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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Struktur der TFF-Peptide

TFF3, urspriinglich “intestinal trefoil factor” oder hP1.B genannt (Suemori et al. 1991,
Hauser et al. 1993), ist ein Vertreter der ,trefoil factor family* (TFF). Bis heute sind
drei humane sezernierte TFF-Peptide (kurz TFFs) bekannt. Neben TFF3 existieren
noch TFF1 (friher pS2) und TFF2 (friher spasmolytic peptide, SP) (Wong et al.
1999, Hoffmann et al. 2001, Hoffmann & Jagla 2002, Taupin & Podolsky 2003,
Hoffmann 2005). Die einheitliche Namensgebung dieser Peptidfamilie bei Sdugern
wurde auf einem Kongress 1997 (Conférence Philippe Laudat) beschlossen (Wright
et al. 1997). Allen drei Peptiden ist die TFF-Doméane (friher P-Doméane) gemein, in
der die konservierte Anordnung von sechs Cysteinresten zur Bildung von drei
Disulfidbricken (Cys1-Cysb5, Cys2-Cys4, Cys3-Cys6) fuhrt. Die an ein Kleeblatt
erinnernde Struktur gibt den TFFs ihren Namen (Thim 1989, Podolsky et al. 1993).
Sie bestehen dabei aus einer (TFF1, TFF3) oder zwei (TFF2) TFF-Domanen. Die
komplexe Anordnung der Disulfidbriicken ist vermutlich ein Grund fir die Resistenz
gegenuber proteolytischem Abbau, speziell im Magen (Thim und May 2005, Kjellev
2009). Jedoch konnten im Magensaft verkirzte TFF3-Formen nachgewiesen werden
(Kouznetsova et al. 2004). Humanes TFF3 stellt ein sezerniertes, 59
Aminosaurereste langes Polypeptid dar (Hauser et al. 1993). Die Priméarstruktur von
TFF3 enthélt sieben Cysteinreste. Bei der Herstellung von rekombinantem TFF3
konnte ein uber Cystein-57 Disulfid-verknipftes TFF3-Homodimer beobachtet
werden (Chinery et al. 1995, Thim et al. 1995, Kinoshita et al. 2000, May et al. 2003)
(Abb. 1).

Abb. 1: Sekundarstruktur vom TFF3-Homodimer (aus Thim et al. 1995).
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Der N-terminale Glutamatrest von humanem TFF1 sowie von rekombinantem TFF2
aus Hefen, ist nicht zyklisiert um einen Pyroglutamatrest zu bilden (Thim und May
2005). AulRerdem wurden die 3D-Strukturen von rekombinantem TFF3-Monomer und
dem TFF3-Homodimer ermittelt (Lemercinier et al. 2001, Muskett et al. 2003).

1.2 Synthese der TFF-Peptide

Alle drei TFF-Gene liegen als Cluster innerhalb eines 54,5 kb grof3en Abschnitts auf
Chromosom 21922.3 in der Anordnung tel-TFF1-TFF2-TFF3-cen. Die Transkription
aller drei Gene verlauft in Richtung des Centromers (Gott et al. 1996; Seib et al.
1997). Die TFFs werden alle Uber Vorstufen synthetisiert, welche abspaltbare N-
terminale Signalsequenzen typisch fur sezernierte Proteine enthalten (Thim und May
2005). Die TFFs werden in unterschiedlichen Mengen von allen Teilen des humanen
Verdauungstraktes sezerniert (Tab. 1). TFF3 scheint dabei das ,Standard“-TFF-
Peptid zu reprasentieren, welches in allen Organen des Gastrointestinaltraktes
nachgewiesen werden kann. TFF1 und TFF2 werden dagegen vorwiegend im Magen
exprimiert. Die TFF synthetisierenden Gewebe des Verdauungstraktes beginnen in
der oralen Mukosa. Dort konnten TFF1, TFF2 und TFF3 in der
Unterkieferspeicheldriise (Glandula submandibularis) und der Lippendrise
(Glandulae labiales) nachgewiesen werden. Das vorherrschende TFF-Peptid ist dort
TFF3 (sezerniert aus Glandula submandibularis) und bildet einen wichtigen Teil des
Speichels (Jagla et al. 1999, Hoffmann 2012). Auch im Osophagus ist TFF3, als
Sekretionsprodukt  submukosaler Drisen, das dominierende TFF-Peptid
(Kouznetsova et al. 2007, Hoffmann 2012). Eine komplexe Verteilung der TFF-
Expression findet sich im Magen wieder; dort werden grof3ere Mengen aller TFFs
synthetisiert (Kouznetsova et al. 2011). Im Magen findet eine TFF3-Expression nur in
den Grenzbereichen des Magens, in der Cardia- und Antrumregion, statt
(Kouznetsova et al. 2004, 2007, 2011). An der antroduodenalen Uberganszone
kommt es zu einer Veranderung der TFF-Expression. TFF1 lasst sich im Darm auf
Proteinebene nicht nachweisen, wohingegen TFF2 von den Brunner-Drisen gebildet
wird. TFF3 wird sowohl in den Brunner-Drisen als auch in den Becherzellen des
Dunn- und Dickdarms synthetisiert (Hoffmann 2012). Des Weiteren kdnnen
signifikante Mengen an TFF3 auch im humanen Mekonium nachgewiesen werden
(Yu et al. 2004).

10
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Tab. 1: Verteilung der TFF-Synthese und Co-Expressi

humanen Verdauungstrakt (nach Hoffmann 2012)

on der sekretorischen Muzine im

Organ

Zelle

TFF-Peptid

sekretorische Muzine

Speicheldriusen

Glandula submandibularis

Glandulae labiales

(TFF1, TFF2), TFF3
(TFF1, TFF2), TFF3

MUC5B, MUC7, MUC19
MUC5B, MUC7, MUC19

Oesophagus Submukdse Drisen TFF3 MUC5B
Magen SMCs der Cardia- und TFF1, TFF3 MUC5AC
Antrumregion
Corpus SMCs TFF1 MUCS5AC
Nebenzellen TFF2 MUC6
Antrumdrisenzellen TFF2 MUC6
Darm Brunner-Driisen TFF2, TFF3 MUC6
Becherzellen TFF3 MuUC2
Ampulla Vateri Becherzellen TFF3 MUCS5AC, MUC5B
Pankreas Ausfuhrgange, Langerhans- (TFF1), TFF3 (MUCS6)
Inseln
Leber LBDs, SBDs, PBGs TFF1, (TFF2), TFF3 MUC6
Gallenblase Epithelzellen (TFF1), (TFF2), TFF3 MUC5B, MUC6

Geringe Mengen in Klammern angegeben; SMC=surface mucous cell (Oberflachenepithelzellen), LBD=large biliary duct (grof3er
Gallengang), SBD=small biliary duct (kleiner Gallengang), PBG=peribiliary gland (peribilidre Drisen)

Neben seinem Hauptsyntheseort in intestinalen Becherzellen (Hauser et al. 1993,
Podolsky et al. 1993) findet man TFF3 auch in anderen humanen Organen wie z.B.
im endokrinen Anteil des Pankreas (Jackerott et al. 2006), in der Ampulla Vateri
(Paulsen et al. 2005), im Respirationstrakt (Wiede et al. 1999), im Uterus (Wiede et
al. 2001), in der Vagina (Madsen et al. 2007), im Harntrakt (Rinnert et al. 2010), in
der Bindehaut (Langer et al. 1999), im efferenten Trdnennasengang (Paulsen et al.
2002), in verwundeten Cornea-Bereichen der auf3eren Augenhaut (Paulsen et al.
2008) und im Hypothalamus (Jagla et al. 2000).

1.3 Funktion der TFF-Peptide

Trotz intensiver Forschung ist die molekulare Funktion von TFF3 bis heute nicht
abschlieRend geklart. Dieses Peptid ist an unterschiedlichen mukosalen Schutz- und
Reparaturprozessen beteiligt und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Integritat
mukoser Epithelien (Ubersichtsartikel: Wong et al. 1999, Taupin & Podolsky 2003,
Hoffmann 2006). Beispielsweise fordert TFF3 eine schnelle Reparatur mittels
Zellmigration, einem Prozess der ,Restitution* genannt wird und der als schnelle
Antwort auf Mikrolasionen eines mukdsen Epithels zu betrachten ist (Ubersicht:
Hoffmann 2005). TFF3 stimuliert dabei die Zellmigration durch Chemotaxis
(Chwieralski et al. 2004). Der motogene Effekt wurde auch in unterschiedlichen in
vitro Wundheilungsmodellen gezeigt (Dignass et al. 1994, Paulsen et al. 2008).

Dartber hinaus wurden in unterschiedlichen in vivo Studien protektive und
11
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regenerative Effekte prasentiert (Ubersicht: Hoffmann und Jagla, 2002). Ergebnisse
im Colitis-Modell zeigen klar, dass nur eine luminale, jedoch nicht die systemische
Verabreichung von rekombinantem TFF3 protektiv wirkt (Poulsen et al. 2005).
AulRerdem stabilisiert eine ektopische Expression von TFF3 im Jejunum die Mukosa
gegen gesundheitsschadigende Stoffe (Marchbank et al. 2001). Ferner schitzt die
Sekretion von TFF3 durch einen genetisch modifizierten Lactococcus lactis-Stamm
effektiv vor Dextran-Natriumsulfat (DSS)-induzierter Colitis (Vandenbroucke et al.
2004). Dagegen zeigen TFF3-KO-Mause eine erhohte Anfalligkeit im DSS-Colitis-
Modell (Mashimo et al. 1996). Interessanterweise wurde gezeigt, dass nur TFF3-
Dimere und nicht TFF3-Monomere vor experimentell-induzierter Colitis schitzen,
wenn sie luminal verabreicht wurden. Im Gegensatz dazu erhdhte eine systemische
Applikation des TFF3-Mono- und -Dimers die Wahrscheinlichkeit einer Colitis
(Poulsen et al. 2005). Dennoch zeigten beide TFF3-Formen in vitro motogene Effekte
(Kinoshita et al. 2000, Oertel et al. 2001). Zudem gibt es Berichte, dass flr einen
Schutz gegen Apoptose in vitro das TFF3-Dimer bendtigt wird (Kinoshita et al. 2000).
Auch zeigen aktuelle Studien sowohl pro- als auch antiapoptotische Eigenschaften
von TFF3 (Rosler et al. 2010, Taupin et al. 2000). Allerdings sind hierbei die von
TFF3 ausgeldsten Signalwege der motogenen und antiapoptotischen Wirkung von
unterschiedlicher Herkunft (Kinoshita et al. 2000). Zudem nimmt das TFF3-Dimer in
vitro in der humanen bronchialen Epithelzelllinie BEAS-2B Einfluss auf die
Entzindungsreaktion durch Regulation der Interleukine IL-6 und IL-8, welche mittels
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)-Stimulation sezerniert wurden (Graness et al. 2002).
Bis heute wurden noch keine spezifischen TFF-Rezeptoren charakterisiert, was die
Suche nach der molekularen Funktion von TFF3 deutlich erschwert. Ein potentieller
Kandidat konnte der CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) sein (Hoffmann
2009). So aktiviert zum Beispiel TFF2 CXCR4 in epithelialen und lymphozytischen
Krebszelllinien (Dubeykovskaya et al. 2009).

1.4 Pathophysiologische Betrachtung von TFF3

Eine TFF3-Expression mit pathologischem Hintergrund findet man in entzindlichen
Vorgangen mukdser Epithelien, besonders in der sogenannten ,Ulcera-assoziierten
Zelllinie* (Hauser et al. 1993) aber auch im Knorpelgewebe wéhrend Arthritis (Rosler
et al. 2010). Ferner ist die TFF3-Expression wahrend der mehrstufigen
Kolonkarzinogenese Veranderungen unterworfen. Dabei konnte gezeigt werden,

dass es bei der adenomatdsen Polyposis zu einer Senkung der TFF3-Expression
12
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kommt, wahrend die TFF3-Expression in Adenomen dann wieder auf einen
physiologischen Wert ansteigt. In mukoiden Adenokarzinomen steigt die TFF3-
Expression wieder an, wohingegen es bei stark invasiven Karzinomzellen zu einer
signifikanten Senkung der TFF3-Expression kommt (John et al. 2007). Eine erhéhte
TFF3-Expression konnte in einigen neoplastischen Geweben wie zum Beispiel im
mukodsen Hautkarzinom (Hanby et al. 1998), im Mammakarzinom (Theisinger et al.
1996, Poulsom et al. 1997, May und Westley 1997), im Magenkarzinom (Leung et al.
2002, Kirikoshi und Katoh 2002, Aikou et al. 2011) und im Kolonkarzinom (Taupin et
al. 1996, Efstathiou et al. 1998) nachgewiesen werden.

1.5 TFF-Peptide und Muzine

Ublicherweise wird TFF3, wie auch die anderen TFF-Peptide, als typischer
Bestandteil der gastrointestinalen Mukusschicht in unterschiedlichen Muzin-
sezernierenden Zellen exprimiert (Hoffmann und Jagla 2002, Hoffmann 2012) (Tab.
1). Als Teil des intestinalen Sekretionssystems werden sie nach der Ublichen
Synthese und Prozessierung am Endoplasmatischen Retikulum (ER) im
Golgiapparat in Mukusgranula verpackt und gemeinsam mit den Muzinen sezerniert.
Zusammen mit dem Gel-bildenen Muzin MUC2 bildet TFF3 einen Bestandteil des
intestinalen Mukus (Podolsky et al. 1993). Die Beschaffenheit der intestinalen
Mukusschicht ist maRRgeblich durch die Synthese und Sekretion von MUC2 durch
Becherzellen gepragt (Johansson et al. 2008, 2010, Kim und Ho 2010, Gouyer et al.
2011). Allerdings werden TFF3 und MUC2 in intestinalen Becherzellen

unterschiedlich reguliert (Matsuoka et al. 1999).

1.6 Aufbau der Mukusschicht im Kolon

Der Hauptsyntheseort von TFF3 sind intestinale Becherzellen (Hauser et al. 1993,
Podolsky et al. 1993). TFF3 bildet zusammen mit dem Muzin MUC2 einen
charakteristischen Teil der Mukusschicht.

Aktuelle Studien zeigen zudem ein neues Bild der Mukusschicht im Kolon. Sie
bedeckt die Oberflachenepithelzellen nicht nur einfach, sondern ist dabei in zwei
Schichten organisiert. Atuma et al. zeigten 2001 durch Studien am gastrointestinalen
Trakt der Ratte, dass zwischen einer inneren, festhaftenden und einer &uf3eren,
nicht-haftenden Mukusschicht unterschieden werden muss. Detailliertere Studien an
der Maus verdeutlichen eine Schichtdicke von 50 um fir die innere und 100 pum fir
die aulRere Mukusschicht (Abb. 2C). Beide Schichten werden hauptsachlich durch
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das gelbildende Muzin MUC2 geformt. Dabei wurde auch deutlich, dass die innere
Mukusschicht nicht durch Bakterien kolonisiert ist und somit als effektive bakterielle
Barriere anzusehen ist (Johansson et al. 2008). AnschlieRend konnte gezeigt
werden, dass symbiotische Mikroorganismen nur in der aul3eren Mukusschicht leben
(Johansson et al. 2010, Hansson und Johansson 2010).

MUC?2 ist ein hochglykosyliertes Glykoprotein, das aus 5179 Aminosaureresten
besteht  (UniProtkKB/Swiss-Prot  Accession Q02817). Die multiplen O-
Glykosylierungsstellen befinden sich in repetitiven Prolin-, Threonin- und
Serinreichen  Doméanen  (PTS-Domanen) und verleihen Muzinen eine
charakteristische langgestreckte Struktur (Abb. 2A). Die zwei PTS-Doméanen im
MUC2-Protein werden durch zwei CysD-Domanen unterbrochen (Abb. 2A). Die
CysD-Domaéne, welche durch intramolekulare Disulfidbricken mit MUC2 verbunden
ist, bildet nicht kovalent-verkntpfte Dimere, und fihrt somit zu einer Quervernetzung
von MUC2 (Ambort et al. 2011). Am N- und C-Terminus von MUC2 befinden sich
grol3e cysteinreiche Doménen in denen von Willebrand-Domanen (Typ C und D)
dominieren (Gum et al. 1994) (Abb. 2A). Bei der Biosynthese wird MUC2 zunachst im
Endoplasmatischen Reticulum (ER) co-translational N-glykosyliert und anschlieend
direkt durch intermolekulare Disulfidbriicken an den C-terminalen ,Cysteinknoten®
(CK)-Domanen dimerisiert (Asker et al. 1995, Asker et al. 1998). Die Faltung und
Dimerisierung von MUC2 verlangt zusatzliche Unterstitzung durch eine Protein-
Disulfid-lsomerase (PDI) wie Anterior gradient homolog 2 (AGR2) (Park et al. 2009).
Nachdem das MUC2-Dimer die Qualitatskontrolle im ER passiert hat, gelangt es in
den Golgi-Apparat, um dort an den Serin- und Threoninresten der PTS-Domanen O-
glykosyliert zu werden (Asker et al. 1998; Axelsson et al. 1998). Dabei enthalt der
grofte Teil der O-Glykane die Core-Region 3 (GalNAc, NeuAc, GIcNAc) (Abb. 2A).
Bei einem Vergleich der MUC2-O-Glykan-Strukturen und deren Vorkommen bei 25
gesunden Menschen konnten relativ einheitliche Muster beobachtet werden, was im
Kontrast zum polymorphen Profil bei der Blutgruppenbestimmung steht (Johansson
et al. 2010). Nachdem die MUC2-Dimere in die sekretorischen Vesikel sortiert
wurden, aggregiert MUC2 am N-Terminus weiter zu MUC2-Trimeren (Godl et al.
2002). Dieser intermolekulare Vorgang wird zudem durch den niedrigen pH-Wert der
sekretorischen Vesikel unterstitzt. Eine zusatzliche Trimerisierung scheint wichtig fur
die Ausbildung der typischen netzartigen Struktur von MUC2-Trimeren zu sein (Abb.

2B). Durch die nicht-kovalente Wechselwirkung der CysD-Doméanen werden
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zusatzliche Querverbindungen innerhalb des MUC2-Gels gebildet. Diese spielen
vermutlich eine wichtige Rolle beim Aufbau des Mukus und wirken sich auf
Eigenschaften, wie z.B. der Porengrél3e der Mukusschicht, aus (Ambort et al. 2011).
Die MUC2-Trimere liegen nun stark komprimiert in den Muzingranulae innerhalb der
Becherzellen gespeichert vor (Abb. 2C). Wahrend der Exozytose werden diese
Granulae entleert und das MUC2-Netzwerk kann sich im Volumen wahrscheinlich um
das Hundertfache entfalten (Verdugo 1990).
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Abb. 2: Biosynthese und Struktur der MUC2-Domaéanen: (A) Struktur der MUC-2-Domé&nen. MUC2
besitzt vier vollstdndige und eine unvollstandige von Willebrand D-Doméanen (D1-D4; D’) und
zusatzlich cysteinreiche N- und C-terminale Bereiche (CCK-Domé&ne am C-Terminus). Die Serin-, -
Threonin- und Prolinhaltigen, zentralen PTS-Domanen werden O-glykosyliert und durch zwei CysD-
Doménen unterbrochen. (B) Co- bzw. post-translationale Modifizierung und Sekretion des MUC2-
Netzwerkes aus den Becherzellen. Durch intermolekulare Disulfidbricken bildet MUC2 im
Endoplasmatischen Reticulum C-terminale Dimere und wird N-glykosyliert (1). Anschlieend wird es
im Golgi-Apparat O-glykosyliert (2) und in sekretorische Vesikel sortiert, wo MUC2 am N-Terminus
weiter zu Trimeren aggregiert (3) und sezerniert wird (4). Die innere Mukusschicht wird durch
proteolytische Spaltungen in die aufRere Mukusschicht umgewandelt, wodurch es zu einer
Volumenzunahme der auReren Mukusschicht kommt (5). (C) Aufbau und Biosynthese der inneren und
auBeren Mukusschichten. Die entstandenen Muzin-Granulae werden, bevor sie sezerniert werden, in
den Becherzellen gespeichert (nach Hansson und Johansson, 2010; Johansson et al. 2010).
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Intrazellular werden Muzine durch Anlagerung hoher Ca®*- und H*-Konzentrationen
komprimiert, wodurch abstoRende Kréfte der negativen Ladungen an den
anionischen Zuckerketten der Muzine abgeschirmt werden (Verdugo 1991, Perez-
Vilar 2007). Vermutlich kommt es nach Entleerung der Granulae zur schnellen
Dissoziation dieser Ca**- und H'-lonen durch Anlagerung an Hydrogencarbonat
(HCO3). Die abstoRenden intramolekularen Krafte der dann exponierten negativ
geladenen Zuckerketten fuhren somit zur schnellen Expansion der Muzin-Molekile
(Garcia et al. 2009). Die innere, festhaftende Mukuschicht wird durch die
Sekretionsleistung der Becherzellen konstant erneuert, wobei die geschichteten
inneren Mukusschichten nach auf3en wandern und letztlich in die auf3ere, nicht-
haftende Mukusschicht tUbergehen (Abb. 2C). Proteolytische Aktivitdten scheinen
diesen Prozess dabei zu unterstitzen, ohne jedoch das polymere MUC2-Netzwerk
aus intermolekularen Disulfidbriicken vollstdndig zu zerstdéren. Eine zuséatzliche
Wasserbindung an die Glykanseitenketten der Muzine kénnte, durch Zunahme des
hydrodynamischen Radius, ein zuséatzliches Aufquellen der &uf3eren Mukusschicht
beglnstigen.Der dazugehorige Mechanismus fur diese Neugestaltung der aul3eren,
nicht-haftenden Mukusschicht ist bis jetzt jedoch noch nicht geklart (Hansson und
Johansson, 2010).

1.7 Ziele der Dissertation

Bislang gibt es keine proteinchemischen Untersuchungen von nativem TFF3, das
aus humanen Gewebeproben extrahiert wurde. Bis jetzt wurde lediglich in Hefen
produziertes rekombinantes TFF3 proteomanalytisch charakterisiert (Thim et al.
1995). Alle Informationen zur TFF3-Biosynthese bzw. zur Funktion basieren lediglich
auf vorhergesagten cDNA-Sequenzen rekombinanter Proteine und anti-TFF3-
Antikdrpern z.B. gegen synthetische Peptide. Zudem wurden die meisten
proteinbiochemischen Analysen Uberwiegend unter denaturierenden, reduzierenden
Bedingungen durchgefuhrt, wodurch eine Charakterisierung der Biosynthese und
maoglicher Protein-Wechselwirkungen von TFF3 nur bedingt mdglich sind. Vereinzelte
Studien berichten tber ein mégliches Vorhandensein von TFF1-TFF3-Heterodimeren
sowie TFF3-Monomere in Dunndarmproben eines Patienten mit Morbus Crohn
(Chinery et al. 1995). Westley et al. (2005) haben jedoch gezeigt, dass TFF1 Disulfid-
verknupfte Heterodimere mit Gastrokin-2 (GKN2) bildet. Zudem liegen bislang nur
unbefriedigende Ergebnisse bezuglich der motogenen Eigenschaften von TFF3 vor.

Auch wenn motogene Effekte in unterschiedlichen in vitro Wundheilungsmodellen
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gezeigt werden konnten (Dignass et al. 1994, Paulsen et al. 2008), sind diese Effekte
mit denen anderer motogener Signalpeptide, wie z.B. dem Epidermalen
Wachstumsfaktor EGF, (epidermal growth factor) nicht vergleichbar. Deutlich wird
dies vor allem daran, dass zur Erzielung ahnlicher motogener Effekte die 400fache
Menge an rekombinantem TFF-3-Dimer eingesetzt werden musste (siehe Durer et al.
2007). Die Grunde dafir konnten sein, dass alle bisherigen Experimente mit
rekombinantem TFF3-Monomer und -Homodimer durchgefuhrt wurden. Dartber
hinaus zeigen in vivo Studien deutlichere protektive und regenerative Effekte von
TFF3 (Mashimo et al. 1996, Marchbank et al. 2001, Ubersicht: Hoffmann und Jagla
2002, Vandenbroucke et al. 2004). Folglich ist die Aufklarung von Form und Struktur
nativer TFF3-Formen wichtig, um Ruckschlisse auf die Funktion ziehen zu kdnnen.
Dabei koénnten posttranslationale Modifikationen (z.B. S-Sulfhydrierungen durch
Freisetzung, Mustafa et al. 2009) oder N-terminale Verkirzungen von Bedeutung
sein. Verkirzte TFF3-Formen konnten im Magensaft nachgewiesen werden
(Kouznetsova et al. 2004). Zudem ist es wichtig, Erkenntnisse Utber mdgliche
Bildungen von Homodimeren oder Heteromeren mit Partnerproteinen zu gewinnen.
Da TFF-Peptide generell mit Muzinen assoziiert sind, soll im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nun das aus humanen Kolonproben isolierte TFF3
proteinbiochemisch charakterisiert werden, um weitere Erkenntnisse zur Biosynthese

von TFF3 zu erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien in analysereiner Qualitat (p.a.)
stammen von den Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), Riedel-de-Haén (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe,
Deutschland) und Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland). Lieferanten
anderer Chemikalien werden gesondert im Text angegeben. Zur Anfertigung von
Losungen wurde deionisiertes gereinigtes Wasser verwendet (Ultra Clear TWF
Reinstwassersystem, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH,
Barsbuttel, Deutschland) (Tab. 2).

Tab. 2: Systemdaten des Ultra Clear TWF Reinstwasse rsystems

Produktwasserleistung 1,8 [L/min]
Leitfahigkeit bei 25°C 0,055 [uS/em]
Widerstand bei 25°C 18,2 [MQ - cm]
TOC Gehalt <1 [ppb]
Bakterien <1 [KbE/mL]
Endotoxine <0,001 [EU/mL]
Partikel > 0,1 pm <1 [Stk./mL]
Permeat Leitfahigkeit <0,2 [uS/em]
2.1.2 Gewebe

Alle Untersuchungen folgten den Grundsatzen der Erklarung von Helsinki und
wurden von der Ethikkommision der Medizinischen Fakultat der Universitat
Magdeburg genehmigt. Zur Probengewinnung wurde humanes Gewebe, speziell der
Bereich der Tunica mucosa und Tela submucosa, aus dem Antrum, Duodenum und
Kolon resektiert. Die chirurgischen Eingriffe wurden unter Leitung von Prof. Dr. med.
Frank Meyer (Universitatsklinik fur Allgemein-, Viszeral- und Gefal3chirurgie,
Magdeburg) durchgefihrt. Die Tunica muscularis wurde dabei gezielt entfernt. Die
Gewebeproben wurden nur dann in die Untersuchungen eingeschlossen, wenn die
formelle histopathologische Uberpriifung der Proben durch PD OA Dr. med. Thomas
Kalinski (Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum Magdeburg) neoplastische

Veranderungen ausschloss. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.
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2.1.3 Antikdrper und rekombinantes TFF3

Fur den immunologischen Nachweis von TFF3 wurde ein affinitdtsgereinigter
polyklonaler Primar-Antikorper (anti-hTFF3-3) verwendet (Tab. 3). Dieser Antikorper
wurde gegen das Peptid FKPLQEAECTF generiert (Aminosaurereste 49-59 von
hTFF3), das fir die Immunisierung an Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) gekoppelt
wurde (Wiede et al. 1999). Fur den Nachweis von humanem IgG Fc binding protein
(FCGBP) wurde ein kommerzielles polyklonales Antiserum gegen humanes FCGBP
(HPA003564, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland) verwendet (Tab. 3).
Beide Antikoérper wurden im Kaninchen generiert. Als Sekundar-Antikdrper wurde ein
Peroxidase-gekoppeltes anti-Kaninchen-IgG (H+L) (PI-1000, Vector Laboratories,
Burlingame, U.S.A.) in einer 1:4000 Verdinnung verwendet. Als Referenzprotein
wurde rekombinantes TFF3-Dimer aus Saccharomyces cerevisiae verwendet,
welches freundlicherweise von Dr. L. Thim (Novo Nordisk A/S, Maaloev, Denmark)

zur Verfugung gestellt wurde.
Tab. 3: Verwendete Antikorper

Name Peptid Kopplung Verdinnung Literatur

anti-hTFF3-3 FKPLQEAECTF (AS 49-59) KLH 1:1000 Wiede et al. 1999

anti-hFCGBP AS-Reste 289-417 - 1:2000 Sigma-Aldrich
(UniProtKB/Swiss-Prot Q9Y6R7) (HPA003564)

anti-Kaninchen - Peroxidase 1:4000 Vector Laboratories

(H+L) (P1-1000)

2.1.4 Datenbanken

Zur Literatursuche und Analyse von Proteinsequenzen wurden die aufgefuhrten
Datenbanken im Internet benutzt:

NCBI (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide)

PubMed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed)

UniProt (Universal Protein Resource; http://www.uniprot.org)

ExPASy (Expert Protein Analysis System; http://www.expasy.ch)

CBS (Center for biological sequence analysis; http://www.cbs.dtu.dk)

2.2 Biochemische Methoden

2.2.1 Proteinextraktion aus humanem gastrointestina  lem Gewebe
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf die mechanische Lyse zurlickgegriffen. Dabei
werden im Rahmen einer Schittelmethode Scherkrafte verursacht, die zu einer

Fragmentierung der Zellen im Gewebe fihren. Pro Ansatz wurden 0,5 - 0,8 ¢
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Gewebe fur analytische Aufreinigungen und 2,5 - 3,5 g Gewebe fur praparative
Aufreinigungen aufgeschlossen. Zum Gewebeaufschluss wurde das Gewebe
gekuhlt, mit einem Skalpell in kleine Sticke geschnitten und zusammen mit dem 4-
fachen Volumen (w/v) Extraktionspuffer (Tab. 4) und 50 uL/mL Proteaseinhibitor-Mix
(Complete, EDTA-free; Roche, Mannheim, Germany) in entsprechende 2 mL
ReaktionsgefalRe gefillt. Nach Abkuhlung in flissigem Stickstoff wurde die
Suspension mit dem Homogenisator Precellys 24 (Peqglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland) aufgeschlossen (2x20 s, 6800 rpm, 30 s Pause).
Anschliel3end wurde die Suspension bei 16.000 x g fur 10 min bei 4°C zentrifugiert
und der entstandene Uberstand zur Entfernung interferierender unpolarer
Substanzen mit der gleichen Menge Chloroform versetzt und kurz geschittelt.
Daraufhin wurde erneut unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und der Uberstand

als Extrakt fur die anschlieRenden Analysen abgenommen.

Tab. 4: Zusammensetzung des Extraktionspuffers (500 mL)

1 M Tris/HCI pH 8,0 10 [mL]
4 M NaCl 3,75 [mL]
deion. Wasser ad 500 [mL]

vor Auffullen mit deion. Wasser pH auf 8,0 mit HCI eingestellt

2.2.2 Proteinreinigung mittels Grol3enausschlusschro matographie
(Gelfiltration)

Der entstandene Proteinextrakt wurde anschlieend nach
Molekulargewichtsunterschieden getrennt. Die Trennung erfolgt aufgrund der
unterschiedlichen Verteilung von Molekilen zwischen einem stationéren
Sephadexgel und dem umgebenden Medium. Entscheidend dabei ist der
hydrodynamische Radius (,Stokesradius®) des Molekuls in Losung. Dazu wurden flr
analytische Trennungen 2 mL Extrakt (ber eine Sephadex G-200 (Fluka,
Taufkirchen, Germany) Glas-Saule (270x15 mm, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland) bei 4°C fraktioniert. Als Elutionspuffer dienten 20 mM
Tris/HCI pH 8,0, 30 mM NaCl, 0,5 mM Benzamidin-Hydrochlorid, 0,1 mM Pefabloc
SC und 1 pg/mL Leupeptin (Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland). Die von der
peristaltischen Schlauchpumpe Ismatec REGLO Digital MS-2/6 (IDEX Health and
Science GmbH, Wertheim, Deutschland) erzeugte Fliel3geschwindigkeit betrug
0,15 mL/min, der Fraktionssammler Modell 2110 (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland) wurde auf 9 min/Fraktion eingestellt. Das Elutionsprofil
wurde mit Hilfe des EM-1 Econo UV-Monitors (Sensibilitat 0,2; Bio-Rad Laboratories

GmbH, Minchen, Deutschland) bei 280 nm verfolgt und mit dem Schreiber Rec 111
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(0,2 mm/min, GE Healthcare, Minchen, Deutschland) dokumentiert. Die Faktionen
(e 1,35 mL) wurden gesammelt und fir weitere Analysen bei -20°C gelagert. Fur
praparative Trennungen wurden auf eine grofRere Saule (280x50 mm)
zurlckgegriffen, auf der 10-15 mL Extrakt aufgetragen und mit einer
FlieRgeschwindigkeit von 0,752 mL/min fraktioniert wurde (9 min/Fraktion). Die

Fraktionen (je 6,8 mL) wurden aliquotiert und bei -20°C bzw. -80°C gelagert.

2.2.3 Proteinreinigung mittels lonenaustausch-Chrom atographie

Das Grundprinzip der lonenaustausch-Chromatographie (IC) beruht auf der
elektrostatischen Wechselwirkung der Ladungen an der Oberflache von Proteinen in
Losung mit den entgegengesetzten Ladungen der S&ulenmatrix. Die Matrix tragt
positiv (Anionenaustauscher) oder negativ geladene Gruppen
(Kationenaustauscher). Das Ausmald und die Stéarke der Bindung eines Proteins an
dem lonenaustauscher hangen von pH und lonenstarke des Puffers, dem
isoelektrischen Punkt des Proteins und der Dichte der Ladungen auf der Matrix ab
(Rossomando 1990, Choudhary und Horvath 1996).

Die nach der GréfRenausschlusschromatographie mittels Westernblot identifizierten
TFF3-positiven Fraktionen wurden im néchsten Schritt mit Hilfe des AKTA™-FPLC
Systems (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) weiter gereinigt. Dazu wurde
eine Resource Q6 Saule (16x30 mm, Anionenaustauscher; Amersham Biosciences)
benutzt. Die injizierte Probe wurde mit einem Salzgradienten von 20 mM Tris/HCI pH
8.0 (Puffer A) auf 20 mM Tris/HCI pH 8.0 + 1 M NaCl (Puffer B) getrennt. Dabei
betrug die FlieRgeschwindigkeit 6 mL/min. Das Elutionsprofil wurde konstant durch
Absorptionsmessungen bei 280 nm verfolgt. Die Fraktionen (je 1 mL) wurden fir die
folgenden Analysen gesammelt und in 1,5 mL ReaktionsgefdlRe (Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland) bei 4°C bzw. -20°C gelagert.

2.2.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE )

Die SDS-PAGE gehort zu den elektrophoretischen Verfahren. Dabei wandern
geladene Teilchen in einem elektrischen Feld. Die unterschiedlichen Ladungen und
GroRRen der Teilchen sind fur die unterschiedliche elektrophoretische Beweglichkeit
verantwortlich. Als Matrix dient das Polyacrylamidgel (PAA-Gel). Die Wanderung der
Teilchen wird in dieser porésen Matrix je nach ihrer Grol3e unterschiedlich verzdgert,
sodass die Auftrennung letztlich von der Gro3e und Ladung des Teilchens abhangig

ist. Dieser Vorgang wird auch als Molekularsiebeffekt bezeichnet.
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SDS (sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat) stellt ein anionisches Detergens
dar, welches die (negativen) Eigenladungen von Proteinen so effektiv Uberdeckt,
dass Micellen mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit (1,4 g SDS/g
Protein) gebildet werden. Zur Probenvorbereitung werden die Proben mit einem
Uberschuss an SDS gekocht, sodass die Tertiar- und Sekundarstruktur der Proteine
durch Aufspalten der Wasserstoffbriickenbindungen denaturiert wird. Disulfidbriicken
zwischen Cysteinen kénnen durch Zugabe von reduzierenden Thiol-Verbindungen
wie Dithiothreitol (DTT) oder B-Mercaptoethanol aufgespalten werden, wodurch
jedoch auch Protein-Protein-Wechselwirkungen unterbunden werden (Lottspeich und
Zorbas, 1998). So entstehen SDS-Proteinkomplexe, deren stark negative Ladungen
dem Molekulargewicht von Proteinen proportional sind. Der entstandene Komplex
wandert im elektrischen Feld zum Pluspol, wobei der Molekularsiebeffekt der
pordsen Polyacrylamidmatrix die SDS-Protein-Komplexe nach ihrem ,Stokesradius*
und somit etwa nach ihrer relativen Molekilmasse (M,) auftrennt.

Fur die Auftrennung der Proteine nach ihrer M, wurde die vertikale, diskontinuierliche
SDS-PAGE nach Lammli (1970) durchgefiihrt. Dabei besteht das Gel aus zwei
Abschnitten: dem grobporigen Sammelgel (Tab. 5), das die Proteine fokussiert und
dem feinporigen Trenngel (Tab. 6). Zusatzlich werden verschiedene Puffer
(Sammelgel- und Trenngelpuffer) mit unterschiedlichen pH-Werten miteinander
kombiniert. Der pH-Wert des Sammelgelpuffers liegt mit 6,8 sehr nahe am
isoelektrischen Punkt von Glycin im Elektrophoresepuffer, wodurch es zu Beginn der
Elektrophorese eine sehr niedrige elektrophoretische Mobilitat besitzt und als Folge-
lon fungiert. Die Chlorid-lonen in den Gelpuffern haben hingegen eine sehr hohe
Mobilitdat und fungieren als Leit-lonen. Trdgt man nun das zu analysierende
Proteingemisch auf das grobporige Sammelgel auf, liegen die elektrophoretischen
Mobilitdten der Protein-lonen zwischen denen der Leit- und Folge-lonen. Legt man in
diesem diskontinuierlichen System ein elektrisches Feld an, beginnen alle lonen mit
der gleichen Geschwindigkeit zu wandern, ein Prozess der als Isotachophorese
bezeichnet wird (Lottspeich und Zorbas, 1998).

Zur Herstellung des Elektrophorese- (Tab. 8) und Probenpuffers (Tab. 7) und der
Sammel- und Trenngele wurden die in den entsprechenden Tabellen aufgefiihrten
Zusammensetzungen benutzt. Zur praktischen Durchfiihrung wurden ein vertikales
Elektrophoresesystem (Mini-Protean® 3, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland) und ein Netzgerat zur Stromversorgung (Heinzinger Economy Line
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LNG 35006, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) benutzt. Fir die
Herstellung der Gele wurde zunachst das Trenngel zwischen zwei Glasplatten
gegossen (ca. 4,5 cm Hohe) und mit etwa 200 pL Isopropanol tberschichtet. Nach
der Polymerisation wurde das Isopropanol vollstandig entfernt und das Sammelgel
aufgegossen (ca. 0,5 cm). Durch die Zugabe von Isopropanol wird eine noch
scharfere Trennung zwischen Sammel- und Trenngel gewahrleistet. Zu beachten ist
auch, dass die Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und
Tetramethylethylendiamin (TEMED) erst kurz vor dem Giel3en der Gele erfolgt. Da
Sauerstoff zum Kettenabbruch der Polymerisation fuhrt, ist das Giel3en der Gele in
einem vertikalen System notwendig. Zur Probenvorbereitung wurden entweder 10 pL
Rohextrakt oder 37,5 pL einer Fraktion nach einer chromatographischen Trennung
mit 12,5 pL reduzierendem bzw. nicht reduzierendem Probenpuffer versetzt und
wenn notig mit Extraktionspuffer auf 50 pL aufgefullt. Als Molekulargewichtsmarker
wurden der peqGOLD Protein-Marker | (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland, 116,0 kDa (B-Galactosidase aus E. coli), 66,2 kDa (Serumalbumin aus
Rinderblut), 45,0 kDa (Ovalbumin aus Hihnereiern), 35,0 kDa (Laktat-
Dehydrogenase aus Schweinemuskeln), 25,0 kDa (Bsp 98I aus E. coli),18,4 kDa (3-
Laktoglobulin aus Kuhmilch) und 14,4 kDa (Lysozym aus Huhnereiern)) oder der All
Blue-Marker (Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany, 10 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 25
kDa, 37 kDa, 50 kDa, 75 kDa, 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa) verwendet. Ein
gleichmaliiges Volumen in allen aufgetragenen Fraktionen ist Grundvoraussetzung
fur eine gleichmalRige elektrophoretische Mobilitat der Proben. Anschliel3end wurden
die Proben zur Denaturierung fir 5 min in einem Wasserbad gekocht, sofort auf Eis
gestellt und vor dem Auftragen kurz abzentrifugiert. Der Gellauf wurde zunachst bei
85 V gestartet bis die Proteine sich am Beginn des Trenngels gesammelt hatten.
Danach wurde die Spannung auf 150 V erhoht und solange durchgefuhrt, bis die
Lauffront das Ende des Trenngels erreicht hatte. Anschlielend wurde das Gel flr

den Nachweis und die Quantifizierung der getrennten Proteine verwendet.
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Tab. 5: Zusammensetzung des Sammelgels fur 2 Gele

Sammelgel 6%

deion. Wasser 9,00 [mL]
4 x Sammelgelpuffer 3,125 [mL]
30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 3,125 [mL]
20% SDS (wWiv) 0,125 [mL]
TEMED 12,5 [uL]
20% APS (w/v) 125 [uL]

4 x Sammelgelpuffer (500 mL): 60,57 g Tris (1 M); auf pH 6,8 mit HCI eingestellt

Tab. 6: Zusammensetzung des Trenngels fir 2 Gele (2 0 mL)

Trenngel 15% 7,5%

deion. Wasser 6,2 11,2 [mL]
4 x Trenngelpuffer 3,8 3,8 [mL]
30% Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 10,0 5,0 [mL]
TEMED 8 8 [uL]
20% APS (w/v) 80 80 [uL]

4 x Trenngelpuffer (500 mL): 90,86 g Tris (1,5 M) + 10 mL 10%iges (w/v) SDS; vor SDS Zugabe auf pH 8,8 mit HCI eingestellt;
Zugabe von TEMED und APS erfolgt unmittelbar vor dem Gief3en

Tab. 7: Zusammensetzung des reduzierenden Probenpuf  fers (10 mL)

0,5 M Tris/HCI pH 6,8 25 [mL]
Glycerol 2,0 [mL]
10% SDS (w/v) 4,0 [mL]
0,1% Bromphenolblau (w/v) 0,5 [mL]
2-Mercaptoethanol 0,5 [mL]
deion. Wasser 0,5 [mL]

FUr nicht reduzierenden Probenpuffer wird anstatt 2-Mercaptoethanol 0,5 mL deion. Wasser verwendet

Tab. 8: Elektrophoresepuffer nach Lammli

Tris 3,03 [a]
Glycin 14,25 [a]
20% SDS (w/v) 5 [mL]
deion. Wasser ad 1000 [mL]

2.2.5 SDS-Agarose-Gelelektrophorese (SDS-AgGE)

Fur die Trennung hochmolekularer Proteine unter nicht denaturierenden und nicht
reduzierenden Bedingungen wurden horizontale Agarosegele verwendet. Diese sind
relativ. groBporig und ideal zur Auftrennung von Proteinen mit einem
Molekulargewicht Uber 500 kDa (Lottspeich und Zorbas, 1998). Da vor allem
Glykoproteine erfahrungsgemafl nicht optimal in Agarosegelen laufen und so
genannte ,Schlieren® hinterlassen, hat sich die Zugabe von geringen SDS-
Konzentrationen (0,1% SDS) bewahrt. Die Methode wurde nach Thornton et al.
(1994) durchgefuhrt. Zur praktischen Durchfiihrung der Elektrophorese wurde ein
horizontales Gelsystem (Agagel Maxi, Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland) und

ein Netzgerat zur Stromversorgung (Heinzinger Economy Line LNG 35006,
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Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) verwendet. Zur Herstellung
des Agarosegels wurden 2,5 g Agarose in 250 mL Laufpuffer (Tab. 9) vorsichtig in
der Mikrowelle (MICROMAT Typ EEH8733, AEG-Electrolux, Nirnberg, Deutschland)
erwarmt, ohne die Suspension Uberkochen zu lassen. Zur Vermeidung von
Blaschenbildung wurde die Suspension etappenweise in der Mikrowelle erhitzt und
anschlieRend, nach kurzer Abkuhlung auf dem Taumelschuttler (Heidolph Polymax
1040, Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland), in der horizontalen
Gelkammer erstarren gelassen. Zur Probenvorbereitung wurden 22,5 pL von TFF3-
positiven Fraktionen der voran gegangenen chromatographischen Trennungen mit
Probenpuffer (Laufpuffer (Tab. 9) mit 30% Glycerin und etwas Bromphenolblau) auf
30 uL aufgefillt und auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard wurde
der All Blue-Marker (Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutschland) verwendet. Nach
Beflllen der Elektrophoresekammer mit Laufpuffer (Tab. 9) wurde das erstarrte
Agarosegel mit den Proben beladen und die Elektrophorese bei 40 V fur 6,5 h
durchgefuihrt. AnschlieRend wurden die im Gel getrennten Proteine mittels
Kapillarwirkung auf eine Nitrocellulosemembran (Protran BA 79, Whatman, Dassel,

Deutschland) transferiert und durch Western-Blot immundetektiv visualisiert (siehe

Kap. 2.2.6).

Tab. 9: Zusammensetzung des Laufpuffers der SDS-AgG  E (2000 mL)
Tris 9,7 [g]

EDTA 0,74 [d]

20% SDS (wiv) 10 [mL]

deion. Wasser ad 2000 [mL]

Vor Zugabe von SDS wurde der pH-Wert mit Eisessig auf 8,0 eingestellt

2.2.6 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis und zur Quantifizierung der zu untersuchenden Proteine
wurden die auf Nitrocellulose transferierten Proteine immundetektiv visualisiert. Der
Begriff ,Western Blot" bezieht sich auf ironische Art und Weise auf eine 1971 von E.
Southern erfundene Methode zur Auftrennung von DNA-Fragmenten mit
anschlielender Hybridisierung, dem sogenannten Southern-Blot. In Anlehnung an
diesen Namen entstand fur die Auftrennung von RNA-Fragmenten der Begriff
Northern-Blotting und fir den Proteintransfer mit anschlieRender Immundetektion der
Begriff des Western-Blotting. Diese Methode wurde 1979 von Towbin und Renard
eingefiihrt (Lottspeich und Zorbas, 1998).
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Abb. 3 (nach Lottspeich und Zorbas, 1998):

(A) Kapillarblotting (B) Elektroblotting Methoden fir den  Proteintransfer  auf
Nitrocellulosemembranen. (A): Kapillarblotting

(1): Ein  mit Transferpuffer  getrankter

5 Filterpapierstapel, der auch in einer Wanne mit
Puffer liegen kann; (2): Gel mit aufgetrennten

| A | Anode + | 4| Proteinen; (3): Nitrocellulosemembran, auf
= 4 welche die Proteine durch den kapillaren Sog
= des nicht feuchtigkeitsgesattigten
3 ————— 3 ———— Filterpapierstapels in (4) transferiert werden. (5):

> s > I || Das Gewicht auf einer Glasplatte sorgt fur
gleichmafigen Kontakt. (B): Elektroblotting (1):

1 Kathode mit in Transferpuffer getrankten
1 Filterpapieren; (2) wund (3): wie beim
| Kathode -- | Kapillarblotting; (4): Anode mit in Transferpuffer

getranktem Filterpapier.

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden durch Elektroblotting, die
durch die SDS-AgGE aufgetrennten Proteine wurden durch Kapillarblotting auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran BA 79, Whatman®, Dassel, Deutschland) transferiert
und durch anschlieBende Fixierung auf der Membran immobilisiert. Ein Schema zur
Veranschaulichung beider Methoden ist in Abb. 3 dargestellt. Fir das Elektroblotting
wurde ein 20x20 cm Semi-Dry-Blotter mit einer Platin beschichteten Titan-Anode und
einer rostfreien Edelstahl-Kathode (biostep® GmbH, Jahnsdorf, Deutschland)
verwendet, wobei die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe im elektrischen Feld
zur Anode wandern und an der Nitrocellulosemembran durch hydrophobe
Wechselwirkungen binden. Bei der ,semi-dry“-Blotting-Methode liegen Gel und
Membran zwischen puffergetrankten Filterpapieren, wobei der Aufbau selbst nicht
von Puffer umgeben ist. FUr das Kapillarblotting wurde eine Anordnung entsprechend
a verwendet und die Ubertragung der aufgetrennten Proteine iiber Nacht in
Transferpuffer (Tab. 10) durchgefuhrt. Hier beruht der Protein-Transfer auf den
entstehenden Kapillarkraften. Fir beide Methoden wurde als Filterpapier das Gel-
Blotting-Papier BF2 (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) verwendet. Fir das
Elektroblotting wurden drei Lagen in Transferpuffer (Tab. 11) getranktes Filterpapier
und die mit Transferpuffer angefeuchtete Nitrocellulosemembran auf die Titan-Anode
gelegt. Das Polyacrylamidgel wurde luftblasenfrei so auf der Membran positioniert,
dass bei der Ubertragung die Proteine auf der Membran in derselben geometrischen
Anordnung erscheinen, wie sie nach Auftrennung im Gel vorliegen. Auf das Gel
wurden wieder drei in Transferpuffer getrankte Blatter Filterpapier gelegt und die
Apparatur durch Auflegen der Edelstahl-Kathode geschlossen. Der Proteintransfer
erfolgte fir 1-1,5 h bei 0,8 mA/cm?®. Zur Kontrolle der Ubertragungseffizienz der

Proteine wurde die Membran kurz mit Ponceau S-Lésung (Tab. 12) behandelt. Dabei
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handelt es sich um einen Azofarbstoff, der reversibel an positiv geladene
Aminogruppen bindet und leicht mit Wasser abwaschbar ist. Die gleichmaliige
Verteilung der Proteinbanden qualifizierte die Membran zur Immundetektion.
Zusatzlich konnten die Proteinmarkerbanden gekennzeichnet und die Membran auf

die gewtinschte GroRR3e zugeschnitten werden.

Tab. 10: Zusammensetzung des Transferpuffers fir de  n Kapillarblot (2000 mL)

NaCl 70,13 [a]
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 35,29 [0]
deion. Wasser ad 2000 [mL]

Tab. 11: Zusammensetzung des Transferpuffers fir de  n Elektroblot (2000 mL)

Tris 11,62 [a]
Glycin 5,86 [a]
20% SDS (wiv) 3,7 [mL]
abs. Methanol 400 [mL]
deion. Wasser ad 2000 [mL]

ergibt pH-Wert von ca. 8,8

Tab. 12: Zusammensetzung der Ponceau S-Lésung

Ponceau S 1,0 [a]
Trichloressigsaure 15 [a]
deion. Wasser ad 500 [mL]

2.26.1 Immundetektion

Zur ldentifikation eines elektrophoretisch aufgetrennten Proteins wurde ein
immunologischer Nachweis mittels einer spezifischen  AntikOrperreaktion
angewendet. Dabei bindet zuerst ein antigenspezifischer Priméarantikbrper das
entsprechende antigene Epitop des Proteins. AnschlieRend bindet der Enzym-
gekoppelte Sekundarantikorper an die Fc-Region des priméaren Antikdrpers und
ermdglicht eine visualisierende Detektion. Dabei wird durch die an den
Sekundarantikorper  gekoppelte  Meerrettichperoxidase  (HPR, horseradish
peroxidase) eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert. Bei der Chemilumineszenz
gehen Atome in den angeregten Zustand Uber und geben bei Rickfliihrung in den
Grundzustand Energie in Form von Lichtquanten ab. Durch Reaktion einer
alkalischen Luminolldsung mit Wasserstoffperoxid entsteht Stickstoff sowie das
Aminophthalat-Dianion im angeregten Zustand, welches unter Abgabe von Licht
wieder in den Grundzustand lbergeht. Bei der Umsetzung von Luminol katalysiert
die HPR die Umsetzung in seine oxidierte Form, bei der die Lumineszenz detektiert
werden kann. Die bei der Reaktion emittierten Wellenlangen bei ~428 nm kdnnen

dann mit einer CCD (,Charge-coupled Device*) Kamera detektiert werden. Diese
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Methode wird auch als ECL-Farbung (enhanced chemiluminescence) oder
chemiluminometrische Detektion bezeichnet.

Dazu wurden zuerst die durch den Western Blot auf die Nitrocellulosemembran
transferierten Proteine auf der Membran durch Behandlung mit 0,2% Glutaraldehyd
in 1x PBS (Tab. 13) fur 30 min fixiert (immobilisiert). Nachdem die Membran fur 2x5
min in 1x PBS-T (Tab. 14) und 1x5 min in 1x TBS-T (Tab. 15) gewaschen wurde,
erfolgte die Blockierung mdglicher unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran
mit 1% Rinder-Serum-Albumin (BSA) und 1% Trockenmilch in 1x TBS-T fur 60 min.
AnschlieRend wurde die Membran fur 60 min bei RT oder tUber Nacht bei 4°C mit
dem Primarantikérper (Tab. 3) in 7,5 mL TBS-T inkubiert. Nach erneuten
Waschschritten fur 3x5 min in 1x TBS-T wurde die Membran fir 1 h mit dem
entsprechenden Sekundéarantikorper in 7,5 mL 1x TBS-T inkubiert. Abschliel3end
wurde die Membran erneut fir 2x10 min in 1x TBS-T gewaschen und fur die ECL-
Farbung vorbereitet. Dazu wurden pro Membran 2,5 mL ECL-L6sung 1 mit 2,5 mL
ECL-L6sung 2 (Tab. 16) vermischt und fur 2 min auf die Membran aufgetragen. Nach
dieser Inkubationszeit wurden die nun Licht emittierenden Proteinbanden mit dem
Geldokumentationsgerat GeneGnome (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd.,

Cambridge, England) visualisiert. Dabei wurden Expositionszeiten von 5x2 min

eingesetzt.

Tab. 13: Zusammensetzung von 1xPBS (2000 mL)
Dinatriumhydrogenphosphat 2,3 [a]
Kaliumdihydrogenphosphat 0,5 [e]]
Natriumchlorid 18,0 [0]
deion. Wasser ad 2000 [mL]

Kaliumdihydrogenphosphat zuletzt I16sen; pH-Wert-Einstellung auf 7,4 mit NaOH vor Auffillen auf 2000 mL

Tab. 14: Zusammensetzung von 1xPBS-T (1000 mL)

1x PBS 999 [mL]
Tween 20 1 [mL]

Tab. 15: Zusammensetzung von 1xXTBS-T (2000 mL)

Tris 4,84 ld]
Natriumchlorid 17,52 [0]
Tween 20 2 [mL]
deion. Wasser ad 2000 [mL]

pH-Wert-Einstellung auf 7,2 mit HCI vor Tween 20 Zugabe und Auffullen auf 2000 mL

28



Material und Methoden

Tab. 16: Zusammensetzung der ECL-L6sungen (je 10 mL )

Lésung 1 250 mM Luminol (44,29 g/L) 100 [pL]
90 mM p-Cumarséure (14,77 g/L) 44 [pL]
1 M Tris/HCI pH 8,5 1000 [WL]
deion. Wasser 8856 [pL]

Lésung 2 30% Wasserstoffperoxid (w/v) 6,1 [uL]
1 M Tris/HCI pH 8,5 1000 UL
deion. Wasser 8993,9 [pL]

2.2.6.2 Semiquantitative Westernblotanalyse

Nach densitometrischer Analyse der Westernblots erfolgte die semiquantitative
Auswertungen mit Hilfe der GeneTools Gel-Analyse-Software (Syngene Bioimaging,
Synoptics Ltd., Cambridge, England). Dazu wurde die Quantifizierung der
visualisierten Bandenintensitdten der untersuchten Fraktionen in Bezug zu einer

Referenzprobe gestellt und graphisch dargestellt.

2.2.7 Silberfarbung

Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteinbanden wurde die Silberfarbung
eingesetzt. Dieser sehr sensitive Proteinnachweis (Nachweisgrenze ca. 0,1-1
ng/Bande) wurde nach der SDS-PAGE im Polyacrylamidgel durchgefiihrt. Dabei
werden die Proteine mit 10% Essigsaure und 30% Ethanol im Gel fixiert und mit
Silbernitratlésung behandelt. Bei der Silberfarbung bildet das Ag*-lon Komplexe mit

den Glu-, Asp- und Cys-Resten der Proteine.
Tab. 17: Protokoll zur Silberfarbung nach Blum et al. (1987)

Schritt Lésung Dauer

Fixierung 40% Ethanol, 10% Eisessig, 50% deion. Wasser >1h
(400 mL abs. Ethanol + 100 mL Eisessig; ad 1000 mL mit deion. Wasser)

Waschen 30% Ethanol, 70% deion. Wasser 2x20 min
(300 mL abs. Ethanol, ad 1000 mL mit deion. Wasser)

Waschen deion. Wasser 1x20 min

Sensibilisierung  0,02% Natriumthiosulfat 1 min

(200 mg Na,S,03 x 5 H,0, ad 1000 mL mit deion. Wasser)

Waschen deion. Wasser 3x20 s

Farbung (Silber)  0,2% Silbernitrat, 0,02% Formaldehyd (37%) 20 min
(2 g AgNO;3 + 0,2 mL Formaldehyd (37%); ad 1000 mL mit deion. Wasser)

Waschen deion. Wasser 3x20 s

Entwicklung 3% Natriumcarbonat, 0,05% Formaldehyd (37%), 0,0005% Natriumthiosulfat 3-5min

(30 g Na,COg3 + 0,5 mL Formaldehyd (37%) + 5 mg Na,S,03; x 5 H,O; ad 1000
mL mit deion. Wasser)

Abstoppen analog Fixierung 5 min

Waschen deion. Wasser 3x10 min
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Die Zugabe von alkalischem Formaldehyd reduziert die Komplexe zu elementarem
Silber, welches als dunkle Verfarbung sichtbar wird. Das Gel wurde nach einem von
Blum et al. (1987) beschriebenen Protokoll (Tab. 17) durchgefihrt. Alle Losungen,
aulRer der Fixier- und Waschlosung, wurden frisch angesetzt. Das Gel wurde mit

jeweils 50 mL der entsprechenden Losung behandelt.

2.2.8 Coomassie-Brilliantblau-Farbung

Coomassie-Brilliantblau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der unspezifisch an
kationische und nicht-polare, hydrophobe Seitenketten der Proteine bindet. Dabei
sind die Wechselwirkungen mit den Arg-Resten, weniger die mit Lys-, His- und Trp-
Resten von Bedeutung. Durch die Anlagerung kommt es vermutlich zur Stabilisierung
des Farbstoffs in seiner unprotonierten anionischen Sulfonat-Form durch eine
Komplexbildung zwischen Farbstoff und Protein. Dadurch verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Coomassie-Brillantblaus in Gegenwart von Proteinen und
im sauren Milieu von 465 zu 595 nm (Lottspeich und Zorbas 1998). Die im Vergleich
zur Silberfarbung deutlich unempfindlichere Coomassiefarbung (Nachweisgrenze ca.
100 ng/Bande) wurde speziell zur Visualisierung aufgetrennter Proteinbanden
verwendet, die zur massenspektrometrischen Analyse verwendet wurden. Dabei
fuhrt eine hdhere Proteinkonzentration zu einer héheren Wahrscheinlichkeit das zu
identifizierende Protein nachweisen zu kdnnen. Aufgrund dessen wurden die fur die
SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung verwendeten Proben mittels
Zentrifugal-Ultrafiltration konzentriert und das entstandene Retentat (Konzentrat) fur
die Farbung verwendet. Dazu wurden Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren mit
Polyethersulfon (PES) Membranen (MWCO 3 kDa oder 100 kDa; Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland) unter Einsatz der Zentrifuge Universal 320R (Andreas
Hettich GmbH und Co.KG Tuttlingen, Deutschland) verwendet.

Die Farbung wurde mit der vorgemischten Bio-Safe Coomassie G250-Farbung (Bio-
Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) durchgefuhrt. Dabei sind die
bendtigten Chemikalien bereits in der LOosung enthalten. Die Farbung wurde
entsprechend den Herstellerangaben  durchgefihrt. Dazu wurde das
Polyacrylamidgel zuné&chst in deion. Wasser gewaschen und anschlieBend mit der
vorgemischten Bio-Safe Coomassie-Losung behandelt, wodurch sowohl Fixierung
als auch Farbung gewahrleistet wurden. Zur Entfarbung wurde das Gel erneut in

deion. Wasser gewaschen, wobei die Zugabe von Zellstoff die Entfarbungseffizienz
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deutlich erhdhte und zu einem starkerem Kontrast zwischen den Proteinbanden und

dem unspezifisch angefarbten Hintergrund fuhrte.

2.2.9 Immunprazipitation (IP) mit immobilisiertem An  tikdrper

Bei der Immunprazipitation (IP) wird der Antikérper an ein festes Substrat (z.B.
Sepharosekiigelchen) gekoppelt und bindet das Protein zusammen mit seinen
Interaktionspartnern  (Coprazipitate). Mit dieser Methode konnen ganze
Proteinkomplexe prazipitiert und dann weiter untersucht werden.

Fur die IP wurden Fraktionen verwendet, die nach der GroRenausschluss-
chromatographie mittels Westernblot und anschlie3ender Immundetektion positiv auf
hochmolekulares TFF3 getestet wurden. Dazu wurden zunéchst jeweils 0,5 mL der
vereinten Fraktionen mit 1,5 pL, 2,5 pL und 3,5 pL affinitatsgereinigtem,
polyklonalem Primar-Antikérper (anti-hTFF3-3) Uber Nacht bei 4°C im Mischrotor
(Mischrotor 19-22 mm, Renner GmbH, Dannstadt, Deutschland) inkubiert,
anschlielRend mit 0,2 mL Protein-A Sepharose-Kigelchen (15 mg/mL) und 50 pL/mL
EDTA-freiem Proteaseinhibitor-Mix Complete versetzt und erneut tiber Nacht bei 4°C
im Mischrotor inkubiert. Daraufhin wurde der Ansatz bei 16.000 x g flr 1 min bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand (W1) zur Kontrolle der Bindungskapazitat mittels
Westernblot entnommen und das Immunprazipitat (IP) anschlieend zum Waschen
erneut mit 0,6 mL Waschpuffer (Tab. 18) versetzt, leicht gevortext (Vortex-Genie® 1,
Scientific Industrie Si), erneut zentrifugiert und der Uberstand entnommen. Dieser
Waschvorgang wurde zweimal wiederholt (W2-W3) und durch Westernblot
kontrolliert. AnschlieBend wurde das gewaschene Immunprazipitat mit 0,2 mL
Inkubationspuffer (Tab. 18) versetzt und zum L&sen der Sepharose-Kugelchen von
dem entstandenen Immunkomplex fur 5 min gekocht. Nach kurzem Vortexen wurden
die Sepharose-Kugelchen durch Zentrifugation bei 16.000 x g fir 1 min bei 4°C vom
eigentlichen Immunprazipitat getrennt und durch anschlieenden Westernblot mit
Immundetektion analysiert. Eine schematische Darstellung zeigt Abb. 4.

Tab. 18: Zusammensetzung des Inkubations- und Wasch  puffers (500 mL)

1M Tris/HCIpH 8,0 10 [mL]
4 M NaCl 3,75 [mL]
deion. Wasser ad 500 [mL]
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Prinzip der Immunprizipitation:
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Abb. 4: Schematische Darstellung der durchgefiihrten Immunprazipitation

2.2.10 LC-ESI-MS/MS-Analyse von aus PAA-Gelen diger ierten
Proteinen

Die massenspektrometrischen Analysen zur Protein-ldentifizierung wurden von der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Franz-Georg Hanisch am Zentrum fir Molekulare
Medizin der Universitat zu Koln in der Abteilung Zentrale Bioanalytik durchgefuhrt.
Die Reinigung der untersuchten Proteine habe ich am Institut fir Molekularbiologie
und Medizinische Chemie (IMMC; Medizinische Fakultat, Otto-von-Guericke-
Universitat, Magdeburg) dagegen selbst durchgeflhrt.

Protokoll der massenspektrometrischen Analyse:

Zur Probenvorbereitung wurden zundchst die mit Coomassie-Brilliantblau
angefarbten Proteinbanden aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten und in
EppendorfgefaRe dreimal mit einem Acetonitril/Wasser-Gemisch (1:1) gewaschen.
Anschlielend wurden die Gelstiicke mit reinem Acetonitril entwassert, in 50 mM
NH4HCO3 rehydriert und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zu den getrockneten
Gelstiicken wurden 10 mM Dithiothreitol in 50 mM NH4HCOg3; hinzugefiigt und die
Reduktion erfolgte dann fur 45 min bei 56°C. Um reduzierte Cysteinreste zu
alkylieren, wurde die restliche Flussigkeit entfernt, ein 1:1-Gemisch aus 50 mM
lodacetamid in 50 mM NH4HCOj3; hinzugefiigt und fur 30 min in Dunkelheit inkubiert.
Die Gelstiicke wurden nun erneut, wie oben beschrieben, gewaschen und

getrocknet. Anschliel3end wurden die Gelstlicke in einer eiskalten 10 ng/uL Trypsin
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(Sequenziergrad, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) in 10 mM NH4HCOg;-
L6sung rehydriert. Die Uberschissige Trypsinlosung wurde nach 20 min auf Eis
gegen 20 pL 10 mM NH4HCO3-L6sung ausgetauscht und der Ansatz tber Nacht bei
37°C verdaut. Der Trypsin-Verdau wurde durch die Zugabe von 20 pL 10%
Ameisensaure gestoppt und die entstandenen Peptide fir 30 min bei 37°C extrahiert.
Die Daten der Flussigkeits-Chromatographie (LC-MS) wurden mit einem HCT ETD I
lon-Trap Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) erzeugt,
welches mit einer Nano Elektrospray-lonisationsquelle (ESI) (Bruker Daltonics,
Bremen, Deutschland) ausgeristet ist. Zur Probeninjektion wurde ein EASY nano-LC
System verwendet. Das verwendete entgaste Saulensystem umfasste eine 0,1x20
mm Trap-Séaule und eine 0,075x100 mm Analytik-Saule, welche beide mit ReproSil-
Pur C18-AQ 5 um Saulenmaterial (Dr. Maisch HPLC GmbH, Ammerbuch-Entringen,
Deutschland) vorgepackt waren. Zur Analyse wurden 5-18 pL der Probe in die
Probenschleife injiziert und die Trap-Saule mit 25 pL Gesamtvolumen bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 6 pL/min beladen. Zur Beladung wurde 0,1%
Ameisensaure verwendet. Die Elution der Peptide erfolgte mit einem Acetonitril-
Gradienten von 0-35% in 1% Ameisensdure fir 20 min bei einer Saulen-
durchflussgeschwindigkeit von 300 nL/min.  AnschlieBend wurde die
Acetonitrilkonzentration auf der Saule fur 2 min auf 100% angehoben und flr
zusatzliche 8 min mit 100% Acetonitril regeneriert. Die Datenerfassung der MS und
Tandem-MS (MS/MS) Spektren wurde durch die Software Compass 3.0 kontrolliert.
Die MS1 Scans wurden im Standard Enhanced Modus durchgefuhrt, wobei zun&chst
zur Prifung des Systems funf Einzelmessungen im Massenbereich von m/z 400 bis
m/z 1400 durchgefuhrt wurden. Bis zu drei doppelt und dreifach geladene lonen
wurden fur die MS/MS-Experimente als Grenzwert ausgewahlt. Fir die Erfassung
von MS2-Scans im Massenbereich von m/z 100 bis m/z 1600 wurde der Ultrascan
Modus mit drei zusatzlichen Einzelmessungen verwendet. Der Wert zur Kontrolle der
lonenladung wurde fir alle Scan-Typen auf 250.000 gesetzt. Die Spektrogramme
wurden mit Hilfe des Data Analysis Software Moduls (Bruker Daltonics, Bremen,
Deutschland) anhand der gewonnenen Messdaten generiert.

Zur Identifizierung der Proteine wurde mit den erhaltenen Daten ein
Datenbankabgleich gestartet. Dazu wurde die SwissProt 56.9 Datenbank mit Hilfe
von MASCOT 2.2 (Matrix Science Ltd., London, England) durchsucht. Die

Recherchen wurden durch Proteinscape 2.0 (Bruker Daltonics, Bremen,
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Deutschland) Ubermittelt. Dazu wurden folgende Parameter eingestellt: Enzym “semi-
trypsin”, Species “human”, festgelegte Modifikationen “carbamidomethyl”, zusatzliche
Modifikationen “Methionine oxidation” und fehlgeschlagene Spaltungen “1”. Die

Massentoleranz wurde auf 0,4 Da fir Peptide und Fragmentspektren eingestellt.

2.2.11 Behandlung des TFF3-FCGBP-Heteromers mit
Schwefelwasserstoff

Zum Nachweis einer méglichen reduktiven Freisetzung von TFF3 aus FCGBP durch
Schwefelwasserstoff (H,S) wurde das gereinigte Heteromer mit in vitro generiertem
H,S behandelt. H,S wurde mit Hilfe eines selbst konstruierten Kipp’schen Apparats
aus Eisen(Il)-sulfid (FeS) und Salzsaure hergestellt. Uber eine Glaskapillare wurde
das Heteromer fur 10 min bei Raumtemperatur mit H,S begast und anschlie3end fir
10, 30, 60 und 120 min im Thermomixer 5436 (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) bei 37°C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Analyse der Proben
erfolgte dann durch SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen und
anschlieBRendem Westernblot. Die Proben wurden dabei ohne vorheriges Kochen

aufgetragen.
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3 Ergebnisse

3.1 Reinigung von humanen intestinalen TFF3-immunre  aktiven
Proteinen

Die Proteinextrakte humaner Gewebeproben aus dem Bereich des Colon
sigmoideum zeigten nach der GroRenfraktionierung durch GroRRenausschluss-
chromatographie (Sephadex G200) unter nicht reduzierenden Bedingungen eine
charakteristische Molekulargewichtsverteilung. Es konnten im Wesentlichen drei
Gruppen von Proteinen mit unterschiedlichen Molekulargewichten fraktioniert
werden. Der erste Peak kann unter anderem der hochmolekularen Muzinfraktion und
die beiden folgenden Peaks den niedermolekularen Proteinen zugeordnet werden
(Abb. 5A). In der anschlieRenden Untersuchung der einzelnen Fraktionen durch
semi-quantitative Westernblotanalyse bezuglich der TFF3-Immunreaktivititen waren
zwei unterschiedliche TFF3-Formen zu erkennen (Abb. 5B). Der grol3te Teil der
TFF3-Immunreaktivitat war mit den hochmolekularen Fraktionen 11-16 (81,7%)
assoziiert und nur eine kleine Menge zeigte sich in den niedermolekularen Fraktionen
31-37 (18,3%). Eine vergleichende SDS-PAGE der TFF3-enthaltenen
hochmolekularen Fraktionen unter nicht reduzierenden Bedingungen und der darauf
folgende Westernblot lie3en eine unerwartet grol3e relative Molekilmasse (M) (2100
kDa) der TFF3-immunreaktiven Bande erkennen (Abb. 5C/NR). Zudem lie3 sich
durch Reduktion eindeutig das TFF3-Monomer freisetzen (Abb. 5C/R). Dies wies Klar
darauf hin, dass TFF3 hauptsachlich ein Disulfid-verknlpftes Heteromer mit einem
hochmolekularen Partnerprotein bildet. Die TFF3-Immunreaktivitat in  den
niedermolekularen Fraktionen zeigte unter nicht reduzierenden Bedingungen
dagegen hauptséchlich eine dem TFF3-Monomer entsprechende Bande (Abb.
5D/NR) sowie eine schwache, dem TFF3-Dimer entsprechende Bande (Abb.
5D/NR). Der Fokus dieser Arbeit lag in der Reinigung und Identifizierung des
hochmolekularen Partnerproteins von TFF3. Deshalb wurde im nachsten Schritt eine
weitere Reinigung der hochmolekularen TFF3 enthaltenen Fraktionen mittels
lonenaustausch-Chromatographie (IC) durchgefuhrt. Um dabei mogliche vorhandene
Disulfidverkntpfungen nicht zu zerstbéren, erfolgte die Trennung unter nicht
reduzierenden Bedingungen. Ein charakteristisches Elutionsprofil der dazu

verwendeten Resource Q6-Saule ist in Abb. 6A dargestellt.
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Die Fraktionen, welche das TFF3-Heteromer enthielten, wurden mittels SDS-PAGE
unter reduzierenden Bedingungen (R) mit anschlieRender semiquantitativer
Westernblot-Analyse identifiziert (Abb. 6B). Die TFF3 enthaltenen Fraktionen nach IC
zeigten nach Auftrennung mittels 7,5%iger SDS-PAGE unter nicht reduzierenden
Bedingungen (NR) und anschlieBender Coomassie-Farbung zwei Banden im
hochmolekularem Bereich (bezeichnet als B>500A und B>500B, Abb. 6C). Beide
Banden wurden fir eine Proteomanalyse aus dem Gel exzidiert. Des Weiteren
wurden die TFF3 enthaltenen Fraktionen nach IC auch unter reduzierenden
Bedingungen (R) mittels 7,5%iger und 15%iger SDS-PAGE getrennt, um TFF3 von

seinem Partnerprotein freizusetzen. Dabei konnten mehrere Banden mit einer M
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zwischen 50.000 und 150.000 nach Trennung durch eine 7,5%ige SDS-PAGE und
anschlieBender Coomassie-Farbung beobachtet werden (Abb. 6C). Dabei zeigten
sich Banden mit M, von etwa 123.000, 73.000, 61.000, 55.000 und 51.000. Des
Weiteren konnte nach Trennung durch eine 15%ige SDS-PAGE eine Bande mit
einem M, von weniger als 14.000 detektiert werden (Abb. 6D). Auch diese sechs,
durch Reduktion vom TFF3-Heteromer freigesetzten Proteinbanden (hier
beschrieben als B123, B73, B61, B55, B51, and B<14) wurden fur anschlieRende

Proteomanalysen mittels LC-ESI-MS/MS-Analyse aus dem Gel exzidiert.

A =
|

/"; Abb. 6: Reinigung des hochmolekularen TFF3-
04 o 40 Heteromers (F13-F14 nach Gelfiltration) durch
| ‘\ o lonenaustauschchromatographie (IC) und SDS-
02 ‘

;’/ff

R 5,)”./ AJ
i L L=V
0

Resource Q [A,, ]

-
e P PAGE. (A) Elutionsprofil bezuglich der Absorption
/\ bei 280 nm nach Resource Q6 Saulentrennung des
Pecws, 2 TFF3-Heteromers mit einem  Salzgradienten

T (gestrichelte Linie) von 20 mM Tris/HCI pH 8,0
Fraktion (Puffer A) auf 20 mM Tris/HCI pH 8,0 + 1 M NaCl

2B e (Puffer B). Der Prozentanteil von Puffer B ist rechts

il TFF3-Formen angegeben. (B) Verteilung der TFF3-
o !J\ Immunreaktivitat nach IC nach semi-quantitativer

1 10

00T

Auswertung der Bandenintensitaten nach
Westernblot-Analyse unter reduzierenden
\ Bedingungen in einer 15%igen SDS-PAGE. (C)
20 I | Trennung des gereinigten TFF3-Heteromers durch
" Y | 7.5%ige SDS-PAGE unter nicht reduzierenden
el A W & M g T (NR) oder reduzierenden (R) Bedingungen mit
l anschlielender Coomassie-Farbung. Die
C p B2500a markierten Banden (B>500A, B>500B, B123, B73,
B61, B55, and B51) wurden zur anschlieBenden
LC-ESI-MS/MS-Analyse exzidiert. Der
B123 Molekulargewichtsstandard ist links angegeben.
100- (D) Trennung der TFF3-Heteromer enthaltenen IC-
Fraktionen durch 15%ige SDS-PAGE unter
I A reduzierenden (R) Bedingungen mit
= 184 anschlieBender Coomassie-Farbung. Die markierte
o 851 144- Beie Bande (B<14) wurde zur anschlieBenden LC-ESI-
NE R - MS/MS-Analyse exzidiert. Der
Molekulargewichtsstandard ist links angegeben.

Rel. TFF3 Immunreaktivitat
5 8 8

250-

150 -

37



Ergebnisse

3.1.1 Berechnung des Stoffmengenverhaltnisses von T  FF3 und FCGBP
Zur Berechnung des molaren Verhaltnisses von TFF3 und FCGBP wurde zuerst das
Gesamtprotein beider Proteine in drei IC-gereinigten Fraktionen bestimmt, welche
das TFF3-FCGBP-Heteromer enthielten. Dazu wurde zur Bestimmung der TFF3-
Gesamtproteinmenge (1,006 x 10® g; 0,777 x 10® g; 0,57 x 10® g) eine
semiquantitative Auswertung in Bezug zu rekombinantem TFF3-Dimer durchgefuhrt.
Zur Bestimmung der FCGBP-Gesamtproteinmenge (2,06 x 10° g; 1,99 x 10° g; 1,69
x 10° g) wurden Proteinbestimmungen nach der BCA-Methode (BCA: bicinchoninic
acid; Pierce® BCA Protein Assay Kit, Fisher Scientific) durchgefiihrt. Mit Hilfe der
relativen Molekilmasse (M;) von TFF3 (theoretische M, 6.580) und FCGBP
(theoretische M; 600.000) konnten nun die jeweiligen Stoffmengen (n) in den drei
untersuchten  Fraktionen berechnet werden. AnschlieBend konnte das
Stoffmengenverhéltnis (Stoffmenge von TFF3/ Stoffmenge FCGBP) und der
Mittelwert berechnet werden. Das Stoffmengenverhaltnis von TFF3/FCGBP ergab
0,37.

3.2 Charakterisierung des TFF3-Heteromers durch LC- ESI-MS/MS-
Analyse

Die zwei aus dem nicht reduzierten Gel (B>500A and B>500B) sowie die sechs aus
dem reduzierten Gel (B123, B73, B61, B55, B51 und B<14) exzidierten Banden
wurden im Labor von Herrn Univ.-Prof. Dr. Hanisch einem tryptischen Verdau
unterzogen und die enthaltenen Proteine anschlieend durch LC-ESI-MS/MS-
Analyse identifiziert. Die Daten wurden mit der SwissProt 56.9 Datenbank
abgeglichen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich in Tab. 19 wieder,
eine ausfuhrliche Liste aller identifizierten Peptidfragmente findet sich in Tab. 20
(Anhang) wieder. Zusatzlich befindet sich im Anhang ein detaillierter Proteinreport mit
den Ergebnissen der SwissProt 56.9 Datenbanksuche (siehe Kap. 7.2). Das in den
zwei nicht reduzierten Banden (B>500A and B>500B) identifizierte Protein mit der
hochsten Trefferquote (Score) war IgG Fc binding protein (FCGBP) mit einer
nominellen Masse von ~600.000 (Harada et al. 1997), welches wie TFF3 ein
Sekretionsprodukt der intestinalen Becherzellen ist. Dies ist der erste Hinweis, dass
FCGBP das hochmolekulare Partnerprotein von TFF3 ist. Des Weiteren konnte das

von intestinalen Becherzellen sezernierte Muzin MUC2 nachgewiesen werden.
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Tab. 19: Durch LC-ESI-MS/MS-Analyse identifizierte  Proteine

Proteinbande Identifiziertes UniProtKB/ nom. Masse Score Identifizierte
Protein Swiss-Prot (kDa) Peptide

B>500A FCGBP Q9Y6R7 571,64 3125,79 58
A2MG P01023 163,19 923,22 18
MUC2 Q02817 539,96 497,78 13

B>500B FCGBP Q9Y6R7 571,64 3570,85 69
A2MG P01023 163,19 611,12 13
MUC2 Q02817 539,96 115,58 3

B123 FCGBP Q9Y6R7 571,64 1794,45 35
K2C1 P04264 66,00 165,04 4

B73 FCGBP Q9Y6R7 571,64 1103,64 21
CLCAl A8K714 100,11 309,54 8

B61 FCGBP Q9Y6R7 571,64 1050,36 22
IGHA1 P01876 37,63 351,70 7

B55 FCGBP Q9Y6R7 571,64 1922,25 35
K1C10 P13645 58,79 257,27 5

B51 FCGBP Q9Y6R7 571,64 1551,10 30
IGHG1 P01857 36,08 148,67 5

B<14 TFF3 Q07654 8,64 137,13 3

Signifikanzwert P < 0,05; FCGBP=IgG Fc binding protein; A2MG= a-2-macroglobulin; MUC2=Mucin-2; K2C1=Keratin, type Il
cytoskeletal 1; CLCA1=Calcium-activated chloride channel regulator 1; IGHA1=Ig alpha-1 chain C region; K1C10=Keratin, type |
cytoskeletal 10; IGHG1=lg gamma-1 chain C region; TFF3=Trefoil factor 3; identifizierte Peptide siehe Kap. 7.2

Zudem wurde a-2-macroglobulin (A2MG), ein von der Leber (Méack et al. 2001), aber
auch von Makrophagen und Fibroblasten (Bonner 1994) produziertes Plasmaprotein,
identifiziert, welches vermutlich eine Kontamination der Probe darstellt.

Die Analyse der sechs aus dem reduzierten Gel isolierten Proteinbanden ergab, dass
nur die kleinste Bande (B<14) TFF3 Sequenzen enthielt (Score 137,13). Dagegen
konnte FCGBP eindeutig mit den hochsten Trefferquoten in allen anderen Banden
(B123, B73, B61, B55 und B51) identifiziert werden. Dies deutet wiederum darauf
hin, dass FCGBP als hochmolekularer Partner in Frage kommt. Da die kleineren M;
der Proteinbanden B123, B73, B61, B55 und B51 nicht der M, der vollstandigen
FCGBP-Sequenz entsprechen, reprasentieren diese Banden lediglich Fragmente von
FCGBP. Die Lokalisation der einzelnen Banden bzw. der identifizierten Fragmente
innerhalb der FCGBP-Sequenz ist in Kap. 7.2.1 dargestellt. Zusammengefasst lasst
sich sagen, dass die Bande B123 vorwiegend C-terminale FCGBP-Sequenzen, die
Banden B73 und B61 interne Sequenzen und B55 sowie B51 hauptsachlich N-
terminale FCGBP-Sequenzen enthalt. Daruber hinaus konnte in Bande B73
zusatzlich CLCAL1 (calcium-activated chloride channel regulator 1) identifiziert werden
(Score 309,54), welches wahrscheinlich eine sekretorische metallabhéngige
Hydrolase reprasentiert, die ein Bestandteil von Muzingranulae intestinaler

Becherzellen ist (Gruber et al. 1998, Pawlowski et al. 2006). Die meisten analysierten
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Banden enthielten zusatzlich Fragmente unterschiedlicher Isoformen von

Cytokeratinen, welche typische Kontaminationen darstellen.

3.3 Charakterisierung des TFF3-Heteromers durch Wes  ternblot-
Analyse

Um herauszufinden, ob FCGBP das Disulfid-verknipfte Partnerprotein von TFF3 ist,
wurde mit FPLC-gereinigtem TFF3-Heteromer eine SDS-Agarose-Gelelektrophorese
unter nicht reduzierenden Bedingungen mit anschlieRender Westernblot-Analyse
durchgefiihrt. Dabei reagierten sowohl der anti-hTFF3 als auch der anti-hFCGBP
Antikdrper mit identischen Proteinbanden mit einer M, von weit tGber 250.000. Dieses
Ergebnis weist klar darauf hin, dass TFF3 und FCGBP ein hochmolekulares
Heteromer bilden (Abb. 7A).

Dartber hinaus wurde das gereinigte TFF3-Heteromer einer reduzierenden SDS-
PAGE und unter Verwendung des anti-hFCGBP Antikdrpers einem anschlie3enden
Westernblot unterzogen. Dabei erkannte der Antikoérper sehr spezifisch zwei Banden,
welche Uber eine vergleichende Silberfarbung als B51 und B55 identifiziert werden
konnten (Abb. 7B).
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Abb. 7: Charakterisierung des gereinigten TFF3-Heteromers. (A) Trennung des TFF3-FCGBP-
Heteromers durch 1% SDS-Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieendem Westernblot unter
Verwendung des affinitdtsgereinigten anti-hTFF3-3-Antiserums sowie des kommerziellen anti-
hFCGBP- Antiserums (HPA003564). (B) Spur a: Trennung des TFF3-FCGBP-Heteromers durch
7,5%ige SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen und anschlieender Westernblot-Analyse
unter Verwendung des anti-hFCGBP Antiserums (HPA003564). Spur b: Silberfarbung einer
Parallelbahn. Die im Vorfeld durch LC-ESI-MS/MS-Analyse charakterisierten Banden B123, B73,
B61, B55 und B51 (siehe Tab. 19) sind gekennzeichnet. Der Molekulargewichtsstandard ist
jeweils links angegeben.
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3.4 Immunprazipitation (IP) mit immobilisierten Ant iIkdrpern

Zur Verifizierung der Prasenz des TFF3-FCGBP-Heteromers im Kolon konnte aus
hochmolekularen Fraktionen nach Gelfiltration TFF3 mit Partner immunprazipitiert
werden. Nach Trennung der Immunprazipitate durch SDS-PAGE und anschlieRender
Westernblot-Analyse konnte sowohl das TFF3-Monomer als auch das TFF3-
Heteromer nachgewiesen werden (Abb. 8). Dazu wurden jeweils drei
Reaktionsansatze analysiert. Die entstandenen Immunprazipitate (IP1-3) zeigten
nach der Westernblot-Analyse unter reduzierenden Bedingungen die Prédsenz des
TFF3-Monomers (Abb. 8A). Unter nicht reduzierenden Bedingungen konnte das

TFF3-Heteromer nachgewiesen werden (Abb. 8B).
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3.5 Reduktion des TFF3-FCGBP-Heteromers durch H  ,S

Im Kolon herrschen hohe Konzentrationen an H,S (Wallace et al. 2009). Aus diesem
Grund wurde gereinigtes TFF3-FCGBP-Heteromer fur unterschiedliche Zeiten mit
H,S behandelt, um zu prifen, ob TFF3 auf diese Weise freigesetzt werden kann.
Nach Trennung der Reaktionsansatze durch SDS-PAGE und anschliel3ender
Westernblot-Analyse konnte hauptséchlich das TFF3-Monomer nachgewiesen

werden. Zusatzlich konnten mit zunehmender Inkubationszeit auch geringe Mengen
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an TFF3-Dimer nachgewiesen werden (Abb. 9). Demgegeniber wurde das TFF3-

FCGBP-Heteromer kontinuierlich degradiert.
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Abb. 9: Reduktion des gereinigten TFF3-FCGBP-Heteromers durch H,S. Trennung des mit H,S
behandelten Heteromers durch 15%ige SDS-PAGE unter nicht reduzierenden (NR) Bedingungen mit
anschlieBender Westernblot-Analyse unter Verwendung des affinititsgereinigten anti-hTFF3-3
Antiserums. Zur Kontrolle und Darstellung des TFF3-Monomers ist die unbehandelte Ausgangsprobe
unter reduzierenden Bedingungen gezeigt (Spur a). Gezeigt wird die nicht mit H,S behandelte
Ausgangsprobe (Spur b), sowie mit H,S behandelte Proben: die bei Raumtemperatur fir 10 min mit
H,S behandelte Ausgangsprobe (Spur c), sowie die mit H,S behandelte Ausgangsprobe mit
anschlieBender Inkubation bei 37°C fir 10 min (Spur d), 30 min (Spur €), 60 min (Spur f) und 120 min
(Spur g). Zusatzlich ist zum Vergleich 20 ng rekombinantes humanes TFF3-Homodimer aufgetragen
(Spur h). Der Molekulargewichtsstandard ist links angegeben.
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83 : anschlieRender Westernblot-Analyse unter
45,0 - Verwendung des affinitatsgereinigten anti-hTFF3-
35,0 - ' 3 Antiserums. Zur Kontrolle und Darstellung des
25,0 - : TFF3-Monomers ist die unbehandelte
1800 L Ausgangsprobe unter reduzierenden
144 - : Bedingungen gezeigt (Spur a). Gezeigt wird die
- unbehandelte Ausgangsprobe (Spur b), sowie die
= unbehandelte Ausgangsprobe mit anschlieRender
Inkubation bei 37°C fur 10 min (Spur c), 30 min
R NR (Spur d), 60 min (Spur €), 120 min (Spur f) und
720 min (Spur g). Der Molekulargewichtsstandard

ist links angegeben.
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Zur Kontrolle wurde das gereinigte Heteromer ohne vorherige H,S-Behandlung fir
unterschiedliche Zeiten bei 37°C inkubiert. Dabei konnte keine TFF3-Freisetzung
beobachtet werden (Abb. 10).

3.6 Vorkommen des TFF3-FCGBP-Heteromers im humanen
Gastrointestinaltrakt

Um herauszufinden, ob das TFF3-FCGBP-Heteromer auch in anderen typischen
TFF3 sezernierenden Geweben des Gastrointestinaltrakts prasent ist, wurden auch
Bereiche des Magens (Antrum) und des Duodenums untersucht. Dabei konnte auch
im Antrum und im Duodenum das TFF3-FCGBP-Heteromer nachgewiesen werden.
Zur Kontrolle wurde das bereits charakterisierte TFF3-FCGBP-Heteromer einer
Kolonprobe verwendet (Abb. 11). Auffallig hierbei ist, dass die Konzentration des
TFF3-FCGBP-Heteromers etwa mit der Populationsdichte an Becherzellen korreliert.
Auch im Rektum konnte das TFF3-FCGBP-Heteromer eindeutig nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit aus 16
Kolon-, 8 Antrum- und 5 Duodenum-Gewebeproben sowohl das TFF3-FCGBP-
Heteromer, als auch niedermolekulare TFF3-Formen nachgewiesen werden
(Ubersicht siehe Kap. 7.3; Tab. 21).

sigmoides Duodenum Antrum
Kolon

~

Abb. 11: Vorkommen des TFF3-Heteromers in
unterschiedlichen Geweben. Trennung des TFF3-
FCGBP-Heteromers nach Gelfiltration und 1% SDS-
= 250 | Agarosegelelektrophorese mit anschlieBendem
Westernblot unter Verwendung des
affinitatsgereinigten anti-hTFF3-3 Antiserums. Der
Molekulargewichtsstandard ist rechts angegeben.

- 150

3.7 Charakterisierung niedermolekularer TFF3-Formen

Nach der Identifizierung von FCGBP als Disulfid-verkniipftes hochmolekulares
Partnerprotein von TFF3 konnte die TFF3-Immunreaktivitat in den niedermolekularen
Fraktionen  hauptsachlich einer dem TFF3-Monomer entsprechenden Bande

zugeordnet werden (Siehe Abb. 5D). Aul3erdem war noch eine sehr schwache, dem
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TFF3-Dimer entsprechende Bande, zu erkennen (Abb. 5D). Zusatzlich wird im
reduzierten Zustand (R) noch eine kleinere TFF3-Bande sichtbar, die eine verkirzte
Form des TFF3-Monomers darstellen dirfte (Abb. 12; Spur b). Zudem zeigt die dem
TFF3-Monomer entsprechende Bande im nicht reduzierten Zustand (NR) eine etwas
andere M, als das reduzierte TFF3-Monomer (Abb. 12/NR; Spur b). Zur Kontrolle
wurden Westernblots angefertigt, welche die nativen, aus Kolonextrakten
gereinigten, niedermolekularen TFF3-Formen (Abb. 12; Spur b) mit rekombinanten
TFF3-Formen (Abb. 12; Spur a/c) vergleichen. Dabei zeigten sowohl der Vergleich
des aus dem gereinigten TFF3-FCGBP-Heteromer freigesetzten TFF3-Dimers (Abb.
12/NR; Spur b), als auch der Vergleich des reduzierten TFF3-Monomers (Abb. 12/R;
Spur b) identische M, mit den rekombinanten TFF3-Formen (Abb. 12; Spur a/c).

450 —

35,0 o

25,0 —

18.4 s e <— TFF3-Homodimer

— : TFF3-M
14,4 - - onomer
a b % verkirztes TFF3-Monomer
R NR

Abb. 12: Charakterisierung der niedermolekularen TFF3-Formen. 15% SDS-PAGE und
anschlieBender Westernblot einer niedermolekularen TFF3-enthaltenen Fraktion nach Gelfiltration
(Spur b) unter reduzierenden (R) und nicht reduzierenden (NR) Bedingungen. Das aus dem
gereinigten TFF3-FCGBP-Heteromer freigesetzte TFF3-Mono und -Dimer (Spur b) im Vergleich mit 30
ng rekombinantem humanen TFF3-Monomer (Spur a) und 7,5 ng rekombinantem humanen TFF3-
Dimer (Spur c). Der Molekulargewichtsstandard ist links angegeben.

3.8 Veranderungen der TFF3-Biosynthese in Kolonkarz ~ inomen

Erste Vergleiche von tumornahen aber histopathologisch karzinomfreien
Kolongewebeproben mit Kolonkarzinomgewebeproben (im Tumor) von jeweils
demselben Patienten zeigten ein stark verandertes Mengenverhaltnis von
hochmolekularen und niedermolekularen TFF3-Formen. Auffallig ist der Verlust des
hochmolekularen TFF3-Heteromers in den Karzinomproben und einer relativen

vermehrten Freisetzung der niedermolekularen TFF3-Formen in diesen Proben.
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Besonders deutlich wird dies an den Vergleichsproben N1 und Cal durch das Fehlen

des hochmolekularen TFF3-Heteromers in nicht reduzierenden Gelen (Abb. 13/NR).

A KD N1 Ca1 N2 N3 Ca2 Ca3

116,0 -
66,2 -
45,0 -
35,0 -

25,0 -

184 -
144 - -

R
B KD N1 Cat N2 _N3 Ca2 Ca3 Verlust des
: v v v TFF3-FCGBP-Heteromers
116,0 - — il
66,2 - b
45,0 -
35,0 -
25,0 -
18,4 -
144 -
-— - “e
R NR

Abb. 13: Trennung von Kolonextrakten durch 15%ige SDS-PAGE (A) unter reduzierenden (R) und (B)
nicht reduzierenden (NR) Bedingungen mit anschlielender Westernblot-Analyse unter Verwendung
des affinitatsgereinigten anti-hTFF3-3 Antiserums. Vergleich von Karzinom-freiem Kolongewebe (N1-
3) und Kolon-Karzinomgewebe (Cal-3). Zur Kontrolle ist jeweils ein Kolonextrakt ohne
Tumorindikation (KD) mit aufgetragen.
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4 Diskussion

Das Hauptergebnis meiner Arbeit liegt darin, dass gezeigt wurde, dass intestinales
TFF3 hauptsachlich als Teil eines hochmolekularen Heteromers vorliegt. Dabei
konnte FCGBP als Disulfid-verkniipftes Partnerprotein identifiziert werden. Zudem
konnten aber auch niedermolekulare TFF3-Formen identifiziert werden. Zusétzlich
konnten verschiedene Fragmente von FCGBP nach Reduktion identifiziert werden.
Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch CLCAl Teil des
intestinalen TFF3-FCGBP-Komplexes ist. Die Bestatigung dieser Hinweise ist jedoch

nicht Teil der in meiner Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen.

4.1 TFF3 bildet mit FCGBP ein hochmolekulares Disul  fid-
verknupftes Heteromer

Das hochmolekulare Protein FCGBP (IgG Fc binding protein) wird in intestinalen
Becherzellen synthetisiert und ist vor allem im Kolon Teil des Mukus (Kobayashi et
al. 2002), wobei es auch in den Faeces der Maus nachgewiesen wurde (Oleksiewicz
et al. 2005). FCGBP ist, vermutlich Gber N-terminale Fragmente, kovalent mit dem
Muzin MUC2 verbunden (Johansson et al. 2009). Auf alle Falle unterscheidet sich
FCGBP géanzlich von Fcy Rezeptoren (Kobayashi et al. 1991). Demzufolge ist zu
erwarten, dass es sich um ein typisches sezerniertes Protein mit einer abspaltbaren,
N-terminalen Signalsequenz handelt; dies steht durchaus in Einklang mit dem
berichteten merokrinen Sekretionsmechanismus von FCGBP in der Ratte (Groos et
al. 1999). Allerdings wurde in der Vergangenheit keine entsprechende
Signalsequenz fir FCGBP beschrieben (Harada et al. 1997). Mit Hilfe
bioinformatischer Analysen unter Verwendung des SignalP 3.0 Servers (CBS,

Technical University of Denmark; www.cbs.dtu.dk) erscheint jedoch eine Spaltung

durch Signalpeptidase nach den Aminosauren G-19 oder T-21 oder A-24 als sehr
wahrscheinlich (Abb. 14; Kap. 7.2.1). Die Spaltung nach T-21 konnte, nach
Zyklisierung von Q-22, zur Bildung eines N-terminalen Pyroglutaminsaurerestes im
maturen FCGBP fuhren, &hnlich wie dies bei einigen anderen sezernierten Proteinen
(z.B. Caerulein) beobachtet werden konnte (Hoffmann et al. 1983). Die Vorstufe Pra-
FCGBP umfasst 5.405 Aminosaurereste. Die mature Form bindet spezifisch an die
Fc-Region von IgG (Harada et al. 1997) und inhibiert folglich die vom
Komplementsystem vermittelte Hamolyse roter Blutkérperchen in vitro (Kobayashi et
al. 2002). Kennzeichnend fur FCGBP ist der tandemartige Aufbau, bestehend aus 12
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vollstadndigen und einer verkirzten cysteinreichen repetitiven Einheit (Abb. 14; Details
Abb. 15 im Anhang). Jede dieser Einheiten besteht aus etwa 400 Aminosaureresten
(8% Cysteinreste), wobei jede der repetitiven Einheiten das CXXC-Motiv (CGLCGN
oder CGACGN) beinhaltet, als typische Konsensus-Sequenz fir Thioredoxin und
Thioredoxin-Domanen (a-Typ) wie z.B. in der Protein-Disulfid-lsomerase-Familie
(Harada et al. 1997, Riemer et al. 2009). Des Weiteren enthalten die repetitiven
Einheiten R1-R11 die Spaltsequenz GD/PHY, die vermutlich durch autokatalytische
Spaltung zwischen Aspartat- und Prolinresten prozessiert wird, ahnlich wie sie in den
Muzinen MUC2 und MUCS5AC auftritt (Lidell et al. 2003, Lidell und Hansson 2006,
Johansson et al. 2009). Zudem ist FCGBP hoch glykosyliert. So enthalt es eine
unublich grof3e Anzahl an Serin- und Threoninresten (12,3%) zur O-Glykosylierung
(Harada et al. 1997) und 33 potentielle N-Glykosylierungsstellen (Abb. 14).

Die Expression von FCGBP ist in Colitis ulcerosa gesteigert (Kim et al. 2006), was in
Einklang mit einer durch IL-13 (Zhen et al. 2007) und IL-9 (Steenwinckel et al. 2009)
verursachten Induktion von FCGBP stehen konnte. Dagegen wird die FCGBP-
Expression, sowohl im Menschen (Lee et al. 2006) als auch im Mausmodell (Yasui
und Tanaka 2009), im Laufe der Entwicklung von normalen Adenokarzinomen
verringert. Dies steht in Ubereinstimmung mit dem Verlust des TFF3-FCGBP-
Heteromers in Kolonkarzinomproben (siehe Kap. 3.8). Durch den Verlust des TFF3-
FCGBP-Heteromers liegt TFF3 vorwiegend als Monomer vor und konnte so als
freigesetztes Motogen Einfluss auf die Kolonkarzinogenese nehmen. Dies kénnte die
erhdohte TFF3-Expression in mukoiden Adenokarzinomen (siehe John et al. 2007),
besonders im Kolonkarzinom (siehe Taupin et al. 1996, Efstathiou et al. 1998), aber
auch in einigen anderen neoplastischen Geweben (siehe Hanby et al. 1998,
Theisinger et al. 1996, Poulsom et al. 1997, May und Westley 1997, Leung et al.
2002, Kirikoshi und Katoh 2002, Aikou et al. 2011) erklaren. Generell wird spekuliert,
dass FCGBP, vor allem im Darm aber auch in anderen mukosalen Oberflachen, vom
Komplementsystem vermittelten schadlichen Reaktionen vorbeugt (Kobayashi et al.
2002).

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigen klar, dass TFF3 uber
eine Disulfidbriicke mit FCGBP verknupft ist. Die Bildung eines hochmolekularen
Disulfid-verknuften TFF3-Heteromers wuirde die vorlaufigen Daten anderer
Arbeitsgruppen erklaren (Taupin et al. 1996, Moro et al. 2001). FCGBP enthélt die

ungerade Anzahl von 435 Cysteinresten; dies ist ein starker Hinweis darauf, dass
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FCGBP zumindest eine intermolekulare Disulfidbriicke, mit z.B. TFF3, ausbildet. Die
entsprechenden oxidativen Bedingungen im Endoplasmatischen Reticulum fordern
dabei die Bildung von Disufidbriicken in sezernierten Proteinen (Riemer et al. 2009).
Interessanterweise enthalten nahezu alle unterschiedlichen FCGBP-Domanen (N-
terminale Doméane und R2-R11) eine gerade Anzahl von Cysteinresten (Abb. 14;
Details siehe Abb. 15 im Anhang). Nur R1 und R12 enthalten einen zusatzlichen
Cysteinrest in der mit der von Willebrand Faktor (VWF) D-Domé&ne homologen
Region (R1 und R12 enthalten somit jeweils 35 Cysteinreste). In R13s hingegen fehlt
ein konservierter Cysteinrest, wofilir ein anderer Cysteinrest neu eingefigt wird.
Zudem ist die R13s-Doméne C-terminal auf eine ungerade Anzahl an Cysteinresten
(9 Cysteinreste) verkurzt (Abb. 14; Details siehe Abb. 15 im Anhang). Demnach
reprasentieren die Domanen R1, R12 und R13s Regionen, welche potentiell fur eine
Bindung von TFF3 in Frage kommen. Theoretisch konnten auch andere Proteine mit
ungerader Anzahl an Cysteinresten zusétzlich an FCGBP gebunden werden. Die
Bildung eines TFF3-FCGBP-Heterodimers konnte damit z.B. Gber eine Disulfidbriicke
zwischen C-57 von TFF3 und C-5403 von FCGBP (R13s) stattfinden. Die Hypothese,
dass nur ein TFF3-Molekil mit FCGBP verknupft ist, steht in Einklang mit einer semi-
guantitativen Analyse zur Bestimmung der Stoffmengenverhaltnisse von aus FCGBP
freigesetztem TFF3 (0,37; siehe Kap. 3.1.1). Bei der durchgefihrten semi-
guantitativen Analyse ist zu beachten, dass es sich dabei lediglich um eine
Anndherung an das exakte Mengenverhdltnis handelt. Jedoch zeigt dies, dass
maximal ein Molekil TFF3 pro Molekil TFF3-FCGBP-Heteromer gebunden ist. Die
Ausbildung eines Disulfid-verknipften TFF3-FCGBP-Heteromers ist mit der
Heterodimer-Bildung von TFF1 und Gastrokin 2 (GKN2) vergleichbar (Westley et al.
2005). Allerdings ist das TFF3-FCGBP-Heteromer Mukus-assoziiert, wahrend das
TFF1-GKN2-Heterodimer nicht mit der hochmolekularen Muzin-Fraktion nach
Gelfiltration assoziiert ist (Kouznetsova et al. 2007).

Das TFF3-Monomer konnte in vitro unter reduzierenden Bedingungen freigesetzt
werden (siehe Abb. 5C/R) und die LC-ESI-MS/MS-Analyse der entsprechenden
Bande (B<14; Abb. 6D/R) zeigte, dass TFF3 mit dem vorhergesagten N-Terminus
beginnt (Glutamatrest) (siehe Kap. 7.2/Bande B<14). Demnach bildet der N-
Terminus von TFF3 im TFF3-FCGBP-Heteromer keinen zyklischen Pyroglutaminrest.
Dies steht in Einklang mit der Analyse von rekombinantem TFF3 (Thim et al. 1995)
und ist analog zu TFF1 (Literatur siehe Hauser et al. 1993).
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Signalpeptidase
P 1 n 1
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Abb. 14: Schematische Darstellung und proteolytische Spaltung von FCGBP. Gezeigt wird die
schematische Struktur der FCGBP-Vorstufe. (Signalsequenz, N-terminale Doméane, 13 repetitive
Einheiten R1-R12 und R13s; basierend auf NCBI Accession Nummer NP_003881.2). Die Anzahl der
in den jeweiligen Doméanen enthaltenen Cysteinreste ist in gelb eingekreist dargestellt. Die repetitiven
Einheiten R3-R5, R6-R8 und R9-R11 sind Teil von Ubergeordneten Wiederholungen (I, Il und IlI).
Vorhergesagte proteolytische Spaltungen durch Signalpeptidasen bzw. vermutliche autokatalytische
Schnittstellen in den Aminosauresequenzen GD/PHY sind durch dunkelrote Pfeile gekennzeichnet.
Autokatalytische Schnittstellen in den Aminosauresequenzen WGD/PHY sind zusétzlich durch ein W
markiert. Die Sequenz-Motive CXXC, typisch fiir Thioredoxin und Thioredoxin-Démanen, werden
durch schwarze Punkte angedeutet. AuRerdem ist das vom kommerziellen anti-FCGBP Antiserum
(HPAO03564) erkannte Epitop angegeben. Zusétzlich wird die M, der unterschiedlichen FCGBP-
Fragmente und die Anzahl potenzieller N-Glykosylierungsstellen angegeben. Des Weiteren ist die
Lokalisation der Banden B51, B55, B61, B73 und B123 innerhalb der FCGBP-Sequenz eingezeichnet,
so wie sie durch Proteomanalyse bestimmt wurde (detailliertere Darstellung in Kap. 7.2.1). Dabei
werden Regionen mit der héchsten Sequenzibereinstimmung mit Hilfe durchgezogener Linien
angedeutet, wobei die Ergebnisse der beiden vorherrschenden Banden B61 und B123 fett gedruckt
gezeigt werden. Die kleinen horizontalen schwarzen Pfeile markieren die identifizierten Peptide,
welche entweder den N- oder den C-terminalen Bereich der GD/PHY-Schnittstellen enthalten.

4.2 Proteolytische Spaltung von FCGBP

Humanes FCGBP wird in unterschiedliche Polypeptide gespalten (>200k, 70-80k),
welche aber noch immer Uber Disulfidbriicken verbunden sind (Harada et al. 1997).
Als weiteres Indiz fur eine proteolytische Spaltung wurden vier FCGBP-Fragmente
(M, ca. 150kDa, 85kDa, 75kDa, 65kDa) mit unerwartet hoher Abundanz in den
Faeces von Mausen charakterisiert (Oleksiewicz et al. 2005). Erst kurzlich sind elf
autokatalytische Spaltungen vorgeschlagen worden, welche zwischen dem Aspartat-
und Prolinrest in der GD/PHY Sequenz innerhalb der repetitiven Einheiten R1-R11
prasent sind (Abb. 14) (Johansson et al. 2009). In MUC2 und MUC5AC konnten
ahnliche Stellen gefunden werden, die bei pH < 6 bzw. bei einem neutralen pH-Wert
gespalten werden (Lidell et al. 2003, Lidell und Hansson 2006). Eine interessante
Erkenntnis wurde in Atpl2a’-Mausen gewonnen, bei denen das Fehlen der H-K-
ATPase zu einer Erh6hung des pH-Werts im Prostata-Sekret fuhrte; damit verbunden
war eine veranderte Prozessierung von FCGBP (Pestov et al. 2006). Hinweise auf
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solch einen autokatalytischen Mechanismus werden durch Ergebnisse N-terminaler
Sequenzierungen der 155 kDa-, 60 kDa- und 55 kDa-Fragmente eines N-
glykosylierten IgG binding Protein aus dem Prostata-Sekret der Ratte unterstitzt, die
eine hohe Ahnlichkeit zum humanem FCGBP zeigen (Wilhelm et al. 2002). Durch die
postulierte Prozessierung von humanem FCGBP an elf GD/PHY Schnittstellen,
konnten ein N-terminales Fragment mit einer M, von etwa 47.724, zehn repetitive
Einheiten mit einer kalkulierten M, von 39.611 bis 45.831 und ein C-terminales
Fragment mit einer M; von 97.531 entstehen (Abb. 14). Darlber hinaus kdénnten die
meisten dieser Fragmente noch durch N- und O-Glykosylierungen modifiziert
werden.

Die Ergebnisse der LC-ESI-MS/MS-Analyse der Banden B123, B73, B61, B55 und
B51 (prasentiert in Kap. 7.2.1) stehen in voller Ubereinstimmung mit der
vorgeschlagenen autokatalytischen Prozessierung von FCGBP an den elf GD/PHY
Schnittstellen. In Abb. 14 sind diese Ergebnisse schematisch dargestellt.
Proteomanalysen identifizierten eindeutig den N-terminalen Teil der Schnittstellen mit
der Startsequenz PHY in den Repeats R1-R11. Darlber hinaus wurde auch die
vorhergesagte C-terminale Sequenz in Repeat R1 identifiziert. Zusammengefasst
besteht B51 hauptsachlich aus der N-terminalen FCGBP Doméane und Repeat R1,
wohingegen B55 hauptsachlich die N-terminale Domane und R2, aber auch
Sequenzen aus den Repeats R4, R7 und R10 enthalt. Dies ist ein Hinweis auf das
Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Glykoformen im N-Terminus von FCGBP
(B51 und B55). Diese Erkenntnis deckt sich mit dem Ergebnis der Westernblot-
Analyse mit dem N-terminalen FCGBP-Antiserum, welches ausschlie3lich die
Banden B51 und B55 erkennt (Abb. 7B; und Abb. 14). Die Bande B55 enthalt
zusatzlich Sequenzen aus R2; dabei kénnten auch zusatzliche O-Glykosylierungen
die aberrante M, erklaren. Die detektierte Bande B73 besteht hauptsachlich aus
Sequenzen, die aus den repetitiven Einheiten R3, R6 und R9 freigesetzt wurden. Im
Gegensatz dazu besteht die Bande B61, welche die Hauptbande nach reduzierter
SDS-Page darstellt (Abb. 6C; Abb. 7B/Spur b), hauptsachlich aus den repetitiven
Einheiten R4, R7 und R10. Die Dominanz der Banden B61 und B123 (Abb. 6C; Abb.
7B/Spur b) konnte somit durch eine bevorzugte Spaltung an den WGD/PHY-
Sequenzen erklart werden (Abb. 14; Abb. 15 im Anhang). Im Gegensatz dazu fehlt in
allen anderen GD/PHY-Sequenzen dieser charakteristische Tryptophanrest.

Interessanterweise enthalten alle bekannten Schnittstellen in MUC2 und MUC5AC
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ebenfalls diesen charakteristischen Tryptophanrest (Lidell et al. 2003, Lidell und
Hansson 2006). Dies lasst vermuten, dass dieser Tryptophanrest (im Vergleich zu
den an homologer Stelle sonst gefundenen Glutamin- und Serinresten) die Spaltung
beschleunigt und so fur die Generierung der dominierenden Banden B61 und B123
verantwortlich ist (Abb. 14).

4.3 Generierung des TFF3-Monomers und TFF3-Dimers —  madogliche
funktionelle Konsequenzen flr die intestinale Resti tution

Neben dem TFF3-FCGBP-Heteromer existiert TFF3 in vivo auch in
niedermolekularen Formen, vermutlich als TFF3-Monomer und in einer geringeren
Menge als TFF3-Dimer (Abb. 5/B). Diese Ergebnisse sind unerwartet im Vergleich zu
rekombinantem TFF3 aus Saccharomyces cerevisiae; hier ist ndmlich das TFF3-
Dimer die vorherrschende Form (Thim et al. 1995). Die Reinigung und anschlieRende
LC-ESI-MS/MS-Analyse dieser niedermolekularen TFF3-Formen detektierten TFF3
Sequenzen, die ebenfalls einen N-terminalen Glutamatrest enthielten (Kap.
7.2/Bande B<14).

Theoretisch kénnte TFF3 durch eine Disulfid-lIsomeraseaktivitdit aus dem TFF3-
FCGBP-Heteromer freigesetzt werden. Dabei konnten die in FCGBP konservierten
CXXC-Motive in den Repeats R1-R13s (Abb. 14, Abb. 15 im Anhang) eine wichtige
Rolle spielen. Zum Beispiel spielt bei der Quervernetzung von Fibronectin in der
extrazellularen Matrix ein enthaltenes CXXC-Motiv eine entscheidende Rolle
(Langenbach und Sottile 1999). Dabei ist zu erwarten, dass die CXXC-Motive in R12
und R13, aufgrund der benachbarten basischen Aminosaurereste, eine hbéhere
Aktivitat besitzen (Abb. 15 im Anhang).

In Anbetracht der hohen exogenen H,S-Konzentrationen im Lumen des Kolons
(Wallace et al. 2009) kénnte dadurch in vivo TFF3-Monomer und -Dimer freigesetzt
werden. Diese Hypothese steht in Einklang mit der Freisetzung des TFF3-Monomers
und kleiner Mengen des TFF3-Dimers aus FPLC-gereinigtem TFF3-FCGBP-
Heteromer nach Behandlung mit H,S in vitro (Abb. 9/Spur g ung h).
Interessanterweise verlauft dieser Prozess bei 37°C nur relativ langsam und kdnnte
so eine kontinuierliche Freisetzung von geringen Mengen an TFF3 erméglichen. Bei
einer Freisetzung auf diese Weise ist besonders zu beachten, dass TFF3 durch H,S
moglicherweise durch S-Sulfhydrierung posttranslational modifiziert werden kénnte,
(Mustafa et al. 2009) und dadurch auch die Funktion der niedermolekularen TFF3-

Formen beeinflussen kdnnte.
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Als wesentlicher Bestandteil der Mukusschicht wirde sich das TFF3-FCGBP-
Heteromer als Reservoir fur TFF3 eignen, aus dem es durch H,S freigesetzt werden
konnte. In der Folge kdnnte es z.B. als Motogen die schnelle mukosale Wundheilung
unterstitzen. Interessanterweise ist die endogene H,S Produktion wahrend der
Entztndungsreaktion merklich gesteigert (Wallace et al. 2009). Jedoch schlugen alle
Versuche fehl, eine direkte motogene Aktivitat des gereinigten TFF3-FCGBP-
Heteromers zu demonstrieren (Znalesniak, Albert und Hoffmann, Daten nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wird postuliert, dass das TFF3-FCGBP-Heteromer
bezuglich der Restitution als biologisch inaktive Speicherform von TFF3 fungiert.
Deshalb ist es flr die Zukunft von grof3er Bedeutung, die biologische Aktivitat der in
vivo freigesetzten niedermolekularen TFF3-Formen (TFF3-Monomer und -Dimer) zu

untersuchen.

4.4 Mogliche Funktionen des TFF3-FCGBP-Heteromers f  Ur den
Aufbau der intestinalen Mukusschicht

Das TFF3-FCGBP-Heteromer ist ein wichtiger struktureller Bestandteil der
intestinalen Mukusschicht. Als sezernierte Barriere enthélt sie auch das Muzin
MUC2, Immunoglobuline, antimikrobielle Peptide, Phospholipide, Galektine und
Proteaseinhibitoren (McGuckin et al. 2009). Neben der Bindung an Immunglobuline,
konnte das TFF3-FCGBP-Heteromer teilweise Uber kovalente (Johansson et al.
2009) und nicht-kovalente Bindungen mit dem Muzin MUC2 interagieren. Eine
Interaktion kénnte hypothetisch auch durch Wechselwirkungen zwischen TFF3 und
MUC?2 zustande kommen, was zu einem verkntpften Netzwerk fihren wirde. Nicht
kovalente Wechselwirkungen der TFF-Doméanen mit Muzinen wurden bereits in der
Vergangenheit vorgeschlagen (Hoffmann und Hauser 1993, Hoffmann und Joba
1995) weil mehrfach TFF-Domé&nen als cysteinreiche Module in den Froschhaut-
Muzinen FIM-A.1 und FIM-C.1 entdeckt wurden (Hoffmann 1988, Hauser et al. 1990,
Hauser und Hoffmann 1992). Wechselwirkungen dieser Art konnten die
rheologischen Eigenschaften der intestinalen Mukusschicht modulieren. Zudem
kénnte es entscheidend zum Schutz von fragilen apokrinen Blasen (,Aposomen®)
beitragen, welche als Folge der apokrinen Sekretion in Becherzellen beobachtet
wurden (Aumtiller et al. 1999, Wilhelm et al. 2002). Dariuiber hinaus kénnte das TFF3-
FCGBP-Heteromer eine Rolle bei der Faltung von MUC2 spielen. Die Protein-
Disulfid-lsomerase AGR?2 ist fur die Produktion des intestinalen Mukus essentiell
(Park et al. 2009), zudem verursacht ein aberranter Aufbau von MUC2 im
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Endoplasmatischen Retikulum Stress und spontane Kolitis (Heazlewood et al. 2008).
Eine Funktion bei der korrekten Ausbildung von Disulfidbriicken, besonders in MUC?2,
konnte den beobachteten Phanotyp von Tff3"-Mausen erklaren, die anfélliger fir
experimentell induzierte Colitis sind (Mashimo et al. 1996). Dieser Phanotyp ist mit
dem von Agr2”-Mausen (Park et al. 2009) und M&usen mit einem Defekt in der
zunfolded protein response” (UPR) (Kaser et al. 2008) vergleichbar. Bemerkenswert
sind auch Berichte (ber Tffl”-Mause, welche falsch gefaltete Proteine im
Endoplasmatischen Retikulum akkumulieren und ER-Stress zeigen (erhohte UPR-
Aktivitat) (Torres et al. 2002).

4.5 Ausblick

Diese Arbeit identifiziert TFF3 als Teil eines Disulfid-verknipften Heteromers mit
FCGBP, das einen integralen Bestandteil der intestinalen Mukusschicht darstellt.
Zusatzlich konnte die Prozessierung von FCGBP im Kolon geklart werden. Dies ist
auch die erste Arbeit, welche die Mukusschicht als ein mégliches Reservoir fir ein
biologisch aktives Peptid darstellt, das dann seinerseits nach Reduktion mit H,S
freigesetzt werden konnte. Folglich ist fur die Zukunft die molekulare und funktionelle
Charakterisierung der niedermolekularen TFF3-Formen (TFF3-Monomer/Dimer),
speziell bei pathologischen Zustanden, von enormer Bedeutung. Dabei kbnnten z.B.
postranslationale Modifizierungen fir die motogenen Eigenschaften von TFF3 eine
wichtige Rolle spielen; diese Annahme konnte dann durch funktionelle Tests

bestétigt werden.
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5 Zusammenfassung

Humanes TFF3, ein Vertreter der ,trefoil factor family” (TFF), stellt ein sezerniertes,
59 Aminoséaurereste langes Polypeptid dar, welches Uber sieben Cysteinreste
verfugt. Es wird vorwiegend in intestinalen Becherzellen synthetisiert, ist an
unterschiedlichen mukosalen Schutz- und Reparaturprozessen beteiligt und spielt
eine wichtige Rolle fur die Integritdit mukoser Epithelien. Im Verlauf dieser Arbeit
konnte humanes TFF3 hauptsachlich als hochmolekulares Heteromer nachgewiesen
werden. Die Reinigung und anschlieRende LC-ESI-MS/MS-Analyse, sowie
Immundetektionen, identifizierten 1gG Fc binding protein (FCGBP) als Disulfid-
verknupftes Partnerprotein von TFF3. FCGBP wird in intestinalen Becherzellen
synthetisiert und ist Bestandteil des intestinalen Mukus. Zudem konnten auch geringe
Mengen niedermolekularer TFF3-Formen nachgewiesen werden (TFF3-Monomer
sowie TFF3-Dimer). Diese niedermolekularen Formen konnten auch durch Reduktion
mit H,S aus dem TFF3-FCGBP-Heteromer freigesetzt werden. Dieser Mechanismus
ist in Anbetracht der hohen exogenen H,S-Konzentrationen im Lumen des Kolons
auch in vivo vorstellbar. So kénnte der intestinale Mukus ein Reservoir fir biologisch
aktives TFF3 darstellen. Aul3erdem konnten proteolytische Spaltungen von FCGBP
beobachtet werden, die in Ubereinstimmung mit den bereits von Johansson et al.
(2009) postulierten multiplen autokatalytischen Spaltstellen stehen. Bei der
Untersuchung von Kolonkarzinomproben konnte kein TFF3-FCGBP-Heteromer
nachgewiesen werden, aber dafur ein relativ vermehrtes Auftreten niedermolekularer
TFF3-Formen. Aullerdem ergaben sich erste Hinweise auf mdgliche
posttranslationale Modifikationen der niedermolekularen TFF3-Formen. Dies kdnnte

neue Aspekte zur physiologischen und pathologischen Funktion von TFF3 er6ffnen.
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5.1 Abstract

Human TFF3 is a secretory peptide belonging to the trefoil factor family with a
predicted size of 59 amino acid residues including seven cysteine residues. It is
predominantly expressed in intestinal goblet cells where it plays a key role in mucosal
regeneration and repair processes. Thus, TFF3 is an important factor for the
maintenance of the surface integrity of mucous epithelia. In the course of these
studies, it was demonstrated that human colonic TFF3 exists mainly as a high
molecular weight heteromer. Purification of this heteromer and characterization by
LC-ESI-MS/MS analysis identified the IgG Fc binding protein (FCGBP) as the partner
of TFF3. TFF3 and FCGBP are covalently linked via disulfide bridges. FCGBP is a
constituent of intestinal mucus secreted by goblet cells. Furthermore, low amounts of
TFF3/monomer and only little TFF3/dimer were detected in human colonic extracts.
These TFF3 forms could also be released in vitro from the purified TFF3-FCGBP
heteromer by reduction with hydrogen sulfide (H,S). Such a mechanism would be in
line with the high H,S concentrations reported to be present in the lumen of the
colon. Consequently, these findings suggest the intestinal mucus to be a reservoir for
biologically active TFF3. Furthermore, proteolytic processing of FCGBP was
observed which is in line with multiple autocatalytic cleavages as proposed previously
by Johansson et al. (J. Proteome Res. 2009;8:3549-3557). Of special note, the
TFF3-FCGBP heteromer was absent in colon carcinoma samples, where mainly low
molecular weight forms of TFF3 were detected. There are further indications for
posttranslational modifications of these forms which open up new aspects concerning

the physiological as well as pathological function of TFF3.
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7 Anhang

7.1 Charakterisierung des TFF3-Heteromers durch LC-

Tab. 20: Vollstandige Liste der durch LC

Analyse

ESI-MS/MS-

-ESI-MS/MS-Analyse identifizierten Proteine

Proteinbande  Identifiziertes SwissProt Lokalisation ~ Nom. Score identifizierte Sequenz-
Protein Accession Mass Peptide Ubereinstimmung
(kDa)
B>500A FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 3125.79 58 13.28%
A2MG P01023 SEC 163.19 923.22 18 14.86%
MuUC2 Q02817 SEC 539.96 497.78 13 2.92%
B>500B FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 3570.85 69 15.39%
A2MG P01023 SEC 163.19 611.12 13 12.35%
MuUC2 Q02817 SEC 539.96 11558 3 0.93%
B123 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1794.45 35 7.42%
K2C1 P04264 IC 66.00 165.04 4 6.37%
B73 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1103.64 21 4.11%
CLCA1 ABK714 SEC 100.11 30954 8 11.38%
B61 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1050.36 22 4.33%
IGHA1 P01876 SEC 37.63 351.70 7 17.56%
B55 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1922.25 35 8.18%
K1C10 P13645 SEC 58.79 25727 5 9.59%
B51 FCGBP Q9Y6R7 SEC 571.64 1551.10 30 6.35%
IGHG1 P01857 SEC 36.08 148.67 5 18.18%
B<14 K2C1 P04264 IC 66.00 1258.03 20 39.91%
K1C9 P35527 IC 62.03 1107.73 21 40.61%
K2C6B P04259 IC 60.03 481.26 7 13.65%
K2C6A P02538 IC 60.01 390.04 1 10.99%
K1C14 P02533 IC 51.53 255.95 5 10.38%
K1C16 P08779 IC 51.24 25034 1 10.15%
K2C5 P13647 IC 62.34 222.49 3 12.54%
K1C10 P13645 IC 58.79 194.48 2 6.85%
TFF3 Q07654 SEC 8.64 137.13 3 56.25%

Signifikanzwert P < 0.05; SEC, sekretorisches Protein; IC, intrazellulares Protein
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7.2 Detalllierter Proteinreport der Analyse der Swi

Datenbank
Proteinbande B>500A

ssProt 56.9

Protein 1: IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
Accession: FCGBP_HUMAN Score: 3125.79
Database: SwissProt(SwissProt_56.9 fasta) MW: 571.64 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 5.03
Modification({s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 13.28 %
No. of unique Pepfides: 58
Ccmpd. | No.of [mizmeas. | amiz |2| Rt score | P | Range |Sequance Modincation
Cmpds. [ppm] [min]
254 1 TDE8893| 20737 2 18.87 B2&3| D 263-275 | RLYDLAFVVASRATE L
70 1 6382994 | -41.124| 2 11.96 7549 | O 276-287 | KLTYNHGGITGER.G
354 1 9530697 | -BEDAE | 3 22.89 E4.01 o 325-349 | RNEVTYDPYLVLIPDVAAYCPAYWVVELS Camamidomathy 19
209 1 8073983 -38.15| 2 17.04 72| O 350-365 | K.SVPGCEGVALVWVAQTELA Camamidomathyl- &
a3 1 6132229 -2 13.08 Tae4d| D 423-434 | KAIGYATAADCOGR.T Carbamidomethyl: 10
101.481
130 1 7315624 -3 1437 23| b 435-454 | R TWLESFVEPSCEGMOQCAAGIR.C Carbamidomethyt- 10, 15; Dxidation: 13
136.972
(] 1 6407324 | -B9467 | 2 11.73 BAFT| DO 462-473 | K AGCVAESTAVCRLA Camamidomethyt 3, 11
170 1 4169255| 15723 3 15.70 3308 1 524-534 | RAVEYVGLVTVR.A
212 1 5468665 | 7T.31Z| 2 17.14 G054 O 525-534 | RVEYVGLVTVR.A
218 1 GEG.8466| -3.537| 2 17.34| 10232 O 545-556 | R.GEVGFVLVDNGR. =
130 1 G00.7976 | -67.695| 2 13.94 5529 1 S57-567 | R SRLPVSLEEGR.L
25 1 522 1623 -3 957 3517 0 H24-636 | R.CTCHNGATHQVTCR.D Camamidometnyt 1, 3, 12
107.688
3 1 9380379 | -67.515| 3 21.19 335 D 580-204 | RFDFMGTCTYLLYVGESCGQNAALPAFR.N Camamidomeathyl 7, 15 Oxidation: 4
3 1 4052384 | 57845 2 10,00 4406 D 905-812 | RVLVENEHR.G
32 1 36213982 | 18782 2 10,01 3393 0 al7-812 | LVENEHR.G
43 1 4E0 5781 -2 10,85 4328 D 913-521 | ROGSOTVEYTR.A
141.297
297 1 961.3692 | -T4 653 | 3 2060 6319 O 991-1017 | KVPSSYAEALCGLCGNFNGDPADDLALR.G Carmamidomethyl- 10, 13
[ 1 423 2285 =2168| 2 11689 2m o 1082- | K LDPGGAVR D
1089
235 1 TED.3250 -578| 2 1821 10445 O 1281- | R FAVLQENVAWGNGR.Y
1304
54 1 469 5832 -2 1147 5150 O 1329- | ENTVHGWVDME L Oxidation: 8
123.674 1337
216 1 7137005 | -S0667| 3 1729 4422 1 1329- | KNTVNGVDMELPWWILANGRIFLA Oxidation: 8
1348
185 1 5803579 | -10.413 | 2 16.53 B6RZ| O 1333- | K.LPVWLANGOIR.A
1346
215 1 9158895 | -6B06E | 2 17231 10546| O 1343- | RLASOHGSODVWVIETDFGLRW
1365
247 1 6308130 | -34.539| 2 18.59 E321| O 1386 | ROWAYDLWYYWR.A
1375
173 1 BEL3141 | -77.I06| 3 15.80 455 0 1376 | RAVTVPGENYYQQMOGLCGHNYNGDRK.D Carbamidomethyl: 12, 15; Dxddation: 11
1398
208 1 8423724 | -3D.E77 | 3 1695 2|21 1 1455- | K.YQKEEFCGLLS SPTGPLSSCHELL Carbamidomethyl 7, 20
1476
1 3724966 | -23637| 3 10,79 F[/IZ| D 1679- | D PHYHSFOGR.K
1637
23 1 415.1544 -3 943 203 1 1679- | D PHYHSFOGREF
116.624 1638
89 1 4B1.7583 5104 | 2 12.89 5TAEE| D 1725- | R.GNPAVEYVR.V
1733
27 1 608 2906 -3 17.72 314 1 1754- | KNRVNGVLTALPVEVADGAR]
105.481 1771
240 1 TEL4603| 210922 1828 TI55| D 1756- | RWHGVLTALPYSVADGR.I
1771
45 1 4457295 | -46.042 | 2 10,72 B1&67| O 1772- | RASVTOGASKA
1730
280 1 B31.3099 | 42702 2 20,12 BS.31 o 1846- | RLAPGWDPLCWDECR.G Camamidomeathyl E, 12
1658
176 1 BEO9502 | -28.619| 3 1587 3259 1 1904- | K.GCVLDWCMGGEDROILCK.A Camamidomethyt 2, 7, 17, Oxidation: 8
1821
36 1 10754441 | -87.652 | 2 22| 11553 O 1922- | KALASYVAACRAAGYVIEDIWRLA Carbamidomethyl: &
1041
65 1 3038666 | -13.525| 3 11.78 4243 | D 2078- | DPHYVTLDGHRF
2087
47 1 464 6968 | -96.197 | 2 10.80 B243| D 2122- | RAGERAVEYTR.S
2130
234 1 SB0.0572 | -TE.S7F3| 3 1793 28| 1 2197- | RLRVPAAYAGSLCGLCGNYNGDPADDLE A Carmamidomethyr 12, 15
2223
38 1 4307020 -2 10,39 B123| O 4174- | RASVAQGASK.A
100.653 4182
242 1 0B5.0686 | 26B.545 | 3 18.32 4321 1 4589 | RLRVPAAYAASLCGLCENYNODPADDLE.A Carbamidomethyt: 12, 15
4625
52 1 Sd4 1775 -1 3 11.09 Zar| o 4641- | RLEDGVRACHATGCGER.C Camamidomeathyl &, 13
115208 4EB55
186 1 8304030 17T.M6| 2 16.51 2083 D 4858- | RCLANGGIHYITLOGR.V Camamidomethyt 1
4670
33 1 4F2 6723 -2 1013 41| O 4902- | K.NAAZDLGR.L
106255 4809
22 1 444 1843 -2 914 |Iv 1 4043- | RVRVTAEGR.MN
162.537 4550
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cmpd. | Ho.of |mizmess. | smiz | Z Rt Score | P Rangs | Saquence Modmcation
Cmpds. [ppm] [min]
a7 1 467 6597 -2 1272 371i6| 0O 4851- | RNMVLGTTE.G
139.501 4858
42 1 4756973 -2 10.58 2510( O 4951- | RNMVLQTTE.G Cxidation: 2
115.638 4558
74 1 11349221 | -10295| 2 19.32 24| 0 5055- | RNPQGPFATCQAVLSPSEYFR.Q Carbamidomethyl &
S074
233 1 6075956 -3.B96| 3 1786 5505 0 S093- | RSLAAYTAACQAAGVAVKPWER.T Carbamidomethyl &
5112
162 1 9E0.52Z70| -B6s89| 2 15.36 EF43| D §133- | RTCRGSCAALEGLTGCTTR.C Carbamidomethyl 2. 6, 15
5150
141 1 Ti2.7844| -2325|2 1452 T3&3| 0 5251 | RRGATTSPGVYELSER.C
SI54
245 1 7528883 | 22433 2 18.44 E175| O 5265- | RLCPGLGNTIPWYR.W Camamidomethyt 1
SI7E
73 1 4138852 -B353 |3 1226 XET| 0 S277- | RVWAEVQICHGK.T Carbamidomethyl: &
5137
163 1 450.7669 | 23682 2 16.15 4217 0O S0 | K.GVWYNGLRY
S37
a1 1 3652141 4684 | 2 12.58 Xao| 0 53158- | RVDLPAEK.L
5324
143 1 4792538 | -27.175| 2 1468 TEaOOo| O 5333- | R.-TPDGELLVR.Q
531
157 1 4E59238 | 36236 | 3 15.14 &z 1 5342 | RQKAGVOVWLGANGE.Y
5355
200 1 6003312 1658 | 2 16.68 E208| 0 5344 | KAGVAVIWLGANGENY
5355
60 1 6053047 | -46.659 | 2 1144 TO27| O 5356- | KVANINSNDHAGE. L
5357
Protein 2: Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens GN=A2M PE=1 Sv=2
Accession: AZMG_HUMAN Score: 02322
Database: SwissProt(SwissProt_57.11 fasta) MW: 163.19 kDa
Database Date: 2009-12-03 pl: 508
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 14.86 %
No. of unique Peptides: 18
Cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz | Z Rt Score | P Rangs | Saquance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
73 1 0249083 -37.623| 2 19.60 440 D 189-204 | K.QFSFPLSSEPFQGEYK.Y
253 1 B636.9353 3121 2 18.80 4391| 0 215-228 | R.TEHPFTVEEFVLPK.F
148 1 6339194 | -T2.031| 3 14.31 FS4| D 290-305 | K.FSGALNEHGCFYQQVE. T Carbamidomethyl: 10
23 1 SED.ETE1| 40374 2 984 049 D0 355-360 | KVDEHFR.G
307 1 9X2 9670 -59624| 2 2095 E320| O 540-557 | RLLIYAVLPTGDVIGDSAKY
118 1 6365101 | -47.075| 2 13.54 ES62| D 587-5898 | RVTAAPQEVCALARLA Carbamidomethyl &
151 1 635.2821 -5.216| 2 1485 E570( D T05-T15 | RVGFYESDVMGR.G Oxidation: 9
230 1 S09.8311| 60576 2 1777 woOs5| 0 512-620 | KATVLNYLPK.C
161 1 SE8.8003 | 10256 2 15.32 E07E( D B54-B53 | RAATVEWAVTPE.S
160 i 6232903 | -55416| 2 1528 B£20| O 1004- | KAIGYLNTGYQR.G
104
102 1 TOO.7583 | -61.151| 2 13.38 4355| 0 1020- | K. HYDGEYSTFGER.Y
1031
3z 1 T45.4143| 17239 2 2148 TI6E| D 1035- | RNGQGNTWLTARVLET
1047
357 i ToE7511| 13511 3 2434 4168 O 1054- | R AYIFIDEAHITQALWWLISQR Q
1073
158 1 S52.2762| -S4671| 2 15.16 E£01| D 1082- | R.ESGELLNNAIK.G
1me2
32 i TE3 4254 TS| 2 2086 TIaEZ| O 1143- | KALLAYAFALAGNQDE.R
1162
] i 509.2390| -65.196| 2 99 2|22 1 11639- | K.SLNEEAVKK D
1177
97 1 4437388 | 32205 2 132 227 D0 1264- | KYGAATFTRLT
1371
58 i S03.6959 | -B4.024 | 2 11.36 4345| O 1290- | K.FQVDNNNRL
117
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Protein 3: Mucin-2 OS=Homo sapiens GN=MUC2 PE=1 SV=2
Accession: MUCZ2_HUMAN Score: 497 78
Database: SwissProt{SwissProt_56.9.fasta) MW: 539.96 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 543
Modification{s): Carbamidomethyl, Oxidafion Sequence Coverage: 292 %
No. of unique Peptides: 13
Cmpd. | Ho.of |mizmesas. | amiz | 2 Rt Score | P Range |Sequence ModiMication
Cmpds. ppm] | | fmin]
35 1 4601657 -lz| was| 2142 0 21-26 | G.SELQTEGR.T
134.528
169 1 4787400 | 45434(2| 1631| oo| o 47-54 | K. TFDGOVFR.F
ns 1 BETOE30| 37733[3 | 2083 4518| 1 47-56 | K. TFDGDOVNFRFPELCDYNFASDCR.B Carbamidomethyt 13, 21
301 1 0434704 | -37.0532( 3 | 2414 4049 1 #1-107 | R.GPGQAEAPAGVESILLTIKDOTIYLTR.H
245 1 5043505 | 6E704 [ 3 | 1854 6487 0 | 541-556 | K TASGLVEATGAGFANTWIA
66 1 4633276 | 40742( 2| 18| mas| 1 593-600 | K.KTETPFGR.C
264 1 5108201 | 139538 2 | 1928| &797| 0 | 643-650 | K.GVMLWGWRE oxdation: 3
63 1 5377463 | -T0S51[ 2 | 1167| TIOE| O | 754-763 |ALIGQSCTARK. Carbamidomethyt &
27 1 4791909 | 262333 | o76| 2452| 0 | 047.052 |RDEGHHVAYTTRE
122 1 4081968 | -44255( 3 | 1403| 2055| 0 | 085-005 | K.GTWCGELCGNFDHR.S Carbamidomethyl. 4, 7
50 1 477 6625 -l2| 1| asoz| o | 992-1006 | R.SNNOFTTR.D
114.849
115 1 STE2T00| -16.478| 2 | 1373| 4284| O 1056- | K.3SVFSICHSK.V Carbamidomethyt 7
1055
Fi 1 5127453 16004( 2| 1707| 74| 0 1105 | KEGACWFWR.T Carbamidomethyl 4
1112
Protein 4: Keratin, type Il cytoskeletal 1 0S=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
Accession: K2C1_HUMAN Score: 31459
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW 66.00 kDa
Database Date: 2009-06-03 pl: 882
Sequence Coverage: 1273 %
No. of unique Peptides: 7
Cmpd. | Ho.of | mizmess. | amiz |z Rt Score | P Rangs |Sequance ModiMication
Cmpds. ppm] | | [min]
265 1 O78.1258 | -52.796| 3 | 1938 4120| 1 200-223 | R FLEQ@NOVLETKWELLGOVDTSTRT
205 1 717.3834| 26607 |3 | 2050 3042| 1 224-240 | R-THNLEPYFESFINMLRR.R
169 1 633.3704| 7604|2 | 1563 2M76| 0 | 278288 | R TNAEMEFVTIK.K
116 1 4652384 | 22586 | 3 | 1379| 32| 1 278-289 | R_-TMAEMEFVTIKK D
3o 1 6519198 BoED6| 2 | 2108| 031| D | 344-355 | R SLOLDSIAEVE.A
77 1 5332401 -2E.309 | 2 | 1233 5001| D | 356-354 | KAQYVEDIAGK.S
152 1 4E7.2857| 33695|2 | 14989| 5532| D | 306403 | KIEISELNRM
Protein 5: Ig mu chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHM PE=1 SV=3
Accession: IGHM_HUMAN Score: 177.85
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW 4928 kDa
Database Date: 2009-06-03 pl: 6.36
Modification({s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 10.84 %
No. of unique Peptides: 4
Cmpd. | No.of |mizmese. | amiz | Z Rt Score | P Range | Sequance Modifcation
Cmpds. [ppm] | | imin}
146 1 6252789 | -6E.161| 2 | 1478| E228| D 132-142 | K.LICGATGFSPR.Q Carbamidomethyt: 3
103 1 4317723 14854 |2 | 1334| 2456| 0 178-185 | KVTSTLTIK.E
368 1 B19.4565| -14.699| 2 | 2337| 4993| D | 224738 | RVFAIPPSFASIFLTES
85 1 s08.8772| -7Eosz| 2| 1279| 2759 D | 397-301 | KYVTSAPMPEPQARGRY Oxidation: 7
Protein 6: Keratin, type | cytoskeletal 10 OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6
Accession: FAC10_HUMAM Score: 143.83
Database: SwissProt(SwissProt_57 .11 fasta) MW 58.79 kDa
Database Date: 2009-12-03 pl: 500
Sequence Coverage: T.36 %
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | No.of | mizmess. | amiz | Z Rt Boore P Rangs | Sequance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
36T 1 10181219 -op41 | 3 2330 S0.74 1 202-228 | K.TIDDLKNQILNLTTDNANILLQIDNAR L
117 1 404 2565 [ 131.345 | 2 1376 34 o F39-335 | RLAADDFR.L
190 1 516.2662 | -32.132| 2 16.36 B5.59 o 253-266 | RWVLDELTLTE.A
Protein 7: Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo sapiens GN=KRTZ PE=1 SV=2
Accession: KZ2E_HUMAN Score: 12503
Database: SwissProt(SwissProt_57.7 fasta) MW 65.39 kDa
Database Date: 2009-09-03 pl: 885
Sequence Coverage: 313 %
No. of unique Peptides: 1
Ccmpd. | No.of | mizmeas. | amiz |z Rt Boore P Rangs | Sequance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
31 1 GE5.4092 E3.95( 2 21.12 7421 o 342-353 | R.NLDLDSIASEVE.A
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Proteinbande B>500B

Protein 1: lgGFe-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
Accession: FCGBP_HUMAM Score: 3570.85
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW: 57164 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 503
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 15.39 %
No. of unique Peptides: 69
Cmpd. | HNo.of |mizmess. | amiz | Z Rt Score | P Rangs | Saquance Modfication
Cmpds. [ppm] [min]
116 1 G00.2626 | -TE.E2E | 3 14.45 3295 D 214-231 | KNTASSPVAVLEGHSCAQK H Carbamidomethyt 15
21 1 7069033 | 40542 2 18.85 7509 O 263-I75 | RLYDLAFVWASTATH L
57 1 6333261 D704 | 2 1186 14| O IT6-Z87 | KLTYMHEGITGER.G
320 1 Q530872 | -60.E21| 3 2292 872 b 325-249 | RNENTYDPYLVLIPDVAAY CPAYWVVELS Carbamidomethyi 19
173 1 B079511| 26.583 | 2 16.83 8853 O 350-365 | K.E3VPGCEGVALVVAGTILA Carbamidomethyl: 5
81 1 613.2069 | 12757 | 2 12.98 7900 D 423-434 | KAIGYATAADCGR.T Carbamidomethyi 10
143 1 THH2751| -TEE34 | 3 1546 B/av| o 435-454 | R TWLSFVEFSCEGMOCAAGOR.C Carbamidomethyl- 10, 15
111 1 7315742 -3 1438 S835| D 435-454 | RL-TWLSFVEFSCEGMOQCAAGOR.C Carbamidomethyl: 10, 15; Oxidation: 13
120.645
51 1 640.7383 | -T9AT9 | 2 1160 E545| O 452-473 | KAGCWAESTAWCRA Carbamidomethyl: 3, 11
143 1 B4 3654 -1501) 2 1583 7379 1 S24-534 | RLRVEYVGELVTVR.A
55 1 SE0.7531| -56.727 | 2 11.80 B34B| O 535-544 | RAYSHEVELTR.G
163 1 GE6.8259 | -34.576 | 2 1732 E328| D 545-556 | RLGEVGFVLVDNGR.S
13 1 5221800 | -TI576 | 3 351 MAs| O E24-B36 | R.CTCHNGATHAVTCR.O Carbamidomethyt 1, 3, 12
162 1 E19.3671 -571| 2 16.24 E726| O B47-B60 | RL.CEVONGLLGCYPOARF Carbamidomethyk 1, 10
20 1 4032318 | -T0L791 | 2 10.10 8176 D 905-212 | RVLVENEHR.G
Fa 1 382 1951 10877 | 2 10,05 46| O al7-812 | LVENEHR.G
M 1 4896732 -2 10.76 |AS| D 213-521 | RLGSETVSYTR.A
138096
il 1 9E1.3935 | -48.374 | 3 20.52 E168| O 991-1017 | KVPEEYAEALCGLCGNFNGDPADDLALR. G Carbamidomethyi: 10, 13
50 1 4232134 -4293| 2 1181 280 D 1082- | K.LDPQGAVR.D
1089
203 1 TE0.8833 | -20L763 | 2 18.01 10140 O 1231- | RFAVLQENVAWGRGR.W
1304
41 1 469.7133 | -T3E44 | 2 1118 E783| O 1329- | KVTWNGWDREL Oxidation: 8
1337
167 1 TI37530| 3136 3 1730 833r| 1 1329- | KVTWHNGVDMELPWVLANGOIR. A Oxidation: 8
1348
171 i 5603602 -6517| 2| 1658 E126| © 1338- | K LPUWLANGTIR. A
1348
1B5 1 9159349 | 192402 | 2 1714 1615 D 1349 | RASQHGESDVVIETDFGLRLY
13565
216 1 (303520 27384 | 2 18.55 TFE5| D 1366- | RVAYDLWYYWR.V
1375
23 1 3724702 | -94.558 | 3 10.51 B2 D 1679 | D PHYHSFOGR.K
1687
i 1 4151886 | -36475| 3 | 932 MS5| 1 1679- | D PHYHSFOGRHKF
1638
249 1 B89 3625 -B662 | 4 19.80 As5s| 1 1633- R Carbamidomethyl- &, 17
1720 | KFDFQGTCNYVLATTGCPGVETQELTPFTVTTE
N
262 1 B63.1284 | 243503 | 4 2081 3| D 1689- | K. Carbamidomethyl- 7, 16
1720 | FOFQGTCNYVLATTGCPEYSTAGLTRFTVTTE.
M
78 1 461.7495 -14.2| 2 1289 |7 o 1725 | R.GHPAVEYWR.W
1733
80 1 3052093 | -3748T7 | 2 1299 4364 D 1727- | M PAVEYVRN
1733
187 1 609.3518 | 44431 3 17.70 383 1 1754~ | KVRVNGYLTALPWVEVADGRL]
1771
209 1 TEL.4931| TD.ES4| 2 18.30 B133| D 1756- | RVNGVLTALPVSVADGRI
177
a2z 1 4457079 | -96.073 | 2 1066 249 O 1772- | RISVTOQGASK A
1780
265 1 5545746 | 15462 | 3 2031 |2E| D 1846- | RAPGWDFLCWDECR.G Carbamidomethyt: B, 12
1E58
19 1 SE9.6671 -2 998 473800 D 1859- | R.GECPTCPEDR.L Carbamidomethyt 2. 6
108,647 1668
151 1 GE0.9560 | -21.301| 3 15.78 4348 1 1904- | K.GCVLDWVCMGGEDROILCK.A Carbamidomethyl: 2, 7, 17; Oxidation: &
1821
378 £ 1075.4519 306 | 2 2489 1M673| D 1922- | KALASYWVARCQAACGVVIEDWRA Carbamidomethyt &
1241
52 1 3WEATIE| A04| 3| 1170 4475| 0 2078- | D PHYVTLDGHRF
20487
33 1 464 6852 -2 10.70 Tioe| O 2122- | RGERAVEYTR.S
120127 2130
202 1 9E0.1125 | -20.152 | 3 17.89 E595| 1 2197- | RLRVPAAYAGSLCGLCGNYNQDPADDLE.A Carbamidomethyt 12, 15
2723
254 1 B740437 | -1TET4 | 3 18985 MET| D 2577- | RVTVPGENYYOLMCGLCGHNYNGDRK.D Carbamidomethyi: 12, 15
2599
42 1 4103608 2373 3 11 E49| O 3680- | DPHYTTFDGHRF
SES9
%6 1 430.7145| -T1.634 | 2 1037 802 O 4174- | RISVARGASK A
4132
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cmpd. | Ho.of |mizmess. | amiz |2 Rt score | P Rangs | Sequance Modimeation
Cmpds. [ppm] [rmim]
245 1 9B3.3699| -7H.394 | 2| 1969| S514| D 4B00- | RYYPLGEVFYPGPECER.R Carbamidomethyt: 14
4B15
215 1 7112869 | 67685 | 3 | 1851 3M408| 1 4500 | RYYPLGEVFYPGPECERR.C Carbamidomethyt: 14
4B16
40 1 679.4404 -| 4| 1108 4343( 0 4817- | R.CECGPEEHVTCREGAACGPHEECR L Carbamidomethyt 1. 3, 11, 17, 23
103.635 4B40
33 1 815.7629 -|2| 1103| T458( O 4541 | RLEDGVQACHATGCGR L Carbamidomethyt B, 13
114.826 4B55
170 1 8303750 | -S0B34| 2 | 1649 TIAT| D 4B56- | RLCLANGGIHYITLDGR.Y Carmamidomethyt 1
4B70
22 1 4227379 46931| 2| 1015| 3&ES7| D 4902 [ K.NAAGDLQR.L
4809
10 1 4442165 | 90057 | 2 821| 2378 1 4843 | RAVRVTAEGRMN
4250
74 1 4677332 46504 | 2 | 1270| 3039| O 4851- | R NMVLGTTH.G
4855
M 1 4755979 -l 2| 1057 3EaE6| O 4851- | RNMVLGTTH.G Crdation: 2
114.576 4858
Eli] 1 10229961 | -33008 | 2 | 2159 6331 0 4952- | RLLFDGDAHLLMSIPEPFR.G Crodation: 11
4879
244 1 11349183 -l 2| 1859| 11125( 0 5055- | R NPOQGFFATCOAVLSPSEYFR.G Carbamidomethyt &
106.298 5074
110 1 6427384 | -TOD2T | 2 | 1424| S524| D 5075 | RAQCWYDLCARH G Carbamidomethyt 2, 7
5084
140 1 9503755 | 45887 | 2 | 1534| ©931| D 5133 | R TCRGSCAALSGLTGCTTR.C Carbamidomethyt 2, 6, 15
5150
67 1 700.5429 -| 3| 1235| 333s58( 0 5198 | R.CECSSS5GLTCRAAGCRPGR.Y Carbamidomethyt 1, 3, 11, 16
105.625 5217
12 1 3545103 | 22897 | 3 932| 2536( 1 5218 | RVCEVKAEAR N Carbamidomethyt 2
5226
13 1 7128006 | -T5.524 | 2 | 1457 E528| D 5251- | RRGATTSPGVYELSSR.C
5264
213 1 7528402 -4212| 2| 1845 T195| D 5265- | RLCPGLONTIPWYR.W Carmamidomethyt 1
5276
64 1 4138992 | 25473| 3| 1221| 2406| O 5277- | RAUWAEVRICHEK.T Carbamidomethyt &
5287
152 1 450.7835 74| 2| 1615 3E24| D 5310 | K.BWWWNGLRLY
5317
63 1 3B6.2120| -100321| 2 | 1225 3242 D 5318 | RAVDLPAEK.L
5324
120 1 4792625 19454 | 2 | 1478 TO&T| D 5333 | R-TPDGSLLVR.Q
5341
133 1 7233903 | 22892 | 2 | 1507 4714| 1 5342- | RQKABVOVWLBANGE Y
5355
173 1 6003016 | 47645 | 2 | 1663 7390| O 5344- | K AGNIVIWLEGANGIY
5355
47 1 605.2833 | G201 | 2 1146 EFE1| O 3356 | KVAVIVENDHAGE.L
5367
Bl 1 10426651 | -88.578 | 3 | 13s50| 4353 0 5368 | K.LCGACGNFDEGDATNDWHDSQEKPAMEK. W | Carbamidomethy® 2, 5; Cxidation: 25
5394
Protein 2: Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens GN=A2ZM PE=1 SV=2
Accession: AZMG_HUMAN Score: 61112
Database: SwissProt{SwissProt_57.11 fasta) MW: 163.19 kDa
Database Date: 2009-12-03 pl: 598
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 12.35%
Mo. of unique Peptides: 13
Ccmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz |z Rt BCore P Rangs | Sequance Modmcation
Cmpds. [ppm] [min]
316 1 5257539 5875|3 | 2237 E138| D 72-93 | RSLFTDLEASNDVLHCVAFAVPE.S i 15
43 1 7452099 -| 3| 1154| 24s0( 1 271-280 | REYSDASDCHGEDSQAFCEKF Carbamidomethyt: B, 17
116705
2E6 1 9230064 | 16536 | 2 | 2096 T465| D 540-557 | RLLIYAVLETGOVISDSAK Y
100 1 5368263 -21.637| 2 | 138s5] e=sz| o 587-595 | RTAAPOSVCALR A i &
126 1 5332810 -5.841| 2 | 1481 E398| D 705715 | RVEFYESDVMER.G [5 El
&1 1 5159153 | 45635| 3 | 1207 3283 0 720-732 | RAVHVEEPHTETVR.K
133 1 5588601 | 96.756| 2 | 1530| 2262| O 554-653 | RATVSWAVTRK.S
128 1 5233397 | 23306| 2 | 1523 43951| D 1004- | K AIGYLNTSYOR.Q
1014
a7 1 7097597 | -50.E33| 2 | 1329| 44| D 1020- | K.HYDGSYSTFGER.Y
1031
Ered 1 ToETES2| 200287 | 3 | 2437 3592| D 1054- | RLAYIFIDEAHITRALIWLEQR.Q
1073
124 1 5523007 | 10311 | 2 | 1512 S2.48| D 1082- | RLSSGSLLNNAIK.G
1092
260 1 7E3.4408| 26.672| 2 | 2089| 4708| D 1143 | K ALLAYAFALAGKIDK.R
1162
a4 1 4435988 | -57.841 | 2 | 1312| 4555 D 1264- [ KL.YGAATETRT
1271
Protein 3: Mucin-2 OS=Homo sapiens GN=MUC2 PE=1 SvV=2
Accession: MUCZ_HUMARN Score: 11558
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasia) MW 539096 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 543
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage: 0.93 9%
MNo. of unique Peptides: 3
Cmpad. Ho.of | mizmeas. | Aamiz z Rt Score P Rangs Sequance Modimcation
Cmpds. [ppam] [min]
366 1 S43 4677 | -40.794 | 3 2418 4321 1 81-107 | R GPGQAEAPAGVESILLTIKDDTIYLTR.H
17 1 4291507 -3 9.82 23,48 o 842-852 | R DEGHHVAYTTRE
115.045
97 1 5762637 2711 2 13.68 €0.22 o 1056- | K.SSVFSICHSK.V Carbamidomethyl: 7
1065
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Proteinbande B123

Protein 1: IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
Accession: FCGBP_HUMAN Score: 1794 .45
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW: 571.64 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 503
Modification{s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: TA42%
No. of unique Peptides: 35
cmpd. | Ho.of | miz meas. | Amfz Rt score Rangs |Sequance Modmeation
Ccmpds. [ppm] [min]
167 1 TED. @814 | -23.196 18.34 25.04 1291- | RFAVLQENVAWGNGR.V
1304
158 1 6308578 | 36478 18.89 E196 1366- | RWVAYDLVYYWR.Y
1375
64 1 4617760 | 40.607 13323 2a.7E 1725 | R.GHPAVEYWVRW
1733
183 1 TE4 4050 | -45.403 18.85 @aar 1756- | R.WNGVLTALFYWSWADGR
1771
33 1 5977993 -T.E18 1196 53.52 2078- | DPHYVTLDGHRLF
2087
14 2 464 7100 | -66.566 10083 T 2122- | RLGERAVEYTR.S
2130
27 1 4108619 4495 11.45 2598 3660- | DPHYTTFDGHRLF
3659
9 1 4307357 | -22817 1045 4024 £174- | RASVAQGASK.A
4182
@2 1 OB4. 7404 | -64.710 18.61 TTaAT 4599 | R LRVPAAYAASLCGLCENYNQDFADDLE A Carbamidomethyi: 12, 15
4E25
169 1 BE5.1087 36.32 18.50 B6.52 4601- | RVPAAYAASLCGLCGNYNQDPADDLE A Carbamidomethyt 10, 13
4625
219 1 065 4044 -44.49 2011 Tr.oo 4500- | RYYPLGEVFYPGEFECER.R Carbamidomethyl: 14
4E15
1G5 1 7113281 -8 7E6 18.74 3359 4500- | R.YYPLGEVFYPEPECERR.C Carbamidomethyl: 14
4B16
A | 1 8158039 | -64 672 1137 B6.16 4541- | RLEDGVIACHATGCGR.C Carbamidomethyt &, 13
4E55
149 1 83042048 4319 16.89 E£93 4856- | RLCLANGGIHYITLDGR.Y Carbamidomethyt 1
4E70
5 2 472 7260 2078 10007 B191 4a02- | K. NAAGDLIRL
4809
1 1 4422302 -14.2 340 36.96 4943 | RVENTAEGR.N
4850
60 1 467 7026 - 1254 7 os 4951- | R NMVLGTTE.G
111.823 4E58
10 1 4757382 | -20.6G66 10u64 3529 4951- | R NMVLGTTE.G Oxidation: 2
4558
242 1 10229752 | -53.437 270 B4.87 4962- | R LLFDGOAHLLMSIFSPFR.G Oxidation: 11
4579
218 1 11349550 | -73.064 19.82 B7 A5 5055- | RNPOQGPFATCQAVLESPSEYFRLQ Carbamidomethyl: &
S074
a0 1 6427694 | -30.022 14.45 4394 5075 | RMGCWYDLCAQE G Carbamidomethyl- 2, 7
SOG4
54 1 4B63.7467 3681 1268 23.56 5085 | K.GDKAFLCR.S Carbamidomethyl 7
S092
181 1 G607 7475 T.49 18.11 B01.69 5093- | R.SLAAYTAACGAAGVAVEPWRT Carbamidomethyl &
5112
118 1 9508529 | -Z7.580 15.55 E3.96 5133 | R TCOGSCAALSGLTGCTTR.C Carbamidomethyl Z, 6, 15
5150
35 1 B74.1340 - 11.83 53.20 5151- | R.CFEGCECDDR.F Carbamidomethyt 1.5, 7
132 637 5160
a3 2 7128196 | -46.671 1478 Ta.E1 5251- | RUGATTERGWYELSER.C
S364
104 1 7528593 -16.75 18.70 B5.70 5265- | RLCPGLGNTIPWYR.V Carbamidomethyt 1
SITH
53 1 6303469 | ZE.296 1258 5267 SIT7- | RAVWAEVQICHGE. T Carbamidomethyl: &
5387
138 1 4507689 | ZE.299 16.33 3Tao 5310 | K.GWIWWVNGLRY
5317
162 1 BX5 9366 | -Z7.776 18.16 A3 5310 | K.GWWWNGLRVDLPAEK L
5324
&2 1 3662450 78123 1257 2£08 53158- | R.WVDLPAEK.L
S324
100 1 4792733 ans 14.88 Bi1.66 5333 | R TPDGSLLVR.Q
S341
151 1 600.3284 -3.006 16.87 7194 5344 | KAGVIVWLGANGENY
5355
33 1 6052979 | -57.692 1167 7038 5356- | KNAVINENDHAGHE.L
5367
77 1 10426738 | -61.635 13.81 4065 5363- | K.LCGACGNFDEZDOTNOWHDSQEKFPAMEK.W | Carbamidomethyl 2, 5; Cxidation: 25
5394
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Protein 2: Keratin, type Il cytoskeletal 1 O0S=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
Accession: K2C1_HUMAN Score: 166.04
Database: SwissProt(SwissProt_57.3 fasta) MW: 66.00 kDa
Database Date:  2009-06-03 pl: 882
Sequence Coverage: 6.37 %
No. of unique Peptides: 4
Cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amz |z Rt Score | P Range |Sequence ModiMication
Cmpds. [ppmi] [min]
127 1 6333035 | -20.435| 2 15.82 Man| o I73-788 | R THAEMEFVTIE.K
238 1 6518684 | 11.045)| 2 21.44 E3. 14| O 344-355 | RLELDLDEIAEVH A
50 1 5332687 Bd4E | 2 12,458 50| O 356-364 | KAQYEDIAQE.S
67 1 5172523 | -16.082 | 2 13.35 99| O 484-492 | R TLLEGEESR M
Protein 3: Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
Accession: KA1C9_HUMAN Score: 6053
Database: SwissProt(SwissProt_57.7 fasta) MW: 62.03 kDa
Database Date:  2009-09-03 pl: 5.00
Sequence Coverage: 321%
No. of unique Peptides: 2
Cmpd. | No.of | mizmeas. | amiz |2 Rt Score | P | Range |Sequence Modifieation
Cmpds. Ippm] [min]
133 1 530.7765| 16571 2| 63| me6| D 225-233 | K.TLLDIDNTR.M
108 1 579.2530| -ve.ss1[ 2| 1508| ss5| 0 251-261 | ROGVDAMNGLR.C
Proteinbande B73
Protein 1: IlgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
Accession: FCGBP_HUMAM Score: 1103.64
Database: SwissProt{SwissProt_56 9 fasta) MW: 571.64 kDa
Database Date:  2009-03-05 pl: 503
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 411 %
No. of unique Peptides: 21
Cmpd. | Ho.of [mizmeas. | amiz | Z Rt Score | P Range |Sequance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
50 1 5472752 33795 2 1249 4314| O 473-486 | D PHYTTFDGR R
161 1 TED.3980 -1.839| 2 18.16| 114394 | D 1281- | R FAVLQENVAWGHGR.W
1304
i 1 4E9.7178 | -B547T | 2 1125 8828 D 1329- | KNTWHGYDMELL Cxidation: 38
1337
147 1 10700343 | -62.663 | 2 17.54 E5.00| 1 1329- | KNTWVHEVDMELPWVVLANGOIRLA Oxidation: 3
1348
128 1 S0 3624 279 2 1691 E332| O 1333- | K.LPVVLANGOIR.A
1346
145 1 9158819 | -77.3166 | 2 1744 | 11057 D 1349- | RLASQHGEDVWWIETDFGLALY
1365
175 2 B303416| 10796 | 2 1874 BO41| O 1366- | RAVAYDLWYYWR.W
1375
135 1 8424018 4323 3 16.35 B5.89| 1 1455- | K.YQKEEFCGLLESPTGPLESCHEL Carbamidomethyl 7, 20
1476
156 1 TO2.6671 11241 3 173 253 D 1458- | K.EEFCGLLSEPTGPLSSCHK.L Camamidomethyt 4, 17
1476
T 1 4E3.7682 TE09| 2 13380 WBIAT| O 1477- | K.LVDPQGPLE D
1435
76 1 5412932 -Bo39| 2 1421 2586 1 1477- | K.LVDPQGPLED.C
1486
i2 1 Qr2. 7949 -2 103 3BO09| O 1643- | K.OPCHEVTCRPQETCK.E Carbamidomethyl: 2, &, 14
10B.564 1657
62 1 4E1.7046 | 17143 | 2 1397 E234| D 1725- | RLGNPAVEYWVR.YW
1733
2 1 4457674 3741 2 10.78 }|A4| D 1772- | RISVTOGASK A
1780
203 1 831.3137| -36.131| 2 20.40 3815| D 1845- | RRAPGWDPLCWDECRL.G Camamidomethyt &, 12
1658
23 1 4B4 7354 | -16.567 | 2 10,81 487 O 2122- | RGEQAVSYTR.S
2130
109 1 B740735 1642 3 20.06 4486 D 2577- | RVTVPGNYYQALMCGLCGNYNGDPE.D Camamidomethy 12, 15
2599
3a 1 4108726 | 30593 3 1132 #/3T| D 3660- | D PHYTTFDGHRF
3669
16 1 430.7389 | 15188 | 2 10.50 3238 D 4174- | RUSVARGASK.A
4132
a0 1 Ti2813 | -57889 | 2 14.80 T086| D 5251- | R GATTSPGVYELSSR.C
5354
93 1 4793184 97181 2 1430 T304 D 5333 | R-TPDGSLLVR.Q
5341
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Protein 2: Calcium-activated chloride channel regulator 1 05=Homo sapiens GN=CLCA1 PE=1
sSv=2
Accession: CLCAT_HUMAN Score: 309 .54
Database: SwissProt(SwissProt_56.4 fasta) MW: 100.11 kDa
Database Date:  2009-01-19 pl: 504
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidafion Sequence Coverage: 11.38 %
No. of unique Peptides: 8
Cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz |2 Rt Score | P Range |Sequsnce Modifcation
cmpds. [ppm] [min]
123 1 642 3621 -14.6892 | 2 19.97 4378 D TE-36 | K.NWVAILIPETWE.T
43 1 4857533 -1.005| 2 1214 4388| D 144-152 | K.LAEYGPOQGRA
102 1 5482680 -394 | 2 15.34 571 D 222-230 | K.GCEFVL@ER.Q Carbamidomsathyl 2
185 1 TE20145| -71.439| 3 19,67 IT56| O 285-305 | KTTPMTTAQPPNPTFSLLOIGER.| Oxidation: 4
03 1 367 2444 29| 2 15.39 m|E| o 391-287 | RLBAFTVIR.K
152 1 B17.07ES | -31.961| 3 12.40 272 D 427-450 | K.QSGAIIHTVALGPSAAQELEELSE.M
171 1 644 9734 C38E| 2 18.45 B182| O B24-636 | R ASVTALIESWVNGK.T
v 1 6192496 | -45.593 | 2 14.24 JE2| D BE1-670 | RYFTTYDTNGRLY
Protein 3: Ig mu chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHM PE=1 SV=3
Accession: IGHM_HUMAN Score: 207.00
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW: 4928 kDa
Database Date:  2009-06-03 pl: 6.36
Modification{s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 12.61 %
Mo. of unique Peptides: 6
Cmpd. | Ho.of |mizmess. | smiz | Z Rt Score | P Rangs | Saquance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
104 1 450.7913| 500082 2 15.49 4032 D 113-120 | KVSVFVPRRLD
‘34 1 B25.3357 | 22673 2 1494 790 D 132-142 | K.LICQATGFSPR.Q Carbamidomethyt 2
63 1 4317837 | 41358 2 13.56 2384 D 178-185 | KNTSTLTIK.E
259 1 619 4625 -TEFT | 2 2368 B\ D 274-738 | R VFAIFPSFASIFLTE.S
il 1 G008232| -67.203 | 2 14 58 HO6| O J77-381 | KYWTSAPMPERQARGRY
57 1 B09.8379 | -65.024 | 2 12896 344 IT7-381 | KYWTSARPMPERQARGARY Oxidation: 7
Protein 4: Keratin, type Il cytoskeletal 1 0S=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
Accession: K2C1_HUMAN Score: a7.49
Database: SwissProt{SwissProt_57 3 fasta) MW: 66.00 kDa
Database Date:  2009-06-03 pl: 8.82
Sequence Coverage: 3.26 %
No. of unique Peptides: 2
cmpd. | Ho.of |mizmess. | amiz |2 Rt score | P Rangs | Sequance Modimeation
cmpds. [ppm] [min]
218 1 B51.3904 | 44795 2 21.37 T2EE| D 344-355 | RLELDLDSIAEVE.A
64 1 5172451 | -32.002 | 2 1332 36| O 484-492 | R TLLEGEESRA M
Protein 5: Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
Accession: KACI_HUMAN Score: /o258
Database: SwissProt{SwissProt_57.7 fasta) MW: 6203 kDa
Database Date:  2009-09-03 pl: 5.00
Sequence Coverage: 1.44 %
Mo. of unique Peptides: 1
Cmpd. | Ho.of |mizmess. | smiz | Z Rt Score | P Rangs | Saquance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
47 1 $33.2340| -36.303 | 2 12329 E209| O 155-163 | K.ETMRELNER.L
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Proteinbande B61
Protein 1: IlgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
Accession: FCGBP_HUMAM Score: 1050.36
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW 571.64 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 503
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 433%
No. of unique Peptides: 22
cmpd. | Mo.of [mizmess. | Amiz | 2| Rt score | P Rangs | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
138 1 4032386 | -57.144 | 2 1023 4032 D 905-812 | RVLYENEHR.G
233 1 961 4374 SATIT| 3 2072 T2 0 991-1017 | KVPSSYAEALCGLCGNFNGORPADDLALR G Carbamidomethyl- 10, 13
43 1 4732509 | 300627 | 2 1189 WTI| D 1082- | K.LDPQGAVRD
1089
164 1 6303458 | 17456 2 18.83 E337| D 1366- | RAVAYDLVYYVR.W
1375
29 1 5532025 | -93.142 | 2 10.82 252| 0 1679- | D PHYHSFDGR.K
1687
58 2 4617268 -E132| 2 1303 T034| D 1725 | RLGNPAVEYWVR.W
1733
(1] 1 3061857 -oFO0a| 2 1313 4356| D 1727- | NPAVEYVR.V
1733
159 1 608.3748 | 32825 3 1780 B451| 1 1754- | KVRVNGVLTALPVEVADGRL
1771
174 1 5236187 | 812344 | 3 18.53 E9.42| D 1756- | R.WNGVLTALPVEVADGR.
1771
175 1 B00.4219 -5I3E |1 18.54 M51| O 1764- | L PWSVADGR.I
177
30 1 4457137 | -63.061 | 2 10.86 B398 | D 1772- | RISVTOGASK A
1780
136 1 6033687 5139 3 1712 206 O 1789- | RVDWTLRSSYHGAVCSLCGHNMDR.N Carbamidomethyl- 14, 17
1620
122 1 6086667 | -36.431 | 3 16.49 4353 D 1789- | RVDWTLRSSYHGAVCSLCGHNMDR.N Carbamidomethyl 14, 17; Oxidation: 20
1620
218 1 B31.3400 -E495| 2 2028 E£4389| D 1845- | RRAPGWDPLCWDECRL.G Carmamidomethyt &, 12
1656
16 1 SEQ.6T16 -2 a8z 4384 D 1858- | RLGSCPTCFEDR.L Carbamidomethyl: 2, 6
102216 1666
140 1 10128745 | -70.1386 | 2 1724 3E|e3| 1 1904- | K.GCVLDWVCMGGEDRDILCK.A Carbamidomethy Z, 7, 17
1821
112 1 10209086 | -42.627 | 2 16.02 4273 1 1904- | K.GCVLDWVCMGGEDROILCK A Carbamidomethyl 2, 7, 17, Oxidation: &
1821
257 1 10754698 | -63.857 | 2 21.52 835 D 1922- | KALASYWAACDAAGWWVIEDWRLA Carbamidomethyl &
1841
45 1 SO7. 7460 | -9TE14 | 2 1138 S016| D 2078- | DPHYWTLDGHRLF
2087
k3| 1 4B4 707G | -T3EAT | 2 1091 B514| O 2122- | RGEQAVSYTR.S
2130
160 1 8003921 | 13208 | 3 1800| 178 D 2199- | RVPAAYAGELCGLCGNYNQDPADDLE A Camamidomethy 10, 13
2323
23 1 4307186 | -62.315| 2 10.53 8551| 0O 4174- | RAISVADGASH A
4132
Protein 2: Ig alpha-1 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHA1 PE=1 SV=2
Accession: IGHAT_HUMAN Score: 35170
Database: SwissProt{SwissProt_56.9.fasta) MW: 37.63 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 6.08
Modification{s): Carbamidomethyl Seqguence Coverage: 17.56 %
No. of unique Peptides: 7
Cmpd. | Ho.of |mizmeas. | amiz | Z Rt Scors 1] Rangs | Saquance ModMication
Cmpds. [ppm] [min]
124 1 7708600 -0.788 | 2 17.70 7393 0 154-168 | R.DASGVTFTWTPSSGK.S
22 1 4TOFEIT | -3B.B18 | 2 1048 4301 O 189-177 | K.2AVQEPPER.D
&7 1 BE3 3057 | -11.419| 2 1373 s494| 0 201-212 | KTFTCTAAYFESK.T Carbamidomsthyl 4
103 1 BO07.3687 | BDAS5T| 2 1565 7410 D 264-273 | RWLQGSQRELPR.E
a7 1 ST73240| 35241 | 2 1510 213 1 274-732 | REKYLTWASR.Q
108 1 4437788 | 93424 | 2 15.89 4282 0 2T6-282 | K.YLTWASR.G
57 1 4097084 B.E22| 2 12.84 3233 0 F00-306 | ROVAAEDWE B
Protein 3: Ig alpha-2 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHA2 PE=1 SV=3
Accession: IGHAZ_HUMAN Score: 31433
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW 36.50 kDa
Database Date:  2009-03-05 pl: 5.68
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage: 18.24 %
Mo. of unique Peptides: 1
Ccmpd. | No.of | mizmess. | amiz |z Rt score | P Rangs |Saquance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
127 1 TE6.8258 | -34.478 | 2 16.68 TeFT| 0 141-155 | R DASGATFTWTPSSGK.S
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Protein 4: Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRTS PE=1 SV=3
Accession: KAC9_HUMAN Score: 263.34
Database: SwissProt{SwissProt_57.7 fasta) MW: 62.03 kDa
Database Date:  2009-09-03 pl: 5.00
Modification(s): Oxidation Sequence Coverage: 1140 %
Mo. of unique Peptides: 5
Cmpd. | No.of [ mizmeas. | amiz | 2 Rt Score | P Rangs |Saquance Modfication
cmpas. [ppm] [min]
45 1 B16.7133 -1 2 1208 TEEE| D 14-29 | REGGGEEEEELGEEGEEIR.S
144 681
38 1 613.2361 | -51.593| 2 1124 E123| D 47-50 | R FSESEGYGEGEESAV
7 1 5412016 | -90.632| 2 1007 5349 D 155-163 | K.2STMQELMER.L Oxidation: 3
B4 1 4419133 40559 3 13,60 2290 1 241-250 | RIKFEMEQNLR.Q CxEidation: 5
145 1 5373399 | -50403| 3 | 1743 77| 0 | 450-472 | KEIETYHNLLEGGOIDFESSGAGH.]
Protein 5: Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
Accession: K2C1_HUMAN Score: 230.85
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW: 66.00 kDa
Database Date:  2009-06-03 pl: 882
Sequence Coverage: 6.52 %
No. of unique Peptides: 4
Cmpd. | Ho.of [ mizmeas. | amiz | 2 Rt Score | P Range |Sequence ModiMication
Ccmpds. [ppm] [min]
94 1 7353864 | -13.371| 2 1458 4319 O 200-211 | R FLEQOQNQVLATEW
252 1 B51.8833| 33.803| 2 21.32 7351 | O 344-355 | R.SLOLDSIAEVI.A
99 1 5002897 | -23.975| 2 15.34 E3.30| D J77-386 | K.YEELQITAGR.H
93 1 4E7.2913| 468214 2 1517 42385 D F36-403 | KIEISELNR.W
Protein 6: Keratin, type | cytoskeletal 17 OS=Homo sapiens GN=KRT17 PE=1 SV=2
Accession: KACIT_HUMAN Score: A5 31
Database: SwissProt{SwissProt_56.4 fasia) MW: 48 08 kDa
Database Date:  2009-01-19 pl: 482
Sequence Coverage: 34T %
Mo. of unique Peptides: 1
Cmpd. | No.of [ mizmeas. | amiz | 2 Rt Score 2] Rangs |Saquance Modfication
Ccmpds. [ppm] [min]
73 1 4042243 | 51632 2 1385 91| 0 164-170 | R LAADDFR.T
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Proteinbande B55

Protein 1: lgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGEP PE=1 SV=3
Accession: FCGBF_HUMAN Score: 192225
Database: SwissProt(SwissProt_56.9 fasta) MW: 571.64 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 503
Modification{s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 8.18 %
No. of unique Peptides: 35
Cmpd. | HNo.of |mizmess. | amiz | Z Rt Score | P Rangs | Saquance ModMcation
Cmpds. [ppm] [rmim]
251 1 G603 4754 | 17467 | 2 2259 42| O 55-70 | RLLISSLSESPASWSIL S
10 1 363.1983 2685 | 2 10.51 ¥4 D 95-102 | KAEMIGSE.]
173 1 1117 4897 | -BE.E74 | 2 1869 13465 0O 183-213 | RVTLOQPYNVAQLGSSVDLSGSE W
a0 1 §09.9087 | -56.383 | 2 1472 10058 O 214-731 | KNTASSPFVAVLEGHSCAQK H Carbamidomethyl: 15
177 2 7063765 2629| 2 1893 10737 D 263-275 | RLYDLAFVYASRATE L
M 1 (332750 | -7o.349 | 2 1206 T3GE| D I76-787 | KLTYMHEGITGER.G
263 1 1435 7130 -5E24 | 2 23.10 425 O 325-349 | R MENTYDRYLVLIPDWAAY CRATYWUE.S Carbamidomethyl: 19
133 1 &07.9119| -21.836 | 2 1716 T304| D 350-365 | K.E3VPGCEGVALVVAGTELA Carbamidomethyl: 5
a3 1 TO5.3533 -1.386 | 2 1516 4403| D 366-380 | KAISGLTIDGHAVGEAK L
222 1 Tr49449 | 12478 2 21.16 oSE4| D 403-422 | A EATTMNLGLLTFGLAK.A
56 1 6132644 -1 2 13,10 TEO5| O 423-434 | K AIGYATAADCGR.T Carbamidomethyl: 10
107 1 10639463 | 427256 | 2 15.56 B/H| 0 435-454 | R TWLSFVEFSCEGMOCAAGOR.C Carbamidomethyl- 10, 15
84 1 7315794 -3 14.44 TOT5| O 435-454 | RL-TWLSFVEFSCEGMOQCAAGOR.C Carbamidomethyl: 10, 15; Oxidation: 13
113.738
27 1 B40.7425 | -T3.549 | 2 1172 E516| D 482-473 | KAGCVAESTAVCRA Carbamidomethyt 2, 11
143 1 BE6 3785 443 2 17.52 T542| O 545-556 | RLGEVGFVLVDNGR.S
67 1 5392583 | 53674 2 1360 A50| O E70-E78 | D PHYWVSFDGR.R
40 1 6172472 -2 123 HMA3| 1 E70-E79 | D PHYVEFDGRRAF
101413
32 1 B53.9409 | -9E.E26 | 3 1199 4583 1 905-521 | RAVLVENEHRGSQTVEYTR.A
E 1 4487409 | 17004 2 9ET7 2616 O 00&-212 | V. LWVENEHR.G
5 i 3827133 57283 | 2 9F%| 3®/ES| O al7-812 | LVENEHR.G
11 1 4B 7757 | 54001 2 1068 B3| O 913-21 | RGIETVSYTR.A
307 1 10E5.7655 | 206424 | 3 2501 HIT| O Q37-064 | R EYPGOVLVDDWVLOYLPFQAAD GOWVIVFR.Q
212 1 9E1.4281 -13.39) 3 20.69 E3.30| D 9911017 | K VPSS YAEALCGLCGNFNGDPADDLALR. G Carbamidomethyt 10, 13
Fi 1 4357383 275 2 14.02 E7ES| D 1010- | D PADDLALRG
1017
134 1 113073438 | -B7.363 | 3 16.88 386 O i013- R Carbamidomethyl 23, 31
1050 | GEGRAAMALAFGHEWOEETRPGOGATERGDC!
L
111 1 BE5.3547 | -26.401 | 2 1573 ES03| D 1051- | K.LOSLVAQQLRQSK N
1062
%6 1 4332111 | -62.312 | 2 1167 4596| O 1082- | K. LOPCZGAVRE D
1089
16 1 4141653 | 13166 | 2 10.97 27EE| D 1090- | R.DCWYDR.C Carbamidomethyt 2
1095
157 1 TEO.3843 | -1E.E£2| 2 18.14 T38| D 1291- | RFAVLQENVAWGNGR.Y
1304
175 1 6303364 2555 2 18.78 E192| O 1366- | RVAYDLWYYWR.V
1375
55 1 4617538 -5375| 2 1311 E7SE| DO 1725- | RLGNPAVEYWVR.Y
1733
163 1 TEL 4166 | -34.616 | 2 18.54 SBIT| O 1756- | RAVNGVLTALPUSVADGRI
1771
229 1 1075.4562 | -TE.EO2 | 2 21.52 E286| D 1922- | KALASYWVARCQAACGVVIEDWRA Carbamidomethyt &
1841
12 1 4B£.7425 -192| 2 1073 E149| D 2122- | RGERAVIYTR.S
2130
-l 1 430.7539| 19636 | 2 10.40 4248| D 4174- | RISVAQGASK.A
4132
Protein 2: Keratin, type | cytoskeletal 10 OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6
Accession: K1C10_HUMAN Score: 25727
Database: SwissProt(SwissProt_57.11 fasta) MW: 58.79 kDa
Database Date: 2009-12-03 pl: 5.00
Sequence Coverage: 9.59 %
No. of unique Peptides: 5
Cmpd. | Ho.of |mizmeas. | amiz |2 Rt Score | P Rangs | Sequsnce Modfcation
Cmpda. [ppm] [min]
141 1 B54.3427 | -55.019| 2 17327 EA8E| D 41-59 | K. GSLGEGFESGGFEGGEFSR.G
81 1 6812930 -50.224 | 2 1438 TISE| D 166-177 | RLALEESNYELEGHK.I
B4 1 4042174 | 34611| 2 13,88 4131 o 229-235 | R LAADDFRL
1236 1 5163074 EG29| 2 16.54 420 O 253-266 | R.VLDELTLTE.A
123 1 5552542 10.183 | 2 17.07 4106 D 335-343 | K.DAEAWFNEK.S
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Protein 3: Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
Accession: K2C1_HUMAN Score: 255 .56
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW: 66.00 kDa
Database Date:  2009-06-03 pl: 8.82
Sequence Coverage: 807 %
Mo. of unique Peptides: &
Cmpd. | Ho.of (mizmeas. | smiz | Z Rt Score | P Rangs |Sequance Modfication
Cmpda._ [ppm] [min]
112 1 6333433 3325| 2 1572 HMas| 0 I73-786 | R.-THAENEFVTIK. K
75 1 BB7 3625 | 18.321| 2 1335 HMeE0| 1 I73-739 | R THAEMEFVTIKK O
51 1 50013438 -2 1232 52| 0 280-798 | K.OVDGAYRTELW
182.767
224 1 6519354 | 119.064 | 2 21.28 7441 D 344-355 | RELOLDSIIAEVE. A
100 1 580 2932 -TE81| 2 1527 Ba1d| O 377-386 | KYEELQITAGR H
58 1 5172483 | -25615| 2 1326 45| 0 484-492 | R TLLEGEESR M
Protein 4: Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
Accession: KACS_HUMAN Score: 163.03
Database: SwissProt{SwissProt_57.7 fasta) MW: 62.03 kDa
Database Date:  2009-09-03 pl: 5.00
Sequence Coverage: 5.30 %
MNo. of unique Peptides: 3
Cmpd. | Ho.of (mizmeas. | amiz | Z Rt Score 1] Rangs |Sequance Modification
Cmpds. [ppm] [min]
13 1 61320683 | -0B.583 | 2 1107 o7a96| 0O 47-59 | R FSE5SGYGRGSSRY
130 1 5308167 | S0.166| 2 16.17 3398 0 225-733 | K.TLLDIDNTR. M
a5 1 5792724 | 46093 | 2 1504 3E1| D 251-261 | RQGVDADINGLR.Q
Protein 5: Ilg alpha-2 chain C region O5=Homo sapiens GN=IGHA2 PE=1 5V=3
Accession: IGHAZ_HUMAN Score: 118.09
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW 36.50 kDa
Database Date:  2009-03-05 pl: 5.68
Sequence Coverage: 7.35%
Mo. of unique Peptides: 2
cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz |z Rt Score | P Rangs |Ssqusnce Modmcation
cmpds. [ppm] [min]
129 1 7S6.8278 | -31.636| 2 16.70 S7TEOD| D 141-155 | R DASGATFTWTRPESGE.S
109 1 6073239 669 2 1564 B3.33| 0 251-260 | RWLQGSRELPR.E
Protein 6: Ig gamma-1 chain C region O5S=Homo sapiens GN=IGHG1 PE=1 SV=1
Accession: IGHG1_HUMAMN Score: 117.05
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW: 36.08 kDa
Database Date:  2005-03-05 pl: 938
Sequence Coverage: 13.64 %
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amz |z Rt Score | P Range |Sequence ModiMication
cmpds. [ppm] [miin]
137 1 SE3A043 | -37.323 | 2 17.06 762 O 516 | K.GRPEVFPLAPSSES
219 1 6033303 | -16.656 | 3 21.04 TS| O 185-200 | RWVWEVLTVLHQDWLMGELE
202 1 037 4227 | 44841 2 20,04 =EIN 276-292 | K.TTPPVLDSDGSFFLYSKE.L
Protein 7: lg gamma-4 chain C region O5=Homo sapiens GN=IGHG4 PE=1 5V=1
Accession: IGHG4_HUMAN Score: 4783
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW: 3592 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 7.80
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage: 856%
No. of unique Peptides: 1
cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz |z Rt score | P Rangs |Sequance Modmeation
cmpds. [ppm] [min]
147 1 B44 3561 41.52| 2 17.50 2171 D 5-16 | K.GPEVFPLAPCSR.S Carbamidomethyi 10
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Proteinbande B51

Protein 1: IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBFP PE=1 SV=3
Accession: FCGBF_HUMAN Score: 1551.10
Database: SwissProt(SwissProt_56.9 fasta) MW: 57164 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 503
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 6.35 %
No. of unique Peptides: 30
Ccmpd. | Ho.of |mizmess. | Amiz | Z Rt score | P Rangs | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
143 1 §16.3967 | -45725 | 3 1985 5694 0 55-76 | R LLISSLSESPASVSILSQADNTSK.K
14 1 405.1974 | -34.143 | 2 1162 2489 0 176-183 | K.GEVTFNGE.F
124 1 7453978 5613 18.72 W58 0 193-213 | RVTLOAPYMNVAQLASSVDLSGSK.Y
L] 1 go9.9489 | 11715 | 2 14.74 T235| O 214-Z31 | KNTASSPVAVLEGHSCATK H Carbamidomethyl: 15
137 1 TDE.8978| 32761 2 18.01 434 D 263-I75 | R.YDLAFVWASZATE L
24 1 633.2549 -2 1207 Tes4| DO 2TE-ZET | KLTYNHGGITGER.G
110.638
165 1 QE3.1745| 21.291 | 3 23.14 4326 O 325-349 | RNEVTYDPYLVLIPODVAAYCPAYVVIELS Carbamidomethyl 19
107 1 8079172 | -15.376 | 2 1723 E596| O 350-365 | K.SVPGCEGVALVWALTILA Carbamidomethyl 5
v 1 TD5.3889 -2.063 | 2 15.42 Ta3Z2| D 3B6-280 | KAISGLTIDGHAVGAK L
42 1 613.2640 | -34.455 | 2 13.15 E3.03) O 423-434 | KLAIGYATAADCGR.T Carbamidomethyl 10
53 1 7315967 | -0D.093 | 3 14 46 S062) O 435-454 | R TVLEPVEPSCECGMQCAAGQR.C Carbamidomethyl 10, 15; Owddation: 13
17 1 640.7601 | -15.027 | 2 1137 E536| O 462-473 | K. AGCVAESTAVCRLA Carbamidomethyl: 3, 11
3 1 S47.2628| 11137 2 12.48 36| 0 473-486 | D PHYTTFDGR.R
E 1 B25.2832 | 36478 | 2 1134 28.09) 1 473-487 | D PHYTTFDGRALY
83 1 624.53944 4|2 15.86 TOAG| 1 524-334 | RRVSYVGELVTVR.A
103 1 545 3260 3245 | 2 1727 Bsi1| O 525-534 | RVWSYVGELVTVR.A
110 1 GES.8205 | 42676 | 2 17.42 Te4d| D 545-556 | R.GEVGFVLWVDMNGR.S
54 1 E00.3403 3.173| 2 14.11 g501) 1 557-567 | RLSRLPVSLSEGR.L
68 1 4732970 5253 2 14 68 B518| O 559-567 | R LPVELSEGR.L
15 1 5332749 -5404 | 2 1162 3265 1 563-576 | R LRVYQSGPR.A
3 1 403.7411| 73.562| 2 345 99| 0 S70-576 | RWYQSGEFR.A
T 1 4197262 | 34.549) 2 1129 200| O 673-679 | RLCGMLTE.L Carbamidomethyl Z; Cxidation: 4
30 1 5108561 | -B1.572 | 3 12 45 33E| 0 TA7-750 | R SPAMCFLECFANSRY Carbamidomethyl- 5, 9
a2 2 5133713 -0L58E | 2 16.37 | 10551| O 647-860 | R CSVONGLLGCYPDRF Carbamidomethyl 1, 10
122 1 B50.0180 | -10000& | 3 17.83 4389 1 B47-B69 | R CSVONGLLGCYFORFGTCOGEGO P Carbamidomethyl 1, 10, 18
E 1 409 7466 -4 326 | 2 10,78 ITE0| O 213-821 | RGEOTVEYTR.A
81 1 6E53689 | -5059| 2| 1576 SA66| O 1051- | K LDSLVAQGLASK N
1062
52 1 S53.78dE | 23747 | 2 1380 621 0 1063- | K.NECGILADRK.G Carbamidomethyl 2
1072
136 1 6303306 -EE39 | 2 18.82 4939 O 1366- | RLVAYDLVWYYWR.A
1375
5 1 4647636 | 41608 2 1078 4376 | O 2122- | RAG3QAVEYTR.S
2130
Protein 2: lg gamma-1 chain C region O5=Homo sapiens GN=IGHG1 PE=1 SV=1
Accession: IGHG1_HUMAN Score: 148 67
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW: 36.08 kDa
Database Date: 2009-03-05 pl: 936
Modification{s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 18.18 %
No. of unique Peptides: 5
Ccmpd. | Ho.of |mizmess. | amiz | Z Rt score | P Rangs | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
102 1 5038654 | B4.727| 2 16.98 W|IE| D 5-16 | K.GREVFPLAPSSK.S
87 1 GE1.3242 279l 2 15.98 2428 D 17-30 | K.3TSGETAALGCLVE. D Carbamidomethyl 11
47 1 425.2200 4216 | 2 13.29 HME4| D 132-138 | K.OTLMISR.T Cakdation: 4
100 1 SE1.3300| 35353 2 16.81 338 0 244-753 | K.NQWILTCLVE.G Carbamidomethyl 7
145 1 Q374271 | 30847 | 2 20.02 2443 D 275-292 | K TTPPVLDSDGEFFLYSKE.L
Protein 3: lg gamma-2 chain C region O5=Homo sapiens GN=IGHG2 PE=1 §V=2
Accession: IGHG2_HUMAN Score: 141.38
Database: SwissProt{SwissProt_56.9 fasta) MW: 3588 kDa
Database Date:  2009-03-05 pl: 8.80
Modification{s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage: 18.10 %
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amz |z Rt Score | P Range |Sequence Modimcation
Cmpds. [ppm] [min]
111 1 B443379| 13374 | Z 1746 2550 O 516 | K.GPEVFFLAPCSR.S Carbamidomethyl: 10
89 1 7123606 295| 2 1623 34| D 17-30 | R STSESTAALGCLVE.D Carbamidomethyt 11
51 1 6409514 | -50.707 | 3 13.81 mAz| 1 274-739 | REPOVY TLPRSREEMTE N Oxidation: 14
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Proteinbande B<14

Protein 1: Keratin, type Il cytoskeletal 1 0S=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
Accession: K2C1_HUMAN Score: 125803
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW 66.00 kDa
Database Date: 2009-06-03 pl: B8.82
Sequence Coverage: 3991 %
No. of unique Peptides: 20
Cmpd. | HNo.of |mizmess. | amiz | Z Rt Score | P Rangs | Saquance Modfication
Cmpds. [ppm] [rmim]
a4 1 (052649 | -62.689 | 3 1483 4735 1 13-30 | R SGEGFSSGSAGINYQRAT
230 1 QE2.5325 -6.188 | 2 18.80 IBO3I| D 158-175 | N QSLLAFLNVEIDFEIQE. W
210 1 8199214 | 14623 | 2 19.16 E9.28| 1 186-199 | KL.ELMNGFASFIDENVRLF
122 1 3615464 | 23364 | 3 1580 3TE| 1 191-199 | 2. FASFIDEVR.F
217 1 O73.4273 | 256442 | 3 19.48 4529| 1 200-223 | R FLEQQNAVLATEWELLGQVDTSTR.T
] 1 Qo7 4750 | -17.007 | 2 2147 | 108141| O 274-739 | R THNLEPYFESFINMLR R
132 1 GS0.7466 | -33.594 | 2 16.35 SE66| O 253-767 | K.NMOQDMVEDYR.N
115 1 633.3163 -E593 ) 2 15.70 E3.21| D 273-288 | R.-TNAENEFVTIK.K
67 1 BO7.3375| 46207 | 2 1396 F200) 1 273-239 | R_-TNAENEFVTIKK.D
42 1 5002002 | -52026 | 2 1291 491 O 230-7958 | K.OVDGAYMTE W
267 2 6513663 E581| 2 2131 12155| O 344-355 | RL.ELDOLDEIAEVELA
347 1 TEITTOS| 33408 3 23.84 7209) 1 344-364 | RLELDLDSIAEVEAQYEDIAQE. S
15 1 6703403 3046 | 2 1165 B034| 1 365-376 | K.SKAEAESLYQSEY
105 1 5003363 | 54565 2 1532 TI122| O 377-386 | KYEELQITAGRH
70 1 B51.7594 | -90471 | 2 14.04 B221| 1 383-403 | RMNSKIEISELNRLY
93 1 4B7.2825| 27128 2 15.09 5543 D 396-403 | KIEISELNR.V
151 1 400 6405| 43139 3 17.01 |AT| 1 396-407 | K.IEISELNRVIARL
44 1 5172604 | 36242 | 2 1313 JEA9| O 484-492 | R TLLEGEESRAM
25 1 7852521 | -BEOSE | 3 1218 BS598| O 519-549 | R
GEGEEEYEEEEEEYCEEEEEYGECEEEEGEE
G
a3 1 1104 6674 | -96.694 | 3 1275 TO23| O 550-5488 | RL
CEYGEEEEEYEEGREEYEEEEEEEGHESYE!
K]
Protein 2: Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRTS PE=1 SV=3
Accession: KA1C9_HUMAN Score: 1107.73
Database: SwissProt{SwissProt_57.7 fasta) MW: 6203 kDa
Database Date: 2009-08-03 pl: 5.00
Modification(s): Owxidation Sequence Coverage: 4061 %
MNo. of unique Peptides: 21
Cmpd. | No.of |mizmeas. | amiz | Z Rt Score ] Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
8a 1 S37.7030 -| 2 14.69 X552 O 513 | RAQFSS3YLIR.S
114.908
4 1 402 5528 1866| 3 1044 2261 1 12-29 | LSRSGEEGEGGLEGSGESIR.S
17 1 6167657 | -27.301| 2 1175 107&84| D 14-28 | RSGEEEGGELESGEIIR.S
27 1 7335851 | 78079 | 3 1223 E0T1| 1 35-50 | RFEEEGEEEGEGRFEEEESGYCEGEERV
& 1 6132536 | -23.236| 2 1082 5715 D £7-59 | RFSSSSGYGEGES5AY
24 1 5332565 S5.881( 2 1208 S27Z2| O 155-163 | K.STMQELMER.L
129 1 5307817 -E774| 2 1620 4510 D 225-733 | K.TLLODIDNTR.M
145 1 4492636 | 11EA479| 2 16.76 F4AS| D 234-240 | RMTLDDFR.
112 1 6543650 | 34455| 2 15.57 140 1 241-250 | RIKFEMEQNLR.Q
57 1 4419050 | 21045 3 13.56 2M53| 1 241-Z50 | RIKFEMEQNLR.Q (o) 5
o5 1 5792504 | -32.733 | 2 1499 TE.81 1] 251-761 | RGGVDADINGLR.
303 1 Ti7.1007 | 45432| 3 2354 255 1 251-371 | RQGVDADINGLRQVLDNLTMEK.S
130 1 S5058176| 16.258| 2 1584 E346| D 262-271 | RLOQVLDNLTMEK.S
253 1 TE7 0494 E099| 3 2081 2319 1 272-790 | K.SDLEMQYETLOEELMALKE. N
183 1 0354353 | -34432| 2 18.52 E3.45| 1 332-336 | K.TLNDMRQEYEQLIAK.N
14 1 6439812 T.354 | 3 11.57 27aE87| D 351-368 | TRIEHEVSSSGQEVRSSAKE
204 1 919.4654 | -22.782 | 2 18.86| 12435| D 375-280 | RHGVWRELEIELGSQLISKK
1680 1 983.4681 | -66.629| 2 18.02 B4.19| 1 375-281 | RHGVWRELEIELGSQLSKK.A
162 1 B373555| 31774 3 17.42 S055| D 450-472 | K. EIETYHNLLEGGQEDFESSGAGE.]
23 1 4509114 | 23.823| 3 1208 303 1 473-457 | KIGLGGREGESGESYER.G
a7 1 10749882 -3 1270 054 D S80-619 | R
102.739 GESGEEHEGEEGFEGESGEEYGGGEEASGST
=]
Protein 3: Keratin, type Il cytoskeletal 6B OS=Homo sapiens GN=KRTEB PE=1 SV=5
Accession: K2CE68_HUMAN Score: 48126
Database: SwissProt{SwissProt_57 3 fasta) MW: 60.03 kDa
Database Date: 2009-06-03 pl: 8.89
Sequence Coverage: 13.65 %
No. of unique Peptides: 7
Cmpd. | Mo.of | mizmeas. | amiz |2 Rt Boore P Rangs | Saquance Modmcation
Cmpds. [ppmi] [min]
a1 1 5137618 -4 839 2 1482 T04S| D 3140 | RSGFSSISVER.S
154 1 BED.4007 B.ESE| 2 17.08 2339 1 190-204 | KVLDTEKWTLLQEQGTE.T
150 1 60229548 | -44 237 2 1694 3143 | D 195-204 | KWTLLGEQGTE.T
232 1 743678 | 11.888)| 2 18.97 T73IZ| O 285-799 | KADTLTDEINFLR.A
268 1 G6E5.3677 | 31637 2 21.32 B835| D 327-338 | R NLDLOSIAEVE. A
362 1 B0E.7ETE 1535| 3 24 33 960 1 327-347 | R NLDLOSIAEVEAQYEEIAQR.S
40 1 5542559 | -34.631| 2 1279 4335 O 338-M47 | KAGQYEEIAQR.S
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Protein 4: Keratin, type Il cytoskeletal 6A OS=Homo sapiens GN=KRTBA PE=1 SV=3
Accession: K2C6A_HUMAN Score: 390.04
Database: SwissProt{SwissProt_56 .4 fasta) MW: 60.01 kDa
Database Date: 200%-01-19 pl: 8.89
Sequence Coverage: 10.99 %
No. of unique Peptides: 1
Ccmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz |2 Rt Score P Rangs |Saquance Modfication
Cmpds. [ppm] [min]
-9 1 5067383 -3399( 2 13,63 T183| O 31-40 | R.SGFSSVSWSR.3
Protein 5: Keratin, type | cytoskeletal 14 OS=Homo sapiens GN=KRT14 PE=1 SV=4
Accession: KAC14_HUMAM Score: 25595
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW: 51.53 kDa
Database Date:  2009-08-03 pl: 404
Sequence Coverage: 10.38 %
No. of unique Peptides: 5
Ccmpd. | HNo.of | mizmeas. | amiz |z Rt SCOre P Rangs | Sequsnce Modmcation
Cmpds. [ppm] [min]
62 1 7133244 | -3E778| 2 1377 1480( 0 42-56 | RAAPETYGGGLSVSSSR.F
56 1 5187591 | -20.593 | 2 13.55 2139] 1 147-153 | K.IRDWYQR.Q
63 2 4042171 | 33669 2 13.75 40.67| O 195-101 | R.LAADDFR.T
148 1 5152991 -2B75| 2 16.87 73s50| O 224-332 | R VLDELTLAR.A
55 1 7198532 D255 2 1351 2183 1 283-293 | RUILNEMRDQYER.M
Protein 6: Keratin, type | cytoskeletal 16 OS=Homo sapiens GN=KRT16 PE=1 SV=4
Accession: KAC16_HUMAN Score: 250.34
Database: SwissProt{SwissProt_56.4 fasta) MW: 51.24 kDa
Database Date: 2009-01-19 pl: 484
Sequence Coverage: 10.15 %
No. of unique Peptides: 1
Ccmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz | Z Rt SCOre P Rangs | Sequsnce Modmcation
Cmpds. [ppm] (min]
64 1 BEABZTS | -12.761| 2 13.88| 1MA&6| O 42-55 | RAPSTYGGEGLESVESR.F
Protein T: Keratin, type Il cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens GN=KRTS5 PE=1 SV=3
Accession: K2C5_HUMAN Score: 22249
Database: SwissProt(SwissProt_56.4 fasta) MW: 6234 kDa
Database Date: 2009-01-19 pl: 8.61
Sequence Coverage: 12.54 %
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | Ho.of |mizmeas. | amiz |z Rt Score | P Rangs |Sequsnce ModmMcation
Cmpds. [ppm] [miin]
49 1 5477689 | -50.109 | 2 1329 303 1 64-73 | R.SLYNLGGEKR.I
29 1 S562976 | 12323 | 2 15.16 3784 0 74-84 | RISISTSGGEEFRLN
100 1 Ta0_3351 -3441| 2 1516 2109| 0 560-576 | R GLGWVGFGEGEGESESVE.F
Protein 8: Keratin, type | cytoskeletal 10 0S=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6
Accession: KAC10_HUMAN Score: 194 .48
Database: SwissProt(SwissProt_57.11 fasta) MW: 58.79 kDa
Database Date: 2009-12-03 pl: 5.00
Sequence Coverage: 6.85 %
No. of unique Peptides: 2
Ccmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz | Z Rt SCOre P Rangs | Sequsnce Modmcation
Ccmpds. [ppm] [min]
158 1 B54.3322 | -67.308 | 2 1725 11663 0 41-59 | K.GELGGGFESGGFEGGEEFSR.G
45 1 6317655 | -26.441| 2 13,04 4227 0 451-464 | R_.SLLEGEGSIGEGGR.G
Protein 9: Trefoil factor 3 OS=Homo sapiens GN=TFF3 PE=1 5V=1
Accession: TFF3_HUMAN Score: 13713
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW: 8.64 kDa
Database Date: 2009-06-03 pl: 561
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage: H6.25 %
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | Ho.of | mizmeas. | amiz |z Rt Score | P Rangs |Sequsnce Modfication
Ccmpds. [ppm] [min]
o5 1 BE3.3223 -z 1500 611 0 22-37 | A EEYWELEANCCAVPAK.D Carbamidomethyl 11
112,064
30 1 5358058 D149 | 2 12.38 3658 0 40-50 | RVDCGYPHVTRELE Carbamidomethyl: 3
280 1 10E9.9704 | -46.592| 2 2212 4444) O 63-80 | RIPEVFWCFKPLQEAECTF.- Carbamidomethyl: 7. 16
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Protein 10: Hemoglobin subunit alpha 0S=Homo sapiens GN=HBA1 PE=1 5V=2

Accession: HBA_HUMAN Score: 93.66
Database: SwissProt(SwissProt_57.3 fasia) MW: 15.25 kDa
Database Date: 2009-08-03 pl: 944
Modification{s): Oxidation Sequence Coverage: 16.90 %

No. of unique Peptides: 2
Alias proteins:

Accession Name Description
HBA_FPANPA SwissProt{SwissProt_57 3 fasia) Hemoglobin subunit alpha 05=Fan paniscus GN=HBA1 PE=1 3V=2
HBA_PANTR SwissProt(SwissProt_57.3 fasia) Hemoaglohin subunit alpha OS=Fan froglodytes GN=HBA1 PE=1 SV=
2
Cmpd. | No.of |mizmeas | smiz | 2 Rt Score | P Rangs |Sequance Modfication
Cmpds. [ppm] [min]
54 1 5105618 -2I52| 3 1348 5183 D 18-32 | KVGAHAZEYGAEALER M
173 1 544 2533 -4586 | 2 17.82 4315| D 3341 | RMFLSFPTTE.T Oxidation: 1

7.2.1 Zuordnung der massenspektrometrisch identifizi erten Peptide zur
FCGBP-Primarsequenz

Im Folgenden wird die Lokalisation der durch LC-ESI-MS/MS-Analyse identifizierten
Peptide innerhalb der FCGBP-Primarsequenz (NCBI Accession NP_003881.2)
angegeben. In diesem Zusammenhang wurden die Peptide die nach tryptischen
Verdau aus den Banden B51, B55, B61, B73 und B123 (siehe Anhang 7.2) generiert
wurden, charakterisiert. Dabei werden Peptide die nur einer Lokalisation innerhalb
der FCGBP-Primarsequenz zugeordnet werden kdnnen rot gekennzeichnet, wahrend
Peptide welche mehrfach lokalisiert werden konnten in gelb angegeben werden. Die
schwarzen langen Pfeile markieren dabei potentielle Spaltstellen der
Signalpeptidase, schwarze kurze Pfeile hingegen deuten vorhergesagte
autokatalytische Spaltstellen innerhalb der GD/PHY-Sequenz an. Zusatzlich werden

die Startpositionen der repetitiven Untereinheiten R1-R13s angedeutet.

In Proteinbande B51 identifizierte Peptide

001 MGALWBWA L V\AGATLL\/A T%EASVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK AYPREEIESE

061 FESEASVEIEEABNISR<. TVRPGESVMY NI SAKAEM G SKI FQHAWWI  HSDYAI SVQA
121 LNAKPDTAEL TLLRPI QALG TEYFVLTPPG TSARNVKEFA WAGAAGASV SVTL KESHiR

181 [EfFvracov LRy COS SRS ES S SEVNVIRSCRSGRONN - o\ Ve
241 QLLPTSAWGT HYWPTLASQ SRYDIAENAICOAIREINNICERIEoRC. Q ACDVVEFEVR
301 psvetvLsaN va QuLFoT ox ARSI

361 LTV\EAVPGSE FSYAEVELGT ADM HTAEAT TNLGLLTFGL

421 SN gR .- SR

481 TTFDGRRYDM MGTCSYTM/E LCSEDDTLPA FSVEAKNEHR GSRENOEIIER -~ sHs v

541 sLTRECENNDNORSRISIVSISECRBINGSERR & | VFGL\WTYD WDCQLALSLP
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601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

ARFQDQVCGL CGNYNGDPAD DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE DGCONNCPAC

TPGRAQHYEG DREGEMBIRL DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCWGGE RLSLCRGLSA

YAQACLELG  SVGDVWREBRNICBESERANSR YEL CGPACPT SCNGAAAPSN CSGRPCVEGC
VCLPGFVASG GACVPASSCG CTFQALQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT HQVTCRDKQS

e R2
PAFRVLVENE

QVFRQGRDAV
QAANALAFGN
KL DPQGAVRD
HYEACSYGCP
GQTFYPGPGC
TTFDGRRFDF
RLEQROVWKVT
NYYQQVCGLC
Cl PSHKCPPE
LCSNI HAYVS
GCAEGCQCDS
EHSCKPGQVC
YHSFDGRKFD
GTNI SI HKDE
VTLPSSYHGA

CPTCPEDRLE

CPAGEI_ HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL VGSCGQNAAL

HRESOINGIIR./RVEARGY KVAVRREYPG QVLVDDVLQY LPFQAADGQV
VRTDFGLTVT YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP ADDLALRGGG

SWQEETRPGC
CVYDRCLLPG QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE
LSCGDLPVPG
DSL CHOQEGG

R3
MGTCVYVLAQ TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV

GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG
LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS
VNGVDMKLPV VLANGQ RAS QHGSDWVI ET DFGLRVAYDL
GNYNGDPKDD FOQKPNGSQAG NANEFGNSVE EVVPDSPCLP
LEKKYQKEEF CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCI FD
ACQAAGGHVE PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS

Pl QQCGCYHN GVYYEPEQTV LI DNCRQQCT
TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE
I——

GFLYNGQACV
QPSGG LSCV
FQGTCNYVLA TTGCPGVSTQ GLTPFTVTTK NQNRGNPAVS
| GKVRVNGVL TALPVSVADG Rl SVTQGASK ALLVADFGLQ
VOGLCGNVDR NPNNDQUFPN GTLAPSI Pl W GGSWRAPGD

QYEGPGFCGP LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC

SPCPASCPSP

KALASYVAAC QAAGVVI EDW RAQVGCE! TC PENSHYEVCG
GPCVEGOQCD AGFVLSADRC VPLNNGOGCW ANGTYHEAGS
LVCTPASCGL GEVOGLLPSG QHGOGPVSTA ECOAVGTPHY
PCHGPPLGAE NFTF\STSVANEH RGSQAVSYTR SVTLQ YNHS
PFQLDSLLHA HLSGADVWVT TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP
DLKAVGGKPA GWQVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF
GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA
SHYELCGDSC PGSCPSLSAP EGCESACREG CVCDAGFVLS
LGQTFYPGPG CDSLCRCREG GEVSCEPSSC GPHETCRPSG
YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA QTCGTRPGLH RFAVLgE(?\IVA
LRLEQRQWKYV TVNGVDMKLP WLANGQ RA SQHGSDWI E

EFWADGTCSQ
VTLDGHRFNF
LTL SARWPRK
AAYAGSL CGL
GGPDACGV! S
GAQLREVRRP
GDTCVPVGQC
GSLGCVAVGS
WGNGRVSVTR
TDFGLRVAYD

GNYYQLMCGL CGNYNGDPKD DFQKPNGSQA GNANEFGNSW EEVVPDSPCL

GCl PSEECPP ELEKKYQKEE FCGE.LSSPTG PLSSCHKLVD

PQGPLKDCI F

catepcoceK INCONONSKNECEIRBIRR o-rReCrs

LCPLSCPPHS
CVHQGTYHPP
TCQASGD*PHY
| TVQVANFTL
VYYVRVTVPG
PTPCPPGSED
LCLGGGNLSI

ALSAPPQOQD
CHAGKGWCQ
ATonvePH
YVRWTVAAL
VSYDWARVD
PLCWDECRGS
MGGGDRDI LC
APLTTPAVCE
WCRCGPGGGS
QGTCEYLLSA
LQVDGVFVTL
CGNYNQDPAD
ATDGPLAPCH
DFCPFQCPAH
GCLHDDRYYP
TTCQASGI*’H
VI TVQVANFT
LVYYVRVTVP
PPPTCPPGSE

DLCLGGGNLS
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2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741

| LCSNI HAYV SACQAAGGQV EPWRNETFCP
DGCAEGOQCD SGFLYNGQAC VPl QQCGCYH
QEHSCKPGQV CQPSGG LSC VNKDPCHGVT
HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL ATTGCPGVST
LGTNI S| HKD El GKVRVNGV LTALPVSVAD
DVTLPSSYHG AVCGLCGNVD RNPNNDQVFP
SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG PLAPGTGGPF
CKALASYVAA CQAAGWI ED WRAQVGCEI T
EGPCVEGCQC DAGFVLSADR CVPLNNGCGC
SLVCTPASCG LGEVCGLLPS GQHGCQPVST

MECPONSHYE LCADTCSLGC SALSAPLCQCP
NGAYYEPEQT VLI DNCRQQC TCHVGKVWWC

APCHGPPLGA
LPFQLDSLLH
DDLKAVGGKP
HGLVPPAQYF
HSHYEL CGDS
PLGQTFYPGP
HYTTFDGHRF
TLRLEQRQOVK
PGNYYQLMOG
AGCl PSDKCP
SI LCSNI HAY

PDGCAEGCQC

R8
ENFTVTVANE HRGSQAVSYT
AHLSGADVWV TTTSGLSLAF
AGNVGCGAQG CGECVSKPCP

QGCLLDACQV QGHPGGLCPA

CPGSCPSLSA
GCDSLCRCRE
DFMGTCVYVL
VTVNGVDVKL
L CGNYNGDPK
PELEKKYQKE
VSACQAAGGH
DSGFL YNGQA

PEGCESACRE
GGEVSCEPSS
AQTCGTRPGL
PVWLANGQ R
DDFQKPNGSQ
EFCGLLSSPT
VEPWRNETFC

CVPI QQOGCY
CVTKDPCHGV

CQEHSCKPGQ VOQPSGG LS

CRPQETCKE CLPNY EATCV\LV\GI!P
I QE Q GGV

QGLTPFT\BTZI'
GRI SVTQGAS
NGTLAPSI Pl

TTCHAHVPPE
CPENSHYEVC
WANGTYHEAG
AECQAV\GSPH
RSVTLQ YNH
DGDSFVRLRV
SPCTPEQQES
VATYVAACQA
GCVCDAGFVL
CGPHETCRPS
HRFAVLQEN%
ASQHGSDWI

AGNANEFGNS
GPLSSCHKLV

PMECPQNSHY

KNQNRGNPAV  SYVRWTVAA
KALLVADFGL QVSYDWANVRV
WGGSWRAPGW DPL CWDECRG
SFFKGCVLDV CMGGGDRDI L

GPPCPASCPS
SEFWADGTCS
YVTLDGHRFD
SLTLSARWPR
PAAYAGSLCG
FGGPDACGVI

AGAQLREVRR
SGDTCVPVGR
GGSLGCVAVG
AWGNGRVSVT
ETDFGLRVAY
V\EEVWPDSPC
DPQGPLKDCI

ELCADTCSLG

PAPLTTPAVC
QACRCGPGGG
FQGTCEYLLS
KLQVDGVFVT
LCGNYNQDPA
SATDGPLAPC
PDFCPFQCPA
CGCLHDDRYY
STTCQASGSP
RVI TVQVANF
DLVYYVRVTV
LPPPTCPPGS
FDL CLGGGNL

CSALSAPLQC

HNGVYYEPEQ TVLI DNCRQQ CTCHVEKVVV

TCRPQETCKE

QGGQGVCLPN

PHYHSFDGRK

ALGTN SI HK

VDVTLPSSYH

GSCPTCPEDR

LCKALASYVA

FDFQGTCNYV
DEI GKVRVNG
GAVCGLCG\M
LEQYEGPGFC
ACQAAGWI E

CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD
GSLVCTPASC GLGEVCGELLP
R11
SAPCHGPPLG AENFTVTVAN
ALPFQLDSLL HAHLSGADWV

LATTGCPGVS
VLTALPVSVA
DRNPNNDQVF
GPLSSGTGGP
DWRAQVGCEI

RCVPLNNGCG
SGQHGOQPVS
EHRGSQAVSY
VTTTSGLSLA

ADDLKAVGGK PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC
CHGLVPPAQY FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP
AHSHYELCGD SCPVSCPSLS APEGCESACR

TQG_TPFTI\:/{I:'LQI'KNQ\IRG\IPA
DGRl SVAQGA SKALLVADFG
PNGTLAPSI P | WGGSWRAPG
FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD
TCPENSHYEV CGPPCPASCP
COWANGTYHEA GSEFWADGTC
TAECQAV\Gdb HYVTL DGHRF
TRSVTLQ YN HSLTLSARWP
FDGDSFVRLR VPAAYAASLC
PSPCTPEQQE SFGGPDACGV
AVATYVAACQ AAGAQLGEVR
EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG

YEATQ/\LV‘EB

VSYVRWTVA
LQUVSYDWNWR
WDPL CVDECR
VCMGGGDRDI

SPAPLTTPAV
SQWCRCGPGG
DFQGTCEYLL
RKLQVDGVFV
GLCGNYNQDP
| SATDGPLAP
RPDFCPLQCP

QCGCLHDGRY

82



Anhang

4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401

YPLGEVFYPG
G HYI TLDGR
LAQGQQVTVD
RLOGLCGNFN
TAPYESNEAC
CQAAGVAVKP
FLLSQGVCI P
VKAEARNCVA
VQ CHGKTEA
RQKAGVQWAL
SPCYG

PECERRCECG PGGHVTCQEG AACGPHEECR

LEDGVQACHA

R12

VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP GDEDFSI VLE
GEAVALPVAV GRVRVTAEGR NWLQTTKGL
GAWBDDFVLP NGSAASSVET FGAAWRAPGS
GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS EYFRQCVYDL
WRTDSFCPLH CPAHSHYSI C TRTCQGSCAA
VQDOGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC
TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR GATTSPGVYE
VGQVHI FFQD GWTLTPNKG VWWNGLRVDL
GANGKVAVI V SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT

KNAAGDL QRL
RLL FDGDAHL
SKGOGEGCGP
CAQKGDKAFL
LSGLTGCTTR
SSSSGLTCQA
L SSRCPGLQN
PAEKLASVSV
NDVWHDSQEKP

TGCGRCLANG
LVTVAGQWS
LNVSI PSPFRG
QGCPVCLAEE
CRSLAAYTAA
CFEGCECDDR
AGCPPGRVCE

R13s

TI PWRVVAE
SRTPDGSLLV
AVEKVRAQDF

83



Anhang

In Proteinbande B55 identifizierte Peptide

001
061
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

MGAL VBV L V\AGATLLV& TQSVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK AYPREBIESE

BESBASUSIE sQ:oNTsKkv TVRPGESVMY NI SAKIENIIGIBR! FQHAVVI  HSDYAI SVQA
LNAKPDTAEL TLLRPI QALG TEYFVLTPPG TSARNVKEFA WAGAAGASV SVTLKGSVTF

axevpacoy LSS e
QLLPTSAWGT HYWPTLASQ SRIDEAENAICOAIREINTICERIGoRC. Q AGDVVEFEVR
PSVPLYLSAN VG QULLFGT GAl RSOV GRS IS COECUA
VAGTRAISEITIEAVEAR | TV EAVPGSE FSYAEVELGT ADM HTAERTINECEBIECE

AKA| GYATAA DCGRTVLSPV EPSCEGMQCA AGQRCOV/CES SRS o+
R1

TTFDGRRYDM MGTCSYTMWE LCSEDDTLPA FSVEAKNEHR GSRRVSYVGL VTVRAYSHSV

SLTREEVCEVIIBNGR SR P VSLSEGRLRV YQSGPRAWE LVFGLWTYD WDCQLALSLP
ARFQDQVOGL CGNYNGDPAD DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE DGOQNNCPAC
TPGQAQHYEG DRLOGM.TKL DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCWGGE RLSLCRGLSA
YAQACLELG SVGDVWRSPAN CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN CSGRPCVEGC

VCLPGFVASG GACVPASSCG CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT HQVTCRDKQS

CPAGERCSVQ NGLLGCYPDR FGTCQGSG-F DFMGTCTYLL VGSCGQNAAL
L R2

PAF VRVEARGY KVAVR- OO ORABE0U
BB croAy VRTOFALTVT YDURARVTAK SN CICENENCORIADONANRCEE
A SRR CONCATERCOCRRIIBSIVAGRIGISK =CCl L AD PKGPFRECHS

KEIDEGEARBIGBR C_ L PG QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE
HYEACSYGCP

LCPLSCPPHS

LSCGDLPVPG GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG CVHQGTYHPP

\/

QQTFYPGPGC DSLCHCQEGG LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS TCQASGDPHY

TTFDGRRFDF

RLEQROAKVT

MGTCVYVLAQ TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV | TVQVANFTL

VNGVDMVKLPV VLANGQ RAS QHGSDVVI ET DFGLRVAYDL VYYVRVTVPG

NYYQQVCGLC
Cl PSHKCPPE
LCSNI HAYVS
GCAEGCQCDS
EHSCKPGQVC
YHSFDGRKFD
GTNI SI HKDE
VTLPSSYHGA

CPTCPEDRLE

GNYNGDPKDD
LEKKYQKEEF
ACQAAGGHVE
GFLYNGQACV
QPSGG LSCV
FQGTCNYVLA
| GKVRVNGVL
VOGLCGNMVDR

QYEGPGFCGP

FQKPNGSQAG NANEFGNSVE EVVPDSPCLP
CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCI FD
PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS
Pl QQCGCYHN GVYYEPEQTV LI DNCRQQCT
TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE
TTC—I:PGVSTIQ_GL.-'I'PF'IR\?TTK NONRGNPAVS
TALPVSVADG Rl SVTQGASK ALLVADFGLQ
NPNNDQVFPN GTLAPSI Pl W GGSWRAPGWD

LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC

KALASYVAAC QAAGVWVI EDW RAQVGCEI TC PENSHYEVCG SPCPASCPSP

PTPCPPGSED
LCLGGGALSI

ALSAPPQOQD
CHAGKGWCQ
ATonvePH
YVRWTVAAL
VSYDWAWRVD
PLCWDECRGS
MGGGDRDI LC

APLTTPAVCE
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Anhang

1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

GPCVEGCQCD AGFVLSADRC VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGES

LVCTPASCGE. GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAV‘G’DHY VTLDGHRFNF

R5
PCHGPPLGAE NFTVTVANEH
PFQLDSLLHA HLSGADVWT

RGSQAVSYTR SVTLQ YNHS LTLSARWPRK

TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL

DLKAVGEKPA GMVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVI S

GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP

SHYELCGDSC PGSCPSLSAP
LGQTFYPGPG CDSLCRCREG
YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA
LRLEQRQVKYV TVNGVDVKLP
GNYYQLMCGL  CGNYNGDPKD
GCl PSEECPP ELEKKYQKEE
| LCSNI HAYV SACQAAGGQV
DGCAEGCQCD  SGFLYNGQAC
QEHSCKPGQV CQPSGG LSC
HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL
LGTNI SI HKD El GKVRVNGV
DVTLPSSYHG AVCGLCGNVD
SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG
CKALASYVAA CQAAGWI ED
EGPCVEGCQC DAGFVLSADR
SLVCTPASCG LGEVCGLLPS
APCHGPPLGA ENFT\BTSVANE
LPFQLDSLLH AHLSGADVWV
DDLKAVGGKP AGAMQVGGAQG
HGLVPPAQYF QGCLLDACQV
HSHYELCGDS CPGSCPSLSA
PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE
HYTTFDGHRF DFMGTCVYVL
TLRLEQRQAK VTVNGVDMKL
PGNYYQLMOG LCGNYNGDPK
AGCI PSDKCP PELEKKYQKE
SI LCSNI HAY VSACQAAGGH
PDGCAEGCQC DSGFL YNGQA
OCQEHSCKPGQ VOQPSGG LS

EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC

GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS
L—— RG

QTCGTRPGLH
WLANGQ RA
DFQKPNGSQA
FCGLLSSPTG
EPWRNETFCP
VPI QQCGCYH
VNKDPCHGVT
ATTGCPGVST
LTALPVSVAD
RNPNNDQVFP
PLAPGTGGPF
W\RAQVGCE! T
CVPLNNGCGC
GQHGOQPVST
HRGSQAVSYT
TTTSGLSLAF
CGECVSKPCP
QGHPGGLCPA
PEGCESACRE
GGEVSCEPSS
AQTCGTRPGL
PVWLANGQ R
DDFQKPNGSQ
EFCGLLSSPT
VEPWRNETFC
CVPI QQCGCY
CVTKDPCHGV

RFAVLQENVA WGNGRVSVTR
SQHGSDWVI E TDFGLRVAYD
GNANEFGNSW EEVVPDSPCL
PLSSCHKLVD PQGPLKDCI F
MECPONSHYE LCADTCSLGC

NGAYYEPEQT VLI DNCRQQC
CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY

QG_TPFT\IIQTZI'
GRI SVTQGAS
NGTLAPS! Pl

TTCHAHVPPE
CPENSHYEVC
WANGTYHEAG
AECQAV\GBPH
RSVTLQ YNH
DGDSFVRLRV
SPCTPEQQES
VATYVAACQA
GCVCDAGFVL
s
HRFAVL QENV
ASQHGSDWVI

AGNANEFGNS
GPLSSCHKLV
PMECPQNSHY

KNQNRGNPAV

KALLVADFGL

QGTCEYLLSA
LQVDGVFVTL
CGNYNQDPAD
ATDGPLAPCH
DFCPFQCPAH
GCLHDDRYYP
TTogasa¥H
VI TVQUANET
LVYYVRVTVP
PPPTCPPGSE
DLCLGGGNLS
SALSAPLQCP
TCHVGKVWV/C
eATOn vl
SYVRWTVAA

QVSYDWNVIRV

WGGSWRAPGW DPL CWDECRG

SFFKGCVLDV
GPPCPASCPS
SEFWADGTCS
YVTLDGHRFD
SLTLSARWPR
PAAYAGSLCG
FGGPDACGVI

AGAQLREVRR
SGDTCVPVEQ
GGSLGCVAVG
AWGNGRVSVT
ETDFGLRVAY
WEEVWPDSPC
DPQGPLKDCI

ELCADTCSLG

CMGGGDRDI L
PAPLTTPAVC
QACRCGPGGG
FQGTCEYLLS
KLQVDGVFVT
LCGNYNQDPA
SATDGPLAPC
PDFCPFQCPA
CGCLHDDRYY
STTCQASGSP
RVI TVQVANF
DLVYYVRVTV
LPPPTCPPGS
FDL CLGGGNL
CSALSAPLQC

HNGVYYEPEQ TVLI DNCRQQ CTCHV&KVWV

TCRPQETCKE

QGGQGVCLPN

R10

YEATCV\LV‘GX

85



Anhang

4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401

PHYHSFDGRK

ALGTNI SI HK

VDVTLPSSYH

GSCPTCPEDR

LCKALASYVA

FDFQGTCNYV LATTGCPGVS
DEI GKVRVNG VL TALPVSVA
GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF
LEQVEGPGFC GPLSSGTGGP
ACQAAGWI E DWRAQVGCEI

TQALTPFTVT TKNCQNRGNPA
DGRl SVAQGA SKALLVADFG
PNGTLAPSI P | WGGSWRAPG
FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD
TCPENSHYEV CGPPCPASCP

CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC

GSLVCTPASC
SAPCHGPPLG
ALPFQLDSLL
ADDL KAVGGK
CHGLVPPAQY
AHSHYELCGD
YPLGEVFYPG
G HYI TLDGR
LAQGQQVTVD
RLCGLCGNFN
TAPYESNEAC
CQAAGVAVKP
FLLSQGVCI P
VKAEARNCWA
VQ CHGKTEA
RQKAGVQWAL
SPCYG

GLGEVCGLLP SGQHGOQPVS
AENFTF\jTlleN EHRGSQAVSY
HAHLSGADW VTTTSGLSLA
PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC
FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP
SCPVSCPSLS APEGCESACR
PECERRCECG PGGHVTCQEG
VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP
GEAVALPVAV GRVRVTAEGR
GAWBDDFVLP NGSAASSVET
GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS
WRTDSFCPLH CPAHSHYSI C
VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL
TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR
VGQVH FFQD GWTLTPNKG

GANGKVAVI V. SNDHAGKLCG

TAECQMVEY® HYWTLDGHRE
TRSVTLQ YN HSLTLSARWP
FDGDSFVRLR VPAAYAASLC
PSPCTPEQQE SFGGPDACGV
AVATYVAACQ AAGAQLGEVR
EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG
AACGPHEECR LEDGVQACHA
GDEDFS| VL§1K21\|AAG1QRL

NWLQITKG. RLLFDGDAHL

FGAAVRAPGS
EYFRQCVYDL
TRTCQGSCAA
TSDCSERCSC
GATTSPGVYE

VW/NGLRVDL

ACGNFDGDQT

SKGOGEGCGP
CAQKGDKAFL
LSGLTGCTTR
SSSSGLTCQA
LSSRCPGLQN
PAEKLASVSV

NDWHDSQEKP

VSYVRWTVA
LQVSYDWAMR
V\DPLCWDECR
VCMGGGDRDI
SPAPLTTPAV
SQWCRCGPGG
DFQGTCEYLL
RKLQVDGVFV
GLCGNYNQDP
| SATDGPLAP
RPDFCPLQCP
QCGCLHDGRY
TGCGRCLANG
LVTVAGOWS
LNMSI PSPFRG
QGCPVCLAEE
CRSLAAYTAA
CFEGCECDDR
AGCPPGRVCE
L
TI PAWWRWAE
SRTPDGSLLV

AVEKVIRAQDF

R13s

86



Anhang

In Proteinbande B61 identifizierte Peptide

001
061
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

MGALVBVA L V\AGATLLVA
SESPASVSI L SQADNTSKKV
LNAKPDTAEL TLLRPI QALG
NGKFYPAGDV LRVTLQPYNV
QLLPTSAWGT HYWWPTLASQ
PSWPLYLSAN VG QVLLFGT
VAQTKAI SGL Tl DGHAVGAK
AKAI GYATAA DCGRTVLSPV
TTFDGRRYDM MGTCSYTMVE
SLTRGEVGFV LVDNQRSRLP
ARFQDQVCGL CGNYNGDPAD
TPGQAQHYEG DRLCGM.TKL
YAQACLELG SVGDWRSPAN

VCLPGFVASG GACVPASSCG

CPAGERCFS{\éQ NGLLGCYPDR

PAF
QVFRQGRDAV
QAANALAFGN
KLDPQGAVRD
HYEACSYGCP
GQTFYPGPGC
TTFDGRRFDF
RLEQROVWKVT
NYYQQVCGLC
Cl PSHKCPPE
LCSNI HAYVS
GCAEGCQCDS
EHSCKPGQVC
YHSFDGRKFD
GTNI SI HKDE
VTLPSSYHGA

CPTCPEDRLE

QTVSYT
VRTDFGLTVT
SWQEETRPGC
CVYDRCLLPG
LSCGDLPVPG
DSL CHCQEGG
MGTCVYVLAQ
VNGVDVKLPV
GNYNGDPKDD
LEKKYQKEEF
ACQAAGGHVE
GFLYNGQACV
QPSGG LSCV
FQGTCNYVLA
| GKVRVNGVL
VOGLCGNMVDR

QYEGPGFCGP

T%EiSVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK
TVRPGESVMV NI SAKAEM G SKI FQHAWVI
TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VWAGAAGASV
AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ
SRYDLAFWA SQATKLTYNH GG TGSRGLQ
GAI RNEVTYD PYLVLI PDVA AYCPAYWKS
LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADM HTAEAT
EPSCEGMQCA AGGROQW/GG KAGCVAESTA
LCSEDDTLPA FSVE?KNEHR GSRRVSYVGL
VSLSEGRLRV YQSGPRAWE LVFGLWTYD
DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE
DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCVWGGE
CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN
CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT
FGTOQBSG&’ HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL
RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY

AYPRLLI SSL
HSDYAI SVQA
SVTLKGSVTF
KHTTCNHWWE
AGDWEFEVR
VPGCEGVALV
TNLGLLTFGL
VCRAQGD*PHY
VTVRAYSHSV
WDCQLALSLP

DGCONNCPAC
RLSLCRGLSA

CSGRPCVEGC
HQVTCRDKQS
VGSCGQNAAL
L PFQAADGQV

vowarvTAK [ ECCRCNENCRRIBOIAIR -

GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECG LAD
QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE
GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG
LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS
TCGTRPGLHR FAVLgé%NVAW GNGRVSVTRV
VLANGQ RAS QHGSDWI ET DFGLRVAYDL
FQKPNGSQAG NANEFGNSVE EVVPDSPCLP
CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCI FD
PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS
Pl QQCGCYHN GVYYEPEQTV LI DNCRQQCT
TKDPCHGVTIC;RE_QETEZEQG GQGVCLPNYE
TTGCPGVSTQ GLTPFTVTTK NQNRGNPAVS
TALPVSVADG Rl SVTQGASK ALLVADFGLQ
NPNNDQVFPN GTLAPSI Pl W GGSWRAPGWD

LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC

KALASYVAAC QAAGVYVI EDW RAQVGCEI TC PENSHYEVCG SPCPASCPSP

PKGPFRECHS
LCPLSCPPHS
CVHQGTYHPP
TCQASGJ*PHY
| TVQVANFTL
VYYVRVTVPG
PTPCPPGSED
LCLGGGNLS

ALSAPPQCQD
CHAGKGWCQ
ATonvePH
YVRWTVAAL
VSYDWNVRVD
PLCOWDECRGS
MGGGDRDI LC

APLTTPAVCE

87



Anhang

1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

GPCVEGCQCD AGFVLSADRC VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGES

LVCTPASCGE. GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAV‘G’DHY VTLDGHRFNF

R5
PCHGPPLGAE NFTVTVANEH
PFQLDSLLHA HLSGADVWT

RGSQAVSYTR SVTLQ YNHS LTLSARWPRK

TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL

DLKAVGEKPA GMVGGAQGC GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVI S

GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP

SHYELCGDSC PGSCPSLSAP
LGQTFYPGPG CDSLCRCREG
YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA
LRLEQRQVKYV TVNGVDVKLP
GNYYQLMCGL  CGNYNGDPKD
GCl PSEECPP ELEKKYQKEE
| LCSNI HAYV SACQAAGGQV
DGCAEGCQCD  SGFLYNGQAC
QEHSCKPGQV CQPSGG LSC
HYHSFDGRKF DFQGTCNYVL
LGTNI SI HKD El GKVRVNGV
DVTLPSSYHG AVCGLCGNVD
SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG
CKALASYVAA CQAAGWI ED
EGPCVEGCQC DAGFVLSADR
SLVCTPASCG LGEVCGLLPS
APCHGPPLGA ENFT\BTSVANE
LPFQLDSLLH AHLSGADVWV
DDLKAVGGKP AGWQVGGAQG
HGLVPPAQYF QGCLLDACQV
HSHYELCGDS CPGSCPSLSA
PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE
HYTTFDGHRF DFMGTCVYVL
TLRLEQRQAK VTVNGVDMKL
PGNYYQLMOG LCGNYNGDPK
AGCI PSDKCP PELEKKYQKE
SI LCSNI HAY VSACQAAGGH
PDGCAEGCQC DSGFL YNGQA
OCQEHSCKPGQ VOQPSGG LS

EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC

GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS

QTCGTRPGLH
WLANGQ RA
DFQKPNGSQA
FCGLLSSPTG
EPWRNETFCP
VPI QQCGCYH
VNKDPCHGVT
ATTGCPGVST
LTALPVSVAD
RNPNNDQVFP
PLAPGTGGPF
W\RAQVGCE! T
CVPLNNGCGC
GQHGOQPVST
HRGSQAVSYT
TTTSGLSLAF
CGECVSKPCP
QGHPGGLCPA
PEGCESACRE
GGEVSCEPSS
AQTCGTRPGL
PVWLANGQ R
DDFQKPNGSQ
EFCGLLSSPT
VEPWRNETFC
CVPI QQCGCY
CVTKDPCHGV

RFAVL(FJQE(?\IVA WGNGRVSVTR
SQHGSDWVI E TDFGLRVAYD
GNANEFGNSW EEVVPDSPCL
PLSSCHKLVD PQGPLKDCI F
MECPONSHYE LCADTCSLGC

NGAYYEPEQT VLI DNCRQQC
CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY

QG_TPFT\IIQTZI'
GRI SVTQGAS
NGTLAPS! Pl

TTCHAHVPPE
CPENSHYEVC
WANGTYHEAG
AECQAV\GBPH
RSVTLQ YNH
DGDSFVRLRV
SPCTPEQQES
VATYVAACQA
GCVCDAGFVL
CGPHETCRPS
HRFAVLQERN%
ASQHGSDWVI

AGNANEFGNS
GPLSSCHKLV
PMECPQNSHY

KNQNRGNPAV

KALLVADFGL

QGTCEYLLSA
LQVDGVFVTL
CGNYNQDPAD
ATDGPLAPCH
DFCPFQCPAH
GCLHDDRYYP
TTogasa¥H
VI TVQUANET
LVYYVRVTVP
PPPTCPPGSE
DLCLGGGNLS
SALSAPLQCP
TCHVGKVWV/C
EATOn vl
SYVRWTVAA

QVSYDWNVIRV

WGGSWRAPGW DPL CWDECRG

SFFKGCVLDV
GPPCPASCPS
SEFWADGTCS
YVTLDGHRFD
SLTLSARWPR
PAAYAGSLCG
FGGPDACGVI

AGAQLREVRR
SGDTCVPVEQ
GGSLGCVAVG
AWGNGRVSVT
ETDFGLRVAY
WEEVWPDSPC
DPQGPLKDCI

ELCADTCSLG

CMGGGDRDI L
PAPLTTPAVC
QACRCGPGGG
FQGTCEYLLS
KLQVDGVFVT
LCGNYNQDPA
SATDGPLAPC
PDFCPFQCPA
CGCLHDDRYY
STTCQASGSP
RVI TVQVANF
DLVYYVRVTV
LPPPTCPPGS
FDL CLGGGNL
CSALSAPLQC

HNGVYYEPEQ TVLI DNCRQQ CTCHV&KVWV

TCRPQETCKE

QGGQGVCLPN

R10

YEATCV\LV‘GX

88



Anhang

4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401

PHYHSFDGRK FDFQGTCNYV LATTGCPGVS TQGLTPFTVT TKNQNRGNPA

ALGTN si K D! NGNS URIBCRISURGERISR / | \/A0FG

VDVTLPSSYH GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF PNGTLAPSI P | WGGSWRAPG

GSCPTCPEDR LEQYEGPGFC GPLSSGIGGP FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD

LCKALASYVA

ACQAAGWI E DWRAQVGCEI TCPENSHYEV

CGPPCPASCP

CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC

GSLVCTPASC GLGEVCGLLP SGQHGCQPVS TAECQAV‘GI*’ HYVTLDGHRF

R11
SAPCHGPPLG AENFTVTVAN EHRGSQAVSY TRSVTLQ YN HSLTLSARW

ALPFQLDSLL
ADDL KAVGGK
CHGLVPPAQY
AHSHYELCGD
YPLGEVFYPG
G HYI TLDGR
LAQGQQVTVD
RLCGLCGNFN
TAPYESNEAC
CQAAGVAVKP
FLLSQGVCI P
VKAEARNCWA
VQ CHGKTEA
RQKAGVQWAL
SPCYG

HAHLSGADW VTTTSGLSLA FDGDSFVRLR
PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC PSPCTPEQQE

VPAAYAASLC

SFGGPDACGY

FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP AVATYVAACQ AAGAQLGEVR

SCPVSCPSLS APEGCESACR EGCVCDAGRV

PECERRCECG PGGHVTCQEG AACGPHEECR

LSGDTCVPVG
LEDGVQACHA

R12

VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP GDEDFSI VLE
GEAVALPVAV GRVRVTAEGR NWLQTTKGL
GNWBDDFVLP NGSAASSVET FGAAVRAPGS
GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS EYFRQCVYDL
WRTDSFCPLH CPAHSHYSI C TRTCQGSCAA
VQDOGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC
TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR GATTSPGVYE
VGQVHI FFQD GWTLTPNKG VWWNGLRVDL

GANGKVAVI V' SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT

KNAAGDL QRL
RLL FDGDAHL
SKGOGEGCGP
CAQKGDKAFL
LSGLTGCTTR
SSSSGLTCQA
LSSRCPGLQN
PAEKLASVSV

NDWHDSQEKP

VSYVRWTVA
LQVSYDWAMR
W\DPLCWDECR
VCMGGGDRDI
SPAPLTTPAV
SQWCRCGPGG
DFQGTCEYLL
RKLQVDGVFV
GLCGNYNQDP
| SATDGPLAP
RPDFCPLQCP
QCGCLHDGRY
TGCGRCLANG
LVTVAGOWS
LNMSI PSPFRG
QGCPVCLAEE
CRSLAAYTAA
CFEGCECDDR
AGCPPGRVCE
L
TI PAWWRWAE
SRTPDGSLLV

AVEKVIRAQDF

R13s

89



Anhang

In Proteinbande B73 identifizierte Peptide

001
061
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

MGALVBVA L
SESPASVSI L
LNAKPDTAEL
NGKFYPAGDV
QLLPTSAWGT
PSWPL YLSAN
VAQTKAI SGL
AKAI GYATAA
TTFDGRRYDM
SLTRGEVGFV
ARFQDQVCGL
TPGQAQHYEG
YAQACLELG

VCLPGFVASG
CPAGERCSVQ
PAF RVLV|I§I\%E
QVFRQGRDAV
QAANALAFGN
KL DPQGAVRD
HYEACSYGCP
GQTFYPGPGC
TTFDGRRFDF
RLEQROVWKVT
NYYQQVCGLC
Cl PSHKCPPE
LCSNI HAYVS
GCAEGCQCDS
EHSCKPGQVC
YHSFDGRKFD
GTNI SI HKDE
VTLPSSYHGA

CPTCPEDRLE

WAGATL LVA

SQADNTSKKV
TLLRPI QALG
LRVTLQPYNV
HYVWPTLASQ
VG QVLLFGT
TI DGHAVGAK
DCGRTVLSPV
MGTCSYTMWE
LVDNQRSRLP
CGNYNGDPAD
DRLCGMLTKL
SVGDWRSPAN
GACVPASSCG
NGLLGCYPDR
HRGSQTVSYT
VRTDEGLTVT
SWOEETRPGC
CVYDRCLLPG
LSCGDLPVPG
DSL CHOQEGG
MGTCVYVLAQ
VNGVDVKLPV
GNYNGDPKDD
LEKKYQKEEF
ACQAAGGHVE
GFLYNGQACV
QPSGA LScv
FQGTCNYVLA
| GKVRVNGVL
VOGLCGNMDR

QYEGPGFCGP

T%E/}SVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK
TVRPGESVMWY NI SAKAEM G SKI FQHAWI
TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VWAGAAGASV
AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ
SRYDLAFWA SQATKLTYNH GG TGSRGLQ
GAI RNEVTYD PYLVLI PDVA AYCPAYWKS
LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADM HTAEAT
EPSCEGMICA AGQRODWGG KAGCVAESTA
LCSEDDTLPA FSVE?KNEHR GSRRVSYVGL
VSLSEGRLRV YQSGPRAWE LVFGLWTYD
DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE
DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCWGGE
CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN
CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT
FGTOQ%G&’ HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL
RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY
YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP
GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECG LAD
QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE
GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG
LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS
adiing <4
TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV
VLANGQ RAS QHGSDWI ET DFGLRVAYDL
FQKPNGSQAG NANEFGNSVE EVVPDSPCLP
CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDC! FD
PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS
Pl QQCGCYHN GVYYEPEQTV LI DNCRQQCT
TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE
TTGCPGVSTIQ_G_-;'PF?&TTK NONRGNPAVS
TALPVSVADG Rl SVTQGASK ALLVADFGLQ
NPNNDQVFPN GTLAPSI Pl W GGSWRAPGWD

LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC

KALASYVAAC QAAGVYVI EDW RAQVGCEI TC PENSHYEVCG SPCPASCPSP

AYPRLLI SSL
HSDYAI SVQA
SVTLKGSVTF
KHTTCNHWWE
AGDWEFEVR
VPGCEGVALV
TNLGLLTFGL
VCRAQGD*PHY
VTVRAYSHSV
WDCQLALSLP

DGCQNNCPAC
RLSLCRGLSA
CSGRPCVEGC
HQVTCRDKQS
VGSCGQNAAL
L PFQAADGQV
ADDLALRGGG
PKGPFRECHS
LCPLSCPPHS
CVHQGTYHPP
TCQASGJ*PHY
| TVQVANFTL
VYYVRVTVPG
PTPCPPGSED
LCLGGGALSI

ALSAPPQOQD
CHAGKGWCQ
ATonvePH
YVRWTVAAL
VSYDWAWRVD
PLCWDECRGS
MGGGDRDI LC
APLTTPAVCE

90



Anhang

1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

GPCVEGCQCD AGFVLSADRC

VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGES

LVCTPASCGE. GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAV‘G’DHY VTLDGHRFNF

R5
PCHGPPLGAE NFTVTVANEH
PFQLDSLLHA HLSGADVWT
DLKAVGGKPA GAMQVGGAQGC

RGSQAVSYTR SVTLQ YNHS LTLSARWPRK

TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL

GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVI S

GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP

SHYELCGDSC PGSCPSLSAP
LGQTFYPGPG CDSLCRCREG
YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA
LRLEQRQAKV TVNGVDVKLP
GNYYQLMCGL  CGNYNGDPKD
GOl PSEECPP ELEKKYQKEE
| LCSNI HAYV SACQAAGGQV
DGCAEGOQCD SGFLYNGQAC
QEHSCKPGQV CQPSGG LSC
HYHSFDGRKF  DFQGTCNYVL
LGTNI S| HKD El GKVRVNGV
DVTLPSSYHG AVOGLCGNVD
SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG
CKALASYVAA CQAAGWI ED
EGPCVEGOQC DAGFVLSADR
SLVCTPASCG LGEVCGLLPS
APCHGPPLGA ENFTUTVANE
LPFQLDSLLH AHLSGADVWV
DDLKAVGGKP AGAQVGGAQG
HGLVPPAQYF QGCLLDACQV
HSHYELOGDS CPGSCPSLSA
PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE
BEBER- or\vcrovvwL
TLRLEQRQWK VTVNGVDKL
PGNYYQLMCG LCGNYNGDPK
AGCI PSDKCP PELEKKYQKE
SI LCSNI HAY VSACQAAGGH
PDGCAEGOQC DSGFL YNGQA
CQEHSCKPGQ VOQPSGA LS

EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC

GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS
L—= RG6

QTCGTRPGLH
VWLANGQ RA
DFQKPNGSQA
FCGLLSSPTG
EPWRNETFCP
VPI QQCGCYH
VNKDPCHGVT
ATTGCPGVST
LTALPVSVAD
RNPNNDQVFP
PLAPGTGGPF
W\RAQVGCE! T
CVPLNNGCGC
GQHGOQPVST
HRGSQAVSYT
TTTSGLSLAF
CGECVSKPCP
QGHPGGLCPA
PEGCESACRE
GGEVSCEPSS
AQTCGTRPGL
PVWLANGQ R
DDFQKPNGSQ
EFCGLLSSPT
VEPWRNETFC
CVPI QQCGCY
CVTKDPCHGV

RFAVLQENVA WGNGRVSVTR
SQHGSDWI E TDFGLRVAYD
GNANEFGNSW EEVVPDSPCL
PLSSCHKLVD PQGPLKDCI F
MECPQNSHYE LCADTCSLGC
NGAYYEPEQT VLI DNCRQQC
CEETCKEQ GGQGVCLPNY

QG_TPFT\IIQTZI'
GRI SVTQGAS
NGTLAPS! Pl

TTCHAHVPPE
CPENSHYEVC
WANGTYHEAG
AECQAV\GBPH
RSVTLQ YNH
DGDSFVRLRV
SPCTPEQQES
VATYVAACQA
GCVCDAGFVL
s
HRFAVL QENV
ASQHGSDWVI

AGNANEFGNS
GPLSSCHKLV
PMECPQNSHY

KNQNRGNPAV

KALLVADFGL

QGTCEYLLSA
LQVDGVFVTL
CGNYNQDPAD
ATDGPLAPCH
DFCPFQCPAH
GCLHDDRYYP
TTogasa¥H
VI TVQUANET
LVYYVRVTVP
PPPTCPPGSE
DLCLGGGNLS
SALSAPLQCP
TCHVGKVWV/C
eaTOn vl
SYVRWTVAA

QVSYDWNVIRV

WGGSWRAPGW DPL CWDECRG

SFFKGCVLDV
GPPCPASCPS
SEFWADGTCS
YVTLDGHRFD
SLTLSARWPR
PAAYAGSLCG
FGGPDACGVI

AGAQLREVRR
SGDTCVPVEQ
GGSLGCVAVG
AWGNGRVSVT
ETDFGLRVAY
WEEVWPDSPC
DPQGPLKDCI

ELCADTCSLG

CMGGGDRDI L
PAPLTTPAVC
QACRCGPGGG
FQGTCEYLLS
KLQVDGVFVT
LCGNYNQDPA
SATDGPLAPC
PDFCPFQCPA
CGCLHDDRYY
STTCQASGI*
RVI TVQVANF
DLVYYVRVTV
LPPPTCPPGS
FDL CLGGGNL
CSALSAPLQC

HNGVYYEPEQ TVLI DNCRQQ CTCHV&KVWV

TCRPQETCKE

QGGQGVCLPN

R10

YEATCV\LV‘GX

91



Anhang

4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401

PHYHSFDGRK

ALGTNI SI HK

VDVTLPSSYH

GSCPTCPEDR

LCKALASYVA

FDFQGTCNYV LATTGCPGVS
DEI GKVRVNG VL TALPVSVA
GAVCGLCGNM DRNPNNDQVF
LEQVEGPGFC GPLSSGTGGP
ACQAAGWI E DWRAQVGCEI

TQALTPFTVT TKNCQNRGNPA
DGRl SVAQGA SKALLVADFG
PNGTLAPSI P | WGGSWRAPG
FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD
TCPENSHYEV CGPPCPASCP

CEGPCVEGCQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC

GSLVCTPASC
SAPCHGPPLG
ALPFQLDSLL
ADDL KAVGCEK
CHGLVPPAQY
AHSHYELCCD
YPLGEVFYPG
d HYI TLDGR
LAQGQQVTVD
RLCGLCGNFN
TAPYESNEAC
CQAAGVAVKP
FLLSQGVCI P
VKAEARNCWA
VQ CHGKTEA
e

SPCYG

GLGEVCGLLP SGQHGOQPVS
AENFTF\iTlleN EHRGSQAVSY
HAHLSGADW VTTTSGLSLA
PAGWQVGGAQ GCGECVSKPC
FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP
SCPVSCPSLS APEGCESACR
PECERRCECG PGGHVTCQEG
VYDLHGSCSY VLAQVCHPKP
GEAVALPVAV GRVRVTAEGR
GAWBDDFVLP NGSAASSVET
GQLRNPQGPF ATCQAVLSPS
WRTDSFCPLH CPAHSHYSI C
VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL
TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR
VGQVH FFQD GWTLTPNKG

GANGKVAVI V. SNDHAGKLCG

TAECQAV\Gdb HYVTLDGHRF
TRSVTLQ YN HSLTLSARWP
FDGDSFVRLR VPAAYAASLC
PSPCTPEQQE SFGGPDACGV
AVATYVAACQ AAGAQLGEWR
EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG
AACGPHEECR LEDGVQACHA
GDEDFSI VL§1K21\|AAGJLQRL
NWVLQTTKGL RLLFDGDAHL
FGAAWRAPGS SKGCGEGCGP
EYFRQCVYDL CAQKGDKAFL
TRTCQGSCAA LSGLTGCTTR
TSDCSERCSC SSSSGLTCQA
SRS o
VWNGLRVDL PAEKLASVSV

ACGNFDGDQT NDWHDSQEKP

VSYVRWTVA
LQVSYDVWAMR
W\DPLCWDECR
VCMGGGDRDI

SPAPLTTPAV
SQWCRCGPGG
DFQGTCEYLL
RKLQVDGVFV
GLCGNYNQDP
| SATDGPLAP
RPDFCPLQCP
QCGCLHDGRY
TGCGRCLANG
LVTVAGOWS
LNMSI PSPFRG
QGCPVCLAEE
CRSLAAYTAA
CFEGCECDDR
AGCPPGRVCE

I——
Tl PWRVWAE

SRTPDGSLLV

AVEKVIRAQDF

R13s

92



Anhang

In Proteinbande B123 identifizierte Peptide

001
061
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

MGALVBVA L
SESPASVSI L
LNAKPDTAEL
NGKFYPAGDV
QLLPTSAWGT
PSWPL YLSAN
VAQTKAI SGL
AKAI GYATAA
TTFDGRRYDM
SLTRGEVGFV
ARFQDQVCGL
TPGQAQHYEG
YAQACLELG

VCLPGFVASG
CPAGERCSVQ
PAF RVLV|I§I\%E
QVFRQGRDAV
QAANALAFGN
KL DPQGAVRD
HYEACSYGCP
GQTFYPGPGC
TTFDGRRFDF
RLEQROVWKVT
NYYQQVCGLC
Cl PSHKCPPE
LCSNI HAYVS
GCAEGCQCDS
EHSCKPGQVC
YHSFDGRKFD
GTNI SI HKDE
VTLPSSYHGA

CPTCPEDRLE

WAGATL LV&

SQADNTSKKV
TLLRPI QALG
LRVTLQPYNV
HYVWPTLASQ
VG QVLLFGT
TI DGHAVGAK
DCGRTVLSPV
MGTCSYTMWE
LVDNQRSRLP
CGNYNGDPAD
DRLCGMLTKL
SVGDWRSPAN
GACVPASSCG
NGLLGCYPDR
HRGSQTVSYT
VRTDEGLTVT
SWOEETRPGC
CVYDRCLLPG
LSCGDLPVPG
DSL CHOQEGG
MGTCVYVLAQ
VNGVDVKLPV
GNYNGDPKDD
LEKKYQKEEF
ACQAAGGHVE
GFLYNGQACV
QPSGA LScv
FQGTCNYVLA
| GKVRVNGVL
VOGLCGNMDR

QYEGPGFCGP

T%E/}SVDLKN TGREEFLTAF LQNYQLAYSK
TVRPGESVMWY NI SAKAEM G SKI FQHAWI
TEYFVLTPPG TSARNVKEFA VWAGAAGASV
AQLQSSVDLS GSKVTASSPV AVLSGHSCAQ
SRYDLAFWA SQATKLTYNH GG TGSRGLQ
GAI RNEVTYD PYLVLI PDVA AYCPAYWKS
LTWEAVPGSE FSYAEVELGT ADM HTAEAT
EPSCEGMYCA AGQROQWGG KAGCVAESTA
LCSEDDTLPA FSVE?KNEHR GSRRVSYVGL
VSLSEGRLRV YQSGPRAWE LVFGLWTYD
DFLTPDGALA PDAVEFASSW KLDDGDYLCE
DGPFAVCHDT LDPRPFLEQC VYDLCWGGE
CPLSCPANSR YELCGPACPT SCNGAAAPSN
CTFQGLQLAP GQEVWADELC QRRCTCNGAT
FGTOQBG&’ HYVSFDGRRF DFMGTCTYLL
RAVRVEARGV KVAVRREYPG QVLVDDVLQY
YDWNARVTAK VPSSYAEALC GLCGNFNGDP
GATEPGDCPK LDSLVAQQLQ SKNECG LAD
QSGPLCDALA TYAAACQAAG ATVHPWRSEE
GCGSECHEGC VCDEGFALSG ESCLPLASCG
LVSCESSSCG PHEACQPSGG SLGCVAVGSS
adiing <4
TCGTRPGLHR FAVLQENVAW GNGRVSVTRV
VLANGQ RAS QHGSDWI ET DFGLRVAYDL
FQKPNGSQAG NANEFGNSVE EVVPDSPCLP
CGLLSSPTGP LSSCHKLVDP QGPLKDCI FD
PWRTETFCPM ECPPNSHYEL CADTCSLGCS
Pl QQCGCYHN GVYYEPEQTV LI DNCRQQCT
TKDPCHGVTC RPQETCKEQG GQGVCLPNYE
TTGCPGVSTIQ_G_-;'PF'ﬁg\ﬂTTK NONRGNPAVS
TALPVSVADG Rl SVTQGASK ALLVADFGLQ
NPNNDQVFPN GTLAPSI Pl W GGSWRAPGWD

LAPGTGGPFT TCHAHVPPES FFKGCVLDVC

KALASYVAAC QAAGVYVI EDW RAQVGCEI TC PENSHYEVCG SPCPASCPSP

AYPRLLI SSL
HSDYAI SVQA
SVTLKGSVTF
KHTTCNHWWE
AGDWEFEVR
VPGCEGVALV
TNLGLLTFGL
VCRAQGD*PHY
VTVRAYSHSV
WDCQLALSLP

DGCQNNCPAC
RLSLCRGLSA
CSGRPCVEGC
HQVTCRDKQS
VGSCGQNAAL
L PFQAADGQV
ADDLALRGGG
PKGPFRECHS
LCPLSCPPHS
CVHQGTYHPP
TCQASGJ*PHY
| TVQVANFTL
VYYVRVTVPG
PTPCPPGSED
LCLGGGALSI

ALSAPPQOQD
CHAGKGWCQ
ATonvePH
YVRWTVAAL
VSYDWAWRVD
PLCWDECRGS
MGGGDRDI LC
APLTTPAVCE

93



Anhang

1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

GPCVEGCQCD AGFVLSADRC

VPLNNGCGCW ANGTYHEAGS EFWADGTCSQ WCRCGPGGGES

LVCTPASCGE. GEVCGLLPSG QHGCQPVSTA ECQAV‘G’DHY VTLDGHRFNF

R5
PCHGPPLGAE NFTVTVANEH
PFQLDSLLHA HLSGADVWT
DLKAVGGKPA GAMQVGGAQGC

RGSQAVSYTR SVTLQ YNHS LTLSARWPRK

TTSGLSLAFD GDSFVRLRVP AAYAGSLCGL

GECVSKPCPS PCTPEQQESF GGPDACGVI S

GLVPPAQYFQ GCLLDACQVQ GHPGGLCPAV ATYVAACQAA GAQLREWRRP

SHYELCGDSC PGSCPSLSAP
LGQTFYPGPG CDSLCRCREG
YTTFDGRRFD FMGTCVYVLA
LRLEQRQAKV TVNGVDVKLP
GNYYQLMCGL  CGNYNGDPKD
GOl PSEECPP ELEKKYQKEE
| LCSNI HAYV SACQAAGGQV
DGCAEGOQCD SGFLYNGQAC
QEHSCKPGQV CQPSGG LSC
HYHSFDGRKF  DFQGTCNYVL
LGTNI S| HKD El GKVRVNGV
DVTLPSSYHG AVOGLCGNVD
SCPTCPEDRL EQYEGPGFCG
CKALASYVAA CQAAGWI ED
EGPCVEGOQC DAGFVLSADR
SLVCTPASCG LGEVCGLLPS
APCHGPPLGA ENFTUTVANE
LPFQLDSLLH AHLSGADVWV
DDLKAVGGKP AGAQVGGAQG
HGLVPPAQYF QGCLLDACQV
HSHYELOGDS CPGSCPSLSA
PLGQTFYPGP GCDSLCRCRE
BEBER- or\vcrovvwL
TLRLEQRQWK VTVNGVDIKL
PGNYYQLMCG LCGNYNGDPK
AGCI PSDKCP PELEKKYQKE
SI LCSNI HAY VSACQAAGGH
PDGCAEGOQC DSGFL YNGQA
CQEHSCKPGQ VOQPSGA LS

EGCESACREG CVCDAGFVLS GDTCVPVGQC

GEVSCEPSSC GPHETCRPSG GSLGCVAVGS
L—— RG

QTCGTRPGLH
WLANGQ RA
DFQKPNGSQA
FCGLLSSPTG
EPWRNETFCP
VPI QQCGCYH
VNKDPCHGVT
ATTGCPGVST
LTALPVSVAD
RNPNNDQVFP
PLAPGTGGPF
W\RAQVGCE! T
CVPLNNGCGC
GQHGOQPVST
HRGSQAVSYT
TTTSGLSLAF
CGECVSKPCP
QGHPGGLCPA
PEGCESACRE
GGEVSCEPSS
AQTCGTRPGL
PVWLANGQ R
DDFQKPNGSQ
EFCGLLSSPT
VEPWRNETFC
CVPI QQCGCY
CVTKDPCHGV

RFAVLQENVA WGNGRVSVTR
SQHGSDWVI E TDFGLRVAYD
GNANEFGNSW EEVVPDSPCL
PLSSCHKLVD PQGPLKDCI F
MECPONSHYE LCADTCSLGC

NGAYYEPEQT VLI DNCRQQC
CRPQETCKEQ GGQGVCLPNY

QG_TPFT\IIQTZI'
GRI SVTQGAS
NGTLAPSI PI

TTCHAHVPPE
CPENSHYEVC
WANGT YHEAG
AECQAV\GBPH
RSVTLQl YNH
DGDSFVRLRV
SPCTPEQQES
VATYVAACQA
GCVCDAGFVL
CGPHETCRPS
L— RO
HRFAVL QENV
ASQHGSDW/I

AGNANEFGNS
GPLSSCHKLV

PMECPONSHY

KNQNRGNPAV

KALLVADFGL

QGTCEYLLSA
LQVDGVFVTL
CGNYNQDPAD
ATDGPLAPCH
DFCPFQCPAH
GCLHDDRYYP
TTogasa¥H
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4081 PHYHSFDGRK FDFQGTCNYV LATTGCPGVS TQALTPFTVT TKNQNRGNPA VSYVRWITVA
4141 ALGTN S| HK DEI GKVRVNG VLTALPVSVA DGRISHBGEAISRAL L VADFG LQVSYDWAVR
4201 VDVTLPSSYH GAVOGLCGNM DRNPNNDQVF PNGTLAPSI P | WEGSVRAPG \DPLCVWDECR
4261 GSCPTCPEDR LEQYEGPGFC GPLSSGTGGP FTTCHAHVPP ESFFKGCVLD VCMGGGDRDI
4321 LCKALASYVA ACQAAGWI E DWRAQVGCEI TCPENSHYEV CGPPCPASCP SPAPLTTPAV
4381 CEGPCVEGOQ CDAGFVLSAD RCVPLNNGCG CWANGTYHEA GSEFWADGTC SQWCROGPGG
4441 GSLVCTPASC GLGEVCGLLP SGQHGOQPVS TAECQAWGP HYVTLDGHRE DFQGTCEYLL
4501 SAPCHGPPLG AENFTURVAN EHRGSQAVSY TRSVTLQ YN HSLTLSARWP RKLQVDGVFV
4561 ALPFQLDSLL HAHLSGADW VTTTSGLSLA FDGDSFVRERINEAAAACECHCECCNGDE
4621 [EBBERAVGGK PAGNQVGGAQ GOGECVSKPC PSPCTPEQRE SFGGPDACGV | SATDGPLAP
4681 CHGLVPPAQY FQGCLLDACQ VQGHPGGLCP AVATYVAACQ AAGAQLGEVR RPDFCPLQCP
4741 AHSHYELCGD SCPVSCPSLS APEGCESACR EGCVCDAGFV LSGDTCVPVG QCGCLHDGRY

4801 | EEENENEENERER=Cc PooHVTOGEG AMcPEECR (NSO
4861 [EINIEBER \vDLHGSCSY VLAQUCHPKP GDEDFSI VLE LVTVAGQWS
4921 LAV GEAVALPVAY GRTAERIGNR . ERSSEs
4981 RLCGLCGNFN GNWSDDFVLP NGSAASSVET FGAAWRAPGS SKGCGEGCGP QGCPVCLAEE
5041 TAPYESNEAC GoL OSSR CORAR SRS
5101 SENGHAVRBINE os-crLH cransivs! ¢ TSI RIOSEGOEe0E

5161 FLLSQGVCI P VQDCGCTHNG RYLPVNSSLL TSDCSERCSC SSSSGLTCQA AGCPPGRVCE

13s
5221 VKAEARNCWA TRGLCVLSVG ANLTTFDGAR

5281 NENEEER =~ veovH FFQD GWTLTPNKEININNCERUDEIEAER . AS\SV SRIBDCSEI
5341 ROKAG/QAIL GANGKVAVI V' SNDHAGKLCG ACGNFDGDQT NDVHDSQEKP AVEKVRAGDF

5401 spcyG
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7.3 Vorkommen des TFF3-FCGBP-Heteromers im
Gastrointestinaltrakt

Tab. 21: untersuchte Gewebeproben

Gewebe TFF3-FCGBP-Heteromer Niedermolekulare TFF3-F ormen

238-Ks; 262-Ks; 270-Ks; 289-Ks; 342-Ks;
302-Ks, 316-Ks; 319-Ks; 324-Ks; 328-K,

a a

346-K; 356-K; 371-Kcoe; 378-Kcoe; 386-

Ks; 412-K
254-Dprox.; 285-Dprox.; 290-Dprox; 311-
Ja Ja
Dprox.; 321-D

152-Mp; 182-Mp; 249-Mp; 253-Mp; 257- . .

Ja Ja

Ma; 322-Ma; 373-Ma; 379-Ma

Legende: K, Kolon; Ks, sigmoides Kolon; Kee, Coecum; D, Dinndarm; Dpox., proximales Duodenum; Ma, Antrumregion des
Magens
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~
N

Prozessierung von FCGBP CXXC

EDDTLPAFSVEAKBEFRCSH?\/SWG.VTVRAYSHSVSLTRGEVG:VLVDNQ?SRLPVSLSEGR’LR\/YQSG?RAWELVFG.VVTYDV‘dQ.ALSLPAH: NGDPADDFL TPDGALA
PAFRVLVENEHRGSQTVSYTRAVRVEARGVKVAVRREYPGQVL VDDVL QYL PFQAADGQVQVFRQGRDAVVRTDFGL TVTYDVKNARVTAKVPSSYAEAL NGDPADDL AL RGGGQA
RPGLHRFAVL GENVAVWGNGRVSVTRVI TVQVANFTLRLEQRQUKVTVNGVDVKL PVWLANGQ RASQHGSDWWI ETDFGLRVAYDLVYYVRVTVPGNYY NGDPKDDFQKPNGSQAG
GVSTQGL TPFTVTTKNQNRGNPAVSYVRVWTVAALGTNI S| HKDEI GKVRVNGVL TALPVSVADGRI SVTQGASKAL L VADFGL QVSYDWAMRVDVTL PSSYHGA) lG\NDRI\PN\DQJFPI\G

PL GAENFTVTVANEHRGSQAVSYTRSVTLQ YNHSL TL SARWPRKL QVDGVFVTLPFQLDSL L HAHL SGADVWVTTTSGL SLAFDGDSFVRLRVPAAYAGSL NQDPADDL KAVGGKPA
RPGLHRFAVL QENVAWGNGRVSVTRVI TVQVANFTLRLEQRQUKVTVNGVDVKLPVWLANGQ RASQHGSDWVI ErDFGLRVAYDLWWR\rrVF’erwq_r»ﬁ1 NGDPKDDFQKPNGSQAG
GVSTQGL TPFTVTTKNQNRGNPAVSYVRVWTVAALGTNI S| HKDEI GKVRVNGVL TALPVSVADGRI SVTQGASKAL L VADFGL QVSYDWKVRVDVTL PSSYHGA) IG\I\/DR!\PN\DQJFPNG

PLGAENFTVTVANEHRGSQAVSYTRSVTLQ YNHSL TL SARWPRKL QVDGVFVTL PFQLDSL L HAHL SGADVWV/TTTSGL SLAFDGDSFVRL RVPAAYAGSL NQDPADDL KAVGGKPA
RPGLHRFAVL GENVAWGNGRVSVTRVI TVQVANFTLRLEQRQUKVTVNGVDVKLPVWLANGQ RASQHGSDWVI ErDFG.RVAYDLWYVRVTVPGWYq.r»E NGDPKDDFQKPNGSQAG
GVSTQGL TPFTVTTKNQNRGNPAVSYVRVWTVAALGTNI S| HKDEI GKVRVNGVL TALPVSVADGRI SVAQGASKAL L VADFGL QVSYDWKMRVDVTL PSSYHGA) lG\NDRI\PN\DQJFPI\G
PL GAENFTVTVANEHRGSQAVSYTRSVTLQ YN—ISLTLSARV‘PH(LQJDGVFVALPFQ.DSLLHAI-LSGAD\NVTTTSG.SLAFDGDSFVRLR\/PAAYAASLIG. NQDPADDL KAVGGKPA
KPGDEDFS! VI EKNAAGDL QRL L VTVAGQVVSL AQGQQVTVDGEAVAL PVAVGRVRVTAEGRNWL QT TKGLRLL FDGDAHL L MBI PSPFRG?L'G.'G\FI\G\MSI]J:VLPI\KBAASSVEFFGAA
GLQNTI PWYRVAEVQ IHGKTEAV(INHI FFQDGWTL TPNKGVWWNGL RVDL PAEKL ASVSVSRTPDGSL L VRQKAGVQUW. GANGKVAVI VSI\DI-!AG(LIGPIG\FDGDQTI\DW-DSQEKPANEK

sle[s

PDAVEFASS- - - - - - - \KLDDGDYL PGQACHYEGDRL LS
ANALAFGNS- - - - - - - - V‘QEEFHXET‘!;;tKLDSLVAQQ.QSK

NANEFGNSWEEVVPDSAGL PPTPEPPGSEDG! PSHKEPPEL EKKYCKEE!
TLAPSI PI WGGS- - - IRAPGWDPL

I:|I:iI:|I:iI:|I:i|:|I%D i %%%E%qlql%a ql

170 Abb. 15: Prozessierbarkeit von FCGBP.
LQ Vergleich der repetitiven Einheiten (R1-R12,
LH R13s) basierend auf NCBI Accession number
NP_003881.2. Zur Maximierung der
homologen Abfolge der Disulfidreste (Grin
hervorgehoben) wurden entsprechende Liicken
HNGVYYEPEQTVLI DNERQQ oPEHGVTO eingefugt. Autokatalytische Schnittstellen in der
SADREVPLNGEGBWANGT YHEAGSEF Sequenz (W)GDIPHY (Rot hervorgehoben)
sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Zuséatzlich
HNGAYYEPEQTVLI D sind die Sequenzen markiert, welche mit der
Liiduansrvencserw von Willebrand Faktor D-Domane, der C8-
orBHonTO Domane, der Trypsin Inhibitor ahnlichen (TIL)
cysteinreichen Doméne, sowie dem CXXC
Motiv.  (CGLCGN oder CGACGN) homolog
sind.
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