der Proteinfukosylierung

Fukosylierte Oligosaccharide weisen in einer Vielzahl biologischer Prozesse
funktionelle Bedeutung auf. So findet die Bestimmung der ABO-
Blutgruppenzugehorigkeit anhand fukosylierter Oberflachen-Antigene der roten
Blutkdrperchen statt (Ma et al. 2006). Eine veranderte Expression von fukosylierten
Oligosacchariden wurde zudem bei Krebs und Entziindungsprozessen beobachtet
(Moriwaki und Miyoshi 2010).

In Prozessen der neuronalen Entwicklung wurde deutlich, dass die O-Fukosylierung
des Notch-Rezeptors eine veranderte Aktivitat induziert, welche durch eine Anderung
der Rezeptor-Konformation oder durch eine veranderte Affinitdt zum Liganden
hervorgerufen wird (Haltiwanger und Lowe 2004).

Betrachtet man die Effekte der Fukosylierung hinsichtlich der Gedachtnisbildung oder
des Lernens, wird durch Studien aus vergangenen Jahrzehnten gezeigt, dass
fukosylierte Glykanstrukturen weitreichende Effekte austben. So fuhrt LTP oder
elektrophysiologische Lernmodelle zur Proteinfukosylierung in hippokampalen
Neuronen (Pohle et al. 1987, Matthies 1989, Angenstein et al. 1992, Rose 1995,
Matthies et al. 1997). Eine Steigerung der LTP in vitro in hippokampalen
Hirnschnitten und in vivo wird durch die Verabreichung von L-(-)-Fuk oder 2-
Fukosyllaktose induziert (Krug et al. 1994, Matthies et al. 1996, Matthies et al. 1997).
Untersuchungen von Jork et al. machten zudem deutlich, dass die intraventrikulare
Injektion von 2-Desoxy-Galaktose zu einer Abnahme der Fukosylierung fuhrt, welche
durch die Inhibition der a1,2-Verbindung hervorgerufen wird (Jork et al. 1986, Jork et
al. 1989). Diese Inhibition fuhrt einerseits zur Amnesie (Jork et al. 1986, Jork et al.
1989) in unterschiedlichen Lernparadigmen und andererseits zur Unterdrickung der
LTP-Erhaltung (Krug et al. 1991, Matthies et al. 1999).

Ebenso erwdhnenswert ist, dass eine plastizitatsrelevante Zunahme der
Fukosylierung durch D1/D5 Dopamin-Rezeptor-Aktivitat reguliert werden kann
(Angenstein et al. 1992). Dabei wird angenommen, dass die Aktivitat der Dopamin-
Rezeptoren die Expression von LTP und LTD Uber die Modulation der glutamatergen
Neurotransmission erleichtert (Frey et al. 1991, Frey et al. 1993, Otmakhova und
Lisman 1996, Matthies et al. 1997, Lemon und Manahan-Vaughan 2006) und
Assoziationen zur Gedachtniskonsolidierung impliziert (Mele et al. 2004, Dalley et al.
2005, O'Carroll et al. 2006, Nagai et al. 2007).
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1.2. Methodische Ansatze zur strukturellen und funktionellen Analyse

von fukosylierten Glykoproteinen

Das Repertoire der Methodik zur strukturellen Untersuchung des Glykoproteoms
wurde in den vergangenen Jahren stetig erweitert. Einen besonderen Stellenwert
nehmen Kohlenhydrat-bindende Proteine, die sogenannten Lektine, ein. Viele
Lektine wurden in Pflanzen, Tieren und Pilzen identifiziert (Fujihashi et al. 2003).
Ausgehend davon zeichnen sich Lektine durch eine enorme Vielfalt an Affinitaten
aus, unter anderem zéhlen das Ulex europaeus |, das Lotus tetragonolobus und das
Aleuria aurantia Lektin (AAL) zu den a-L-(-)-Fuk-bindenden Lektinen (Goldstein und
Hayes 1978, Yamashita et al. 1985, Fukumori et al. 1990, Wimmerova et al. 2003).
AAL ist charakterisiert durch eine hohe Bindungsaffinitait zu al,6-fukosylierten
Oligosacchariden, zuséatzlich bestehen auch Bindungsaffinitaten zu al,2-; al,3- und
al,4-fukosylierten Oligosacchariden (Yamashita et al. 1985, Fukumori et al. 1990,
Wimmerova et al. 2003), (Diplomarbeit Nicole Hoche, 2009). Daher kann durch die
Verwendung von AAL eine gezielte Anreicherung des Fukosyl-Proteoms erfolgen.
Untersuchungen von Smalla et al. (Smalla et al. 1998) mit gegen das a1,2-Fukosyl-
Epitop gerichteten Antikorpern zeigten, dass die NR1-Untereinheit des NMDA-
Rezeptors (Machaidze und Mikeladze 2001), die 65 kDa-Isoform des Neuroplastins
und das neuronale Cadherin terminal durch L-(-)-Fuk modifiziert sind.

Auch wurde in Ulex europaeus | Lektin-basierte Untersuchungen am olfaktorischen
Bulbus der Maus von Murrey et al. (Murrey et al. 2006, Murrey et al. 2009) fur
NCAM180 und NCAM140 eine Fukosylierung beschrieben.

Zur funktionellen Analyse neuronaler, dynamischer Prozesse, bei denen fukosylierte
Glykokonjugate eine entscheidende Rolle spielen, wurde in den vergangenen
Jahrzehnten eine Vielzahl neuer Methoden entwickelt. Eine Methode, die sich
speziell zur differenziellen Proteomanalytik eignet, ist die Kupfer-katalysierte (3+2)
Cycloaddition (CuAAC) von Aziden und Alkinen, welche durch Hartmuth C. Kolb, M.
G. Finn, und K. Barry Sharpless (Kolb et al. 2001, Rostovtsev et al. 2002) eingefuhrt
wurde und auch als ,Klick“-Chemie bekannt ist.

Ausgangspunkt fur diese hochselektive und sehr effiziente Reaktion (Prescher und
Bertozzi 2005) ist der Einbau eines mit einem chemischen Reporter (z.B. Azid- oder
Alkin-Gruppe) modifizierten  Substrates, welches durch den zelleigenen

Metabolismus in das Zielmolekuil eingebaut wird. Das Repertoire an Azid- oder Alkin-
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modifizierten Substraten ist enorm, unter anderem sind Aminosauren (z.B.
Azidohomoalanin, AHA; Homopropargylglyzin, HPG)(Prescher und Bertozzi 2005,
Dieterich et al. 2006, Dieterich et al. 2007)), Monosaccharide (z.B. Alkin-Fuk, Azido-
Man (Liu et al. 2011)) und Fettsauren (z.B. 17-octadecynoic acid (Martin und Cravatt
2009)) erwadhnenswert.

Fiar die funktionellen Untersuchungen fukosylierter Glykoproteine wurde in dieser
Arbeit eine Azid-modifizierte L-(-)-Fuk verwendet. Nach dem Einbau der Azid-
modifizierten L-(-)-Fuk, welcher durch den zelleigenen Metabolismus stattfindet, kann
durch die Klick-Reaktion eine Detektion der Azid-fukosylierten Zielmolekile erfolgen.
Bei dieser Reaktion, fortwdhrend bezeichnet als BONMOT (Bio-orthogonal
noncanonical monosaccharide tagging), konnen fukosylierte Konjugate unter
Zuhilfenahme der chemischen Klick-Reaktion mit einer Biotin-Sonde versehen
werden, welche eine Konzentrierung und weitere gezielte Analysen ermdglicht
(Dieterich et al. 2006). Die abgewandelte Methode auch als FUNMOT (Fluorescent
noncanonical monosaccharide tagging) bezeichnet (Dieterich et al. 2010), ist durch
die Verwendung einer Fluoreszenz-Sonde gekennzeichnet.

Anhand der Methodik der Klick-Chemie, dem Repertoire an Azido- oder Alkin
modifizierten Substraten und der Vielzahl an zur Verfliigung stehenden Sonden ist es
mdoglich dynamische Anderungen des synaptischen Fukosyl-Proteoms zu
analysieren und gegebenenfalls zu visualisieren. Durch den gleichzeitigen Einsatz
Alkin- oder  Azid-modifizierter ~ Substrate  verschiedener  Stoffklassen  wie
beispielsweise  Azid-modifizierter =~ Monosaccharide und  Alkin-modifizierter
Aminosauren wird zusatzlich die Moglichkeit gegeben den Zusammenhang zwischen

Fukosylierung und Proteinneusynthese zu verdeutlichen (Liu et al. 2011).

1.3. Zielsetzung der Arbeit

Die Vielzahl der Studien vergangener Jahrzehnte macht deutlich, dass die
Informationsverarbeitung des Gehirns bei Lern- und Ged&chtnisprozessen von einer
intakten Glykoprotein-Biosynthese abhangig ist.

Fukosylierte Glykokonjugate nehmen hierbei eine gesonderte Stellung ein, da ihnen
vielfach eine entscheidende Rolle nachgewiesen wurde (Sukumar et al. 1980,
McCabe und Rose 1985, Pohle et al. 1987, Bullock und Rose 1992, Krug et al. 1994,
Matthies et al. 1996, Murrey et al. 2009).
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Unabhangig zu den vorliegenden Ergebnissen konnten gegenwaértig nur wenige
Proteine charakterisiert werden, die durch fukosylierte Glykanketten modifiziert sind.
Unter anderem wurde gezeigt, dass die neuronalen Zelladhasionsmolekile NCAM,
Neuroplastin, N-Cadherin, Contacin/F3 und Thy-1 terminal durch L-(-)-Fuk modifiziert
sind (Carlsson und Stigbrand 1984, Pestean et al. 1995, Smalla et al. 1998, Liedtke
et al. 2001, Wuhrer et al. 2003, Murrey et al. 2009).

Direkte funktionelle Zusammenhénge zwischen Prozessen des Lernens und der
Gedachtnisbildung sowie den vorliegenden Grad terminalen Fukosylierung konnten
bisher aber noch nicht gezeigt werden.

Ziel dieser Arbeit bestand somit darin anhand der Kombination verschiedenster
Techniken eine Katalogisierung des synaptischen Fukosyl-Proteoms vorzunehmen.
Bei den Untersuchungen wurden verschiedene funktionelle Protein-Klassen
berticksichtigt, unteranderem die Zelladh&dsionsmolekile, die lonenkandle und die
Rezeptoren. Anhand dieses Vorgehens sollte der strukturellen Vielfalt und Verteilung
der Fukosylierung Rechnung getragen werden.

Ziel weiterer Abschnitte war es, den funktionellen Zusammenhang zwischen
veranderter synaptischer Aktivitit und dem Grad der Proteinfukosylierung zu
untersuchen. Hierbei wurden die durch eine veranderte synaptische Aktivitat
induzierten Veranderungen der Fukosylierung sowohl im gesamten Proteom als auch
auf Ebene einzelner Kandidatenproteine untersucht. Zusatzlich wurden Analysen
zum Grad der Fukosylierung in Abhangigkeit zur Proteinsynthese durchgefiuhrt.
Durch den gezielten Einsatz eines breitgefacherten Methodenspektrums sollen erste
Grundsteine dafiur gelegt werden, den Prozess der Fukosylierung und dessen

funktionelle Konsequenzen besser zu verstehen.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien und Losungen

Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien und Losungen wurden von
den Firmen Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim), Carl Roth GmbH & CO. KG
(Karlsruhe), Roche Diagnostik GmbH (Mannheim), Millipore (Schwalbach/Ts.),
Invitrogen/Gibco (Darmstadt), Thermo Fisher Scientific (Bremen) und Serva
(Heidelberg) in ACS (American Chemical Society)-Qualitat oder pro analysis (p.a.)
bezogen. Die verwendeten Losungen werden zu Anfang der Methodenbeschreibung
aufgefuhrt. Lésungen fir proteinbiochemische Arbeiten wurden mit bideionisierten
Wasser (TKA-GenPure, TKA) und fur molekularbiologische Arbeiten mit
Reinstwasser (Carl Roth GmbH & CO. KG (Karlsruhe)) hergestellt.

2.1.2. Antikérper und Fukose-bindendes Lektin
2.1.2.1. Primare Antikorper

Tabelle 1: Verwendete primére Antikdrper

Primar

Antikdrper Klon Spezies Verdinnung Hersteller/Referenz
, Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
anti-ADAM22 N46/30 monoklonal IP 15 ug NeuroMab Facility

anti-Biotin - Kaninchen, WB 1:10 000 Bethyl Laboratories Inc.
polyklonal

, Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
ant-Caspr2 K67/25 monoklonal IP 15 ug NeuroMab Facility

. Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
ant-Cavl.3 L4BA/9 monoklonal IP 15 ug NeuroMab Facility

. . Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
anti-Contactin/F3 K73/20 monoklonal 1P 15 pg NeuroMab Facility

. Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
anti-a1-GABA(AR NOS/35 monoklonal 1P 15 pg NeuroMab Facility

. Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
ant-GABA(B)R2 N81/2 monoklonal IP 15 ug NeuroMab Facility

. Maus, ) UC Davis/NIH
ant-GFAP N206A/8 monoklonal 12C 1:500 NeuroMab Facility
anti-GFAP ] Huhn, 1ZC 1:500 Abcam

polyklonal

. Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
anti-GluR2 L2132 monoklonal P 15 ug NeuroMab Facility

. Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
anti-kv1.2 K14/16 monoklonal NeuroMab Facility
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anti-MAP2 . Kaninchen, ;- 1.500 Abcam
polyklonal
anti-NCAM NCAM- Maus, WB 1:300 Slgma—AIdr!ch C_:hemle
OB11 monoklonal IP 40 ug GmbH, Steinheim
. . Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
anti-Neurofascin L11A/41 monoklonal 1P 15 ug NeuroMab Facility
. . Maus, WB 1:1000 UC Davis/NIH
anti-Neuroligin-1 N97A/31 monoklonal 1P 15 ug NeuroMab Facility
. . Maus, ) Skitsa et al.
anti-Neuroplastin SMgp65 monoklonal WB 1:50 (Skitsa et al. 1992)
) ) Ziege,
anti-Neuroplastin 65 - polyklonal IP 10 g R&D Systems
. Maus, WB 1:1000 .
anti-Thy1.1 OX-7 monoklonal IP 15 g Millipore
anti-TrkB i Kaninchen, WB 1:200 Santa Cruz
polyklonal IP 10 pg Biotechnology Inc.

WB-Western Blot, IP-Immunprazipitation, IHC-Immunhistochemie, IZC-Immunzytochemie

2.1.2.2. Sekundare Antikérper
Tabelle 2: Verwendete sekundéare Antikdrper
Sekundar . . .
Antikérper Konjugat Spezies Verdinnung Hersteller/Referenz
Jackson
anti-Kaninchen Peroxidase Esel WB 1:10 000 ImmunoResearch
Laboratories, Inc.
Jackson
anti-Maus Peroxidase Ziege WB 1:10 000 ImmunoResearch
Laboratories, Inc.
anti-Maus Jackson
. Peroxidase Ziege WB 1:10 000 ImmunoResearch
(leichte Kette) :
Laboratories, Inc.
Jackson
anti-Ziege Peroxidase Esel WB 1:10 000 ImmunoResearch
Laboratories, Inc.
S . i Roche Diagnostik
anti-Digoxigenin Peroxidase Maus WB 1:5000 Deutschland GmbH
anti-Didoxiaenin i Maus LHC 1: 500 Roche Diagnostik
goxig LZC 1: 500 Deutschland GmbH
anti-Maus Cy3 Esel LHC 1:1000 Dianova
anti-Kaninchen Cy5 Ziege ZC 1:1000 Dianova
anti-Kaninchen ®AAI1:>;a-FIuor Ziege IZC 1:1000 Invitrogen
Jackson
anti-Huhn DyLight 649 Maus IZC 1:1000 ImmunoResearch

Laboratories, Inc.

WB-Western Blot, LHC- Lektinhistochemie, IZC-Immunzytochemie, LZC-Lektinzytochemie
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2.1.2.3. Darstellung eines Digoxigenin-markierten Aleuria aurantia
Lektins

Die Digoxigenin-Markierung von Aleuria aurantia Lektin (unkonjugiert, Vector
Labortories, Inc., Burlingame, USA) erfolgte durch den Digoxigenin-3-O-
methylcarbonyl-e-aminocaproic acid-N-hydroxylsuccinimide-Ester (Roche Diagnostik
Deutschland GmbH, Mannheim) gemé&l3 den Herstellerangaben. Der Digoxigenin-3-
O-methylcarbonyl-e-aminocaproic acid-N-hydroxylsuccinimide-Ester wurde durch den
Zusatz von Dimethylsulfoxid (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen) aktiviert und
anschlieBend 2 h bei RT mit AAL inkubiert.

Tabelle 3: Verwendete Fukose-bindende Lektine

Lektin Spezies Verdinnung Hersteller/Referenz
Dlgoxllgen|n-kc.)njug|e.rtes LHC 1:1000 Boehringer Mannheim Biochemica
Aleuria aurantia Lektin

Digoxigenin-konjugiertes WB 1:2000

Aleuria aurantia Lektin i LZC 1:500 Vector Labortories, Inc.

WB-Western Blot, LHC-Lektinhistochemie, LZC-Lektinzytochemie

2.2. Methoden
2.2.1. Subzellulare Fraktionierung und Isolierung von synaptischen

Proteinkomplexen

Puffer A: 5 mM HEPES pH 7,4; 320 mM Saccharose,
Complete™ EDTA-frei Proteasen-Inhibitor
(Roche Diagnostik Deutschland GmbH, Mannheim)

Puffer B: 5 mM Tris/HCI pH 8,1; 320 mM Saccharose
Puffer C: 1 mM Tris/HCI; pH 8,1
Puffer D: 5 mM Tris/HCI; pH 8,1
Gradientenldésungen: 0,85 M Saccharose; 5 mM Tris/HCI; pH 8,1

1,0 M Saccharose; 5 mM Tris/HCI; pH 8,1
1,2 M Saccharose; 5 mM Tris/HCI; pH 8,1

Ammoniumbikarbonatpuffer: 25 mM Ammoniumbikarbonat; pH 7,8

PBS: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat; pH 7,4
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Die subzellulare Fraktionierung von synaptischen Proteinkomplexen erfolgte nach
dem Protokoll von Carlin et al. (Carlin et al. 1980) mit geringfiigigen Anderungen
(Wyneken et al. 2001). Vorderhirngewebe (Kortex, Hippokampus und Striatum)
mannlicher adulter Wistar-Ratten (12 Wochen alt, aus der Tierhaltung des Leibniz-
Institut fur Neurobiologie Magdeburg) wurde in Puffer A homogenisiert (5 mi/g
Nassgewicht; Potter S Homogenisator; Sartorius, Gottingen) und 10 min bei 1000 x
gav Zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlie3end erneut in Puffer A homogenisiert und
10 min bei 1000 X gay zentrifugiert. Die Uberstande der vorangegangenen
Zentrifugationen wurden vereinigt und 15 min bei 12 000 x gay zentrifugiert. Das aus
dieser Zentrifugation resultierende Pellet wurde erneut in Puffer A homogenisiert und
20 min bei 12 000 X gay zentrifugiert.

Die angereicherte Membranfraktion wurde in Puffer B resuspendiert und
anschlieend unter Verwendung des 0,85/ 1,0/ 1,2 M-Saccharose-Stufengradienten
fur 2 h bei 100 000 x gay in die verschiedenen Organellfraktionen separiert (Wyneken
et al. 2001). Zur Isolierung synaptischer Proteinkomplexe wurde die angereicherte
Synaptosomenfraktion (Phasengrenze 1,0/ 1,2 M) durch den Zusatz an finffachen
Volumen des PufferC einem hypoosmotischen Schock unterzogen und
anschlieBend fir 30 min bei 33.000 x g,y pelletiert. Das Pellet wurde in Puffer D
resuspendiert und durch einen 0,85/1,0/1,2 M-Saccharose-Stufengradienten
erneut in die verschiedenen Organellfraktionen separiert. Die Fraktion der
synaptischen Proteinkomplexe (Phasengrenze 1,0/1,2 M) wurde im dreifachen
Volumen des Puffers D resuspendiert und fir 1 h bei 100 000 x g,y pelletiert.

Fur die AAL-Affinitatschromatographie (AAL-AC) wurde das Pellet in (i)
Ammoniumbikarbonatpuffer und fur Immunprazipitationen (IP) in (ii) Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) resuspendiert. Zur Isolierung der synaptischen
Proteinkomplexe wurden die Suspensionen mit 1 % (v/v) Triton X-100 (TX-100,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 1 % (v/w) Natriumdesoxycholat (DOC,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) versetzt, anschlielend tber Nacht (UN) bei
4°C unter stetigem Rotieren inkubiert und fir 20 min bei 20 000 x gay zentrifugiert.
Die resultierenden Pellets wurden im identischen Puffervolumen ohne den Zusatz
von DOC resuspendiert, fur 1 h bei 4°C unter stetigem Rotieren inkubiert und erneut
fur 20 min bei 20 000 x gay zentrifugiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte durch den Bicinchoninsaure (BCA) -Test gemal’ Herstellerangaben (Pierce,
Rockford, USA).
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2.2.2. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Elektrophorese-Puffer: 25 mM Tris
192 mM Glyzin

0,1 % (w/v) SDS; pH 8,3

4 x SDS-Probenpuffer: 250 mM Tris/HCI; pH 6,8
1 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glyzerol
20 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,004 % (w/v) Bromphenolblau

Molekulargewichts-Marker:  Precision Plus Protein™ Standard Dual Color (Bio-Rad, Miinchen),
Prestained Protein Ladder (Fermentas)

Tabelle 4: Zusammensetzung von 5-20 %igen Gradienten-Polyacrylamidgelen

Substanz 20 % Actylamid 5 % Acrylamid
4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 6,84 ml 6,84 ml
Glycerol: 87 % (viv) 7,2 mi 1,8 ml
Rotiphorese® Gel 40:

40 % Acrylamid/Bisacrylamid im 16,2 ml 4,05 ml
Mischungsverhaltnis 19:1

EDTA: 0,2 M 317 ul 317 pl
SDS: 10 % (v/v) 317 ul 317 pl
ddH,O 1,4 mi 18,94 ml
TEMED 22 ul 22
APS: 10 % (viv) 72 ul 115 pl
Bromphenolblau: 0,5 % (w/v) 50 pl -

Sammelgel 4 % Acrylamid

4x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCI; pH

6.8 6 ml
Glycerol: 87 % (v/v) 5,52 ml
Rotiphorese® Gel 30:

30 % Acrylamid/Bisacrylamid im 3,9 ml
Mischungsverhéltnis 37,5:1

EDTA: 0,2 M 240 pl
SDS: 10 % (v/v) 240 ul
ddH,0 7,92 mi
TEMED 18,2 pl
APS: 10 % (v/v) 150 pl
Phenolrot: 0,5 % (w/v) 15 ul
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Tabelle 5: Zusammensetzung von 7 bzw. 9,5 %igen homogenen Polyacrylamidgelen

Trenngel Trenngel
Substanz ] )
9,5 % Acrylamid 7 % Acrylamid
4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI; pH 8,8 17,5 ml 7,5 mi
Glycerol: 87% (v/v) 5,25 ml 2,5mi
Rotiphorese® Gel 30:
30 % Acrylamid/Bisacrylamid im 22,2 ml 7,0 ml
Mischungsverhaltnis 37,5:1
ddH,O 24,5 ml 13 ml
TEMED 46,6 pl 20 pl
APS: 10 % (v/v) 467 pl 200 pl
Bromphenolblau: 0,5 % (w/v) 30 pl 12,5
Sammelgel Sammelgel
4 % Acrylamid 4 % Acrylamid
4x Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-HCI; pH 6,8 7 ml 3,25 ml
Glycerol: 87 % (v/v) 6,4 mi 2,96 ml
Rotiphorese® Gel 30:
30 % Acrylamid/Bisacrylamid im 4,6 ml 2,13 ml
Mischungsverhaltnis 37,5:1
ddH,O 9,8 ml 4,53 ml
TEMED 40 pl 18,5 yl
APS: 10 % (v/v) 160 pl 75 pl
Phenolrot: 0,5 % (w/v) 25yl 12 pl

Die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Molekulargewichte erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli 1970) in einem Hoefer Mighty Small
System SE250 (Amersham Biosciences, Freiburg).

Polyacrylamidgele (10 x 8 x 0,075 cm; 10 x 8 x 0,15 cm) mit einem 5-20 %; 9,5 %-
oder 7 %-igen Trenngel und einem 4 %-igen Sammelgel wurden fur die SDS-PAGE
verwendet. Proben fir die SDS-PAGE wurden mit 4 x SDS-Probenpuffer im
Verhdltnis 3:1 (Probe : 4 x SDS-Probenpuffer) versetzt, 10 min bei 95°C inkubiert
und anschlieBend elektrophoretisch bei einer konstanten Stromstérke von 12 mA pro

Gel aufgetrennt.

20



Material & Methoden

2.2.3. Coomassie-Brilliantblau R250-Farbung und Silberfarbung

Fixierungslosung:

Ethanolwaschlésung:
Silbernitrat-Farbelésung:

Entwicklungsldésung:

Stoppldésung:

Konservierungsldsung:

Coomassie-Brilliantblau R250-Farbeldsung:

30 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

10 % (v/v) Ethanol
0,1 % (w/v) Silbernitrat

3 % (w/v) Natriumkarbonat
0,02 % (v/v) Formaldehyd

1 % (v/v) Essigsaure

50 % (v/v) Methanol
5 % (v/v) Glyzerin

0,05 % (w/v) Coomassie-Brilliantblau R250

50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

Coomassie-Entfarbungslosung: 7 % (v/v) Essigsaure

5 % (v/v) Methanol

Konservierungsldsung: 50 % (v/v) Methanol

5 % (v/v) Glyzerin

Die Visualisierung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine erfolgte zum einem
mittels Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (Heukeshoven und Dernick
1988), zum anderen durch die Coomassie-Brilliantblau R250-Farbung.

Fur die Silberfarbung wird das Polyacrylamidgel UGN bei RT in der Fixierungslésung
inkubiert und nachfolgend mit der Ethanolwaschlésung als auch mit ddH,O
gewaschen. AnschlieBend wird das Gel fir 30 min bei RT in der Silbernitrat-
Farbeldésung inkubiert, kurzzeitig fur 10 sek mit ddH,0 gewaschen und fir die
Visualisierung mit Entwicklungslosung inkubiert.

Fir die Coomassie-Brilliantblau R250-Féarbung wird das Polyacrylamidgel hingegen
kurzzeitig in der Coomassie-Brilliantblau R250-Farbelésung erhitzt (Mikrowelle,
700 W) und anschlieRend wieder auf RT abgekuhlt. Die Entfarbung des
Polyacrylamidgeles erfolgte durch kurzzeitiges Erhitzen in der Entfarbeldsung und
anschlieBender Abkihlung auf RT. Ungebundener Coomassie-Brilliantblau R250-
Farbstoff wurde dabei mit einem Zellstofftuch absorbiert. Dieser Vorgang wurde
solange wiederholt bis der gewtinschte Entfarbungsgrad erreicht war.

Die Digitalisierung der Silber- bzw. Coomassie-Brilliantblau R250-gefarbten Gele

erfolgte mit einem Densitometer (GS-800™ Densitometer, Bio-Rad, Miinchen),
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wodurch eine quantitative Analyse der optischen Dichten durch die QuantityOne
Software (Bio-Rad, Munchen) erfolgen konnte.

Fur die Konservierung der Polyacrylamidgele, wurden diese 10 min in der
Konservierungslosung inkubiert und anschlieRend luftblasenfrei zwischen zwei
Cellophan™Folien (Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe) fir 24h bei RT
getrocknet.

2.2.4. Westernblot, Inmundetektion und Lektinfarbung

Blot-Puffer: 192 mM Glyzin
0,2 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
25 mM Tris; pH 8,3

PonceauS-Farbelésung: 0,5 % (w/v) PonceausS (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim);
3 % (v/v) Essigsaure

Blockierungslésung: (i) 5 % (w/v) Magermilchpulver
oder (ii) 5 % (w/v) BSA (Carl Roth GmbH & CO. KG) in TBS-T

TBS: 140 mM NacCl;
25 mM Tris; pH 7,6

TBS-T: 0,1 % (v/v) Tween-20 in TBS; pH 7,6

Der elektrophoretische Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulose-Membran
(Westernblots (WB), Protran BA85; 0,45 um Whatman®, Dassel) erfolgte nach dem
Protokoll von Towbin et al. (Towbin et al. 1979) in einem Hoefer TE 22 Mini Tank
Transfer Unit-System (Amersham Bioscience, Freiburg) bei konstanter Stromstéarke
(200 mA) fur 1,5 h unter Verwendung des Blotpuffers. Nachdem Transfer wurden die
auf die Membran transferierten Proteine durch eine 10-mindtige Inkubation in
PonceausS gefarbt und anschlielRend mit ddH,O entfarbt.

Far (i) immunologische oder (ii) lektinchemische Nachweisverfahren wurden die WB
fur 1 h bei RT blockiert und anschlielend mit (i) primaren Antikdrpern oder (ii)
Digoxigenin-konjugiertem AAL (Tabelle 1/3; angesetzt in Blockierungslésung unter
Zusatz von 0,1 % TX-100) tN bei 4°C inkubiert.

Zur Uberpriifung der Zuckerspezifitat von AAL wurde dieses vorab fiir 30 min bei RT
mit 100 mM L-(-)-Fukose (Fuk), D-(+)-Fuk oder D-(+)-Galaktose (Gal, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) inkubiert. Die WB wurden anschlieend fur 10 min mit
Tris-gepufferter Salzlosung (TBS) bzw. mit TBS unter Zusatz von 0,1 % Tween-20

(TBS-T) gewaschen und darauffolgend mit den entsprechenden Peroxidase-
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konjugierten sekundaren Antikérpern (Tabelle 2; angesetzt in Blockierungslésung
unter Zusatz von 0,1 % TX-100) inkubiert. Die immunologische und lektinchemische
Reaktivitdt wurde durch Chemilumineszenz visualisiert (Amersham Hyperfiim-ECL,
GE Healthcare; Entwicklermaschine Curix 60, Agfa). Die Digitalisierung der ECL-
Filme erfolgte durch einen GS-800 Scanner (GS-800™ Densitometer, Bio-Rad,
Minchen) wodurch eine quantitative Analyse der Intensitaten durch die QuantityOne

Software (Bio-Rad, Miunchen) erfolgen konnte.

2.2.5. Perjodatoxidation von Glykoproteinen

PBS-T: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat
0,1 % (v/v) Tween-20; pH 7,4

Natriumacetatpuffer: 50 mM Natriumacetat; pH 4,5

Die Abspaltung der Glykanstrukturen von Proteinen erfolgte durch eine Oxidation
mittels Perjodat. Glykoprotein-enthaltende Proben wurden durch SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und auf WB transferiert. Die Membranen wurden
dreimal mit PBS-T fir jeweils 10 min und zweimal mit Natriumacetatpuffer fir 5 min
inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine einstiindige Inkubation mit 100 mM Natrium-
(meta)-Perjodat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) in Dunkelheit.

Dem zweimaligen Waschen mit Natriumacetatpuffer fir 5 min folgte die 30-minutige
Inkubation mit 50 mM Natriumborohydrid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim).
Dreimaliges Waschen mit PBS-T fur jeweils 10 min beendete die Reaktion. Alle
Inkubationsschritte wurden bei RT durchgefiihrt. Die Analyse der WB erfolgte durch
eine Lektinfarbung (siehe 2.2.4.).

2.2.6. Immunprazipitation

PBS: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat; pH 7,4

1 x SDS-Probenpuffer: 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,25 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glyzerin
5 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau
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Die Anreicherung der Detergenz-loslichen synaptischen Proteine erfolgte mittels
Protein G-beschichteter magnetischer Silica-Beads (Dynabeads® Protein G) geman
den Anweisungen des Herstellers Invitrogen (Darmstadt).

Die Dynabeads® Protein G-Suspension (40 ul) wurde dreimalig mit PBS aquilibriert,
pelletiert (Dynal MPG, Invitrogen, Darmstadt) und anschlieRend mit entsprechenden
primaren Antikbrpern bzw. normalisierten Immunglobulin G (lg, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Heidelberg) der entsprechenden Spezies unter stetigem Rotieren
fur 1 h bei 4°C inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen der Beads in PBS erfolgte die UN-Inkubation mit den
Detergenz-l6slichen  synaptischen  Proteinkomplexen (2 mg/ml) bei 4°C.
Anschliel3end wurden die Beads wie oben beschrieben gewaschen, darauffolgend
mit 60 pl 1 x SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 95°C inkubiert. Fur eine
weitere Analyse wurden die gezielt angereicherten Proteine mittels SDS-SPAGE
(siehe 2.2.2.) und WB analysiert (siehe 2.2.4.).

2.2.7. Fallung von Proteinen

1 x SDS-Probenpuffer: 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,25 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glyzerin
5 % (v/v) [3-Mercaptoethanol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau

Zur Fallung von Proteinen wurden Zellsuspensionen mit (i) Aceton (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) oder (ii) Ethanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) auf eine 80 %ige Endkonzentration eingestellt und UGN bei -20°C inkubiert.
Die gefallten Proteine wurden 20 min bei 20 000 x ga, pelletiert. Das resultierende
Pellet wurde mit (i) Methanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) oder (ii)
Ethanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) gewaschen, erneut bei
20 000 x gay pelletiert und in 1 x SDS-Probenpuffer rehomogenisiert.

2.2.8. Aleuria aurantia Lektin-Affinitdtchromatographie
Ammoniumbikarbonatpuffer: 25 mM Ammoniumbikarbonat; pH 7,8
1 x SDS-Probenpuffer: 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8

0,25 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glyzerin

5 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau
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Poly-Prep-Chromatographiesaulen (0,8 x 4 cm; Bio-Rad, Minchen) wurden mit 1 ml
Agarose-konjugiertem AAL und Protein A (Vector Labortories, Inc, Burlingame, USA)
gefullt und fur das Affinitatschromatographie (AC)-basierte Anreicherungsverfahren
von fukosylierten Proteinen verwendet.

Das Saulenmaterial wurde mit Ammoniumbikarbonatpuffer in der 15-fachen Menge
des Saulenvolumens (SV) aquilibriert und anschlieBend 1 h unter stetiger Rotation
bei RT mit den Detergenz-loslichen synaptischen Proteinkomplexen (5 mg Protein
pro Saule) inkubiert. Nach extensivem Waschen des Saulenmaterials mit
Ammoniumbikarbonatpuffer (25-faches SV) erfolgte die Elution mit 100 mM L-(-)-Fuk
(3,5-faches SV, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). Ein anschlieRender
Pufferaustausch gegen Ammoniumbikarbonatpuffer mittels Entsalzungssaulen
(Zeba™, 7K MWCO, Thermo Scientific Pierce, Rockford, USA) erméglichte die
Konzentration der eluierten Proteine durch Lyophilisation. Die Analyse der Proben
erfolgte mittels SDS-PAGE (siehe 2.2.2.).

Fur die massenspektrometrische Analyse wurde die AAL-AC (4 ml SV) an einer
AKTA Chromatographie-Anlage (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg)
durchgeftihrt. Die Anreicherung erfolgte wie bereits beschrieben, wobei die Volumina
der verwendeten Puffer entsprechend dem Saulenvolumen angepasst wurden. Die
Ethanol-Fallung (siehe 2.2.7.) ermdglichte die Konzentration der einzelnen
Fraktionen (Input, Durchfluss, Eluat). Im weiteren Verlauf wurden die Proteine mittel
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.2.2.), mit Coomassie Brilliant-
R250 (siehe 2.2.3.) visualisiert und massenspektrometrisch analysiert (siehe 2.2.17.).

2.2.9. Aleuria aurantia Lektin-basierte histochemische Farbung von

Hirnschnitten

PBS: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat
pH 7,4

Losung I: 10 % (v/v) Esel-Normalserum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
0,1 % (v/v) Triton X-100
0,01 % (v/v) Natriumazid
in PBS; pH 7,4

Losung Il 0,2 % (w/v) BSA (Carl Roth GmbH & CO. KG)
0,1 % (v/v) Triton X-100
in PBS; pH 7,4
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Mowiol: 10 % (w/v) Mowiol 4-88
25 % (w/v) Glyzerin
100 mM Tris/HCI; pH 8,5

Die Gewebepraparation fur die mikroskopische Analyse und die Anfertigung
sagittaler Hirnschnitte (Dicke 100 um) von mannlichen Wistar Ratten (12 Wochen alt,
aus der Tierhaltung des Leibniz-Institut fur Neurobiologie Magdeburg) erfolgte nach
dem Protokoll von Boeckers et al. (Boeckers et al. 1999). Zur histochemischen AAL
Farbung wurden die Hirnschnitte dreimal mit PBS fir jeweils 10 min gewaschen und
anschlieBend UN bei RT mit Digoxigenin-konjugiertem AAL (1:1.000) inkubiert,
welches in 0,2 % BSA angesetzt wurden war.

Parallel wurden zur Uberprifung der Zuckerspezifitat von AAL Kontrollfarbungen
durchgeftihrt. AAL wurde hierfir mit 50 mM L-(-)- oder 50 mM D-(+)-Fuk (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) versetzt, 30 min bei RT inkubiert und
anschlieend mit den Hirnschnitten wie bereits beschrieben inkubiert.

Nach der AAL-Markierung wurden die Hirnschnitte wie bereits beschrieben
gewaschen, fur 1 h in Lésung | blockiert und UN bei RT mit einem Anti-Digoxigenin
Antikdrper (1:500) inkubiert. Nachdem die Hirnschnitte erneut gewaschen wurden,
erfolgte die 1 h-Inkubation bei RT in Losung Il und die UN-Inkubation bei 4°C mit dem
Cy3-markierten anti-Maus Antikorpern (1:1000). Die Schnitte wurden erneut
gewaschen, auf einen Objekttrager aufgezogen, getrocknet und mit Mowiol
versiegelt.

Die mikroskopische Analyse wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Karin Richter am
Institut fur Biochemie und Zellbiologie (Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg)
durchgefuhrt. Die Bilder wurden am Fluoreszenzmikroskop Axioimage.M1 (Zeiss,
Jena) mit dem Filter-Set 20 (EX: BP546/12; EM: 575-640) aufgenommen. Zur
Dokumentation diente die Axiocam Mrc (Zeiss, Jena) in Verbindung mit der Axio
Vision 4.7.2. Software. Die Untersuchungen der AAL-markierten Hirnschnittpraparate
durch konfokale Mikroskopie wurden in Zusammenarbeit mit Oliver Kobler (Leibniz-
Institut fir Neurobiologie Magdeburg) durchgefiihrt. Die Dokumentation erfolgte am
konfokalen Laserscan Mikroskop Leica TCS sp5 mit einem 63 x Objektiv.

Alle weiteren Bildbearbeitungen erfolgten mit Adobe Photoshop CS5 (Adobe
Systems).
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2.2.10.  Praparation und Kultivierung von priméren kortikalen

Neuronenkulturen aus der Ratte

Kulturmedium I: DMEM
10 % (v/v) fotales Kalberserum
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin (alles Gibco, Darmstadt)

Kulturmedium II: Neurobasal™
1x B27
0,8 mM L-Glutamin
Waschpuffer: HBSS
HBSS+CaCl,+MgCl,, (mit Phenolrot)
Trypsin: 10 x Trypsin (minus EDTA)
DNAse I: 0,1 % (200U) in HBSS
2,4 mM MgSO,
Poly-D-Lysin: 100 mg/l'in 0,15 M Borséaure; pH 8,4

Kortikale Primarkulturen wurden von E18-Rattenembryonen (Wistar-Ratten,
Tierhaltung des Leibniz-Institut fir Neurobiologie Magdeburg) nach dem Protokoll
von Dieterich et al. (Dieterich et al. 2008) prapariert.

Nach der Isolierung der Kortex-Hemispharen wurde das Gewebe fur 20 min bei 37°C
mit 1 x Trypsin inkubiert und anschlieend mehrmals mit Hanks-balanced Salzl6ésung
(HBSS) gewaschen. Die Zellen wurden durch die Verwendung von Spritzen und
Kanulen unterschiedlichen Durchmessers (Durchmesser 0,9 mm und 0,45 mm)
separiert. Die Zellsuspension wurde mit 0,1 % DNAse | versetzt, filtriert (Zellsiebe mit
0,45 um; BD Falcon) und mit Kulturmedium | verdinnt.

Fur immunzytochemische oder lektinzytochemische Untersuchungen wurden die
Zellen mit einer Dichte von 40 000 Zellen pro Well in eine 24-Wellplatte (Nunc) mit
Poly-D-Lysin  beschichteten Deckglaschen (12 mm Durchmesser, Menzel)
ausplattiert. Fur biochemische Untersuchungen wurden drei Millionen Zellen in Poly-
D-Lysin-beschichteten Zellkulturflaschen (75 cm?, Nunc) ausplattiert.

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, kultiviert und einen Tag nach der
Praparation (day in vitro (DIV) 1) wurde das Kulturmedium| gegen das
Kulturmedium Il ausgetauscht. Die Kultivierung erfolgte fur weitere 20 Tage unter
den gleichen Bedingungen wobei aller 7 Tage ein Zehntel frisches Kulturmedium I

zugesetzt wurde.

27



Material & Methoden

2.2.11. Metabolische Markierung kortikaler neuronaler und gliarer Proteine

HBS: 10 mM HEPES
119 mM Natriumchlorid
5 mM Kaliumchlorid
2 mM Kalziumchlorid
2 mM Magnesiumchlorid
30 mM Glukose; pH 7,35

PBS: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat; pH 7,4

PBS-MC: 1 mM Magnesiumchlorid
0,1 mM Kalziumchlorid in PBS; pH 7,4
Kulturmedium II: Neurobasal™
1x B27
0,8 mM L-Glutamin
Hibernate-Medium: nach Brewer und Price (Brewer und Price 1996), (Sigma, Roth, Serva)
PFA: 4 % (w/v) PFA (Carl Roth GmbH & CO. KG) in PBS; pH 7,4

Kortikale Primarkulturen (DIV 21) wurden far die metabolischen
Markierungsexperimente mit HEPES-gepufferter Salzlosung (HBS) gewaschen. Far
die Induktion synaptischer Aktivitat wurden die Kulturen 3 min bei 37°C und 5 % CO,
mit 20 uM N-Methyl-D-Aspartat (NMDA, Tocris Bioscience, Missouri, USA) und
10 uM Glyzin (Gly, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) inkubiert, welches in
HBS angesetzt wurden war.

Nachfolgend wurden die Kulturen mit HBS gewaschen und 48 h in Kulturmedium I,
versetzt mit 375 uM 6-azido-6-deoxy-1,2,3,4-tetra-O-acetyl-a,3-L-galaktopyranose
(AzL-(-)-Fukose; Genaxxon Bioscience, Ulm), kultiviert.

Fur die metabolische Doppelmarkierung wurden die Kulturen zunéchst fir 30 min bei
37°C und 5 % CO, mit HBS préainkubiert und anschliel3end wie oben beschrieben mit
NMDA und Glyzin behandelt. Nachfolgend wurden die Kulturen fir 1, 4, 8, 24 oder
48 h mit Hibernate-Medium (Brewer und Price 1996), versetzt mit (i) 2 mM L-
Methionin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), (ii)) 2 mM L-Methionin und 375
UM AzL-(-)-Fukose, (iii) 2 mM HPG (Chiralix Nijmegen, Niederlande) oder (iv) 2 mM
HPG und 375 uM AzL-(-)-Fukose, kultiviert.

Fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurden die Kulturen (24-Wellplatte,
Dichte: 40 000 pro Well) im Anschluss an die 1, 4, 8, 24 und 48 h Inkubationen, vom
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Kulturmedium Il bzw. Hibernate-Medium befreit, mit PBS-MC bei RT gewaschen und
fur 10 min bei RT mit PFA fixiert.

Fur biochemische Analysen wurden primare Kulturen in 75 cm?-Zellkulturflaschen
verwendet. Dabei wurden die Zellen nach der Induktion synaptischer Aktivitat mittels
NMDA/Glyzin und metabolischer Markierung bzw. Doppelmarkierung (s.0.) mit PBS-
MC bei 4°C gewaschen, in PBS abgelost (5 ml pro Flasche) und 10 min bei
3 000 x gay pelletiert. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE (siehe 2.2.2.) und WB
(siehe 2.2.4.).

2.2.12. Lektinzytochemie, Zuckerinhibition und Immunzytochemie

PBS: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat; pH 7,4

Blockierungslésung: 10 % (v/v) Pferdeserum (Gibco)
5 % (w/v) Saccharose
2 % (w/v) BSAin PBS, pH 7,4

PFA: 4 % (w/v) PFA (Carl Roth GmbH & CO. KG) in PBS, pH 7,4

Mowiol: 10 % (w/v) Mowiol 4-88
25 % (w/v) Glyzerin
100 mM Tris/HCI; pH 8,5

Kortikale Primarkulturen (DIV 21) wurden mit PBS-MC gewaschen, 10 min bei RT mit
PFA fixiert und 1 h bei RT blockiert.

Fur (i) lektinchemische Farbungen wurden die fixierten Kulturen mit Digoxigenin-
konjugiertem AAL (1:500 angesetzt in Blockierungslésung, Vector Labortories, Inc.,
Burlingame, USA) UN bei 4°C inkubiert. Parallel wurde Digoxigenin-konjugiertes AAL
30 min bei RT mit 100 mM L-(-)-Fuk, 100 mM D-(+)-Fuk oder D-(+)-Gal (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) inhibiert und anschlieRend mit den Kulturen wie
bereits beschrieben inkubiert.

Fur die (ii) immunologischen Farbungen wurden die Kulturen, nachfolgend an die
Blockierung oder die bereits beschriebene (i) lektinchemische Farbung, dreimal 10
min mit PBS gewaschen und einmal 20 min mit 0,1 % (v/v) TX-100 inkubiert.
AnschlieRend wurden die Kulturen mit den entsprechenden priméren AntikGrpern
(Tabelle 1; angesetzt in Blockierungslosung unter Zusatz von 0,1 % TX-100) 2 h bei

RT inkubiert. Wurde mit den Kulturen im Weiteren eine lektinchemische Farbung
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durchgefiihrt, so wurde der primaren Antikérperlésung Anti-Digoxigenin (1:500)
hinzugesetzt.

Nach der Inkubation wurden die Kulturen dreimal mit PBS gewaschen und mit den
entsprechenden Fluorophor-gekoppelten sekundaren Antikérpern (Tabelle 2;
angesetzt in Blockierungslésung unter Zusatz von 0,1 % TX-100) 2h bei RT
inkubiert. AbschlielRend wurden die Kulturen dreimal 10 min mit PBS gewaschen und
mit Mowiol konserviert.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden am Zeiss Axio Observer.Z1
Mikroskop (Zeiss, Jena) aufgenommen, unter Nutzung der in Tabelle 6 aufgelisteten
Filtersets. Zur Dokumentation diente die AxioCam MRm (Zeiss, Jena) in Verbindung

mit der Axio Vision Rel. 4.8. Software.

Tabelle 6: Verwendete Zeiss Filtersets

Fluorophor Zeiss Filterset

Alexa488 ET Filterset (Bandpass) F46-002
Cy3 HC Filterset (Bandpass) F36-502
Cy5/ Dylight 649 HC Filterset (Bandpass) F36-523
Hoechst 33258 HC Filterset (Bandpass) F36-500
TexasRed HC Filterset (Bandpass) F36-504

2.2.13. Bestimmung der Uberlebensrate kortikaler Primarkulturen

PBS-MC: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat
1 mM Magnesiumchlorid
0,1 mM Kalziumchlorid; pH 7,4

Die Analyse mdoglicher toxischer Effekte der NMDA-, Glyzin- und AzL-(-)-Fuk-
Inkubation erfolgte mittels Hoechst 33258-Farbung.

Die Kulturen wurden hierfiir nach erfolgter NMDA-Gly-Behandlung und 48-stiindiger
metabolischer AzL-(-)-Fuk-Markierung (siehe 2.2.11.) mit Hoechst 33258 (0,01
mg/ml, Invitrogen, Darmstadt) 15 min bei 37°C und 5 % CO inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Kulturen dreimal mit 37°C-warmen PBS-MC

gewaschen und mit PFA (siehe 2.2.12.) fixiert.
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2.2.14. Herstellung von BONMOT-Zelllysaten

PBS-PI: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat; pH 7,8
Complete™ EDTA-frei Proteasen-Inhibitor (PI)
(Roche Diagnostik Deutschland GmbH, Mannheim)

Fur die biochemische Analyse wurden Zellpellets (siehe 2.2.11.) metabolisch
markierter kortikaler Primarkulturen unter Zusatz von 1% (v/iv) SDS und
Benzonase®-Nuclease (125 Units, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) in PBS-
PI resuspendiert und 7 min bei 95°C inkubiert.

Das Lysat wurde anschlieRend auf 0,1 % (v/v) SDS-Endkonzentration verdinnt, mit
0,2 % (v/v) TX-100 versetzt und fur 5 min bei 3 000 x gay, zentrifugiert. Das
Lysevolumen betrug 0,5 ml fiir eine 75 cm?-Zellkulturflasche.

2.2.15. Kupfer-katalysierte (3+2) Azid-Alkin-Cycoladdition (BONMOT)

und NeutrAvidin-Aufreinigung Biotin-markierter Proteine

PBS-PI: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat; pH 7,8
Complete™ EDTA-frei Proteasen-Inhibitor
(Roche Diagnostik Deutschland GmbH, Mannheim)

Biotin-Alkin-Sonde: 25 mM in PBS; pH 7,8 (Synthese: Dr. Peter Landgraf
(Dieterich et al. 2007))

Biotin-Azid-Sonde: 25 mM in PBS; pH 7,8 (Jena Bioscience GmbH, Jena)
Fluorophor 488-Alkin-Sonde: 25 mM in PBS; pH 7,8 (Jena Bioscience GmbH, Jena)

Kupfer-Bromid-Suspension: 7,5 mg CuBr/mlin H,O, (Acros Organics, Nidderau)

Kupfersulfat-Suspension: 49,94 mg/ml in H,O (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

Triazol-Ligand: 200 mM in DMSO (Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazo-4-yl)methyllamine,
beide Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen)

TCEP: 114,66 mg/ml in H,O (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

PBS-SDS-NP40: 0,05 % (v/v) SDS

1 % (v/v) Igepal CA-630 (NP40, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) in PBS; pH 7,8

PBS-SDS: 0,05 % (v/v) SDS in PBS; pH 7,8
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1x SDS-Probenpuffer: 62,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,25 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glyzerin
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau

4x SDS-Probenpuffer: 250 mM Tris/HCI; pH 6,8
1 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glyzerin
20 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
0,004 % (w/v) Bromphenolblau

Die Kupfer-katalysierte (3+2) Azid-Alkin Cycloaddition (CuUAAC) erfolgte nach dem
Protokoll von Dieterich et al. (Dieterich et al. 2006, Dieterich et al. 2007).
Ausgangsmaterial fur die Reaktion war ein homogenes Zelllysat (siehe 2.2.11.) das
wie folgt behandelt wurde: Zugabe von 200 pyM Triazol-Ligand (Thermo Fisher
Scientific GmbH, Bremen), 10 s Durchmischen mittels Vortexen, Zugabe von 25 uM
(i) Biotin-Alkin- oder (ii) Azid-Biotin-Sonde, 10 s Durchmischen mittels Vortexen,
Zugabe von Kupfer-(I)-Bromid (1:50) und abschlie3end 30 s Durchmischen mittels
Vortexen.

Das Reaktionsgemisch wurde UN unter stetiger Rotation bei 4°C inkubiert, 5 min bei
3.000 x gav zentrifugiert und der erhaltene Uberstand einem Pufferaustausch gegen
0,05 % (v/v) SDS und 1 % (v/v) NP-40 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) in
PBS mittels Entsalzungssaulen (Volumen 2,5 ml: PD10 S&ule, GE Healthcare,
Freiburg; Volumen < 1 ml: Zeba™ Entsalzungsaulen, 7K MWCO, Pierce, Rockford,
USA) gemal Herstellerangaben unterzogen.

Fiar die affinitatschromatographische Anreicherung Biotin-konjugierter metabolisch
markierter Proteine wurde Agarose-konjugiertes NeutrAvidin (20 pl SV pro 75cm?-
Zellkulturflasche, Pierce, Rockford, USA) dreimal mit 10-fachem SV PBS, versetzt
mit 0,05% (v/v) SDS und 1% (v/v) NP40, aquilibriert.

Die aquilibrierte NeutrAvidin-Agarose wurde anschlielRend mit der Proteinldsung UGN
bei 4°C unter stetiger Rotation inkubiert und nachfolgend extensiv mit 100-fachen SV
an PBS-SDS-NP40 gewaschen. Die Elution der AzL-(-)-Fuk-markierten Proteine von
der Saulenmatrix erfolgte durch die Inkubation bei 95°C fur 10 min. Das
Saulenmaterial wurde hierftir mit gleichen Teilen an einfachen und vierfachen SDS-
Probenpuffer versetzt (25 ul + 25 pl pro 75cm?-Zellkulturflasche).

Fur Analysen der metabolischen Doppelmarkierung mit AzL-(-)-Fuk und HPG wurde
dieser Schritt durch eine zweiten CuACC ersetzt. Die gewaschene NeutrAvidin-

Agarose wurde in PBS, versetzt mit 0,05% (v/v) SDS, resupendiert.
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Weiterfuhrend wurde die Suspension wie folgt behandelt: Zugabe von 200 uM
Triazol-Ligand (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen), 10 s Durchmischen mittels
Vortexen, Zugabe von TCEP (1:1000), 10 s Durchmischen mittels Vortexen, Zugabe
von 25 uM (i) Fluorophor 488-Alkin-Sonde, 10 s Durchmischen mittels Vortexen,
Zugabe von Kupfersulfat (1:1000) und abschlieBend 30 s Durchmischen mittels
Vortexen. Die Elution der AzL- und/oder HPG-markierter Proteine erfolgte wie bereits
oben beschrieben.

Eine Analyse der gezielt angereicherten Proteine erfolgte mittels SDS-SPAGE (siehe
2.2.2.). Die Visualisierung der Fluorphor 488-Alkin-Sonde erfolgte durch den
Odyssey Fc Imager (LI-COR Bioscience, Lincoln, USA) unter Verwendung der 685
nm-Laserdiode.

2.2.16. Kupfer-katalysierte (3+2) Azid-Alkin-Cycoladdition (FUNMOT)
und Visualisierung Fluorophor-markierter Proteine

PBS: 137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,4 mM Kaliumdihydrogenorthophosphat; pH 7,8

Fluorophor Alexa 488-Azid-Sonde: 25 mM in PBS pH 7,8 (Jena Bioscience GmbH, Jena)

Flurorophor TexasRed-Alkin-Sonde: 2 mM in H,O

Kupfersulfat-Suspension: 49,94 mg/ml in H,O (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim)

Triazol-Ligand: 200 mM in DMSO (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen)

TCEP: 114,66 mg/ml in H,O (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim)

Blockierungslésung: 10 % (v/v) Pferdeserum (Gibco)

5 % (w/v) Saccharose
2 % (w/v) BSA

PBS, pH 7,4
Waschpuffer: 0,5mM EDTA

1 % (v/v) Tween-20 in PBS, pH 7.8
PFA: 4 % (w/v) PFA (Carl Roth GmbH & CO. KG) in PBS, pH 7,4
Mowiol: 10 % (w/v) Mowiol 4-88

25 % (w/v) Glyzerin
100 mM Tris/HCI; pH 8,5
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PFA-fixierte (siehe 2.2.12.), metabolisch-markierte kortikale Priméarkulturen (siehe
2.2.11.), wurden fur 1 h bei RT mit Blockierungslosung inkubiert und dreimal mit PBS
gewaschen. Die CuUAAC wurde anschlieRend nach dem Protokoll von Dieterich et al.
(Dieterich et al. 2007) durchgefuhrt.

Das Reaktionsgemisch setzte sich wie folgt zusammen: 200 uM Triazol-Ligand, 400
uM TCEP, 0,25 uM TexasRed-Alkin- oder Alexa488-Azid-Sonde und 200 uM
Kupfersulfat in PBS.

Jeder Zugabe der einzelnen Reagenzien folgte eine kraftige Durchmischung mit
einem Vortexer. AnschlieRend wurden die Kulturen UN bei RT und vollkommener
Dunkelheit Uber Kopf mit dem Reaktionsgemisch inkubiert.

Nach erfolgter Inkubation wurden die Kulturen dreimal mit PBS, versetzt mit 0,5 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und 1% (v/v) Tween-20, gewaschen. Fur die
immunzytochemische Analyse wurden die Kulturen 20 min mit 1 % (v/v) TX-100
inkubiert und wie beschrieben (siehe 2.2.12.) mit primaren und sekundaren

Antikérpern gefarbt.

2.2.17. Prozessierung der Proteinproben, massenspektrometrische

Analyse und Auswertung der Daten

Ammoniumbikarbonatpuffer: 100 mM Ammoniumbikarbonat; pH 7,8
25 mM Ammoniumbikarbonat; pH 7,8

Trypsin-Verdau-Puffer: 50 mM Ammoniumbikarbonat; pH 7,8

Die angereicherten Fraktionen der AAL-AC (siehe.2.2.8.) bzw. der NeutrAvidin-AC
(siehe 2.2.15.) wurden fur die massenspektrometrische Analyse mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und durch die Coomassie-Brilliantblau R250- bzw.
Silberfarbung (siehe 2.2.3.) visualisiert. Die Laufspuren der Eluate wurden aus dem
SDS-Gel ausgeschnitten und nach dem Protokoll von Shevchenko et al.
(Shevchenko et al. 1996) tryptisch verdaut.

Die SDS-Gelstiicke wurden zweifach mit 100 mM Ammoniumbikarbonatpuffer und
Acetonnitrii  (ACN) gewaschen. Nach der Trocknung der Gelstiicke in einer
Vakuumzentrifuge, wurden zur Reduzierung der Proteine die Gelstlicke in 10 mM
Dithiothreitol rehydratisiert und fir 45 min bei 56 °C inkubiert. Die entstandenen
freien SH-Gruppen der Cystein-Seitenketten wurden nachfolgend durch die 30-

mindtige Inkubation mit 55 mM Jodacetamid bei RT Carbamidomethyliert.
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Die Gelstucke wurden erneut wie oben beschrieben gewaschen und getrocknet.

Im nachsten Schritt wurden die Gelstucke in Verdau-Puffer unter Zusatz von 12,5
ng/ul Trypsin Gold (Promega, Madison, USA) rehydratisiert und UGN bei 37 °C
inkubiert. Die erzeugten tryptischen Peptide wurden aus dem Gel durch wiederholte
Zugabe von 25 mM Ammoniumbikarbonatpuffer und ACN extrahiert.

Die Extraktionseffizienz wurde durch Sonifikation im Ultraschallbad verbessert. Alle
Extrakte wurden vereinigt und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Peptide
wurden in 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) gelost und an einer 250 nl Reversed-Phase
(C18, Poros R2)-Nanosaule angereichert. Die Peptide wurden anschlieRend mit
70 % (v/v) ACN eluiert und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.

Die Flussig-Chromatographie Elektrospray-Tandem-Massenspektrometrie  (LC-
MS/MS) wurde an einer Dual-Hybrid-Druck linearen lonenfalle/Orbitrap
Massenspektrometer (LTQ Orbitrap Velos Pro, Thermo Scientific, San Jose, CA)
ausgestattet mit einem EASY-nLC Ultra-HPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA)
durchgeflihrt. Die getrockneten Peptide wurden in 10 uyl 2 % (v/v) ACN/ 0,1 % TFA
gel6st und durch Verwendung einer PepMap C18-Saule fraktioniert (75 um 1.D.,
gepackt mit 2 ym Resin (Dionex, Thermo Fisher Scientific, Bremen).

Die Trennung erfolgte durch Gradienten von 2% ACN zu 35 % ACN uber eine
Zeitspanne von 120 min (FlieBgeschwindigkeit: 300 nl/min). Zur Generierung der
MS/MS-Spektren wurden ausschlieB3lich der CID-Fragmentierung verwendet. Die
massenspektrometrischen Einstellungen waren wie folgt: MS (FTMS, Auflésung
60 000; m / z-Bereich 400-2000), MS/MS (Linear-Trap; minimale Signal
Schwellenwert 500; Isolierung Breite 2 Da, dynamische Ausschluss Zeiteinstellung
30 s; einfach-geladenen lonen wurden von der Auswahl ausgeschlossen). Die
normalisierte Aufprallenergie wurde auf 35 % eingestellt, und die Aktivierungsenergie
auf 10 ms.

Nach der spektralen Datenerfassung, wurden die RAW-Dateien fur die Datenbank-
Suche mit Proteome Discoverer Version 1.4. vorbereitet. Die MS/MS-Spektren
wurden mit SEQUEST und MASCOT Algorithmen gegen die Uniprot Datenbank
untersucht. Die Analyse der falsch-positiven Peptide und Proteine, erfolgte mittels
Percolator. Fur die weitere Datenanalyse wurden die gelisteten Proteine unter
Zuhilfenahme von UniProt und Ingenuity Pathway Analysis (IPA) gemald der

Lokalisation der Zelle sortiert.
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3. Ergebnisse
3.1. Fukosylhistochemie des Rattenhirns
3.1.1. Lokalisierung von fukosylierten Glykokonjugaten in

Hirnschnittpraparaten der Ratte

Lektine gehdren zur Klasse der Kohlenhydrat-bindenden Proteine und besitzen durch
die Affinitdt zu spezifischen Glykanstrukturen einen hohen Wert fir die Analyse
spezieller Glykanketten von Glykoproteinen und Glykolipiden.

Fur AAL sind nachweisbar hohe Bindungsaffinitaten zu al,6- aber auch zu al,2-;
al,3- und al,4-fukosylierten Oligosacchariden bekannt (Yamashita et al. 1985,
Fukumori et al. 1990, Wimmerova et al. 2003). Dementsprechend wurden fur die
Lokalisation fukosylierter Glykokonjugate sagittale Hirnschnittpraparate der adulten
Ratte (12 Wochen) mit DIG-konjugiertem AAL markiert und anschliel3end
mikroskopisch analysiert. Die lektinhistochemischen Untersuchungen der AAL-
markierten Hirnschnitte wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Karin Richter am Institut
fur Biochemie und Zellbiologie (Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg)
durchgefuhrt.

Die Abb. 3.1. zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der AAL-markierten
Hippokampusformation, welche in den Gyrus dentatus (DG), das Cornu Ammonis
(Ammonshorn, CA1-4) und das Subiculum (hier nicht dargestellt) unterteilt wird.

Die Fukose-spezifische AAL-Markierung zeigt im Gyrus dentatus (Abb. 3.1.C.), dem
wichtigsten afferenten System der Hippokampusformation, eine schwache
Lektinreaktivitdt an den Somata der Kornerzellen (Stratum granulare, gcl). Diese ist
vorwiegend an den Zellmembranen und den extrazellularen Bereichen detektierbar.
Ausgehend von dieser Schicht senden die Kérnerzellen ihre Apikaldendriten in die
Molekularschicht (Stratum moleculare, ml), welche die Haupteingangsstation fur
kortikale Afferenzen darstellt.

Wie in Abb. 3.1.C. ersichtlich, unterteilt sich das Stratum moleculare in eine innere
und aul3ere Schicht. Die innere Schicht ist durch eine starkere Lektinreaktivitat im
Vergleich zur &uReren Schicht gekennzeichnet. Innerhalb des Bogens der
Kdrnerzellschicht befindet sich die Lamina multiformis, besser bekannt als Hilus. In
dieser Schicht, in der vorwiegend die Axone der Kdrnerzellen lokalisiert sind, ist nur

eine schwache Lektinreaktivitdt detektierbar.
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Das Cornu Ammonis wird in die Regionen CA1-CA4 unterteilt. Im Einzelnen gliedern
sich diese Regionen in das Stratum oriens (Korbzellenschicht, so), das Stratum
pyramidale (Pyramidenzellschicht, py) und das Stratum moleculare. Die
Molekularschicht wird zuséatzlich noch in das Stratum radiatum und Stratum
lacunosum abgegrenzt, so dass diese Schicht auch als Stratum radiatum-
lacunosum-moleculare (sIm) bezeichnet wird.

Die CAl-Region enthdlt viele kleine dichtgepackte Pyramidenzellen, wohingegen in
der CA3-Region die Pyramidenzellen in lockerer Form angeordnet sind. Dennoch
zeigt sich, dass in diesen Regionen die Somata der Pyramidenzellen eine schwache
Lektinreaktivitdt, vorwiegend an der Zellmembran und im extrazellularen Bereich
aufweisen (Abb. 3.1.D.). Das Stratum oriens, in dem die Basaldendriten der
Pyramidenzellen lokalisiert sind und das Stratum radiatum, welches die
Apikaldendriten der Pyramidenzellen enthélt, weisen eine starke Lektinreaktivitat auf,
wohingegen im Stratum lacunosum-moleculare nur schwache
Fluoreszenzintensitaten vorliegen.

Die vorliegenden Resultate zeigen, dass die Fukose-spezifische AAL-Markierung
vorwiegend an extrazellularen Membran-assoziierten Strukturen lokalisiert ist.
Folglich befinden sich in diesen Bereichen Proteine oder Lipide, die durch al,2-;
al,3-; al,4- und al,6-fukosylierte Glykanketten modifiziert sind. Zellschichten, die
durch ein hohes Mal3 an synaptischer Konnektivitat beschrieben sind, unter anderem
das Stratum moleculare, das Stratum oriens und das Stratum radiatum, weisen eine
starke AAL-Markierung auf. Zellschichten, die dagegen eher durch das Vorkommen
an Somata oder Nervenfasern charakterisiert sind, z.B. das Stratum granulare, das
Stratum pyramidale oder das Stratum lacunosum-moleculare, zeigen nur eine

verhaltnismaRig schwache AAL-Markierung.
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Abb. 3.1. Lokalisierung fukosylierter Glykokonjugate in der Hippokamusformation des adulten
Rattenhirns. (A-D) Zur Detektion Fukose-enthaltender Glykanstrukturen wurden sagittale
Schnittpraparate des Hippokampus der adulten Ratte (12 Wochen) mit DIG-konjugiertem AAL
markiert. Die Visualisierung der AAL-Markierung erfolgte durch die Farbung mit anti-DIG Antikorpern
(Maus) und Cy3-gekoppelten anti-Maus Antikérpern. Regionen mit einer hohen Dichte an
synaptischen Kontakten, inshesondere das Stratum oriens (so), Stratum radiatum (sr) und Stratum
moleculare (ml) zeichnen sich durch eine starke Lektinreaktivitdt aus. Zellschichten der Pyramiden-
(py) und Kornerzellen (gcl), sowie das Stratum lacunosum moleculare (sIm) zeigen hingegen nur eine
schwache extrazellulare Lektinreaktivitat. (A) Sagittales Schnittpraparat der Hippokampusformation
mit den Regionen CAl, CA3 und Gyrus dentatus (DG). (B-D) Detailaufnahmen von CA1, Gyrus
dentatus und CA3. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden am Zeiss Axioimage.M1
Mikroskop aufgenommen. (MaRstab entspricht 200 pym in A; 100 ym in B-D)

Weitere Untersuchungen zur Lokalisierung fukosylierter Glykokonjugate wurden an
sagittalen Schnittpraparaten des Kleinhirns, einer wichtigen Hirnregion fur die
Steuerung der Motorik, durchgefiihrt. Die Abb. 3.2. zeigt die AAL-Markierung der
Kleinhirnrinde adulter Ratten, welche von aul3en nach innen in das Stratum
moleculare, das Stratum purkinjense (Purkinjezellschicht, pcl), das Stratum
granulosum (Kdrnerzellschicht, gcl) und das Marklager (hier nicht dargestellt)

gegliedert ist.
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In der Molekularschicht sind die reich verzweigten Dendritenbaume der
Purkinjezellen, die Axone der Kdrnerzellen und die Kletterfasern lokalisiert. Folglich
ist diese Zellschicht, durch eine hohe Zahl synaptischer Kontakte gekennzeichnet
und zeichnet sich wie in der Abb. 3.2.A. zu erkennen durch eine starke
Lektinreaktivitdt aus. Die Somata der Purkinjezellen, lokalisiert in der Stratum
purkinjense, zeigen eine schwache Lektinreaktivitat, die vorwiegend an der
Zellmembran oder im extrazellularen Bereich, sowie schwach punktiert im Soma
detektierbar ist. Im Stratum granulosum, wo die Somata der Koérnerzellen in dicht
gepackter Aneinanderreihung vorliegen, ist die Lektinreaktivitat &hnlich wie in der
Stratum purkinjense vorwiegend extrazellular und nur im geringen Mal} intrazellular
nachweisbar.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studien zeigen, dass Zellschichten die
durch eine hohe synaptische Konnektivitat (z.B. Stratum moleculare) gekennzeichnet
sind, eine starke AAL-Markierung aufweisen. Dies ist ein Hinweis, dass Fukose-
enthaltenden Glykoproteine und -lipide in synaptischen, dendritischen sowie
axonalen Strukturen angereichert sein konnten.

Zusatzlich wurde zu den bereits beschriebenen Untersuchungen, die Spezifitdt des
verwendeten DIG-konjugiertem AAL, welches von Boehringer Mannheim Biochemica
bezogen wurde, untersucht. Das DIG-konjugierte AAL wurde hierflir zunachst mit
L-(-)-Fuk oder D-(+)-Fuk inkubiert und anschlieRend fur die AAL-Markierung der
Hirnschnitte verwendet. Dabei zeigt sich, dass L-(-)-Fuk die Bindungsstellen von AAL
besetzt und die Markierung von fukosylierten Glykokonjugaten durch AAL in den
Hirnschnitten verhindert (Abb. 3.2.B.). AAL besitzt hingegen keine Affinitat zur D-(+)-
Form der Fukose, da trotz erfolgter D-(+)-Fuk Inkubation die Markierung fukosylierter
Glykane durch AAL erhalten bleibt (Abb. 3.2.C.).
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AAL plus L-Fuk AAL plus D-Fuk

Abb. 3.2. Lokalisierung fukosylierter Glykokonjugate in der Kleinhirnrinde des adulten
Rattenhirns. Kleinhirnschnittpraparate (sagittal) des adulten Rattenhirns (12 Wochen) wurden fir die
Lokalisierung fukosylierter Glykokonjugate mit DIG-konjugiertem AAL markiert. (A) AAL-Markierung
der Kleinhirnrinde die unterteilt ist in die Molekularschicht (ml), Purkinjezellschicht (pcl) und
Kornerzellschicht (gcl). Zur Uberprifung der Zuckerspezifitit von AAL wurden sagittale
Kleinhirnschnitte mit DIG-konjugiertem AAL markiert, welches vorab mit (B) L-(-)-Fuk oder (C) D-(+)-
Fuk inkubiert wurde. (B) Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme verdeutlicht den maskierenden
Effekt von L-(-)-Fuk im Vergleich zur (C) D-(+)-Fuk. Die Bilder wurden am Fluoreszenzmikroskop
Axioimage.M1 aufgenommen. (MaR3stab entspricht 100 um in A, 50 um in B-C)

3.1.2. Intrazellulare Lokalisation von fukosylierten Glykokonjugaten

In den Untersuchungen der AAL-markierten Hirnschnittpraparate (Abb. 3.1. und 3.2.)
wurde deutlich, dass neben den extrazellularen auch intrazellular lokalisierte
Struktureinheiten der Somata durch fukosylierte Glykanketten modifiziert sind.

Die Fukosylierung von N- und O-Glykanen findet in den medialen- und trans-
Zisternen des Golgi-Apparates statt und wird von den dort lokalisierten

Fukosyltransferasen katalysiert (Ma et al. 2006).
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Fur eine detaillierte Analyse der Somata wurden in Zusammenarbeit mit Oliver
Kobler (Leibniz-Institut fur Neurobiologie Magdeburg) konfokal mikroskopische
Untersuchungen an den AAL-markierten Hirnschnittpraparaten durchgefuhrt.

Die Analysen von Pyramidenzellen der CAl- und CA3-Region des Hippokampus
(Abb. 3.3.A,D; B,E), sowie der Purkinjezellen des Kleinhirns (Abb. 3.3.C,F)
bestatigen, dass die Lektinreaktivitat wiederum Uberwiegend an neuronalen
Zellmembranen und in extrazellularen Bereichen lokalisiert ist (Pfeile in Abb. 3.3.). In
den Somata der Zellen ist auch eine intrazellulare punktierte Lektinreaktivitat
detektierbar, welche auf das Vorhandensein fukosylierter Glykane in den Zisternen
des Golgi-Apparates hinweisen kann (Dreiecke in Abb. 3.3.).

Pyramidenzellen CA1-Region Pyramidenzellen CA3-Region Purkinjezellen

Abb. 3.3. Intrazellulare Lokalisation fukosylierter Glykokonjugate im Hippokampus und der
Kleinhirnrinde des adulten Rattenhirns. Fir die intrazellulare Detektion fukosylierter
Glykokonjugate, wurden AAL-markierte Hirnschnittpraparate der Hippokampusformation und der
Kleinhirnrinde durch Konfokalmikroskopie (Leica TCS sp5, 63 x Objektiv) analysiert. (A-C) AAL-
Markierung von Pyramidenzellen in der CAl- und CA3-Region des Hippokampus, sowie der
Purkinjezellen der Kleinhirnrinde. (D-F) Detailanalyse intrazellularer Strukturen der Somata von
Pyramidalzellen und Purkinjezellen. Alle Zelltypen weisen eine intrazellulare AAL-Markierung auf.
(MafRstab entspricht 50 um in A-C, 12,5 pm in D-F)
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3.1.3. Markierung fukosylierter Glykane an primaren kortikalen
Neuronen-Glia-Kulturen mittels AAL

Die lektinhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass es ein grofRes Vorkommen
an fukosylierten Glykanen im adulten Rattenhirn gibt. Jedoch sind in den
histochemischen Untersuchungen auf Grund der geringen Auflosung keine weiteren
Analysen feinerer Strukturen von Neuronen, wie z.B. Filopodia oder dendritischer
Spines moglich. Auch ist bislang ungeklart, ob die bestehende Diversitat
ausschlief3lich auf neuronale Zelltypen begrenzt ist. Um im Rahmen dieser Arbeit
diesen Fragen nachzugehen, wurden primére kortikale Neuronen-Glia-Kulturen (DIV
21) mit DIG-konjugiertem AAL markiert (Abb. 3.4.A-E.). Zur Unterscheidung
neuronaler Zellen wurde diese durch die Immunfarbung des
Intermediarfilamentproteins MAP2 identifiziert.

Die AAL-Markierung zeigt, dass diese die Neurone vollstandig mit Glykan-haltigen
Molekulen umrandet sind (Abb. 3.4.A.). Kulturen, die zur Kontrolle nicht mit AAL
markiert wurden, zeigen wie erwartet keine Lektinreaktivitat (Abb. 3.4.B.). Dennoch
wird deutlich, dass alle Bereiche eines Neurons, wie Dendriten, Soma und Axon,
durch fukosylierte Glykanketten modifiziert sind.

Eine Unterscheidung ob es sich um fukosylierte Glykoproteine oder -lipide handelt
kann jedoch nicht getroffen werden. Dennoch zeigt die dominante AAL-Markierung
der Neurone, dass die Diversitat von al,2-; al,3-; al,4- und al,6-fukosylierten
Oligosacchariden wahrscheinlich sehr abundant ist.

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Untersuchungen wurde die Spezifitat des
von der Firma Vector Labortories bezogenen AAL untersucht. Fir diese
Untersuchungen wurde DIG-konjugiertes AAL mit L-(-)-Fuk, D-(+)-Fuk oder D-(+)-Gal
inkubiert. Bei der anschlielRenden Markierung fukosylierter Glykane zeigt sich, dass
ausschlie8lich die L-Form der Fukose die Bindungsstellen von AAL maskiert
(Abb. 3.4.C.) und dadurch die AAL-Markierung fukosylierter Glykane vollstandig
hemmt. Die D-Form der Fukose (Abb. 3.4.D.) und Galaktose (Abb. 3.4.E.) lben

keinen maskierenden Effekt aus.
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MAP2 Fukose-Detektion

Uberlagerung

minus AAL

AAL plus L-Fuk

AAL plus D-Gal

Abb. 3.4. Detektion fukosylierter Glykokonjugate in kortikalen Primérkulturen. (A-E) Primére
kortikale Neuronen-Glia-Kulturen (DIV 21) wurden zur Detektion fukosylierter Glykokonjugate mit DIG-
konjugiertem AAL markiert. Das DIG wurde durch einen DIG-Antikdrper (Maus) markiert und mittels
Cy3-gekoppelten Anti-Maus Antikérpern visualisiert. Zusatzlich wurden Neurone mit der MAP2-
Immunféarbung visualisiert. (A) Die AAL-Markierung macht deutlich, dass diese die Neurone
vollstandig umrandet und fukosylierte Glykanstrukturen hochabundant sind. Zur Prufung der Spezifitat
von AAL, wurden Kulturen mit AAL markiert, welches vorab mit (C) 100 mM L-(-)-Fuk, (D) 100 mM D-
(+)-Fuk oder (E) 100 mM D-(+)-Gal inkubiert wurde. Dabei wird deutlich, dass nur L-(-)-Fuk einen
maskierenden Effekt ausibt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden am Zeiss Axio
Observer.Z1 Mikroskop mit einem 63 x Objektiv durchgefiihrt. (MaRRstab entspricht 10 ym)
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Weiterfuhrende Analysen der AAL-Markierung von primaren kortikalen Neuronen-
Glia-Kulturen in einer 20-fachen Vergrof3erung (hier nicht dargestellt) zeigen, dass
nicht nur MAP2-markierte Zelltypen durch ein hohes Vorkommen an fukosylierten
Glykanen gekennzeichnet sind. Dies deutet darauf hin, dass auch Glykokonjugate
von Gliazellen, dem zweiten prominenten Zelltyp in Primérkulturen, durch Fukose
modifiziert sind. Die Visualisierung von Gliazellen mittels einer immunologischen
Markierung des sauren Gliafaserprotein (GFAP, Abb. 3.5.) bestéatigt diese
Vermutung. Es zeigt sich, dass die AAL-Markierung die Gliazellen vollstéandig
umrandet (Pfeile in Abb. 3.5.A.). Somit scheinen auch Gliazellen an den
Zellmembranen und den extrazellularen Bereichen durch al,2-; al,3-; al,4- und
al,6-fukosylierte Glykokonjugate modifiziert zu sein. Kulturen die zur Kontrolle nicht
mit AAL markiert wurden, weisen wie wieder erwartet keine Lektinreaktivitat auf
(Abb. 3.5.B.).

Uberlagerung

GFAP Fkose-Detektion '

minus AAL

Abb. 3.5. Detektion fukosylierter Glykokonjugate an glialen Zellmembranen mittels AAL-
Markierung. (A-B) Kortikale Neuronen-Glia-Kulturen (DIV 21) wurden mit DIG-konjugiertem AAL
markiert. Durch den Einsatz eines DIG-Antikoérpers der Spezies Maus und einem Cy3-gekoppelten
Anti-Maus Antikorpers wurden die fukosylierten Glykane visualisiert. Die Identifizierung der Gliazellen
erfolgte durch die immunologische Farbung des GFAP. (A) Die AAL-Markierung macht deutlich, dass
diese die Zellen vollstdndig umrandet. Kulturen ohne AAL-Markierung zeigen keine Lektinreaktivitat
auf. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden am Zeiss Axio Observer.Z1 Mikroskop mit
einem 63 x Objektiv durchgefihrt. (Mal3stab entspricht 10 um)
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3.2. AAL-basierte Anreicherungs- und Nachweisverfahren zur Detektion
fukosylierter Glykane

3.2.1. Charakterisierung der Spezifitdt von AAL

Fir AAL wurden in einer Vielzahl von Studien hohe Affinitaten zu fukosylierten
Glykanen nachgewiesen (Diplomarbeit Nicole Hoche, 2009) (Yamashita et al. 1985,
Fukumori et al. 1990, Wimmerova et al. 2003). Weiterfiuhrend wurden im Rahmen
dieser Arbeit die Bindungseigenschaften von AAL analysiert, welches von der Firma
Vector Labortories bezogen wurde.

Fir diese Untersuchungen wurden zum einen die Bindungsstellen des AALs mittels
verschiedener Monosaccharide blockiert oder zum anderem die Glykanketten der zu
untersuchenden Proteine gezielt durch die Perjodatoxidation (PO) modifiziert.

Der erste experimentelle Versuchsansatz zeigt die lektinchemische WB-Analyse des
DIG-konjugierten AAL, welches mit den Zuckern L-(-)-Fuk bzw. D-(+)-Fuk inkubiert
wurden (Abb. 3.6.A.). Dabei wird ersichtlich, dass die spezifische Bindung von AAL
an fukosylierte Glykane ausschlie3lich durch die L-Form der Fukose blockiert wird.
Das heil3t, dass die Inkubation mit der L-(-)-Fuk zur Maskierung der AAL-
Bindungsstellen fuhrt und folglich eine Aufhebung der AAL-Markierung auf WB-
Ebene nach sich zieht (Abb. 3.6.A., mittlere Spur, L-(-)-Fuk).

Im Gegensatz dazu wird das D-Enantiomer der Fukose nicht von AAL gebunden.
Demzufolge wird die AAL-Markierung auf WB-Ebene nicht aufgehoben (Abb. 3.6.A.,
rechte Spur, D-(+)-Fuk) und entspricht in der Intensitdt der AAL-Farbung ohne
Prainkubation (Abb. 3.6.A., linke Spur, Kontrolle).

Um die Kohlenhydratspezifitat der AAL-Bindung zu zeigen, wurden die Glykanketten
von Glykokonjugaten durch Perjodatoxidation chemisch veréndert (Skilleter et al.
1985, Woodward et al. 1985). Dabei werden benachbarte Hydroxylgruppen von
Sacchariden zu Aldehydgruppen umgewandelt und anschlieBend mittels
Natriumborhydrid reduziert. Unter Zuhilfenahme dieses Verfahrens sollte die
Spezifitat des verwendeten DIG-konjugiertem AALs getestet werden. Die Abb. 3.6.B.
zeigt in der WB-Analyse, dass die spezifische Bindung von AAL an oxidierbare
Glykanstrukturen erfolgt und die Zerstorung der Epitope mittels Perjodat zur
Aufhebung der AAL-Markierung fihrt (Abb. 3.6.B., rechte Spur, +PO).
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A Abb. 3.6. Analyse der
Bindungscharakteristika von
AAL. Zur Analyse der
Bindungseigenschaften von AAL,
bezogen von der Firma Vector
Labs, wurden WB mit Extrakten
synaptischer Membranproteine
angefertigt und fukosylierte
Proteine mit DIG-konjugiertem
AAL und anschlieRender
Inkubation mit anti-DIG analysiert.
(A) Prainkubation des DIG-AALs
DIG-AAL mit  L-(-)-Fuk fahrt zu einer

Maskierung der Bindungsstellen

B o ®) von AAL und damit zur Aufhebung
Q Q der AAL-Markierung. Das D-(+)-

kDa ’ * Fuk Enantiomer bt keinen

‘ inhibitorischen Effekt aus. (B) Die
170 - | & Modifikation der Glykanketten,
chemisch herbeigefihrt durch die
70 - Perjodatoxidation (+PO), fuhrt auf
WB-Ebene, zu einem Verlust der
Fukosylierung und damit zu einer
Aufhebung der AAL Markierung im
25 - Vergleich ~ zur  unbehandelten

DIG-AAL Kontrolle (-PO).

100

25 -

3.2.2. AAL-basierte Identifizierung des synaptischen Fukosyl-

Glykoproteoms

In den vergangenen Jahrzehnten wurde immer wieder deutlich, dass insbesondere
fukosylierten Glykokonjugaten eine entscheidende Rolle in biologischen und
pathologischen Prozessen zukommt (Springer 1994, Lowe 1997, Guruge et al. 1998,
Hooper und Gordon 2001, Li et al. 2003, Sasamura et al. 2003).

So werden beispielsweise kognitive Prozesse wie Lernen und Gedachtnisbildung
durch fukosylierte Glykanstrukturen reguliert (Sukumar et al. 1980, McCabe und
Rose 1985, Pohle et al. 1987, Bullock und Rose 1992, Krug et al. 1994, Matthies et
al. 1996, Murrey et al. 2009).

Dennoch wurden bisher nur wenige Proteine identifiziert, die durch Fukose terminal
modifiziert sind und obrige Prozesse regulieren kénnen.

Dementsprechend war es ein wesentliches Ziel dieser Arbeit eine detaillierte

46



Ergebnisse

Charakterisierung des synaptischen Fukosyl-Glykoproteoms vorzunehmen. Die
affinitditschromatographisch ~ AAL-basierte  Untersuchung von  fukosylierten
Glykoproteinen wurde an biochemisch angereicherten synaptischen
Proteinkomplexen aus dem adulten Rattenhirn (12 Wochen) durchgefihrt.
Fukosylierte synaptische Membranproteine wurden dabei mittels AAL-Agarose
angereichert und durch L-(-)-Fuk spezifisch eluiert. Der Nachweis fukosylierter
Glykoproteine erfolgte nachfolgend auf WB-Ebene durch DIG-markiertes AAL (Abb.
3.7.).

Die AAL-basierte Analyse zeigt, dass das Fukosyl-Proteom des Rattenhirns eine
hohe Diversitat aufweist. Dies betrifft einen grof3en Molekulargewichtsbereich und
insbesondere hochmolekulare Glykoproteine (= 50 kDa), welche in der Input-,
Durchfluss- und Eluat-Fraktion der AAL-AC detektiert werden kdnnen (Abb. 3.7.A.
AAL-AC, Spur: Input, Durchfluss, Eluat). Niedermolekulare Glykoproteine (< 50 kDa)
scheinen hingegen nur im geringeren Maf3e durch Fukose terminal modifiziert zu
sein. FUr parallele Kontrollexperimente wurde die Anreicherung mit Protein A-
Agarose durchgefuhrt, um mdgliche unspezifische Agarose-basierte Bindungen
auszuschlieB3en. Dabei zeigte sich, dass unter Verwendung von Protein A-Agarose
fukosylierte Glykoproteine nur in der Input- und Durchfluss-Fraktion detektiert werden
konnten (Abb. 3.7.A. Kontroll-AC, Spur: Input, Durchfluss). Dementsprechend fand
hier keine unspezifische Anreicherung fukosylierter Glykoproteine statt.

Das Coomassie-Brilliantblau R-250 gefarbte SDS-Gel représentiert in der Input- und
Durchfluss-Fraktion beider Affinititschromatographien die molekulare Verteilung des
gesamten Proteoms (Abb. 3.7.B.). Dabei zeigt sich, dass in der jeweiligen Input- und
Durchfluss-Fraktion eine eher gleichméaRige Verteilung hinsichtlich des
Molekulargewichts vorliegt (Abb. 3.7.B. AAL-AC/Kontroll-AC, Spur: Input,
Durchfluss). Das durch AAL angereicherte Eluat zeigt in Ubereinstimmung mit den
AAL-Blots hingegen, dass vermehrt hochmolekulare Proteine isoliert wurden (Abb.
3.7.B. AAL-AC, Spur: Eluat). Zusatzlich fand bei der Protein A-Agarose Kontrolle
keine Anreicherung von unspezifisch gebundenen Proteinen statt (Abb. 3.7.B.
Kontroll-AC, Spur: Eluat).
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Abb. 3.7. AAL-chemische Charakterisierung des synaptischen Fukosyl-Glykoproteoms im
adulten Rattenhirn. (A) Potentiell fukosylierte synaptische Membranproteine wurden durch AAL-AC
angereichert, mittels 100 mM L-(-)-Fuk spezifisch eluiert und nachfolgend mit DIG-konjugiertem AAL
auf einem WB-Ebene detektiert. Fukosylierte Glykoproteine konnten in der Input-, Durchfluss- und
Eluat-Fraktion detektiert werden. Unter Protein A-Agarose Kontrollbedingungen wurden hingegen nur
in der Input- und Durchfluss-Fraktion fukosylierte Proteine detektiert. In den Eluaten ist deutlich
erkennbar, dass insbesondere hochmolekulare Glykoproteine fukosyliert sind. Niedermolekulare
Glykoproteine scheinen nur im geringeren Mal3e durch Fukose maodifiziert zu sein. (B) Dies wird auch
durch SDS-PAGE und Coomassie-Brilliantblau R-250-Farbung der AAL-bindenden Proteinfraktion
bestatigt.

Um einzelne Proteinkomponenten des synaptischen Fukosyl-Proteoms gezielt zu
ermitteln, wurden die Eluate nach AAL-AC im Vergleich zur Agarose-Kontrolle durch
WB-Analysen mit spezifischen Antikérpern auf Kandidatenproteine hin untersucht
(Abb. 3.8.). Dabei wurden insbesondere Zelladhasionsmolekiile, Rezeptoren oder
auch lonenkanale berucksichtigt, deren Bedeutung fiur Neuroplastizitat bereits
bekannt war.

Eine Reihe von Zelladhdsionsmolekilen konnten dabei als moglicherweise
fukosylierte Proteine identifiziert werden. Unter anderem wurden N-Cadherin, das
Contactin  assoziierte Protein Caspr2, das neuronale Zellmembranprotein
Contactin/F3, das neuronale Zelladhasionsmolekil NCAM, Neurofascin, Neuroligin-
1, Neuroplastin und Thy 1.1 durch AAL-AC angereichert.

Im Gegensatz dazu erfolgte bei der Protein A Agarose-Kontrolle-AC keine
Anreicherung  dieser Proteine. Ahnliche Ergebnisse lagen fur den
spannungsabhangigen Kalziumkanal Cavl1l.3 und den spannungsabhangigen

Kaliumkanal Kv1.2 vor. Auch Kandidatenproteine fur die eine Rezeptoraktivitat
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beschrieben ist, wurden durch AAL isoliert: unter anderem ADAMZ22, die alpha-1
Untereinheit des GABA(A) Rezeptors, der GABA(B)-Rezeptor 2, die AMPA-
Rezeptoruntereinheit GIuR2 und der BNDF- Rezeptor TrkB.

& &
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3.2.3. Massenspektrometrische Analyse des durch AAL isolierten
synaptischen Fukosyl-Glykoproteoms des Rattenhirns

Die vorliegenden Ergebnisse der AAL-AC machen deutlich, dass durch die
immunchemische Detektion einzelner Kandidatenproteine nur ein geringer Teil
identifiziert werden kann. Daher wurde das durch AAL darstellbare Fukosyl-
Glykoproteom massenspektrometrisch untersucht. Die AAL-AC wurde an einer
AKTA-Chromatographie Anlage (4 ml SV) durchgefuihrt. Das durch L-(-)-Fuk
spezifisch eluierte Fukosyl-Glykoproteom wurde anschliel3end im Labor von Dr. Thilo
Kahne massenspektrometrisch analysiert und somit die im Eluat enthaltenen
Proteine identifiziert.

Zur Isolierung synaptischer Membranproteine wurden die Detergenzien TX-100 (1 %)
und DOC (0,5%) gemeinsam eingesetzt, was dazu fuhren kann, dass
Proteinkomplexe moglicherweise erhalten bleiben. Folglich kdnnten auch potenzielle
Interaktionspartner von fukosylierten Glykoproteinen wie z.B. intrazellulare
Zytoskelettstrukturen durch AAL-AC Kko-purifiziert und dann spater durch
Massenspektrometrie identifiziert worden sein.

Nach heutigem Wissenstand sind aber nur sekretierte und integrale
Membranproteine durch Glykanketten modifiziert, weshalb nur Proteine, die dem
sekretorischen Stoffwechselweg folgen manuell und unter Zuhilfenahme von UniProt
und Ingenuity Pathway Analysis (IPA) in die finale Identifizierungsliste fukosylierter
Proteine aufgenommen wurden.

In die Analyse wurden Datensatze aus zwei separaten AAL-AC einbezogen. Im Eluat
der ersten AAL-AC wurden 588 Proteine (Anhang digital S 1A) identifiziert. Das Eluat
der zweiten AAL-AC fuhrte zur Identifizierung von 437 Proteinen (Anhang digital S
2A). Insgesamt, ausschlie3lich von Duplikaten, wurden 812 verschiedene Proteine
identifiziert. Dabei zeigt sich, dass bei den identifizierten Proteinen (Abb. 3.9. Venn-
Diagramm) 289 Proteine als Membran- und extrazellulare Proteine eingestuft werden
konnten (Anhang S1). Demgegeniuber wurden 523 zytoplasmatische, nukleare und
Proteine ohne zellulare Lokalisation identifiziert.

50



Ergebnisse

extrazell.  Plasmamembran Nukleus
Matrix Zytoplasma

Abb. 3.9. Klassifizierung der durch AAL angereicherten Proteine. Die mittels TX-100 und DOC
extrahierten synaptischen Membranproteine wurden an einer AKTA-Chromatographie Anlage mit AAL
angereichert, durch L-(-)-Fuk spezifisch eluiert und anschlie@end massenspektrometrisch analysiert.
Zur weiteren Datenanalyse wurden die aus zwei AAL-AC Laufen spezifisch isolierten und nachfolgend
identifizierten fukosylierten Proteine manuell, als auch durch Uniprot und Ingenuity Pathway Analysis
geman ihrer zellularen Lokalisation eingruppiert. Die Venn-Darstellung spiegelt die relative Verteilung
der Proteine hinsichtlich ihrer Lokalisationen wieder. Das UbermaR an zytosolischen und nukleéren
Proteinen, scheint durch die nicht stringenten Extraktionsbedingungen begriindet zu sein.

Unter den 289 als Membran- und extrazellular gruppierten Proteinen wurden die
bereits immunchemisch detektieren Proteine N-Cadherin, NCAM, Neurofascin,
Neuroplastin, Thy-1 und Contactin/F3 (Tabelle 7, bereits immunochemisch
detektierte Proteine sind farblich blau markiert) identifiziert. Fur die
Zelladhasionsmolekile L1, NCAM 2 und Neurexin3 wurde bislang keine
Fukosylierung beschrieben, jedoch wurden diese als mdgliche fukosylierte
Glykoproteine in den chromatographischen Laufen identifziert. Erwahnenswert
hierbei ist unteranderem, dass Neurexin 3 in den AAL-ACs mit 15 Proteinen und 10
Peptiden (1% AAL-AC) bzw. mit 19 Proteinen und 6 Peptiden (2% AAL-AC)
identifiziert wurde. Dies legt nahe, dass es sich mdglicherweise um ein hoch
abundantes fukosyliertes Protein handelt.

Auch wurde eine Vielzahl an Transportproteinen identifiziert. Insbesondere ATP-
abhangige Transporter wurden in groRerer Zahl und mit einer hohen Zahl an
Peptiden identifiziert (Tabelle 7). Die bereits immunchemisch detektierte alpha-1
Untereinheit des GABA(A) Rezeptors und der glutamaterge Rezeptor GIuR2 wurden

in den Analysen funktionell zu den lonenkanédlen mit Rezeptoraktivitat eingruppiert.
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Weitere mdgliche fukosylierte lonenkanale die massenspektrometrisch identifiziert
wurden, sind unteranderem die alpha-2 Untereinheit des spannungsabhangigen
Kalziumkanals, die beta-3 Untereinheit des GABA(A) Rezeptors, GIUR3 und die beta-
Untereinheit des spannungsabhangigen Natriumkanals. Dartber hinaus wurden der
BDNF-Rezeptor TrkB als auch der GABA(B)-Rezeptor 2 massenspektrometrisch
identifiziert.

Des Weiteren wurden Proteine funktionell zugehdrig zu den Klassen der Rezeptoren,
Bindungsproteine, Regulatoren, G-Protein gekoppelten Rezeptoren oder Enzyme
identifiziert. Betrachtet man die Fulle der gewonnen Ergebnisse, wobei die Tabelle 7
nur einen kleinen Teil der identifizierten Proteine reprasentiert, steht dem jedoch die
Erkenntnis gegenuber, dass es sich bei den identifizierten Proteinen auch um
mdogliche direkte oder indirekte Interaktionspartner von fukosylierten Proteinen

handeln kann.

Tabelle 7: Auswahl massenspektrometrisch identifizierter AAL-bindender Membran- und
extrazellularer Proteine.

Das mittels Massenspektrometrie identifizierte moégliche Fukosyl-Proteom wurde durch UniProt und
IPA gemal der zellularen Lokalisation und Funktion sortiert. Fir die Analyse wurden Datensétze, aus
zwei separaten AAL-AC, einbezogen. Zusatzlich wurde analysiert, ob die Proteine nur im ersten,
zweiten oder in beiden chromatographischen L&aufen identifziert wurden. Die Daten der
Massenspektrometrie geben des Weiteren wieder, wie viele Proteine bzw. Peptide des Kandidaten
identifziert wurden. (Farblich blau markierte Proteine sind bereits durch immunologische Detektion im
AAL identifiziert; Abschnitt 3.2.2.)

. . z z MW AC | AC | AC
Protein SlllE s Proteine | Peptide | [kDa] | 1+l 1l
Zelladhasion-Zellerkennung
. . 2 15 99,6 +
Cadherin 2, Typ 1, N-Cadherin Q971Y3
2 14 99,6 +
. . Q05695 1 20 140,8 +
L1 Zelladh nsmolekdil
elladhasionsmoleki 1 17 140.8 n
4 26 94,6 +
NCAM 1 P13596
4 26 94,6 +
2 12 91,1 +
NCAM 2 F1M8G9
1 8 91,1 +
. 5 25 137,9 +
Neurofascin P97685
1 21 137,9 +
Neuroplastin P97546 2 1 43,9 *
p 2 10 43,9 +
15 10 173,9 +
Neurexin 3 07310 :
urexd Q 19 6 1739 T
1 2 18,2 +
Thy-1 P01830
1 2 18,2 +
. 1 35 113,4 +
tactin 1 1
Contactin Q63198 1 31 113.4 n
4 9 90,9 +
Neuroligin 2 62888 .
urolg! Q 4 10 90,9 "
Neuroligin 3 Q62889 8 6 938 *
g 4 7 93,8 +
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Tansporter
ATPase, Ca++ -Transporter, Plasmamembran 4 Q643542' 4 11 127,4 +
. 1 34 113,0 +
ATPase,_Na+/K+ Transporter, alpha 1 PO6685
Polypeptide 1 36 113,0 +
- 1 40 112,21 +
ATPase,_Na+/K+ Transporter, alpha 2 PO6686
Polypeptide 1 38 112,1 +
- 1 43 111,6 +
ATPase,_Na+/K+ Transporter, alpha 3 P0O6687
Polypeptide 1 36 111,6 +
7 13 136,7 +
ATPase, Ca++ -Transporter, Plasmamembran 2 | P11506
20 6 136,7 +
Kinasen
1 9 92,1 +
neurotrophe Tyrosin Kinase, Rezeptor, 063604
Typ 2 1 6 92,1 +
lonenkanéle-lonenkanéle mit
Rezeptoraktivitat
spannungsabhéngiger Kalziumkanal, alpha QERS3 6 31 1234 +
2/delta 1 Untereinheit 5 26 123,4 +
1 3 51,7 +
alpha -1 (GABA) A Rezeptor P62813
1 2 51,7 +
4 54,1 +
beta-3 (GABA) A Rezeptor P63079
4 3 54,1 +
- 1 20 98,7 +
ionotropher Glutamatrezeptor, AMPA 2 P19491
2 1 10 98,7 +
ionotropher Glutamatrezeptor, AMPA 3 P19492 = 10 1004 i
P pron 3 5 100,4 -
Spannungsabhangiger Natriumkanal , Typ 2, P54900 2 24,1 +
beta Untereinheit 2 +
G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GABA) B receptor 2 088871 1 5 105,7 +
3.2.4. Analyse der Glykanketten von Kandidatenproteinen auf das

Vorkommen fukosylierter Komponenten mittels AAL

Die Wahl nichtstringenter Bedingungen fur die Isolierung synaptischer
Membranproteine hat zur Folge, dass Proteinkomplexe teilweise erhalten bleiben
kénnen und dementsprechend auch potenzielle Interaktionspartner von fukosylierten
Proteinen mittels AAL-AC angereichert werden.

Zur detaillierten Untersuchung dieser Problematik wurden einzelne Proteine
einhergehender analysiert. Das entsprechende Protein wurde dabei durch
spezifische Antikorper aus dem synaptischen Membranproteinextrakt préazipitiert und
auf WB-Ebene mit DIG-konjugiertem AAL detektiert. Abb. 3.10. zeigt eine Reihe
immunprazipitierter Proteine, die mit AAL auf das Vorhandensein terminaler

Fukosereste getestet wurden.
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Die Mehrzahl der ausgewéhlten Proteine einschliel3lich ADAM22, Caspr2, Cavl.3,
Contactin/F3, alpha-1 Untereinheit des GABA(A) Rezeptors, Glutamatrezeptor 2,
NCAM, Neurofascin, Neuroplastin-65, Thy-1.1 und der BDNF-Rezeptor TrkB sind
durch eine AAL-Reaktivitdt bei den entsprechenden Molekulargewichten
gekennzeichnet, folglich sind diese Proteine fukosyliert.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde fur den GABA(B) Rezeptor 2 und das
Zelladhasionsmolekil Neuroligin-1 keine AAL-Reaktivitat bei entsprechendem
Molekulargewicht detektiert. Ausgehend von der Bindungscharakteristika des
verwendeten AAL zeigte sich, dass die untersuchten Proteine GABA(B) Rezeptor 2
und Neuroligin-1 nicht fukosyliert sind. Ungeachtet dessen kdnnen diese Proteine
wahrscheinlich mit fukosylierten Glykoprotein-Komplexen interagieren und daher
indirekt durch AAL-AC angereichert werden. Der spannungsabhéngige Kaliumkanal
Kv 1.2 und N-Cadherin konnten im Detail nicht analysiert werden, da fiur die

Immunprazipitationen keine geeigneten Antikorper zur Verfigung standen.
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Abb. 3.10. Detektion terminaler Fukosyl-Glykanstrukturen an immunpréazipitieren Proteinen
mittels AAL-chemischem Nachweisverfahren. Mdgliche fukosylierte Glykoproteine wurden durch
spezifische Antikorper aus dem synaptischen Membranproteinextrakt prazipitiert (Immunoblot, links)
und nachfolgend auf WB-Ebene mit AAL auf das Vorhandensein fukosylierter Glykanketten getestet

(AAL-Blot,

rechts).
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3.3. Analyse dynamischer Aspekte der Fukosylierung

Es ist bekannt, dass Synapsen durch ihre molekulare Komposition in der Lage sind,
dynamisch auf Verdnderungen zu reagieren. Dies stellt eine wichtige Voraussetzung
fur intra- und interzellulare Kommunikation dar. Unter diesen Aspekten sind
neuronale Zellen in der Lage mit ihrer Umwelt zu kommunizieren und zu interagieren
(Wollscheid et al. 2009).

Um die dynamischen Veradnderungen der Fukosylierung von Proteinen zu
untersuchen, wurden bioorthogonale, chemische Reporter (z.B. Azid-Gruppe) zur
Markierung Protein-assoziierter Glykane eingesetzt. Im experimentellen Ansatz wird
die Azid-modifizierte L-(-)-Fukose durch den zelleigenen Metabolismus in
Glykanketten eingebaut (Liu et al. 2011). Die anschlieRende Kupfer-katalysierte Azid-
Alkin-Cycloaddition (CUAAC) ermdglicht die kovalente Kopplung entweder mit einer
Alkin-modifizierten fluoreszenten Sonde zur Visualisierung (FUNMOT) (analog zur
Markierung und Visualisierung AHA-markierter Proteine beschrieben in (Dieterich et
al. 2010)) oder mit einer Alkin-modifizierten Affinitats-Sonde zur biochemischen
Anreicherung (BONMOT) (Rostovtsev et al. 2002, Dieterich et al. 2006, Rabuka et al.
2006, Dieterich et al. 2007).

3.3.1. Einfluss von NMDA, Glyzin und AzL-(-)-Fukose auf die
Zellvitalitat kortikaler Primarkulturen

Verschiedenste Untersuchungen haben gezeigt, dass fukosylierte Glykokonjugate
eine Vielzahl von Prozessen regulieren kénnen. Die Diskriminierungsexperimente
von W. Pohle et. al (Pohle et al. 1987) haben durch die Verabreichung von 3H-
Fukose gezeigt, dass trainierte Tiere einen erhdhten 3H-Fukose Einbau in
synaptische Glykokonjugate aufweisen. Die Applikation von L-Fukose fuhrt zusatzlich
zu einer verbesserten Lernleistung (Wetzel et al. 1980).

Des Weiteren konnte durch die Verabreichung von L-(-)-Fukose oder 2-
Fukosyllaktose in elektrophysiologischen Studien eine Erhéhung der LTP induziert
werden (Krug et al. 1994, Matthies et al. 1996). Die Betrachtungen der Studien
zeigen, dass eine Steigerung der Fukosylierung von Proteinen bislang nur unter
diesen Gegebenheiten detektiert wurde. Um Aufschluss Uber den Grad der

Fukosylierung unter entgegengesetzten Gegebenheiten zu erlangen, wurde im
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Rahmen dieser Arbeit der Prozess der LTD untersucht. Ein Prozess der zum einem
durch die Aktivierung des NMDA-Rezeptors oder zum anderem durch die Aktivierung
der metabolischen Glutamatrezeptoren erfolgen kann (Malenka und Bear 2004,
Ramiro-Cortes und Israely 2013).

Bezlglich der Analyse des synaptischen Fukosyl-Glykoproteoms wurde die LTD
chemisch durch die NMDA-Glyzin-Behandlung induziert, einer Form die unabhangig
von Proteinneusynthese ist (Malenka und Bear 2004, Ramiro-Cortes und Israely
2013). AnschlieRend wurden die AzL-(-)-Fukose-markierten kortikalen Primarkulturen
(DIV 21), unter Einsatz der CUAAC, biochemisch als auch fluoreszenzmikroskopisch
analysiert.

Zunachst wurden mogliche Veranderungen der Zellvitalitat durch den metabolischen
Einbau der AzL-(-)-Fukose oder der NMDA-Glyzin-induzierten synaptischen Aktivitét
untersucht. Kortikale Primérkulturen (DIV 21) wurden dafir mit NMDA-Glyzin
behandelt und anschlieend fur 48 h mit Kulturmedium inkubiert, welches mit oder
als Kontrolle ohne AzL-(-)-Fukose versetzt wurde. AbschlieBend wurden die
Primérkulturen in situ mit dem Hoechst 33258 Vital-Farbstoff inkubiert.

Toxische Effekte induzieren das Sterben der Zellen, ein Prozess der durch die
Permeabilisierung der Zellmembranen gekennzeichnet ist. Dieser Prozess ermdglicht
nachfolgend die Aufnahme des Hoechst 33258 Farbstoff in die Zellen und induziert
damit eine Farbung AT-reicher DNA-Sequenzen. Die positive Hoechst 33258-
Farbung der PFA-fixierten Zellen (Abb. 3.11.A.) wird durch die Permeabilisierung der
Zellmembran wéahrend der Fixierung ermdglicht. Im Gegensatz dazu wurden fir die
untersuchten Konditionen NMDA/Gly-AzL-(-)-Fuk, basal-AzL-(-)-Fuk, NMDA/Gly-
Kontrolle und basal-Kontrolle keine Hoechst 33258-Farbungen detektiert (Abb.
3.11.C-F.). Diese Farbungen waren vergleichbar mit der Negativkontrolle (kein
Hoechst 33258, Abb. 3.11.B).

Durch die quantitative Analyse wurde kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Konditionen hinsichtlich der Zellsterberate identifiziert (Abb.
3.11.G). Weder die NMDA-GIlyzin Inkubation zur Induktion synaptisch veranderter
Aktivitdat noch die 48-stindige  metabolische  AzL-(-)-Fukose-Markierung
beeintrachtigen die Vitalitat der kortikalen Primarkulturen.

Zusatzlich zur Analyse der Zellvitalitdt durch die Hoechst 33258-Farbung lassen sich
mogliche toxische Effekte durch die immunzytochemische Farbung des
Intermediarfilaments MAP2 beurteilen (Abb. 3.11.H-K). Zellen, die AzL-(-)-Fuk in die
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Glykanketten einbauen, zeigen eine ahnliche intakte MAP2-Farbung, wie Zellen die
ohne den Azid-modifizierten Zucker inkubiert wurden (Abb.3.11.H.J). Identische
Aussagen konnen fur die NMDA-Glyzin behandelten Zellen getroffen werden
(Abb.3.11.1.K). Diese Ergebnisse zeigen, dass unter den gewahlten Konditionen die

Vitalitdt der Zellen erhalten bleibt.

PFA-Fixierdng e NMDA/Gly-AzL-Fuk NMDA/Gly-Kontrolle

minus Hoechst 33258 basal-AzL-Fuk basal-Kontrolle

& 125+

9

QL

© 100+

(%2}

@

3 ] NMDA/Gly-AzL-Fuk

g 754 [ basal-AzL-Fuk

2 501 [ NMDA/Gly-Kontrolle
0 [l basal-Kontrolle

Gesamt: 275 301 400 355

tote Zellen: 7 15 10 8 +/- SEM, 3 Exp.

NMDA/Gly-AzL-Fuk NMDA/GIy Kontrolle

basal-AzL-Fuk basal-Kontrolle

Abb. 3.11. Vitalitat kortikaler Primarkulturen nach induzierter synaptischer Aktivitat und
metabolischer AzL-(-)-Fukose Markierung. Kortikale Priméarkulturen (DIV 21) wurden fir die
Induktion veranderter synaptischer Aktivitat 3 min mit HBS-Puffer versehen, welcher mit 20 pM NMDA
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und 10 uM Glyzin versetzt wurden war. Fir basale Konditionen wurden die Kulturen hingegen nur mit
HBS-Puffer versehen. AnschlieBend wurden die Kulturen mit Kulturmedium versehen, versetzt mit
375 uM AzL-(-)-Fuk oder zur Kontrolle ohne AzL-Fuk. Nach 48 h Inkubation wurden die Kulturen
durch die in situ Inkubation mit dem Hoechst 33258-Farbstoff auf die Zellvitalitat hin untersucht. Die
Experimente wurden insgesamt dreimal durchgefuhrt und analysiert. (A) PFA-fixierte Zellen zeigen
eine positive Hoechst 33258-Farbung. (B) Zellen die hingegen nicht mit Hoechst 33258 gefarbt
wurden, stellen die Negativkontrolle dar. Die vorliegenden Konditionen: (C) LTD-induziert und
metabolisch mit AzL-Fuk markiert, (D) metabolisch markiert, (E) LTD-induziert aber ohne
metabolische Markierung oder die (F) basale Kondition wurden durch die Hoechst 33258-Farbung auf
mogliche toxische Effekte hin untersucht. (G) Die statistische Analyse mittels one-way ANOVA
(P<0.05) zeigte, dass kein signifikanter Anstieg der Zahl toter Zellen durch die NMDA/Gly induzierte
synaptische Aktivitat oder durch die metabolische Markierung mit AzL-(-)-Fuk beobachtet wurde. Die
Fehlerbalken stellen die SEM-Werte dar. Zusatzlich wurden mégliche induzierte toxische Effekte
durch die MAP2-Farbung (H-K) analysiert. Dabei konnten keine Unterschiede in der Morphologie und
Vitalitat der Priméarkulturen festgestellt werden. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden
am Zeiss Axio Observer.Z1 Mikroskop mit einem 20 x und 63 x Objektiv durchgefihrt. (Mal3stab
entspricht 20 um in A-F und 10 pym in H-K)

3.3.2. Analyse NMDA- und Glyzin-induzierter Auswirkungen auf die
Dynamik des Fukosyl-Glykoproteoms durch BONMOT

Fir die Analyse der NMDA-Glyzin-induzierten Veranderungen des synaptischen
Fukosyl-Glykoproteoms wurden kortikale Primarkulturen (DIV 21) mit NMDA-Glyzin
oder zur basalen Kontrolle mit HBS-Puffer behandelt und anschlielend fur 48 h mit
bzw. fur Kontrolluntersuchungen ohne AzL-(-)-Fuk metabolisch markiert.
Nachfolgend wurden die AzL-fukosylierten Glykoproteine durch die CUAAC mit einer
Alkin-modifizierten Biotin-Sonde markiert und durch das Biotin-affine Protein
NeutrAvidin angereichert.

Um den Grad der verdnderten Fukosylierung zwischen den verschiedenen
Konditionen vergleichen zu kodnnen, wurden fur die NeutrAvidin-AC identische
Proteinmengen der einzelnen Konditionen verwendet. Die Proteinmengen wurden
mittels BCA-Test bestimmt und gegebenenfalls angeglichen. Abweichungen bis zu
5% wurden toleriert. Zusatzlich wurden quantitative OD-Analysen der SDS-Gele
durchgefuhrt. Weitere Untersuchungen wurden auf WB-Ebene mit einem gegen
Biotin gerichtet Antikdrper durchgeflhrt.

Das AzL-Fukosyl-Glykoproteom wurde erfolgreich mittels tragergekoppelter
NeutrAvidin-Matrix angereichert (Abb. 3.12.A.B., Spur SDS-Eluat). Im Vergleich zur
basalen Kontrolle, ist das Biotin-Signal nach der NMDA-Glyzin-Behandlung
signifikant erhoht (Abb. 3.12.C.; Abb. 3.12.D. zweiseitiger Student t-
Test,***P<0.001).
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Dies kdnnte entweder auf eine erhohte Neusynthese fukosylierter Glykoproteine oder
eine verstarkte Fukosylierung vorhandener Proteine oder beides zurtick zufuhren
sein. Identisch zu den vorliegenden Ergebnissen zeigt das SDS-Eluats der NMDA-
Glyzin-behandelten Kondition, ersichtlich in der Silberfarbung (Abb. 3.12.B.) und
anschlieBender Histogramm-Analyse (Abb. 3.12.C.E.), eine Erhohung der
Proteinmenge im gesamten Molekulargewichtsbereich.

Allgemein und ungeachtet der synaptischen Aktivitat, zeigt sich in der WB-Analyse,
dass insbesondere hochmolekulare Glykoproteine (M, = 50 kDa) durch AzL-(-)-Fuk
terminal modifiziert sind und somit durch NeutrAvidin angereichert werden kdnnen.
Dennoch sind auch niedermolekulare Glykoproteine (M; < 50 kDa) durch AzL-(-)-Fuk
terminal modifiziert und werden dementsprechend angereichert.

Wurden die kortikalen Primarkulturen hingegen mit NMDA-Glyzin oder HBS-Puffer
behandelt nachfolgend aber ohne AzL-(-)-Fuk kultiviert, zeigt sich, dass keine
Markierung durch die Biotin-Sonde stattfindet. Dementsprechend konnten durch den
Antikdrper, gerichtet gegen Biotin, keine Signale auf WB-Ebene detektiert werden
(Abb. 3.12.F, Spur Input). Lediglich endogen biotinylierte Proteine (Pacheco-Alvarez
et al. 2004) wurden mittels NeutrAvidin angereichert und detektiert (Abb. 3.12.F,
Spur Input, SDS-Eluat).

Die Ergebnisse der metabolischen AzL-(-)-Fuk-Markierung im Vergleich zu den
vorangegangen AAL-Affinitdts-basierten Proteinanreicherung zeigen nach SDS-

PAGE groRRe Ubereinstimmung im Proteinmuster.
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Abb. 3.12. Anreicherung AzL-fukosylierter Glykoproteine nach erfolgter Biotin-Markierung
mittels CUAAC und NeutrAvidin-AC. Zur Analyse dynamischer Veranderungen der Fukosylierung
von Glykoproteinen, wurden kortikale Primarkulturen (DIV 21) 3 min mit 20 uM NMDA und 10 pM
Glyzin behandelt. Unter basalen Bedingungen wurden die Kulturen dementsprechend 3 min
ausschlieBlich mit HBS-Puffer inkubiert. Anschlie@end wurden die Kulturen mit Kulturmedium
versehen, welches mit oder zu Kontrollzwecken ohne 375 uM AzL-(-)-Fukose versetzt wurden war.
Nach 48 h Inkubation wurden die Proteinlysate der behandelten Kulturen durch CuUAAC mit einer
Biotin-Sonde markiert. Es wurden identische Proteinmengen fir die nachfolgende Anreicherung
mittels des Biotin-affinen NeutrAvidin verwendet. (A) Die Detektion der Biotin-Sonde wurde auf WB-
Ebene durch einen anti-Biotin Antikdrper ermdglicht. (B) Die molekulare Zusammensetzung des AzL-
Fukosyl-Glykoproteoms wurde zusatzlich durch die Silberfarbung visualisiert. (C,E) Die Histogramm-
Analyse der vorliegenden und induziert veranderten Signalstdrken des Biotin-Signals bzw. der
Silberfarbung, wurde mittels Image J realisiert. Dabei zeigt sich, dass das angereicherte AzL-Fukosyl-
Glykoproteom aus molekularer Sicht im Gesamten an Masse zugenommen hat. (D) Fir die
quantitative Analyse der NMDA/Glyzin-induziert veranderten Fukosylierung von Glykoproteinen
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wurden die Biotin-Signalintensitaten mittels QuantityOne analysiert, nachfolgend normalisiert und
durch den zweiseitigen Student t-Test interpretiert. Die Fehlerbalken stellen die SEM-Werte dar.
*P<0.05; **P<0.01, **P<0.001. Diese Analyse zeigt, dass das Biotin-Signal durch die NMDA/Glyzin
Behandlung signifikant erhéht ist. (F) Zur Uberpriifung der methodischen Validitat der verwendeten
CUuAAC und der Anreicherung mittels NeutrAvidin wurden Proteinlysate aus Kulturen, die ohne AzL-
Fuk kultiviert wurden, analysiert. Es waren keine Biotin-Markierungen nachweisbar, wodurch die
Validitat der Daten in A-E bestatigt wird.

Angesichts dieser Ergebnisse ist es von grofem Interesse, welche Proteine unter
NMDA/Glyzin-induziert veranderter synaptischer Aktivitat einer Anderung der
Fukosylierung unterliegen. Die Fukosylierung jedes einzelnen Proteins kann unter
Umstdnden hoch- oder herunter-reguliert oder auch unverandert sein. Dies muss
dann nur fUr jedes einzelne Protein Uberprft werden.

Daher wurden solche Proteine aus der Gesamtliste identifizierter Fukosyl-Proteine
ausgewahlt fur die Antikorper verfigbar waren. Die durch Chemilumineszenz
detektierten Signalintensitaten wurden mit QuantityOne analysiert und nachfolgend
fur jeden einzelnen Blot, auf den jeweiligen Mittelwert der Signale auf diesem Blot,
normalisiert. Quantitativ wurden die normalisierten Lumineszenzintensitaten durch
den zweiseitigen Student t-Test statistisch bewertet.

Die NMDA/Glyzin-induzierte verédnderte synaptische Aktivitat (Abb. 3.13.) fuhrt zu
einer statistisch signifikanten Reduzierung der Signalintensitat der alpha-1
Untereinheit des GABA(A)-Rezeptors. Die Reduzierung in der Signalintensitat beruht
auf der verminderten NeutrAvidin-Anreicherung, da offenbar infolge der
NMDA/Glyzin-Inkubation, weniger AzL-(-)-Fuk in die Glykanketten dieser GABA(A)-
Rezeptor Untereinheit eingebaut wird.

Gegensatzlich dazu wurde fir die Signalintensitat des neuronalen Cadherins, des
Contactin assoziierten Proteins Caspr2 und fir den spannungsabhangigen
Kaliumkanal Kv1.2 ein statistisch signifikanter Anstieg beobachtet. Hier wird auf
Grund der verdnderten synaptischen Aktivitdt entweder vermehrt AzL-(-)-Fuk in
bereits existierende Glykanketten inkooperiert, oder es wird vermehrt AzL-(-)-Fuk in
neusynthetisierte Proteine eingebaut.

Die Proteine ADAM22, Neurofascin-186 und Neuroplastin hingegen zeigten keine
statistisch signifikante Verdnderungen der AzL-(-)-Fuk-Inkorporation infolge der
NMDA/Glyzin-Behandlung. Auch NCAM, TrkB, GIluR2, Cavl.3, Thyl.1 und
Contactin/F3 wurden unter den vorliegenden Konditionen untersucht, allerdings
behinderten die schwachen Lumineszenzintensitaten bzw. deren Streuung eine

statistische Analyse. Neuroligin-1 konnte in den Eluaten nicht detektiert werden.
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Abb. 3.13. Statistische Analyse des relativen Grades der Fukosylierung der durch NeutrAvidin
angereicherten AzL-fukosylierten Proteine. Zur Analyse dynamischer Verdnderungen in der
Fukosylierung ausgewahlter Proteine, wurde das angereicherte AzL-Fukosyl-Glykoproteom nach
NeutrAvidin-Affinitatsanreicherung untersucht. Auf WBs wurden die Signalintensitaten einzelner
Proteine detektiert. Fir eine quantitative Analyse der NMDA/Glyzin-induziert verénderten
Fukosylierung ausgewahlter Proteine wurden die Signalintensitaten mittels QuantityOne analysiert,
nachfolgend normalisiert und durch den zweiseitigen Student t-Test interpretiert. Fir die alpha-1
Untereinheit des GABA(A)-Rezeptor wurde eine statistisch signifikante Reduzierung der
Signalintensitdt nach NMDA/Gly Behandlung gefunden. Fir das neuronale Cadherin, Caspr2 und
Kvl.2 wurde hingegen ein statistisch signifikanter Anstieg der Signalintensitaten nach NMDA/Gly-
Behandlung detektiert. Fiir ADAM22, Neurofascin-186 und Neuroplastin wurden keine Anderungen in
der Signalintensitat detektiert. Die Fehlerbalken stellen die SEM-Werte dar. *P<0.05; **P<0.01,
***P<0.001
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3.3.3. Massenspektrometrische Analyse des AzL-fukosylierten

Glykoproteoms

Die biochemischen Untersuchungen des AzL-fukosylierten Glykoproteoms und die
Analysen der aktivititsabhdngigen veréanderten  Fukosylierung einzelner
Kandidatenproteine liefern eine Vielzahl an Ergebnissen.

Ungeachtet dessen, kann durch dieses Vorgehen nur ein kleines Spektrum zur
Identifizierung fukosylierter Proteine abgedeckt werden. Anhand dieser Tatsache
wurden die mittels NeutrAvidin-angereicherten Fraktionen der NMDA/Gly-AzL-(-)-Fuk
und basal-AzL-(-)-Fuk Konditionen massenspektrometrisch untersucht.

Basierend auf dem gegenwartigen Wissenstand, dass nur sekretierte und integrale
Membranproteine durch Glykanketten modifiziert sind, wurden die identifizierten
Proteine der mit NeutrAvidin angereicherten AzL-(-)-Fuk-Fraktionen mit oder ohne
NMDA/Glyzin-Behandlung bei vergleichbarem Vorgehen wie in Abschnitt 3.2.3
selektiert.

Im Eluat der Zellextrakte nach NMDA/Gly-Behandlung wurden insgesamt 635
Proteine (Anhang digital S 3B), im Eluat der Zellen den ohne Stimulus (basale
Bedingung) 554 Proteine identifiziert (Anhang digital S 4B). Insgesamt,
ausschlieBlich von Duplikaten, wurden 1129 verschiedene Proteine identifiziert.
Dabei zeigt sich, dass bei den identifizierten Proteinen (Abb. 3.14. Venn-Diagramm)
136 Proteine als Membran- und extrazellulare Proteine eingestuft werden konnten
(Anhang S2). Demgegeniuber wurden 993 zytoplasmatische, nukleare und Proteine

ohne zellulare Lokalisation identifiziert.
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Abb. 3.14. Klassifizierung des durch NeutrAvidin angereicherten AzL-fukosylierten Proteoms.
Fur die Analyse der Fukosylierung von Glykoproteinen bei veranderter synaptischer Aktivitat wurden
kortikale Primérkulturen (DIV 21) 3 min mit 20 uM NMDA und 10 pM Glyzin behandelt. Unter basalen
Bedingungen wurden die Kulturen dementsprechend 3 min mit HBS-Puffer inkubiert. Nachfolgend
wurden die Kulturen mit Kulturmedium versorgt, welches mit 375 uM AzL-(-)-Fuk versetzt worden war.
Nach der 48 h Inkubation wurden die Proteinlysate der behandelten Kulturen durch die CUAAC mit
einer Biotin-Sonde markiert. Anschlieend wurden die mit einer Biotin-Sonde markierten Proteine Uber
NeutrAvidin angereichert und die im Eluat enthaltenen Proteine wurden massenspektrometrisch
analysiert. Manuell, als auch durch UniProt und IPA wurden die in den Eluaten identifizierten Proteine
nach der zelluléren Lokalisation gruppiert. In der Venn-Darstellung spiegelt sich die relative Verteilung
der Proteine hinsichtlich der zellularen Lokalisation wieder.

Es zeigt sich erneut, vergleichend zur massenspektrometischen Analyse des durch
AAL-angereicherten Fukosyl-Proteom (Abschnitt 3.2.3.), dass eine Vielzahl an
Zelladhasionsmolekulen, Transportern, lonenkanalen, Rezeptoren und Regulatoren
terminal durch Fukose modifiziert sein kénnen. Es gibt viele Proteine, die in beiden
analysierten Konditionen gefunden wurden. Erwdhnenswert sind unteranderem
NCAM und Neurofascin. Dennoch gibt es auch Proteine, wie beispielsweise
Neuroplastin, die nur unter einer der beiden analysierten Konditionen detektiert
wurden (Tabelle 8, Anhang S2; Anhang digital S 3B, 4B). Die drei aufgefiihrten
Proteine reprasentieren nur einen geringen Teil der insgesamt unter beiden
Bedingungen 136 identifizierten Proteine. Die Zelladhasionsmolekile und
Transporter stellen auch hier wie nach AAL-chromatographischer Anreicherung von
fukosylierten Proteinen (siehe Abschnitt 3.2.3) den Hauptteil identifizierter Proteine
dar.

Ebenso wurde, wie auch im Abschnitt 3.2.3 bereits gezeigt, eine Vielzahl an
ATPasen identifziert, die vorher immunchemisch nicht detektiert werden konnten.
Der bereits im WB von AAL-Eluaten detektierte Glutamatrezeptor GIuR2 und weitere
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Rezeptoren und lonenkanédle konnten ebenso als mdgliche fukosylierte Proteine
identifiziert werden (Anhang S2; Anhang digital S 3B, 4B).

Tabelle 8: Auflistung massenspektrometrisch identifizierter NeutrAvidin-angereicherten
Proteine.

Die mittels NeutrAvidin-angereicherten Fraktionen der NMDA/Gly-AzL-(-)-Fuk und basal-AzL-(-)-Fuk
Konditionen wurden anschlieBend, an die massenspektrometrische Analyse, manuell, durch UniProt
und IPA gemaR der zellularen Lokalisation sortiert. Untersucht wurde zuséatzlich ob die Proteine unter
beiden Bedingungen oder nur unter einer der beiden Bedingungen gefunden wurden. Gelistet ist
zudem, wie viele Proteine bzw. Peptide des Kandidaten identifziert wurden. (Farblich blau markierte
Proteine sind bereits durch immunologische Detektion im AAL identifiziert; Abschnitt 3.2.2.)

. . z z MW NMDA
Protein UniProt Proteine | Peptide | [kDa] | Glyzin el
Zelladhé&sion-Zellerkennung
Neuroplastin P97546-1 1 2 31,3 +
. y 1 3 140,3 +
L1 Zelladh&sionsmolekil D3ZPC4 1 5 1403 ;
NCAM 1 P13596 4 21 94,6 +
4 18 94,6 +
Neurofascin P97685 1 3 137,9 +
5 2 137,9 +
. 1 23 113,4 +
Contactin 1 Q63198 1 20 113.4 N
Tansporter
ATPase, Na+/K+ Transporter, P0GESS 1 25 113,0 +
alpha 1 Polypeptid 1 23 113,0 +
ATPase, Na+/K+ Transporter, P06686 1 24 112,1 +
alpha 2 Polypeptid 1 21 1121 +
ATPase, Na+/K+ Transporter, 1 36 111,6 +
. P06687
alpha 3 Polypeptid 1 32 111,6 +
ATPase, Cat++ Transporter, 6 19 136,7 +
P11506
Plasmamembran 2 2 19 136,7 +
ATPase, Ca++ Transporter, 064568 15 11 138,5 +
Plasmamembran 3 15 10 138,5 +
ATPase, Cat++ Transporter, Q64542-3 4 22 127,4 +
Plasmamembran 4 4 23 127.,4 +
Neurotransmitter Transporter 1 3 67,0 +
' P23978 :
GABA 1 2 67,0 +
lonenkanéle-lonenkanéle mit
Rezeptoraktivitat
ionotropher Glutamatrezeptor,
AMPA 2 P19491 5 2 98,6 +
spannungsabhangiger 6 11 123,7 +
Kalziumkanal, alpha 2/delta 1 P54290
Untereinheit 6 2 123,7 i
spannungsabhéangiger P08104 3 2 221,2 +
Natriumkanal, Typ3 , alpha 2 4 221,2 +
GABA(A) Rezeptor, beta 3 P63079 4 2 54,1 +
G-Protein gekoppelte
Rezeptoren
Glutamat Rezeptor, metabotroph 5 | P31424 | 2 | 3 [1318] +
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Trotz der methodischen Unterschiede zwischen BONMOT- bzw. AAL-AC wurden in
den MS-Analysen insgesamt 332 Proteine (Anhang S3) identifiziert. In beiden
Versuchsansatzen wurden 92 identische Membran- bzw. extrazellulare Proteine
charakterisiert. Wahrenddessen 156 Membran- oder extrazellulare Proteine nur in
der AAL-bindenden Fraktion und 58 Proteine nur in den BONMOT-angereicherten
Proteinfraktionen identifiziert wurden (Anhang S4).

3.3.4. Analyse der Dynamik des Fukosyl-Glykoproteoms durch FUNMOT
nach NMDA-Glyzin-induzierter Plastizitat

Eine weitere Analyse der NMDA-Glyzin-induzierten dynamischen Verénderungen
des synaptischen Fukosyl-Glykoproteoms wurde mittels Fluoreszenzsonden
durchgeftihrt. Analog zum BONMOT-Verfahren wurden kortikale Primarkulturen (DIV
21) mit NMDA-Glyzin bzw. zur Analyse basaler synaptischer Aktivitat mit HBS-Puffer
behandelt. AnschlieRend wurden die Kulturen fur 48 h in Kulturmedium mit oder zu
Kontrollzwecken ohne AzL-(-)-Fukose inkubiert. Nach Fixierung der Zellen wurde
durch die CuAAC eine Alkin-modifizierte TexasRed-Sonde kovalent an die
Azidgruppe des L-(-)-Fukose gebunden, wodurch die Analyse AzL-fukosylierter

Glykokonjugate mittels Fluoreszenzmikroskopie méglich war.
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Abb. 3.15. Visualisierung AzL-fukosylierter Glykokonjugate in kortikalen Priméarkulturen durch
FUNMOT. Dissoziierte Neuronen-Glia-Kulturen (DIV 21) wurden zur Induktion veranderter
synaptischer Aktivitdt 3 min mit 20 pM NMDA und 10 puM Glyzin behandelt. Als Kontrollgruppe
dienten entsprechende Kulturen ohne den Zusatz von NMDA/Glyzin. Nach einer 48 h Inkubation in
Kulturmedium welches mit oder ohne 375 uM AzL-(-)-Fukose versehen worden war, wurden die
Kulturen fixiert und durch die CuUAAC mit der TexasRed-Alkin-Sonde markiert. Eine Zunahme der
Fukosylierung von Glykokonjugaten spiegelt sich durch eine verstéarkte TexasRed-Emission wieder.
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden am Zeiss Axio Observer.Z1 Mikroskop mit einem
40 x Objektiv durchgefuhrt. (Maf3stab entspricht 20 ym)

Neuronen-Glia-Kulturen, die mit AzL-(-)-Fuk inkubiert wurden zeigen ein deutliches
Fluoreszenzsignal des Fluorophors TexasRed an MAP2-positiven Neuronen (Abb.
3.15.A.B.). Kulturen, die nicht mit AzL-(-)-Fukose inkubiert wurden, weisen keine

Markierung durch die Fluoreszenzsonde auf (Abb. 3.15.C.D.). Hinsichtlich der

Lokalisierung AzL-fukosylierter Glykokonjugate zeigt sich tbereinstimmend mit den
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vorangegangenen AAL-Markierungen, dass die modifizierten Glykanketten
vorwiegend Zellmembran-assoziiert oder im extrazellularen Matrixraum vorliegen.
Zusatzlich konnte eine intensive Emission des Fluorophors TexasRed im Soma
detektiert werden. Die Ursache hierflr liegt sehr wahrscheinlich an der intrazellularen
Verstoffwechselung der AzL-(-)-Fuk.

AzL-(-)-Fuk wird von der Zelle aufgenommen und im Zytoplasma mittels des Salvage
Pathways (Ma et al. 2006) in die aktive GDP-AzL-Fuk umgewandelt. Des Weiteren
kénnen im Soma, im genaueren an den Zisternen des Golgi-Apparates und im ER,
AzL-fukosylierte Glykokonjugate durch die Fluoreszenzsonde markiert werden.
Folglich wird durch die Konzentration auf engen Raum ein starkes TexasRed-
Fluoreszenzsignal detektiert.

Vergleicht man die Intensitaten der Fluoreszenzsignale der verschiedenen
untersuchten Bedingungen miteinander, zeigt sich eine starkere TexasRed-
Signalintensitat bei NMDA-Glyzin-behandelten Primérkulturen. Dies deutet darauf
hin, dass vermehrt AzL-(-)-Fuk eingebaut und von der fluoreszenten Sonde markiert
wurde. Diese Beobachtung ist im Einklang mit der Zunahme der Fukosylierung von
Glykoproteinen bei NMDA-Glyzin-induzierter LTD in den BONMOT-Analysen
(Abschnitt 3.3.2.).

3.3.5. Visualisierung dynamischer Fukosylierung und Proteinneusynthese
mittels kombinierter FUNMOT und FUNCAT-Analysen

Durch den metabolischen AzL-(-)-Fuk Einbau und die BONMOT- bzw. FUNMOT-
Analysen konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Anderung der
Fukosylierung von Proteinen durch die Modulation neuronaler Aktivitat hervorgerufen
wird.

Dennoch kann ausgehend von diesen Ergebnissen keine Aussage dariber gemacht
werden, inwieweit neusynthetisierte oder bereits existierende Glykoproteine von der
Veranderung in der Fukosylierung betroffen sind. Um dies im Detail zu betrachten, ist
es notwendig, den Anderungsgrad der Fukosylierung in Abhangigkeit von der
Proteinneusynthese zu untersuchen.

Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit die metabolische Doppelmarkierung mit
AzL-(-)-Fuk und HPG durchgefiihrt. Die Azid-modifizierte L-(-)-Fukose wird wie

bereits beschrieben durch den zelleigenen Metabolismus die in die Glykanketten
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eingebaut. Gleichzeitig findet durch den zelleigenen Translationsapparat ein Einbau
der Alkin-modifizierten Aminosadure HPG, einem Analogon zur Aminosaure
Methionin, in das Proteingerist statt. Die beiden anschlieBenden CuAAC-Reaktionen
(Rostovtsev et al. 2002, Dieterich et al. 2006, Dieterich et al. 2007, Dieterich et al.
2010, Liu et al. 2011) ermoglichen die biochemische und fluoreszenzmikropische
Analyse doppelt metabolisch markierter Proteine.

Fur die Optimierung der experimentellen Bedingungen wurden zunachst kortikale
Primarkulturen unter basalen Konditionen fur 1, 4, 8,24 und 48 h mit AzL-(-)-Fuk
oder HPG inkubiert. Fir die Visualisierungen wurden AzL-(-)-Fuk-modifizierte
Glykane durch die CuAAC mit der fluoreszenten TexasRed-Alkin-Sonde markiert
(FUNMOT-Verfahren). Neusynthetisierte Proteine mit der Aminosaure HPG im
Proteingeriist wurden hingegen durch die Alexa Fluor-488™-Azid-Sonde (FUNCAT-
Verfahren) visualisiert (Abb. 3.16.).
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Abb. 3.16. Analyse des zeitlichen Einbau von AzL-(-)-Fuk in die Glykane und von HPG in
neusynthetisierte Proteine. Dissoziierte Neuronen-Glia-Kulturen (DIV 21) wurden unter basalen
Konditionen fur 1, 4, 8, 24 und 48 h mit Hibernate-Medium inkubiert, welches mit (A) 2 mM L-
Methionin und 375 uM AzL-(-)-Fuk oder (B) 2 mM HPG versehen worden war. Nach der PFA-
Fixierung wurden die AzL-(-)-Fuk modifizierten Glykane durch die CuAAC mit der TexasRed-Alkin-
Sonde markiert. Proteine mit der Aminosaure HPG im Proteingeriist wurden hingegen mit der Alexa
Fluor-488™-Azid-Sonde visualisiert. Die Zunahme der Emission des TexasRed- und Alexa Fluor-
488TM-FIuorophors spiegeln die Effizienz des Einbaus in die Glykane und Proteinstruktur wieder.
Dabei zeigt sich, dass AzL-(-)-Fuk erst nach 24 h gut detektierbar in die Glykane eingebaut wird. HPG
konnte wahrenddessen bereits nach 8 h detektiert werden. Die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen wurden am Zeiss Axio Observer.Z1 Mikroskop mit einem 40 x Objektiv durchgefuhrt.
(Mafstab entspricht 10 ym)
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Es zeigt sich deutlich, dass der AzL-(-)-Fuk Einbau in den Glykanen erst nach einer
Inkubationszeit von 24 h detektiert werden kann. Die beste Emission des
Fluorophors TexasRed und folglich der effizienteste Einbau von AzL-(-)-Fuk in die
Glykanketten ist nach 48 h gegeben (Abb.3.16.A.). Diese lange Zeitspanne kann
zum einem durch die Umwandlung der AzL-(-)-Fuk zu der aktiven GDP-AzL-(-)-Fuk
oder zum anderen durch die Proteinneusynthese des AzL-fukosylierten
Glykoproteins verursacht werden.

Vergleicht man die Emission des Fluorophors Alexa Fluor-488™, welches die
Effizienz des Einbaus der Aminosdure HPG in das neusynthetisierte Proteingerist
wiederspiegelt, zeigt sich, dass erste Signale nach einer 8-stiindigen metabolischen
Markierung detektiert werden kénnen. Eine starkere Emission von Alexa Fluor-488™
ist nach einer 48-stiindigen Inkubation ersichtlich. Gegensatzlich zur AzL-(-)-Fuk ist
fur den metabolischen Einbau von HPG keine Aktivierung erforderlich, was eine
Erklarung fur die kirzeren Einbauzeiten sein kann.

Fur die metabolische Doppelmarkierung mit AzL-(-)-Fuk und HPG wurden kortikale
Primarkulturen mit beiden Substanzen fir 48 h inkubiert, wodurch ein effizienter
Einbau beider Substanzen ermdéglicht wird.

Basierend auf den vorangegangenen Studien wurde die Anderung der Fukosylierung
in Abhangigkeit von der Proteinneusynthese untersucht. Diesbezlglich wurde in
kortikale Primarkulturen chemisch mittels NMDA und Glyzin eine LTD induziert,
gefolgt von einer 48-stiindigen Inkubationszeit in AzL-(-)-Fuk- und HPG-haltigem
Medium. Durch das anschlieBende FUNMOT- bzw. FUNCAT-Verfahren wurden die

Visualisierung mit den Fluoreszenzsonden ermdéglicht (Abb.3.17.).
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Abb. 3.17. Visualisierung AzL-fukosylierter Glykokonjugate und neusynthetisierter Proteine
durch FUNMOT und FUNCAT. (A) Dissoziierte Neuronen-Glia-Kulturen (DIV 21) wurden unter
basalen Konditionen fir 48 h mit Hibernate-Medium inkubiert welches mit 2 mM HPG oder 375 uM
AzL-(-)-Fuk versehen worden war. (B-C) Zur Modulation synaptischer Aktivitat wurden die kortikalen
Priméarkulturen mit NMDA-Glyzin, fur basale Bedingungen hingegen mit HBS-Puffer behandelt. Fur die
Analyse in wie weit die Doppelmarkierung einen Einfluss auf den metabolischen Einbau austbt
wurden die Kulturen fur 48 h mit Hibernate-Medium inkubiert, welches mit 375 uM AzL-(-)-Fuk + 2 mM
HPG versehen worden war. Nach der Fixierung wurden die AzL-(-)-Fuk modifizierte Glykane durch die
CUuAAC mit der TexasRed-Alkin-Sonde markiert. Die Aminosadure HPG im Proteingerist wurden
hingegen mit der Alexa Fluor-488™-Azid-Sonde visualisiert. Die Emission von Alexa Fluor-488™- und
TexasRed-Fluorophors visualisiert die Effizienz des metabolischen Einbaus in das Proteingertst und
in die Glykane. Dabei zeigt sich, dass die chemisch induzierte LTD eine verstarkte AzL-Fukosylierung
induziert, hingegen aber keine Auswirkungen auf die Proteinneusynthese hat. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden am Zeiss Axio Observer.Z1 Mikroskop mit einem
40 x Objektiv durchgefuhrt. (Ma3stab entspricht 10 ym)

Die verdnderte synaptische Aktivitat, welche durch die NMDA-Glyzin Behandlung
herbeigefuhrt wurde, verursacht einen verstarkten AzL-(-)-Fuk Einbau in die Glykane,
sowohl in den dendritischen Spines und dem Soma der Neuronen (Abb. 3.17.B).
Folglich sind durch die chemisch induzierte LTD mehr AzL-fukosylierte

Glykokonjugate an den Neuriten und dem Soma lokalisiert.
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Die neusynthetisierten Proteine konnten vor allem im Soma und in den Dendriten als
auch in Spines durch die Alexa Fluor-488™ Emission detektiert werden (Abb.
3.17.C). Dabei zeigte sich, dass unter den experimentellen Bedingungen gleiche
Intensitaten fur FUNCAT-Markierung beobachtet wurden. Dies lasst darauf
schlieRen, dass die NMDA-Glyzin-Behandlung, keine Auswirkungen auf die
Proteinneusynthese ausubt. Zusammenfassend kann durch diesen Versuchsansatz
demonstriert werden, dass die chemisch induzierte LTD keinen Einfluss auf die
Proteinneusynthese ausubt, aber eine verstarkte AzL-Fukosylierung induziert,

wodurch verstarkt bereits existierende Proteine modifiziert werden.

3.3.6. Analyse des Grades der Fukosylierung abhangig von der
Proteinneusynthese durch BONCAT und FUNMOT

In den vorangegangen Untersuchungen wurde durch den metabolischen AzL(-)-Fuk
Einbau gezeigt, dass der Grad der Fukosylierung und induzierte dynamische
Veranderungen durch das BONMOT- bzw. FUNMOT-Verfahren detektiert werden
konnen. Dennoch kann gegenwaértig keine Aussage daruber gemacht werden,
inwieweit neusynthetisierte oder bereits existierende Glykoproteine von der
Fukosylierung betroffen sind. Die bereits beschriebene  metabolische
Doppelmarkierung soll hierbei zu neuen Erkenntnissen betragen.

Dabei wurde die Azid-modifizierte L-(-)-Fuk 48 h unter basalen Konditionen durch
den zelleigenen Metabolismus die in die Glykanketten bereits existierender oder
neusynthetisierter Proteine eingebaut. Gleichzeitig findet dazu durch den zelleigenen
Translationsapparat ein Einbau der Alkin-modifizierten Aminosdure HPG in das
Proteingerlst statt. Parallel wurden zur Untersuchung der Kontrollkonditionen
kortikale Priméarkulturen nur mit AzL-(-)-Fuk oder HPG metabolisch markiert.

Im Anschluss an die metabolische Markierung wurden die neusynthetisierten HPG-
enthaltenden Proteine mittels CuAAC mit einer Azid-modifizierten Biotin-Sonde
markiert (BONCAT-Verfahren) und mittels NeutrAvidin-Agarose angereichert
(Rostovtsev et al. 2002, Dieterich et al. 2006, Dieterich et al. 2007, Liu et al. 2011).
Durch diese Anreicherung wurden alle neusynthetisierten Proteine, fukosyliert oder
nicht fukosyliert, vom tbrigen Proteom separiert.

Im né&chsten Schritt wurden alle fukosylierten Glykoproteine durch eine zweite
CuAAC mit einer Alexa Fluor-488™-Alkin-Sonde visualisiert. Dieses FUNMOT-
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8™ eine Detektion AzL-

Verfahren ermoglicht durch die Emission von Alexa Fluor-48
fukosylierter Glykoproteine. Um den Grad der Fukosylierung in Abh&ngigkeit zur
Proteinneusynthese vergleichen zu koénnen, wurden alle Suspensionen auf ein
aguivalentes Volumen eingestellt und analysiert.

In der Abb. 3.18.A. werden die neusynthetisierten Proteine, welche die Aminoséure
HPG eingebaut haben und letztendlich durch die Biotin-Azid-Sonde markiert wurden,
mittels eines Biotin-Antikorpers detektiert (Abb. 3.18.A. Spur Input, SDS-Eluat;
Konditionen HPG/HPG-AzL-Fuk). Dabei konnte gezeigt werden, dass nur die
Proteine, die HPG als Aminosdure eingebaut haben durch die Biotin-Azid-Sonde
markiert wurden, wodurch letztendlich mittels NeutrAvidin eine Anreicherung des
neusynthetisierten Proteoms stattfinden konnte (Abb. 3.18.A. Spur SDS-Eluat;
Konditionen HPG/HPG-AzL-Fuk). Kortikale Primarkulturen, die hingegen nur mit AzL-
(-)-Fuk metabolisch markiert wurden, konnten durch die Biotin-Azid-Sonde nicht
markiert und letztendlich nicht immunologisch detektiert werden (Abb.3.18.A.
Konditionen AzL-Fuk).

Durch die zweite CUAAC wurden alle AzL-fukosylierten Glykoproteine, unabhangig
ob bereits existierend oder neusynthetisiert, mit einer Alexa Fluor-488™-Alkin-Sonde
visualisiert (Abb. 3.18.B). Fur diese Untersuchungen wurde der Durchfluss der
NeutrAvidin-AC, welcher das existierende Proteom enthélt und die durch NeutrAvidin
angereicherte und noch gebundene, neusynthetisierte Fraktion verwendet.

Unter Kontrollbedingungen, bei denen primére kortikale Kulturen nur mit AzL-(-)-Fuk
metabolisch markiert wurden, konnten alle AzL-fukosylierten Glykoproteine im
Durchfluss detektiert werden, folglich kann eine unspezifische NeutrAvidin-affine
Anreicherung ausgeschlossen werden (Abb. 3.18.B. Spur Durchfluss; Kondition AzL-
Fuk). Die experimentelle Bedingung setzte hingegen eine Separierung des
neusynthetisierten Proteoms voraus, die zeigte, dass nur wenige neusynthetisierte
Proteine durch AzL-(-)-Fuk in den Glykanketten modifiziert sind (Abb. 3.18.B. Spur
SDS-Eluat; Kondition HPG-AzL-Fuk).

Somit zahlt der Grof3teil der AzlL-fukosylierten Glykoproteine zum bereits
existierenden Proteom (Abb. 3.18.B. Spur Durchfluss; Kondition HPG-AzL-Fuk).
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die metabolische Markierung der

Glykanketten durch AzL-(-)-Fuk zum tGberwiegenden Teil de novo stattfindet.
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Abb. 3.18. Detektion neusynthetisierter Proteine und Visualisierung AzL-fukosylierter
Glykokonjugate durch BONCAT und FUNMOT. Kortikale Primérkulturen (DIV 21) wurden unter
basalen Konditionen 48 h mit Hibernate-Medium inkubiert, welches mit 2 mM L-Methionin + 375 pM
AzL-(-)-Fukose, 2 mM HPG oder 375 pM AzL-(-)-Fukose + 2 mM HPG versehen worden war. Nach
der 48 h Inkubation wurden die Proteinlysate der behandelten Kulturen durch die CuUAAC mit einer
Biotin-Azid-Sonde markiert. Identische Proteinkonzentrationen wurden nachfolgend fur die
NeutrAvidin-AC verwendet. In einer zweiten CUAAC wurde der Durchfluss der NeutrAvidin-AC und die
angereicherte, gebundene NeutrAvidin-Fraktion mit einer Alexa Fluor-488™-Alkin-Sonde markiert und
anschlieBend visualisiert. Durch den immunologischen Nachweis mittels eines gegen Biotin
gerichteten Antikorpers konnten alle neusythetisierten Proteine detektiert werden. Die Emission des
Alexa FIuor—488TM-FIuorophors visualisierte hingegen alle AzL-fukosylierten Glykoproteine. Dabei
wurde ersichtlich, dass unter basalen Konditionen ein Grof3teil des existierenden Proteoms de novo
fukosyliert wird.
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Gegenwartig muss man dennoch davon ausgehen, dass der Anteil des
neusynthetisierten Proteoms unter basalen Konditionen, denen des bereits
existierenden Proteom bei Weitem unterlegen ist. Dies kdnnte auch die geringe
Alexa Fluor-488™-Emission unter den Doppelmarkierungs-Konditionen erklaren.
Dennoch legen die Resultate nahe, dass ein Grof3teil der AzL-Fukosylierung de novo

stattfindet.
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4. Diskussion

In den vergangenen Jahrzehnten gelang es mit Hilfe moderner Analysemethoden,
Proteine hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion im Detail zu untersuchen. Dabei
wurde beispielweise deutlich, dass Proteine unter anderem phosphoryliert oder mit
Oligosaccharidketten besetzt sind.

Letzteres - die Glykosylierung - ist ein posttranslationaler Modifikationsprozess, dem
wahrscheinlich eine wichtige funktionelle Rolle zukommt, da eine Vielzahl der
extrazellularen und sekretierten Proteine glykosyliert ist (Varki 1993, Breen et al.
1998). Dank neuer Techniken kénnen diese Modifikationen mit wesentlich hoherer
Effizienz und Genauigkeit untersucht werden.

Von der Zusammensetzung und dem Verzweigungsgrad sind Oligosaccharidketten
kaum Grenzen gesetzt. Dennoch hat sich in den vergangenen Jahren gezeigt, dass
insbesondere die L-(-)-Fuk als Glykosylierungseinheit eine Sonderstellung einnimmt
(Varki 1993). Die L-(-)-Fuk existiert als terminales Monosaccharid an N-und O-
glykosidisch gebundenen Kohlenhydratketten von Glykoproteinen und ist offenbar
essentiell bei einer Vielzahl kognitiver Prozesse (Krug et al. 1994, Matthies et al.
1996, Murrey et al. 2006). Trotz dieser Erkenntnis, dass ein einzelnes
Monosaccharid die zellulare Kommunikation im Gehirn beeinflussen kann, wurden in
den vergangenen Jahren auf Grund technischer Hirden nur wenige dieser
fukosylierten Proteine charakterisiert.

Ein Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es somit, die Identifizierung des synaptischen
Fukosyl-Proteoms vorzunehmen, um dadurch zu einem besseren Verstandnis der
Rolle der Proteinfukosylierung fir beispielsweise Lern- und Gedachtnisprozesse zu
gelangen. Durch die Verwendung des Fukose-spezifischen Aleuria aurantia Lektins
und der metabolischen Markierung mit einer Azid-modifizierten L-(-)-Fuk konnte hier
in dieser Arbeit die Effizienz der Identifizierung und damit die Anzahl der

identifizierten fukosylierten Proteine um ein Vielfaches gesteigert werden.

Synapsen sind in der Lage, durch Anderungen ihrer molekularen Zusammensetzung
auf Veranderungen in ihrem Milieu und Erregungsmustern zu reagieren (Wollscheid
et al. 2009). Darliber hinaus kann die synaptische Ubertragungseffizienz auch durch
dynamische Veranderungen der Protein-Glykosylierung und im Besonderen der

Fukosylierung von Proteinen modifiziert werden (Bullock et al. 1990, Krug et al. 1991,
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Matthies et al. 1996, Matthies et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde hierzu
ein Paradigma verwendet, welches chemisch induzierter LTD durch NMDA-Glyzin-
Behandlung in priméren Neuronen-Glia-Kulturen entspricht. Weiterhin wurde der
Frage nachgegangen, ob bereits existierende Proteine fukosyliert werden oder ob

dies lediglich neusynthetisierte Protein betrifft.

4.1 Zellulare und subzellulare Verteilung fukosylierter Proteine

Die Aleuria aurantia Lektin-basierten histochemischen Untersuchungen der
Hirnschnittpraparate und lektinzytochemischen Farbungen primarer Kkortikaler
Neuron-Glia-Kulturen zeigen, dass sich eine ausgepragte Farbung sowohl an
Neuronen als auch Astrozyten detektieren lasst. Dabei wurde insbesondere
beobachtet, dass fukosylierte Glykokonjugate vorwiegend Zellmembran-assoziiert
vorliegen. Konfokale Aufnahmen zeigen des Weiteren eine Farbung intrazellularer
Strukturen, die wahrscheinlich identisch mit Strukturen des Golgi-Apparates sind.
Dies ware plausibel, da im Golgi-Apparat die Komplettierung komplexer
Glykanseitenketten durch terminale Kohlenhydratresten wie Sialinsdure oder L-
Fukose erfolgt (Kleene und Schachner 2004, Ma et al. 2006, Marth J.D 2008).

Das Stratum moleculare innerhalb des Gyrus dentatus zeigt eine besonders
intensive Lektinfarbung. In dieser Schicht bilden Axone aus dem entorhinalen Kortex
Synapsen mit den Kdrnerzellen. Ferner enden hier auch Axone aus dem Gyrus
dentatus der anderen Hemisphare (Rolls 2013) auf die Kornerzellen. Somit ist das
Stratum moleculare durch eine enorme Anzahl an synaptischen Kontakten
gekennzeichnet, und auf Grund der intensiven AAL-Farbung muss davon
ausgegangen werden, dass fukosylierte Glykokonjugate wahrscheinlich in
synaptischen Komplexen lokalisiert sind. Auch das Stratum radiatum der CA3-
Region zeigt eine intensive Lektinfarbung. In dieser Schicht projizieren die
Kornerzellen des Stratum granulare tber die Moosfasern auf die Apikaldendriten der
Pyramidenzellen (Rolls 2013).

Vergleichsweise dazu ist das Stratum lacunosum-moleculare der CA1-Region durch
eine schwache AAL-Farbung gekennzeichnet und lasst vermuten, dass in dieser
Schicht eine geringere Anzahl an synaptischen Kontakten vorliegt oder bei den
vorliegenden synaptischen Kontakten fukosylierte Glykokonjugate nur einen

geringeren Anteil ausmachen. Vergleichbare Ergebnisse, die einen Aufschluss tber
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die Verschaltungsdichte liefern, liegen fur Farbungen der Kleinhirnrinde vor. Offenbar
weisen Schichten, die durch eine hohe Synapsendichte gekennzeichnet sind, eine
intensive AAL-Lektinfarbung auf. Daher kann davon ausgegangen werden, dass
fukosylierte Glykokonjugate in synaptischen Strukturen vorliegen und damit eine
Rolle bei synaptischen Prozessen spielen konnten. Hierbei konnte uUber eine
Beteiligung an der Etablierung synaptischer Kontakte bei dynamischen
morphologischen Anderungen wahrend Plastizitatsprozessen oder bei der generellen

Signaltransmission spekuliert werden.

4.2. Identifizierung fukosylierter Synapsenproteine

Die Ergebnislage ist bereits in den Abschnitten 3.2. und 3.3. ausfihrlich dargestellt
worden. Es wurden zwei komplementare biochemische Anreicherungstechniken
eingesetzt, namlich AAL-Affinitatschromatographie aus einem Proteinextrakt aus
synaptischen Verbindungen bzw. eine affinitatschromatographische Reinigung von
Proteinen, die durch den Einbau bio-orthogonaler Fukose-Derivate in primaren

Neuronenkulturen markiert wurden.

In den AAL-Eluaten wurden insgesamt 812 Proteine massenspektrometrisch
identifiziert. Eine erste Meta-Analyse mit dem Fokus auf subzellulare Lokalisierung
aller in AAL-Eluaten gefundenen Proteine (s. Abschnitt 3.2.3.) ergab, dass eine
groBe Zahl von Proteinen in AAL-Eluaten zytosolisch, nukledr oder in solchen
Kompartimenten vorkommen, in denen zumindest nach dem heutigen Wissensstand
keine Glykosylierung mit Ausnahme der monosaccharidischen O-GIkNAc-
Modifikation vorliegen sollte. Vermutlich liegen diese Proteine als Bindungspartner in
Komplexen mit fukosylierten Glykoproteinen vor. Im Weiteren wurde somit das
Hauptaugenmerk auf integrale Membran- und extrazellulare Proteine gelegt,
wodurch sich fur weitere Betrachtungen die Zahl AAL-bindender, fukosylierter
Proteine auf 289 reduziert. Durch eine Motivsuche fir N- bzw. O-
Glykosylierungsstellen mit NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) bzw.
NetOGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) wurden alle 289 Proteine als

positiv fur das Vorhandensein moglicher Glykosylierungsstellen verifiziert.
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Durch  Markierung primarer Neuronen-Glia-Kulturen mit AzL-(-)-Fuk und
anschlieBende "Klick-chemische"-Ligation von Biotin an die kovalent an
Glykoproteine gebundene Fukose (BONMOT) konnten diese Proteine mittels
NeutrAvidin-AC gereinigt werden.

Durch massenspektrometrische Analyse wurden insgesamt, ausschlie3lich von
Duplikaten, 1129 verschiedene Proteine identifiziert. Auch hier wurde eine Selektion
auf mogliche Fukosyl-Proteine nach den gleichen Kriterien wie bei AAL-
chromatografisch angereicherten fukosylierten Proteinen vorgenommen und eine
Uberprifung auf das Vorhandensein von N- bzw. O-Glykosylierungsmotiven
durchgeftihrt. Im Ergebnis dessen ist bei 136 Proteinen von einer mdglichen

Fukosylierung auszugehen.

Die Zusammenfassung der AAL- und BONMOT-basierten Datensatze ergibt
insgesamt 425 Proteine bzw. nach der Entfernung von Duplikaten 332
affinitatsgereinigte Fukosyl-Proteine. Die Interpretation dieser Einzeldatensatze und
des Gesamtdatensatzes durfte ohne eine weitergehende Meta-Analyse schwierig
sein. Dies soll jeweils im ersten Teil der Diskussion behandelt werden - eine solche
Analyse zur Strukturierung der vorliegenden Datensétze wurde mit Unterstitzung
durch Dr. Rainer Pielot (Leibniz Institut fur Neurobiologie, Magdeburg) mittels "Gene
Ontology" (GO) oder auch "Kyoto Encyplopedia of Genes and Genomes" (KEGG)
durchgefuihrt. Damit sollen Schlussfolgerungen sowohl zur Konsistenz der Daten als
auch zur funktionellen Kategorisierung bzw. deren Bestatigung gezogen werden. Die
nachfolgenden Ausfiihrungen werden jeweils von solchen Uberlegungen ausgehen

und sich danach auf einzelne, ausgewahlte Proteine fokussieren.

4.2.1. AAL-basierte Analyse fukosylierter Komponenten

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen mit AAL zeigen, dass fukosylierte
Glykokonjugate vorwiegend Zellmembran-assoziiert in Regionen mit hoher
Synapsenzahl vorzufinden sind. Wodurch man sich die Fragen stellen muss: Welche
synaptischen Proteine sind terminal durch Fukose modifiziert? Welche Funktion
Uubernehmen die fukosylierten Glykane? Aber man muss sich ebenso fragen, ob sich

diese Funktionen in den verschiedenen Neuronentypen unterscheiden kénnen.
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Daher bot sich der Einsatz von tragerfixiertem AAL zur Anreicherung synaptischer
Fukosyl-Proteine mit nachfolgender massenspektrometrischer Identifizierung an.
Durch die spezifische Elution mit 200 mM L-(-)-Fukose wurde die Zahl unspezifisch
bindender Proteine gering gehalten.

Insgesamt  wurden in den Eluaten 812  verschiedene Proteine
massenspektrometrisch identifiziert. Diese Liste wurde reduziert auf 289 Proteine,
nachdem Duplikate und zytosolische Proteine im Weiteren nicht bericksichtigt
wurden. Unter diesen verbliebenen Proteinen kdénnen sich dennoch weitere, nur
mittelbar an AAL bindende Glykoproteine, also Bindungsproteine fukosylierter
Proteine, befinden. Diese finalen Ergebnisse (Tabelle 9) wurden mit Unterstiitzung
von Dr. R. Pielot auf Gemeinsamkeiten und Zugehorigkeiten zu vorgegebenen

Eigenschaften innerhalb der Gene Ontology bzw. der KEGG Datenbank untersucht.

Tabelle 9: Meta-Analyse der AAL-AC angereicherten Proteine

Meta-Analyse der 289 durch AAL-AC angereicherten und massenspektrometrisch identifizierten
Proteine in "Gene Ontology" (GO) im Vergleich zu drei zufallsgenerierten Proteinlisten. Aus der
Tabelle geht hervor, dass bestimmte GO-Termini in der experimentellen Proteinliste an- oder
abgereichert erscheinen. Es wurden lediglich solche GO-Termini gelistet, flr die eine signifikante
Zuordnung im Vergleich zu mindestens einer Zufallsliste mit p < 0.05 mdglich war.

Anreicherung GO-Term p-Wert / p-Wertebereich
Down C: nucleus 1.648037e-08 - 1.258813e-07
Down C: cytoplasm 2.956231e-08 - 4.933797e-05
Down P: transcription, DNA-templated 5.86398e-06 - 3.157694e-05
Down F: zinc ion binding 1.075294e-05 - 0.0006306511
Down F: DNA binding 9.364548e-05 - 0.002075778

P: negative regulation of

Down transcription, DNA-templated 0.001202347
Doun i seauence speco DUALIINS g 001781403
Up C: synaptic vesicle membrane 0.0001188634 - 0.001148392
Up C: integral component of membrane 8.622349e-08 - 1.909489e-06
Up C: cell junction 4.170907e-07 - 0.0002675471
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Up C: plasma membrane 6.384807e-05

Up C: external side of plasma membrane 0.002681058

Up C: synapse 0.001754277

Up C: presynaptic membrane 0.0005882338 - 0.002681058
Up C: postsynaptic membrane 7.144899e-06 - 0.0001261424
Up C :postsynaptic density 0.001148392

Up C: dendritic spine 0.0001530357- 0.0009579872
Up C: dendritic shaft 0.001211948

Up C: terminal bouton 0.00253777

Up P: homophilic cell adhesion 2.825883e-07 - 3.58711e-06
Up P: cell adhesion 0.0001667958 - 0.001778133
Up P: cell-cell adhesion 0.0005797958

Up C: cell surface 0.001472972

Up ((;‘,(;r%l?ng) glutamate receptor 0.0005797958

Up F: receptor activity 0.002234

Up F: calcium ion binding 0.0008184277

Up C: mitochondrial inner membrane 0.0007710017

Up tF:;'r?STpF;::ydm'ySis coupled proton 0.0001188634 - 0.000171906
Up P: ATP synthesis coupled proton 0.001111321 - 0.001466602

transport

Die GO-Analyse weist auf eine Abreicherung zytosolischer und nuklearer Proteine

und auch von DNA-Bindungsproteinen bzw. auf eine Anreicherung von

Synapsenproteinen und hierbei insbesondere Zelladhasionsmolekilen hin.

83



Diskussion

Dies ist vollig konsistent mit der Probenauswahl fur die AAL-Chromatographie; es
handelt sich hierbei namlich um Detergenz-Extrakte aus synaptischen Strukturen.
Der Blick auf die Cluster-Analyse hinsichtlich KEGG-Termini in der nachfolgenden
Tabelle bestétigt diese Ergebnisse und erganzt durch die Charakterisierung

zusatzlicher Cluster die Gesamtsicht.

Tabelle 10: Meta-Analyse der AAL-AC angereicherten Proteine in KEGG
Meta-Analyse der 289 mit AAL-AC angereicherten und massenspektrometrisch identifizierten Proteine
in "Kyoto Encyplopedia of Genes and Genomes" (KEGG) im Vergleich zu drei zufallsgenerierten
Proteinlisten. Es wurden lediglich "angereicherte” KEGG-Termini in der experimentellen Proteinliste
gefunden. Es wurden lediglich solche KEGG-Termini gelistet, fir die eine signifikante Zuordnung im
Vergleich zu mindestens einer der drei Zufallslisten mit p < 0.05 mdglich war.

KEGG-Term p-Wert / p-Wertebereich

Oxidative phosphorylation 8.978614e-06 - 0.001111758

Cell adhesion molecules (CAMS) 3.820223e-06 - 2.159586e-05

Glutamatergic synapse 5.122343e-06 - 0.0006415675

GABAergic synapse 6.414581e-05

Adrenergic signaling 0.0003130062

Retrograde endocannabinoid signaling 3.948117e-05

Morphine addiction 0.0005797958

Nicotine addiction 0.002234

Synaptic vesicle cycle 0.002804711

Huntington's disease

0.00151612

Parkinson's disease

0.002804711

Alzheimer's disease

0.002804711

ECM-receptor interaction 0.00253777

Endocrlne_ and other factor-regulated calcium 0.00432736

reabsorption

Phagosome 0.0001140696 - 0.00170702

Interessanterweise fallt auch hier die Haufung von unmittelbar mit dem Terminus
"Synapse" in Verbindung stehenden Clustern auf. Ebenso bemerkenswert ist der
starke Bezug zu Erkrankungen, die von synaptischen Phanotypen, sogenannten
Synaptopathien, begleitet werden. Ein Vergleich mit SynProt (www.synprot.de), einer

Datenbank von synaptischen Proteinen zeigt, dass mehr als die Halfte der
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identifizierten AAL-Bindungsproteine, namlich 154 von 289 Proteinen, in SynProt
gelistet sind.

Trotz vieler Gemeinsamkeiten stellt sich das synaptische Fukosyl-Proteom
hinsichtlich funktioneller Proteinklassen als eher heterogen dar. Die identifizierten,
fukosylierten Proteine gehdren tberwiegend zur Gruppe der Zelladhasionsmolekiile,
der Rezeptoren oder der lonenkanéle. Ebenfalls finden sich Vertreter der ATPasen,
Phosphatasen, Peptidasen, Kinasen, G-Protein gekoppelten Rezeptoren oder
anderer verschiedenster Enzyme.

Zelladhasionsmolekile reprasentieren hierbei eine grof3e Klasse der potentiell
fukosylierten Glykoproteinen. Zelladhasionsmolekile beeinflussen Prozesse der
zellularen Kommunikation, der neuronalen Entwicklung aber auch der synaptischen
Plastizitdt (Ronn et al. 1998, Kleene und Schachner 2004). Massenspektrometrisch
identifiziert und durch Lektinblotting verifiziert wurden unter anderem die bereits als
a1,2-fukosylierten Zelladhésionsproteine NCAM und Neuroplastin (Smalla et al.
1998, Murrey et al. 2009).

NCAM wird beim Neuriten-Wachstum (Sytnyk et al. 2002, Dityatev et al. 2004,
Sytnyk et al. 2006, Maness und Schachner 2007) als ein entscheidender Faktor
angesehen. Neuroplastin ist vermutlich entscheidend bei der durch synaptische
Aktivitat induzierten Veranderungen beteiligt; die homophile Interaktion scheint
essentiell zu sein fir lang anhaltende Veranderungen der synaptischen
Ubertragungseffizienz, beispielsweise bei LTP (Smalla et al. 2000, Empson et al.
2006). Die Frage, welche speziellen Funktionen den fukosylierten Glykanketten
hierbei zukommen bleibt aber auch hier im Moment noch ungeklart.

Wie NCAM und Neuroplastin und eine Reihe weiterer Zelladhasionsproteine zahit
das identifizierte Neurofascin zur Klasse der Ig-Superfamilie, denen entscheidende
Einflisse in Prozessen der neuronalen Entwicklung, der Zelladh&sion und -migration
zugeschrieben werden (Kleene und Schachner 2004). In vitro bindet Neurofascin
(NF) andere Zelladhasionsmolekiile, einschlie3lich Nr-CAM, Axonin-1, und Contactin
(Koticha et al. 2005). Die axonale Isoform NF 186 scheint inhibierend auf
Zelladhasion einzuwirken, was eine wichtige Funktion fir die Bildung des
Ranvier'schen Schnirrings sein kann (Basak et al. 2007). Die Isoform NF 155 ist
hingegen vorwiegend nur an den myelinisierenden Schwann’schen Zellen und
Oligodendrozyten lokalisiert (Basak et al. 2007). Klinisch wird Neurofascin mit der

Autoimmunantwort bei der Multiple Sklerose Erkrankung in Verbindung gebracht
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(Howell et al. 2006, Pomicter et al. 2010). Bei Multipler Sklerose findet eine
Demyelinisierung von Nervenfasern statt, die eine Vielzahl neuronaler Ausfalle wie
beispielsweise Sehstérungen oder Ladhmungen von Extremitaten bedingt (Meinl
2011, Meinl et al. 2011).

Unsere massenspektrometrischen und Lektinblotting-Analysen zeigen erstmalig eine
Fukosylierung von Neurofascin auf. Es ware vorstellbar, dass eine Fukosylierung der
Glykanketten modulierend auf adhéasive Eigenschaften wirkt. Ob die Fukosylierung
von Neurofascin einen Beitrag zur Multiple Sklerose-Symptomatik leistet, muss in
zukunftigen Studien geklart werden.

Ein weiteres und erstmalig durch unsere Untersuchungen als fukosyliert
identifiziertes Protein, ist das neuronale Zelladhasionsmolekil Caspr2. Das Contactin
assoziierte Protein 2 (Caspr2) ist in hippokampalen Neuronen vorwiegend an
postsynaptischen Kompartimenten (z.B. Soma, Dendriten) (Poliak et al. 1999) und
synaptischen Zellmembranen, vorzufinden. Im juxtaparanodalen Bereich des Axons
tbernimmt es durch Assoziationen zu TAG-1 (Poliak et al. 1999, Bakkaloglu et al.
2008) Funktionen bei der Clusterbildung von Kalium-Kanalen. Funktionell kbnnen die
fukosylierten Glykanketten hierbei entscheidend fiur die Clusterbildung sein, wobei
beispielsweise Interaktionsstudien von fukosylierten bzw. defukosylierten Caspr2
nahere Informationen liefern wirden.

Insbesondere interessant ist auch, dass Caspr2 in einen Zusammenhang mit den
sogenannten Autism spectrum disorders (ASD) gebracht wird (Kleijer et al. 2014).
Zur Symptomatik von ASD gehoren beispielsweise kognitive Defizite, eine verzdgerte
Sprachentwicklung oder eine Beeintrachtigung sozialer Interaktionen der betroffenen
Individuen (Anderson et al. 2012, Condro und White 2014). Auch hierbei bleibt vollig
offen, ob der Proteinfukosylierung eine spezielle Rolle bei der Ausbildung der ASD-
Symptomatik zukommt. Dies muss in zukinftigen Studien geklart werden.

Mittels AAL wurde auch Thy-1 isoliert, ein weiteres Zelladh&asionsmolekul, fur das
bereits eine a1,6-Fukosylierung beschrieben wurde (Carlsson und Stigbrand 1984).
Thy-1 Null-Mutanten (Spezies Maus) sind Uberlebensfahigen und zeigen einen
neurologisch normalen Phénotyp. Auffallig ist jedoch, dass diese Tiere eine
exzessive GABAerge Inhibition im Gyrus dentatus besitzen und durch ein gestortes
sozial-erlerntes Futterverhalten gepragt sind. Demnach kdnnte Thy-1 die GABAerge
Transmission beeinflussen und dadurch das Futterverhalten steuern (Rege und
Hagood 2006).
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Auch das bereits durch Murrey et. al., (Murrey et al. 2009) als a1,2-fukosyliert
charakterisierte Contactin-1 konnte mittels AAL in der vorliegenden Arbeit identifiziert
werden.

Massenspektrometrisch wurden des Weiteren eine Vielzahl an Rezeptoren und
lonenkanélen identifiziert - unteranderem die alpha-1 und die beta-3 Untereinheit des
GABA(A)-Rezeptors, die AMPA-Rezeptoruntereinheiten GIuR2 und GIuR3, die
alpha-2 Untereinheit des spannungsabhangigen Kalziumkanals, der GABA(B)-
Rezeptor 2 und die beta-Untereinheit des spannungsabhangigen Natriumkanals.
Verifiziert durch Lektinblotting sind die alpha-1 Untereinheit des GABA(A)-Rezeptors,
die AMPA-Rezeptoruntereinheit GIuR2, Cavl.3 und der Kv1.2-Kanal.

Da bislang nur wenig Uber den Einfluss terminal gebundener L-(-)-Fuk bekannt ist,
kann Uber deren Implikationen bei einer Vielzahl der méglicherweise fukosylierten
Rezeptoren und lonenkanélen nur spekuliert werden. Dennoch sind Einzelbefunde
bekannt, allerdings konnen diese nicht generalisiert werden fir alle in der
vorliegenden Arbeit identifizierten Proteine.

Studien haben beispielsweise gezeigt, dass die Defukosylierung des TGF [3-
Rezeptors, gekennzeichnet durch die fehlende a1,6-Fukosylierung, eine verminderte
Affinitat zum Liganden hervorruft, was eine Fehlfunktion des Rezeptors nach sich
zieht (Taniguchi et al. 2006, Moriwaki und Miyoshi 2010). Auch zeigen Studien, dass
die O-Fukosylierung des EGF-Rezeptors, die Affinitdit des Notch-Rezeptors zum
Liganden steuert (Wang et al. 2001, Haltiwanger und Lowe 2004, Ma et al. 2006).
Eine Veranderung der N-Glykosylierung von GluR2, fiuhrt zu einem veranderten
Transport des AMPA-Rezeptors vom ER zur synaptischen Membran (Tucholski et al.
2013). Fukose konnte hierbei eine Schllsselrolle Gbernehmen und als
Monosaccharid mit Signalcharakter fungieren.

Eigenschaften von lonenkanélen, wie beispielweise die Leitfahigkeit oder
Spannungssensorik, kdnnen ebenso durch Glykosylierung, insbesondere durch
terminale Fukosylierung oder sogar Defukosylierung, reguliert werden, was
beispielsweise Folgen fir die Reizweiterleitung haben kann. Dies misste im Detail
beispielsweise durch Patch-Clamp-Analysen untersucht werden.

In Studien des spannungsabhangigen Kaliumkanal Kv1.3 (Zhu et al. 2012) wurde
gezeigt, dass die Zellmembran-assoziierte Expression durch die Gabe von L-(-)-
Fukose gesteigert wird. Dies lasst vermuten, dass sogar die Expression von

Proteinen durch Fukosylierung beeinflusst werden kann (Zhu et al. 2012).
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Massenspektrometrisch - und durch Lektinblotting verifiziert - wurde der bislang noch
nicht als fukosyliert bekannte BDNF-Rezeptor TrkB identifiziert. Dem TrkB Rezeptor
werden modulierende Funktionen in neuronalen Uberlebensprozessen und eine
wichtige Rolle bei synaptischer Plastizitat zugeschrieben (Skaper 2008, Longo und
Massa 2013). Klinisch wird eine verringerte TrkB-Rezeptor Expression mit der
Symptomatik der Alzheimer Erkrankung in Verbindung gebracht (Connor et al. 1996).
Ein Zusammenhang zwischen TrkB-Funktion und dem Glykosylierungs- bzw.
Fukosylierungs-Zustand ist bisher nicht bekannt.

Ahnlich wie bei den massenspektrometrischen Ergebnissen zur Identifizierung von
fukosylierten Proteinen aus Extrakten des gesamten Bulbus olfactorius der Maus
(Murrey et al. 2009), fallt besonders die grof3e Zahl von fukosylierten ATPasen auf.
Diese Fukosylierung musste in weiteren Studien durch Lektinblotting verifiziert
werden. Zusétzlich missten Studien Uber mdgliche regulatorische Funktionen der
Fukose erfolgen. Aber auch eine Vielzahl an Proteinen wie beispielsweise aus den
funktionellen Klassen der Phosphatasen, Peptidasen, Kinasen, G-Protein
gekoppelten Rezeptoren oder Enzyme wurden durch AAL und MS-Analyse als
maoglicherweise fukosyliert katalogisiert, bislang aber nicht verifiziert.

Somit konnten durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen
bereits bekannte als auch bisher unbekannte fukosylierte Proteine bestatigt bzw.
identifiziert werden.

Dabei ist hervorzuheben, dass Proteine mit unterschiedlichsten, bereits bekannten
Fukosyl-Epitopen identifiziert wurden, was die Verwendung des Aleuria aurantia
Lektins als spezifisches Werkzeug fir den Nachweis von Proteinfukosylierung
rechtfertigt. Dennoch missen noch eine Vielzahl der durch MS-Analyse
identifizierten Proteine durch AAL-Lektinblotting verifiziert werden, dies konnte nur
teilweise in dieser Arbeit wegen des begrenzten zeitlichen und monetaren Rahmens
geleistet werden.

Ausschlaggebend fiur die Notwendigkeit eines zusatzlichen Nachweises, dass ein
identifiziertes Protein tatsachlich fukosyliert ist, liegt in der Wahl der Bedingungen fur
die Isolierung synaptischer Membranproteine. Durch die Detergenz-vermittelte
Extraktion unter nicht stringenten Bedingungen koénnen mdgliche komplexe
Strukturen erhalten bleiben und gegebenenfalls auch potentielle Interaktionspartner,
die ihrerseits nicht notwendigerweise fukosyliert sein mussten, identifziert werden.

Ein Indiz dafir, dass komplexe Strukturen erhalten blieben, ist die Tatsache, dass
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eine Vielzahl zytosolischer und nukleérer Proteine in der massenspektrometrischen
Analyse detektiert wurden. Um falsch-positive Resultate auszuschliel3en, wurden
ausgewahlte Kandidaten zielgerichtet auf fukosylierte Strukturen hin untersucht.
Bestéatigt wurde dabei, dass die Kandidaten ADAM22, Caspr2, Cavl.3, Contactin/F3,
die alpha-1 Untereinheit des GABA(A)-Rezeptors, die AMPA-Rezeptoruntereinheit
GluR2, NCAM, Neurofascin, Neuroplastin-65, Thyl.1, der BDNF-Rezeptor TrkB
terminal durch L-(-)-Fukose modifiziert sind.

Als falschpositiv wurde der GABA(B)-Rezeptor 2 und das Zelladhédsionsmolekl
Neuroligin-1 identifiziert, da keine AAL-Reaktivitdt beim entsprechenden
Molekulargewicht detektiert wurde. Daher mussen diese Kandidatenproteine mit
fukosylierten Glykoproteinen in Komplexen vorgelegen haben, was zu einer
Kopurifizierung mit fukosylierten Proteinen bei der AAL-AC gefiihrt haben kann. Ein
potentieller Interaktionspartner flr Neuroligin-1 stellt Neurexin-1 dar (Ichtchenko et al.
1996), ein Protein, welches mit einem hohem Vorkommen in der MS-Analyse der
AAL-AC detektiert wurden ist. Diese Hypothese misste in weiterfihrenden Studien
bestétigt werden, kdnnte aber unter anderem einen ersten Anhaltspunkt zur Existenz

moglicher Fukose-bindender endogener Lektine liefern.

4.2.3. BONMOT

Die molekulare Zusammensetzung der Synapsen kann durch die Neusynthese von
Proteinen, deren Degradation oder durch posttranslationale Modifikationen
dynamischen Anderungen unterliegen. Durch solche Veranderungen koénnen
Synapsen ihr Aktivitatsprofii an Anderungen in ihrer Umgebung anpassen
(Wollscheid et al. 2009).

Seit den 1980iger Jahren konnte von verschiedenen Gruppen gezeigt werden, dass
in sehr verschiedenen Spezies und unterschiedlichen Lernparadigmen die
Ausbildung des Langzeitgedachtnisses von einer intakten Proteinneusynthese
(Kandel und Gardner 1972, Frey et al. 1988, Matthies 1989, Rose 1995) und dartber
hinaus von einem intakten Protein-Glykosylierungsapparat abhangt (Jork et al. 1986,
Pohle et al. 1987, Frey et al. 1988, Jork et al. 1989, Matthies et al. 1999, Matthies et
al. 2000). So ist in Lernstudien in der Matthies-Gruppe (Matthies 1989, Matthies et al.
1999) oder im Labor von S. Rose (Rose 1995) gezeigt worden, dass trainierte Tiere

einen erhohten *H-Fukose Einbau in synaptische Glykokonjugate aufwiesen. Ebenso
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fuhrt die Gabe von L-(-)-Fuk oder 2-Fukosyllaktose zur Erh6hung der hippokampalen
LTP (Krug et al. 1994, Matthies et al. 1996). Andererseits verhindert eine Hemmung
der Protein-Glykosylierung generell oder spezifisch der Fukosylierung die Ausbildung
des Langzeitgedachtnisses (Jork et al. 1986, Jork et al. 1989, Rose 1995) oder die
Aufrechterhaltung von LTP in spaten Phasen (Krug et al. 1991, Matthies et al. 2000).

Studien zur Veranderung der Proteinfukosylierung bei synaptischer LTD lagen
bislang jedoch noch nicht vor. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit gezielt
Experimente durchgefuhrt, um diesbezugliche Erkenntnisse auch zu diesem Aspekt
synaptischer Plastizitdt zu gewinnen. LTD kann durch niederfrequente Stimulation
von Neuronenpopulationen herbeigefihrt werden und hat eine verringerte
Ubertragungseffizienz an Synapsen zur Folge. Der majoritire, essentielle
Neurotransmitter hierbei ist L-Glutamat. Daher kann unter bestimmten Umsté&nden
LTD auch "chemisch" durch die Aktivierung des NMDA-Rezeptors oder zum
anderem durch die Aktivierung metabolischer Glutamatrezeptoren erfolgen (Malenka
und Bear 2004, Ramiro-Cortes und Israely 2013). Fur unsere Untersuchungen wurde
die LTD chemisch durch eine NMDA-Glyzin-Behandlung induziert, einer Form die
unabhéngig von Proteinneusynthese ist (Malenka und Bear 2004, Ramiro-Cortes und
Israely 2013).

Erstmalig konnte durch unsere BONMOT-Analyse gezeigt werden, dass nach
Induktion einer chemischen LTD eine verstarkte Metabolisierung von AzL-(-)-Fuk

erfolgt und nachfolgend eine erhéhte Proteinfukosylierung vorliegt.

Die Suche nach systematischer Zusammengehdorigkeit zwischen den Gber BONMOT
und Massenspektrometrie identifizierten fukosylierten Proteinen wurde mit
Unterstitzung durch Dr. R. Pielot in der "Gene Ontology"-Datenbank bzw. der
KEGG-Datenbank durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen
11. und 12. dargestellt.
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Tabelle 11: Meta-Analyse der BONMOT angereicherten Proteine mittels GO

Meta-Analyse der 136 mit BONMOT angereicherten und massenspektrometrisch identifizierten
Proteine in GO im Vergleich zu drei zufallsgenerierten Proteinlisten. Aus der Tabelle geht hervor, dass
bestimmte GO-Termini in der experimentellen Proteinliste an- oder abgereichert erscheinen. Es
wurden lediglich solche GO-Termini gelistet, fir die eine signifikante Zuordnung im Vergleich zu
mindestens einer Zufallsliste mit p < 0.05 méglich war.

Anreicherung GO-Term p-Wert / p-Wertebereich
Down C: extracellular region 0.004778183

Down C: cytoplasm 1.292891e-05 - 0.001541961
Down C: nucleus 0.001989832 - 0.004116983
Down P: transcription, DNA-templated 0.0006034201 - 0.001805939
Down F: DNA binding 0.008000924

Down P: proteolysis 0.004620006

Up C: synaptic vesicle membrane 1.739928e-06 - 0.00035124
Up C: synaptic vesicle 0.01069711

Up P: neurotransmitter transport 0.000220756 - 0.001187327
Up C: integral component of membrane 5.438269e-06 - 4.43858e-05
Up C: neuron projection 0.000684489 - 0.007820526
Up C: cell junction 0.001483711 - 0.004522912
Up C: plasma membrane 0.01132573

Up C: presynaptic membrane 0.0004421463 - 0.005233205
Up C: dendritic spine 0.0001502543 - 0.0007539379
Up C: dendritic shaft 0.00790323

Up C: apical plasma membrane 0.0006113715 - 0.001729537
Up P: cell adhesion 0.00352922 - 0.005919866
Up C: caveola 0.00439231 - 0.01109657

Up C: mitochondrial inner membrane 0.0005379195 - 0.005053767
Up P: protein transport 0.009459915

Up P: neural retina development 0.00374359 - 0.00439231

Up F: signal transducer activity 1.031779e-05 - 0.001496656
Up F: GTP binding 0.002194732

Up F: GTPase activity 0.0007173521 - 0.001470695
Up C: heterotrimeric G-protein complex 1.856199e-05 - 0.002162818
Up Ei:nﬁi—rﬁ)éotein beta/ gamma-subunit complex 6.1062536-05 - 00005483957
Up P: cellular calcium ion homeostasis 0.00790323

Up F: calmodulin binding 0.008853537
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Up P: ATP catabolic process 0.001292597 - 0.003939238
Up P: ATP biosynthetic process 0.007507734 - 0.008853537
Up P: ATP synthesis coupled proton transport 0.0006704662 - 0.00374359
Up P: ATP hydrolysis coupled proton transport 1.739928e-06 - 2.728831e-06
Up F: calcium-transporting ATPase activity 0.01069711

Up F: proton-transporting ATP synthase activity, 0.002238035 - 0.002749667

rotational mechanism

F: proton-transporting ATPase activity,

Up . . 0.002238035 - 0.002749667
rotational mechanism
C: sodium: potassium-exchanging
Up ATPasecomplex 0.002238035 - 0.002749667
Up F: sodium:potassium-exchanging ATPase 0.002238035 - 0.002749667

activity

Diese GO-Analyse zeigt zwei sehr bemerkenswerte Aspekte auf: Erstens liegen auch
hier erwartungsgemaf zytosolische und nukleére Proteine "abgereichert" vor und
zweitens gibt es eindeutig einen Cluster mit direktem Bezug zu Synapsenstrukturen
und Signaltransduktion, obwohl in diesem Falle keine subzellulare Vorfraktionierung
des Ausgangsmaterials erfolgte. Dartber hinaus ist ein starker Bezug ATP-

vermittelten bzw. -synthetisierenden Prozessen erkennbar.

Tabelle 12: Meta-Analyse der BONMOT angereicherten Proteine mittels KEGG

Meta-Analyse der 136 mit BONMOT angereicherten und massenspektrometrisch identifizierten
Proteine in KEGG im Vergleich zu drei zufallsgenerierten Proteinlisten. Es wurden lediglich
"angereicherte” KEGG-Termini in der experimentellen Proteinliste gefunden. Es wurden lediglich
solche KEGG-Termini gelistet, fur die eine signifikante Zuordnung im Vergleich zu mindestens einer
der drei Zufallslisten mit p < 0.05 mdglich war.

KEGG-Term

p-Wert / p-Wertbereich

Oxidative phosphorylation

1.654269e-06 - 0.0001624341

Synaptic vesicle cycle

2.493429e-05 - 3.939502e-05

Long-term depression

0.0001345938 - 0.002162818

Glutamatergic synapse

1.941556e-06 - 0.0002630091

Endocrine and other factor-regulated calcium
reabsorption

0.0004010669 - 0.001975556

GABAergic synapse

2.001665e-06 - 0.000635912

Cholinergic synapse

0.001609714 - 0.003944399

Serotonergic synapse

0.001732841

Dopaminergic synapse

0.0005976574

Adrenergic signaling

4.702785e-05 - 0.0009296317

Calcium signaling pathway

1.476218e-05 - 0.004997697

Retrograde endocannabinoid signaling

5.772298e-06 - 0.001354961

Insulin secretion

0.001732841 - 0.003717035
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Thyroid hormone synthesis 0.00374359 - 0.00439231
Morphine addiction 2.082209e-05 - 0.002162818
Huntington's disease 2.875675e-05 - 0.00448745
Parkinson's disease 7.969526e-05 - 0.002129727
Alzheimer's disease 0.0005976574

Gap junction 0.004269174 - 0.009707887
ECM-receptor interaction 0.00790323

Carbohydrate digestion and absorption 0.007507734 - 0.008853537
Protein digestion and absorption 0.003482189 - 0.00439231
Phagosome 0.003939238

Die KEGG-Analyse zeigt noch deutlicher als die GO-Analyse die Haufung von
Proteinmerkmalen, die im Zusammenhang mit Synapsen stehen. Dies betrifft nicht
nur Identifizierung der majoritéaren Transmittersysteme, sondern auch die Verbindung
zu zahlreichen Erkrankungen, die mit synaptischen Ph&notypen einhergehen. Hierin
besteht auch eine sehr weitgehende Ubereinstimmung mit der GO- und KEGG-
Analyse der mit AAL-AC angereicherten Fukosyl-Proteine. Mit 94 von 136 Proteinen
sind fast drei Viertel der Uber Klick-chemische Verfahren angereicherten Proteine in

SynProt eingetragen.

Insgesamt zeigt der Vergleich der tuber BONMOT angereicherten fukosylierten
Proteine mit denen Uber AAL-AC und nachfolgend massenspektrometrisch
identifizierten  fukosylierten Proteine eine teilweise sehr weitreichende
Ubereinstimmung. Trotz der methodischen Unterschiede zwischen den
Versuchsanséatzen wurden in beiden MS-Analysen 92 identische Membran- bzw.
extrazellulare  Proteine charakterisiert. Dazu zdhlen unteranderem die
Zelladhasionsmolekile NCAM, Neuroplastin und Neurofascin. Wahrenddessen
wurden 156 Membran- oder extrazellulare Proteine nur in der AAL-bindenden
Fraktion und 58 Membran- oder extrazellulare Proteine nur in den BONMOT-
angereicherten Proteinfraktionen identifiziert.

Die Unterschiede in den beiden Ergebnislisten kbnnen auf verschiedene Ursachen
zuruckgefuhrt werden: Fir die AAL-AC wurden spezifisch synaptische Verbindungen
aus dem Gesamthirn der Ratte prapariert und Detergenz-Extrakte fir die
Chromatographie eingesetzt. Bei den BONMOT-Anreicherungen hingegen lieferten

kortikale primare Neuronenkulturen das Ausgangsmaterial.
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Andererseits wurden zur Probengewinnung unterschiedlich stringente Bedingungen
eingesetzt. Diese waren bei den Extrakten fur die AAL-AC weniger stringent,
wodurch moglicherweise komplexere Strukturen erhalten bleiben und somit auch
potentielle Interaktionspartner fukosylierter Proteine identifziert wurden. Fur die
BONMOT-Analysen wurden hingegen stringente Extraktionsbedingungen gewaéhlt,
was sich auch in der Zahl der identifizierten Membran- und extrazellularen Proteine
widerspiegelt. In beiden MS-Analysen wurden auch zahlreiche zytosolische und/oder
nukleare Proteine gefunden. Diese sind entweder in Proteinkomplexen, welche
Fukosylproteine enthielten, mit gereinigt worden oder waren eher unspezifisch an die
Agarose-Saulenmatrix des AAL bzw. der NeutrAvidin-Matrix gebunden.

Da aus zellbiologischer Sicht Fukosylierungen zytosolischer und nuklearer Proteine
nach dem derzeitigen Erkenntnisstand nicht zu erwarten sind, wurden diese Proteine
aus den finalen Ergebnislisten flr Fukosyl-Proteine entfernt. Generell wurden keine
Analysen der Glykanstrukturen durchgefiihrt, da der Fokus dieser Arbeit auf der
Identifizierung fukosylierter Proteine liegt. Eine genauere Analyse der Fukosylierung
misste hingegen an den einzeln hydrolysierten Glykanketten erfolgen und waére
somit Bestandteil zukunftiger Studien.

Die in dieser Arbeit vorgenommenen Identifikationsstrategien mittel AAL-AC und
BONMOT erweitern die bereits beschriebenen proteomischen Analysen erheblich
(Smalla et al. 1998, Murrey et al. 2006, Murrey et al. 2009). Murrey et al. (2009)
nutzten eine lektin-affinitatschromatographische Anreicherung a1,2-fukosylierter
Glykoproteine aus dem Bulbus olfactorius der Maus mittels Ulex europaeus I-Lektin
und identifizierten 32 Lektin-bindende Proteine massenspektrometrisch.

Die Majoritat ~ der  identifizierten Fukosyl-Proteine lie@  sich den
Zelladhasionsmolekilen, lonenkanalen, Transportern oder ATP-Bindungsproteinen
zuordnen. Smalla et al. (Smalla et al. 1998) generierten Antikorper, die gegen al,2-
Fukosyl-Epitope gerichtet sind und konnten in Kombination mit radiochemischen
Methoden zeigen, dass die NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (Machaidze und
Mikeladze 2001), die beiden neuronalen Neuroplastin-lsoformen Np65 und Np55, N-
Cadherin, NCAM180 und NCAM140 fukosyliert sind, wobei NR1, Np65 und N-

Cadherin al,2-Fukosylierungen aufweisen (Smalla et al. 1998).
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4.3. Quantifizierung und Dynamik der de novo Fukosylierung
synaptischer Proteine

Unsere Untersuchungen zeigen erstmalig, dass eine chemisch NMDA/Glyzin-
induzierte LTD eine Zunahme der Fukosylierung von Proteinen hervorruft. Dabei
stellt sich jedoch die Frage, ob die Dynamik der Fukosylierung an allen Proteinen zu
verzeichnen ist. Um dies zu untersuchen, wurden Einzelanalysen an ausgewéahlten
Proteinen durchgefiihrt. Dazu wurden gleiche Proteinmengen NeutrAvidin-gereinigter
Proteine auf Westernblots aufgetragen und die Starke des Chemilumineszenz-
Signals als Mal3 fir die relative Abundanz eines Proteins detektiert. Dabei bedeutet
ein Anstieg des Signals, dass das betreffende Protein verstarkt fukosyliert ist.

Fur die Zelladhasionsmolekile Caspr2 und N-Cadherin konnte in der statistischen
Analyse der Chemilumineszenz-Signale ein signifikanter Anstieg beobachtet werden.
Dies ist darauf zurlckzufiuihren, dass diese Proteine erhdht de novo AzL-fukosyliert
nach Ausloésung von chemisch-induzierter LTD sind. Ahnliche Ergebnisse lagen fir
den spannungsabhéangigen Kaliumkanal Kv1.2 vor. Im Gegensatz dazu ist durch
NMDA/Glyzin-induzierte LTD die Fukosylierung von alpha-1 Untereinheiten des
GABA(A)-Rezeptors reduziert. Fur die Proteine ADAM22, NF-186 und Neuroplastin
wurde hingegen keine Dynamik in der Proteinfukosylierung detektiert.

Bei LTD wurden strukturelle Veranderungen (z.B. Verkleinerung oder Eliminierung)
von Synapsen beobachtet, die aber abhangig sind von der Proteinsynthese (Malenka
und Bear 2004). Die chemische, NMDA/Glyzin-induzierte LTD ist jedoch nach
derzeitigem Wissensstand unabhéngig von der Proteinneusynthese (Malenka und
Bear 2004, Ramiro-Cortes und Israely 2013) - hierdurch hervorgerufene strukturelle
Veranderungen wurden allerdings bislang noch nicht untersucht. Méglicherweise
kénnen strukturelle Veranderung der Synapsen auch durch Modifikationen der
Glykane bereits vorhandener Synapsenproteine induziert werden.

Unsere quantitativen Analysen haben zum einem gezeigt, dass insbesondere die
Zelladhasionsmolekiile Caspr2 und N-Cadherin nach chemisch-induzierter LTD
verstarkt fukosyliert werden, wodurch unteranderem adhasive Eigenschaften
verandert werden kdnnen. Weiterhin ist in der Literatur beschrieben, dass Caspr2 am
axonalen Initialsegment lokalisiert ist - dies ist ein Bereich, der eine hohe Dichte an

Kaliumkanalen aufweist (Inda et al. 2006, Ogawa et al. 2008). Das axonale
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Initialsegment stellt eine kritische Region fir die Generierung von Aktionspotentialen
dar, hier ist insbesondere auch der Kv1.2-Kanal lokalisiert (Inda et al. 2006).

Es ist beschrieben, dass spannungsabhangige Kaliumkanale durch den Ausstrom
von K*-lonen zur Repolarisation der Membran filhren (Kruse et al. 2012). Somit
hatten eine veranderte Expression oder veranderte Kanaleigenschaften einen
gro3en Einfluss auf die Ladnge und Amplitude des Aktionspotentials. Dies kdnnte
jedoch nur durch eingehende funktionelle Analysen, z.B. Patch-Clamp-Messungen
bestétigt werden.

LTD-induzierte dynamische Veranderungen der Proteinfukosylierung in vivo sind
bislang noch nicht analysiert, da solche Analysen auf Grund der Toxizitat des
Kupfers, welches notwendig fir die Katalyse der Klick-Reaktion ist, nicht
durchgefiihrt  werden  konnen. Durch  Verwendung einer DIFO-Sonde
(Difluorinatedcyclooctyne) konnte dies umgangen werden (Sawa et al. 2006, Dehnert
et al. 2011). Da dieses Cyclooctin mit der Azidgruppe in Abwesenheit von Kupfer
reagiert, so dass eine Beobachtung der Fukosylierung von Zellmembran-assoziierten
Strukturen in vivo moglich ware. Dieser Vorteil macht Klick-Chemie basierte
Techniken zu wertvollen Werkzeugen, die zu einen besseren Verstandnis der
Dynamik auf der Ebene der Glykane beitragen kbnnen.

Aus heutiger Sicht wei3 man, dass eine Vielzahl der Membran- und sekretierten
Proteine glykosyliert sind (Varki 1993, Breen et al. 1998) und dass diese
Glykosylierungen in der uberwiegenden Mehrzahl im ER und Golgi-Apparat durch
dort lokalisierte Enzyme katalysiert werden (Varki 1993, Kleene und Schachner
2004, Marth J.D 2008).

AulBerdem ist durch frihere Arbeiten - insbesondere der Gruppe um W. Reutter -
bekannt, dass die Halbwertszeiten der Peptidanteile und der Glykanketten von
Glykoproteinen sich teilweise stark unterscheiden: In Einzelfallen kann die
Halbwertszeit des Peptidriickgrates oft ein Mehrfaches terminaler Kohlehydratreste
dieser Glykoproteine (Kreisel et al. 1980 , Vischer und Reutter 1980, Volk et al. 1983)
betragen. Das heil3t mit anderen Worten, dass nicht nur de novo synthetisierte
Proteine de novo glykosyliert werden. Dies kann also auch fir solche Proteine
erfolgen, die durch endozytotische Vorgange von Plasmamembranen aus zurlick in
Golgi-Zisternen oder ER-Strukturen transportiert wurden. Dort kann dann eine

teilweise oder auch komplette "Re-Glykosylierung" stattfinden, wobei diese dann
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durchaus "bedarfsgesteuert” und verschieden von der urspringlichen Struktur sein
konnte durch eine veranderte "zellulare/synaptische Vorerfahrung".

Belege fiur das Vorhandensein eines vollstandig intakten Glykosylierungs-Apparates
wurden durch Villanueva und Steward bereits 2001 erbracht (Villanueva und Steward
2001) und durch neuere Arbeiten um Ehlers (Ehlers 2007) erhartet. Die
Mechanismen, die zum gerichteten Transport der Membranproteine zu Endosomen
und die anschlieRende Sortierung in den lysosomale oder in ER- oder Golgi-
Kompartimente fiuhren, sind gegenwartig Gegenstand intensiver Forschung, sind
aber noch nicht vollig verstanden.

Die Kompartimente des Golgi-Apparates und des endoplasmatischen Retikulum sind
also somatisch als auch dendritisch vorzufinden (Horton und Ehlers 2004, Ehlers
2007, Ramirez et al. 2011). Dendritische Golgi-Kompartimente (Golgi outposts)
wirden lokale Glykosylierungen in unmittelbarer N&he Synapsen erlauben. Die
lokale de novo Fukosylierung setzt zudem voraus, dass GDP-Fuk-Transporter in den
vorliegenden Kompartimenten vorhanden sind, um die Aufnahme der zytosolisch
synthetisierten GDP-Fuk (Ma et al. 2006) oder wie in diesen hier vorliegenden
Untersuchungen GDP-AzL-Fuk zu gewahrleisten. Ebenso muissen entsprechende
Glykosyltransferasen (Liu und Mushegian 2003, Kleene und Schachner 2004) in
Néhe der Synapsen in solchen Kompartimenten vorhanden sein.

Hierbei handelt es sich um Enzyme, die eine kovalente Bindung von
Monosacchariden an Aminoséuren oder bestehende Kohlehydratketten und somit
den letzten Schritt beim Aufbau der Oligosaccharidketten katalysieren. Sie sind in
den Kompartimenten des ER oder Golgi-Apparates, zum Teil aber auch im Zytosol
lokalisiert (Rexach et al. 2010). Galaktosyltransferasen wurden bereits in
dendritischen Kompartimenten gefunden (Horton und Ehlers 2004). Fir FukTs ist
bislang beschrieben, dass diese in Eukaryoten ausschlief3lich in den Zisternen des
Golgi-Apparates oder in I6slicher Form im ER vorzufinden sind (Ma et al. 2006). Eine
zytosolische a1,2-FukTs ist bislang nur im Zytosol von Dictyostelium (Gonzalez-
Yanes et al. 1992, West et al. 1996) identifiziert.

Obwohl eine chemisch durch NMDA/Glyzin-induzierte LTD unabhéngig von
Proteinneusynthese sein sollte (Malenka und Bear 2004, Ramiro-Cortes und Israely
2013), wurde in den hier vorgelegten Untersuchungen eine signifikant erhdhte
Fukosylierung der Proteine in kortikalen primaren Neuronenkulturen festgestellt.

Somit liegen hier Indizien fur eine de novo oder partielle de novo Glykosylierung
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bereits vorhandener Proteine vor. Dartber hinaus erfolgt unter den Bedingungen der
chemisch induzierten LTD offenbar eine veranderte "Re-Glykosylierung" im Vergleich
zu Neuronenkulturen, die unter Kontrollbedingungen gehalten wurden.

Um dies naher zu beleuchten, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Strategie einer
metabolischen Doppelmarkierung von Glykanen und Proteinen gefolgt (Liu et al.
2011). Die modifizierte Fukose wird dabei durch den zelleigenen Metabolismus in die
Glykanketten der Proteine eingebaut, wahrenddessen der Einbau der modifizierten
Aminosaure durch die zelleigenen Translation ermdglicht wird. Weitere
Untersuchungen fanden durch das FUNMOT- und FUNCAT-Verfahren statt.

Dabei wurde ersichtlich, dass durch die NMDA-Glyzin Behandlung, die chemisch
eine veranderte synaptische Aktivitat induziert, verstarkt AzL-(-)-Fuk in die Glykane
der Zellmembran-assoziierten Proteine eingebaut wird. Eine Veranderung in der
Proteinneusynthese im Vergleich zu den basalen Konditionen konnte durch das
FUNCAT-Verfahren nicht detektiert werden. Dies bestétigt erneut, dass chemisch
induzierte LTD unabhangig von Proteinneusynthese ist und gleichzeitig eine de novo
Fukosylierung pra-existierender Proteine induziert.

Wie Dbereits oben ausgefuhrt, werden existierende Membranproteine durch
endozytotische Mechanismen von der Zellmembran zu Kompartimenten des Golgi-
Apparates oder dem ER transportiert. Experimentelle Studien zeigten, dass ein
retrograder Transport von Endosomen zum trans-Golgi-Netzwerk (Ghosh und
Kornfeld 2004, Wahle et al. 2005, Shirahama-Noda et al. 2013) existiert. Dies macht,
gemeinsam mit den experimentellen Befunden der vorliegenden Studie eine de novo
Fukosylierung plausibel. Darlber hinaus kamen Fukosylierungen durch
Ektofukosyltransferasen in Betracht. Im Gehirn wurden solche Glykosyltransferasen
allerdings noch nicht gefunden, aber an Zelloberflachenproteinen von Ratten-
Lymphozyten wurden bereits Ektofukosyltransferase-Aktivitaten nachgewiesen
(Hoflack et al. 1978).

4.4. Existiert eine funktionelle Beziehung zwischen Proteinfukosylierung

und Proteinneusynthese?

Die Veranderungen der synaptischen Aktivitdt - induziert durch eine chemische
NMDA/Glyzin-vermittelte LTD - basieren, wie die vorliegenden Resultate

demonstrieren, nicht zwangslaufig auf einer Proteinneusynthese. Dennoch wird
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davon ausgegangen, dass eine von Proteinneusynthese unabhangige Plastizitat, nur
kurzfristige strukturelle Veranderungen induziert (Ramiro-Cortes und Israely 2013).
Eine Vielzahl experimenteller Studien haben allerdings gezeigt, dass lang anhaltende
Veranderungen der synaptischen Effizienz sowohl eine intakte Proteinbiosynthese
(Krug et al. 1984, Montarolo et al. 1986, Frey et al. 1988, Freeman et al. 1995) als
auch eine intakte Glykosylierungsmaschinerie (Jork et al. 1986, Krug et al. 1991,
Rose 1995, Matthies et al. 1999) erfordern.

Um die Aspekte der Fukosylierung in Abhangigkeit von Proteinneusynthese zu
untersuchen, ist die Strategie der Doppelmarkierung (Liu et al. 2011) eine bewahrte
Methode. So konnen in zukunftigen Experimenten beispielsweise in priméren
Zellkulturen verschiedene Formen synaptischer Plastizitat induziert werden, fir die
eine Abhangigkeit von der Proteinsynthese beschrieben wurden ist. So bendtigt
beispielsweise die durch Aktivierung metabotroper Glutamat-Rezeptoren ausgeloste
langanhaltende LTD eine Proteinneusynthese (Ramiro-Cortes und Israely 2013).
Ebenso sind auch spate Phasen der NMDA-abhéngigen LTP, abhangig von der
Neusynthese von Proteinen (Krug et al. 1984, Frey et al. 1988, Malenka und Nicoll
1993).

Durch die selektive Markierung von Glykanen und Proteinen, mit Alkin- oder Azid-
modifizierten Zuckern bzw. Aminosauren, ist die Méglichkeit der Selektion gegeben.
Da fortwahrend durch die Verwendung einer modifizierten Fukose und einer
modifizierten Aminosdure eine Charakterisierung von neusynthetisierten,
neusynthetisiert und fukosylierten, oder neufukosylierten Glykoproteinen erfolgen
kann.

Erste Untersuchungen bestatigen die Nutzbarkeit dieser kombinierten Methodik.
Unter basalen Bedingungen konnten neusynthetisierte Proteine, die das Methionin-
Analog HPG im Proteingerust eingebaut haben, vom restlichen Proteom separiert
werden. Durch eine zweite Klick-Reaktion ist dann die Mdoglichkeit gegeben, alle
fukosylierten Proteine, ob neusynthetisiert oder bereits existierend, zu detektieren.
Somit kann durch diese Methode die Verdnderungen der Fukosylierung in
Abhéangigkeit von der Proteinneusynthese, induziert durch synaptische Plastizitat,

untersucht werden.
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5. Ausblick

Ausgehend von dieser hier vorgelegten, Gberwiegend proteomischen Studie konnte
eine Vielzahl mdglicher fukosylierter Proteine identifiziert werden. Dennoch bleiben
weiterhin viele Fragen unbeantwortet bzw. bedurfen einer weitergehenden
Untersuchung. Da nur fur einen Teil der identifizierten Fukosyl-Proteine ein
zweifelsfreier Nachweis der Fukosylierung erbracht werden konnte, muss dies in
nachfolgenden Arbeiten fur die anderen Proteine noch verifiziert werden.
Insbesondere bleibt unklar, welche funktionelle Rolle die Fukose in den Glykanketten
ubernimmt und welche Oligosaccharid-Strukturen tberhaupt vorliegen.

AulRerdem stellen sich Fragen wie: Ist die Funktion der Fukosyl-Epitope konserviert
oder besitzt diese eine Variabilitdt? Demnach wird erneut die Notwendigkeit der
Strukturanalyse deutlich, um nachfolgend den Einfluss jedes einzelnen Fukosyl-
Epitops zu untersuchen. Méglichkeiten hierfur bieten unteranderem die enzymatische
Deglykosylierung, in der Analyse der Zusammensetzung der Glykanketten oder
deren Strukturaufklarung. WB-Analysen mit Antikdrpern (Lucka et al. 2005) oder
speziellen Lektinen, beispielsweise dem aus Ulex europaeus | kdnnen hierbei
ebenfalls sehr hilfreich sein. Auch Fukosidasen kdnnen hierbei wichtige Werkzeuge
sein, (i) a-Fukosidasen hydrolysieren alle a-Fukosyl-Verknupfungen, (i) a1,2-
Fukosidasen, (iii)) a1,3/4-Fukosidasen und (iv) a1,6-Fukosidasen hydrolysieren
entsprechend lhrer Klassifizierung die spezifischen Fukosyl-Verbindungen (Kobata
2000).

Des Weiteren kodnnen Glykane strukturell Gdber die High-Performance-
Anionenaustausch-Chromatographie mit amperometrischer Detektion (Elwood et al.
1988, Lucka et al. 2005) oder Uber die reverse phase-HPLC (Ogawa et al. 1990,
Zamze et al. 1999) analysiert werden. Zu diesem Zweck werden Glykoproteine mit
PNGase F behandelt, was eine Spaltung der N-glykosidisch-gebundenen
Oligosaccharide katalysiert (Magnelli et al. 2011). Aber auch chemisch kénnen durch
Trifluoromethansulfonsdure N-glykosidisch und auch O-glykosidisch gebundene
Oligosaccharidketten abgespalten werden (Edge 2003). Um funktionelle Aspekte der
Proteinfukosylierung zu analysieren, kdnnte die Verwendung von Fukosidasen sehr
hilfreich und effizient sein, da die Polypeptidketten erhalten bleiben und
weiterflhrende Untersuchungen direkt am Protein durchgefihrt werden kdnnen.

Durch Patch-Clamp-Messungen (Neher und Sakmann 1976, Hamill et al. 1981)
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lassen sich Anderungen in der Leitfahigkeit und Spannungssensorik von
lonenkanalen sehr gut charakterisieren. Anderungen in der Affinitat zum Liganden
kénnen beispielsweise durch Konformationsédnderungen des Proteins herbeigefihrt
werden. Strukturelle Untersuchungen wie beispielsweise die der Proteinkristall-
Strukturanalyse wirden hierbei Aufschluss dartiber geben kénnen (Caliandro et al.
2013). Funktionelle Aspekte der Fukosylierung konnten des Weiteren durch
Desoxygalaktose-Derivate (Jork et al. 1989, Krug et al. 1991), FukTs-knockout
Studien (Taniguchi et al. 2006, Moriwaki und Miyoshi 2010) oder Lektin-basierte in
vitro-Studien untersucht werden, da Veranderungen in der Zelladh&sion,
Zellmigration oder im Neuriten-Wachstum direkt ersichtlich sind.

Einen weiteren Ansatzpunkt flr zuktnftige Forschungen zur Aufklarung der Rolle der
Fukosylierung bieten Studien mit mutanten Proteinen an den jeweiligen
Anheftungsstellen an das Peptid-Rickgrat (Asp, Ser, Thr) in heterologen
Expressionssystemen, die funktionelle Testungen hinsichtlich Veranderungen in der
Zellmorphologie, der Signaltransduktion oder elektrophysiologischen Parametern
gestatten.

Die Auswirkungen einer verédnderten Fukosylierung auf die molekularen
Eigenschaften der betroffenen Proteine kdnnten sehr vielféltig sein. Dies kénnte
einen verbesserten Schutz gegen proteolytischen Abbau, ein verédndertes
intrazellulares  Sortierungssignal, eine  Veranderung  adhasiver/repulsiver
Eigenschaften durch "Abschirmung" oder Konformationsdnderungen oder auch eine
Veranderung in den Bindungseigenschaften fir endogene Lektine beinhalten. Die
Identifizierung solcher Bindungsproteine fur Fukose-haltige Glykanstrukturen kénnte
sehr wichtige Informationen zum Verstandnis einer funktionell bedingt veranderten
Proteinfukosylierung liefern.

Schliel3lich sollte die Identitdt zytosolischer bzw. nuklearer fukosylierter Proteine
eindeutig geklart oder mittels der oben beschriebenen Analyseverfahren
ausgeschlossen werden. Ebenso kdnnten mittels Kandidaten-basierten Ansétzen die
Fukosylierung als auch deren Ausmal? fur Proteine, die massenspektrometrisch nur
in einer der beiden Gruppen identifiziert werden konnten (siehe Tabelle 13), bestatigt
oder ausgeschlossen werden, um damit Limitationen in der Analysetiefe der

verwendeten Massenspektrometer entgegenzusteuern.
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Tabelle 13: Vergleichsanalyse der BONMOT angereicherten und massenspektrometrisch identifizierten Fukosyl-Proteine.

Protein name

UniProt entry

Basal NMDA

Function SynProt

Neurotransmitter receptor

Neurotransmitter transport

Presynaptic vesicle protein

Regulatory, Secretory pathway

Ca2+ homeostasis

Ca2+ homeostasis

Ion transport

Cell adhesion/recognition

Cell adhesion/recognition

Cell adhesion/recognition

Cell adhesion/recognition

Cell adhesion/recognition

Cell adhesion/recognition

Cell adhesion/recognition

Mitochondria

Mitochondria

Mitochondria

Mitochondria

Mitochondria

Mitochondria

Mitochondria

Mitochondria

Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3 [GBRB3_RAT] P63079
Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 [S6A11_RAT] P31647
Synaptic vesicle glycoprotein 2B [SV2B_RAT] Q63564
Reticulon-3 [RTN3_RAT] Q6RIRE
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 [AT2B2_RAT] P11506
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 [AT2AZ2_RAT] P11507
Sodium/hydrogen exchanger [D3Z]86_RAT] D3Z186
Basigin [BASI_RAT] P26453
Isoform 1 of Neuroplastin [NPTN_RAT] P97546-1
Isoform 2 of Leukocyte surface antigen CD47 [CD47_RAT] P97829-2
Opioid-binding protein/cell adhesion molecule [OPCM_RAT] P32736
Protein Cdh13 (Fragment) [FIM7X3_RAT] F1IM7X3
Protein Dsglb [D3ZQ45_RAT] D3ZQ45
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S [PTPRS_RAT] Q64605
LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial [LETM1_RAT] QSXING
Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog [G3V8F5_RAT] G3V8F5
Mitochondrial import receptor subunit TOM70 [TOM70_RAT] Q75Q39
Phosphate carrier protein, mitochondrial [G3V741_RAT] G3V741
Sideroflexin-3 [SFXN3_RAT] Q9IHY2
Sideroflexin-5 [SFXN5_RAT] Q8CFDO
ATP synthase subunit b, mitochondrial [ATSF1_RAT] P19511
ATPase, H+ transporting, 38kDa, V0 subunit d1 [Q5M7T6_RAT] Q5M7T6
Protein Atp6vla [D4A133_RAT] D4A133

Mitochondria
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Anhang

Anhang

S1: Auflistung der durch AAL-AC angereicherten und durch MS identifizierten 289 angereicherten Membran- und extrazellulare Proteine
Uni-Prot ID Protein

Q794F9 4F2 cell-surface antigen heavy chain OS=Rattus norvegicus GN=SIc3a2 PE=1 SV=1 - [4F2_RAT]

Q05962 ADP/ATP translocase 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a4 PE=1 SV=3 - [ADT1_RAT]

Q09073 ADP/ATP translocase 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a5 PE=1 SV=3 - [ADT2_RAT]

Q99068 Alpha-2-macroglobulin receptor-associated protein OS=Rattus norvegicus GN=Lrpapl PE=1 SV=2 - [AMRP_RAT]
Q07936 Annexin A2 OS=Rattus norvegicus GN=Anxa2 PE=1 SV=2 - [ANXA2_RAT]

P02650 Apolipoprotein E OS=Rattus norvegicus GN=Apoe PE=1 SV=2 - [APOE_RAT]

Q75781 Asc-type amino acid transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc7al0 PE=2 SV=1 - [Q75T81_RAT]

P11608 ATP synthase protein 8 OS=Rattus norvegicus GN=Mt-atp8 PE=1 SV=1 - [ATP8_RAT]

P15999 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5al PE=1 SV=2 - [ATPA_RAT]

P19511 ATP synthase subunit b, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5f1 PE=1 SV=1 - [AT5F1_RAT]

P10719 ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5b PE=1 SV=2 - [ATPB_RAT]

P31399 ATP synthase subunit d, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5h PE=1 SV=3 - [ATP5H_RAT]

P35434 ATP synthase subunit delta, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5d PE=1 SV=2 - [ATPD_RAT]

P29419 ATP synthase subunit e, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5i PE=1 SV=3 - [ATP5I_RAT]

D3ZAF6 ATP synthase subunit f, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5j2 PE=1 SV=1 - [ATPK_RAT]

P35435 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5c1 PE=1 SV=2 - [ATPG_RAT]

Q06647 ATP synthase subunit O, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp50 PE=1 SV=1 - [ATPO_RAT)]

Q3KREO ATPase family AAA domain-containing protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Atad3 PE=2 SV=1 - [ATAD3_RAT]
Q5M7T6 ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit d1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v0d1l PE=2 SV=1 - [Q5M7T6_RAT]
Q6P503 ATPase, H+ transporting, V1 subunit D, isoform CRA_c OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vld PE=2 SV=1 - [Q6P503_RAT]
Q8R2HO ATPase, H+ transporting, V1 subunit G isoform 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlg2 PE=4 SV=1 - [Q8R2H0_RAT]
Q5M9H4 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide OS=Rattus norvegicus GN=Atp1b2 PE=2 SV=1 - [Q5M9H4 RAT]
P26453 Basigin OS=Rattus norvegicus GN=Bsg PE=1 SV=2 - [BASI_RAT]

Q63604 BDNF/NT-3 growth factors receptor OS=Rattus norvegicus GN=Ntrk2 PE=1 SV=1 - [NTRK2_RAT]

P38718 Brain protein 44 OS=Rattus norvegicus GN=Brp44 PE=2 SV=1 - [BR44_RAT]

D3ZN99 Brain-specific angiogenesis inhibitor 2 (Predicted) OS=Rattus norvegicus GN=Bai2 PE=4 SV=1 - [D3ZN99_RAT]
D4A831 Brain-specific angiogenesis inhibitor 3 (Predicted) OS=Rattus norvegicus GN=Bai3 PE=4 SV=1 - [D4A831_RAT]
Q971Y3 Cadherin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh2 PE=1 SV=1 - [CADH2_RAT]

P55280 Cadherin-6 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh6 PE=2 SV=1 - [CADH6_RAT]

054800 Cadherin-8 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh8 PE=2 SV=1 - [CADH8_RAT]

D4A055 Calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit, isoform CRA_b OS=Rattus norvegicus GN=Cacnb4 PE=4 SV=1 - [D4A055 RAT]
Q6QONO0 Calsyntenin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Clstn1l PE=2 SV=1 - [CSTN1_RAT]

Q6AY20 Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor OS=Rattus norvegicus GN=M6pr PE=2 SV=1 - [MPRD_RAT]
035112 CD166 antigen OS=Rattus norvegicus GN=Alcam PE=1 SV=1 - [CD166_RAT]

AOA5DO Cd200 molecule OS=Rattus norvegicus GN=Cd200 PE=2 SV=1 - [AOA5D0_RAT] s.auch OX-2

B1PLB2 CD34 antigen isoform 2 OS=Rattus norvegicus GN=Cd34 PE=2 SV=1 - [B1PLB2_RAT]

P26051 CD44 antigen OS=Rattus norvegicus GN=Cd44 PE=1 SV=2 - [CD44_RAT]

Q6AYP5 Cell adhesion molecule 1 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm1 PE=2 SV=1 - [Q6AYP5_RAT]

Q1WIM2 Cell adhesion molecule 2 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm2 PE=1 SV=2 - [CADM2_RAT]

Q1WIM3 Cell adhesion molecule 3 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm3 PE=2 SV=1 - [CADM3_RAT]

Q1WIM1 Cell adhesion molecule 4 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm4 PE=1 SV=1 - [CADM4_RAT]
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Q5FVI4 Cell cycle exit and neuronal differentiation protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Cend1 PE=1 SV=1 - [CEND_RAT]
Q9ERQ6 Chondroitin sulfate proteoglycan 5 OS=Rattus norvegicus GN=Cspg5 PE=1 SV=1 - [CSPG5_RAT]

Q08406 Ciliary neurotrophic factor receptor subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Cntfr PE=2 SV=2 - [CNTFR_RAT]
P05371 Clusterin OS=Rattus norvegicus GN=Clu PE=1 SV=2 - [CLUS_RAT]

035796 Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Clgbp PE=1 SV=2 - [C1QBP_RAT]
G3V758 Contactin 2 OS=Rattus norvegicus GN=Cntn2 PE=4 SV=1 - [G3V758_RAT]

Q63198 Contactin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Cntnl PE=1 SV=2 - [CNTN1_RAT]

P22063 Contactin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cntn2 PE=1 SV=1 - [CNTN2_RAT]

Q62682 Contactin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Cntn3 PE=1 SV=1 - [CNTN3_RAT]

Q62845 Contactin-4 OS=Rattus norvegicus GN=Cntn4 PE=1 SV=1 - [CNTN4_RAT]

Q37652 Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 OS=Rattus norvegicus GN=Mt-co2 PE=3 SV=1 - [Q37652_RAT]

P11951 Cytochrome c oxidase subunit 6C-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cox6c2 PE=1 SV=3 - [CX6C2_RAT]

Q925T8 Deleted in bladder cancer protein 1 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Dbcl PE=2 SV=1 - [DBC1_RAT]

Q08554 Desmocollin-1 OS=Homo sapiens GN=DSC1 PE=1 SV=2 - [DSC1_HUMAN]

Q02413 Desmoglein-1 OS=Homo sapiens GN=DSG1 PE=1 SV=2 - [DSG1_HUMAN]

Q9J166 Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc4a4 PE=1 SV=1 - [S4A4 RAT]
088775 Embigin OS=Rattus norvegicus GN=Emb PE=1 SV=1 - [EMB_RAT]

P24942 Excitatory amino acid transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIcla3 PE=1 SV=2 - [EAA1l_RAT]

P31596 Excitatory amino acid transporter 2 OS=Rattus norvegicus GN=Slcla2 PE=1 SV=2 - [EAA2_RAT]

P51907 Excitatory amino acid transporter 3 OS=Rattus norvegicus GN=Slclal PE=1 SV=1 - [EAA3_RAT]

Q8K3Vv3 G-protein coupled receptor 56 OS=Rattus norvegicus GN=Gpr56 PE=2 SV=1 - [GPR56_RAT]

Q6Q7Y5 Galphal3 OS=Rattus norvegicus GN=Gnal3 PE=2 SV=1 - [Q6Q7Y5_RAT]

P62813 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gabral PE=1 SV=1 - [GBRA1_RAT]
P15431 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gabrbl PE=2 SV=1 - [GBRB1_RAT]
P63138 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Gabrb2 PE=1 SV=1 - [GBRB2_RAT]
P63079 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Gabrb3 PE=1 SV=1 - [GBRB3_RAT]
088871 Gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gabbr2 PE=1 SV=2 - [GABR2_RAT]
D4A5X7 Ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1 (Predicted) OS=Rattus norvegicus GN=Gdapl PE=4 SV=1 - [D4A5X7_ RAT]
P08050 Gap junction alpha-1 protein OS=Rattus norvegicus GN=Gjal PE=1 SV=2 - [CXAl RAT]

B2RYC9 Gba protein OS=Rattus norvegicus GN=Gba PE=2 SV=1 - [B2RYC9 RAT]

Q792X9 GDNF receptor-beta (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Gfra2 PE=2 SV=1 - [Q792X9_RAT]

P19490 Glutamate receptor 1 OS=Rattus norvegicus GN=Grial PE=1 SV=2 - [GRIA1_RAT]

G3Vv914 Glutamate receptor 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gria2 PE=4 SV=2 - [G3V914 RAT]

P19492 Glutamate receptor 3 OS=Rattus norvegicus GN=Gria3 PE=1 SV=1 - [GRIA3_RAT]

P19493 Glutamate receptor 4 OS=Rattus norvegicus GN=Gria4 PE=1 SV=1 - [GRIA4_ RAT]

Q8K5B5 Glutamate transporter GLT1b OS=Rattus norvegicus GN=SIcla2 PE=2 SV=1 - [Q8K5B5 RAT]

G3V8G5 Golgi apparatus protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Glgl PE=4 SV=1 - [G3V8G5_ RAT]

P04897 Guanine nucleotide-bhinding protein G(i) subunit alpha-2 OS=Rattus norvegicus GN=Gnai2 PE=1 SV=3 - [GNAI2_RAT]
P54311 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gnbl PE=1 SV=4 - [GBB1_RAT]
P59215 Guanine nucleotide-bhinding protein G(0) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaol PE=1 SV=2 - [GNAO_ RAT]
P82471 Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaq PE=1 SV=2 - [GNAQ_RAT]
P63095 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short OS=Rattus norvegicus GN=Gnas PE=1 SV=1 - [GNAS2_RAT]
G3V8K2 Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma OS=Rattus norvegicus GN=Gng3 PE=3 SV=1 - [G3V8K2_RAT]
Q925N6 Immunoglobulin superfamily member 1 OS=Rattus norvegicus GN=Igsfl PE=2 SV=1 - [IGSF1_RAT]

Q6Q629 Inactive dipeptidyl peptidase 10 OS=Rattus norvegicus GN=Dppl10 PE=1 SV=1 - [DPP10_RAT]

Q924W?2 Integrin alpha 6 subchain (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Itga6 PE=2 SV=1 - [Q924W2_RAT]
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Anhang

P43406 Integrin alpha-V OS=Mus musculus GN=ltgav PE=1 SV=2 - [ITAV_MOUSE]

D3ZP06 Integrin beta OS=Rattus norvegicus GN=ltgh8 PE=3 SV=1 - [D3ZP06_RAT]

P49134 Integrin beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=ltgh1l PE=2 SV=1 - [ITB1_RAT]

G3V667 Integrin, alpha 6, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Itga6 PE=3 SV=1 - [G3V667_RAT]

P97546-1 Isoform 1 of Neuroplastin OS=Rattus norvegicus GN=Nptn - [NPTN_RAT]

Q63372-13 Isoform 13a of Neurexin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Nrxnl - [NRX1A RAT]

Q9ERQ6-2 Isoform 2 of Chondroitin sulfate proteoglycan 5 OS=Rattus norvegicus GN=Cspg5 - [CSPG5_RAT]

P97829-2 Isoform 2 of Leukocyte surface antigen CD47 OS=Rattus norvegicus GN=Cd47 - [CD47_RAT]

Q812E9-2 Isoform 2 of Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Rattus norvegicus GN=Gpm6a - [GPM6A_RAT]

Q568Y7-2 Isoform 2 of Noelin-2 OS=Rattus norvegicus GN=0Ifm2 - [NOE2_RAT]

P46101-2 Isoform DPPX-S of Dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6 OS=Rattus norvegicus GN=Dpp6 - [DPP6_RAT]

P19490-2 Isoform Flip of Glutamate receptor 1 OS=Rattus norvegicus GN=Grial - [GRIA1_RAT]

P19491-2 Isoform Flip of Glutamate receptor 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gria2 - [GRIA2_RAT]

P19492-2 Isoform Flip of Glutamate receptor 3 OS=Rattus norvegicus GN=Gria3 - [GRIA3_RAT]

P22462-3 Isoform KSHIIIA.1 of Potassium voltage-gated channel subfamily C member 2 OS=Rattus norvegicus GN=Kcnc2 - [KCNC2_RAT]
Q03351-2 Isoform TRKC of NT-3 growth factor receptor OS=Rattus norvegicus GN=Ntrk3 - [NTRK3_RAT]

Q64542-3 Isoform ZA of Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b4 - [AT2B4_RAT]
Q5PPI4 LAMP family protein C200rf103 homolog OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1 - [CT103_RAT]

088917 Latrophilin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Lphnl PE=1 SV=1 - [LPHN1 RAT]

Q97173 Latrophilin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Lphn3 PE=2 SV=1 - [LPHN3_RAT]

Q5XIN6 LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Letm1 PE=1 SV=1 - [LETM1_RAT]
G3v881 Leucine rich repeat neuronal 6A, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Lingol PE=4 SV=1 - [G3V881_RAT]
Q8K4Y5 Leucine-rich glioma-inactivated protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Lgil PE=1 SV=1 - [LGI1_RAT]

D4A7P2 Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Lrrtm2 PE=1 SV=1 - [LRRT2_RAT]
F1LNW2 Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 4 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Lrrtm4 PE=4 SV=2 - [FILNW2_RAT]
B4F7C5 Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 4 OS=Rattus norvegicus GN=Lrrtm4 PE=1 SV=1 - [LRRT4_RAT]
Q45R42 Leucine-rich repeat-containing protein 4 OS=Rattus norvegicus GN=Lrrc4 PE=1 SV=1 - [LRRC4_RAT]

POCC10 Leucine-rich repeat-containing protein 4B OS=Rattus norvegicus GN=Lrrc4b PE=1 SV=1 - [LRC4B_RAT]

Q62813 Limbic system-associated membrane protein OS=Rattus norvegicus GN=Lsamp PE=1 SV=1 - [LSAMP_RAT]

Q7TMB7 Lipid phosphate phosphatase-related protein type 4 OS=Rattus norvegicus GN=Lppr4 PE=2 SV=1 - [LPPR4 RAT]
P97544 Lipid phosphate phosphohydrolase 3 OS=Rattus norvegicus GN=Ppap2b PE=1 SV=1 - [LPP3_RAT]

P27615 Lysosome membrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Scarb2 PE=1 SV=2 - [SCRB2_RAT]

P14562 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Lampl PE=1 SV=1 - [LAMP1 RAT]

P13852 Major prion protein OS=Rattus norvegicus GN=Prnp PE=1 SV=2 - [PRIO_RAT)]

P60756 MAM domain-containing glycosylphosphatidylinositol anchor protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Mdga2 PE=2 SV=1 - [MDGA2_RAT]
Q5XI10 Mammalian ependymin-related protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Epdrl PE=2 SV=1 - [EPDR1_RAT]

P31424 Metabotropic glutamate receptor 5 OS=Rattus norvegicus GN=Grm5 PE=1 SV=2 - [GRM5_RAT]

P35400 Metabotropic glutamate receptor 7 OS=Rattus norvegicus GN=Grm7 PE=1 SV=1 - [GRM7_RAT]

G3V6H5 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Rattus norvegicus GN=SIc25al1l PE=3 SV=1 - [G3V6H5_RAT]
P97521 Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a20 PE=1 SV=1 - [MCAT_RAT]
P84817 Mitochondrial fission 1 protein OS=Rattus norvegicus GN=Fis1 PE=1 SV=1 - [FIS1_RAT]

Q50536 Mitochondrial glutamate carrier 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a18 PE=2 SV=2 - [GHC2_RAT]

Q75041 Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Tomm22 PE=1 SV=1 - [TOM22_RAT]
G3V8F5 Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Tomm40 PE=4 SV=1 - [G3V8F5_RAT]
Q75Q39 Mitochondrial import receptor subunit TOM70 OS=Rattus norvegicus GN=Tomm70a PE=1 SV=1 - [TOM70_RAT]

P08482 Muscarinic acetylcholine receptor M1 OS=Rattus norvegicus GN=Chrm1 PE=1 SV=1 - [ACM1_RAT]
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Anhang

P07722 Myelin-associated glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Mag PE=1 SV=1 - [MAG_RAT]

P13596 Neural cell adhesion molecule 1 OS=Rattus norvegicus GN=Ncam1 PE=1 SV=1 - [NCAM1_RAT]

D3ZPC4 Neural cell adhesion molecule L1 OS=Rattus norvegicus GN=L1cam PE=2 SV=2 - [D3ZPC4_RAT]
Q05695 Neural cell adhesion molecule L1 OS=Rattus norvegicus GN=L1cam PE=2 SV=3 - [L1ICAM_RAT]

Q63372 Neurexin-1-alpha OS=Rattus norvegicus GN=Nrxnl PE=1 SV=3 - [NRX1A_RAT]

Q07310 Neurexin-3-alpha OS=Rattus norvegicus GN=Nrxn3 PE=1 SV=1 - [NRX3A_RAT]

P28841 Neuroendocrine convertase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Pcsk2 PE=1 SV=1 - [NEC2_RAT]

P97685 Neurofascin OS=Rattus norvegicus GN=Nfasc PE=1 SV=2 - [NFASC_RAT]

D3ZW56 Neurofascin OS=Rattus norvegicus GN=Nfasc PE=2 SV=2 - [D3ZW56_RAT]

Q62888 Neuroligin-2 OS=Rattus norvegicus GN=NIgn2 PE=1 SV=1 - [NLGN2_RAT]

Q62889 Neuroligin-3 OS=Rattus norvegicus GN=NIgn3 PE=1 SV=1 - [NLGN3_RAT]

Q6PW34 Neuronal cell adhesion molecule long isoform Nc17 OS=Rattus norvegicus GN=Nrcam PE=2 SV=1 - [Q6PW34_RAT]
P97686 Neuronal cell adhesion molecule OS=Rattus norvegicus GN=Nrcam PE=1 SV=2 - [NRCAM_RAT]

Q970J8 Neuronal growth regulator 1 OS=Rattus norvegicus GN=Negrl PE=1 SV=1 - [NEGR1_RAT]

Q812E9 Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Rattus norvegicus GN=Gpm6a PE=1 SV=1 - [GPM6A_RAT]
035764 Neuronal pentraxin receptor OS=Rattus norvegicus GN=Nptxr PE=1 SV=1 - [NPTXR_RAT]

P47971 Neuronal pentraxin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Nptx1 PE=1 SV=1 - [NPTX1_RAT]

P97738 Neuronal pentraxin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Nptx2 PE=1 SV=1 - [NPTX2_RAT]

P97546 Neuroplastin OS=Rattus norvegicus GN=Nptn PE=1 SV=2 - [NPTN_RAT]

Q76GL9 Neutral amino acid transporter ASCT1 OS=Rattus norvegicus GN=SIcla4 PE=2 SV=1 - [Q76GL9_RAT]
Q8CGUB Nicastrin OS=Rattus norvegicus GN=Ncstn PE=1 SV=1 - [NICA_RAT]

Q5EBA4 Nipsnapl protein (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Nipsnapl PE=2 SV=1 - [Q5EBA4_RAT]

Q62609 Noelin OS=Rattus norvegicus GN=0OIfm1 PE=2 SV=1 - [NOE1_RAT]

Q6R5J6 NYGGF5 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a27 PE=2 SV=1 - [Q6R5J6_RAT]

Q7TNM3 Oligodendrocyte-myelin glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=0mg PE=2 SV=1 - [Q7TNM3_RAT]
P32736 Opioid-binding protein/cell adhesion molecule OS=Rattus norvegicus GN=Opcml PE=1 SV=2 - [OPCM_RAT]
P04218 OX-2 membrane glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Cd200 PE=2 SV=1 - [OX2G_RAT]

G3V741 Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a3 PE=3 SV=1 - [G3V741_RAT]
Q5FVH2 Phospholipase D3 OS=Rattus norvegicus GN=PId3 PE=2 SV=1 - [PLD3_RAT]

P11505 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b1l PE=2 SV=2 - [AT2B1_RAT]
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b2 PE=2 SV=2 - [AT2B2_RAT]
D3zQ57 Plexin B2 OS=Rattus norvegicus GN=PIxnb2 PE=4 SV=1 - [D3ZQ57_RAT]

F1LNP8 Poliovirus receptor-related 1 OS=Rattus norvegicus GN=Pvrl1 PE=4 SV=2 - [FILNP8_RAT]

D4A6L0 Probable G-protein coupled receptor 158 OS=Rattus norvegicus GN=Gpr158 PE=3 SV=1 - [GP158 RAT]
Q6MG82 Proline-rich transmembrane protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Prrtl PE=2 SV=2 - [PRRT1_RAT]
D3ZFB6 Proline-rich transmembrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Prrt2 PE=1 SV=1 - [PRRT2_RAT]
F1LRS5 Protein Aplpl (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Aplpl PE=2 SV=1 - [F1ILRS5_RAT]

D4A133 Protein Atp6vla OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vla PE=3 SV=1 - [D4A133_RAT]

E9PTI1 Protein Atp6vlh OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlh PE=2 SV=1 - [E9PTI1_RAT]

D3ZNF1 Protein Bail OS=Rattus norvegicus GN=Bail PE=4 SV=2 - [D3ZNF1_RAT]

Q5U2P5 Protein C2cd2l OS=Rattus norvegicus GN=C2cd2l PE=2 SV=1 - [Q5U2P5_RAT]

F1LR98 Protein Cdh10 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh10 PE=2 SV=1 - [F1ILR98 RAT]

F1IM1A2 Protein Cdh12 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh12 PE=3 SV=2 - [FIM1A2_RAT]

F1IM7X3 Protein Cdh13 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Cdh13 PE=2 SV=2 - [FIM7X3_RAT]

F1M702 Protein Cdh18 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh18 PE=2 SV=1 - [F1IM702_RAT]

D3ZFQ5 Protein Cdh9 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh9 PE=3 SV=1 - [D3ZFQ5_RAT]
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Anhang

D3ZHX3 Protein Diras2 OS=Rattus norvegicus GN=Diras2 PE=4 SV=1 - [D3ZHX3_RAT]

D3ZQ45 Protein Dsglb OS=Rattus norvegicus GN=Dsglb PE=2 SV=1 - [D3ZQ45 RAT]

F1LMV6 Protein Dsp OS=Rattus norvegicus GN=Dsp PE=2 SV=1 - [FILMV6_RAT]

Q8K1M8 Protein FAM5B OS=Rattus norvegicus GN=Fam5b PE=2 SV=1 - [FAM5B_RAT]

D4A435 Protein Icam5 OS=Rattus norvegicus GN=Ilcam5 PE=4 SV=1 - [D4A435_RAT]

F1LVRO Protein Iglon5 OS=Rattus norvegicus GN=Iglon5 PE=4 SV=2 - [FILVRO_RAT]

MORAS4 Protein Igsf21 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Igsf21 PE=4 SV=1 - [MORAS4 RAT]

Q5FVG4 Protein LOC100911440 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a22 PE=2 SV=1 - [Q5FVG4_RAT]

G3Vv928 Protein Lrpl OS=Rattus norvegicus GN=Lrpl PE=4 SV=1 - [G3V928 RAT]

D3ZCJ3 Protein Mfsd6 OS=Rattus norvegicus GN=Mfsd6 PE=4 SV=1 - [D3ZCJ3_RAT]

F1M8G9 Protein Ncam2 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Ncam2 PE=2 SV=2 - [FIM8G9_RAT]

F1M8K1 Protein Pcdhl (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Pcdhl PE=4 SV=2 - [FIM8K1_RAT]

F1LS01 Protein Pcdh9 OS=Rattus norvegicus GN=Pcdh9 PE=2 SV=2 - [F1LS01 RAT]

D3ZES7 Protein PIxna4a OS=Rattus norvegicus GN=PIxna4a PE=4 SV=1 - [D3ZES7_RAT]

D3ZDX5 Protein PIxnb1l OS=Rattus norvegicus GN=PIxnbl PE=4 SV=1 - [D3ZDX5_RAT]

D4ACB3 Protein RGD1559672 OS=Rattus norvegicus GN=RGD1559672 PE=4 SV=1 - [D4ACB3_RAT]

D37981 Protein RGD1560871 OS=Rattus norvegicus GN=RGD1560871 PE=4 SV=2 - [D3Z7981_RAT]

D4A188 Protein Rgma OS=Rattus norvegicus GN=Rgma PE=4 SV=1 - [D4A188 RAT]

D3ZQP6 Protein Sema7a OS=Rattus norvegicus GN=Sema7a PE=4 SV=1 - [D3ZQP6_RAT]

D3ZVM6 Protein Siglecl OS=Rattus norvegicus GN=Siglecl PE=4 SV=2 - [D3ZVM6_RAT]

E9PTX9 Protein Slc12a2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc12a2 PE=4 SV=1 - [EOPTX9_RAT]

MOR4V4 Protein Slc25a23 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a23 PE=4 SV=1 - [MOR4V4_RAT]

Q9EPH7 Protein Slc25a27 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a27 PE=2 SV=1 - [Q9EPH7_RAT]

D4A517 Protein Slc39a10 OS=Rattus norvegicus GN=SIc39a10 PE=4 SV=1 - [D4A517 RAT]

Q4Vv7D9 Protein SmpdI3b OS=Rattus norvegicus GN=SmpdI3b PE=2 SV=1 - [Q4V7D9 RAT]

D4ABK1 Protein Syngr3 OS=Rattus norvegicus GN=Syngr3 PE=4 SV=1 - [D4ABK1 RAT]

F1M8Y2 Protein Tspan7 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Tspan7 PE=2 SV=2 - [FIM8Y2_RAT]

D4A383 Protein Ttyh3 OS=Rattus norvegicus GN=Ttyh3 PE=4 SV=1 - [D4A383_RAT]

POC5X8 Protein tweety homolog 1 OS=Rattus norvegicus GN=Ttyhl PE=2 SV=1 - [TTYH1_RAT]

Q68HB5 Protocadherin 7, isoform CRA b OS=Rattus norvegicus GN=Pcdh7 PE=2 SV=1 - [Q68HB5 RAT]

Q68HB8 Protocadherin 7, isoform CRA_c OS=Rattus norvegicus GN=Pcdh7 PE=2 SV=1 - [Q68HB8_RAT]

16LBX6 Protocadherin gamma a9 OS=Rattus norvegicus GN=Pcdhga9 PE=2 SV=1 - [I6LBX6_RAT]

014917 Protocadherin-17 OS=Homo sapiens GN=PCDH17 PE=2 SV=2 - [PCD17_HUMAN]

Q8CINO Receptor-like protein tyrosine phosphatase gamma S-type isoform OS=Rattus norvegicus GN=Ptprg PE=2 SV=1 - [Q8CINO_RAT]
Q03348 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha OS=Rattus norvegicus GN=Ptpra PE=2 SV=1 - [PTPRA_RAT]
P23468 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase delta OS=Homo sapiens GN=PTPRD PE=1 SV=2 - [PTPRD_HUMAN]
Q64605 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S OS=Rattus norvegicus GN=Ptprs PE=1 SV=2 - [PTPRS_RAT]
Q62656 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta OS=Rattus norvegicus GN=Ptprz1 PE=1 SV=1 - [PTPRZ_RAT]
Q64548 Reticulon-1 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn1 PE=2 SV=1 - [RTN1_RAT]

Q6RJIR6 Reticulon-3 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn3 PE=1 SV=1 - [RTN3_RAT]

Q9JK11 Reticulon-4 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn4 PE=1 SV=1 - [RTN4_RAT]

Q80WD1 Reticulon-4 receptor-like 2 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn4rl2 PE=2 SV=1 - [R4RL2_RAT]

P11507 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2a2 PE=1 SV=1 - [AT2A2_RAT]
Q63965 Sideroflexin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxnl PE=2 SV=4 - [SFXN1_RAT]

Q9JHY2 Sideroflexin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxn3 PE=2 SV=1 - [SFXN3_RAT]

Q8CFDO Sideroflexin-5 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxn5 PE=2 SV=1 - [SFXN5_RAT]
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Anhang

Q62861 Sodium channel beta 2 subunit OS=Rattus norvegicus GN=Scn2b PE=2 SV=1 - [Q62861 RAT]

Q00954 Sodium channel subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Scnlb PE=1 SV=1 - [SCN1B_RAT]

P54900 Sodium channel subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Scn2b PE=1 SV=1 - [SCN2B_RAT]

Q9JKO00 Sodium channel subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Scn3b PE=1 SV=1 - [SCN3B_RAT]

P23978 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6al PE=1 SV=1 - [SC6A1_RAT]
P31647 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6all PE=2 SV=1 - [S6A11_RAT]
Q9JHZ9 Sodium-coupled neutral amino acid transporter 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc38a3 PE=2 SV=1 - [S38A3 RAT]
P31662 Sodium-dependent neutral amino acid transporter SLC6A17 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6al7 PE=1 SV=1 - [S6A17 RAT]
Q80ZA5 Sodium-driven chloride bicarbonate exchanger OS=Rattus norvegicus GN=SIc4al0 PE=2 SV=1 - [S4A10_RAT]
Q01728 Sodium/calcium exchanger 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc8al PE=2 SV=3 - [NAC1_RAT]

P48768 Sodium/calcium exchanger 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc8a2 PE=2 SV=1 - [NAC2_RAT]

D32J86 Sodium/hydrogen exchanger OS=Rattus norvegicus GN=SIc9a6 PE=2 SV=1 - [D3Z2J86_RAT]

P06685 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atplal PE=1 SV=1 - [AT1A1_RAT]
P06686 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 OS=Rattus norvegicus GN=Atpla2 PE=1 SV=1 - [AT1A2_RAT]
P06687 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 OS=Rattus norvegicus GN=Atpla3 PE=1 SV=2 - [AT1A3_RAT]
P07340 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atplbl PE=1 SV=1 - [AT1B1_RAT]
Q63377 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Atp1lb3 PE=2 SV=1 - [AT1B3_RAT]
Q63633 Solute carrier family 12 member 5 OS=Rattus norvegicus GN=SIc12a5 PE=1 SV=2 - [S12A5_RAT]

Q90QZG1 Solute carrier family 22 member 23 OS=Rattus norvegicus GN=SIc22a23 PE=2 SV=2 - [S22AN_RAT]

054861 Sortilin OS=Rattus norvegicus GN=Sortl PE=1 SV=3 - [SORT_RAT]

QB6AXV4 Sorting and assembly machinery component 50 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Samm50 PE=1 SV=1 - [SAM50_RAT]
P24054 SPARC-like protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Sparcll PE=2 SV=1 - [SPRL1_RAT]

Q02563 Synaptic vesicle glycoprotein 2A OS=Rattus norvegicus GN=Sv2a PE=1 SV=2 - [SV2A_RAT]

Q63564 Synaptic vesicle glycoprotein 2B OS=Rattus norvegicus GN=Sv2b PE=1 SV=1 - [SV2B_RAT]

Q62876 Synaptogyrin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Syngrl PE=2 SV=1 - [SNG1_RAT]

P07825 Synaptophysin OS=Rattus norvegicus GN=Syp PE=1 SV=1 - [SYPH_RAT]

Q92327 Synaptopodin OS=Rattus norvegicus GN=Synpo PE=2 SV=2 - [SYNPO_RAT]

P21707 Synaptotagmin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Sytl PE=1 SV=3 - [SYT1 RAT]

P29101 Synaptotagmin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Syt2 PE=1 SV=1 - [SYT2_RAT]

G3V7P1 Syntaxin-12 OS=Rattus norvegicus GN=Stx12 PE=1 SV=1 - [STX12_RAT]

P32851 Syntaxin-1A OS=Rattus norvegicus GN=Stxla PE=1 SV=1 - [STX1A RAT]

P61265 Syntaxin-1B OS=Rattus norvegicus GN=Stx1b PE=1 SV=1 - [STX1B_RAT]

070257 Syntaxin-7 OS=Rattus norvegicus GN=Stx7 PE=1 SV=4 - [STX7_RAT]

Q05546 Tenascin-R OS=Rattus norvegicus GN=Tnr PE=1 SV=1 - [TENR_RAT]

P01830 Thy-1 membrane glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Thyl PE=1 SV=1 - [THY1_RAT]

Q5U2X7 TIM21-like protein, mitochondrial OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1 - [TI21L_RAT]

G3V679 Transferrin receptor protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Tfrc PE=4 SV=1 - [G3V679_RAT]

Q80WF4 Transmembrane protein 132A OS=Rattus norvegicus GN=Tmem132a PE=1 SV=1 - [T132A_RAT]

Q5PQV5 Trophoblast glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Tpbg PE=2 SV=1 - [TPBG_RAT]

P57097 Tyrosine-protein kinase Mer OS=Rattus norvegicus GN=Mertk PE=2 SV=1 - [MERTK_RAT]

Q63116 Tyrosine-protein kinase receptor OS=Rattus norvegicus GN=Kit PE=2 SV=1 - [Q63116_RAT]

P55146 Tyrosine-protein kinase receptor TYRO3 OS=Rattus norvegicus GN=Tyro3 PE=2 SV=1 - [TYRO3_RAT]

Q9JIW3 Up-regulated during skeletal muscle growth protein 5 OS=Rattus norvegicus GN=Usmg5 PE=2 SV=1 - [USMG5_RAT]
P25286 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vOal PE=2 SV=1 - [VPP1 RAT]
P62815 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v1b2 PE=1 SV=1 - [VATB2_RAT]
Q5FVI6 V-type proton ATPase subunit C 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlcl PE=2 SV=1 - [VATC1_RAT]
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Anhang

Q6PCU2 V-type proton ATPase subunit E 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlel PE=1 SV=1 - [VATE1 RAT]

054715 V-type proton ATPase subunit S1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6apl PE=2 SV=1 - [VAS1 RAT]

P29534 Vascular cell adhesion protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Vcaml1 PE=2 SV=1 - [VCAM1_RAT]

Q9JI51 Vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog 1A OS=Rattus norvegicus GN=Vtila PE=1 SV=1 - [VTI1A_RAT]
Q63666 Vesicle-associated membrane protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Vampl PE=1 SV=2 - [VAMP1_RAT]

P63045 Vesicle-associated membrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Vamp2 PE=1 SV=2 - [VAMP2_RAT]

Q97270 Vesicle-associated membrane protein-associated protein A OS=Rattus norvegicus GN=Vapa PE=1 SV=3 - [VAPA_RAT]
Q97269 Vesicle-associated membrane protein-associated protein B OS=Rattus norvegicus GN=Vapb PE=1 SV=3 - [VAPB_RAT]
Q4KM74 Vesicle-trafficking protein SEC22b OS=Rattus norvegicus GN=Sec22b PE=1 SV=3 - [SC22B_RAT]

Q62634 Vesicular glutamate transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc17a7 PE=1 SV=1 - [VGLU1 RAT]

Q972L0 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Vdacl PE=1 SV=4 - [VDAC1_RAT]

P81155 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Vdac2 PE=1 SV=2 - [VDAC2_RAT]

Q9R1Z0 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Vdac3 PE=1 SV=2 - [VDAC3_RAT]

Q8VHWS5 Voltage-dependent calcium channel gamma-8 subunit OS=Rattus norvegicus GN=Cacng8 PE=1 SV=1 - [CCG8 RAT]
Q8CFG6 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2d2 PE=2 SV=1 - [CA2D2_RAT]
Q8CFG5 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2d3 PE=2 SV=1 - [CA2D3_RAT]
P54287 Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Cacnb3 PE=1 SV=1 - [CACB3_RAT]
Q9ERS3 Voltage-gated calcium channel alpha2/delta-1 subunit OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2dl PE=2 SV=1 - [Q9ERS3_RAT]

S2: Auflistung der durch BONMOT und MS 136 identifizierten Membran- und extrazellulare Proteine

Uni-Prot ID Protein

Q7TQ74 Ac1573 OS=Rattus norvegicus GN=Stt3b PE=2 SV=1 - [Q7TQ74_RAT]

035889 Afadin OS=Rattus norvegicus GN=MIIt4 PE=1 SV=1 - [AFAD_RAT]

Q3B8P6 Alg2 protein (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Alg2 PE=2 SV=1 - [Q3B8P6_RAT]

Q07936 Annexin A2 OS=Rattus norvegicus GN=Anxa2 PE=1 SV=2 - [ANXA2_RAT]

Q6PST4 Atlastin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atl1 PE=1 SV=1 - [ATLA1_RAT]

P15999 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5al PE=1 SV=2 - [ATPA_RAT]

P19511 ATP synthase subunit b, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5f1 PE=1 SV=1 - [AT5F1_RAT]

P10719 ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5b PE=1 SV=2 - [ATPB_RAT]

P31399 ATP synthase subunit d, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5h PE=1 SV=3 - [ATP5H_RAT]

D3ZAF6 ATP synthase subunit f, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5j2 PE=1 SV=1 - [ATPK_RAT]

P35435 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5c1 PE=1 SV=2 - [ATPG_RAT]

Q06647 ATP synthase subunit O, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp50 PE=1 SV=1 - [ATPO_RAT]

Q3KREO ATPase family AAA domain-containing protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Atad3 PE=2 SV=1 - [ATAD3_RAT]

Q5M7T6 ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit d1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v0d1 PE=2 SV=1 - [Q5M7T6_RAT]
P26453 Basigin OS=Rattus norvegicus GN=Bsg PE=1 SV=2 - [BASI_RAT]

F1LLX6 Calcium-dependent secretion activator 1 OS=Rattus norvegicus GN=Cadps PE=4 SV=2 - [F1LLX6_RAT]

Q62745 CD81 antigen OS=Rattus norvegicus GN=Cd81 PE=1 SV=1 - [CD81_RAT]

Q63198 Contactin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Cntnl PE=1 SV=2 - [CNTN1_RAT]

Q9R066 Coxsackievirus and adenovirus receptor homolog OS=Rattus norvegicus GN=Cxadr PE=2 SV=2 - [CXAR_RAT]

P07153 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 OS=Rattus norvegicus GN=Rpnl PE=2 SV=1 - [RPN1_RAT]
P25235 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 OS=Rattus norvegicus GN=Rpn2 PE=2 SV=2 - [RPN2_RAT]
P24942 Excitatory amino acid transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIcla3 PE=1 SV=2 - [EAA1_RAT]

P31596 Excitatory amino acid transporter 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIcla2 PE=1 SV=2 - [EAA2_RAT]
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Anhang

D3zX42 G protein-coupled receptor 21 (Predicted), isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Rabgapl PE=4 SV=1 - [D3ZX42_RAT]
Q6Q7Y5 Galphal3 OS=Rattus norvegicus GN=Gnal3 PE=2 SV=1 - [Q6Q7Y5_RAT]

P63079 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Gabrb3 PE=1 SV=1 - [GBRB3_RAT]

P08050 Gap junction alpha-1 protein OS=Rattus norvegicus GN=Gjal PE=1 SV=2 - [CXAl_RAT]

P19491 Glutamate receptor 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gria2 PE=1 SV=2 - [GRIA2_RAT]

P10824 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gnail PE=1 SV=3 - [GNAI1_RAT]
P04897 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 OS=Rattus norvegicus GN=Gnai2 PE=1 SV=3 - [GNAI2_RAT]
P54311 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gnb1 PE=1 SV=4 - [GBB1_RAT]
P54313 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Gnb2 PE=1 SV=4 - [GBB2_RAT]
P59215 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaol PE=1 SV=2 - [GNAO_RAT]
D4ABTO Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaol PE=2 SV=2 - [D4ABTO0_RAT]
P82471 Guanine nucleotide-binding protein G(qg) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnag PE=1 SV=2 - [GNAQ_RAT]

P63095 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short OS=Rattus norvegicus GN=Gnas PE=1 SV=1 - [GNAS2_ RAT]
P19627 Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaz PE=2 SV=3 - [GNAZ_RAT]

Q9JID2 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 OS=Rattus norvegicus GN=Gnall PE=2 SV=1 - [GNA11 RAT]

P62882 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 OS=Rattus norvegicus GN=Gnb5 PE=2 SV=1 - [GBB5_RAT]

G3v8Ys8 Huntingtin interacting protein 1, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Hipl PE=4 SV=1 - [G3V8Y8_RAT]

P97546-1 Isoform 1 of Neuroplastin OS=Rattus norvegicus GN=Nptn - [NPTN_RAT]

P97829-2 Isoform 2 of Leukocyte surface antigen CD47 OS=Rattus norvegicus GN=Cd47 - [CD47_RAT]

Q812E9-2 Isoform 2 of Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Rattus norvegicus GN=Gpmé6a - [GPM6A_RAT]

Q9R1Z0-2 Isoform 2 of Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Vdac3 - [VDAC3_RAT]
Q64542-3 Isoform ZA of Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b4 - [AT2B4_RAT]

P70490 Lactadherin OS=Rattus norvegicus GN=Mfge8 PE=2 SV=1 - [MFGM_RAT]

Q63016 Large neutral amino acids transporter small subunit 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc7a5 PE=1 SV=2 - [LAT1_RAT]

Q5XIN6 LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Letm1 PE=1 SV=1 - [LETM1_RAT]
Q5FVQ4 Malectin OS=Rattus norvegicus GN=Mlec PE=2 SV=1 - [MLEC_RAT]

P70580 Membrane-associated progesterone receptor component 1 OS=Rattus norvegicus GN=Pgrmcl PE=1 SV=3 - [PGRC1_RAT]
P31424 Metabotropic glutamate receptor 5 OS=Rattus norvegicus GN=Grm5 PE=1 SV=2 - [GRM5_RAT]

P97521 Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a20 PE=1 SV=1 - [MCAT_RAT]

BOBN52 Mitochondrial carrier homolog 2 (C. elegans) OS=Rattus norvegicus GN=Mtch2 PE=2 SV=1 - [BOBN52_RAT]

G3V8F5 Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Tomm40 PE=4 SV=1 - [G3V8F5_RAT]
Q75Q39 Mitochondrial import receptor subunit TOM70 OS=Rattus norvegicus GN=Tomm70a PE=1 SV=1 - [TOM70_RAT)]

Q3KR86 Mitochondrial inner membrane protein (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Immt PE=1 SV=1 - [[MMT_RAT]

P53987 Monocarboxylate transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc16al PE=1 SV=1 - [MOT1_RAT]

P97603 Neogenin (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Neol PE=2 SV=1 - [NEO1_RAT]

P13596 Neural cell adhesion molecule 1 OS=Rattus norvegicus GN=Ncam1 PE=1 SV=1 - [NCAM1_RAT]

D3ZPC4 Neural cell adhesion molecule L1 OS=Rattus norvegicus GN=L1cam PE=2 SV=2 - [D3ZPC4_RAT]

Q63372 Neurexin-1-alpha OS=Rattus norvegicus GN=Nrxnl PE=1 SV=3 - [NRX1A_RAT]

P97685 Neurofascin OS=Rattus norvegicus GN=Nfasc PE=1 SV=2 - [NFASC_RAT]

Q812E9 Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Rattus norvegicus GN=Gpm6a PE=1 SV=1 - [GPM6A_ RAT]

E9PSV8 Neuronal membrane glycoprotein M6-b OS=Rattus norvegicus GN=Gpm6b PE=4 SV=2 - [EOPSV8_RAT]

Q76GL9 Neutral amino acid transporter ASCT1 OS=Rattus norvegicus GN=Slcla4 PE=2 SV=1 - [Q76GL9_RAT]

P32736 Opioid-binding protein/cell adhesion molecule OS=Rattus norvegicus GN=Opcml PE=1 SV=2 - [OPCM_RAT]

G3Vv741 Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a3 PE=3 SV=1 - [G3V741_RAT]

P11505 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2bl PE=2 SV=2 - [AT2B1_RAT]

P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b2 PE=2 SV=2 - [AT2B2_RAT]
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Anhang

Q64568 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 3 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b3 PE=2 SV=2 - [AT2B3_RAT]
D3ZPX4 Plexin-A3 OS=Rattus norvegicus GN=PIxna3 PE=3 SV=1 - [PLXA3_RAT]

D3ZFB6 Proline-rich transmembrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Prrt2 PE=1 SV=1 - [PRRT2_RAT]

D4A133 Protein Atp6vla OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vla PE=3 SV=1 - [D4A133 RAT]

E9PTI1 Protein Atp6vlh OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlh PE=2 SV=1 - [E9PTI1_RAT]

F1IM7X3 Protein Cdh13 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Cdh13 PE=2 SV=2 - [FIM7X3_RAT]

D3ZQ45 Protein Dsglb OS=Rattus norvegicus GN=Dsglb PE=2 SV=1 - [D3ZQ45_ RAT]

F1LMV6 Protein Dsp OS=Rattus norvegicus GN=Dsp PE=2 SV=1 - [F1ILMV6_RAT]

Q5FVG4 Protein LOC100911440 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a22 PE=2 SV=1 - [Q5FVG4_RAT]

D3ZJX5 Protein LOC687295 OS=Rattus norvegicus GN=LOC687295 PE=4 SV=2 - [D3ZJX5_RAT]

G3Vv928 Protein Lrpl OS=Rattus norvegicus GN=Lrpl PE=4 SV=1 - [G3V928_ RAT]

MORDI5 Protein Mcu OS=Rattus norvegicus GN=Mcu PE=4 SV=1 - [MORDI5_RAT]

D3ZES7 Protein PIxnada OS=Rattus norvegicus GN=PIxnad4a PE=4 SV=1 - [D3ZES7_RAT]

D37981 Protein RGD1560871 OS=Rattus norvegicus GN=RGD1560871 PE=4 SV=2 - [D3Z7981_RAT]

F1M5X1 Protein Rrbpl OS=Rattus norvegicus GN=Rrbpl PE=2 SV=2 - [FIM5X1_RAT]

B5DFL9 Protein Sestd1l OS=Rattus norvegicus GN=Sestd1l PE=2 SV=1 - [B5DFL9_RAT]

D4A383 Protein Ttyh3 OS=Rattus norvegicus GN=Ttyh3 PE=4 SV=1 - [D4A383_RAT]

Q64605 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S OS=Rattus norvegicus GN=Ptprs PE=1 SV=2 - [PTPRS_RAT]

Q64548 Reticulon-1 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn1 PE=2 SV=1 - [RTN1 RAT]

Q6RJIR6 Reticulon-3 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn3 PE=1 SV=1 - [RTN3_RAT]

F1LRZ1 Ryanodine receptor 2 OS=Rattus norvegicus GN=Ryr2 PE=2 SV=2 - [FILRZ1_ RAT]

P11507 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2a2 PE=1 SV=1 - [AT2A2_RAT]
Q9ERMS8 Secretory carrier membrane protein 3 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Scamp3 PE=2 SV=1 - [Q9ERM8_RAT]
P56603 Secretory carrier-associated membrane protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Scampl PE=1 SV=1 - [SCAM1_RAT]
Q9JKE3 Secretory carrier-associated membrane protein 5 OS=Rattus norvegicus GN=Scamp5 PE=2 SV=1 - [SCAM5_RAT]
Q63965 Sideroflexin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxnl PE=2 SV=4 - [SFXN1 RAT]

Q9JHY2 Sideroflexin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxn3 PE=2 SV=1 - [SFXN3_RAT]

Q8CFDO Sideroflexin-5 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxn5 PE=2 SV=1 - [SFXN5_RAT]

P08104 Sodium channel protein type 3 subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Scn3a PE=1 SV=1 - [SCN3A_RAT]

P23978 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6al PE=1 SV=1 - [SC6A1_RAT]
P31647 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6all PE=2 SV=1 - [S6A11 RAT]
Q01728 Sodium/calcium exchanger 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc8al PE=2 SV=3 - [NAC1_RAT]

P48768 Sodium/calcium exchanger 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc8a2 PE=2 SV=1 - [NAC2_RAT]

D37J86 Sodium/hydrogen exchanger OS=Rattus norvegicus GN=SIc9a6 PE=2 SV=1 - [D3Z2J86_RAT]

P06685 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atplal PE=1 SV=1 - [AT1A1_RAT]
P06686 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 OS=Rattus norvegicus GN=Atpla2 PE=1 SV=1 - [AT1A2_RAT]
P06687 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 OS=Rattus norvegicus GN=Atpla3 PE=1 SV=2 - [AT1A3 RAT]
P07340 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atplbl PE=1 SV=1 - [AT1B1_RAT]
P13638 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Atplb2 PE=2 SV=1 - [AT1B2_RAT]
Q63633 Solute carrier family 12 member 5 OS=Rattus norvegicus GN=SIc12a5 PE=1 SV=2 - [S12A5 RAT]

Q07647 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc2a3 PE=1 SV=1 - [GTR3_RAT]
Q02563 Synaptic vesicle glycoprotein 2A OS=Rattus norvegicus GN=Sv2a PE=1 SV=2 - [SV2A_RAT]

Q63564 Synaptic vesicle glycoprotein 2B OS=Rattus norvegicus GN=Sv2b PE=1 SV=1 - [SV2B_RAT]

Q62876 Synaptogyrin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Syngrl PE=2 SV=1 - [SNG1_RAT]

P07825 Synaptophysin OS=Rattus norvegicus GN=Syp PE=1 SV=1 - [SYPH_RAT]

P21707 Synaptotagmin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Sytl PE=1 SV=3 - [SYT1_RAT]
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Anhang

B5DF41 Syntaphilin OS=Rattus norvegicus GN=Snph PE=2 SV=1 - [SNPH_RAT]

P32851 Syntaxin-1A OS=Rattus norvegicus GN=Stxla PE=1 SV=1 - [STX1A RAT]

P61265 Syntaxin-1B OS=Rattus norvegicus GN=Stx1b PE=1 SV=1 - [STX1B_RAT]

070257 Syntaxin-7 OS=Rattus norvegicus GN=Stx7 PE=1 SV=4 - [STX7_RAT]

Q05546 Tenascin-R OS=Rattus norvegicus GN=Tnr PE=1 SV=1 - [TENR_RAT)]

P46462 Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Rattus norvegicus GN=Vcp PE=1 SV=3 - [TERA_RAT]

Q63584 Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 OS=Rattus norvegicus GN=Tmed10 PE=1 SV=2 - [TMEDA_RAT]
A9CMA6 Transmembrane protein 163 OS=Rattus norvegicus GN=Tmem163 PE=1 SV=1 - [TM163_RAT]

P25286 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v0al PE=2 SV=1 - [VPP1 RAT]
P62815 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v1b2 PE=1 SV=1 - [VATB2_RAT]
Q5FVI6 V-type proton ATPase subunit C 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlcl PE=2 SV=1 - [VATC1_RAT]

Q6PCU2 V-type proton ATPase subunit E 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlel PE=1 SV=1 - [VATE1 RAT]

P63045 Vesicle-associated membrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Vamp2 PE=1 SV=2 - [VAMP2_RAT]

Q92270 Vesicle-associated membrane protein-associated protein A OS=Rattus norvegicus GN=Vapa PE=1 SV=3 - [VAPA_RAT]
Q97269 Vesicle-associated membrane protein-associated protein B OS=Rattus norvegicus GN=Vapb PE=1 SV=3 - [VAPB_RAT]
Q62634 Vesicular glutamate transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc17a7 PE=1 SV=1 - [VGLU1_RAT]

035458 Vesicular inhibitory amino acid transporter OS=Rattus norvegicus GN=SIc32al PE=1 SV=1 - [VIAAT_RAT]

Q972L0 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Vdacl PE=1 SV=4 - [VDAC1_RAT]
P81155 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Vdac2 PE=1 SV=2 - [VDAC2_RAT]
P54290 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2dl PE=1 SV=1 - [CA2D1_RAT]
Q5GH59 XK-related protein 4 OS=Rattus norvegicus GN=Xkr4 PE=2 SV=1 - [XKR4_RAT]

S3: Auflistung der durch AAL oder BONMOT und MS-Analyse 332 identifizierten Membran- und extrazellulére Proteine

Accession Name Klassifikation 1
Q7TQ74 Ac1573 OS=Rattus norvegicus GN=Stt3b PE=2 SV=1 - [Q7TQ74_RAT] Protein modification and degradation
Q99068 Alpha-2-macroglobulin receptor-associated protein OS=Rattus norvegicus GN=Lrpapl PE=1 SV=2 - [AMRP_RAT] Others/unknown
Q07936 Annexin A2 OS=Rattus norvegicus GN=Anxa2 PE=1 SV=2 - [ANXA2_ RAT] Calcium2+ binding
Q75781 Asc-type amino acid transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=Slc7al0 PE=2 SV=1 - [Q75T81_ RAT] Transporter proteins
P55280 Cadherin-6 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh6 PE=2 SV=1 - [CADH6_RAT] Cell adhesion molecules
054800 Cadherin-8 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh8 PE=2 SV=1 - [CADH8_RAT] Cell adhesion molecules
D4A055 Calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit, isoform CRA_b OS=Rattus norvegicus GN=Cacnb4 PE=4 SV=1 -
[D4A055 RAT] lonotropic receptors and ion channels
F1LLX6 Calcium-dependent secretion activator 1 OS=Rattus norvegicus GN=Cadps PE=4 SV=2 - [F1LLX6_RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q6QONO Calsyntenin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Clstnl PE=2 SV=1 - [CSTN1_RAT] Cell adhesion molecules
035112 CD166 antigen OS=Rattus norvegicus GN=Alcam PE=1 SV=1 - [CD166_RAT] Cell adhesion molecules
B1PLB2 CD34 antigen isoform 2 OS=Rattus norvegicus GN=Cd34 PE=2 SV=1 - [B1PLB2_RAT] Cell adhesion molecules
P26051 CD44 antigen OS=Rattus norvegicus GN=Cd44 PE=1 SV=2 - [CD44_RAT] Extracellular matrix components
Q6AYP5 Cell adhesion molecule 1 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm1 PE=2 SV=1 - [Q6AYP5_RAT] Cell adhesion molecules
Q1WIM1 Cell adhesion molecule 4 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm4 PE=1 SV=1 - [CADM4 RAT] Cell adhesion molecules
Q62845 Contactin-4 OS=Rattus norvegicus GN=Cntn4 PE=1 SV=1 - [CNTN4_RAT] Cell adhesion molecules
Q9R066 Coxsackievirus and adenovirus receptor homolog OS=Rattus norvegicus GN=Cxadr PE=2 SV=2 - [CXAR_RAT] Cytoskeleton/actin-associated proteins
Q08554 Desmocollin-1 OS=Homo sapiens GN=DSC1 PE=1 SV=2 - [DSC1_HUMAN] Cell adhesion molecules
088775 Embigin OS=Rattus norvegicus GN=Emb PE=1 SV=1 - [EMB_RAT] Cell adhesion molecules
P51907 Excitatory amino acid transporter 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIclal PE=1 SV=1 - [EAA3_RAT] Transporter proteins
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Anhang

Q8K3V3 G-protein coupled receptor 56 OS=Rattus norvegicus GN=Gpr56 PE=2 SV=1 - [GPR56_RAT] Cell adhesion molecules
P63079 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Gabrb3 PE=1 SV=1 - [GBRB3_RAT] lonotropic receptors and ion channels
B2RYC9 Gba protein OS=Rattus norvegicus GN=Gba PE=2 SV=1 - [B2RYC9_RAT] Catabolic pathway
Q792X9 GDNF receptor-beta (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Gfra2 PE=2 SV=1 - [Q792X9_RAT] Metabotropic receptors- RTKs and others
G3Vv8G5 Golgi apparatus protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Glgl PE=4 SV=1 - [G3V8G5_RAT] Others (Lipase binding)
G3V8K2 Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma OS=Rattus norvegicus GN=Gng3 PE=3 SV=1 - [G3V8K2_RAT] Regulatory proteins
G3v8Ys Huntingtin interacting protein 1, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Hipl PE=4 SV=1 - [G3V8Y8_RAT] Endocytic proteins
Q925N6 Immunoglobulin superfamily member 1 OS=Rattus norvegicus GN=Igsfl PE=2 SV=1 - [IGSF1_RAT] Regulatory proteins
Q924W?2 Integrin alpha 6 subchain (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Itga6 PE=2 SV=1 - [Q924W2_RAT] Cell adhesion molecules
P43406 Integrin alpha-V OS=Mus musculus GN=ltgav PE=1 SV=2 - [ITAV_MOUSE] Cell adhesion molecules
D3ZP06 Integrin beta OS=Rattus norvegicus GN=Itgh8 PE=3 SV=1 - [D3ZP06_RAT] Cell adhesion molecules
P49134 Integrin beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=ltgh1l PE=2 SV=1 - [ITB1_RAT] Cell adhesion molecules
G3Vv667 Integrin, alpha 6, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Itga6 PE=3 SV=1 - [G3V667_RAT] Cell adhesion molecules
P97546-1 Isoform 1 of Neuroplastin OS=Rattus norvegicus GN=Nptn - [NPTN_RAT] Cell adhesion molecules
P22462-3 Isoform KSHIIIA.1 of Potassium voltage-gated channel subfamily C member 2 OS=Rattus norvegicus GN=Kcnc2 -

[KCNC2_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q03351-2 Isoform TRKC of NT-3 growth factor receptor OS=Rattus norvegicus GN=Ntrk3 - [NTRK3_RAT] Metabotropic receptors- RTKs and others
P70490 Lactadherin OS=Rattus norvegicus GN=Mfge8 PE=2 SV=1 - [MFGM_RAT] Cell adhesion molecules
Q63016 Large neutral amino acids transporter small subunit 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc7a5 PE=1 SV=2 - [LAT1 RAT] Transporter proteins
G3v881 Leucine rich repeat neuronal 6A, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Lingol PE=4 SV=1 - [G3V881_RAT] Others/unknown
Q45R42 Leucine-rich repeat-containing protein 4 OS=Rattus norvegicus GN=Lrrc4 PE=1 SV=1 - [LRRC4_RAT] Others/unknown
POCC10 Leucine-rich repeat-containing protein 4B OS=Rattus norvegicus GN=Lrrc4b PE=1 SV=1 - [LRC4B_RAT] Cell adhesion molecules
P27615 Lysosome membrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Scarb2 PE=1 SV=2 - [SCRB2_RAT] Cell adhesion molecules
P14562 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Lampl PE=1 SV=1 - [LAMP1_RAT] Others/unknown
Q5FVQ4 Malectin OS=Rattus norvegicus GN=Mlec PE=2 SV=1 - [MLEC_RAT] Others/unknown
P60756 MAM domain-containing glycosylphosphatidylinositol anchor protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Mdga2 PE=2 SV=1 -

[MDGA2_RAT] Others/unknown
Q5XII0 Mammalian ependymin-related protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Epdrl PE=2 SV=1 - [EPDR1_RAT] Extracellular matrix components
G3V6H5 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Rattus norvegicus GN=SIc25al1 PE=3 SV=1 - [G3V6H5 RAT] Transporter proteins
P97521 Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a20 PE=1 SV=1 - [MCAT_RAT] Transporter proteins
Q50536 Mitochondrial glutamate carrier 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a18 PE=2 SV=2 - [GHC2_RAT] Transporter proteins
G3V8F5 Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Tomm40 PE=4 SV=1 - [G3V8F5_RAT] | Transporter proteins
P08482 Muscarinic acetylcholine receptor M1 OS=Rattus norvegicus GN=Chrm1 PE=1 SV=1 - [ACM1_RAT] Metabotropic receptors- GPRCRs
Q6PW34 Neuronal cell adhesion molecule long isoform Nc17 OS=Rattus norvegicus GN=Nrcam PE=2 SV=1 - [Q6PW34_ RAT] Cell adhesion molecules
E9PSV8 Neuronal membrane glycoprotein M6-b OS=Rattus norvegicus GN=Gpm6b PE=4 SV=2 - [EOPSV8_RAT] Cell adhesion molecules
035764 Neuronal pentraxin receptor OS=Rattus norvegicus GN=Nptxr PE=1 SV=1 - [NPTXR_RAT] Calcium2+ binding
Q76GL9 Neutral amino acid transporter ASCT1 OS=Rattus norvegicus GN=SIcla4 PE=2 SV=1 - [Q76GL9_RAT] Transporter proteins
Q6R5J6 NYGGF5 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a27 PE=2 SV=1 - [Q6R5J6 RAT] Transporter proteins
Q7TNM3 Oligodendrocyte-myelin glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=0Omg PE=2 SV=1 - [Q7TNM3_RAT] Others/unknown
G3Vv741 Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a3 PE=3 SV=1 - [G3V741 RAT] Transporter proteins
D3zQ57 Plexin B2 OS=Rattus norvegicus GN=PIxnb2 PE=4 SV=1 - [D3ZQ57_RAT] Others/unknown
D3zZPX4 Plexin-A3 OS=Rattus norvegicus GN=PIxna3 PE=3 SV=1 - [PLXA3_RAT] Others/unknown
F1LNP8 Poliovirus receptor-related 1 OS=Rattus norvegicus GN=Pvrl1 PE=4 SV=2 - [F1ILNP8 RAT] Others/unknown
D4A6L0 Probable G-protein coupled receptor 158 OS=Rattus norvegicus GN=Gpr158 PE=3 SV=1 - [GP158 RAT] Metabotropic receptors- GPRCRs
F1LRS5 Protein Aplpl1 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Aplpl PE=2 SV=1 - [F1ILRS5_RAT] Others/unknown
F1IM1A2 Protein Cdh12 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh12 PE=3 SV=2 - [FIM1A2_RAT] Cell adhesion molecules
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Anhang

F1M702 Protein Cdh18 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh18 PE=2 SV=1 - [F1IM702_RAT] Cell adhesion molecules

D3ZFQ5 Protein Cdh9 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh9 PE=3 SV=1 - [D3ZFQ5_RAT] Cell adhesion molecules

Q8K1M8 Protein FAM5B OS=Rattus norvegicus GN=Fam5b PE=2 SV=1 - [FAM5B_RAT] Others/unknown

F1LVRO Protein Iglon5 OS=Rattus norvegicus GN=Iglon5 PE=4 SV=2 - [FILVRO_RAT] Extracellular matrix components
MORAS4 Protein Igsf21 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Igsf21 PE=4 SV=1 - [MORAS4 RAT] Extracellular matrix components
D3ZJX5 Protein LOC687295 OS=Rattus norvegicus GN=LOC687295 PE=4 SV=2 - [D3ZJX5_RAT] Transporter proteins

D3ZCJ3 Protein Mfsd6 OS=Rattus norvegicus GN=Mfsd6 PE=4 SV=1 - [D3ZCJ3_RAT] Others/unknown

F1LS01 Protein Pcdh9 OS=Rattus norvegicus GN=Pcdh9 PE=2 SV=2 - [F1LS01_RAT] Cell adhesion molecules

D3zZDX5 Protein PIxnb1l OS=Rattus norvegicus GN=PIxnbl PE=4 SV=1 - [D3ZDX5_RAT] Others/unknown

D4ACB3 Protein RGD1559672 OS=Rattus norvegicus GN=RGD1559672 PE=4 SV=1 - [D4AACB3_RAT] Transporter proteins

D4A188 Protein Rgma OS=Rattus norvegicus GN=Rgma PE=4 SV=1 - [D4A188 RAT] Others/unknown

B5DFL9 Protein Sestd1l OS=Rattus norvegicus GN=Sestd1 PE=2 SV=1 - [BSDFL9_RAT] Others/unknown

D3ZVM6 Protein Siglecl OS=Rattus norvegicus GN=Siglecl PE=4 SV=2 - [D3ZVM6_RAT] Cell adhesion molecules

E9PTX9 Protein Slc12a2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc12a2 PE=4 SV=1 - [EOPTX9 RAT] Transporter proteins

MOR4V4 Protein Slc25a23 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a23 PE=4 SV=1 - [MOR4V4_RAT] Transporter proteins

Q9EPHY Protein Slc25a27 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a27 PE=2 SV=1 - [Q9EPH7_RAT] Transporter proteins

D4A517 Protein Slc39a10 OS=Rattus norvegicus GN=SIc39a10 PE=4 SV=1 - [D4A517 RAT] Transporter proteins

Q4V7D9 Protein SmpdI3b OS=Rattus norvegicus GN=SmpdI3b PE=2 SV=1 - [Q4V7D9 RAT] Catabolic pathway

F1M8Y2 Protein Tspan7 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Tspan7 PE=2 SV=2 - [FIM8Y2_RAT] Others/unknown

Q68HB5 Protocadherin 7, isoform CRA b OS=Rattus norvegicus GN=Pcdh7 PE=2 SV=1 - [Q68HB5 RAT] Cell adhesion molecules

Q68HB8 Protocadherin 7, isoform CRA_c OS=Rattus norvegicus GN=Pcdh7 PE=2 SV=1 - [Q68HB8_RAT] Cell adhesion molecules

16LBX6 Protocadherin gamma a9 OS=Rattus norvegicus GN=Pcdhga9 PE=2 SV=1 - [I6LBX6_RAT] Cell adhesion molecules

014917 Protocadherin-17 OS=Homo sapiens GN=PCDH17 PE=2 SV=2 - [PCD17_HUMAN] Cell adhesion molecules

Q80WD1 Reticulon-4 receptor-like 2 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn4rl2 PE=2 SV=1 - [R4RL2_RAT] Others/unknown

Q62861 Sodium channel beta 2 subunit OS=Rattus norvegicus GN=Scn2b PE=2 SV=1 - [Q62861 RAT] lonotropic receptors and ion channels
P08104 Sodium channel protein type 3 subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Scn3a PE=1 SV=1 - [SCN3A_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q00954 Sodium channel subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Scnlb PE=1 SV=1 - [SCN1B_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P54900 Sodium channel subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Scn2b PE=1 SV=1 - [SCN2B_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q9JK00 Sodium channel subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Scn3b PE=1 SV=1 - [SCN3B_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q9JHZ9 Sodium-coupled neutral amino acid transporter 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc38a3 PE=2 SV=1 - [S38A3 RAT] Transporter proteins

Q01728 Sodium/calcium exchanger 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc8al PE=2 SV=3 - [NAC1 RAT] Transporter proteins

D37J86 Sodium/hydrogen exchanger OS=Rattus norvegicus GN=SIc9a6 PE=2 SV=1 - [D3Z2J86_RAT] Transporter proteins

Q90QZG1 Solute carrier family 22 member 23 OS=Rattus norvegicus GN=SIc22a23 PE=2 SV=2 - [S22AN_RAT] Transporter proteins

054861 Sortilin OS=Rattus norvegicus GN=Sortl PE=1 SV=3 - [SORT_RAT] Transporter proteins

P24054 SPARC-like protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Sparcll PE=2 SV=1 - [SPRL1_RAT] Extracellular matrix components
Q5U2X7 TIM21-like protein, mitochondrial OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1 - [TI21L_RAT] Transporter proteins

G3V679 Transferrin receptor protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Tfrc PE=4 SV=1 - [G3V679 RAT] Nucleic acid-binding proteins
Q80WF4 Transmembrane protein 132A OS=Rattus norvegicus GN=Tmem132a PE=1 SV=1 - [T132A_RAT] Regulatory proteins

Q5PQV5 Trophoblast glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Tpbg PE=2 SV=1 - [TPBG_RAT] Regulatory proteins

P57097 Tyrosine-protein kinase Mer OS=Rattus norvegicus GN=Mertk PE=2 SV=1 - [MERTK_RAT] Metabotropic receptors- RTKs and others
Q63116 Tyrosine-protein kinase receptor OS=Rattus norvegicus GN=Kit PE=2 SV=1 - [Q63116_RAT] Metabotropic receptors- RTKs and others
P55146 Tyrosine-protein kinase receptor TYRO3 OS=Rattus norvegicus GN=Tyro3 PE=2 SV=1 - [TYRO3_RAT] Metabotropic receptors- RTKs and others
P29534 Vascular cell adhesion protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Vcaml1 PE=2 SV=1 - [VCAM1_RAT] Cell adhesion molecules

Q62682 Contactin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Cntn3 PE=1 SV=1 - [CNTN3_RAT] Cell adhesion molecules

Q5GH59 XK-related protein 4 OS=Rattus norvegicus GN=Xkr4 PE=2 SV=1 - [XKR4_RAT] Others/unknown

Q794F9 4F2 cell-surface antigen heavy chain OS=Rattus norvegicus GN=SIc3a2 PE=1 SV=1 - [4F2_RAT] Transporter proteins

134



Anhang

Q05962 ADP/ATP translocase 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a4 PE=1 SV=3 - [ADT1 RAT] Membrane trafficking proteins
Q09073 ADP/ATP translocase 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a5 PE=1 SV=3 - [ADT2_RAT] Membrane trafficking proteins
035889 Afadin OS=Rattus norvegicus GN=MIIt4 PE=1 SV=1 - [AFAD_RAT] Cytoskeleton/actin-associated proteins
Q3B8P6 Alg2 protein (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Alg2 PE=2 SV=1 - [Q3B8P6_RAT] Protein modification and degradation
P02650 Apolipoprotein E OS=Rattus norvegicus GN=Apoe PE=1 SV=2 - [APOE_RAT] Transporter proteins
P06685 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atplal PE=1 SV=1 - [AT1A1 RAT] lonotropic receptors and ion channels
P06686 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 OS=Rattus norvegicus GN=Atpla2 PE=1 SV=1 - [AT1A2_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P06687 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 OS=Rattus norvegicus GN=Atpla3 PE=1 SV=2 - [AT1A3 RAT] lonotropic receptors and ion channels
P07340 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atplbl PE=1 SV=1 - [AT1B1_RAT] Transporter proteins
Q5M9H4 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide OS=Rattus norvegicus GN=Atp1b2 PE=2 SV=1 - [Q5M9H4_RAT] Transporter proteins
P13638 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Atplb2 PE=2 SV=1 - [AT1B2_RAT] Transporter proteins
Q63377 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Atp1lb3 PE=2 SV=1 - [AT1B3_RAT] Transporter proteins
P11507 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2a2 PE=1 SV=1 - [AT2A2_RAT] lonotropic receptors and ion channels (by
homology)
P11505 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b1 PE=2 SV=2 - [AT2B1_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P11506 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b2 PE=2 SV=2 - [AT2B2_RAT] Membrane trafficking proteins
Q64568 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 3 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b3 PE=2 SV=2 - [AT2B3_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q64542-3 Isoform ZA of Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 OS=Rattus norvegicus GN=Atp2b4 - [AT2B4_RAT] Transporter proteins
P19511 ATP synthase subunit b, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5f1 PE=1 SV=1 - [AT5F1_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism (by
homology)

Q3KREO ATPase family AAA domain-containing protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Atad3 PE=2 SV=1 - [ATAD3 RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
Q6PST4 Atlastin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Atl1 PE=1 SV=1 - [ATLA1_RAT] Membrane trafficking proteins (by homology)
P31399 ATP synthase subunit d, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5h PE=1 SV=3 - [ATP5H_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
P29419 ATP synthase subunit e, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5i PE=1 SV=3 - [ATP5|_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
P11608 ATP synthase protein 8 OS=Rattus norvegicus GN=Mt-atp8 PE=1 SV=1 - [ATP8_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
P15999 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5al PE=1 SV=2 - [ATPA_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
P10719 ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5b PE=1 SV=2 - [ATPB_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
P35434 ATP synthase subunit delta, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5d PE=1 SV=2 - [ATPD_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
P35435 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5c1 PE=1 SV=2 - [ATPG_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
D3ZAF6 ATP synthase subunit f, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp5j2 PE=1 SV=1 - [ATPK_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
Q06647 ATP synthase subunit O, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Atp50 PE=1 SV=1 - [ATPO_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
BOBN52 Mitochondrial carrier homolog 2 (C. elegans) OS=Rattus norvegicus GN=Mtch2 PE=2 SV=1 - [BOBN52_RAT] Transporter proteins
D3ZNF1 Protein Bail OS=Rattus norvegicus GN=Bail PE=4 SV=2 - [D3ZNF1 RAT] Metabotropic receptors- GPRCRs
D3ZN99 Brain-specific angiogenesis inhibitor 2 (Predicted) OS=Rattus norvegicus GN=Bai2 PE=4 SV=1 - [D3ZN99 RAT] Metabotropic receptors- GPRCRs
D4A831 Brain-specific angiogenesis inhibitor 3 (Predicted) OS=Rattus norvegicus GN=Bai3 PE=4 SV=1 - [D4A831 RAT] Metabotropic receptors- GPRCRs
P26453 Basigin OS=Rattus norvegicus GN=Bsg PE=1 SV=2 - [BASI_RAT] Membrane trafficking proteins (by homology)
P38718 Brain protein 44 OS=Rattus norvegicus GN=Brp44 PE=2 SV=1 - [BR44_RAT] Others/unknown
035796 Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=C1qgbp PE=1 SV=2 -

[C1QBP_RAT] Others/unknown (by homology)
Q5U2P5 Protein C2cd2l OS=Rattus norvegicus GN=C2cd2| PE=2 SV=1 - [Q5U2P5_ RAT] Others/unknown
P54290 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2dl1 PE=1 SV=1 -

[CA2D1_RAT] Transporter proteins
Q8CFG6 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2d2 PE=2 SV=1 -

[CA2D2_RAT] Transporter proteins (by homology)
Q8CFG5 Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2d3 PE=2 SV=1 -

[CA2D3 RAT] Transporter proteins (by homology)
P54287 Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-3 OS=Rattus norvegicus GN=Cacnb3 PE=1 SV=1 - [CACB3_RAT] | lonotropic receptors and ion channels
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Anhang

F1LR98 Protein Cdh10 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh10 PE=2 SV=1 - [F1LR98_ RAT] Cell adhesion molecules
Q971Y3 Cadherin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cdh2 PE=1 SV=1 - [CADH2_RAT] Ca2+ binding proteins
QIWIM2 Cell adhesion molecule 2 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm?2 PE=1 SV=2 - [CADM2_RAT] Cell adhesion molecules
Q1WIM3 Cell adhesion molecule 3 OS=Rattus norvegicus GN=Cadm3 PE=2 SV=1 - [CADM3_RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q8VHWS5 Voltage-dependent calcium channel gamma-8 subunit OS=Rattus norvegicus GN=Cacng8 PE=1 SV=1 - [CCG8_RAT] lonotropic receptors and ion channels (by
homology)
P97829-2 Isoform 2 of Leukocyte surface antigen CD47 OS=Rattus norvegicus GN=Cd47 - [CD47_RAT] Cell adhesion molecules
Q62745 CD81 antigen OS=Rattus norvegicus GN=Cd81 PE=1 SV=1 - [CD81_RAT] Regulatory proteins
Q5FVI4 Cell cycle exit and neuronal differentiation protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Cend1 PE=1 SV=1 - [CEND_RAT] Membrane trafficking proteins
P05371 Clusterin OS=Rattus norvegicus GN=Clu PE=1 SV=2 - [CLUS_RAT] Regulatory proteins (by homology)
Q08406 Ciliary neurotrophic factor receptor subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Cntfr PE=2 SV=2 - [CNTFR_RAT] Metabotrobic receptors- RTKs and others
Q63198 Contactin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Cntnl PE=1 SV=2 - [CNTN1_RAT] Regulatory proteins
P22063 Contactin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cntn2 PE=1 SV=1 - [CNTN2_RAT] Regulatory proteins
Q37652 Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 OS=Rattus norvegicus GN=Mt-co2 PE=3 SV=1 - [Q37652_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
Q9ERQ6-2 Isoform 2 of Chondroitin sulfate proteoglycan 5 OS=Rattus norvegicus GN=Cspg5 - [CSPG5_RAT] Extracellular matrix components
Q9ERQ6 Chondroitin sulfate proteoglycan 5 OS=Rattus norvegicus GN=Cspg5 PE=1 SV=1 - [CSPG5_RAT] Membrane trafficking proteins (by homology)
P11951 Cytochrome c oxidase subunit 6C-2 OS=Rattus norvegicus GN=Cox6c2 PE=1 SV=3 - [CX6C2_RAT] Transporter proteins
P08050 Gap junction alpha-1 protein OS=Rattus norvegicus GN=Gjal PE=1 SV=2 - [CXA1l RAT] Membrane trafficking proteins
D3ZHX3 Protein Diras2 OS=Rattus norvegicus GN=Diras2 PE=4 SV=1 - [D3ZHX3_RAT] Presynaptic vesicle proteins
D4A133 Protein Atp6vla OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vla PE=3 SV=1 - [D4A133_RAT] Transporter proteins
D4A5X7 Ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1 (Predicted) OS=Rattus norvegicus GN=Gdapl PE=4 SV=1 -
[D4A5X7_RAT] Mitochondrial proteins - others
D4ABK1 Protein Syngr3 OS=Rattus norvegicus GN=Syngr3 PE=4 SV=1 - [D4ABK1_RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q925T8 Deleted in bladder cancer protein 1 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Dbcl PE=2 SV=1 - [DBC1_RAT] Regulatory proteins (by homology)
F1LMV6 Protein Dsp OS=Rattus norvegicus GN=Dsp PE=2 SV=1 - [FILMV6_RAT] Cytoskeleton/intermediate filament-associated
proteins
Q6Q629 Inactive dipeptidyl peptidase 10 OS=Rattus norvegicus GN=Dpp10 PE=1 SV=1 - [DPP10_RAT] Others/unknown
P46101-2 Isoform DPPX-S of Dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6 OS=Rattus norvegicus GN=Dpp6 - [DPP6_RAT] Regulatory proteins
Q02413 Desmoglein-1 OS=Homo sapiens GN=DSG1 PE=1 SV=2 - [DSG1_HUMAN] Cell adhesion molecules
D37Q45 Protein Dsglb OS=Rattus norvegicus GN=Dsglb PE=2 SV=1 - [D3ZQ45 RAT] Cell adhesion molecules
P24942 Excitatory amino acid transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SlIcla3 PE=1 SV=2 - [EAA1l RAT] Membrane trafficking proteins
P31596 Excitatory amino acid transporter 2 OS=Rattus norvegicus GN=SlIcla2 PE=1 SV=2 - [EAA2_RAT] Membrane trafficking proteins
Q9ERMS8 Secretory carrier membrane protein 3 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Scamp3 PE=2 SV=1 - [Q9ERM8 RAT] Transporter proteins
pP84817 Mitochondrial fission 1 protein OS=Rattus norvegicus GN=Fisl PE=1 SV=1 - [FIS1_RAT] Presynaptic vesicle proteins
088871 Gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gabbr2 PE=1 SV=2 - [GABR2_RAT] Metabotropic receptors- GPCRs
P54311 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gnb1 PE=1 SV=4 -
[GBB1_RAT] GTPases and regulators
P54313 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Gnb2 PE=1 SV=4 -
[GBB2_RAT] GTPases and regulators
P62882 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 OS=Rattus norvegicus GN=Gnb5 PE=2 SV=1 - [GBB5_RAT] GTPases and regulators
P62813 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gabral PE=1 SV=1 - [GBRA1_RAT] lonotropic receptors and ion channels (by
homology)
P15431 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gabrbl PE=2 SV=1 - [GBRB1_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P63138 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 OS=Rattus norvegicus GN=Gabrb2 PE=1 SV=1 - [GBRB2_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q9JID2 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 OS=Rattus norvegicus GN=Gnall PE=2 SV=1 - [GNA11_RAT] GTPases and regulators
P10824 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 OS=Rattus norvegicus GN=Gnail PE=1 SV=3 - [GNAI1_RAT] GTPases and regulators
P04897 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 OS=Rattus norvegicus GN=Gnai2 PE=1 SV=3 - [GNAI2_RAT] GTPases and regulators
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P59215 Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaol PE=1 SV=2 - [GNAO_RAT] GTPases and regulators
P82471 Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnag PE=1 SV=2 - [GNAQ_RAT] GTPases and regulators
P63095 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short OS=Rattus norvegicus GN=Gnas PE=1 SV=1 -

[GNAS2_RAT] GTPases and regulators
P19627 Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit alpha OS=Rattus norvegicus GN=Gnaz PE=2 SV=3 - [GNAZ_RAT] GTPases and regulators
Q812E9-2 Isoform 2 of Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Rattus norvegicus GN=Gpmé6a - [GPM6A RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q812E9 Neuronal membrane glycoprotein M6-a OS=Rattus norvegicus GN=Gpm6a PE=1 SV=1 - [GPM6A_RAT] Presynaptic vesicle proteins
P19490-2 Isoform Flip of Glutamate receptor 1 OS=Rattus norvegicus GN=Grial - [GRIA1_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P19490 Glutamate receptor 1 OS=Rattus norvegicus GN=Grial PE=1 SV=2 - [GRIA1_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P19491-2 Isoform Flip of Glutamate receptor 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gria2 - [GRIA2_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P19491 Glutamate receptor 2 OS=Rattus norvegicus GN=Gria2 PE=1 SV=2 - [GRIA2_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P19492-2 Isoform Flip of Glutamate receptor 3 OS=Rattus norvegicus GN=Gria3 - [GRIA3_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P19492 Glutamate receptor 3 OS=Rattus norvegicus GN=Gria3 PE=1 SV=1 - [GRIA3_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P19493 Glutamate receptor 4 OS=Rattus norvegicus GN=Gria4 PE=1 SV=1 - [GRIA4_RAT] Membrane trafficking proteins
P31424 Metabotropic glutamate receptor 5 OS=Rattus norvegicus GN=Grm5 PE=1 SV=2 - [GRM5_RAT] Metabotropic receptors- GPCRs
P35400 Metabotropic glutamate receptor 7 OS=Rattus norvegicus GN=Grm7 PE=1 SV=1 - [GRM7_RAT] Metabotropic receptors- GPCRs
Q07647 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc2a3 PE=1 SV=1 -

[GTR3_RAT] Presynaptic vesicle proteins
D4A435 Protein Icam5 OS=Rattus norvegicus GN=lcam5 PE=4 SV=1 - [D4A435_ RAT] Cell adhesion molecules
Q3KR86 Mitochondrial inner membrane protein (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Immt PE=1 SV=1 - [IMMT_RAT] Regulatory proteins (by homology)
Q05695 Neural cell adhesion molecule L1 OS=Rattus norvegicus GN=L1cam PE=2 SV=3 - [LICAM_RAT] Cell adhesion molecules
Q5PPI4 LAMP family protein C200rf103 homolog OS=Rattus norvegicus PE=2 SV=1 - [CT103_RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q5XIN6 LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial OS=Rattus norvegicus GN=Letm1 PE=1 SV=1 -

[LETM1_RAT] Regulatory proteins (by homology)
QB8K4Y5 Leucine-rich glioma-inactivated protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Lgil PE=1 SV=1 - [LGI1_RAT] Regulatory proteins
088917 Latrophilin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Lphnl PE=1 SV=1 - [LPHN1 RAT] Metabotropic receptors- GPCRs
Q97173 Latrophilin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Lphn3 PE=2 SV=1 - [LPHN3 RAT] Metabotropic receptors- GPCRs
P97544 Lipid phosphate phosphohydrolase 3 OS=Rattus norvegicus GN=Ppap2b PE=1 SV=1 - [LPP3_RAT] Lipid binding proteins (by homology)
Q7TMB7 Lipid phosphate phosphatase-related protein type 4 OS=Rattus norvegicus GN=Lppr4 PE=2 SV=1 - [LPPR4_RAT] Lipid binding proteins
G3Vv928 Protein Lrpl OS=Rattus norvegicus GN=Lrpl PE=4 SV=1 - [G3V928_ RAT] Endocytic proteins
D4A7TP2 Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Lritm2 PE=1 SV=1 - [LRRT2_RAT] Others/unknown (by homology)
B4F7C5 Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 4 OS=Rattus norvegicus GN=Lrrtm4 PE=1 SV=1 - [LRRT4_RAT] Others/unknown
Q62813 Limbic system-associated membrane protein OS=Rattus norvegicus GN=Lsamp PE=1 SV=1 - [LSAMP_RAT] Cell adhesion molecules
MORDI5 Protein Mcu OS=Rattus norvegicus GN=Mcu PE=4 SV=1 - [MORDI5_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P07722 Myelin-associated glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Mag PE=1 SV=1 - [MAG_RAT] Cell adhesion molecules (by homology)
P53987 Monocarboxylate transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIcl6al PE=1 SV=1 - [MOT1_RAT] Membrane trafficking proteins
Q6AY20 Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor OS=Rattus norvegicus GN=M6pr PE=2 SV=1 - [MPRD_RAT] Transporter proteins
P48768 Sodium/calcium exchanger 2 OS=Rattus norvegicus GN=SIc8a2 PE=2 SV=1 - [NAC2_RAT] lonotropic receptors and ion channels
P13596 Neural cell adhesion molecule 1 OS=Rattus norvegicus GN=Ncaml1 PE=1 SV=1 - [NCAM1_RAT] Cell adhesion molecules
F1M8G9 Protein Ncam2 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Ncam2 PE=2 SV=2 - [FIM8G9_RAT] Cell adhesion molecules
pP28841 Neuroendocrine convertase 2 OS=Rattus norvegicus GN=Pcsk2 PE=1 SV=1 - [NEC2_RAT] Protein modification and degradation (by

homology)

Q970J8 Neuronal growth regulator 1 OS=Rattus norvegicus GN=Negrl PE=1 SV=1 - [NEGR1_RAT] Transporter proteins
P97603 Neogenin (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Neol PE=2 SV=1 - [NEO1 RAT] Regulatory proteins (by homology)
P97685 Neurofascin OS=Rattus norvegicus GN=Nfasc PE=1 SV=2 - [NFASC_RAT] Cell adhesion molecules
Q8CGU6 Nicastrin OS=Rattus norvegicus GN=Ncstn PE=1 SV=1 - [NICA_RAT] Membrane trafficking proteins
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Q62888 Neuroligin-2 OS=Rattus norvegicus GN=NIgn2 PE=1 SV=1 - [NLGN2_RAT] Cell adhesion molecules
Q62889 Neuroligin-3 OS=Rattus norvegicus GN=NIgn3 PE=1 SV=1 - [NLGN3_RAT] Cell adhesion molecules
Q62609 Noelin OS=Rattus norvegicus GN=0OIfm1 PE=2 SV=1 - [NOE1_RAT] Regulatory proteins
Q568Y7-2 Isoform 2 of Noelin-2 OS=Rattus norvegicus GN=0Ifm2 - [NOE2_RAT] Regulatory proteins
P97546 Neuroplastin OS=Rattus norvegicus GN=Nptn PE=1 SV=2 - [NPTN_RAT] Cell adhesion molecules
P47971 Neuronal pentraxin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Nptx1 PE=1 SV=1 - [NPTX1_RAT] Regulatory proteins
P97738 Neuronal pentraxin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Nptx2 PE=1 SV=1 - [NPTX2_RAT] Extracellular matrix components
P97686 Neuronal cell adhesion molecule OS=Rattus norvegicus GN=Nrcam PE=1 SV=2 - [NRCAM_RAT] Cell adhesion molecules (by homology)
Q63372-13 Isoform 13a of Neurexin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Nrxnl - [NRX1A RAT] Cell adhesion molecules
Q63372 Neurexin-1-alpha OS=Rattus norvegicus GN=Nrxnl PE=1 SV=3 - [NRX1A_RAT] Cell adhesion molecules
Q07310 Neurexin-3-alpha OS=Rattus norvegicus GN=Nrxn3 PE=1 SV=1 - [NRX3A_RAT] Cell adhesion molecules
Q63604 BDNF/NT-3 growth factors receptor OS=Rattus norvegicus GN=Ntrk2 PE=1 SV=1 - [NTRK2_RAT] Metabotrobic receptors- RTKs and others (by
homology)
P32736 Opioid-binding protein/cell adhesion molecule OS=Rattus norvegicus GN=Opcml PE=1 SV=2 - [OPCM_RAT] Membrane trafficking proteins
AOA5DO Cd200 molecule OS=Rattus norvegicus GN=Cd200 PE=2 SV=1 - [AOA5D0_RAT] s.auch OX-2 Others/unknown
P04218 0OX-2 membrane glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Cd200 PE=2 SV=1 - [OX2G_RAT] Presynaptic vesicle proteins
F1M8K1 Protein Pcdhl (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Pcdhl PE=4 SV=2 - [FIM8K1_RAT] Cell adhesion molecules
P70580 Membrane-associated progesterone receptor component 1 OS=Rattus norvegicus GN=Pgrmcl PE=1 SV=3 -
[PGRC1 _RAT] Regulatory proteins (by homology)
Q5FVH2 Phospholipase D3 OS=Rattus norvegicus GN=PId3 PE=2 SV=1 - [PLD3_RAT] Presynaptic vesicle proteins
D37981 Protein RGD1560871 OS=Rattus norvegicus GN=RGD1560871 PE=4 SV=2 - [D3Z7981_RAT] Others/unknown
D3ZES7 Protein PIxna4a OS=Rattus norvegicus GN=PIxna4a PE=4 SV=1 - [D3ZES7_RAT] Others/unknown
P13852 Major prion protein OS=Rattus norvegicus GN=Prnp PE=1 SV=2 - [PRIO_RAT] Regulatory proteins
Q6MG82 Proline-rich transmembrane protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Prrtl PE=2 SV=2 - [PRRT1_RAT] Membrane trafficking proteins
D3ZFB6 Proline-rich transmembrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Prrt2 PE=1 SV=1 - [PRRT2_RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q03348 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha OS=Rattus norvegicus GN=Ptpra PE=2 SV=1 - [PTPRA_RAT] Regulatory proteins (by homology)
P23468 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase delta OS=Homo sapiens GN=PTPRD PE=1 SV=2 - [PTPRD_HUMAN] Metabotrobic receptors- RTKs and others (by
homology)
Q64605 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S OS=Rattus norvegicus GN=Ptprs PE=1 SV=2 - [PTPRS_RAT] Metabotrobic receptors- RTKs and others
Q8CINO Receptor-like protein tyrosine phosphatase gamma S-type isoform OS=Rattus norvegicus GN=Ptprg PE=2 SV=1 -
[Q8CINO_RAT] Phosphatases and regulators
Q62656 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta OS=Rattus norvegicus GN=Ptprz1l PE=1 SV=1 - [PTPRZ_RAT] Phosphatases and regulators
Q5EBA4 Nipsnapl protein (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Nipsnapl PE=2 SV=1 - [Q5EBA4_RAT] Transporter proteins
Q5FVG4 Protein LOC100911440 OS=Rattus norvegicus GN=SIc25a22 PE=2 SV=1 - [Q5FVG4_RAT] Transporter proteins
Q5M7T6 ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit d1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v0d1l PE=2 SV=1 -
[Q5M7T6_RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q6P503 ATPase, H+ transporting, V1 subunit D, isoform CRA_c OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlid PE=2 SV=1 - [Q6P503 RAT] [ Presynaptic vesicle proteins
Q6Q7Y5 Galphal3 OS=Rattus norvegicus GN=Gnal3 PE=2 SV=1 - [Q6Q7Y5_RAT] Presynaptic vesicle proteins
QB8K5B5 Glutamate transporter GLT1b OS=Rattus norvegicus GN=SIcla2 PE=2 SV=1 - [Q8K5B5 RAT] Transporter proteins
Q8R2H0 ATPase, H+ transporting, V1 subunit G isoform 2 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v1g2 PE=4 SV=1 - [Q8R2H0_RAT] Presynaptic vesicle proteins
F1M7X3 Protein Cdh13 (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Cdh13 PE=2 SV=2 - [FIM7X3_RAT] Cell adhesion molecules
Q9ERS3 Voltage-gated calcium channel alpha2/delta-1 subunit OS=Rattus norvegicus GN=Cacna2d1 PE=2 SV=1 - [Q9ERS3_RAT] | lonotropic receptors and ion channels
D3ZX42 G protein-coupled receptor 21 (Predicted), isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus GN=Rabgapl PE=4 SV=1 -
[D3ZX42_RAT] GTPases and regulators
P07153 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 OS=Rattus norvegicus GN=Rpnl PE=2 SV=1 -
[RPN1_RAT] Protein modification and degradation
P25235 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 OS=Rattus norvegicus GN=Rpn2 PE=2 SV=2 - Protein modification and degradation
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[RPN2_RAT]
F1M5X1 Protein Rrbpl OS=Rattus norvegicus GN=Rrbpl PE=2 SV=2 - [FIM5X1_RAT] Transporter proteins
Q64548 Reticulon-1 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn1 PE=2 SV=1 - [RTN1_RAT] Membrane trafficking proteins
Q6RJIR6 Reticulon-3 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn3 PE=1 SV=1 - [RTN3_RAT] Membrane trafficking proteins
Q9JK11 Reticulon-4 OS=Rattus norvegicus GN=Rtn4 PE=1 SV=1 - [RTN4_RAT] Membrane trafficking proteins
F1LRZ1 Ryanodine receptor 2 OS=Rattus norvegicus GN=Ryr2 PE=2 SV=2 - [F1ILRZ1 RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q63633 Solute carrier family 12 member 5 OS=Rattus norvegicus GN=SIc12a5 PE=1 SV=2 - [S12A5 RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q80ZA5 Sodium-driven chloride bicarbonate exchanger OS=Rattus norvegicus GN=SIc4al0 PE=2 SV=1 - [S4A10 _RAT] Membrane trafficking proteins (by homology)
Q9J166 Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc4a4 PE=1 SV=1 - [S4A4_RAT] Membrane trafficking proteins (by homology)
P31647 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6all PE=2 SV=1 - [S6A11_RAT] Membrane trafficking proteins (by homology)
P31662 Sodium-dependent neutral amino acid transporter SLC6A17 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6al7 PE=1 SV=1 -

[S6A17_RAT] Presynaptic vesicle proteins
QB6AXV4 Sorting and assembly machinery component 50 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Samm50 PE=1 SV=1 - [SAM50_RAT] | Regulatory proteins
Q4KM74 Vesicle-trafficking protein SEC22b OS=Rattus norvegicus GN=Sec22b PE=1 SV=3 - [SC22B_RAT] Membrane trafficking proteins
P23978 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc6al PE=1 SV=1 - [SC6A1_RAT] Transporter proteins
P56603 Secretory carrier-associated membrane protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Scampl PE=1 SV=1 - [SCAM1_RAT] Transporter proteins
Q9JKE3 Secretory carrier-associated membrane protein 5 OS=Rattus norvegicus GN=Scamp5 PE=2 SV=1 - [SCAM5_RAT] Presynaptic vesicle proteins
D3ZQP6 Protein Sema7a OS=Rattus norvegicus GN=Sema7a PE=4 SV=1 - [D3ZQP6_RAT] Regulatory proteins
Q63965 Sideroflexin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxnl PE=2 SV=4 - [SFXN1_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
Q9JHY2 Sideroflexin-3 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxn3 PE=2 SV=1 - [SFXN3_RAT] Mitochondrial proteins - others
Q8CFDO Sideroflexin-5 OS=Rattus norvegicus GN=Sfxn5 PE=2 SV=1 - [SFXN5_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
Q62876 Synaptogyrin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Syngrl PE=2 SV=1 - [SNG1_RAT] Regulatory proteins (by homology)
B5DF41 Syntaphilin OS=Rattus norvegicus GN=Snph PE=2 SV=1 - [SNPH_RAT] Endocytic proteins (by homology)
G3V7P1 Syntaxin-12 OS=Rattus norvegicus GN=Stx12 PE=1 SV=1 - [STX12_RAT] Presynaptic vesicle proteins
P32851 Syntaxin-1A OS=Rattus norvegicus GN=Stxla PE=1 SV=1 - [STX1A_RAT] Endocytic proteins
P61265 Syntaxin-1B OS=Rattus norvegicus GN=Stx1b PE=1 SV=1 - [STX1B_RAT] Transporter proteins
070257 Syntaxin-7 OS=Rattus norvegicus GN=Stx7 PE=1 SV=4 - [STX7_RAT] Transporter proteins (by homology)
Q02563 Synaptic vesicle glycoprotein 2A OS=Rattus norvegicus GN=Sv2a PE=1 SV=2 - [SV2A_RAT] Regulatory proteins
Q63564 Synaptic vesicle glycoprotein 2B OS=Rattus norvegicus GN=Sv2b PE=1 SV=1 - [SV2B_RAT] Regulatory proteins
Q97327 Synaptopodin OS=Rattus norvegicus GN=Synpo PE=2 SV=2 - [SYNPO_RAT] Cytoskeleton/actin-associated proteins
P07825 Synaptophysin OS=Rattus norvegicus GN=Syp PE=1 SV=1 - [SYPH_RAT] Presynaptic vesicle proteins (by homology)
pP21707 Synaptotagmin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Sytl PE=1 SV=3 - [SYT1_RAT] Endocytic proteins
P29101 Synaptotagmin-2 OS=Rattus norvegicus GN=Syt2 PE=1 SV=1 - [SYT2_RAT] Endocytic proteins
Q05546 Tenascin-R OS=Rattus norvegicus GN=Tnr PE=1 SV=1 - [TENR_RAT] Extracellulary matrix components
P46462 Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Rattus norvegicus GN=Vcp PE=1 SV=3 - [TERA_RAT] Lipid binding proteins (by homology)
P01830 Thy-1 membrane glycoprotein OS=Rattus norvegicus GN=Thyl PE=1 SV=1 - [THY1_RAT] Cell adhesion molecules
A9CMA6 Transmembrane protein 163 OS=Rattus norvegicus GN=Tmem163 PE=1 SV=1 - [TM163_ RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q63584 Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 OS=Rattus norvegicus GN=Tmed10 PE=1 SV=2 - [TMEDA_RAT] Presynaptic vesicle proteins
Q75041 Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog OS=Rattus norvegicus GN=Tomm22 PE=1 SV=1 - [TOM22_RAT] Transporter proteins
Q75Q39 Mitochondrial import receptor subunit TOM70 OS=Rattus norvegicus GN=Tomm70a PE=1 SV=1 - [TOM70_RAT] Mitochondrial proteins - others (by homology)
POC5X8 Protein tweety homolog 1 OS=Rattus norvegicus GN=Ttyhl PE=2 SV=1 - [TTYH1 RAT] Transporter proteins (by homology)
D4A383 Protein Ttyh3 OS=Rattus norvegicus GN=Ttyh3 PE=4 SV=1 - [D4A383 RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q9JIW3 Up-regulated during skeletal muscle growth protein 5 OS=Rattus norvegicus GN=Usmg5 PE=2 SV=1 - [USMG5_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
Q63666 Vesicle-associated membrane protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Vampl PE=1 SV=2 - [VAMP1_RAT] Presynaptic vesicle proteins
P63045 Vesicle-associated membrane protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Vamp2 PE=1 SV=2 - [VAMP2_RAT] Membrane trafficking proteins
Q92270 Vesicle-associated membrane protein-associated protein A OS=Rattus norvegicus GN=Vapa PE=1 SV=3 - [VAPA_RAT] Membrane trafficking proteins
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Q97269 Vesicle-associated membrane protein-associated protein B OS=Rattus norvegicus GN=Vapb PE=1 SV=3 - [VAPB_RAT] Membrane trafficking proteins
054715 V-type proton ATPase subunit S1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6apl PE=2 SV=1 - [VAS1 RAT] Presynaptic vesicle proteins

P62815 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v1b2 PE=1 SV=1 - [VATB2_RAT] Mitochondrial proteins - energy metabolism
Q5FVI6 V-type proton ATPase subunit C 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlcl PE=2 SV=1 - [VATC1_RAT] Transporter proteins

Q6PCU2 V-type proton ATPase subunit E 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlel PE=1 SV=1 - [VATE1 RAT] Transporter proteins

Q6PCU2 V-type proton ATPase subunit E 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlel PE=1 SV=1 - [VATE1 RAT] Transporter proteins

E9PTI1 Protein Atp6vlh OS=Rattus norvegicus GN=Atp6vlih PE=2 SV=1 - [EOPTI1_RAT] Transporter proteins

Q972L0 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 OS=Rattus norvegicus GN=Vdacl PE=1 SV=4 - [VDAC1 RAT] lonotropic receptors and ion channels
P81155 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 OS=Rattus norvegicus GN=Vdac2 PE=1 SV=2 - [VDAC2_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q9R1Z0-2 Isoform 2 of Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Vdac3 - [VDAC3_RAT] lonotropic receptors and ion channels
Q9R1Z0 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 OS=Rattus norvegicus GN=Vdac3 PE=1 SV=2 - [VDAC3_ RAT] Transporter proteins

Q62634 Vesicular glutamate transporter 1 OS=Rattus norvegicus GN=SIc17a7 PE=1 SV=1 - [VGLU1 RAT] Transporter proteins

035458 Vesicular inhibitory amino acid transporter OS=Rattus norvegicus GN=SIc32al PE=1 SV=1 - [VIAAT_RAT] Presynaptic vesicle proteins

P25286 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 OS=Rattus norvegicus GN=Atp6v0al PE=2 SV=1 - [VPP1_RAT] Transporter proteins

Q9JI51 Vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog 1A OS=Rattus norvegicus GN=Vtila PE=1 SV=1 -

[VTI1A RAT]

Presynaptic vesicle proteins

S4: Vergleichsanalyse der durch AAL oder BONMOT und MS-Analyse 332 identifizierten Membran- und extrazellulére Proteine

Protein name UniProt entry 1st AAL-AC 2st AAL-AC NMDA/Glyzin
Ac1573 [Q7TQ74_RAT] Q7TQ74
4F2 cell-surface antigen heavy chain [4F2_RAT] Q794F9
ADP/ATP translocase 1 [ADT1_RAT] Q05962
ADP/ATP translocase 2 [ADT2_RAT] Q09073
Afadin [AFAD_RAT] 035889
Alg2 protein (Fragment) [Q3B8P6_RAT] Q3B8P6
Alpha-2-macroglobulin receptor-associated protein [AMRP_RAT] Q99068
Annexin A2 [ANXA2_RAT] Q07936
Apolipoprotein E [APOE_RAT] P02650
Asc-type amino acid transporter 1 [Q75T81 RAT] Q75781
Atlastin-1 [ATLAL1 RAT] Q6PST4
ATP synthase protein 8 [ATP8_RAT] P11608
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial [ATPA_RAT] P15999
ATP synthase subunit b, mitochondrial [AT5F1_RAT] P19511
ATP synthase subunit beta, mitochondrial [ATPB_RAT] P10719
ATP synthase subunit d, mitochondrial [ATP5H_RAT] P31399
ATP synthase subunit delta, mitochondrial [ATPD_RAT] P35434
ATP synthase subunit e, mitochondrial [ATP5]_RAT] P29419
ATP synthase subunit f, mitochondrial [ATPK_RAT] D3ZAF6
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial [ATPG_RAT] P35435
ATP synthase subunit O, mitochondrial [ATPO_RAT] Q06647
ATPase family AAA domain-containing protein 3 [ATAD3_RAT] Q3KREO
ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, VO subunit d1 [Q5M7T6_RAT] Q5M7T6
ATPase, H+ transporting, V1 subunit D, isoform CRA_c [Q6P503_RAT] Q6P503
ATPase, H+ transporting, V1 subunit G isoform 2 [Q8R2H0_RAT] Q8R2H0
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Anhang

ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide [Q5M9H4 RAT] Q5M9H4
Basigin [BASI_RAT] P26453
BDNF/NT-3 growth factors receptor [NTRK2_RAT] Q63604
Brain protein 44 [BR44_RAT] P38718
Brain-specific angiogenesis inhibitor 2 (Predicted) [D3ZN99 RAT] D3ZN99
Brain-specific angiogenesis inhibitor 3 (Predicted) [D4A831_RAT] D4A831
Cadherin-2 [CADH2_RAT] Q971Y3
Cadherin-6 [CADH6_RAT] P55280
Cadherin-8 [CADH8_RAT] 054800
Calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit, isoform CRA_b [D4A055_ RAT] D4A055
Calcium-dependent secretion activator 1 [F1LLX6_ RAT] F1LLX6
Calsyntenin-1 [CSTN1_RAT] Q6QONO
Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor [MPRD_RAT] QB6AY20
CD166 antigen [CD166_RAT] 035112
Cd200 molecule [AOA5DO_RAT] s.auch OX-2 AOA5DO
CD34 antigen isoform 2 [B1PLB2_RAT] B1PLB2
CD44 antigen [CD44_RAT] P26051
CDB81 antigen [CD81_RAT] Q62745
Cell adhesion molecule 1 [Q6AYP5_RAT] Q6AYP5
Cell adhesion molecule 2 [CADM2_RAT] Q1WIM2
Cell adhesion molecule 3 [CADM3_RAT] Q1WIM3
Cell adhesion molecule 4 [CADM4_RAT)] Q1WIM1
Cell cycle exit and neuronal differentiation protein 1 [CEND_RAT] Q5FVI4
Chondroitin sulfate proteoglycan 5 [CSPG5_RAT] Q9ERQ6
Ciliary neurotrophic factor receptor subunit alpha [CNTFR_RAT] Q08406
Clusterin [CLUS RAT] P05371
Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial [C1QBP_RAT] 035796
Contactin-1 [CNTN1_ RAT] Q63198
Contactin-2 [CNTN2_RAT] P22063
Contactin-3 [CNTN3_RAT] Q62682
Contactin-4 [CNTN4_RAT] Q62845
Coxsackievirus and adenovirus receptor homolog [CXAR_RAT] Q9R066
Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 [Q37652 RAT] Q37652
Cytochrome c oxidase subunit 6C-2 [CX6C2_RAT] P11951
Deleted in bladder cancer protein 1 homolog [DBC1_RAT] Q925T8
Desmocollin-1 [DSC1 _HUMAN] Q08554
Desmoglein-1 [DSG1_HUMAN] Q02413
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 [RPN1_RAT] P07153
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 [RPN2_RAT] P25235
Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 1 [S4A4 RAT] Q9J166
Embigin [EMB_RAT] 088775
Excitatory amino acid transporter 1 [EAA1_RAT] P24942
Excitatory amino acid transporter 2 [EAA2_RAT] P31596
Excitatory amino acid transporter 3 [EAA3_RAT] P51907
G protein-coupled receptor 21 (Predicted), isoform CRA_a [D3ZX42_RAT] D3ZX42
G-protein coupled receptor 56 [GPR56_RAT] Q8K3V3
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Anhang

Galphal3 [Q6Q7Y5 RAT] Q6Q7Y5
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-1 [GBRA1_RAT] P62813
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-1 [GBRB1_RAT] P15431
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 [GBRB2_RAT] P63138
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3 [GBRB3_RAT] P63079
Gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 2 [GABR2_RAT] 088871
Ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1 [D4A5X7 _RAT] D4A5X7
Gap junction alpha-1 protein [CXA1 RAT] P08050
Gba protein [B2RYC9_RAT] B2RYC9
GDNF receptor-beta (Fragment) [Q792X9 RAT] Q792X9
Glutamate receptor 1 [GRIA1_RAT] P19490
Glutamate receptor 2 [GRIA2_RAT] P19491
Glutamate receptor 3 [GRIA3_RAT] P19492
Glutamate receptor 4 [GRIA4 RAT] P19493
Glutamate transporter GLT1b [Q8K5B5_RAT] Q8K5B5
Golgi apparatus protein 1 [G3V8G5_RAT] G3V8G5
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 [GNAI1_RAT] P10824
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 [GNAI2_RAT] P04897
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1 [GBB1_RAT] P54311
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 [GBB2_RAT] P54313
Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit alpha [GNAO_RAT] P59215
Guanine nucleotide-binding protein G(qg) subunit alpha [GNAQ_RAT] P82471
Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms short [GNAS2_RAT] P63095
Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit alpha [GNAZ_RAT] P19627
Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 [GNA11 RAT] Q9JID2
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 [GBB5 _RAT] P62882
Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma [G3V8K2_RAT] G3V8K2
Huntingtin interacting protein 1, isoform CRA_a [G3V8Y8_RAT] G3v8Y8
Immunoglobulin superfamily member 1 [IGSF1_RAT] Q925N6
Inactive dipeptidyl peptidase 10 [DPP10_RAT] Q60629
Integrin alpha 6 subchain (Fragment) [Q924W2_RAT] Q924W2
Integrin alpha-V [ITAV_MOUSE] P43406
Integrin beta [D3ZP06_RAT] D3ZP06
Integrin beta-1 [ITB1_RAT] P49134
Integrin, alpha 6, isoform CRA_a [G3V667_RAT] G3V667
Isoform 1 of Neuroplastin [NPTN_RAT] P97546-1
Isoform 13a of Neurexin-1 [NRX1A RAT] Q63372-13
Isoform 2 of Chondroitin sulfate proteoglycan 5 [CSPG5_RAT] Q9ERQ6-2
Isoform 2 of Leukocyte surface antigen CD47 [CD47_RAT] P97829-2
Isoform 2 of Neuronal membrane glycoprotein M6-a [GPM6A_RAT] Q812E9-2
Isoform 2 of Noelin-2 OS=Rattus norvegicus GN=0Ifm2 - [NOE2_RAT] Q568Y7-2
Isoform 2 of Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 [VDAC3_RAT] Q9R1Z0-2
Isoform DPPX-S of Dipeptidyl aminopeptidase-like protein 6 [DPP6_RAT] P46101-2
Isoform Flip of Glutamate receptor 1 [GRIA1_RAT] P19490-2
Isoform Flip of Glutamate receptor 2 [GRIA2_RAT] P19491-2
Isoform Flip of Glutamate receptor 3 [GRIA3_RAT] P19492-2
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Anhang

Isoform KSHIIIA.1 of Potassium voltage-gated channel subfamily C member 2 P22462-3
[KCNC2_RAT]

Isoform TRKC of NT-3 growth factor receptor [NTRK3_RAT] Q03351-2
Isoform ZA of Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 [AT2B4_RAT] Q64542-3
Lactadherin [MFGM_RAT] P70490
LAMP family protein C200rf103 homolog [CT103 RAT] Q5PPI4
Large neutral amino acids transporter small subunit 1 [LAT1 RAT] Q63016 ]
Latrophilin-1 [LPHN1_RAT] 088917
Latrophilin-3 [LPHN3 RAT] Q97173
LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial [LETM1_RAT] Q5XIN6
Leucine rich repeat neuronal 6A, isoform CRA_a [G3V881_ RAT] G3v881
Leucine-rich glioma-inactivated protein 1 [LGI1_RAT] Q8K4Y5
Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 2 [LRRT2_RAT] D4A7P2 ]
Leucine-rich repeat transmembrane neuronal protein 4 [LRRT4_RAT] B4F7C5
Leucine-rich repeat-containing protein 4 [LRRC4_RAT] Q45R42
Leucine-rich repeat-containing protein 4B [LRC4B_RAT] POCC10
Limbic system-associated membrane protein [LSAMP_RAT] Q62813
Lipid phosphate phosphatase-related protein type 4 [LPPR4 _RAT] Q7TMB7
Lipid phosphate phosphohydrolase 3 [LPP3 RAT] P97544
Lysosome membrane protein 2 [SCRB2_RAT] P27615
Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 [LAMP1_RAT] P14562
Major prion protein [PRIO_RAT] P13852
Malectin [MLEC RAT] Q5FVQ4
MAM domain-containing glycosylphosphatidylinositol anchor protein 2 [MDGA2_RAT] P60756
Mammalian ependymin-related protein 1 [EPDR1_RAT] Q5XII0
Membrane-associated progesterone receptor component 1 [PGRC1_RAT] P70580
Metabotropic glutamate receptor 2 [GRM2_RAT] P31421
Metabotropic glutamate receptor 5 [GRM5_RAT] P31424
Metabotropic glutamate receptor 7 [GRM7_RAT] P35400
Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein [G3V6H5 RAT] G3V6H5
Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein [MCAT_RAT] P97521
Mitochondrial carrier homolog 2 [BOBN52_RAT] BOBN52
Mitochondrial fission 1 protein [FIS1_RAT] P84817
Mitochondrial glutamate carrier 2 [GHC2_RAT] Q505J6
Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog [TOM22_RAT] Q75041
Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog [G3V8F5_RAT] G3V8F5
Mitochondrial import receptor subunit TOM70 [TOM70_RAT)] Q75Q39
Mitochondrial inner membrane protein (Fragment) [IMMT_RAT] Q3KR86
Monocarboxylate transporter 1 [MOT1_RAT] P53987
Muscarinic acetylcholine receptor M1 [ACM1_RAT] P08482
Myelin-associated glycoprotein [MAG_RAT] P07722
Neogenin (Fragment) [NEO1 RAT] P97603
Neural cell adhesion molecule 1 [NCAM1_RAT] P13596
Neural cell adhesion molecule L1 [L1CAM_RAT] Q05695
Neurexin-1-alpha [NRX1A RAT] Q63372
Neurexin-3-alpha [NRX3A_RAT] Q07310
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Anhang

Neuroendocrine convertase 2 [NEC2_RAT] P28841
Neurofascin [NFASC_RAT] P97685
Neuroligin-2 [NLGN2_RAT] Q62888
Neuroligin-3 [NLGN3_RAT] Q62889
Neuronal cell adhesion molecule long isoform Nc17 [Q6PW34_RAT] Q6PW34
Neuronal cell adhesion molecule [NRCAM_RAT] P97686
Neuronal growth regulator 1 [NEGR1_RAT] Q970J8
Neuronal membrane glycoprotein M6-a [GPM6A_RAT] Q812E9
Neuronal membrane glycoprotein M6-b [E9PSV8_RAT] E9PSV8
Neuronal pentraxin receptor [NPTXR_RAT] 035764
Neuronal pentraxin-1 [NPTX1 RAT] P47971
Neuronal pentraxin-2 [NPTX2_RAT] P97738
Neuroplastin [NPTN_RAT] P97546
Neutral amino acid transporter ASCT1 [Q76GL9_RAT] Q76GL9
Nicastrin [NICA_RAT] Q8CGU6
Nipsnapl protein (Fragment) [Q5EBA4 RAT] Q5EBA4
Noelin [NOE1_RAT] Q62609
NYGGF5 [Q6R5J6_RAT] Q6R5J6
Oligodendrocyte-myelin glycoprotein [Q7TNM3_RAT] Q7TNM3
Opioid-binding protein/cell adhesion molecule [OPCM_RAT] P32736
OX-2 membrane glycoprotein [OX2G_RAT] P04218
Phosphate carrier protein, mitochondrial [G3V741_RAT] G3V741
Phospholipase D3 [PLD3_RAT] Q5FVH2
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 [AT2B1_RAT] P11505
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 2 [AT2B2_RAT] P11506
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 3 [AT2B3 RAT] Q64568
Plexin B2 [D3ZQ57_RAT] D3zQ57
Plexin-A3 [PLXA3_RAT] D3ZPX4
Poliovirus receptor-related 1 [FILNP8 RAT] F1LNP8
Probable G-protein coupled receptor 158 [GP158 RAT] D4A6L0O
Proline-rich transmembrane protein 1 [PRRT1_RAT] Q6MG82
Proline-rich transmembrane protein 2 [PRRT2_RAT] D3ZFB6
Protein Aplpl (Fragment) [FILRS5 RAT] F1LRS5
Protein Atp6vla [D4A133_RAT] D4A133
Protein Atp6vih [E9PTI1 RAT] E9PTI1
Protein Bail [D3ZNF1_RAT] D3ZNF1
Protein C2cd2l [Q5U2P5 RAT] Q5U2P5
Protein Cdh10 [F1ILR98 RAT] F1LR98
Protein Cdh12 [FIM1A2_RAT] FIM1A2
Protein Cdh13 (Fragment) [FIM7X3 RAT] F1IM7X3
Protein Cdh18 [FIM702_RAT] F1M702
Protein Cdh9 [D3ZFQ5_RAT] D3ZFQ5
Protein Diras2 [D3ZHX3_RAT] D3ZHX3
Protein Dsglb [D3Z2Q45_ RAT] D3zQ45
Protein Dsp [FILMV6_RAT] F1LMV6
Protein FAM5B [FAM5B_RAT] Q8K1M8
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Anhang

Protein Icam5 [D4A435_RAT] D4A435
Protein Iglon5 [F1ILVRO_RAT] F1LVRO
Protein Igsf21 (Fragment) [MORAS4 RAT] MORAS4
Protein LOC100911440 [Q5FVG4_RAT] Q5FVG4
Protein LOC687295 [D3ZJX5_RAT] D3ZJX5
Protein Lrpl [G3V928 RAT] G3v928
Protein Mcu [MORDI5_RAT] MORDI5
Protein Mfsd6 [D3ZCJ3_RAT] D3ZCJ3
Protein Ncam2 (Fragment) [FIM8G9_RAT] F1M8G9
Protein Pcdhl (Fragment) [F1IM8K1_RAT] F1M8K1
Protein Pcdh9 [F1LS01_RAT] F1LS01
Protein PIxna4a [D3ZES7_RAT] D3ZES7
Protein PIxnbl [D3ZDX5_RAT] D3ZDX5
Protein RGD1559672 [D4ACB3_RAT] D4ACB3
Protein RGD1560871 [D3Z7981_RAT] D37981
Protein Rgma [D4A188_RAT] D4A188
Protein Rrbpl [FIM5X1_RAT] F1M5X1
Protein Sema7a [D3ZQP6_RAT] D3ZQP6
Protein Sestd1 [BSDFL9 _RAT] B5DFL9
Protein Siglecl [D3ZVM6_RAT] D3ZVM6
Protein Sic12a2 [E9PTX9_RAT] E9PTX9
Protein SIc25a23 [MOR4V4_RAT] MOR4V4
Protein SIc25a27 [Q9EPH7_RAT] Q9EPH7
Protein SIc39a10 [D4A517_RAT] D4A517
Protein SmpdI3b [Q4V7D9 RAT] Q4V7D9
Protein Syngr3 [D4ABK1 RAT] D4ABK1
Protein Tspan7 (Fragment) [FIM8Y2_RAT] F1M8Y2
Protein Ttyh3 [D4A383_RAT] D4A383
Protein tweety homolog 1 [TTYH1_RAT] POC5X8
Protocadherin 7, isoform CRA b [Q68HB5 RAT] Q68HB5
Protocadherin 7, isoform CRA_c [Q68HB8 RAT] Q68HB8
Protocadherin gamma a9 [IBLBX6_RAT] 16LBX6

Protocadherin-17 [PCD17_HUMAN] 014917
Receptor-like protein tyrosine phosphatase gamma S-type isoform [Q8CINO_RAT] Q8CINO
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha [PTPRA_RAT] Q03348
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase delta [PTPRD _HUMAN] P23468

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S [PTPRS_RAT] Q64605
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase zeta [PTPRZ_RAT] Q62656
Reticulon-1 [RTN1_RAT] Q64548
Reticulon-3 [RTN3_RAT] Q6RJIR6
Reticulon-4 [RTN4_RAT] Q9JK11
Reticulon-4 receptor-like 2 [R4RL2_RAT] Q80WD1
Ryanodine receptor 2 [FILRZ1 RAT] F1LRZ1
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 [AT2A2_RAT] P11507

Secretory carrier membrane protein 3 (Fragment) [Q9ERM8_RAT] Q9ERMS8
Secretory carrier-associated membrane protein 1 [SCAM1_RAT] P56603
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Anhang

Secretory carrier-associated membrane protein 5 [SCAM5_RAT] Q9JKE3
Sideroflexin-1 [SFXN1_RAT] Q63965
Sideroflexin-3 [SFXN3_RAT] Q9JHY2
Sideroflexin-5 [SFXN5_RAT] Q8CFDO
Sodium channel beta 2 subunit [Q62861_RAT] Q62861
Sodium channel protein type 3 subunit alpha [SCN3A_RAT] P08104
Sodium channel subunit beta-1 [SCN1B_RAT] Q00954
Sodium channel subunit beta-2 [SCN2B_RAT] P54900
Sodium channel subunit beta-3 [SCN3B_RAT] Q9JK00
Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 1 [SC6A1_RAT] P23978
Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 [S6A11_RAT] P31647
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 3 [S38A3_RAT] Q9JHZ9
Sodium-dependent neutral amino acid transporter SLC6A17 [S6A17_RAT] P31662
Sodium-driven chloride bicarbonate exchanger [S4A10_RAT] Q80ZA5
Sodium/calcium exchanger 1 [NAC1_RAT] Q01728
Sodium/calcium exchanger 2 [NAC2_RAT] P48768
Sodium/hydrogen exchanger [D3Z2J86_RAT] D32J86
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 [AT1A1_RAT] P06685
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 [AT1A2_RAT] P06686
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 [AT1A3_RAT] P06687
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 [AT1B1_RAT] P07340
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 [AT1B2_RAT] P13638
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 [AT1B3_RAT] Q63377
Solute carrier family 12 member 5 [S12A5_RAT] Q63633
Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 3 [GTR3_RAT] Q07647
Solute carrier family 22 member 23 [S22AN_RAT] Q90QZG1
Sortilin [SORT_RAT] 054861
Sorting and assembly machinery component 50 homolog [SAM50_RAT] Q6AXV4
SPARC-like protein 1 [SPRL1_RAT] P24054
Synaptic vesicle glycoprotein 2A [SV2A_RAT] Q02563
Synaptic vesicle glycoprotein 2B [SV2B_RAT] Q63564
Synaptogyrin-1 [SNG1_RAT] Q62876
Synaptophysin [SYPH_RAT] P07825
Synaptopodin [SYNPO_RAT] Q92327
Synaptotagmin-1 [SYT1 RAT] P21707
Synaptotagmin-2 [SYT2_RAT] P29101
Syntaphilin [SNPH_RAT] B5DF41
Syntaxin-12 [STX12_RAT] G3V7P1
Syntaxin-1A [STX1A_RAT] P32851
Syntaxin-1B [STX1B_RAT] P61265
Syntaxin-7 [STX7_RAT] 070257
Tenascin-R [TENR_RAT] Q05546
Thy-1 membrane glycoprotein [THY1 RAT] P01830
TIM21-like protein, mitochondrial - [TI21L_RAT] Q5U2X7
Transferrin receptor protein 1 [G3V679_RAT] G3V679
Transitional endoplasmic reticulum ATPase [TERA_RAT] P46462
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Anhang

Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 [TMEDA_RAT] Q63584
Transmembrane protein 132A [T132A_ RAT] Q80WF4
Transmembrane protein 163 [TM163_RAT] A9CMAG6
Trophoblast glycoprotein [TPBG_RAT] Q5PQV5
Tyrosine-protein kinase Mer [MERTK_RAT] P57097
Tyrosine-protein kinase receptor [Q63116_RAT] Q63116
Tyrosine-protein kinase receptor TYRO3 [TYRO3_RAT] P55146
Up-regulated during skeletal muscle growth protein 5 [USMG5 RAT] Q9JIW3
V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1 [VPP1_RAT] P25286
V-type proton ATPase subunit B, brain isoform [VATB2_RAT] P62815
V-type proton ATPase subunit C 1 [VATC1 RAT] Q5FVI6
V-type proton ATPase subunit E 1 [VATE1_RAT] Q6PCU2
V-type proton ATPase subunit S1 [VAS1 RAT] 054715
Vascular cell adhesion protein 1 [VCAM1_RAT] P29534
Vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog 1A [VTI1A_ RAT] Q9JI51
Vesicle-associated membrane protein 1 [VAMP1_RAT] Q63666
Vesicle-associated membrane protein 2 [VAMP2_RAT] P63045
Vesicle-associated membrane protein-associated protein A [VAPA_RAT] Q92270
Vesicle-associated membrane protein-associated protein B [VAPB_RAT] Q97269
Vesicle-trafficking protein SEC22b [SC22B_RAT] Q4KM74
Vesicular glutamate transporter 1 [VGLU1_RAT] Q62634
Vesicular inhibitory amino acid transporter [VIAAT_RAT] 035458
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 [VDAC1_RAT] Q9z2L0
Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 [VDAC2_RAT] P81155
Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 [VDAC3 RAT] Q9R1Z0
Voltage-dependent calcium channel gamma-8 subunit [CCG8 RAT] Q8VHWS5
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1 [CA2D1_RAT] P54290
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2 [CA2D2_RAT] Q8CFG6
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-3 [CA2D3_RAT] Q8CFG5
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-3 [CACB3 RAT] P54287
Voltage-gated calcium channel alpha2/delta-1 subunit [Q9ERS3_RAT] Q9ERS3
XK-related protein 4 [XKR4_RAT] Q5GH59
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