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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Der Gastrointestinaltrakt von Mensch und Schwein wird durch ein komplexes Gel, die
sogenannte Mukusschicht, ausgekleidet. Diese schitzt die Epithelschicht der Organe vor
enzymatischem Abbau durch Verdauungsenzyme, wie z. B. Proteasen. Hauptbestandteil
dieser Schutzschicht sind neben Wasser (ca. 95%) vor allem Muzine. Im Magen und Darm
werden diese Muzine zusammen mit verschiedenen Trefoil factor family (TFF)-Peptiden
sezerniert. TFF2, welches vor allem im Magen vorkommt, bindet lektinartig an das Muzin
MUCB6, mit welchem es zusammen von Nebenzellen des Korpus und Antrumdrisenzellen
sezerniert wird. In dieser Arbeit wurden zunachst Magenproben von Mensch und Schwein
uber FPLC (S-75HL, S-500, ResQ) gereinigt. Im menschlichen Magen konnte TFF2 sowohl
in einer hochmolekularen Form, als auch in einer niedermolekularen Form (monomeres
TFF2) nachgewiesen werden. Bei der hochmolekularen Form handelt es sich um TFF2,
welches mit den Muzinen der Mukusschicht interagiert. Diese Bindung von TFF2 an den
Mukus wurde im Folgenden untersucht (SDS-PAGE, Western Blot) und naher charakterisiert
(stufenweise Extraktion, Hybridisierung mit '®I-TFF2 unter verschiedenen Bedingungen,
Kochexperimente mit verschiedenen Detergenzien). Zusatzlich wurde auch die Bindung von
TFF2 an Muzine bei Mensch und Schwein gegenubergestellt. Durch die genannten
Methoden konnte gezeigt werden, dass TFF2 im humanen Magen abhangig vom pH-Wert
und der Konzentration der Ca*-lonen an das Muzin MUC6 bindet. Diese Bindung kann
durch GSAIl, HIK1083 sowie den Zucker -Methylgalaktosid tlw. inhibiert werden. Fur die
Bindung von TFF2 an Muzine sind also, sowohl a-1,4-GIcNAc Einheiten, als auch
B-Galaktosid-Reste essentiell. Da die Bindung nach Kochen der Mukusproben mit SDS und
EDTA sowie nach TRIzol®-Extraktion im Mensch nicht mehr beobachet werden kann, handelt
es sich hier vermutlich um eine nicht-kovalente Bindung. Es konnten einige Unterschiede der
Bindung von TFF2 an Muzine zwischen Mensch und Schwein herausgearbeitet werden
(z. B. im Mensch nicht kovalent, im Schwein vermutlich tiw. kovalent). Auf Grund der
erzielten Ergebnisse kann eine Rolle von TFF2 bei der Stabilisierung der Mukusschicht (als

Quervernetzter von MUCG6) vermutet werden.



2. Abstract

2. Abstract

The gastrointestinal tract of humans and pigs is lined by a complex gel, the so-called mucus
layer. This mucus layer protects the epithelial cells from enzymatic degradation by digestive
enzymes such as proteases. The main component of this protective layer is water (approx.
95%). Mucins are also a component of the mucus layer. In the stomach and intestine these
mucins are secreted together with various Trefoil factor family (TFF) peptides. TFF2, which is
mainly found in the stomach, binds lectin-like to the mucin MUCG. In this work, gastric tissue
samples from human and pig were purified by FPLC (S-75HL, S-500, ResQ). In the human
stomach TFF2 could be detected as a high molecular form as well as a low molecular form
(monomeric TFF2). The high-molecular form interacts with mucins of the mucosal layer. The
nature of this bound was studied (SDS-PAGE, Western blot) and characterized in more detail
(stepwise extraction, binding studies '°I-TFF2 under different conditions, boiling experiments
with different detergents). Additionally, the interaction of TFF2 to mucins in humans and pigs
was analysed. Using the methods mentioned above, it could be shown that TFF2 in the
human stomach binds to the mucin MUC6 depending on the pH value and concentration of
Ca?* ions. This binding can be partially inhibited by GSAIl; HIK1083 and the sugar
B-methylgalactoside. Thus, both a-1,4-GIcNAc-residues and B-galactoside residues are
essential for the bond of TFF2 to mucins. Since the binding can no longer be observed after
boiling the mucus samples with SDS and EDTA, as well as after TRIzol® extraction, it can be
characterised as a non-covalent binding. Some differences in the binding of TFF2 to mucus
between human and pig could be found (e.g. non-covalent in humans, partly covalent in
pigs). Based on the results obtained, TFF2 probably plays an important role in the

stabilization of the mucus layer by cross-linking MUCG6.
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3. Einleitung

3. Einleitung

3.1. Gastrointestinal (Gl)-Trakt
Im GI-Trakt kommt es zu einem enzymatischen Aufschluss der Nahrung, der Resorption von
Nahrstoffen und Wasser, sowie der Ausscheidung unverdaulicher, nichtverwertbarer
Nahrungsbestandteile. Die Nahrung wird zunachst in der Mundhéhle mit Speichel
angereichert und mechanisch zerkleinert. Dieser Speisebrei wird auch als Chymus
bezeichnet und gelangt Gber den Osophagus in den Magen. Der Transport erfolgt mit Hilfe
der Kontraktion von quergestreifter und glatter Muskulatur, der sogenannten Peristaltik. Der
Magen (Detail sieche 3.2.) ist ein aus Muskelgewebe aufgebautes Hohlorgan, welches mit
Schleimhaut ausgekleidet ist. Beim Mensch ist er in die verschiedenen Abschnitte:

Mageneingang (Kardia),

Magengrund (Fundus),

Magenkorper (Korpus),

Pfortnerhéhle (Antrum) und

Pfortner (Pylorus) unterteilt.
Im Magen wird der Chymus mit dem Magensaft vermengt. Dieser enthalt vor allem Pepsin
(Verdauung von Proteinen, pH-Optimum 1,5-2) und Salzsaure (Schutz vor Infektionen durch
Abtétung von Bakterien). Durch Muskelkontraktionen wird der Nahrungsbrei weiter zum
Pfortner transportiert, dem SchlieBmuskel zwischen Magen und Darm. Vom Magen gelangt
die Nahrung uber den Pylorus in den Darm. Der erste Abschnitt des Darms wird als
Dinndarm bezeichnet und ist in drei Abschnitte gegliedert: den Zwdlffingerdarm
(Duodenum), den Leerdarm (Jejunum) und den Krummdarm (lleum). Die Hauptaufgabe
des Dinndarms besteht in der Aufnahme von Nahrstoffen (Kohlenhydrate, Proteine, Fette,
Vitamine), der Resorption von Wasser und in der Neutralisation des Chymus (Ausschuittung
von Bikarbonat aus den Brunner'schen Drisen). Im Dinndarm werden zusatzlich
verschiedene Hormone (z.B.: Glukagon, Sekretin, Serotonin) gebildet. Durch
darmassoziierte lymphatische Gewebe (Peyer-Plaques) kommt es zu einer immunologischen
Schadstoffabwehr. Am Ostium ileocaecale geht der Dunndarm in den Dickdarm (Kolon)
Uber. Die Aufgabe des Kolons ist der Transport und die Speicherung von Stuhl. Aul3erdem
werden dem Stuhl Wasser entzogen und Natriumionen resorbiert. Das Kolon reguliert tber
dies den CI' und K* Haushalt. Die OberflachenvergroBerung von Dinn- und Dickdarm wird
Uber diverse Zotten und Krypten, aber auch mit Hilfe von Mikrobiota (Schroeder 2019)
gewahrleistet. Die Ausscheidung der unverdaulichen und nicht verwertbaren Nahrung erfolgt
Uber den After (Schiebler and Arnold 1999).
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3. Einleitung

3.2. Magen

Der humane Magen ist, wie bereits erwahnt, ein muskuléses, einhdhliges, sackférmiges
Hohlorgan, welches zur Speicherung sowie zur mechanischen (Muskelkontraktion) und
enzymatischen (vorwiegend durch Pepsin) Zerkleinerung des Chymus dient. Ausgekleidet
wird der humane Magen von einer Schleimschicht, die den Magen u. a. vor einem Abbau
durch Salzsaure (Magensaft, niedriger pH-Wert als Schutzschild vor bakterieller und viraler
Infektion) schitzt. Histologisch und anatomisch betrachtet wird der Magen in verschiedene
Abschnitte unterteilt (siehe Abbildung 1).

Osophagus

Fundus
Kardia

\
\
| .

—— Kleine Kurvatur

Korpus

—— Tunica mucosa

W

.".4 "5 U L i -!

=
Antrum Tunica muscularis
Duodenum q P 5 l ;
LL___ J = i

Tunica serosa

It

Tela submucosa
Pylorus

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des humanen Magens. A: Unterteilung des Magens in verschiedene
Abschnitte. Der Magen wird anatomisch in die Abschnitte Kardia, Fundus, Korpus, Antrum und Pylorus unterteilt.
B: Aufbau der vierschichtigen Magenwand. Die Magenwand ist vierschichtig aufgebaut (Tunica mucosa, Tela
submucosa, Tunica muscularis sowie Tunica serosa). Abbildung nach Bauer L. M. M. 2013.

Das Ostium cardiacum (Kardia) stellt den 1-3 cm dicken Mageneingang dar. Links der
Kardia erhebt sich kuppelférmig der Fundus gastricus (Fundus), welcher die mit der
Nahrungsaufnahme verschluckte Luft sammelt. Den Hauptteil des Magens bildet der Corpus
gastricum (Korpus). Auf den Korpus folgt das Antrum pyloricum (Antrum) und der
Pylorus (Magenpfortner) (siche Abbildung 1A). Letzterer stellt die Verbindung zum
Dinndarm her. Eine OberflachenvergroRerung des Magens wird durch diverse Plicae (Plicae
gastriace, Areae gastriace, Plicae villosae und Foveolae gastriace) gewahrleistet. Die
Magenwand ist in folgende vier Schichten (siehe Abbildung 1B) unterteilt:
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3. Einleitung

1. Tunica mucosa gastrica (einschichtiges, hochprismatisches Epithel ohne
Burstensaum, Magendrusen - Bildung und Sekretion von Magenschleim etc.)

2. Tela submucosa (gefal¥fihrendes lockeres Bindegewebe)

3. Tunica muscularis (Muskelschicht, 3 Schichten glatter Muskulatur)

4. Tunica serosa
Im Magen unterscheidet man drei verschiedene Drisentypen, die Glandulae cardiacae
(Kardiadriisen), die Glandulae gastricae propriae (Fundusdriisen) und die Glandulae
pyloricae (Pylorus/Antrumdriisen) (siche Abbildung 2).
In Drisen des Fundus/ Korpus, die langgestreckt und tubular aufgebaut sind, finden sich
u. a. Oberflachenepithelzellen (u.a. Bildung und Ausschuattung MUCS5AC, TFF1),
Nebenzellen (u. a. Bildung und Ausschittung von MUC6 und TFF2), Hauptzellen (Sekretion
Pepsinogen), Parietalzellen (Sekretion Intrinsic Factor) und endokrine Zellen (D-Zellen, ECL-
Zellen). Die Drisen des Antrums enthalten neben Antrumdrisenzellen (u. a. Bildung und
Ausschittung von MUC6 und TFF2) und Oberflachenepithelzellen (u. a. Bildung und
Ausschittung von MUCS5AC und TFF1) auch verschiedene Endokrine Zellen wie z. B. G-
Zellen (Hoffmann 2015a; Kouznetsova et al. 2011; Schiebler and Arnold 1999).

Fundus/Corpus Antrum

Foveola
Foveola

Stammzellcn.'\forliiu[urzellen| L

| Nebenzellen

Driisenhals Isthmus

Isthmus

Endokrine Zellen

— Stammazellen/
Vorlduferzellen
.
Antrumdriisenzellen

Endokrine Zellen

Driisenkorper
[ ] . =
j l.
2. 0o

Driisengrund

LGRS5* Stammzelle

I TROY* Hauptzelle/ Stammzelle J

Abbildung 2: Die Zelltypen von Fundusdriise und Antrumdriise im Vergleich. Links: Fundusdriise.
Drisenkérper, Drisenhals, Isthmus und Foveola bilden die Fundusdriise. Rechts: Antrumdriise. Aufgeteilt wird
die Antrumdrise in Drisenkorper, Isthmus und Foveola. Verandert nach Hoffmann 2015a; Kouznetsova et al.
2011.

Auch der Magen des Schweins ist ein einhdhliges Organ, welches grof3e physiologische und
anatomische Ahnlichkeiten zum menschlichen Magen aufweist (Patterson et al. 2008). Durch
den hohen Anteil an pflanzlicher Nahrung kommen jedoch eine Vielzahl

kohlenhydratspaltender Enzyme (u.a. a-Amylase, Carbohydrasen) sowie verschiedene
13
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fermentierende Bakterien (Fermentation faseriges Material; z.B. Bifidobakterien,
Bacteroidetes) entlang des porcinen Gl-Trakts vor (Corring 1982; Kararli 1995). Funktionell
und strukturell ist der Schweinemagen in vier verschiedene Regionen (Pars oesophagus,
Kardia, Fundus/Korpus und Antrum, sieche Abbildung 3A) gliedert. Der Magen eines
ausgewachsenen Schweins ist mit 200-300 g gut doppelt so grol3 als der eines erwachsenen
Menschen (Gonzalez et al. 2015). Die Magenwand ist, wie beim Menschen, vierschichtig
aufgebaut (siehe oben). Wie im humanen Magen wird auch im Schweinemagen eine
Mukusschicht (ca. 95% Wasser, ca. 3% Muzin) als Schutz vor enzymatischem und

mechanischem Stress gebildet.

A Oesophagus

\

Duodenum

B Fundus/Korpusdriise
~ v~ Oberflachen-
@l. '{-‘)I epithelzellen

Nebenzellen

Parietalzellen
Hauptzellen

Funduleorpus//

Enteroendokrine
Zellen

Abbildung 3: Aufbau des Schweinemagens. A: Schematische Darstellung des Schweinemagens. Der
porcine Magen wird funktionell und strukturell in vier Abschnitte (Pars Oesophagus, Kardia, Fundus/Korpus und
Antrum) unterteilt. B: Schematische Darstellung einer Fundusdrise. In der Fundusdriise sind verschiedene
Zelltypen (z. B. Oberflachenepithelzellen, Nebenzellen, Parietalzellen) zu finden. Abbildung verandert nach H.N.
Laerke and M.S. Hedemann 2012 und J.P.Rowan, K.L.Durrance, G.E. Combs, and L.Z. Fisher 1997, revised
2015

Auch der Aufbau der Drusen des Schweinemagens ist dem im menschlichen Magen sehr
ahnlich (siehe Abbildung 3B). Zudem sind die Zelltypen in den verschiedenen Drisen mit
denen des humanen Magens vergleichbar (z. B. Oberflachenepithelzellen > Bildung Mukus
durch Ausschuttung von Porcine Gastric Mucin (PGM)).

3.3. Mukusschicht im Magen und Diinndarm

Die Organe des Gl-Trakts sind durch eine Mukusschicht vor enzymatischem (z. B. Pepsin)
und mechanischem Stress (u.a. Muskelkontraktion) geschutzt. Zudem stellt diese
Mukusschicht einen wirksamen Schutz vor dem Befall mit schadlichen Mikroorganismen dar
(Kim and Ho 2010). Sie ist ein komplexes Gel (95% Wasser), welches reich an

Glykoproteinen (Muzinen, z. B. MUC6 und MUC5AC) ist. Auch verschiedene lonen (z. B. H”,
14
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Cl, Na*, Ca®*, Mn*, HCO%*) und ein Mix an diversen anderen Proteinen, wie z. B.
Immungloboline 1gG, IgA, IgM (McGuckin et al. 2011), TFF-Peptide (Hoffmann 2006),
Gastrokine (Menheniott et al. 2013), IgG-Fc-bindendes Protein (FCGBP), Lysozyme
(Kouznetsova et al. 2011) und Galektine (Nio-Kobayashi et al. 2009) konnen in der
Mukusschicht gefunden werden. Dabei verleihen die Muzine der Mukusschicht ihre viskosen
und elastischen Eigenschaften (Atuma et al. 2001). Die Mukusschicht unterliegt einer
kontinuierlichen Erneuerung, d. h. durch kurze Turnover-Zeiten kann schnell auf eventuelle
Infektionen oder Beschadigungen reagiert werden. Innerhalb des humanen GlI-Traktes ist die
Mukusschicht unterschiedlich aufgebaut (siehe Abbildung 4, (Atuma et al. 2001)) und variiert
in der Dicke zwischen 150 ym im DUnndarm und tber 800 pm im Dickdarm (Atuma et al.
2001).

Magen Diinndarm
= & L3
o G
5 L Q-8 _ "
°
3 s -] ;
x ]
= T m & o
=
MUCSAC Muc2

(Oberflachenepithelzellen) (Becherzellen)
L]
&
N MUCé MUCE
= (Nebenzellen) (Brunner'sche Driisenzellen)

(Antrumdriisenzellen)
TFF1

(Oberflachenepithelzellen

Korpus, Antrum und Kardia)
]
._'g TFF2 TFF2
o (Nebenzellen) (Brunner'sche Drisenzellen)
[7] 5
o (Antrumdriisenzellen)
w
'# TFF3 TFF3

(Oberflachenepithelzellen (Becherzellen)

Antrum und Kardia)

Abbildung 4: Mukusschicht des humanen Magens und Diinndarms. Dargestellt sind schematische
Abbildungen der Mukusschichten im Magen und Dinndarms, sowie die in der jeweiligen Mukusschicht
vorkommenden Muzine und TFF-Peptide. Abbildungen nach Johansson et al. 2013.

Im Magen liegt der Mukus als eine zweischichtige Barriere vor. Die innere, festere
Mukusschicht ist mit den Epithelzellen verbunden (Atuma et al. 2001; Phillipson et al. 2008).
Die auflere, lockerere Schicht kann hingegen recht einfach von der inneren Mukusschicht
abgelost werden (Atuma et al. 2001). Der Mukus ist dabei vermutlich permeabel fur diverse
lonen (z. B. H*, CI') (Allen and Flemstréom 2005; Ermund et al. 2013). Im Korpus ist die
Mukusschicht mit ca. 200 ym dinner als im Antrum (ca. 280-300 um). Die gelbildenden
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Muzine des Magens sind MUC5AC und MUC6 (Bartman et al. 1998; Nordman et al. 2002).
Diese sind in der Lage, uber intermolekulare Disulfidbricken Homooligomere zu bilden,
welche der Mukusschicht die viskdsen Eigenschaften (Atuma et al. 2001) verleihen.
Innerhalb der Mukusschicht liegt ein pH-Gradient von neutral, an den
Oberflachenepithelzellen, zu sauer, im Lumen, vor (Allen and Flemstréom 2005; Phillipson et
al. 2002; Schreiber and Scheid 1997). Verantwortlich dafir ist eine Barriere aus HCOj;™ als
Schutz vor Salzsaure (Allen and Flemstrom 2005).

Die Mukosa des Diinndarms ist generell lockerer aufgebaut als die Schleimschicht des
Magens und am proximalen Teil ca. 170-200 um dick. Im lleum hingegen kann eine Dicke
von 480-500 um erreicht werden (Atuma et al. 2001). Eine feste, innere Mukusschicht
befindet sich lediglich direkt am Mikrovillisaum (10-30 um dick), der restliche Teil der Mukosa
wird durch lockere Ansammlungen von MUC2 Molekulen gebildet und lasst sich gut von der

Zelloberflache trennen (Ermund et al. 2013).

3.4. Gelbildende Muzine im humanen Magen und Diinndarm

Muzine sind grof3e, extrazellulare, hochglykosylierte Proteine mit einer Masse von 0,5-
20 MDa. Man unterscheidet zwei Arten von Muzinen, die membranassoziierten Muzine und
die gelbildenden Muzine (Dekker et al. 2002). Die gelbildenden Muzine MUC2, MUC5AC,
MUC5B und MUCES liegen als Cluster auf dem Chromosom 11p15.5 vor ((Pigny et al. 1996);
siehe Abbildung 5).

Telomer Chromosom 11p15.5 Centromer

< r

Cwez Cwes
ﬂ

ca. 250000 Bp

Abbildung 5: Cluster der gelbildenden Muzine auf Chromosom 11p15.5. Dargestellt ist die Anordung der
Gene gelbildenter Muzine auf Chromosom 11p15.5.
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/MUC61D44115¢ch11p15.html)

Ca. 80% der Masse von Muzinen wird durch die Zuckerreste (z. B.: GIcNAc, GalNAc,
Fucose, Galaktose, Mannose) bestimmt. Der Proteinkern macht lediglich 20% des
Glykoproteins aus (Bansil and Turner 2006). Er besteht aus einer zentralen PTS-Region
(Region reich an den Aminosauren Serin, Threonin und Prolin). Diese Aminosauren liegen in
variabler Anzahl repetitiver Einheiten innerhalb der PTS-Region vor (VNTR, variable number
of tandem repeats) (siehe Abbildung 6). In der PTS-Region werden Zuckerreste
O-glykosidisch an die OH-Gruppen von Threonin und Serin gebunden (5-15 Monomere pro
Kette). Zunachst erfolgt dabei die Bindung von GalNAc (N-Acetylgalactosamin) an die

Aminosaure, im Golgi-Apparat kommt es dann zur Elongation der Zuckerreste Uber
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Glykosyltransferasen. Der hohe Anteil an O-Glykosylierungen ist wichtig fir eine
ausgestreckte Konformation der Muzine (Hong et al. 2005), zudem schitzen sie das Protein
vor Abbau durch endogene Proteasen (Johansson et al. 2013). Am N- und C-Terminus der
Muzine finden sich aullerdem diverse N-Glykosylierungen, welche bereits im

endoplasmatischen Retikulum erfolgen.

N-Terminus C-Terminus
[[] ¥WF D Domane [7] vWF C Doméne
. SerThrPro (PTS-Doméne) Cys —Knoten
2 o i
O-glykosidisch gebundene  N-glykosidisch gebundene
Qligosaccharide Oligosaccharide

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines gelbildenden Muzins. Muzine sind groRe Glykoproteine mit
einem hohen Anteil an O-glykosidisch gebundenen Oligosacchariden. Diese sind an die Serin-und Threoninreste
der PTS-Region gebunden. Durch den hohen Anteil der Zucker in dieser Region liegen Muzine als langgestreckte
Molekdile vor. Am N- und C-Terminus der Muzine befinden sich die vVWF-Doméanen (von Willebrand Faktor) mit
diversen glykosidisch gebundenen Zuckerresten. Uber Cystein-Reste in den vWF-Doménen kdnnen Muzine
oligomerisieren. Abbildung nach Bansil and Turner 2006.

AuBerdem sind am N- und C-Terminus, wie in Abbildung 6 zu sehen, VWF (von Willebrand
Faktor) Domanen und weitere charakteristische cysteinreiche Domanen zu finden (Bell et al.
2001; Perez-Vilar and Hill 1999; Turner et al. 1999). Durch diese cysteinreichen Regionen
am N- und C-Terminus kann es zur Ausbildung von Disulfidbriicken und einer daraus
resultierenden Dimerisierung bzw. Oligomerisierung der Muzine kommen, wodurch
netzwerkartige Strukturen ausgebildet werden kdnnen (Ambort et al. 2012; Dekker et al.
2002; Sheehan et al. 2004). Die PTS-Region ist fur jedes Muzin in den einzelnen Spezies
sehr verschieden, die cysteinreichen Regionen weisen jedoch eine relativ hohe Ahnlichkeit
auf (Perez-Vilar and Hill 1999; Vinall et al. 1998). Das durch Oligomerisierung der Muzine
gebildete Gel weist je nach experimentellem pH-Wert unterschiedliche viskose
Eigenschaften auf (Bhaskar et al. 1991). Bei einem niedrigen pH-Wert nehmen die
hydrophoben Eigenschaften der Proteinkette zu, dadurch kommt es zu einer Entfaltung und
Exposition der random Coils (Cao et al. 1999). Die gelbildenden Muzine werden nach der
Produktion in Sekretgranula verpackt und durch Exozytose freigegeben. Dabei werden sie
durch die Anlagerung von Ca®* und H* komprimiert; dadurch wird die AbstoBung durch

negativ geladene anionische Zuckerketten reduziert (Perez-Vilar 2007; Verdugo 1991). Nach
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der Exozytose dissoziieren die Ca®* und H* lonen ab und die abstoRenden intramolekularen
Krafte fihren schlielllich zur Expansion der Muzine (Garcia et al. 2009). Die gelbildenden
Muzine des humanen Magens und Dinndarms sind im Wesentlichen die Muzine MUC2,
MUCS5AC und MUCG6. Im porcinen Magen wird hauptsachlich das Porcine Gastric Mucin
(PGM) gebildet, dieses weist eine hohe Sequenzahnlichkeit zum humanen MUCS5AC auf
(Turner et al. 1999).

3.5. TFF-Peptide
Neben den oben beschriebenen Muzinen sind auch TFF-Peptide (trefoil factor family
peptides) in der Mukusschicht von Magen und Dinndarm zu finden. Im Mensch sind derzeit
drei verschiede TFF-Peptide (TFF1, TFF2 und TFF3) beschrieben (Aihara et al. 2017; Kjellev
2009; Thim 1997):

TFF1 (friher pS2) ist, wie die anderen TFF-Peptide auch, auf Chromosom 21g22.3
lokalisiert. Es besteht aus nur einer TFF-Domane und besitzt somit ein siebtes, ungepaartes
Cystein. Das sezernierte Peptid ist 60 AS lang und hat ein Molekulargewicht von ca. 6,7 kDa.
Der isoelektrische Punkt liegt bei 4,18 (bestimmt mit ExXPASy-Protparam). Es wird u. a. von
den Oberflachenepithelzellen des Magens gebildet (Jakowlew et al. 1984; Masiakowski et al.
1982).

TFF2 (frGher spasmolytic polypeptide/SP) besitzt im Gegensatz zu TFF1 zwei TFF-Doméanen
und somit kein ungepaartes Cystein. Ohne Signalsequenz hat das Peptid damit eine Lange
von 106 AS und ein Molekulargewicht von ca. 12 kDa (nicht glykosyliert). Der isoelektrische
Punkt liegt bei 5,21 (bestimmt mit ExXPASy-Protparam). Gebildet wird TFF2 u. a. von den
Brunner'schen Drisen des Dinndarms, den Nebenzellen des Magens sowie den
Antrumdrisenzellen (Jgrgensen et al. 1982b).

TFF3 (friher intestinal trefoil factor/ITF) besteht, wie TFF1, aus nur einer TFF-Domane. Der
isoelektrische Punkt des 59 AS langen, sezernierten Peptids betragt 5,13 (bestimmt mit
ExPASy-Protparam). Das 6,6 kDa grofle TFF3 wird vor allem von den Becherzellen des

Darms sezerniert (Suemori et al. 1991).

Alle drei humanen TFF-Peptide liegen gemeinsam, in der Reihenfolge tel-TFF1-TFF2-TFF3-
cen, auf Chromosom 21 vor (Beck et al. 1996; Hoffmann 2006). Eine koordinierte
Transkriptionsregulation wurde bereits beschrieben (Gétt et al. 1996). Bei der Synthese der
TFF-Peptide wird zunachst ein Vorlauferpeptid gebildet. Durch Abspaltung der N-terminalen
Signalsequenz entstehen die reifen TFF-Peptide. Die TFF-Domane, die in allen drei TFF-
Peptiden zu finden ist, wurde bereits 1989 als 38 bzw. 39 AS lange Domane mit sechs
konservierten Cysteinresten definiert (Thim 1989). Die konservierten Cysteinreste C1 und

C5, C3 und C6, sowie C2 und C4 bilden durch intrazellulare Disulfidbriicken eine 3-Loop-
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Struktur, die einem Kleeblatt ahnelt und somit namensgebend fir die TFF-Peptide ist (siehe
Abbildung 7). Bedingt durch diese Struktur erhalten die TFF-Peptide eine kompakte Form,
die sie relativ Protease-resistent macht (Kinoshita et al. 2000). Eine hydrophobe Tasche
zwischen Loop 2 und Loop 3 der TFF-Domane (Polshakov et al. 1997) kann als mdgliche
Bindungsstelle fir Zuckerreste von Muzinen oder anderen Glykoproteinen angesehen
werden (Gajhede et al. 1993). Wahrend TFF2 zwei solcher TFF-Doméanen enthalt (siehe
Abbildung 7), besitzen TFF1 und TFF3 jeweils nur eine TFF-Doméane. Deshalb sind TFF1
und TFF3 theoretisch in der Lage, verschiedene Dimere Uuber intermolekulare
Disulfidbriacken am C7 zu bilden (Chadwick et al. 1997). Neben Homodimeren, bilden TFF1
und TFF3 auch Heterodimere, z. B.TFF1 mit GKN2 (Kouznetsova et al. 2007a; May et al.
2009) bzw. TFF1 und TFF3 mit FCGBP (Albert et al. 2010; Heuer et al. 2020; Znalesniak et
al. 2020). Eine Dimerisierung von TFF1 bzw. TFF3 scheint dabei die biologische Aktivitat der
beiden Peptide zu erhéhen (Chinery and Playford 1995; Poulsen et al. 2005).
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Abbildung 7: Die humanen TFF Peptide TFF1, TFF2 und TFF3. TFF1 und TFF3 besitzen je eine TFF-Doméane.
Der siebte Cys-Rest ist nicht gebunden. TFF2 besitzt hingegen zwei TFF-Domanen, die Uber eine zusatzliche
intrazellulare Disulfidbriicke zwischen Cys 1 und Cys 14 verknupft sind. Abbildung nach Thim 1997.
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TFF-Peptide werden entlang des Gl-Trakts von unterschiedlichen Zellen mit verschiedenen
Muzinen co-sezerniert (siehe auch Abbildung 2, Abbildung 4, Tabelle 1). Aber auch in
anderen Teilen des Korpers konnten TFF-Peptide bereits nachgewiesen werden (siehe
Tabelle 1).

Tabelle 1: Vorkommen der TFF-Peptide.

Vorkommen Quelle
TFF1 Oberflachenepithelzellen (Rio et al. 1988)
Antrum/Korpus
Auge (Langer et al. 2001)
Magensaft (Rio et al. 1988)
TFF2 Nebenzellen Korpus/ (Hanby et al. 1993a; Rasmussen et al. 1992;
Antrumdrisenzellen Tomasetto et al. 1990)
Brunner’sche Drisen (Hanby et al. 1993b; Rasmussen et al. 1992)
Duodenum
Lymphatische Organe (Kurt-Jones et al. 2007)
Speicheldriisen (Jeffrey et al. 1994)
Magensaft (Semple et al. 2001)
Zentrales Nervensystem (COOk et al. 1999, Hinz et al. 2004, Kurt-Jones et
al. 2007)
TFF3 Becherzellen Darm (Hauser et al. 1993; Podolsky et al. 1993;

Speichel

Osophagus

Zentrales Nervensystem
Auge

Magensaft

Uterus

Leber/Galle

Suemori et al. 1991)

(Houben et al. 2019; Jagla et al. 1999)
(Kouznetsova et al. 2007b)

(Fu et al. 2014)

(Langer et al. 2001)

(Kouznetsova et al. 2004)

(Wiede et al. 2001)

(Sasaki et al. 2004; Sasaki et al. 2007)

Bei verschiedenen Krebsarten, wie z. B. Kolonkrebs (Taupin et al. 1996) und verschiedenen
Krankheiten, wie z. B. chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (Wright et al. 1993)
konnte eine erhohte Biosynthese der TFF-Peptide ebenfalls nachgewiesen werden.

Die Funktionen der TFF-Peptide sind sehr vielfaltig. Ihnen wird unter anderem eine wichtige

Rolle bei der Bildung der Mukusbarriere (Schutz und Erhalt der Oberflachenintegritat von
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mukosen Epithelien) zugeschrieben (Kindon et al. 1995); TFF2 und TFF3-Dimere kdnnen
zudem die rheologischen Eigenschaften des Mukus verandern (Thim et al. 2002). Auch an
Zellmigration und Restitutionsprozessen (Aihara et al. 2017; Dignass et al. 1994) sind TFF-
Peptide beteiligt, da sie Uber motogene Eigenschaften verfigen. Zudem kdnnen sie auch
anti-apoptotisch wirksam sein (Bossenmeyer-Pourié et al. 2002; Kinoshita et al. 2000) und
spielen dadurch vermutlich eine wichtige Rolle bei mukosalen Wundheilungsprozessen
(Ebert et al. 1999; Kjellev 2009; Peitz et al. 2004). TFF1 wurde zudem als Tumorsuppressor
beschrieben (Lefebvre et al. 1996). Auch in der Immunabwehr (Cook et al. 1999) und als

mdgliches Neuropeptid (Fu et al. 2014) spielen TFF-Peptide eine wichtige Rolle.

3.5.1. TFF2

TFF2 wurde friher auch als spasmolytic polypeptide bezeichnet, da es die Kontraktion von
isoliertem Darmgewebe inhibiert (Jorgensen et al. 1982a). Es wurde erstmals 1982 bei der
Isolierung von Insulin aus dem Pankreas des Schweins beschrieben (Jorgensen et al.
1982b; Jgrgensen et al. 1982a; Thim et al. 1982). Die AS-Sequenz von TFF2 ist stark
konserviert. TFF2 besitzt zwei TFF-Domanen (Tomasetto et al. 1990), welche Uber eine
zusatzliche intramolekulare Disulfidbricke verbunden sind. Dadurch weist TFF2 eine recht
kompakte Form auf und ist relativ stabil gegentber verschiedener Proteasen (Jargensen et
al. 1982b). Ein Sequenzvergleich von TFF2 aus Mensch, Schwein und Maus ist in Abbildung
8 dargestellt.

Abbildung 8: Sequenzvergleich der TFF2-Vorstufen aus Mensch, Schwein und Maus. Abgebildet sind die
Sequenzen fir TFF2-Vorstufen aus Mensch, Schwein bzw. Maus (Uniprot (Q03403 TFF2_HUMAN; P01359
TFF2_PIG; Q03404 TFF2_MOUSE); Sequenzvergleich mittels Clustal Omega (Larkin et al. 2007)). Hellgrau
markiert ist die N-terminale Signalpeptidsequenz der Vorstufe. Farblich markiert sind die intrazellularen
Disulfidbriicken. Die N-Glykosylierung bei humanem TFF2 ist rot und unterstrichen hervorgehoben.

Die Vorstufe des humanen TFF2 enthalt eine 23 AS lange N-terminale Sortierungssequenz.
Diese ist im Schwein 21 AS lang, in der Maus ist sie ebenfalls 23 AS (siehe Abbildung 8)
lang. Nach der Abspaltung dieser Signalsequenz besitzt das sezernierte TFF2-Peptid einen

N-terminalen Glutaminsaurerest (E, Mensch bzw. Maus) bzw. Glutaminrest (Q, Schwein). Im
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Gegensatz zum Schwein und der Maus, besitzt humanes TFF2 eine N-Glykosylierungsstelle
(May et al. 2000; Thim et al. 1993); da diese partiell ist, kann TFF2 aber auch unglykosyliert
vorliegen. Kennzeichen dieser N-Glykosylierung ist ein N-linked monofucosylated N,N’-
diacetyllactosediamine (LacdiNAc) Oligosaccharid (Hanisch et al. 2013), welches u. a. von
Helicobacter pylori erkannt werden kann (Rossez et al. 2014). Wie bereits oben erwahnt wird
TFF2 vor allem im Magen (Antrum/Korpus) und Duodenum zusammen mit dem Muzin MUC6
sezerniert und ist typischer Bestandteil der Mukusschicht und des Magensafts (Semple et al.
2001). Im Schwein kann TFF2 auch im Pankreas nachgewiesen werden (Rose et al. 1989;
Stlrmer et al. 2014).
Fur TFF2 sind bereits verschiedene Bindungspartner beschrieben:

e Muzine (Hanisch et al. 2014; Hoffmann 2015b; Kouznetsova et al. 2007a; Stirmer

et al. 2014)

e Ductin (Thim and Mgrtz 2000)

¢ [(-Untereinheit von B-Integrin (Thim and Martz 2000)

o CXCR4 (Braga Emidio et al. 2019; Dubeykovskaya et al. 2009; Hoffmann 2009)

e PAR4 (Braga Emidio et al. 2019; Zhang et al. 2011)

Die Bindung von TFF2 an Muzine erfolgt u. a. als Lektin an terminale a-1,4-GIcNAc Reste
(GlcNAca1->4GalB1->4GIcNAcB) der Muzine (Hanisch et al. 2014). Der a-1,4-GlcNAc Rest
wird exklusiv von MUCG6 sezernierenden Zellen gebildet und u. a. durch den monoklonalen
Antikdrper HIK1083 (Ishihara et al. 1996) sowie durch das Lektin GSAIl erkannt (Ihida et al.
1988; Nordman et al. 1998). Dieser Rest weist zudem eine antibiotische Aktivitat gegentber
H. pylori auf (Lee et al. 2008; Nakayama 2014). Durch die Bindung von TFF2 an Muzine
kann TFF2 die Viskositat und Elastizitdt der Mukusschicht (Kjellev et al. 2006; Thim et al.
2002) beeinflussen. Zusatzlich kann TFF2 auch Zellmigrationsprozesse in vitro unterstutzen
(Chwieralski et al. 2004; Hoffmann 2004). Auch bei der Immunantwort und bei
inflammatorischen Prozessen scheint TFF2 eine Rolle zu spielen (Kurt-Jones et al. 2007).
Ebenfalls wurde eine Funktion von TFF2 als Tumorsuppressor bereits diskutiert. (Shi et al.
2006).

3.6. Zielsetzung

TFF2 wird zusammen mit Muzinen im Magen und Dunndarm von verschiedenen Zellen
gebildet und sezerniert. Es ist bereits beschrieben, dass porcines TFF2 an Orthanamucin
bindet (Stirmer et al. 2018). AuRerdem wurde gezeigt, dass ein rekombinantes TFF2-
Fusionsprotein als Lektin an terminale a-1,4-GlcNAc-Reste von kommerziell erhaltlichem
Muzin aus dem Schwein bindet (Hanisch et al. 2014).

Ziel dieser Arbeit ist es nun, u. a. die Bindung von humanem TFF2 an Muzine der humanen

Mukusschicht zu untersuchen und naher zu charakterisieren. Dafir werden humane
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3. Einleitung

Gewebeproben aus dem Magen extrahiert und mittels FPLC gereinigt. Die Bindung von
rekombinantem '?°I-TFF2 an diese gereinigten Mukusproben wird dann in Bindungsstudien
unter verschiedenen Bedingung untersucht (z.B. Abhangigkeit von pH-Wert, Ca®'-
Konzentration). Durch stufenweise Extraktion von humanem Gewebe soll die Bindung von
TFF2 an den Mukus zuséatzlich charakterisiert werden. Im Schwein ist die Bindung von TFF2
an den Mukus bereits fur kommerziell erhaltliche Muzinpraparate (Orthanamucin)
beschrieben (Stirmer et al. 2018). Diese Bindung soll nhun auch an Proben von porcinen
Magengeweben untersucht, charakterisiert und mit denen humaner Proben verglichen

werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien (analysereine Qualitat, p.a.) stammen, sofern
nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), Riedel-de-Haén (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe,
Deutschland) und Fisher Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland). Fir alle Puffer und
Losungen, die in dieser Dissertation aufgelistet sind, wurde deionisiertes, gereinigtes Wasser
verwendet (Ultra Clear TWF Reinwassersystem, SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH, Barsbuttel, Deutschland). Die Puffer fur die Proteinreinigung
wurden mit Hilfe eines Millipore Express® PLUS (PES) Filters (PorengréRe 0,22 um; Merck;
Deutschland) filtriert und vor dem Saulenlauf im Ultraschallbad (TranssonicT460/H, Elma

Schmidbauer GmbH, Singen Deutschland, 15 min) entgast.

4.1.1. Gewebe

Alle Untersuchungen von menschlichem Gewebe wurden von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultdt der Universitadt Magdeburg genehmigt und folgen den Grundsatzen
der Erklarung von Helsinki. Die Proben wurden dabei aus dem Gastrointestinaltrakt (Gl-
Trakt) des Menschen durch Mitarbeiter der Klinik fur Allgemein-, Viszeral-, Gefal3- und
Transplantationschirurgie gewonnen und nach der histopathologischen Befundung durch die
pathologische Abteilung (Prof. Dr. T. Kalinski, OA Dr. med. A. Lemke, OA Prof. Dr. med. D.

Jechorek) bei -80 °C eingefroren und bis zur Verwendung gelagert.

Tabelle 2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Gewebe.

Gewebenummer Ursprung Befunde

MC358 Korpus mafige chr. leicht floride
Gastritis

MC383 Korpus chr. Gastritis

MC406A Korpus ohne Befund (0. B.)

MC479 Korpus o. B.

MC540 Korpus o. B.

MC560 Korpus o. B.

MC577 Korpus Adipositas

MC588 Korpus o. B.

MA250 Antrum mafige chr. Entziindung,
geringgrdige Metaplasie

MA343 Antrum chr. floride Gastritis,
intestinale Metaplasie
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MA534 Antrum geringgradige chr. Gastritis
MA561 Antrum mafige Gastritis, maRige
Atrophie

Duo118 Duodenum o. B.

Duo246 Duodenum o. B.

Duo350 Duodenum o. B.

Duo360 Duodenum o. B.

Duo365 Duodenum o. B.

Duo435 Duodenum o. B.

Duo554 Duodenum o. B.

Duo559 Duodenum o. B.

Die Proben aus dem GI-Trakt des Schweins wurden von frisch geschlachteten Schweinen
(Biohof Gut Glusig, Gut Glisig GmbH, Ackendorf, OT Glisig) gewonnen. Diese wurden nach
der Schlachtung auf Eis ins IMMC transportiert. Dort wurden die Gewebeproben enthommen
und bis zur Verwendung ebenfalls bei -80 °C gelagert. Fir diese Arbeit wurden Proben der
Schweine 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11 und 12 untersucht.

4.1.2. Antikorper

Tabelle 3: Primére und Sekundare Antikorper

Antikorper Antigen Kopplung | Verdiinnung | Literatur

a-hTFF2-2 FFPNSVEDCHY KLH 1:2000 (Jagla et al. 2000)

a-hTFF3-8 FKPLQEAECTF KLH 1:1000 (Jagla et al. 2000)

a-hMUCS5AC-2 | RNQDQQGPFKMC | KLH 1:2000 (Kouznetsova et al.
2004)

PGM2B-1 RNQDQGGKFRIC | KLH 1:1000 (Nordman et al. 1998)

anti-Kaninchen | - Peroxidase | 1:4000 Vector Laboratories
PI-1000

Far den immunologischen Nachweis von TFF2 bzw. TFF3 (Jagla et al. 2000) bei Mensch
und Schwein wurden affinitatsgereinigte, polyklonale, primare Antikdrper (a-hTFF2-2 bzw. a-
hTFF3-8) verwendet (siehe Tabelle 3). Diese wurden gegen das Peptid FFPNSVEDCHY
(TFF2) bzw. FKPLQEAECTF (TFF3) generiert, welche fir die Immunisierung an Keyhole
Limpet Hemocyanin (KLH) gekoppelt wurden. Fir den Nachweis von MUCS5AC
(Kouznetsova et al. 2004) beim Mensch wurde ein affinitdtsgereinigter polyklonaler
Antikorper (a-hMUC5AC-2) gegen das Peptid RNQDQQGPFKMC verwendet. Der Nachweis
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von MUCS5AC beim Schwein erfolgte tber den affinitadtsgereinigten, polyklonalen Antikérper
PGM 2B-1 (Nordman et al. 1998) gegen das Peptid RNQDQGGKFRIC.

Der Nachweis des primdren Antikorpers erfolgte mittels Peroxidase gekoppeltem
sekundaren Antikdrper anti-Kaninchen-lIgG (H+L) (PI1-1000, Vector Laboratories, Burlingame,

U.S.A), welcher in einer 1:4000 Verdinnung eingesetzt wurde.

4.1.3. Lektine

Der Nachweis von MUCG erfolgte Uber das biotinylierte Lektin GSAIl (siehe Tabelle 4).
Dieses konnte uber die Bindung an Streptavidin (Sigma Aldrich, Missouri, U.S.A.), welches
an eine Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) gebunden ist, detektiert

werden (siehe Tabelle 4).
Tabelle 4: Lektine

Lektin Abkiirzung | Bindemotiv Verdiinnung | Bezug

biotinyliertes | GSAII a - und B- N-|1:1000 BIOZOL Diagnostica

Griffonia Acetylglucosamin Vertrieb GmbH,

Simplicifolia Eching, Deutschland

Lektin Il

Streptavidin- Biotinylierte 1:2500 Roche, F. Hoffmann-La

Peroxidase Antikérper/ Lektine Roche AG, Basel,
Schweiz

4.1.4. Peptide

Die rekombinanten Peptide TFF2y,c, TFF2,5n.gyc (Thim et al. 1993) bzw. pTFF2 (Jgrgensen
et al. 1982b), die fiir Vergleichsgele und die Hybridisierung mit '?°| verwendet wurden, stellte

freundlicher Weise Dr. L. Thim (Novo Nordisk, Bagsveerd, Danemark) zur Verfigung.

4.1.5. Datenbanken und Computerprogramme

Fur die Literatursuche, die Analyse von Proteinsequenzen, die Darstellung der Proteinstrukur
und fur die Bildbearbeitung wurden folgende Datenbanken und Programme verwendet:

ACD/ ChemSketch 2018.1.1 (Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, ON, Canada)
Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Incorporated, San Jose, USA)

Clustal Omega (European Bioinformatics Institute, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/;

(Larkin et al. 2007))

26



https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Bagsv%C3%A6rd&action=edit&redlink=1

4. Material und Methoden

ExPASy ProtParam (Expert Protein Analysis System; Swiss Institute of Bioinformatics
http://www.expasy.ch; (Walker 2005))

GeneTools Version 4.03.05.0 (SynGene, Camridge, England)

GeneView Version 4.03.05.0 (SynGene, Camridge, England)

Imaged 1.52a (Image Processing and Analysis in Java, Institut of Health, USA,
http://imagej.nih.goVv/ij; (Schneider et al. 2012))

Microsoft Office 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

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

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

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

4.1.6. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse bei einer Stichprobenzahl n = 2 erfolgte mit Hilfe
des Computerprogrammes Microsoft Office 2010 (Exel, siehe Abschnitt 4.1.5). Fehlerbalken
in Abbildungen, die einen solchen enthalten, stellen die Standardabweichung & (Exel:
STABW.N) grafisch dar. Fir die Signifikanztests wurde ebenfalls das Programm Microsoft
Office 2010 (Exel, siehe Abschnitt 4.1.5) verwendet. Es handelt sich dabei um einen Zwei-
Stichproben F-Test mit * = p < 0,05; ** = p < 0,01 und *** p < 0,001.
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4.2. Biochemische Methoden

4.2.1. Gewebeextraktion
Die Gewebeextraktionen und anschlieRenden Saulenldufe wurden tlw. in Zusammenarbeit

mit Herrn Jérn Heuer durchgefihrt.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Puffer fiir die Gewebeextraktion.

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Extraktionspuffer S-75HL 20 mM Tris/HCI, pH 7.0
30 mM NacCl

0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
0,21 uM Leupeptin

Extraktionspuffer ResQ 20 mM Tris/HCI, 7.0
0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
0,21 uM Leupeptin

4.2.1.1. Wassrige Extraktion

A: Standard-Methode

FUr die analytische Reinigung wurden ca. 0,2 g Gewebe verwendet, fur die praparative
Reinigung wurden ca. 1,6 g-1,8 g Gewebe aufgeschlossen. Die Extraktion erfolgte mittels
mechanischer Lyse. Dazu wurden die bei -80 °C eingefrorenen Gewebestlicke kurz angetaut
und mittels Skalpell ca. 0,2 g schwere Gewebsstiicke abgetrennt. Diese wurden in mit
Keramikklgelchen gefillite 2 mL Reaktionsgefalte gegeben und dann mit dem flinffachen
Volumen (w/v) an Extraktionspuffer (siehe Tabelle 5) versetzt. Danach wurden die Proben flr
10 sec in flussigen Stickstoff gegeben und die Suspension mit dem Homogenisator Precellys
24 (peglab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) aufgeschlossen (3x10 sec,
6800 x g, 30 sec Pause). Anschlieltend erfolgte die Zentrifugation bei 16000 x g fur 10 min
bei 4 °C (Hettich Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der Uberstand (US)
wurde in ein neues 2 mL Reaktionsgefall tberfuhrt, mit der gleichen Menge an Chloroform
(v/v) versetzt (Entfernung interferierender unpolarer Substanzen) und kurz gevortext. Es
erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 16000 x g fur 10 min bei 4 °C. Der dabei gebildete
Uberstand wurde als Extrakt fir die anschlieRende Analyse abgenommen (siehe Abbildung
9).
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+ Chioroform

C

Extrakt

Puffer A Uberstand B Uberstand
> R —_— Chigroform
Gewabe Pellet
Zellaufschluss Reinigung mittels Chloroform Extrakt

Abbildung 9: Wassrige Extraktion von Geweben nach dem Standardprotokoll. Das Gewebe wird zun&chst
im flnffachen Volumen an Puffer aufgenommen. A: Es folgt der Zellaufschluss mittels Precellys und eine
anschlieBende Zentrifugation. B: Der Uberstand nach der Zentrifugation wird in ein neues ReaktionsgefaR
gegeben und mit Chloroform im Verhaltnis 1:1 gemischt. C: Nach erneuter Zentrifugation bilden sich zwei
Phasen. Der Extrakt (obere Phase) wird analysiert, die untere Phase wird verworfen.

B: Stufenweise Extraktion

Bei der stufenweisen Gewebeextraktion wurde das Gewebe (ca. 0,2 g Gewebe fur die
analytische Reinigung und ca. 1,6 g fir die praparative Reinigung) zunachst ohne
Zellaufschluss mit Extraktionspuffer inkubiert (siehe Abbildung 10). Dazu wurde das
bei -80 °C gelagerte Gewebe zunachst angetaut und mit dem Skalpell in ca. 0,2 g schwere
Stlicke geschnitten. Diese wurden in ein 2 mL Reaktionsgefal3, welches Keramikkugeln
enthalt, UberfUhrt und mit dem funffachen Volumen (w/v) an Extraktionspuffer (siehe Tabelle
5) versetzt. AnschlieRend wurde der Ansatz fur eine Stunde im Kuihlraum auf dem
Karussellschittler (Mixing Rotor, Variotim/Variospeed, Renner GmbH, Dannstadt,
Deutschland) gedreht und danach bei 16000 x g fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert (Hettich
Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, Deutschland).

Der nach der Zentrifugation gebildete US wurde mit Chloroform extrahiert (US + Chloroform
1:1 (v/v); Zentrifugation bei 16000 x g fir 10 min bei 4 °C) und der wassrige Uberstand (EO0)
anschlief’end bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Das Pellet, welches sich nach dem einstiindigen Waschen mit Extraktionspuffer und
anschlieRender Zentrifugation gebildet hatte, wurde im zweiten Schritt der stufenweisen
Extraktion mit dem funffachen Volumen (w/v) Extraktionspuffer versetzt und mittels Precellys
(sieche oben, 3x10sec, 6800xg, 30sec Pause) aufgeschlossen. Nach erneuter
Zentrifugation (16000 x g, 10 min, 4 °C) wurde der Uberstand abgenommen (+ Chloroform
1:1 (v/v) = Zentrifugation 16000 x g, 10 min, 4 °C-> Uberstand -20 °C (E1)) und das Pellet
im nachsten Schritt erneut extrahiert.

Dazu wurde das Pellet nun mit dem flnffachen Volumen (w/v) 1% Natriumdodecylsulfat
(SDS) in Extraktionspuffer resuspendiert und anschlieRend zentrifugiert (16000 x g, 4 °C,
10 min). Der Uberstand wurde abgenommen (+ Chloroform 1:1 (v/v) = Zentrifugation
16000 x g, 10 min, 4 °C-> Uberstand -20 °C (E2)) und das Pellet weiter extrahiert. Dieser
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Extraktionsschritt (E2) wurde jedoch nicht bei allen stufenweisen Extraktionen durchgefuhrt
(siehe Ergebnisteil); fehlt dieser Schritt, wurde das Pellet nach E1 direkt mit 1% SDS in
Extraktionspuffer 30 min bei 50 °C inkubiert (siehe unten E3).

Das Pellet (nach E1 bzw. E2) wurde mit dem 2,5-fachen Volumen (w/v) 1% SDS in
Extraktionspuffer fir 30 min bei 50 °C inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei
16000 x g, 4 °C und 10 min. Der Uberstand wurde abgenommen (+ Chloroform 1:1 (v/v) =
Zentrifugation 16000 x g, 10 min, 4 °C-> Uberstand -20 °C (E3)) und das Pellet nochmals
extrahiert.

Dazu wurde das Pellet nun fur 5 min in 2,5-fachem Volumen (w/v) 1%igem SDS (in
Extraktionspuffer) gekocht und anschlieRend zentrifugiert (16000 x g, 4 °C, 10 min). Das
dabei entstandene Pellet wurde verworfen und der Uberstand mit dem gleichen Volumen an
Chloroform versetzt, fir 10 min bei 16000 x g und bei 4 °C zentrifugiert und anschlieend
bei -20 °C gelagert (E4). E3 und E4 wurden fir die Saulenldufe vereinigt. Bei der Analyse
von Extrakten wurde zum Pellet ebenfalls das flinffache Volumen an Extraktionspuffer

gegeben.

Waschen mit Puffer Zellaufschluss Resuspendieren 1% SDS, 50 °C 1% SDS,95°C
1%SDS

B C
Pedlet i Pellat i

Uberstand ! Uberstand

Puffer

A
Gewebe i

Pellet

D E
Pallat i Pellet i

Uberstand

Uberstand

Extrakt EO Extrakt E1 Extrakt E2 Extrakt E3 Extrakt E4

Abbildung 10: Stufenweise, wissrige Extraktion von Geweben. Das Gewebe wird zunachst im flinffachen
Volumen an Puffer aufgenommen. A: Anschliefend erfolgt die Inkubation des Gewebes bei 4 °C im
Karussellschiittler fiir eine Stunde. Nach Zentrifugation der Probe erhalt man Pellet und Uberstand. Letzterer wird
abschieRend mit Chloroform gereinigt (EO), das Pellet wird weiter aufgeschlossen. B: Nach Zugabe von Puffer
zum Pellet erfolgt der Zellaufschluss via Precellys und anschlieRender Zentrifugation. Der Uberstand wird wieder
mit Chloroform gereinigt (E1) und das Pellet weiter aufgeschlossen. C: Das Pellet wird in Extraktionspuffer mit 1%
SDS resuspendiert und anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand (E2) wird mit Chloroform gereinigt, das Pellet
weiter extrahiert. D: Dazu wird es in 1% SDS geldst und bei 50 °C fur 30 min inkubiert. Nachfolgende
Zentrifugation trennt den Uberstand vom Pellet. Der US wird wieder mit Chloroform gereinigt (E3), das Pellet
nochmals aufgeschlossen. E: Dabei wird das Pellet nach Zugabe von 1%igem SDS 5 min gekocht. Nach
Zentrifugation erhalt man den Uberstand E4, der wiederum vor Verwendung mittels Chloroform gereinigt wird.

4.2.1.2. TRIzol®-Extraktion
Die Extraktion von RNA mittels eines sauren Guanidiniumisothiocyanat-Phenol-Chloroform-
Gemischs wurde erstmals von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi 1987)

beschrieben. Fiir die Extraktion der Proteine mittels TRIzol®-Reagenz (ambion® by life
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technologies™, Waltham, Massachusetts, USA) wurde nach Anleitung des Herstellers (siehe
Abbildung 11) verfahren. Fur die analytische Reinigung wurden ca. 0,1 g Gewebe, fur die
praparative Reinigung ca. 0,8 g Gewebe extrahiert. Zunachst wurde das gefrorene Gewebe
angetaut, davon ca. 0,1 g mit dem Skalpell abgetrennt und in ein 2 mL Reaktionsgefal},
welches Keramikkugeln enthélt, Giberfiihrt. Nach der Zugabe von 1 mL TRIzol® je 100 mg
Gewebe wurde die Suspension fur 10 sec in flussigen Stickstoff gegeben und anschliel3end
mittels Precellys homogenisiert (siehe Kapitel 4.2.1.1.). Danach erfolgte die Zentrifigation bei
12000 x g, 10 min, 4 °C (Hettich Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Der
Uberstand wurde in ein neues 2 mL Reaktionsgefal tberfihrt, 5 min bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert und mit 0,2 mL Chloroform versetzt. Nach 15 sec schitteln per Hand wurde
nochmals 3 min bei RT inkubiert. Die anschlielliende Zentrifugation erfolgte bei 12000 x g fir
15 min bei 4 °C. Es entstanden 3 Phasen (organische Phase, Interphase, wassrige Phase),
von denen nur die organische und die Interphase fir die Proteinextraktion weiter verwendet
wurden. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von 0,3 mL 100%igem EtOH und Inkubation
bei RT fur 3 min, gefolgt von einer erneuten Zentrifugation bei 2000 x g, 5 min, 4 °C. Der
Uberstand wurde in ein neues 2 mL ReaktionsgefaR Uberfiihrt, mit 1,5 mL Isopropanol
versetzt und 10 min bei RT inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation bei
12000 x g, 10 min bei 4 °C. Das dabei gebildete Pellet wurde nun 3-mal mit je 2mL
Waschlésung (0,3 M Guanidiniumchlorid in 95% EtOH) gewaschen (Pellet + Waschlésung >
20 min RT - Zentrifugation 7500 x g, 5 min, 4 °C). Abschliefend wurde das Pellet nun noch
1-mal mit 100%igem EtOH gewaschen und getrocknet. Zu dem Pellet wurden 500 pL
1%iges SDS in Extraktionspuffer (siehe Tabelle 5) gegeben und das Pellet durch schitteln

fur ca. 2 h bei 50 °C gel6st. Der Extrakt konnte anschlieRend analysiert werden.

31



4. Material und Methoden

+ Chloroform

C

TRIzol® A Uberstand B Uberstand
A e
Guwslse Pellet

Zellaufschluss Zugabe Chloroform
+ Isopropancl + Ethanol \l/ C
wassrige Phase
Uberstand E Interphase D Interphase
organische Phase organische Phase
Fallung von Proteinen Bildung 3er Phasen
F ‘L + Puffer
+ 1% SDS
Oberstand G H Extrakt
erstan
Pellet

getrocknates Pellat

Lésen Proteinpellet

Abbildung 11: Gewebeextraktion mittels TRIzol®. Das Gewebe wird zunachst in TRIzol® aufgenommen. A: Der
Zellaufschluss erfolgt mittels Precellys. Durch anschlieRende Zentrifugation entstehen Pellet und Uberstand. B:
Der Uberstand wird abgenommen und mit Chloroform versetzt. C: Durch eine Zentrifugation entstehen drei
verschiedene Phasen, wobei die wassrige Phase (RNA) nicht weiter verwendet wird. D: Die organische Phase
und die Interphase werden mit Ethanol versetzt und erneut zentrifugiert. Das Pellet (DNA) wird nicht weiter
betrachtet. E: Der Uberstand wird abgenommen und die Proteine mit Isopropanol geféllt. F: Nach der Fallung wird
erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit Waschlésung und Ethanol gewaschen (G). H:
Nach den Waschschritten wird das Pellet in 1%igem SDS bei 50 °C fir 1-2h geldst.

4.2.2. Proteinreinigung mittels Saulenchromatographie

Falls nicht anders angegeben, wurde der pH-Wert der Puffer fir die
GroRenausschlusschromatographie (S-75HL, S-500) und lonenaustausch-Chromatographie
(ResQ) mit HCI auf pH 7.0 eingestellt. Die Saulenldufe wurden tlw. in Zusammenarbeit mit

Herrn Jorn Heuer durchgeflhrt.
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Tabelle 6: Lauf-und Bindepuffer fiir die Reinungung der Proteine iiber Gelfiltration und lonenaustausch-

Chromatographie.

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Laufpuffer S-75HL 20 mM Tris/HCI, pH 7.0
30 mM NacCl

0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
0,21 uM Leupeptin

Bindepuffer ResQ 20 mM Tris/HCI, 7.0
0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
0,21 uM Leupeptin

Elutionspuffer ResQ 20 mM Tris/HCI, 7.0
1 M NaCl

0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
0,21 uM Leupeptin

4.2.2.1 GroRenausschluss-Chromatographie (Gelfitration)

Bei der Gelfiltration kdnnen Molekule nach ihrer GroRe, Form und ihrem hydrodynamischen
Radius voneinander getrennt werden. Die stationare Phase der Saule bildet dabei eine
spezielle Gelmatrix, in der Regel ein dreidimensionales Netzwerk aus polymeren
organischen Verbindungen (z. B. Dextran), das mit hydrophilen Poren durchsetzt ist. Da
grof3e Molekule schlechter in die Poren der Matrix eindringen kdnnen, als kleinere Molekule,
wandern sie schneller durch die Saule und eluieren dementsprechend eher. Das
Elutionsvolumen eines Stoffes (Volumen an Lésemittel das ndétig ist, um Moleklle von der
Saule zu eluieren) ist also abhangig von dessen MoleklgroRRe (Berg et al. 2014).

Die Trennung der Proteine nach ihrer GroRRe erfolgte entweder Uber eine HiLoad™ 16/600
Superdex™ 75 prep grade-Saule (120 mL Saulenvolumen, GE Healthcare Life Science,
Little Chalfont, U.K.) oder Uber eine HiPrep™ 16/60 Sephacryl™ S-500 HR-Saule (120 mL
Saulenvolumen, GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, U.K.) mittels eines AKTA™-
FPLC Systems (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) bzw. eines AKTA™Prime plus
Systems (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, U.K). Die Saule wurde zunachst mit
zwei Saulenvolumen (SV) Elutionspuffer equilibriert und der Extrakt (ca. 5 mL) anschlieRend
aufgetragen. Die FlieRgeschwindigkeit betrug dabei 1 mL/min (S-75HL) bzw. 0,5 mL/min (S-

500). Eluiert wurde mit zwei SV Elutionspuffer, dabei wurden 2 mL Fraktionen gesammelt.
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Das Elutionsprofil wurde durch die Messung der Absorption bei 280 nm verfolgt. Die Proben

wurden anschlief3end bei 4 °C bzw. -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.2.2.2. lonenaustausch-Chromatographie

Bei der lonenaustausch-Chromatographie tragt das Saulenmaterial, also die stationare
Phase, kovalent gebundene, ionisierbare Gruppen. Bei der Anionenaustausch-
Chromatographie sind positive Ladungen fixiert, bei der Kationenaustausch-
Chromatographie negative Ladungen. Die Chromatographie verlduft in zwei Schritten.
Zunachst binden Proteine an die geladenen Gruppen des Saulenmaterials und anschlielend
werden diese dann durch mobile lonen des Elutionspuffers wieder verdrangt. Je starker
geladen dabei ein Protein ist, desto besser bindet es an das entgegengesetzt geladene
Saulenmaterial. Die Bindung der Proteine an die Saule ist u. a. abhangig vom pH-Wert des
Puffers. Liegt dieser pH-Wert in der Nahe des isoelektrischen Punktes des Proteins, bindet
das Protein nur schwach an die Saule. Zum anderen ist die Bindung auch abhangig von der
Salzkonzentration des Elutionspuffers. Bei geringer Salzkonzentration werden zunachst nur
die schwach gebundenen Proteine von der Saule eluiert, bei hoher Salzkonzentration auch
die fester gebundenen Proteine (Berg et al. 2014).

Es wurden entweder Extrakte (ca. 5 mL) oder Fraktionen nach S-75HL (ldentifikation der
TFF2-positiven Fraktionen mittels Western Blot) Uber eine RESOURCE™ Q6-Saule
(Anionenaustauschsaule, 6 mL Saulenvolumen, GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,
U.K.) mit Hilfe des AKTA™-FPLC Sytems (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany)
gereinigt. Die Saule wurde zunachst mit drei SV Bindepuffer equilibriert, die Probe dann bei
0% Elutionspuffer und 100% Bindepuffer (siehe Tabelle 6) injiziert. Dann wurde zunachst
Uber eine Lange von 1,5 SV der Anteil des Elutionspuffers auf 5% erhéht. Im zweiten Schritt
wurde der Anteil an Elutionspuffer Uber vier SV auf 100% erhoht (linearer Gradient).
AbschlieBend wurde dann mit finf SV Elutionspuffer nachgespult. Die FlieRgeschwindigkeit
betrug 4 mL/min und es wurden Fraktionen mit einem Volumen von 1 mL gesammelt. Das
Elutionsprofil wurde konstant durch Absorptionsmessungen bei 280 nm verfolgt. Die

Fraktionen wurden bis zur weiteren Analyse bei 4 °C bzw. -20 °C gelagert.

4.2.2.3. Entsalzung der gereinigten Proteinproben mittels PD-10-Saulen

Die Entsalzung der gereinigten Proteinproben, als Vorbereitung fir proteomanalytische
Untersuchungen, erfolgte Uber GE Healthcare Life Sciences™ PD-10 Entsalzungssaulen
(GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, U.K) nach Herstellerangaben. Diese sind mit
einem Sephadex™ G-25 Medium gepackt. Durch die Reinigung mittels PD-10-Saulen
kdénnen Proteine und Salze voneinander getrennt werden.

Zunachst wurde die Saule mit 25 mL Equilibrierungspuffer (20 mM Tris/HCI, pH 7.0) oder

deion. Wasser gespult und anschlieBend max. 2,5 mL der gereinigten Proteinfraktion
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aufgetragen. Die Elution erfolgte ebenfalls mit Equilibrierungspuffer bzw. deion. Wasser. Es
wurden ca. 14 Fraktionen zu je 1 mL gesammelt und die TFF2-positiven Fraktionen
(Uberpriifung mittels Western Blot) vereinigt und konzentriert (Concentrator plus, Eppendorf,

Hamburg, Deutschland).

4.2.3. Gelelektrophorese

4.2.3.1. Agarose-Gelelektrophorese (AgGE)

Tabelle 7: Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese

Puffer/Losungen Zusammensetzung

Laufpuffer 40 mM Tris/HCI, pH 8.0
1 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
0,1% (w/v) SDS

4 x Probenpuffer 40 mM Tris/HCI, pH 8.0

1 mM EDTA

0,1% (w/v) SDS

30% (v/v) Glycerin

1 Spatelspitze (Sp) Bromphenolblau

Um hochmolekulare Proteine unter nativen Bedingungen (nicht-denaturierend und nicht-
reduzierend) zu trennen, wurde eine horizontale Agarose-Gelelektrophorese (AgGE)
durchgefiihrt. Agarosegele eignen sich ideal zur Auftrennung von Proteinen mit einem
Molekulargewicht Gber 500 kDa (Lottspeich and Zorbas 1998). Es wurde zunachst ein
1%iges Agarosegel hergestellt. Daflir wurden 2,5 g peqGOLD MegaBase Agarose (peqlab,
Erlangen, Deutschland) in 250 mL Laufpuffer vorsichtig in der Mikrowelle (MICROMAT Typ
EEH8733, AEG-Electrolux, Nurnberg, Deutschland) erwarmt und geldst. Die heilde
Gelmischung wurde durch Schitteln auf einem Taumelschittler (Heidolph Polymax 1040,
Carl Roth GmbH & CO KG, Karlsruhe, Deutschland) bei RT auf ca. 40 °C abgekuhlt und
anschlieBend in die Gelkammer gegossen (Horizontale Kammer W7, Biodeal
Handelsvertretung Edelmann e.K., Markkleeberg, Deutschland). Das polymerisierte Gel
wurde mit Laufpuffer Uberschichtet und anschlielend die Proben in die Geltaschen pipettiert.
Die Proben wurden zuvor mit Probenpuffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 7) im
Verhaltnis 3:1 gemischt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung (Netzgerat von
Heinzinger Economy Line LNG 35006, Amersham Parmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)
von 40V Uber 4 h. Nach der Gelelektrophorese erfolgte die Ubertragung der getrennten
Proteine mittels Kapillarblot auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham™ Protran™ 0.1 ym

NC, GE Healthcare Life science, Buckinghamshire, England).
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4.2.3.2. SDS —Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Tabelle 8: Puffer fiir die SDS-PAGE

4. Material und Methoden

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Laufpuffer nach (Laemmli 1970) 25 mM Tris/HCI, pH 8.5
190 mM Gilycin

0,1% (w/v) SDS

Trenngelpuffer

1,5 M Tris/HCI, pH 8.8
0,4% (w/v) SDS

Sammelgelpuffer

1 M Tris/HCI, pH 6.8

4 x reduzierender Probenpuffer

250 mM Tris/HCI, pH 6.8

0,8% (w/v) SDS

5% (w/v) B-Mercaptoethanol

39% (w/v) Glycerin
1 Sp Bromphenolblau

4 x nicht-reduzierender Probenpuffer

250 mM Tris/HCI, pH 6.8

0,8% (w/v) SDS
39% (w/v) Glycerin
1 Sp Bromphenolblau

Die SDS-PAGE dient der analytischen Trennung von Proteinen bzw. Proteingemischen unter

denaturierenden Bedingungen (Laemmli 1970). Dabei wird die Eigenladung der Proteine

durch SDS uberlagert und die Proteine erhalten eine konstante negative Ladungsverteilung.

Somit werden die Proteine nur nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Als Trennmedium

dient ein diskontinuierliches Gel auf Polyacrylamidbasis, in dem langere Proteine starker

zurickgehalten werden als kurzere Proteine. Zunachst durchlaufen die Proteine dabei ein

Sammelgel (neutraler pH-Wert) und werden dort konzentriert, bevor sie im Trenngel mit

basischem pH-Wert getrennt werden.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Trenngels und des Sammelgels fiir die 15%ige SDS-PAGE

Trenngel (15%) Sammelgel (6%)
Trenngelpuffer 10 mL -
Sammelgelpuffer - 2,5mL
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 20 mL 2,5mL
20% SDS - 100 pL
H,O ad. 50 mL ad. 12,2 mL
10% Ammoniumpersulfat (APS) 120 yL 100 L
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 56 pL 10 L
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Fir die Analyse der TFF-Peptide wurde eine Kombination aus 15%igem Trenngel und
6%igem Sammelgel verwendet. Fur die Herstellung von vier 15%igen SDS-Gelen wurde
zunachst die Trenngelmischung nach oben aufgefihrter Zusammensetzung (Tabelle 9)
pipettiert (zunachst ohne APS und TEMED). Aus dieser Mischung wurde 2x 1 mL
entnommen und mit je 10uL 10% APS wund 5puL TEMED versetzt. In jede
GelgieRvorrichtung (Mini-PROTEAN® Tetra System, Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, U.S.A)
wurde von diesem sogenannten Fufdgel nun 480 pL gegossen. Das Fulgel ist nach ca.
5 min polymerisiert und verhindert ein Auslaufen der Trenngele. Danach wurden zu der
restlichen Trenngelmischung ebenfalls 10% APS und TEMED zugegeben (siehe Tabelle 9)
und dadurch die Polymerisation eingeleitet. Die Trenngele wurden auf die FulRgele in die
GelgieRvorrichtung gegossen und mit einem Wasser/lsopropanolgemisch (1:1)
Uberschichtet. Dies flihrte zur Bildung einer geraden Abschlusskante ohne Luftblasen.
Nachdem die Trenngele vollstandig polymerisiert waren, wurde das
Wasser/Isopropanolgemisch sorgfaltig entfernt. Nun wurde die Sammelgelmischung, wie in
Tabelle 9 beschrieben, angesetzt und diese dann auf das Trenngel gegossen. Anschlielend
wurden die Kdmme fir die Geltaschen in das Sammelgel eingesteckt. Auch hier wurde die
Polymerisation durch Zugabe von APS und TEMED eingeleitet. Die Gele wurden bis zur
Verwendung bei 4 °C im Kihlraum gelagert.

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel im Verhaltnis 3:1 mit 4 x
Probenpuffer (reduzierend bzw. nicht-reduzierend) versetzt und fir 5 min gekocht. Dadurch
wurde die Tertiar- und Sekundarstruktur der Proteine durch Aufspalten der
Wasserstoffbriicken denaturiert. Das B-Mercaptoethanol im reduzierenden Probenpuffer
fuhrte zudem zu einer Aufspaltung der Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten.

Die Elektrophorese der Gele erfolgte in einer Mini-PROTEAN® Tetra System
Gelelektrophoresekammer von Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, U.S.A) mit SDS-
Laufpuffer (Laemmli 1970) bei RT zunadchst bei 70 V (Netzgerat von Heinzinger Economy
Line LNG 35006, Amersham Parmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) bis die Lauffront das
Trenngel erreicht hat. AnschlieRend wurde die Spannung auf 100V erhéht und die
Elektrophorese so lange durchgefuhrt, bis die Lauffront das Ende des Trenngels erreicht
hatte.

Als Molekulargewichtsmarker diente der Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), mit in folgender Tabelle aufgelisteten

molekularen GroRRenstandards.
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Tabelle 10: Zusammensetzung des GréRenmarkers fiir die SDS-PAGE

MW [kDa] Protein Quelle

116.0 B-Galaktosidase E.coli

66.2 Serumalbumin Rinderblut

45.0 Ovalbumin Huhnereiweil}
35.0 Laktat-Dehydrogenase Schweinemuskel
25.0 REase Bsp98I E.coli

18.4 B-Laktoglobulin Kuhmilch

14.4 Lysozym Huhnereiweil}

Die SDS-Gele wurden nun entweder mittels Western Blot analysiert (siehe 4.2.4.), mit

Coomassie-Blau gefarbt (siehe 4.2.8.) oder einer Silberfarbung (siehe 4.2.7.) unterzogen.

4.2.4. Western Blot

Tabelle 11: Auflistung der Puffer und Losungen fiir die Western Blot-Analyse

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Transferpuffer Elektroblot 48 mM Tris/HCI, pH 8.8

39 mM Glycin

23 mM SDS

20% (v/v) Methanol
Transferpuffer Kapillarblot 0,6 M NaCl

0,06 M Tri-Natriumcitrat

Ponceau-Farbelésung

2,97 mM Ponceau S

0,18 M Trichloressigsaure

Puffer zur Nachreduktion

10 mM Na,HPO,/ KH,PO,, pH 7.4
155 mM NaCl
1% B-Mercaptoethanol

Fixierldsung

10 mM Na,HPO,/ KH,PO,, pH 7.4
155 mM NaCl
0,2% Glutaraldehyd

Waschpuffer TBS-T

20 mM Tris/HCI, pH 7.2
150 mM NaCl
0,1% Tween 20

Waschpuffer PBS-T

10 mM Na,HPO,/ KH,PO,, pH 7.4
155 mM NacCl
0,1% Tween 20

Blockierung

20 mM Tris/HCI, pH 7.2
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150 mM NacCl
0,1% Tween 20
1% BSA

1% Trockenmilch

ECL-L6sung 1 2,5 mM Luminol
0,4 mM p-Cumarsaure
100 mM Tris/HCI, pH 8.5

ECL-L6ésung 2 0,02% (w/v) Wasserstoffperoxid
100 mM Tris/HCI, pH 8.5

4.2.4 1. Elektroblot und Kapillarblot

Die Methode des Western Blot wurde 1979 von Towbin (Towbin et al. 1979) und Renard
(Renart et al. 1979) eingefuhrt (Lottspeich and Zorbas 1998). Dabei erfolgt der
Proteintransfer von einem SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran mit anschlieRender
Immundetektion der Proteine.

Der Transfer der Proteine nach SDS-PAGE erfolgte mittels Elektroblot, der Transfer nach
AgGE mittels Kapillarblot. Der Aufbau der beiden verschiedenen Blotting-Methoden ist in
Abbildung 12 dargestellt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham™
Protran™ 0.1 um NC, GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, England) tbertragen
und durch anschlieRende Fixierung immobilisiert. Fir den Elektroblot wurde ein 20 x 20 cm
Semi-Dry-Blotter (biostep® GmbH, Jahnsdorf, Deutschland) verwendet. Das Gel und die
Membran liegen zwischen puffergetrankten Filterpapieren und die SDS-Proteinkomplexe
wandern im elektrischen Feld von der Kathode (rostfreier Edelstahl) zur Anode
(beschichtetes Titan). Die Proteinkomplexe binden dabei durch hydrophobe

Wechselwirkungen an die Membran.
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Gewicht
.,
I < oce - Glasplatte
Filterpapier }— Zellstoffpapier
—— SDS-Gel
}_ N_ilrozellglosemembran FRSDapHr
Filterpapier
— Anode + Nitrozellulosemembran
Agarose-Gel
Glasplatte

I— Filterpapier-Briicke

[~ Transferpuffer

Abbildung 12: Aufbau von Elektroblot und Kapillarblot. A: Aufbau des Elektroblots: Auf die Anode werden
drei in Puffer getrankte Filterpapiere gelegt. Es folgt die ebenfalls in Transferpuffer getrankte
Nitrozellulosemembran und das SDS-Gel. Den Abschluss zur Kathode bilden wiederrum drei in Puffer getrankte
Filterpapiere. B: Aufbau des Kapillarblots: Eine Briicke aus Filterpapier wird auf eine Glasscheibe aufgelegt, die
zwei mit Transferpuffer beflilite GefalRe verbindet. Die Enden der Briicke reichen in den Transferpuffer der
Gefalle. Es folgt das Agarosegel und die in Puffer getrankte Nitrozellulosemembran. Nach sechs trockenen
Filterpapieren folgt eine Schicht aus Zellstoffpapier. Eine zweite Glasplatte bildet den Abschluss. Als Gewicht zur
Beschwerung dient eine 2 L Flasche.

Der Aufbau des Elektroblots wird in Abbildung 12A beschrieben. Das in Puffer getrankte
SDS-Gel wird dabei zwischen Kathode und Anode der Blotvorrichtung gelegt. Dabei liegt das
Gel zwischen Transferpuffer getranktem Filterpapier (Gel- Blotting- Papier BF2, Sartorius
AG, Gottingen, Deutschland). Auf der Seite der Anode, wird zwischen Filterpapier und Gel
noch eine Nitrozellulosemembran gelegt (Amersham™ Protran™ 0.1 ym NC, GE Healthcare
Life science, Buckinghamshire, England). Handelte es sich um nicht-reduzierende SDS-
Gele, wurden diese zuvor mit ca. 50 °C warmen 1%igem B-Mercaptoethanol in 1 x PBS-T
reduziert und danach erst auf die Membran aufgelegt. Der Proteintransfer erfolgte fur 70 min
bei 0,8 mA/cm?. Die Membranen wurden nach dem Blot fiir 5 min mit Ponceau S-Lésung
behandelt, um die Ubertragungseffizienz zu kontrollieren und die Proteinmarkerbanden zu
kennzeichnen.

Der Kapillarblot der Agarosegele erfolgte Uber Nacht. Der Aufbau ist ebenfalls in Abbildung
12 dargestellt. Das Agarosegel wird zwischen die in Transferpuffer getrankte Filterpapier-
Bricke und einem Stapel an 6 Filterpapieren aufgelegt. Die Nitrozellulosemembran (siehe
oben) liegt beim Blot zwischen dem Agarosegel und dem Filterpapierstapel. Der Transfer der

Proteine auf die Membran erfolgte UGN bei RT.

4.2.4.2. Immundetektion mit spezifischen Antikorpern

Die Identifikation der elektrophoretisch getrennten Proteine erfolgte (Uber einen
immunologischen Nachweis mittels spezifischer Antikdrperreaktion. Dabei bindet zunachst
ein antigenspezifischer Primarantikdrper an das entsprechende Epitop des Proteins. Im

zweiten Schritt bindet der enzymgekoppelte Sekundarantikérper an die Fc-Region des
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primaren Antikérpers (AK) und ermdglicht eine visualisierende Detektion durch ECL-
Reaktion (enhanced chemiluminescence). Dabei wird durch die Meerrettichperoxidase (HRP,
horseradish peroxidase), welche an den Sekundarantikbrper gekoppelt ist, eine
Chemilumineszenzreaktion katalysiert (siehe Abbildung 13). Die HRP katalysiert die
Reaktion von alkalischer Luminollésung mit Wasserstoffperoxid zum Aminophthalat-Dianion,
wobei Licht mit einer Wellenlange von rund 428 nm emittiert wird. Diese Wellenlange kann

mit einer CCD (charge-coupled device) Kamera detektiert werden.

HRP (horseradish peroxidase)
.\/\/\/\ Luminol HRP
-428nm o
Sekundarer Antikorper
H,0+N
NH, ©

3-Aminophthalat

i Primarer Antikorper

Zielprotein ,Antigen”
Nitrozellulosemembran

Abbildung 13: Immundetektion der Proteine nach Elektro- oder Kapillarblot. Das Protein befindet sich nach
dem Blot auf der Nitrozellulosemembran. Der primare AntikOrper erkennt die Zielsequenz des Proteins und bindet
an selbige. Der sekundare Antikérper, der gegen den primaren Antikdrper gerichtet ist, bindet an die Fc-Region
des primaren Antikorpers. An den sekundaren Antikérper ist ein Enzym gekoppelt, welches eine
Chemilumineszenzreaktion katalysiert. Abbildung nach https://www.bosterbio.com/enhanced-chemiluminescent-
reagent-kit-rabbit-igg-for-western-blotting-ek1002-boster.html

Die durch Elektro- oder Kapillarblot auf die Nitrozellulosemembran transferierten Proteine
wurden zundchst durch Behandlung mit Fixierldsung (30 min, RT) auf der Membran fixiert.
Bei den Membranen nach Kapillarblot erfolgte eine Reduktion mit 1% B-Mercaptoethanol in
1 x PBS-T fur 10 min nach der Fixierung. Anschliefend wurde die Membran 2-mal 5 Minuten
mit 1 x PBS-T gewaschen und 1-mal funf Minuten mit 1 X TBS-T. Nach dem Waschen mit
1 x TBS-T erfolgte die Blockierung mdglicher unspezifischer Bindestellen auf der Membran
mittels Blockierlésung fur 1 h. Die Inkubation mittels Primarantikérper (siehe Tabelle 3) in
10 mL TBS-T erfolgte bei 4 °C 4N. Am nachsten Tag wurde die Membran erneut gewaschen
(3-mal funf Minuten in 1 x TBS-T) und danach mit dem entsprechenden Sekundarantikdrper
(siehe Tabelle 3) in 10 mL 1 x TBS-T inkubiert. Vor der ECL-Farbung wurde die Membran
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abschlielfend 2-mal 10 min mit 1 x TBS-T gewaschen. Fir die ECL-Farbung wurden pro
Membran 2,5 mL ECL-L6sung 1 mit 2,5 mL ECL-L6sung 2 gemischt und fur 2 min auf die
Membran gegeben. Die nun lichtemittierenden Proteinbanden wurden mit dem
Geldokumentationsgerat GeneGnome (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge,
England) visualisiert (Expositionszeit von 5-mal 2 Minuten). Die semiquantitative Auswertung
der Western Blots erfolgte mit Hilfe der GeneTools Gel-Analyse Software (Syngene
Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, England) bzw. mit dem Programm ImagedJ. Dabei
wurde die Bandenintensitat der untersuchten Fraktionen in Bezug auf eine Referenzprobe

oder durch doppelte Uberlappung im Gel ermittelt und anschlieBend graphisch dargestellt.

4.2.4.3. Lektinfarbung
Tabelle 12: Losungen fiir die Lektinfarbung. Gelost wurde die Gelatine in 1 x TBS-T.

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Blockierung 2% (w/v) Gelatine
Waschlésung 1% (w/v) Gelatine

Fir den Nachweis von MUC6 wurde das Lektin GSAIlI verwendet. Dieses bindet an a- und f3-
N-Acetylglucosamin des Muzins. GSAIIl selbst ist biotinyliert und kann Uber eine Streptavidin-
Peroxidase (bindet an Biotintag des GSAIl) sichtbar gemacht werden. Dabei katalysiert die
Peroxidase des Streptavidins in der ECL-Reaktion die oben beschriebene Umsetzung von
Luminol zu 3-Aminophthalat.

Die Membranen nach Kapillarblot oder Elektroblot (siehe 4.2.4.1.) wurden zunachst in
Blockierldsung (siehe Tabelle 12) fur 1 h bei RT blockiert. AnschlieBend wurde mit dem
entsprechenden Lektin (siehe Tabelle 4), geldst in Waschldsung, fur 30 min bei RT inkubiert.
Danach folgten mehrere Waschschritte (2-mal 10 min 1 x TBS-T, 2-mal 10 min
Waschlésung) und die Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase (Roche, F. Hoffmann-La
Roche AG, Basel, Schweiz, 1:2500 in Waschlésung). Nach erneuten Waschschritten (4-mal
10 min 1 x TBS-T) erfolgte die ECL-Farbung wie oben (siehe 4.2.4.2.) beschrieben.

4.2.5. Kompetitive Inhibition

Die kompetitive Inhibition wird genutzt, um die spezifische Bindung des Antikérpers zu
Uberprifen und artifizielle Bindungen auszuschliefien. Dazu wird der primare AK Uber Nacht
mit dem synthetischen Peptid (enthalt die Zielsequenz fur den Antikdrper) inkubiert und
dadurch die Bindestelle des primaren Antikorpers blockiert. Dieser kann dadurch nicht mehr
an das Peptid mit dieser Zielsequenz auf der Membran binden. Der Nachweis mittels ECL
auf der Membran ist an dieser Stelle folglich stark abgeschwacht oder negativ.

Uber Nacht wurden 40 ug des synthetischen Peptids mit 10 uL (bei 1:1000 Verdinnung des

AK) des entsprechenden affinitadtsgereinigten primaren Antikérpers in 10 mL 1 x TBS-T
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inkubiert (4 °C, Karussellschittler, siehe Tabelle 13). Der Ansatz wurde am nachsten Tag

entsprechend des Protokolls fir den Western Blot (siehe 4.2.4.) als primarer Antikdrper

eingesetzt. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne synthetisches Peptid.

Tabelle 13: Antigensequenz kompetitive Inhibition.

Antiserum Antigen
a-hTFF2-2 FFPNSVEDCHY gekoppelt an KLH mit GA
a-hTFF3-8 FKPLQEAECTF gekoppelt an KLH mit GA

4.2.6. ,,Stripping“ der Nitrozellulosemembran nach Immundetektion mit spez.

Antikorper

Tabelle 14: Puffer und Lésungen fiir das ,,Stripping“ der Nitrozellulosemembran

Puffer/ Losungen

Zusammensetzung

Stripping-Puffer

1,6% SDS (w/v)
62,5 mM Tris/HCI, pH 6.8
0,7% B-Mercaptoethanol

Um den primaren

und

sekundaren

Antikérper nach Immundetektion von

der

Nitrozellulosemembran zu entfernen und diese erneut mit einem Antikbrper gegen ein

anderes Antigen nachzuweisen, erfolgte ein sogenanntes ,Stripping“ der Membran.

Dazu wurde die Membran nach der ECL-Reaktion (siehe 4.2.4.2.) zunachst an der Luft

getrocknet. Anschlielend wurde die Membran fir 1 h in Stripping Puffer im Brutschrank
(innova™4200, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, U.S.A.) bei ca. 50 °C inkubiert.

Danach wurde die Membran 3-mal 5 min mit deion. Wasser gewaschen und 3-mal 5 min mit

1 x TBS-T (siehe Tabelle 11). Die Membran wurde nun wie in Kapitel 4.2.4.2. beschrieben

(ab Blockierung) weiter behandelt.

4.2.7. Silberfarbung

Tabelle 15: Puffer und Lésungen fiir die Silberfarbung der SDS-Gele

Puffer/L6sungen

Zusammensetzung

Farbelbsung

0,2% (w/v) Silbernitrat
0,02% (v/v) Formaldehyd (37%)

Fixierlésung

40% (v/v) Ethanol
10% (v/v) konz. Essigsaure

Sensibilisierung

0,02% (w/v) Natriumthiosulfat

Entwicklung

3% (w/v) Natriumcarbonat
0,0005% Natriumthiosulfat
0,05% (v/v) Formaldehyd (37%)

Waschlésung

30% (v/v) Ethanol
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Um die aufgetrennten Proteinbanden nach SDS-PAGE zu visualisieren und einen Uberblick
Uber die Reinheit der einzelnen Proben zu erhalten, wurde die Silberfarbung
(Nachweisgrenze 0,1-1 ng) eingesetzt (Blum et al. 1987). Zunachst wurden die Proteine
nach der SDS-Gelelektrophorese mit Fixierlosung (siehe Tabelle 15) im Gel fixiert (1 h, RT).
AnschlieBend folgten zwei Waschschritte mit Waschlosung (siehe Tabelle 15) und ein
Waschschritt mit deionisiertem Wasser (je 20 min). Danach wurden die Gele mit
Sensibilisierungslosung (siehe Tabelle 15) 1 min inkubiert, 3-mal 20 sec mit deion. Wasser
gewaschen und schliel3lich mit Farbeldsung (siehe Tabelle 15) behandelt (20 min, RT). Die
Ag’-lonen bilden dabei Komplexe mit den Glu-, Asp- und Cys-Resten der Proteine. Nach
erneuten Waschschritten mit deion. Wasser (3-mal 20 sec) wurde die Entwicklungslosung
(siehe Tabelle 15) zugegeben. Dabei werden durch die Zugabe von alkalischem
Formaldehyd die Komplexe zu elementarem Silber reduziert. Dies wird als dunkle Farbung
im Gel sichtbar. Die Entwicklung dauerte ca. 10 Minuten und wurde durch Zugabe von
Fixierungslosung (5 min) abgestoppt. Alle Losungen (aufder Fixierldsung und Waschlésung)
wurden vor der Silberfarbung frisch angesetzt. Die Dokumentation der Silbergele erfolgte mit

Hilfe eines handelsublichen Scanners.

4.2.8. Coomassie- Brillantblau-Farbung

Bei Coomassie-Brilliantblau handelt es sich um einen Triphenylmethanfarbstoff. Dieser
bindet unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten der Proteine. Es kommt
durch Wechselwirkungen, vor allem mit Arg-Resten der Proteine, zur Komplexbildung. Das
Absorptionsmaximum des Coomassie-Brilliantblau verschiebt sich in Gegenwart von
Proteinen im sauren Milieu von 465 nm zu 595 nm (Lottspeich and Zorbas 1998). Die
Nachweisgrenze der Coomassie-Farbung liegt bei ca. 100 ng/Bande und ist damit wesentlich
unempfindlicher als die Silberfarbung (Kang et al. 2002). Verwendet wird sie zur
Visualisierung aufgetrennter Proteinbanden, die zur massenspektrometrischen Analyse
verwendet werden.

Die Proben fur SDS-PAGE mit anschlieliender Coomassie-Farbung wurden vor dem Gellauf
konzentriert (Concentrator plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Nach dem Gellauf
wurde das Gel dann zunachst 3-mal mit deion. Wasser gewaschen und anschlielend fur
eine Stunde mit einer gebrauchsfertigen Coomassie-Losung (Bio-Safe Coomassie G250,
Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) gefarbt. Zur Entfarbung des
Hintergrunds wurde das Gel erneut mit deion. Wasser gewaschen. Die Dokumentation der

Coomassiegele erfolgte mit Hilfe eines handelsublichen Scanners.
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4.2.9. PAS-Reaktion
Tabelle 16: Puffer und Lésungen fiir die PAS-Farbung

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Lésung 1 1% (w/v) HslOg
3% (v/v) Eisessig
Lésung 2 0,1% (w/v) Nay,S,05
1 mM HCI

Bei der PAS-Reaktion (periodic acid-Schiff reaction) kommt es zur Farbung von
Oligosacchariden wie Glykogen, Cellulose, Glykoproteinen sowie Glykolipiden. Durch die
Periodsaure werden zunachst freie Hydroxylgruppen der Kohlenhydrate zu Aldehydgruppen
oxidiert. Diese kdnnen dann mit dem im Schiff-Reagenz enthaltenen schwefelsauren Fuchsin
magentafarbene Komplexe bilden (Mantle and Allen 1978).

5uL der zu untersuchenden Probe wurden auf eine Nitrozellulosemembran
(Amersham™Protran™0.1 ym NC, GE Healthcare Life science, Buckinghamshire, England)
aufgetragen. Die Membran wurde flir ca. 30 min getrocknet und anschlieRend 3-mal 2 min
mit deion. Wasser gewaschen. Im nachsten Schritt wurde die Membran fir 30 min mit
Losung 1 (siehe Tabelle 16) inkubiert und danach 2-mal 2 min mit Lésung 2 (siehe Tabelle
16) gewaschen. Es folgte die Inkubation mit Schiff-Reagenz (Sigma-Aldrich, St. Louis,
U.S.A) fir 15 min. Danach wurde die Membran 2-mal 3 min mit Lésung 2 gewaschen und
abschlielend getrocknet. Die Dokumentation der Membranen erfolgte mit Hilfe eines
handelsublichen Scanners. Die semiquantitative Auswertung der Dot Blots erfolgte mit Hilfe
der GeneTools Gel-Analyse Software (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge,

England) bzw. mit dem Programm ImageJ.
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4.2.10 Bindungsstudien mit 'I-TFF2
Die lodierung der Peptide und Hybridisierung mit radioaktiv markiertem Peptid wurden von
Hr. R. Stirmer durchgefuhrt.

4.2.10.1. lodierung mit lodogen

Tabelle 17: Puffer und Lésungen fiir die lodierung mit lodogen. Puffer 1 wurde auf einen pH-Wert von 7.4

eingestellt.
Puffer/ Losungen Zusammensetzung
Stammldsung (SL) 1 0,1 M NaH,PO4 x H,O
SL2 0,1 M Na,HPO, x 2H,0
Puffer 1 193,5mL SL 2

56,5 mL SL 1
Puffer 2 100 mL Puffer 1

0,1% NaN3

Um die Wechselwirkung von TFF2 an Muzine zu untersuchen, wurden Bindungsstudien mit
rekombinanten (glyc und non-glyc) bzw. porcinem '?I-TFF2 durchgefiihrt. Das '°| wird dabei
Uber elektrophile Addition an Tyrosinreste und Histidinreste des Peptids gekoppelt. Der
radioaktive Zerfall des '®| setzt dabei Energie frei (y-Strahlung, y = 35 keV), die gemessen
werden kann (Lottspeich and Engels 2009). Im ersten Schritt der lodierung reagiert lodogen
als Oxidationsmittel und so wird aktiviertes '?°I* gebildet. Dieses bindet dann im zweiten

Schritt an die Histidinreste oder Tyrosinreste der Proteine (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: lodierung von TFF2. A: Zunachst reagiert lodogen mit Na “°| und wirkt dabei als
Oxidationsmittel. Es wird aktiviertes 2°I" gebildet. B: '®I* kann in einem weiteren Schritt an die Tyrosin und/oder

Histidinreste von TFF2 binden. Das '®|-TFF2 kann nun fir diverse Bindungsstudien genutzt werden.
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Zunachst wurden 5 mg lodogen (1,3,4,6-Tetrachloro-3a, 6a-diphenylglycouril, Sigma-Aldrich,
St. Louis, U.S.A) in 25 mL Dichlormethan gelost. AnschlieRend wurden 20 pl dieser
lodogenldsung in ein 1,5 mL Reaktionsgefal (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) Uberfihrt
und 15 min auf Eis inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das Dichlormethan mit einer
Wasserstrahlpumpe und einer dinnen Pasteurpipette als Gas abgesaugt. Das TFF2-Peptid
wurde in einer Konzentration von 1 ug/uL eingesetzt (geldst in Puffer 1). 6 yL dieser
Peptidlosung wurden nun in das mit lodogen beschichtete ReaktionsgefalR gegeben.
Zuséatzlich wurden 5 puL Na'®l (Konzentration: 3700MBg/mL (100 mCi)/mL), Spezifische
Aktivitat: 74TBg/mmol (2000Ci/mmol), [|-RB-31, Hartmann Analytic, Braunschweig,
Deutschland) dazu pipettiert. Das Gemisch wurde fir 20 min auf Eis inkubiert und danach in
ein neues Reaktionsgefald (ohne lodogen) Uberfihrt. Der Ansatz wurde fir weitere 40 min
auf Eis inkubiert und abschliefliend Uber eine Sephadex® G10-Saule gereinigt. Die Saule
wurde bereits am Vortag prapariert. Dazu wurden 1,2 g Sephadex® G10 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, U.S.A) in 7 mL Puffer 2 (siehe Tabelle 17) gemischt und Gber Nacht bei RT quellen
gelassen. Das Saulenmaterial wurde in eine leere Poly-Prep®-Saule (10 mL, Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, Kalifornien, U.S.A.) geflllt und 3-mal mit 2 mL Puffer 2
gewaschen. Der gesamte lodierungsansatz wurde nun auf die Sephadex® G10-Saule
gegeben und mit Puffer 2 eluiert. Es wurden dabei 24 Fraktionen gesammelt (Fraktion 1-16
je 3 Tropfen, Fraktionen 17-24 je 6 Tropfen). Die Aktivitdt der Proben wurde im Hidex
Scintillations Counter (Hidex 300 SL Automatic liquid Scintillations counter, Hidex; Turku,
Finnland) gemessen (2 yL Probe in 10 uyL Szintilationsfliissigkeit (Rotiszint® eco plus,
LSC-Universalcocktail, Roth, Karlsruhe, Deutschland)), die Fraktionen mit der groften
Aktivitdt (cpm) im Bereich, in dem TFF2 eluiert, vereinigt und bei 4 °C im Bleigefal

aufbewahrt.

4.2.10.2. Hybridisierung mit 'I-TFF2

Tabelle 18: Puffer fiir die Hybridisierung mit I-TFF2. Angegeben ist die Zusammensetzung des
Basispuffers. Bei verschiedenen Experimenten (siehe Ergebnisteil) wurde der Puffer leicht verandert (z. B.
Erh6éhung Ca?*-Konzentration, Zugabe von EDTA). Bei Anderung des pH-Werts (pH 2.0 bzw. pH 4.0) wurde auf
verd. HCI (pH 2.0) bzw. den Citronensaure-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine (pH 4.0, (T. C. Mcllvaine 1921))
zurlickgegriffen (+ Zusatz von 0,5 M NaCl und 2,5 mM CaCly).

125,

Puffer/L6sungen Zusammensetzung
Hybridisierungspuffer Basis 20 mM Tris/HCI, pH 7.0
0,5 M NaCl
2,5 mM CacCl,

Zunachst wurden die zu hybridisierenden Membranen nach Elektroblot bzw. Kapillarblot
(sieche 4.2.4.1.) fir 1h bei RT in Blockierungslésung blockiert (siehe Tabelle 11).

AnschlieRend wurde die Membran 3-mal 5 min in 1 x TBS-T gewaschen. Nun folgte die
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Hybridisierung mit 'I-TFF2 (ca. 10000 cpm/10 mL Hybridisierungspuffer, entspricht einer
Konzentration von etwa 5 pg/pL) fur 4-5 Stunden bei RT. Dabei erfolgte die Hybridisierung in
oben beschriebenem Puffer. Bei einigen Experimenten wurden der pH-Wert des Puffers (pH
2.0: verd. HCI, 0,5M NaCl, 2,5 mM CaCl,; pH 4.0: Citronensaure-Phosphat-Puffer nach
Mcllvaine, 0,5 M NaCl, 2,5 mM CaCl,) bzw. die Ca?*-Konzentration (2,5 mM, 10 mM bzw.
ohne Ca®') variiert. Auch Hybridisierungen in Gegenwart der Zucker o- bzw. B-
Methylgalaktosid und nach Inkubation der Membran mit GSAIl bzw. HIK1083 wurden
durchgefuhrt. Die Membran wurde nach der Hybridisierung wieder 3-mal 5 min mit 1 x TBS-T
gewaschen und getrocknet. Die getrocknete Blotmembran wurde zwischen zwei
Klarsichtfolien in die Filmkassette gelegt und mit einem Klebestreifen fixiert. In der
Dunkelkammer wurde dann der Carestream® Kodak® BioMax® MS Film (Sigma-Aldrich, St.
Louis, U.S.A) auf die Blotmembran aufgelegt und die geschlossene Filmkassette bei -80 °C
gelagert. Die Exposition erfolgte in der Regel tber Nacht bei -80 °C. Nach der Exposition
wurde der Film in der Dunkelkammer zunachst ca. 1 min in der Entwicklungslésung
(Carestream® Kodak® autoradiography GBX developer, Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A)
geschwenkt und nach einem Waschschritt mit deion. Wasser fir eine Minute fixiert
(Carestream® Kodak® autoradiographie GBX fixer, Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A). Der Film
wurde nach der Fixierung grindlich mit Wasser gewaschen und konnte anschliefsend
ausgewertet werden. Die Dokumentation des Films erfolgte mit Hilfe eines handelsublichen

Scanners. Zur Auswertung wurde das Computerprogramm ImagedJ verwendet.

4.2.11. N-Glycosidase F-Verdau

Tabelle 19: Puffer und Lésungen fiir den N-Glycosidase-F-Verdau

Puffer/Losungen Zusammensetzung

Puffer Verdau 0,5 M Na,HPO, pH 7.0

N-Glycosidase F ist ein Enzym, welches N-glykosidisch gebundene Zucker von
Glykoproteinen trennt. Dabei wird die Oligosaccharidkette zwischen dem GIcNAc- Rest und

dem Asparaginrest des Proteins gespalten (Tarentino et al. 1985).
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N-Gylcosidase F
Spaltstelle

Gal GlcNAG Man

Abbildung 15: Spaltstelle der N-Glycosidase F. Das Enzym N-Glycosidase F spaltet N-glykosidisch
gebundene Zuckerreste von Proteinen. Die Spaltung erfolgt zwischen einem GIcNAc -Rest der Zuckerkette und
dem Asn des Proteins. Das pH-Optimum liegt bei einem pH von 7.0.

Die Proteinprobe (20 yL) wurde zunachst mit 95 uyL deion. Wasser und 1% B-
Mercaptoethanol gemischt, 3 Minuten gekocht und anschlieRend direkt auf Eis gestellt.
AnschlieRend wurde der Ansatz mit N-Glycosidase F UGN bei 37 °C inkubiert. Daflir wurden
zuvor 20 uL N-Glycosidase F (rekombinant aus E.coli, Roche, F. Hoffmann-La Roche AG,
Basel, Schweiz, 250 units) in 15 yL des in Tabelle 19 angegebenem Puffer gelést und
anschliefend zum Ansatz gegeben. Am nachsten Tag erfolgte die Acetonfallung des
Ansatzes. Dazu wurde 600 pL, -20 °C kaltes Aceton zum Ansatz gegeben. Dieser wurde nun
bei -20 °C fur 1 h inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 16000 x g fir 15 min bei
4 °C. Nach der Zentrifugation wurde das Aceton vorsichtig abgegossen und das Pellet bei
RT getrocknet. AbschlieRend wurde das Pellet in reduzierendem Probenpuffer (Tabelle 8)
aufgenommen und im Ultraschallbad geldst (10 min). Die Probe wurde anschlieliend Uber
SDS-PAGE und Western Blot analysiert (siehe 4.2.3. bzw 4.2.4.).

4.2.12. Proteinase K-Verdau

Tabelle 20: Puffer und Lésungen fiir den Proteinase K-Verdau

Puffer/Losungen Zusammensetzung
Puffer Verdau 20 mM Tris/HCI, pH 7.4
1 mM CaCl,

Proteinase K ist ein Enzym (isoliert aus dem Schlauchpilz Engyodontium album), welches
unspezifisch Peptidbindungen spaltet. Das Enzym wird dabei als Endopeptidase und als
Exopeptidase wirksam (Hilz et al. 1975). Werden Muzine mit Proteinase K behandelt, so
werden vermutlich die C- bzw. N-Termini der Glykoproteine abgebaut, das O-glykosylierte

Muzinrtickgrat sollte in der Regel jedoch erhalten bleiben (Johansson et al. 2013). Ein
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Bindepartner, der iber Protein-Protein-Wechselwirkung mit dem Muzin interagiert, kann also
nach dem Proteinase K-Verdau nicht mehr binden. Erfolgt die Bindung jedoch Uber die

Zuckerketten des Muzins, so sollte eine Bindung auch nach dem Verdau stattfinden.

Verdau bei 37°C,
5h

”\”‘i“iig no
i

N-Terminale Domane c-terminale Domane . . mégliche Bindestelle fir TFF2

PTS-Region . Zuckerreste

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Proteinase K-Verdaus eines Muzins. Das Enzym Proteinase K
spaltet als Endo-und Exopeptidase Proteinbindungen. C- und N-Terminus des Muzins sind nicht durch O-
glykosidisch gebundene Oligosaccharidketten geschitzt und kénnen deshalb durch die Proteinase K abgebaut
werden. Die PTS-Region des Muzins ist vor einem Abbau durch Proteinase K jedoch geschiitzt und bleibt
erhalten. Bindepartner, die Uber die Zuckerketten mit dem Muzin interagieren, kdnnen demnach weiterhin binden.

Im Ansatz werden 70% (v/v) Proteinprobe mit 20% (v/v) Puffer und 10% Proteinase K
Lésung [0,01 ug/mL] (lyophylisiert, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
gemischt und bei 37 °C fur 5 h inkubiert. Danach erfolgte eine PCI-Extraktion (Phenol-
Chloroform-lsoamylalkohol, 25:24:1). Dazu wurde die Probe im Verhaltnis 1:1 mit PCI-
Reagenz (Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) versetzt, gevortext und flir 10 min bei 16000 xg und 4 °C
zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde entnommen und mit Chloroform extrahiert (wassrige
Phase: Chloroform 1:1 (v/v)). Nach der Zentrifugation fur 10 min bei 16000 x g und 4 °C
wurde die wassrige Phase entnommen und anschlieend Uber SDS-PAGE bzw. AgGE und
Western Blot analysiert (siehe 4.2.3. bzw. 4.2.4.)
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5. Ergebnisse
5.1. Humanes TFF2

5.1.1. TFF2 im humanen Magen

Bei der Extraktion von Gewebe aus humanem Magen konnten im Wesentlichen zwei
verschiedene  TFF2-Formen beobachtet  werden. Eine Form liegt  nach
Grofllenausschlusschromatographie im hochmolekularen GréfRenbereich vor, im weiteren
Verlauf als TFF24., (mukus-assoziiert) bezeichnet. Die zweite Form liegt nach
Grollenausschlusschromatographie im niedermolekularen GrofRenbereich vor und wird im
weiteren Verlauf als TFF2y.i, (freies TFF2) bezeichnet. Mittels 15%iger SDS-PAGE wurden
zunachst diese beiden Formen mit rekombinanten TFF2-Peptiden (glykosyliert und nicht-

glykosyliert) sowie pTFF2 verglichen (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: SDS-PAGE zum Vergleich verschiedener TFF2-Formen. A: Rekombinante humane TFF2-
Peptide und pTFF2. 15%ige reduzierende (R) bzw. nicht-reduzierende (NR) SDS-PAGE mit anschlieRendem
Western Blot bzgl. TFF2 von verschiedenen rekombinanten Peptiden (ekTFF2gykx bzw. rek TFF2non-giyk) vs. TFF2
aus dem Schweinepankreas (pTFF2). B: TFF2-Formen aus dem humanen Magen im Vergleich mit
rek [FF2giyk. 15%ige R bzw. NR SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF2 von TFF2goz und
TFF2kein aus dem humanen Magen (S-75HL, 20.01.17, MC577, Daten nicht gezeigt) vs. rek TFF2giyk.

Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Abbildung 17A zeigt den Vergleich der rekombinanten TFF2-Formen und pTFF2 nach
reduzierender (R) und nicht-reduzierender (NR) SDS-PAGE. Das Signal auf dem Western
Blot nach R SDS-PAGE fiur TFF2g. kann bei ca. 18 kDa detektiert werden, fir
rek | FF2n0n-giyk Z€Igt sich ein Signal bei ca. 14 kDa. TFF2 aus dem Schweinepankreas kann bei
ca. 16 kDa detektiert werden. Auf dem Western Blot nach NR SDS-PAGE sind Banden fur
rek | FF2g bei ca. 23 kDa und ca. 25 kDa zu erkennen und fur o TFF2n0n.gy bei ca. 17 kDa
und ca. 19 kDa. Fir pTFF2 werden ebenfalls zwei Banden sichtbar, eine Bande bei ca.
16 kDa und eine zweite Bande bei ca. 30 kDa, die bereits als Homodimer beschrieben wurde
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(Stirmer et al. 2014). Wie in Abbildung 17B zu erkennen ist, zeigen TFF24, und TFF2yein
aus dem humanen Magen sowohl in der R als auch der NR SDS-PAGE ahnliche
Bandenmuster (R bei ca. 18 kDa, NR zwei Banden bei ca. 23 kDa und ca. 25 kDa) wie
rek T FF 21k

Es wurde ebenfalls untersucht, ob Unterschiede bzgl. TFF2 im Korpus bzw. Antrum
beobachtet werden konnen. Dazu wurden Extrakte drei verschiedener Korpus- bzw.
Antrumproben angefertigt und diese mittels Western Blot bzgl. TFF2 analysiert (siehe
Abbildung 18).
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Abbildung 18: Vergleich von TFF2 im humanen Korpus vs. Antrum. R bzw. NR 15%ige SDS-PAGE mit
anschlielendem Western Blot bzgl. TFF2 von verschiedenen Extrakten humaner Korpus- und Antrumproben
(gleiche Gewebemenge aufgetragen). Die Extraktion erfolgte bei einem pH-Wert von 7.0.

Die Pfeile markieren die verschiedenen Signale fir TFF2 im NR Gel (Gelstart, ca. 25 kDa, ca. 23 kDa und ca.
18 kDa). Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE sind bei den Extrakten von Korpus und Antrum
Banden bei ca. 18 kDa und schwach bei ca. 14 kDa zu erkennen. Nicht-reduzierend sind bei
allen Proben im Wesentlichen drei Banden sichtbar, eine ca. 25 kDa Bande, eine ca. 23 kDa
Bande und eine ca. 18 kDa Bande. Ein sehr schwaches Signal an der Grenze von Tasche zu

Sammelgel kann vor allem bei den Antrumproben detektiert werden (siehe Abbildung 18).

5.1.1.1. S-75 HL-Laufe von humanen Magenproben

A: Antrum vs. Korpus

Die Reinigung der Korpus- und Antrumextrakte erfolgte Gber eine S-75HL-Saule bei einem
pH-Wert von 7.0 (Korpus) bzw. 8.0 (Antrum).
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Aus Abbildung 19A geht hervor, dass im Korpus ein Teil des TFF2 (24%) nach S-75HL in
den niedermolekularen Fraktionen zu finden ist (TFF2ein). Ca. 74% des TFF2 ist hingegen
im hochmolekularen Bereich (TFF24.z) detektierbar (siehe Abbildung 19A). Die R SDS-
PAGE zeigt Signale fur TFF24.; bei ca. 18 kDa und 14 kDa. Fir TFF2.» hingegen ist nur
eine Bande bei ca. 18 kDa sichtbar. NR sind in beiden Peaks zwei verschiedene Banden fur
TFF2 (ca. 23kDa und eine bei ca. 25kDa) zu finden (siehe Abbildung 19C). Eine
kompetitive Inhibition der Banden nach NR 15%iger SDS-PAGE, bei der sich alle Banden
komp. inhibieren lassen, ist im Anhang gezeigt (sieche Anhang 1). Die 1%ige AgGE mit
anschlieendem Western Blot bzgl. TFF2 (siehe Abbildung 19D) zeigt ein Signal fur TFF2g.s
in der Geltasche bzw. kurz unterhalb der Geltasche.
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Abbildung 19: Reinigung von humanen Korpus und Antrumextrakten. A: S-75HL-Lauf des
Korpusextraktes (MC383). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profil der semiquantitativen Auswertung fir
PAS (Dot Blot). Unten: TFF2-Profil nach semiquantitativer Auswertung der R 15%igen SDS-PAGE. Saulenlauf
bei pH 7.0. B: S-75HL-Lauf des Antrumextraktes (MA343). Oben: UV-Profil bei 280 nm sowie Profil der
semiquantitativen Auswertung fir PAS (Dot Blot). Unten: TFF2-Profil nach semiquantitativer Auswertung der R
15%igen SDS-PAGE. Saulenlauf bei pH 8.0. C: R und NR SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl.
TFF2. 15%ige R und NR SDS-PAGE von Proben der in A und B gezeigten S-75HL-Saulen. Aufgetragen sind
Proben vom Korpus aus dem hochmolekularen Bereich (B6-B8) und dem niedermolekularen Bereich (C12-D2)
sowie Proben vom Antrum aus dem hochmolekularen Bereich (B8-B10). D: AgGE mit anschlieBendem
Western Blot bzgl. TFF2. 1%ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF2 von Proben des
hochmolekularen Bereichs (B5-B12) der in A und B gezeigten S-75HL-S&ulen.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve; PAS: pinke Flache. Srich: Taschen Agarosegel. Der
Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Auch die Reinigung der Extrakte aus dem Antrum erfolgte mittels einer S-75HL-Saule. Im
Antrum kann bei einem pH-Wert von 8.0 nach dem S-75HL-Lauf lediglich ein Anteil von 1%
TFF2ein beobachtet werden. 99% des TFF2 liegen im hochmolekularen GréRenbereich vor

(siehe Abbildung 19B). TFF2 zeigt auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE zwei Banden

(ca. 14 kDa und ca. 18 kDa), nicht-reduzierend sind Banden bei ca. 25 kDa, ca. 23 kDa und
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schwach bei ca. 18 kDa erkennbar (siehe Abbildung 19C). Auf dem Western Blot nach
1%iger AgGE (Agarosegelelektrophorese) der Fraktionen B5-B12 sind flr TFF2 Signale
direkt unterhalb der Geltaschen zu erkennen (siehe Abbildung 19D).

B: Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden humaner Korpusproben

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von Extraktionsexperimenten durchgefihrt, um die
Bindung von TFF2 an Muzine im humanen Magen zu untersuchen. Dabei wurden die
Korpusproben bei unterschiedlichen Bedingungen extrahiert, mittels S-75HL gereinigt und
der Anteil an TFF2,., bestimmt. Ein Uberblick aller Extraktionsmethoden ist sowohl in
Tabelle 21 als auch in Abbildung 20 dargestellt.

Tabelle 21: Verteilung von TFF2 nach S-75HL-Laufen verschiedener Extraktionsmethoden im humanen
Korpus. Angegeben ist der Anteil an TFF2y.in von S-75HL-Laufen nach verschiedenen Extraktionsbedingungen.
Variiert wurden pH-Wert, Zusatze und Kochen. Es ist angegeben, ob ein Extrakt (E) oder ein zuvor Gber S-75HL
gereinigter Mukuspeak (M) der Behandlung unterzogen wurde.

Zusiatze Anzahl der Kochen  Extrakt bzw. pH % Stand. Anhang/

Experimente Mukuspeak TFF2iein Ab. & Abbildung

(n)

keine 12 nein E 7.0 21 +/- 10 Abbildung 19
keine 2 nein E 8.0 0 0 Anhang 7
keine 2 nein E 6.0 4 +/- 3,5 Anhang 7
1% B-Mercaptoethanol 1 nein E 6.0 0 - Anhang 2
30 mM EDTA 1 nein E 8.0 0 - Anhang 3

TRIzol® 4 nein E 7.0 97 +-5 Abbildung 24
30 mM EDTA/1% SDS 3 ja M 7.0 100 0 Anhang 4
30 mM EDTA/1% SDS 1 ja E 7.0 97 - Anhang 6
30 mM EDTA/1% SDS 1 ja E 8.0 88 - Anhang 5
1% SDS 2 ja M 7.0 95 +-3 Anhang 4
1% SDS 1 ja E 8.0 71 - Anhang 5
keine 1 ja E 7.0 55 - Anhang 6
1% B-Mercaptoethanol 1 ja E 6.0 100 - Anhang 2
30 mM EDTA 1 ja E 6.0 47 - Anhang 3
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Abbildung 20: Anteil an TFF2yein bei verschiedenen Extraktionsmethoden im humanen Korpus. Dargestellt
ist der Anteil an TFF2ein nach S-75HL-Lauf verschiedener Extraktionsmethoden. AulRerdem ist angegeben, ob
ein Extrakt (E) oder ein gereinigter Mukuspeak (M) der Behandlung unterzogen wurde. Fehlerbalken:
Standardabweichung 6.

Wird ein Korpusextrakt, wie standardmaRig, bei einem pH-Wert von 7.0 extrahiert und tber
eine S-75HL gereinigt, kann durchschnittlich ein Anteil von etwa 20% an TFF2y.i, beobachtet
werden. Kochen des Extrakts fihrt dazu, dass der Anteil an TFF2., auf ca. 50% erhoht
werden kann. Werden zusatzlich zum Kochen noch 1% SDS, 1% B-Mercaptoethanol oder
1% SDS/30 mM EDTA zugesetzt, ist TFF2 nahezu vollstandig aus dem Mukus herausldsbar
und liegt fast ausschlief3lich als TFF2y, vor. Ein S-75HL-Lauf nach TRIzol®-Extraktion fiihrt
ebenfalls dazu, dass fast ausschlieBlich TFF2,., gefunden werden kann. Kochen nur mit
30 mM EDTA zeigt keinen zusatzlichen Effekt. Wird der Extrakt nicht gekocht, aber z. B. mit
30mM EDTA bzw. 1% B-Mercaptoethanol versetzt, so kann TFF2 nicht in den

niedermolekularen GréRenbereich verschoben werden (siehe Tabelle 21, Abbildung 20).
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Abbildung 21: Generierung von TFF24.,» aus humanen Magenproben. Dargestellt ist die statistische
Auswertung des Anteils an TFF2yein verschiedener Extraktionsexperimente (TRIzoI®-Extraktion, Kochen des
Mukuspeaks mit 1% SDS bzw 1%SDS/30 mM EDTA). Fehlerbalken: Standardabweichung 6. Signifikanz (Zwei-
Stichproben F-Test) mit *** p < 0,001. Saulenlaufe bei pH 7.0.

TFF2 kann also durch verschiedene Extraktionsmethoden aus dem Mukuspeak herausgel6st
werden (siehe Abbildung 21). Sowohl das Kochen mit 1% SDS als auch das Kochen mit 1%
SDS/30 mM EDTA erhéhen den Anteil an TFF2,, im Vergleich zur Kontrolle (Extrakt ohne
Zuséatze) signifikant. Auch eine TRIzol®-Extraktion mit anschlieRender S-75HL fiihrt dazu,
dass der Anteil an TFF2y., signifikant erhdht wird. Im Folgenden wurde das TFF2yei,
gereinigt und versucht es naher zu charakterisieren.

Zunachst erfolgte dazu die Generierung von TFF2¢ein durch
GroRenauschlusschromatographie nach Kochen eines gereinigten Mukuspeaks (Reinigung
uber S-75HL) mit 1% SDS/30 mM EDTA (siehe Abbildung 22). Der gereinigte Mukuspeak
wurde zunachst durch einen S-75HL-Lauf eines Korpusextrakts (MC406A) generiert (siehe
Abbildung 22A). Nach dem Saulenlauf des Extrakts liegen 87% des TFF2 im
hochmolekularen Bereich (Fr. B5-B12) vor, 13% des TFF2 kdnnen im niedermolekularen
Bereich (Fr. C11-D5) detektiert werden. Es werden dabei auf dem Western Blot nach
R SDS-PAGE Banden fur TFF2yein und TFF24z bei ca. 18 kDa und ca. 14 kDa sichtbar, NR
sind fir beide Formen drei Banden (ca. 18 kDa, ca. 23 kDa und ca. 25 kDa) detektierbar

(siehe Abbildung 22C).
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Abbildung 22: Generierung von TFF2yein aus dem humanen Korpus (MC406A) durch Kochen mit 1%
SDS/30 mM EDTA. A: S-75HL-Lauf eines humanen Korpusextrakts. Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie
Profil der semiquantitativen Auswertung fiir PAS (Dot Blot). Unten: TFF2-Profil nach semiquantitativer
Auswertung (R 15%ige SDS-PAGE). B6-B10 wurden vereinigt, mit 1% SDS/30 mM EDTA gekocht und erneut
Uber eine S-75HL gereinigt. B: S-75HL-Lauf des Mukuspeaks nach Kochen mit 1% SDS/30 mM ETDA. Oben:
UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profil der semiquantitativen Auswertung fiir PAS (Dot Blot). Unten: TFF2-Profil
nach semiquantitativer Auswertung (R 15%ige SDS-PAGE), sowie Profile der semiquantitativen Auswertung von
MUCS5AC und GSAIl nach 1% AgGE. C: Vergleichende SDS-PAGE von TFF2yein und TFF24.0z nach S-75HL.
15%ige R bzw. NR SDS-PAGE der Fraktionen B6-B8 (TFF2g0r) bzw. D1-D4 (TFF2yein) nach einem S-75HL-Lauf
(beschrieben in A) mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF2. D: Vergleichende SDS-PAGE R vs. NR von
TFF2ein der S-75HL nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA. 15%ige R bzw. NR SDS-PAGE der Fraktionen
C12-D3 der S-75HL (Profil gezeigt in B) nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA mit anschlieRendem Western
Blot bzgl. TFF2. E: AQGE des hochmolekularen Bereichs nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA. 1%ige
AgGE der Fraktionen B4-B11 der S-75HL nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA (S-75HL-Séaule gezeigt in B)
mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF2, GSAIll, MUC5AC bzw. Hybridisierung mit 125I-hTFF2non.g|yk
(Autoradiographie, lodierung Hr. Stiirmer)

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve; MUC5AC: rote Kurve, GSAIl: graue Kurve und PAS: pinke
Flache. Strich: Taschen Agarosegel. Saulenlaufe bei pH 7.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Die Fraktionen des Mukuspeaks (Fr. B6-B10) dieses S-75HL-Laufes wurden vereinigt, mit
1% SDS/30 mM EDTA gekocht und erneut Uber eine S-75HL gereinigt. Wie in Abbildung
22B zu erkennen ist, kann TFF2 komplett in den niedermolekularen Bereich (Fr. C7-D5)
verschoben werden, MUC6 (GSAll-Reaktivitat) und MUC5AC hingegen sind ausschlief3lich
im hochmolekularen Bereich zu finden (Fr.B5-C5). Auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE
kann fir TFF2 eine Bande bei ca. 18 kDa detektiert werden, auf dem Western Blot nach NR

SDS-PAGE sind drei Banden (ca. 18 kDa, ca. 25 kDa und ca. 23 kDa) zu erkennen (siehe
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Abbildung 22D). Von den Fraktionen des hochmolekularen Bereichs der S-75HL nach
Kochen wurde eine 1%ige AgGE mit Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl, MUCSAC durchgefuhrt
und auch die Bindung von 125I-hTFF2n0n_g|yk an diesen Bereich untersucht. Ein Signal fur TFF2
im Agarosegel kann nicht detektiert werden, Signale fir MUCS5AC und MUCG6 (GSAII) sind in
den Fraktionen B5-B10 unterhalb der Geltaschen erkennbar. Dort bindet ebenfalls '*°I-
hTFF2non-gyk (Siehe Abbildung 22E).

Der Hauptpeak von TFF24., nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA wurde 5fach
konzentriert (SpeedVac) und auf ein R 15%iges SDS-Gel aufgetragen. Dieses wurde nach

dem Gellauf mit Coomassie-Blau gefarbt (siehe Abbildung 23A).
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Abbildung 23: Elution von TFF2ein nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA aus dem NR Coomassiegel. A:
Links: 15%ige NR SDS-PAGE und Western Blot bzgl. TFF2 der Fraktionen C12-D3 (TFF2ein) einer S-75HL-
Séule nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA (siehe Abbildung 22B) Rechts: 15%ige NR SDS-PAGE mit
anschlieender Coomassiefarbung der Fraktionen C12-D3 (TFF2yein) einer S-75HL-Saule nach Kochen mit 1%
SDS/30 mM EDTA (siehe Abbildung 22B). Die Banden I-1ll wurden aus dem Gel eluiert. B: 15%ige R SDS-PAGE
der eluierten Banden (siehe A) und Western Blot bzgl. TFF2.

Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Die markierten Banden (I: ca. 25 kDa, II: ca. 23 kDa und Il ca. 21 kDa) wurden eluiert und
auf eine R SDS-PAGE aufgetragen. TFF2 kann hauptsachlich in der Bande Il (23 kDa) jeder
Fraktion detektiert werden. Die Proben D1-Il und D2-11 wurden zur massenspektrometrischen
Analyse eingeschickt, das Vorhandensein von TFF2 konnte in beiden Banden bestatigt
werden (siehe Anhang 8, Massenanalyse durch Herrn S. Harder, UKE Hamburg).

TFF24ein kann ebenfalls durch S-75HL nach TRIzol®-Extraktion generiert werden. Dazu
wurde das Gewebe mit TRIzol® extrahiert, das Proteinpellet (siehe Abbildung 11) in 1% SDS
geldst (2 h, 50 °C) und anschlief3end Uber eine S-75HL-Saule getrennt. Die Verteilung von
TFF2 in der RNA-Phase, dem DNA-Pellet und dem Proteinpellet der TRIzol®-Extraktion ist im
Anhang (Anhang 9) zu finden. Da die Extraktion mehrfach durchgefuhrt wurde und sich die
Ergebnisse nicht signifikant unterscheiden, wird hier exemplarisch lediglich eine Extraktion
beschrieben (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Reinigung einer humanen Korpusprobe (MC577) nach TRIzol®-Extraktion. A: S-75HL-Lauf
des Proteinpellets nach TRIzol®-Extraktion. Links: UV-Profil [mMAU] bei 280 nm und Profile der
semiquantitativen Auswertung von PAS (Dot Blot) bzw. TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). Rechts: R und NR 15%ige
SDS-PAGE und Western Blot bzgl. TFF2 der Fraktionen 21, 34-36 der S-75HL nach TRIzol®-Extraktion.
Auflerdem 1%ige AgGE und anschlieliender Western Blot bzgl. TFF2, MUCS5AC und GSAII der Fraktionen 19-22
der S-75HL nach TRIzol®-Extraktion. B: ResQ-Lauf des TFF2yein (Fr.33-39) nach TRIzol®-Extraktion (S-75HL
siehe A). Links: UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profil der semiquantitativen Auswertung von TFF2 (R 15%ige
SDS-PAGE). Rechts: R und NR 15%ige SDS-PAGE und Western Blot bzgl. TFF2 der Fraktionen A1, B1, B11
und C6 der ResQ des TFF2yein Nach TRIzol®-Extraktion. C: Elution des TFF2 nach TRIzol®-Extraktion aus
dem Coomassiegel. Links: 15%ige NR SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassiefarbung der Peaks I-ll (siehe
B) nach Konzentration (100fach) und Entsalzung (PD-10-Saule). Die markierten Banden wurden eluiert. Rechts:
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15%ige R SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF2 der aus dem Coomassiegel (siehe links) eluierten Banden A1-
A5, B1-B5 bzw. C1-C6.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve.
Séaulenlaufe bei pH 7.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Nach S-75HL-Lauf des gereinigten Proteinpellets nach TRIzol®-Extraktion kann TFF2 zu ca.
90% im niedermolekularen Bereich (Fr. 34-42) detektiert werden (siehe Abbildung 24A).
Unter reduzierenden Bedingungen ist fir TFF2 eine Bande bei ca. 18 kDa erkennbar, nicht-
reduzierend sind drei Banden zu beobachten (ca. 18 kDa, ca. 23 kDa und ca. 25 kDa).
MUCG6 (GSAll-Reaktivitat) und MUCSAC konnen in den Fraktionen 19-22 der 1%igen AgGE
nachgewiesen werden. TFF2 ist in diesen Fraktionen ebenfalls zu finden, das Signal ist
jedoch sehr schwach. Die Fraktionen 33-39 wurden vereinigt und im zweiten
Reinigungsschritt mittels ResQ gereinigt. TFF2 eluiert in drei Entitaten von der Saule. Ca.
2% eluieren in den Fraktionen A1-AS (Peak I), ca. 5% in den Fraktionen A11-B4 (Peak Il)
und ca. 70% in den Fraktionen B9-C6 (Peak lll) (siehe Abbildung 24B). Auf dem Western
Blot nach R SDS-PAGE wird bei allen drei Peaks eine Bande bei ca. 18 kDa fur TFF2
sichtbar, NR werden Banden bei 18 kDa, 23 kDa und 25 kDa sichtbar. Nach Entsalzung und
Konzentration der Proben von Peak |, Peak Il und Peak Ill wurde das Konzentrat auf eine
NR SDS-PAGE aufgetragen und mit Coomassie gefarbt. Die markierten Banden A1-A5, B1-
B5 bzw. C1-C6 (kleiner 14 kDa bis ca. 25 kDa, siehe Abbildung 24C) wurden eluiert und auf
eine R SDS-PAGE aufgetragen. In den Banden 1 (25 kDa) und 2 (23 kDa) kann TFF2
sowohl auf dem Western Blot nhach R SDS-PAGE nachgewiesen werden, als auch durch
massenspektrometrische Analysen (Massenanalyse durch Herrn S. Harder, UKE Hamburg,

siehe Anhang 10).

C: Differentielle Extraktion EO, E1 und E3/4

Zunachst erfolgte die stufenweise Extraktion (siehe Abbildung 10) einer Korpusprobe
(MC577). Dabei wurden die Extrakte EO (Waschen ohne Zellaufschluss), E1 (US nach
Zellaufschluss), E2 (Pellet nach Zellaufschluss gewaschen in 1% SDS), E3 (Pellet nach
Zellaufschluss erwarmt mit 1% SDS) und E4 (Pellet nach Zellaufschluss gekocht mit 1%
SDS) generiert und Uber eine 15%ige SDS-PAGE bzw. 1%ige AgGE bzgl. TFF2, MUC5AC
und MUCG6 (GSAIl) analysiert (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Differentielle Extraktion EO, E1, E2, E3 und E4 im humanen Korpus (MC577). A: Oben: R
und NR 15%ige SDS-PAGE und Western Blot bzgl. TFF2. Unten: Semiquantitative Auswertung der R bzw. NR
15%igen SDS-PAGE. B: Oben: 1%ige AgGE und Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und MUC5AC. Unten:
Semiquantitative Auswertung der 1%igen AgGE.

EO-E4 bzw. E0*-E4* sind Parallelexperimente der gleichen Probe. EQ: Extraktion ohne Zellaufschluss, E1: US
nach Zellaufschluss, E2: Extraktion Pellet nach E1 durch Waschen mit 1% SDS, E3: Extraktion Pellet nach E2
durch Erwarmen in 1% SDS (30 min, 50 °C), E4: Extraktion Pellet nach E3 durch Kochen mit 1% SDS (5 min).
Auf den einzelnen Gelen wurden aquivalente Volumen der einzelnen Extrakte aufgetragen. Puffer: 20 mM
Tris/HCI, 30 mM NaCl, pH 7.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben. Fehlerbalken: Standardabweichung
8 (n=2).

TFF2 kann mittels SDS-PAGE in allen Extrakten (E0-E4) detektiert werden, der groite Teil
ist in EO und E1 zu finden. Dort werden fir TFF2 auf dem Western Blot nach NR SDS-PAGE
mehrere Banden sichtbar (ca. 23 kDa, ca. 25 kDa, ca. 18 kDa, ca. 14 kDa und kleiner
14 kDa). Bei den Extrakten E2, E3 und E4 kann sowohl auf dem Western Blot der R, als
auch der NR SDS-PAGE fur TFF2 lediglich ein schwaches Signal detektiert werden (NR
Banden bei ca. 18 kDa und ca. 14 kDa). Auf dem Western Blot nach 1%iger AgGE kann fur
TFF2 hauptsachlich in den Extrakten E1, E2 und E3 ein Signal unterhalb der Geltaschen
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detektiert werden. In diesen Extrakten ist auch eine Reaktivitdt mit GSAIl zu beobachten.
MUCSAC kann in allen Extrakten im Agarosegel detektiert werden (siehe Abbildung 25).

Fir die folgenden S-75HL-Laufe wurde der Extraktionsschritt E2 (siehe Abbildung 10)

ausgelassen und die Extrakte E3 und E4 vor dem Saulenlauf vereinigt (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: S-75HL-Laufe von Extrakten EO, E1 und E3/E4 einer humanen Korpusprobe (MC577). A:
S-75HL-Lauf von EO0 (Waschen ohne Zellaufschluss). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profile der
semiquantitativen Auswertungen fur PAS (Dot Blot) und TFF2 (15%ige R SDS-PAGE). Unten: R und NR 15%ige
SDS-PAGE der Fraktionen 34-37 und Western Blot bzgl. TFF2 sowie 1%ige AgGE der Fraktionen 17-27 und
Western Blot bzgl. GSAIl und MUC5AC. B: S-75HL-Lauf von E1 (US nach Zellaufschluss). Oben: UV-Profil
[mAU] bei 280 nm sowie Profile der semiquantitativen Auswertungen fiir PAS (Dot Blot) und TFF2 (15%ige R
SDS-PAGE). Unten: R und NR 15%ige SDS-PAGE der Fraktionen 20/21 bzw. 36/37 und Western Blot bzgl.
TFF2 sowie 1%ige AgGE der Fraktionen 17-27 und Western Blot bzgl. GSAIl und MUCS5AC. C: S-75HL-Lauf von
E3/4 (Pellet nach Zellaufschluss). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profile der semiquantitativen
Auswertungen fur PAS (Dot Blot) und TFF2 (15%ige R SDS-PAGE). Unten: R und NR 15%ige SDS-PAGE der
Fraktionen 20/21 bzw 36/37 und Western Blot bzgl. TFF2 sowie 1%ige AgGE der Fraktionen 17-27 und Western
Blot bzgl. GSAIl und MUC5AC.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve und PAS: pinke Flache. Strich: Taschen Agarosegel.
Saulenlaufe bei pH 7.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Nach dem S75HL-Lauf des Extrakts EO kann TFF2 ausschlieRlich im niedermolekularen

GroRenbereich detektiert werden (siehe Abbildung 26A). Nach dem Zellaufschluss kdnnen
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zwei TFF2-Formen im Extrakt E1 beobachtet werden (70% TFF2g05, 30% TFF2yein, siehe
Abbildung 26B). Im Extrakt E3/E4 (Waschen mit 1%SDS) sind 75% des TFF2 im Mukuspeak
zu finden, lediglich 25% liegen als TFF2., vor (siehe Abbildung 26C). MUC6 (GSAlIl-
Reaktivitat) und MUCS5AC sind nach allen S-75HL-Laufen im hochmolekularen Bereich zu
finden, in EO ist das Singal fur MUC6 (GSAII) jedoch sehr schwach.

5.1.1.2. ResQ-Laufe humaner Magenproben

A: ResQ-Laufe differenzielle Extraktion EO, E1 und E3/E4

Neben den in 5.1.1.1.C beschriebenen S-75HL-Laufen der Extrakte EO, E1 und E3/4 wurden
von diesen Extrakten auch ResQ-Laufe durchgefiihrt. Das Ergebnis der Laufe ist in
Abbildung 27 dargestellt.

Beim Extrakt EO eluiert TFF2 in funf verschiedenen Peaks von der ResQ-Saule. Der
Hauptteil eluiert in den Fraktionen B1-B3 (64%) bei einem Salzgehalt von 120-200 mM NaCl
(siehe Abbildung 27A). Von allen Fraktionen der Saule wurden 1%ige AgGE mit Western
Blot bzgl. TFF2, MUC5AC und MUCG6 (GSAIl) angefertigt (Daten nicht gezeigt), wobei diese
lediglich fir MUC5AC in fast allen Fraktionen (siehe semiquantitative Auswertung Abbildung
27A) positiv sind. GSAll-Reaktivitdt und TFF2 konnten nach 1%iger AgGE nicht
nachgewiesen werden. Beim Extrakt E1 (Abbildung 27B) eluiert TFF2 vor allem (80%) in den
Fraktionen B2-B10 (160-480 mM NaCl). MUC6 (GSAIll-Reaktivitat) kann in den Fraktionen
B5-C12 beobachtet werden, MUCS5AC kann in nahezu allen Fraktionen der Saule detektiert
werden (siehe Abbildung 27B). Im Extrakt E3/E4 (Abbildung 27C) eluiert TFF2 hauptsachlich
(88%) in den Fraktionen B2-B11 (170-520 mM NaCl). MUC6 (GSAIl) ist in den Fraktionen
B4-C12 zu finden, MUC5AC schmiert ebenfalls tUber die gesamte Saule (siehe Abbildung
27C). Der Anteil von TFF2, welches nicht bzw. nur sehr schwach an die ResQ-Saule bindet
(Fr. A1-A5) nimmt von EO Uber E1 bis hin zu E3/4 ab.
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Abbildung 27: ResQ-Laufe der Extrakte EO, E1 und E3/E4 einer humanen Korpusprobe (MC577). A. ResQ-
Lauf von EO0 (Waschen ohne Zellaufschluss). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profile der
semiquantitativen Auswertung fiir PAS (Dot Blot). Ebenfalls dargestellt sind Profile der semiquantitativen
Auswertung fir TFF2 (15%ige R SDS-PAGE) und MUC5AC (1%ige AgGE). Unten: R und NR 15%ige SDS-
PAGE der Fraktionen A4, A10, B2 und B6 und Western Blot bzgl. TFF2. B. ResQ-Lauf von E1 (US nach
Zellaufschluss). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profile der semiquantitativen Auswertung fir PAS
(Dot Blot). Ebenfalls dargestellt sind die Profile der semiquantitativen Auswertung fiir TFF2 (15%ige R SDS-
PAGE), MUC5AC und GSAIl (1%ige AgGE). Unten: R und NR 15%ige SDS-PAGE der Fraktionen A3, A10, BS
und C1 und Western Blot bzgl. TFF2. C. ResQ-Lauf von E3/4 (Pellet nach Zellaufschluss). Oben: UV-Profil
[mAU] bei 280 nm sowie Profile der semiquantitativen Auswertung fiir PAS (Dot Blot). Ebenfalls dargestellt sind
Profile der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (15%ige R SDS-PAGE), MUC5AC und GSAIl (1%ige AgGE).
Unten: R und NR 15%ige SDS-PAGE der Fraktionen A2, B5, B7 und C5 und Western Blot bzgl. TFF2.
Absorption: schwarze Kurve, PAS: pinke Kurve, TFF2: blaue Kurve, MUC5AC: rote Kurve, GSAIIl: dunkelgraue
Kurve und Puffer B (Salzgradient): orange Kurve. Saulenldufe bei pH 7.0. Der Molekularstandard ist in kDa
angegeben.

B: ResQ-Lauf eines Extraktes E1 im Detail

Ein Extrakt E1 einer humanen Korpusprobe (MC577) wurde direkt auf eine ResQ-Saule
aufgetragen (siehe Abbildung 27B). TFF2 eluiert dort in verschiedenen Entitdten von der
Saule. 2% des TFF2 eluieren bereits in den Fraktionen A1-A4 (Peak 1), 10% eluieren in den
Fraktionen A9-A12 (Peak Il), der Hauptteil (80 %) eluiert in den Fraktionen B2-B9 (Peak IIl)
und 8% eluieren in den Fraktionen C1-C12 (Peak V) (siehe Abbildung 27B, Abbildung 28).
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In Abbildung 28 sind 1%ige AgGE der Fraktionen X1-C12 gezeigt, welche durch Western
Blot bzgl. TFF2, MUC6 (GSAIl), MUC5AC und Autoradiographie mit '®I-pTFF2 analysiert
und semiquantitativ ausgewertet wurden. Fur TFF2 ist lediglich ein Signal in Peak IIl (BS-
B11) unterhalb der Geltaschen zu beobachten. In den Peaks I, Il und IV kann TFF2 nur
mittels SDS-PAGE detektiert werden (siehe Abbildung 27B). MUCG6 (GSAll-Reaktivitat) kann
in den Fraktionen B5-C12 (Peak Ill und Peak V) unterhalb der Geltaschen detektiert werden
(Maximum B5-B10). Bei diesen Fraktionen kann '®|l-pTFF2 ebenfalls unterhalb der
Geltaschen gebunden werden. MUC5AC weist neben einem positiven Signal in den
Fraktionen B5-C12 auch Signale in den Fraktionen A1-A4 (Peak |) und A9-B4 (Peak Il) auf.
Dort kann jedoch kein "°I-pTFF2 gebunden werden (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: ResQ-Lauf eines humanen Korpusextrakts E1 (siehe Abbildung 27B). Verteilung von TFF2,
GSAIl, MUC5AC und 125I-pTFF2. Oben: Profile der semiquantitativen Auswertung von TFF2, GSAIl und
MUCS5AC der Fraktionen A1-C12 nach 1%iger AgQGE sowie Profile der semiquantitativen Auswertung der
Hybridisierung mit 125I-pTFF2 (Autoradiographie, lodierung Hr. Stiirmer) nach 1%iger AgGE. Unten: 1%ige AQGE
der Fraktion X1, A1-C12 der ResQ von E1 (siehe Abbildung 27B) und Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und
MUCS5AC sowie Hybridisierung mit 125I-pTFF2 (Autoradiographie, lodierung Hr. Stirmer).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, MUC5AC: rote Kurve, GSAIl: graue Kurve; '®I-pTFF2: griine
Kurve.
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5.1.1.3. S-500-Laufe humaner Magenproben

A: $-500-Lauf eines humanen Korpusextrakts

Um die Bindung von TFF2 an die Muzine zu untersuchen, wurde mittels S-500-Lauf
versucht, die Muzine MUC5AC und MUCG6 zu trennen, um so den Bindepartner fur TFF2
eindeutig zu klaren.

Der S-500-Lauf wurde von einer humanen Korpusprobe (MC406A) durchgefiihrt. Das
Absorptionsprofil und das Profil fur TFF2 nach Auswertung von Western Blots der R
15%igen SDS-PAGE sind in Abbildung 29 dargestellit.
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Abbildung 29: S-500-Lauf eines humanen Korpusextraktes (MC406A). A: UV-Profil und TFF2-Profil. UV-
Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fiir PAS (Dot Blot) bzw. TFF2 (R 15%ige
SDS-PAGE). B: 1% AgGE mit Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und MUC5AC. 1%ige AgGE der Fraktionen B4-
C2 des S-500-Laufs und Western Blot bzgl. TFF2, MUC6 (GSAIl) und MUC5AC.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache. Saulenlauf bei pH 7.0.

TFF2 eluiert hauptsachlich in den Fraktionen B6-C9 von der Saule. Diese Fraktionen sind
ebenfalls PAS-positiv. Fur den TFF2-Hauptpeak (Fr. B4-C2) wurden 1%ige AgGE mit
Western Blot bzgl. TFF2, MUC6 (GSAIll) und MUC5AC angefertigt. Die Auswertung zeigt,
dass die Muzine nicht getrennt werden kénnen, MUC5AC und MUCG6 (GSAII) sind beide in
den Fraktionen B5-C2 zu finden (siehe Abbildung 29).

B: S-500-Lauf eines humanen Korpusextrakts E1 (MC577) nach Kochen mit 1%
B-Mercaptoethanol

Da die Muzine Uber S-500-Lauf nach normaler Extraktion nicht getrennt werden konnten
(siehe Abbildung 29), wurde in einem weiteren Experiment der Extrakt (E1, siehe Abbildung
10) einer Korpusprobe (MC577) vor dem Auftragen auf die Saule mit 1% R-Mercaptoethanol
gekocht und der US auf die Séule gegeben.
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Abbildung 30: S-500-Lauf eines humanen Korpusextrakts E1 (MC577) nach Kochen mit 1% (-
Mercaptoethanol. A: UV-Profil und Profile fiir TFF2/PAS/GSAII/MUC5AC und "*°I-pTFF2/"?I-hTFF2giyk. UV-
Profil [mAU] bei 280 nm sowie die Profile der semiquantitativen Auswertung fir PAS (Dot Blot) und TFF2 (R
15%ige SDS-PAGE). AuRerdem gezeigt sind Profile der semiquantitativen Auswertungen fir MUC5AC und GSAII
(1%ige AgGE) bzw. fir die Hybridisierung mit 125I—pTFF2 (1%ige AgGE, Autoradiographie, lodierung Hr. Stiirmer)
bzw. 125I-hTFF29|yk (1%ige AgGE, Autoradiographie, lodierung Hr. Stirmer). B: AgGE und Western Blot bzgl.
GSAIl, MUC5AC und Hybridisierung mit "*I-pTFF2 bzw. '®I-hTFF2qy 1%ige AgGE und Western Blot bzgl
GSAIl und MUCAC der Fraktionen B8-D12 der S-500 nach Kochen mit 1% B-Mercaptoethanol (sieche A).
Ebenfalls dargestellt sind 1%ige AgGE nach Hybridisierung mit '*’l-pTFF2 (Autoradiographie, lodierung Hr.
Stlirmer) bzw. 125I-hTFF29|yk (Autoradiographie, lodierung Hr. Stiirmer).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, MUC5AC: rote Kurve, GSAIIl: graue Kurve,
125I-pTFF2: grine, gestrichelte Kurve, 125I-hTFF2g|yk: griine, durchgezogene Kurve. Strich: Taschen Agarosegel.
Saulenlauf bei pH 7.0.

SLKTFF2,,, "251-pTFF2

TFF2 wird durch das Kochen mit 1% B-Mercaptoethanol vollstandig aus dem Mukuspeak
herausgel6st und eluiert nun in den niedermolekularen Fraktionen (E1-E7) (siehe Abbildung
30A). MUCS5AC kann auf dem Western Blot nach AQGE vor allem in den Fraktionen C5-C11
(PAS-Maximum) unterhalb der Geltasche detektiert werden. MUC6 (GSAll-Reaktivitat) ist
jedoch in den Fraktionen B10-C4 zu finden (siehe Abbildung 30B). Dort binden ebenfalls die
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radioaktiv markierten Peptide '°I-pTFF2 und '°I-hTFF2g,. MUC6-positive Fraktionen
konnten folglich durch Kochen mit 1% B-Mercaptoethanol von MUC5AC-positiven Fraktionen

getrennt werden.

5.1.1.4. Bindungsstudien mit '*°I-TFF2

Um die Bindung von TTF2 an die Mukusbestandteile unter verschiedenen Bedingungen zu
betrachten, wurden Bindungsstudien mit '®|-markiertem TFF2 durchgefiihrt. Es wurde
entweder humanes rekombinantes TFF2gy bzw. TFF2,o..qy 0der pTFF2 fir die lodierung
verwendet. Die Hybridisierung der Membranen mit radioaktivem Material wurde vom
technischen Assistenten Herrn R. Stirmer durchgefuhrt. Wie die einzelnen Mukusfraktionen

generiert wurden, ist den folgenden Abschnitten zu entnehmen.

A: Hybridisierung von Fraktionen nach S-75HL eines Korpusextrakts mit
231 hTFF2non-giyk

Ein Extrakt einer humanen Korpusprobe wurde tber S-75HL gereinigt (siehe Anhang 11).
TFF2 liegt in mukusgebundener Form (TFF24.03, ca. 75%) und als freies TFF2 (TFF2yein, Cca.
25%) vor. Von den Fraktionen B10-B11 (TFF244) und von Proben des TFF2yin (Fr. D3-D4)
wurden 7%ige SDS-PAGEs (siehe Abbildung 31A) bzw. 1%ige AgGEs (siehe Abbildung
31B) angefertigt. Zum einen erfolgte ein Western Blot bzgl. TFF2 (1%ige AgGE und R 7%ige
SDS-PAGE), MUCS5AC und GSAIl (1%ige AgGE), zum anderen die Hybridisierung mit
2 -hTFF210ngiyk (Siehe Abbildung 31).

A TFF2 "21-hTFF 2non. ik B TFF GSAll MUCSAC 1251-h TFF2p0n.g1y4

| g

B10 B11 D3 D4 B10 B11 D3 D4 B10 B11 D3 D4 B10 B11 D3 D4 B10 B11 D3 D4 B10 B11 D3 D4

Abbildung 31: Hybridisierung einer Korpusprobe (MC406A) mit 125I-hTFF2n°n.g|yk nach S-75HL-Lauf (siehe
Anhang 11). A: 7%ige R SDS-PAGE. 7%ige R SDS-PAGE der Fraktionen B10-B11 (TFF2y0r) und D3-D4
(TFF2yein) nach S-75HL-Lauf (siehe Anhang 11) und Western Blot bzgl. TFF2 sowie Hybridisierung mit
125I-hTFF2non_glyk (Autoradiographie, lodierung Hr. Stirmer). B: 1%ige AgGE. 1%ige AgGE der Fraktionen B10-
B11 und D3-D4 und Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl, MUC5AC und 125I-hTFF2non.g|yk (Autoradiographie, lodierung
Hr. Stirmer).

Saulenlauf bei pH 7.0.

Sowohl bei TFF2g4.z als auch bei TFF2n kann ein Signal far TFF2 an der Lauffront der
7%igen SDS-PAGE detektiert werden. "*°I-hTFF2,0,.gy bindet jedoch nur die Fraktionen B10

und B11 am Ubergang von Geltasche zum Sammelgel (siehe Abbildung 31A). Zusétzlich zur
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7%igen SDS-PAGE sind auch 1%ige AgGE mit Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl, MUC5AC
und 125I-hTFF2non_g.yk gezeigt (siehe Abbildung 31B). Ein Signal, sowohl fir TFF2 als auch fur
MUCS5AC, GSAIl (MUCG6) und 125I-hTFFZm,n_gwk, ist jeweils in den Fraktionen B10 und B11 im

hochmolekularen Bereich zu erkennen.

B: Charakterisierung der Bindung von '®I-hTFF2,,0n.giyk an TFF2-freien Mukus
TFF2-freier Mukus wurde, wie in Anhang 12 beschrieben, durch Kochen eines Mukuspeaks
mit 1% SDS/30 mM EDTA generiert. Nach ResQ-Lauf des TFF2-freien Mukuspeaks eluieren
MUCG6 (GSAIl) und MUC5AC in den Fraktionen A1-A4 (25% MUCSAC und 3% GSAIIl) und in
den Fraktionen B4-C12 (75% MUCS5AC und 97% GSAIl). Die Fraktionen A2, B8 und B10
wurden nach AgGE unter verschiedenen Bedingungen mit 125I-hTFF2non_g|yk hybridisiert, um
die Bindung an die Muzine naher zu charakterisieren. Variiert wurde zum einen der pH-Wert
(A), zum anderen die Ca**-Konzentration (B) des Puffers. Auch eine Inhibition mit dem Lektin
GSAIll (erkennt a-und B-GIcNAc-Reste (lhida et al. 1988)) bzw. dem Antikérper HIK1083
(erkennt nur a-GIcNAc-Rest (Ishihara et al. 1996)) wurde durchgefihrt (C).

A& pH 4.0 pH 2.0 B 25mmca> 10 mM Ca** 30 mM EDTA (o Kontrolle GSAl HIK1083
A2 88 B10 A2 B8 B10 A2 B8 B10 A2 B8 B10 A2 B8 B10 ) VAZ B8 B‘lOr A2 55 ] 510 A2 V B8 3107 AZV 7 B8 é‘o
- " - li -y —_—— | owe
140 140 140
120 120 120
100 100 | 100
80 80 80 ’
60 60 60
40 o 40 : 40
20 l 20 : 20
0 0 0
pH7.0 pH4.0 pH 2.0 2,5 mM Ca2+ 10 mM Ca2+ 30 mM EDTA Kontrolle GSAll HIK1083

Abbildung 32: Hybridisierung eines TFF2-freien Mukus (MC406A) mit 125I-hTFF2n°n.g|yk unter
verschiedenen Bedingungen. 1%ige AgGE der Fraktionen A2, B8 und B10 nach ResQ-Lauf des TFF2-freien
Mukus (siehe Anhang 12). Die Blots wurden mit 125I—hTFF2non_g|yk (Autoradiographie, lodierung Hr. Stirmer) unter
verschiedenen Bedingungen inkubiert. Unter allen getesteten Bedingungen kann keine Bindung von
125-hTFF 2nongyk an die Fraktion A2 festgestellt werden, deshalb wurde fiir die Auswertung nur der Mittelwert von
B8 und B10 gebildet und in den Diagrammen aufgetragen. A: pH-Wert: pH-Wert des Hybridisierungspuffes 7.0
(20 mM Tris/HCI), 4.0 (Mcllvaine) bzw. 2.0 (verd. HCI). B: Ca?*-Konzentration: Hybridisierungspuffer mit 2,5 mM
Ca®, 10 mM Ca®, bzw. 30 mM EDTA versetzt. C: Inhibition mit GSAIl bzw. HIK1083: Inhibiert wurde die
Hybridisierung von 125I-hTFF2non.g|yk durch vorherige Inkubation der Membran mit GSAIl bzw. HIK1083 (je 1:1000,
1h, RT). Die Proben die miteinander verglichen wurden, sind auf dem gleichen Agarosegel gelaufen und wurden
zusammen geblotted (gleiches Probenvolumen, gleiche Menge an 2 nTFF2, gemeinsam entwickelt), jedoch auf
Grund der Ubersichtlichkeit digital neu zusammengefiigt. Strich: Taschen Agarosegel. Fehlerbalken:
Standardabweichung 6 (n=2).

Bei der Fraktion A2 kann unter keiner der gewahlten Bedingungen ein Signal fur die Bindung
von "I-hTFF2,0n.gy« detektiert werden. An die Fraktionen B8 und B10 bindet "*I-nTFF2,0ngik
unterhalb der Geltaschen.

(A) Variation des pH-Werts: Bei einem pH-Wert von 7.0 ist die Bindung von "?°I-hTFF2,0n.g1k

am starksten. Mit abnehmendem pH-Wert nimmt auch das Signal fiir °I-hTFF2,4n.gyk ab.
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(B) Variation der Ca*-Konzentration: Bei einer Ca®*-Konzentration von 10 mM ist das
Signal fur die Bindung von 125I-hTFF2non_g|yk am starksten, am schwachsten bei dem Puffer
ohne Ca®* (30 mM EDTA).

(C) Inhibition der Bindung durch GSAII/HIK1083: Die Bindung von "°I-hTFF2,,n.qy kann
durch vorherige Inkubation der Membran mit HIK1083 und GSAIl leicht herabgesetzt

werden.

C: Charakterisierung der Bindung von '?°l-hTFF24,x bzw.'?®l-pTFF2 an Muzine
nach deren Trennung uber S-500

Eine Mukusprobe, die hauptsachlich MUC6 (GSAIl) enthalt, wurde durch S-500-Lauf eines
Extraktes E1 nach Kochen mit 1% B-Mercaptoethanol (Abbildung 30) generiert. Die
Fraktionen B12 und C1 (GSAll-Maximum) wurden nach einer 1%igen AgGE unter
verschiedenen Bedingungen mit '®I-pTFF2 bzw. '®I-hTFF2y, hybridisiert. Variiert wurde
zum einen der pH-Wert (A) und zum anderen die Ca®*-Konzentration (D) des Puffers. Auch
eine Inhibition mit dem Lektin GSAII (erkennt a- und B-GIcNAc-Reste (lhida et al. 1988)) bzw.
dem Antikorper HIK1083 (erkennt nur a-GlcNAc-Rest (Ishihara et al. 1996)) (C) sowie eine
Inhibition mit je 0,1 M bzw. 1 mM a- bzw. B-Methylgalaktosid (B; Bestandteil der MUC6
typischen Zuckereinheit GlcNAca1->4GalB1->R (Ishihara et al. 1996)) wurden durchgefuhrt
(siehe Abbildung 33).

An beide Fraktionen B12 und C1 binden sowohl '®I-pTFF2 als auch '®I-hTFF2g,, unterhalb
der Geltaschen an die Membran. Bei den verschiedenen Bedingungen kénnen folgende
Ergebnisse beobachtet werden:

(A) Variation des pH-Werts: Bei einem pH-Wert von 7.0 ist die Bindung am starksten. Mit
abnehmendem pH Wert, nimmt auch das Signal fiir "°I-pTFF2 bzw. "*°I-hTFF2,, ab.

(B) Inhibition mit a- bzw. B-Methylgalaktosid: Wahrend a-Methylgalaktosid die Intensitat
der Bindung von "°I-pTFF2 bzw. "*°I-hTFF2,, nur tiw. herabsetzt, kann B-Methylgalaktosid
die Bindung nahezu vollstandig inhibieren.

(C) Inhibition mit GSAII/HIK1083: Durch Inkubation der Membran mit HIK1083 kann das
Signal fiir die Bindung fast vollstandig inhibiert werden. GSAIl kann bei "®°I-hTFF2, die
Intensitat der Bindung herabsetzen, bei '®I-pTFF2 wird diese jedoch durch GSAIl kaum
beeinflusst.

(D) Variation der Ca®**-Konzentration: Am schwéchsten ist das Signal bei dem Puffer ohne
Ca* (30 mM EDTA). Es scheint jedoch keinen signifikanten Unterschied zu machen, ob

2,5 mM bzw. 10 mM Ca** im Puffer vorliegen.
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5. Ergebnisse

Abbildung 33: Hybridisierung einer MUCG6-angereicherten Fraktion nach S$-500 mit 125I-pTFF2
bzw.125I-hTFF29|yk unter verschiedenen Bedingungen. Dargestellt sind 1%ige AgGE der Fraktionen B12 und
C1 nach S-500-Lauf eines mit 1% B-Mercaptoethanol gekochten Extraktes E1 (MC577, siehe Abbildung 30). Die
Membranen wurden mit 125I-pTFF2 bzw. 125I—hTFF2g|yk (Autoradiographie, lodierung Hr. Sturmer) unter
verschiedenen Bedingungen inkubiert. pH Wert: pH-Wert des Hybridisierungspuffer 7.0 (20 mM Tris/HCI), 4.0
(Mcllvaine) bzw. 2.0 (verd. HCI). Ca**-Konzentration: Hybridisierungspuffer mit 2,5 mM Ca?*, 10 mM Ca* bzw.
30 mM EDTA versetzt. Inhibition mit a- bzw. B-Methylgalaktosid. Inhibiert wurde die Bindung durch
Hybridisierung in Gegenwart von a- bzw. B-Methylgalaktosid (je 0,1 M bzw. 1 mM). Inhibition mit
GSAII/HIK1083: Inhibiert wurde die Bindung durch vorherige Inkubation der Membran mit GSAIl bzw. HIK1083
(je 1:1000, 1h). Die Proben, die miteinander verglichen wurden, sind auf dem gleichen Agarosegel gelaufen und
wurden zusammen geblotted (gleiches Probenvolumen, gleiche Menge an "°I-TFF2, gemeinsam entwickelt),
jedoch auf Grund der Ubersichtlichkeit digital neu zusammengefiigt. Strich: Taschen Agarosegel. Die
Bindungsintensitat wurde mittels Image J semiquantitativ bestimmt und der Mittelwert der beiden Fraktionen B12
und C1 im Diagramm grafisch dargestellt. Fehlerbalken: Standardabweichung & (n=2). Signifikanz (Zwei-
Stichproben F-Test) mit * = p < 0,05 und ** = p <0,01.

5.1.1.5. Elution von TFF2 aus dem NR SDS-Gel

Auf dem Western Blot nach NR SDS-PAGE eines humanen Magenexiraktes zeigt TFF2
Signale bei verschiedenen GroRRenbereichen (18 kDa, 23 kDa, 25 kDa). Um herauszufinden
wie diese Formen prozentual verteilt sind, wurden sie aus einer 15%igen SDS-PAGE nach

Coomassiefarbung eluiert und deren Verhaltnis zueinander bestimmt (siehe Abbildung 34).
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Abbildung 34: Verteilung von TFF2 aus dem humanen Korpus (MC479) im NR SDS-Gel. A: NR 15%ige
SDS-PAGE des Extrakts mit Western Blot bzgl. TFF2 bzw. nach Coomassiefarbung. B: R 15%ige SDS-PAGE mit
Western Blot bzgl. TFF2 der aus dem Coomassiegel eluierten Banden 1-6 (1=Tascheninhalt) sowie die
semiquantitative Auswertung der Banden fur TFF2.

HM: hochmolekular, NM: niedermolekular. Extraktion bei pH 7.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

In Abbildung 34A (links) ist zunachst ein Western Blot nach NR SDS-PAGE bzgl. TFF2
abgebildet. Fir TFF2 kédnnen die drei oben beschriebenen Banden detektiert werden. Aus
dem mit Coomassie gefarbten NR SDS-Gel (Abbildung 34A, rechts) wurden die markierten
Banden eluiert (HM: hochmolekular, NM: niedermolekular) und diese auf einer R 15%igen

SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF2 analysiert (siehe Abbildung 34B). TFF2 kann vor
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5. Ergebnisse

allem (91%) im niedermolekularen Bereich detektiert werden (Banden 4-6). Nur schwache
Signale (9%) sind in der Bande 2 (hochmolekulare Form) zu erkennen. Neben der Verteilung
von TFF2 im Extrakt wurde auch die Verteilung von TFF2 einer gereinigten Probe nach S-
75HL analysiert (siehe Anhang 13). Auch dort konnte TFF2 fast auschliel3lich im

niedermolekularen Bereich detektiert werden.

5.1.2. TFF2 im humanen Duodenum

5.1.2.1. S-75-HL Laufe humaner Duodenumproben

Um TFF2 im humanen Duodenum charakterisieren zu konnen, wurden S-75HL-Laufe
verschiedener Duodenumproben durchgefiihrt (siehe Abbildung 35). TFF2 liegt meist
entweder nur PAS-assoziiert oder nur in den niedermolekularen Fraktionen vor; selten
kommt TFF2 in beiden Varianten vor.

Bei funf Duodenumproben (Duo118, Duo350, Duo360, Duo559, Duo435) kann TFF2
ausschlief3lich im niedermolekularen Bereich (C3-D1) detektiert werden (siehe Abbildung
35C-G). Bei zwei Duodenumproben (siehe Abbildung 35A-B; Duo246 und Duo554) liegt
TFF2 fast ausschlieBlich im hochmolekularen Bereich vor, der Anteil an TFF2.i, ist kleiner
als 10%. Nur bei einer der Duodenumproben liegt TFF2 zum Grofdteil (88%) in den
niedermolekularen Fraktionen vor und kann dennoch auch in den PAS-positiven Fraktionen
(12%) gefunden werden (siehe Abbildung 35H, Duo365).
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Abbildung 35: Elutionsprofile von S-75HL-Laufen verschiedener humaner Duodenumproben. Dargestellt

sind jeweils das UV-Profil [mAU] bei 280 nm und die Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R
15%ige SDS-PAGE) sowie fiir PAS (Dot Blot).

A: Duo246; B: Duo554; C: Duo118; D: Duo350; E: Duo360; F: Duo559, G: Duo435, H: Duo365. Die S-75HL-
Laufe von Duo559 und Duo246 wurden bei einem pH-Wert von 6.0 durchgefiihrt, alle anderen erfolgten bei pH
7.0. UV-Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache.

A: Hochmolekulare TFF2-Form im humanen Duodenum

Nach S-75HL-Lauf der humanen Duodenumprobe Duo246 liegt TFF2 fast vollstandig (98%)
im hochmolekularen Bereich vor (siehe Abbildung 36A). Auf dem Western Blot nach R SDS-
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5. Ergebnisse

PAGE sind Banden bei ca. 18 kDa und ca. 14 kDa fur TFF2 zu erkennen. Nicht-reduzierend
kénnen mehrere Banden (ca. 35 kDa, ca. 25 kDa, ca. 18 kDa, ca. 14 kDa sowie ca. 45 kDa)
detektiert werden (siehe Abbildung 36C). Die TFF2-positiven Fraktionen des
hochmolekularen Bereichs (B6-B11, TFF244:) wurden vereinigt und auf eine ResQ-Saule
aufgetragen. TFF2 eluiert dort in den Fraktionen B3-B10 (ca. 200 mM-ca. 500 mM NacCl) von
der Saule (siehe Abbildung 36B). Dieses TFF2 zeigt auf dem Western Blot nach R
SDS-PAGE Signale bei ca. 18 kDa (Doppelbande) und ca. 14 kDa. Die Banden bei 18 kDa
konnten nach Elution aus dem reduzierenden Coomassiegel positiv fir TFF2 getestet
werden (Daten Anhang 14). Auf dem Western Blot nach NR SDS-PAGE werden Banden fir
TFF2 bei ca. 25 kDa, ca. 35 kDa, Doppelbanden bei ca. 18 kDa und schwache Banden bei
ca. 66 kDa und ca. 14 kDa sichtbar (siehe Abbildung 36D).
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Abbildung 36: Hochmolekulare Form von TFF2 im humanen Duodenum. A: S-75HL eines
Duodenumextrakts (Duo246). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profil der semiquantitativen
Auswertung fur PAS (Dot Blot). Unten: Profil der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE).
B: ResQ-Lauf von TFF24.0s (Fr. B6-B11). Oben: UV-Profil [mnAU] bei 280 nm sowie Profil der semiquantitativen
Auswertung flir PAS (Dot Blot). Unten: Profile der semiquantitativen Auswertung flir TFF2 (R 15%ige
SDS-PAGE) und GSAIl (1%ige AgGE). C: R und NR SDS-PAGE von TFF24s nach S-75HL. 15%ige R bzw.
NR SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF2 der Fraktionen B7-B9 nach S-75HL-Lauf (siehe A). D: R und NR
SDS-PAGE bzw. AgGE von TFF24,z nach ResQ-Lauf. 15%ige R bzw. NR SDS-PAGE mit Western Blot bzgl.
TFF2 der Fraktionen B3-B6 nach ResQ von TFF24r (siehe B) sowie 1%ige AgGE der Fraktionen B4-B11 nach
ResQ von TFF2g4.os (siehe B) bzgl. TFF2 und GSAIL.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, GSAIl: dunkelgraue Kurve, Puffer B
(Salzgradient): orange Kurve. Saulenlaufe bei pH 6.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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5. Ergebnisse

Auf dem Western Blot nach AgGE kann ein Signal fir TFF2 unterhalb der Geltaschen, vor
allem in den Fraktionen B4-B5, detektiert werden. In den Fraktionen B4-B11 kann auch
MUCG6 (GSAIl) unterhalb der Geltaschen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 36D).

B: Niedermolekulare TFF2-Form im humanen Duodenum

Nach S-75HL-Lauf der humanen Duodenumprobe 559 kommt TFF2 ausschliellich als freies
TFF2 (TFF2en) in den Fraktionen C3-D1 vor, eluiert also im niedermolekularen Bereich
(siehe Abbildung 37A). Reduzierend ist fur TFF2 eine Bande bei ca. 18 kDa zu beobachten,
auf dem Western Blot nach NR SDS-PAGE werden Banden bei ca. 45 kDa, ca. 25 kDa, ca.
18 kDa und kleiner 14 kDa sichtbar (siehe Abbildung 37C). Die Fraktionen C6-D1 wurden
vereinigt und Uber eine ResQ-Saule gereinigt. Wie in Abbildung 37B zu erkennen ist, gibt es
beim ResQ-Lauf zwei Elutionsmaxima fur TFF2. Zum einen eluiert TFF2 direkt in den
Fraktionen A1-A4 (ca. 0-10 mM NaCl) und zum anderen in den Fraktionen B2-B7 (ca. 150-
350 mM NacCl). Auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE sind fiir beide TFF2 Entitaten
Banden bei ca. 18 kDa sichtbar. Nicht-reduzierend werden in den Fraktionen A1-A3 mehrere
Banden sichtbar (ca. 45 kDa, ca. 25 kDa, ca. 18 kDa und kleiner 14 kDa), in den Fraktionen
B2-B4 kann jedoch lediglich eine ca. 18 kDa Bande beobachtet werden (siehe Abbildung
37D).
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Abbildung 37: Niedermolekulare Form von TFF2 im humanen Duodenum. A: S-75HL eines
Duodenumextrakts (Duo559). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profil der semiquantitativen Auswertung fur PAS
(Dot Blot) und TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). B: ResQ-Lauf von TFF2ye.in (C6-D1 nach S-75HL (A)). UV-Profil
[mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). C: R und NR
SDS-PAGE von TFF2yein nach S-75HL. R und NR 15%ige SDS-PAGE und anschlieBender Western Blot bzgl.
TFF2 von den Fraktionen C6-C9 nach S-75HL (siehe A). D: R und NR SDS-PAGE von TFF2y.in nach ResQ-
Lauf. R und NR 15%ige SDS-PAGE und anschlieRender Western Blot bzgl. TFF2 von den Fraktionen A1-A3
bzw. B2-B4 nach ResQ (siehe B).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve.
Saulenlaufe bei pH 6.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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5. Ergebnisse

5.2. TFF2 im Schwein
5.2.1. TFF2 im Magen vom Schwein

5.2.1.1. Vergleich von TFF2 aus dem Korpus von Schwein vs. Mensch

Extrakte aus dem Korpus von Mensch und Schwein wurden zunachst Gber S-75HL gereinigt
(sieche Anhang 15), Proben aus dem hochmolekularen Bereich anschliefiend auf eine
15%ige SDS-PAGE aufgetragen und durch Western Blot bzgl. TFF2 analysiert und

miteinander verglichen (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: Vergleich von TFF2 aus dem Korpus von Schwein vs. Mensch. 15%ige R und NR SDS-PAGE
und anschlieRender Western Blot bzgl. TFF2 des hochmolekularen Bereichs nach S-75HL (Mensch: MC383,
Schwein: 6; siehe Anhang 15).

Saulenlaufe bei pH 6.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE kann fir TFF2 aus dem Schweinemagen eine
Bande bei ca. 16 kDa detektiert werden. Fur den Mensch ist sowohl eine deutliche Bande bei
ca. 18 kDa als auch eine schwachere Bande bei ca. 14 kDa sichtbar. NR wird die
Immunreaktivitat fur TFF2 aus dem Magen vom Schwein sehr stark abgeschwacht, eine
schwache Bande bei ca. 16 kDa und ein Signal an der Grenze von Geltasche zu Sammelgel
sind sichtbar. Fir den Mensch werden Banden bei ca. 23 kDa und ca. 18 kDa auf dem
Western Blot nach NR SDS-PAGE sichtbar.

5.2.1.2. S-75HL-Laufe von Proben aus dem Schweinemagen: Korpus vs.

Antrum

A: S-75HL-Lauf einer Gewebeprobe aus dem Korpus

Die Reinigung von TFF2 aus dem Korpus vom Schwein erfolgte durch ein zweistufiges
Reinigungsprotokoll. Zunachst wurde ein Extrakt (Schwein 6) Uber S-75HL gereinigt. Die
TFF2-positiven Fraktionen des hochmolekularen Bereichs (TFF24.;) wurden anschlieffend

vereinigt und im zweiten Schritt Gber eine ResQ-Saule gereinigt (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Reinigung von TFF2 aus dem Korpus vom Schwein. A: S-75HL-Lauf eines Korpusextrakts
vom Schwein (Gewebe, Schwein 6). Oben: UV-Profil [nAU] bei 280 nm sowie Profil der semiquantitativen
Auswertung fir PAS (Dot Blot). Unten: Profil fir TFF2 nach semiquantitativer Auswertung (R 15%ige SDS-
PAGE). B: ResQ-Lauf des hochmolekularen Bereichs (Fr. B8-B11) nach S-75HL. Oben: UV-Profil [mAU] bei
280 nm sowie Profil der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). Unten: R bzw. NR
15%ige SDS-PAGE und anschlieBender Western Blot bzgl. TFF2 der Fraktionen A1-A3 bzw. B4-B7 nach ResQ.
AuRerdem gezeigt sind 1%ige AgGE mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl (MUC6) und PGM

(MUC5AC).
Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve; PAS: pinke Flache, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve.
Saulenlaufe bei pH 6.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Nach dem S-75HL-Lauf liegt TFF2 zu ca. 98% im hochmolekularen Bereich (Fr. B5-B12) vor
(siehe Abbildung 39A). Die Fraktionen B8-B11 wurden vereinigt und Uber eine ResQ-Saule
gereinigt. TFF2 eluiert dort in zwei Entitdten von der Saule (Fr. A1-A3 bzw. B1-C3). TFF2 der
Fraktionen A1-A3 kann nur auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE detektiert werden
(Doppelbande bei ca. 16 kDa). TFF2 der Fraktionen B4-B7 zeigt auf dem Western Blot nach
R SDS-PAGE ebenfalls eine Doppelbande bei ca. 16 kDa; NR werden Banden bei ca.
16 kDa und am Gelstart sichtbar (in Fraktion B7 auch ca. 30 kDa Bande). Diese
hochmolekulare TFF2-Form kann auch auf dem Western Blot nach AgGE unterhalb der
Geltaschen detektiert werden. MUCG6 (GSAIll-Reaktivitat) ist in den Fraktionen A1-A2 und

B1-B8 unterhalb der Geltasche zu finden und MUC5AC (PGM-Reaktivitat, (Nordman et al.
78



5. Ergebnisse

1998; Turner et al. 1999)) kann in den Fraktionen A1-A2 und B4-C4 nach AgGE detektiert

werden.

B: S-75HL-Lauf einer Gewebeprobe aus dem Antrum

Die Reinigung von TFF2 aus dem Antrum vom Schwein erfolgte ebenfalls durch ein
zweistufiges Reinigungsprotokoll. Dazu wurde ein Extrakt (Schwein 6) mittels S-75HL
gereinigt und der Mukuspeak im zweiten Schritt auf eine ResQ-Saule aufgetragen
(Abbildung 40).
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Abbildung 40: Reinigung von TFF2 aus dem Antrumgewebe vom Schwein. A: S-75HL-Lauf Antrum
Schwein (Gewebe, Schwein 6). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profil der semiquantitativen
Auswertung fur PAS (Dot Blot). Unten: Profil der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE).
B: ResQ-Lauf des hochmolekularen Bereichs (Fr. B8-B11). Oben: UV-Profil [mAU] bei 280 nm sowie Profile
der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE bzw. 1%ige AgGE). Unten: Vergleichende R
bzw. NR 15%ige SDS-PAGE der Fraktionen B5-B11 nach ResQ und Western Blot bzgl. TFF2. Aulerdem
dargestellt sind 1%ige AgGE der Fraktionen X1, A1-D10 nach ResQ und Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl (MUC6)
und PGM (MUC5AC).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2 (semiquantitative Auswertung SDS-PAGE): blaue Kurve, TFF2
(semiquantitative Auswertung AgGE): griine Kurve, PAS: pinke Flache, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve.
Saulenlaufe bei pH 6.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

Nach dem S-75HL-Lauf des Antrumextrakts liegt TFF2 zu 97% im hochmolekularen Bereich
vor (siehe Abbildung 40A). Die Fraktionen B8-B11 wurden vereinigt und auf eine ResQ-
Saule aufgetragen. Dort eluiert TFF2 in den Fraktionen B5-D12 von der S&ule. Auf dem

Western Blot nach R SDS-PAGE zeigt TFF2 ein Signal bei ca. 16 kDa; nicht-reduzierend
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5. Ergebnisse

sind Signale bei ca. 16 kDa und um den Gelstart zu erkennen. TFF2 und MUC6 (GSAlIl-
Reaktivitat) sind in den Fraktionen B5-C10 der AgGE unterhalb der Geltaschen zu finden.
MUCS5AC (PGM-Reaktivitat) kann dort ebenfalls detektiert werden, zeigt aber zusatzlich auch
in den Fraktionen A1-A3 ein Signal.

C: Gegeniiberstellung von S-75HL-Laufen abgekratzter Mukosa vs. Gewebe
aus dem Schweinemagen

Es wurden drei verschiedene Korpusproben analysiert. Dabei wurde entweder abgekratzte
Mukosa (Mukosa wurde mittels Skalpell von der Gewebeprobe abgekratzt) oder Gewebe

(gesamte Gewebeprobe einschliellich Mukosa) extrahiert und Uber S-75HL (siehe Abbildung

41) gereinigt.
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Abbildung 41: Abgekratzte Mukosa vs. Gewebe Korpus Schwein. A: S-75HL-Laufe von Korpusproben
dreier verschiedener Schweine (Gewebe vs. Mukosa). UV-Profile [mAU] bei 280 nm sowie Profile der
semiquantitativen Auswertungen fir PAS (Dot Blot) bzw. TFF2 (15%ige R SDS-PAGE). B: Vergleichende NR
SDS-PAGE von TFF2 aus Gewebe vs. abgekratzte Mukosa. NR 15%ige SDS-PAGE der Fraktionen aus dem
Mukuspeak nach S-75HL (Schwein 10gewebe: B6; Schwein 11gewebe: B7, Schwein 12gewebe: B7; Schwein 10mukosa:
B9, Schwein 11mukosa: B11, Schwein 12mukosa: B12) und Western Blot bzgl. TFF2. C: Anteil an hochmolekularem
TFF2 (TFF240:) im Gewebe vs. abgekratzter Mukosa. Dargestellt ist ein Diagramm, welches den Anteil an
TFF240r in Bezug auf die TFF2-Gesamtmenge nach S-75HL-Lauf von Gewebe bzw. abgekratzter Mukosa
vergleicht.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache. Saulenlaufe bei pH 8.0. Der
Molekularstandard ist in kDa angegeben. Fehlerbalken: Standardabweichung & (n=3).
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5. Ergebnisse

Bei den S-75HL-Laufen der Gewebeproben und der Proben abgekratzter Mukosa liegt TFF2
fast ausschlieBlich im hochmolekularen Bereich (Fr. B5-B12) vor (Abbildung 41A), lediglich
ca. 10% liegen als TFF2y., bei Proben abgekratzter Mukosa vor. Das Verhaltnis von
TFF2qein zu TFF240 nach S-75HL von abgekratzter Mukosa variiert jedoch je nach
Schweineprobe stark (siehe Anhang 16). Von den TFF2-Hauptfraktionen aus dem
hochmolekularen Bereich wurde eine vergleichende NR 15%ige SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF2 angefertigt (Abbildung 41B). Bei den Proben vom
Gewebe sind Signale bei ca. 16 kDa und schwach am Ubergang von den Taschen zum
Sammelgel zu erkennen. Bei den Proben der abgekratzten Mukosa konnen Banden bei ca.
16 kDa und bei ca. 30 kDa fur TFF2 detektiert werden.

Auch von drei verschiedenen Antrumproben wurde entweder abgekratzte Mukosa oder
Gewebe extrahiert und mittels S-75HL gereinigt (siehe Abbildung 42). Bei allen Laufen liegt
TFF2 fast ausschlieRlich PAS-assoziiert vor.
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Abbildung 42: Abgekratzte Mukosa vs. Gewebe Antrum Schwein. S-75HL Laufe von Antrumproben dreier
verschiedener Schweine (Gewebe vs. Mukosa). Dargestellt sind UV-Profile [mAU] bei 280 nm der S-75HL-Saulen
und die semiquantitativen Auswertungen fir PAS (Dot Blot) bzw. TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache. Sdulenlaufe bei pH 8.0.
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5. Ergebnisse

D: Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden fiir Korpusproben vom
Schwein

Diese Arbeit beschaftigt sich mit einer Vielzahl von Extraktionsmethoden fir die Reinigung
von TFF2 aus dem Korpus des Schweins. Durch diese Extraktionsmethoden sollte die
Bindung von TFF2 an den Mukus im Schwein untersucht und charakterisiert werden sowie
Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten zur Bindung von TFF2 an den Mukus im Mensch
aufgeklart werden. Die Extraktion erfolgte dazu bei verschiedenen pH-Werten (Test pH-Wert-
Abhangigkeit der Bindung), unter Zugabe verschiedener Zusatze (Test der Abhangigkeit der
Bindung von Ca?*-Konzentration) oder durch Kochen der Proben (Test auf Bindungsart,
kovalent/ nicht-kovalent). Dabei wurde entweder ein Rohextrakt (Extrakt) behandelt oder ein
zuvor gereinigter Mukuspeak (Mukuspeak nach S-75HL-Lauf). Die Extrakte wurden uber
eine S-75HL-S&ule gereinigt und der Anteil an TFF2y0z zu TFF2yin bestimmt. Eine Ubersicht
aller Extraktionsmethoden und der prozentuale Anteil von TFF2i, sind in Tabelle 22 und in
Abbildung 43 dargestellt.

Tabelle 22: Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden fiir Korpusproben- Anteil an TFF2ypin.
Angegeben ist der prozentuale Anteil von TFF2ein (freies TFF2) nach S-75HL-Laufen unter verschiedenen
Bedingungen. Variiert wurden pH-Wert, Zusatze und Kochen. Es ist angegeben, ob ein Extrakt (E) oder ein
gereinigter Mukuspeak (M, gereinigt durch S-75HL-Lauf) der Behandlung unterzogen wurde und ob es sich bei
dem Extrakt um abgekratzte Mukosa (M, Mukus mit Skalpell vom Gewebe angekratzt) oder Gewebe (G, gesamte
Gewebeprobe einschlief3lich Mukosa) handelt.

Zusiatze Anzahl Kochen Extrakt bzw. Gewebe pH % Stand. Anhang/
Experimente Mukuspeak bzw. TFF2yein Ab. (8) Abbildung
(n) Mukosa
keine 8 nein E M 8.0 23 +/- 26 Anhang 16
keine 1 nein E G 8.0 0 - Anhang 16
keine 1 nein E G 6.0 2 - Abbildung 39
TRIzol® 2 nein E G 7.0 1 +/-0.5 Abbildung
44/Anhang 23
1% SDS 1 nein G 8.0 0 - Anhang 18
6 M GuaHCI 1 nein E G 6.0 0 - Anhang 22
6 M Urea/ 1 nein E G 6.0 1 - Anhang 22
2,5 mM CaCl,
30 mM EDTA/ 11 ja M G 8.0 53 +/- 37 Anhang 25/
1% SDS Abbildung 45
1% SDS 2 ja M G 8.0 0 0 Anhang 18
30 mM EDTA 3 ja E M 6.0 51 +/- 27 Anhang 19
keine 1 ja E G 6.0 9 - Anhang 21
6 M GuaHClI 1 ja M G 8.0 0 - Anhang 20

Bei der Extraktion von Gewebe (gesamtes Gewebe inkl. Mukosa) liegt TFF2 nach S-75HL-
Lauf fast ausschlieBlich mukusassoziiert (TFF2g40z) vor. Dabei spielen pH-Wert und die

Zugabe verschiedener Zusatze keine Rolle (siehe Tabelle 22). Lediglich das Kochen mit
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5. Ergebnisse

1% SDS/30 mM EDTA fuhrt tlw. dazu, dass der Anteil an freiem TFF2 (TFF2.in) auf etwa
50% erhoht wird. Wird nur abgekratzte Mukosa (mit dem Skalpell vom Gewebe abgetrennt)
extrahiert (pH-Wert 8.0), so liegt TFF2 auch bereits tlw. als freies TFF2 vor (siehe Tabelle 22,
Abbildung 41). Durch Kochen mit 30 mM EDTA kann der Anteil des freien TFF2 hier leicht
auf 50% erhoht werden.

Die Ergebnisse schwanken stark zwischen den verschiedenen Tieren, so dass sich dadurch
tiw. hohe Standardabweichungen ergeben (siehe Anhang 17; Anhang 24). Die Ergebnisse

der Extraktionsexperimente sind in Abbildung 43 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 43: Anteil an TFF24.in bei verschiedenen Extraktionsmethoden fiir Korpusproben vom
Schwein. Dargestellt ist der Anteil an TFF2yein nach S-75HL-Lauf der verschiedenen Extraktionsmethoden. Es ist
angegeben, welche Zusatze bei der Extraktion benutzt wurden, welcher pH-Wert genutzt wurde und ob der
Extrakt (E) bzw. ein vorher Uber S-75HL gereinigter Mukuspeak (M) gekocht wurde. Aufierdem ist angegeben, ob
Gewebe (G, gesamtes Gewebe inkl. Mukosa) oder abgekratzte Mukosa (M, mit Skalpell von Gewebe geldst)
verwendet wurde. Fehlerbalken: Standardabweichung .

Da bei humanen Korpusproben durch eine TRIzol®-Extraktion TFF2 aus dem Mukusbereich
gelést werden konnte, wurde dieses Experiment im Schweinemagen wiederholt, um so
Riickschliisse auf die Art der Bindung ziehen zu kénnen. Die TRIzol®-Extraktion wurde nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Proteinpellet wurde vor dem Auftragen auf die Saule
fur 2h bei 50 °C in 1% SDS geldst. Das Ergebnis der Reinigung ist in Abbildung 44 gezeigt.
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Abbildung 44: TRIzol®-Extraktion von Korpusgewebe Schwein. A: S-75HL-Lauf des Proteinpellets nach
TRIzol®-Extraktion. Oben: UV-Profil [nAU] bei 280 nm sowie Profil der semiquantitativen Auswertung fiir PAS
(Dot Blot). Unten: Profil der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). B: AgGE und
Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl (MUC6) und PGM (MUC5AC). Oben: Profil der semiquantitativen Auswertung
bzgl. TFF2, GSAIl (MUC6) und PGM (MUC5AC) nach 1%iger AQGE. Unten: 1%ige AgGE und anschlieRendem
Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl (MUC6) und PGM (MUC5AC) der Franktionen 17-30 nach S-75HL.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, GSAIl: graue Kurve, PGM: rote Kurve, PAS: pinke Flache.
Saulenlaufe bei pH-Wert 7.0, Probe: Schwein 6.

Nach der TRIzol®-Extraktion des Gewebes ist TFF2 fast ausschlieBlich im hochmolekularen
Bereich (Fr. 19-28) der S-75HL-Saule zu finden (siehe Abbildung 44A). Auf dem Western
Blot nach AgGE kann ein Signal fur TFF2 in den Fraktionen 19-22 direkt unterhalb der
Geltasche detektiert werden. Auch MUC6 (GSAIl) und MUC5AC (PGM) koénnen in diesen
Fraktionen detektiert werden, schmieren jedoch weiter ins Agarosegel (siehe Abbildung
44C). Auch eine Inkubation des Gewebes in verd. HCI, pH 1.0 vor der TRIzol®-Extraktion
fuhrt nicht zu einer Erhéhung des Anteils an TFF24, (siehe Anhang 23).

Wie aus Tabelle 22 hervorgeht, kann TFF2 im Schweinemagen tlw. durch Kochen mit
1% SDS/30 mM EDTA aus dem Mukus herausgelost werden. Um dieses TFF2y., weiter zu
charakterisieren, wurden zunachst drei S-75HL-Laufe von Gewebeextrakten (Schwein 6
bzw. 7) angefertigt (siehe Abbildung 45A-C, links).
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S-75HL Mukuspeak + 1% SDS/30 mM EDTA gekocht
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Abbildung 45: Generierung von freiem TFF2 (TFF2y.in) aus Korpusproben vom Schwein durch Kochen mit
1% SDS/30 mM EDTA. A-C: S-75HL-Laufe. Links: S-75HL-Laufe von Extrakten (A: Schwein 6 bzw. B-C:
Schwein 7). UV-Profile [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir PAS (Dot Blot) und
TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). Die Fraktionen B6-B9 wurden jeweils vereinigt und mit 1% SDS/30 mM EDTA
gekocht. Rechts: S-75HL-Laufe der Mukuspeaks nach Kochen mit 1%SDS/30 mM EDTA. UV-Profil [mAU] bei
280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fiir PAS (Dot Blot) und TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). Die
Fraktionen mit freiem TFF2 (TFF2yein) wurden vereinigt (A: C3-C12; B: C6-D1; C: B12-C10) und mittels ResQ
gereinigt. D: ResQ-Lauf des TFF2yein nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA. Links: UV-Profil [mAU] bei
280 nm und Profil der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). Rechts: R und NR
15%ige SDS-PAGE der Fraktionen C5-C9 und anschliefender Western Blot bzgl. TFF2 sowie R und NR 15%ige
SDS-PAGE der Fraktion C9 mir anschlieRender Silberfarbung.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve.
Saulenlaufe bei pH 8.0. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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TFF2 kommt dort ausschlieBlich im hochmolekularen Bereich (Fr. B6-B11) vor. Die
Fraktionen mit mukusassoziiertem TFF2 (TFF24.5 B6-B9) wurden jeweils vereinigt und mit
1% SDS/30 mM EDTA gekocht. Die gekochten Proben wurden dann wiederum jeweils auf
eine S-75HL-Saule aufgetragen (Abbildung 45A-C, rechts). Bei allen drei Laufen liegt TFF2
nun zum grof3en Teil (270%) als freies TFF2 (TFF2yi,) vor. Dieses freie TFF2 aller Laufe
wurde vereinigt und im letzten Schritt mittels ResQ gereinigt. TFF2 eluiert dort in den
Fraktionen C3-C12 (ab ca. 600 mM NaCl) von der Saule und zeigt sowohl auf dem Western
Blot nach R SDS-PAGE als auch nach NR SDS-PAGE ein Signal bei ca. 16 kDa. Auch im
Silbergel ist eine Bande im GroRenbereich um 16 kDa zu erkennen (siehe Abbildung 45D).
Die Bande aus dem NR Silbergel wurde durch Herrn Dr. H. Kalbacher (Universitat Tubingen;
IFIB) analysiert (positiv flir TFF2, siehe Anhang 26). Diese Extraktion wurde mehrfach
wiederholt, der Anteil an herauslosbarem TFF2 variiert dabei recht stark zwischen den

verschiedenen Tieren (siehe Anhang 25).

E: Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden fir Antrumproben vom
Schwein

Auch bei Antrumproben des Schweins wurden diverse Extraktionsmethoden angewendet,
um die Bindung von TFF2 an den Mukus zu untersuchen. Dazu wurden entweder Extrakte
oder zuvor gereinigte Mukuspeaks (Reinigung mittels S-75HL) unter verschiedenen
Bedingungen extrahiert und Gber S-75HL gereinigt. Danach erfolgte die Bestimmung des
Anteils an freiem TFF2 (TFF24.,) im Verhaltnis zum gesamten TFF2. Ein Uberblick aller
Extraktionsmethoden stellen Tabelle 23 und Abbildung 46 dar.

Tabelle 23: Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden fiir Antrumproben vom Schwein - Anteil an
TFF2ein. Angegeben ist der prozentuale Anteil von freiem TFF2 (TFF2yein) Nnach S-75HL-Laufen verschieden
extrahierter Antrumproben. Variiert wurden pH-Wert, Zusatze und Kochen. Es ist angegeben, ob ein Extrakt (E)
oder ein gereinigter Mukuspeak (M, gereinigt durch S-75HL-Lauf) der Behandlung unterzogen wurde und ob es

sich bei dem Extrakt um abgekratzte Mukosa (M, mit Skalpell vom Gewebe abgekratzt) oder Gewebe (G,
Gesamtheit aus Gewebe und Mukosa) handelt.

Zusitze Anzahl der Kochen Extrakt/ Gewebe/ pH % Stand. Abbildung/
Experi- Mukus- Mukosa TFF2yein Ab.d Anhang
mente (n) peak

keine 2 nein E G 8.0 2 +/-2 Abbildung 42

keine 1 nein E G 6.0 3 - Abbildung 40

keine 2 nein E M 8.0 3 +/-2 Anhang 27

keine 1 nein E M 6.0 0 -

30 mM 2 ja M G 8.0 66 +/-21 Anhang 27

EDTA/

1% SDS

20 mM 1 ja M G 8.0 1 - Anhang 28

EDTA/ 0,1%

SDS
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5. Ergebnisse

Wird eine Gewebeprobe oder eine Probe abgekratzter Mukosa ohne Zusatze extrahiert und
im Anschluss uber S-75HL gereinigt, so ist ein Anteil von = 98 % grolem TFF2 zu
beobachten, unabhangig vom verwendeten pH-Wert. Wird ein nach S-75HL gereinigter
Mukuspeak bei pH 8.0 mit 1% SDS/30 mM EDTA gekocht, so kann TFF2 aus dem
hochmolekularen Bereich herausgeldst werden (ca. 66% TFF2y.,). Erfolgt eine Extraktion
durch Kochen mit 0,1% SDS/20 mM EDTA kann jedoch kein kleines TFF2 generiert werden.

Die Ergebnisse der Extraktionsexperimente sind in Abbildung 46 zusammengefasst.
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Abbildung 46: Anteil an TFF24n bei verschiedenen Extraktionsmethoden fiir Antrumproben vom
Schwein. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an TFF2yen nach S-75HL-Laufen bei verschiedenen
Extraktionsmethoden. AulRerdem ist angegeben, ob ein Extrakt (E) oder ein gereinigter Mukuspeak (M, nach S-
75HL-Lauf) der Behandlung unterzogen wurde und ob es sich bei dem Extrakt um abgekratzte Mukosa (M, mit
Skalpell vom Gewebe abgekratzt) oder Gewebe (G, Gesamtheit aus Gewebe und Mukosa) handelt.
Fehlerbalken: Standardabweichung 8.

5.2.1.3. Hybridisierung mit '*°I-TFF2

Um die Bindung von TFF2 an die Mukusbestandteile zu betrachten und naher zu
charakterisieren, wurden Bindungsstudien mit '*°l-markiertem TFF2 durchgefiihrt. Alle
Hybridisierungen mit radioaktivem Material wurden von Herrn R. Stirmer durchgefuhrt.
Zunachst erfolgte die Generierung einer gereinigten Mukusprobe durch S-75HL eines
Extrakts von abgekratzter Mukosa aus dem Korpus vom Schwein (siehe Anhang 29A). Es
erfolgte eine 1%ige AgGE der Fraktion B8 (TFF2- und PAS-positiv); die Membran wurde

anschlieRend mit '®I-pTFF2 (Abbildung 47) hybridisiert. AuRerdem erfolgte auch die
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Hybridisierung in Gegenwart von a- bzw. 3-Methylgalaktosid (0,1 M), da Methyl-D-Galaktosid
Bestandteil der  evolutionar  konservierten, MUC6  typischen  Zuckereinheit
GIcNAca1->4GalB1->R st (Ishihara et al. 1996).

Kontrolle 0,1 M B-Gal 0.1 M a-Gal
A
120 *x3
I Py 1
|
100
= 80
& 2
% L
2 60
c
2
£ a0
20
0
Kontrolle B-Gal a-Gal

Abbildung 47: Inhibierung der Bindung von 125I-pTFF2 an durch S-75HL gereinigten Schweinemukus
mittels a- bzw. B-Methylgalaktosid. Oben: 1%ige AgGE der Fraktion B8 nach S-75HL-Lauf (siehe Anhang 29)
eines Korpus-Extrakts mit anschlieBender Hybridisierung mit 125I-pTFF2 (Autoradiographie, lodierung Hr.
Stirmer). Die Hybridisierung erfolgte in Gegenwart von 0,1 M a- bzw. B-Methylgalaktosid. Unten:
semiquantitative Auswertung der Hybridisierung mit 125I-pTFF2 (ausgewertet wurde die gesamte Bande).
Hybridisierungspuffer: 20 mM Tris/HCI, 0.5 M NaCl, 2.5 mM CaCly, pH 6.0. Fehlerbalken: Standardabweichung &
(n=2). Signifikanz (Zwei-Stichproben F-Test) mit * = p < 0,05 und ** = p < 0,01 und *** = p < 0,001.

Ein Signal fir °I-pTFF2 kann sowohl bei der Kontrolle als auch nach Hybridisierung in
Gegenwart von a- bzw. B-Methylgalaktosid beobachtet werden. Die Intensitat der Signale

nach Zugabe von a- bzw. B-Methylgalaktosid ist jedoch signifikant reduziert (Abbildung 48,
Anhang 29B).

Von der gleichen Probe (siehe oben) wurde ebenfalls eine Hybridisierung mit *°I-pTFF2
unter Verwendung verschiedener Hybridisierungspuffer durchgefihrt (Abbildung 48), um zu

Uberpriifen ob die Bindung von TFF2 an den Mukus von zweiwertigen lonen abhangig ist.
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Abbildung 48: Hybridisierung von gereinigtem Schweinemukus (durch S-75HL gereinigt) mit '?I-pTFF2
unter Zugabe von verschiedenen zweiwertigen lonen. Oben: 1%ige AgGE einer mittels S-75HL gereinigten
Mukusprobe aus dem Korpus vom Schwein (Fr. B8, siehe Anhang 29) mit anschlieRender Hybridisierung mit
125I-pTFF2 (Autoradiographie, lodierung Hr. Stirmer) unter Zugabe verschiedener zweiwertiger lonen. Unten:
Semiquantitative Auswertung (ausgewertet wurde die gesamte Bande) der Hybridisierung unter Zugabe
verschiedener zweiwertiger lonen (Mg®*, Ca®*, Cu® bzw. Mn®").

Hybridisierungspuffer: mit 20 mM Tris/HCI, 0,5 M NaCl, pH 6.0: +/- 20 mM EDTA, 2,5 mM MgZ+, 2,5mM Ca”,
2,5 mM Cu* bzw. 2,5 mM Mn?*,

Das Signal fiir die Bindung von '°I-pTFF2 ist beim Puffer mit EDTA bzw. Cu?* leicht
schwacher als in der Kontrolle. Am schwachsten ist das Signal fur die Bindung von
'2_pTFF2 beim Puffer mit Mn?*. Werden dem Puffer Mg?* bzw. Ca?* zugesetzt, so wird die

Intensitat des Signals fiir die Bindung von '®I-pTFF2 kaum beeinflusst (siehe Abbildung 48).

5.2.1.4. Elution von TFF2 nach NR SDS-PAGE

Im Vergleich zur R SDS-PAGE (siehe auch Abbildung 38) kommt es bei der NR SDS-PAGE
zum starken Verlust der Immunreaktivitat. Deshalb wurden die Banden fir TFF2 (14-18 kDa:
NM, Tascheninhalt/Ubergang Tasche zu Sammelgel: HM) eines gereingten Mukuspeaks (S-
75HL-Lauf nach TRIzol®-Extraktion, sieche Abbildung 44, Fr. 21) nach NR SDS-PAGE aus
dem Coomassiegel eluiert, um so die Verteilung von TFF2 zu bestimmen (siehe Abbildung
49).
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Abbildung 49: Verteilung von TFF2 aus Korpusproben vom Schwein nach NR SDS-PAGE. A: NR SDS-
PAGE. NR 15%ige SDS-PAGE der Fraktion 21 der S-75HL-Saule (Korpus Schwein) nach TRIzol®-Extraktion
(siehe Abbildung 44) mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF2 bzw. Coomassiefarbung. B: R SDS-PAGE
der aus dem Coomassiegel eluierten Banden. R 15%ige SDS-PAGE der eluierten Banden des HM und NM
GroRenbereichs der NR 15%igen SDS-PAGE nach Coomassiefarbung und semiquantitative Auswertung der
prozentualen Verteilung von TFF2.

HM: hochmolekular; NM: niedermolekular. Der Pfeil markiert den Gelstart. Der Molekularstandard ist in kDa
angegeben.

Die 15%ige NR SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF2 in Abbildung 49A zeigt, dass TFF2
im GréRenbereich bei ca. 16 kDa (NM) und am Ubergang der Geltaschen zum Sammelgel
(HM) detektiert werden kann. Diese GroRenbereiche (+ Tascheninhalt) wurden aus der NR
SDS-PAGE nach Coomassiefarbung eluiert und auf eine R 15%ige SDS-PAGE aufgetragen.
95% des TFF2 sind in Bande 1 (Tascheninhalt) und Bande 2 (Ubergang Geltasche zu
Sammelgel) zu finden, lediglich 5% des gesamten TFF2 kann in Bande 4 (ca. 16 kDa)
detektiert werden (siehe Abbildung 49B). In der Verteilung von TFF2 nach NR SDS-PAGE
unterscheidet sich die Schweineprobe signifikant vom Mensch (siehe Anhang 30), denn dort

liegt der Hauptteil als niedermolekulare TFF2-Form vor (siehe Abbildung 34).

5.2.2. TFFs in der Hypophyse vom Schwein

Fur TFF-Peptide wurde bereits eine mogliche Rolle als Neuropeptid (Fu et al. 2014) in der
Maus diskutiert. Deshalb wurde im folgenden Experiment Hypophysengewebe vom Schwein
entnommen, Uber S-75HL gereinigt und bzgl. der TFF-Peptide TFF2 und TFF3 analysiert.
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5.2.2.1. TFF2 in der Hypophyse vom Schwein

Nach dem S-75HL-Lauf (siehe Abbildung 50) einer Hypophysenprobe liegt TFF2
ausschlief3lich im niedermolekularen GroRenbereich vor (Fraktionen C12-D2). Auf dem
Western Blot nach R SDS-PAGE zeigt TFF2 eine Bande bei ca. 16 kDa. NR kann ein
schwaches Signal bei ca. 16 kDa und ein starkes Signal bei ca. 35 kDa detektiert werden
(siehe Abbildung 50A).
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Abbildung 50: TFF2 in der Hypophyse vom Schwein. A: S-75HL-Lauf einer Hypophyse vom Schwein. UV-
Profil [mAU] bei 280 nm sowie das Profil der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). B:
Vergleichende R und NR SDS-PAGE. R und NR 15%ige SDS-PAGE und Western Blot bzgl. TFF2 der
Fraktionen C12-D2 nach S-75HL der Hypohyse (siehe A). C: Vergleich von TFF2 aus Hypophyse vs. Korpus
vs. Antrum vom Schwein. R und NR 15%ige SDS-PAGE und Western Blot bzgl. TFF2 von Proben aus dem
Korpus (HM nach S-75HL, Saule nicht gezeigt), Antrum (HM nach S-75HL, Saule nicht gezeigt) und der
Hypophyse (Fr. D1, S-75HL-Lauf siehe A) nach S-75HL-Lauf.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve. Saulenlauf bei pH 8.0. Der Molekularstandard ist in kDa
angegeben.

Des Weiteren wurde ein Vergleichsgel angefertigt, auf dem gereinigte TFF2-Formen aus
dem Korpus und dem Antrum vom Schwein (TFF2 aus dem hochmolekularen
GroRenbereich nach S-75HL, Saulen nicht gezeigt) mit dem TFF2 aus der Hypophyse
verglichen wurden. Das TFF2 aus der Hypophyse (ca. 16 kDa) lauft reduzierend auf
derselben Hohe wie TFF2 aus dem Antrum und dem Korpus. Wahrend NR in allen Proben

fur TFF2 ein Signal bei ca. 16 kDa und an der Grenze von Tasche zu Sammelgel detektiert
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werden kann, zeigt sich in der Hypophysenprobe zusatzlich eine Bande bei ca. 30 kDa
(siehe Abbildung 50).

5.2.2.2. TFF3 in der Hypophyse vom Schwein

Eine weitere Hypophysenprobe wurde bzgl. TFF3 analysiert. Nach S-75HL-Lauf liegt TFF3 in
den Fraktionen C2-D1 vor (siehe Abbildung 51A). Auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE
werden Banden bei ca. 16 kDa und schwach bei ca. 20 kDa sichtbar, NR schmiert TFF3 im
GroRenbereich zwischen 20 kDa und kleiner 14 kDa. Um sicherzustellen, dass es sich um
spezifische Signale fir TFF3 handelt, wurde eine komp. Inhibition fur Fraktion C7
durchgefthrt (Abbildung 51C). Das Signal fur TFF3 konnte durch die Inhibition mit dem

Peptid nahezu komplett unterdriickt werden, was flr ein spezifisches Signal spricht.
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Abbildung 51: TFF3 in der Hypophyse vom Schwein. A: S-75HL-Lauf einer Hypophysenprobe vom
Schwein. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profil der semiquantitativen Auswertung fir TFF3 (R 15%ige SDS-
PAGE). Die markierten Fraktionen (A: C1-C4, B: C5-C9 und C: C10-D1) wurden nachfolgend mittels ResQ
gereinigt (siehe Abbildung 52) B: R und NR SDS-PAGE der Hauptfraktionen. R und NR 15%ige SDS-PAGE
der Fraktionen C7-C9 nach S-75HL und Western Blot bzgl. TFF3. C: Komp. Inhibierung. R 15%ige SDS-PAGE
der Fraktionen C2, C7 und C12 nach komp. Inhibierung GN.

Absorption: schwarze Kurve, TFF3: lila Kurve, PAS: pinke Flache, Saulenlauf bei pH 8.0. Der Molekularstandard
ist in kDa angegeben.

Die TFF3-positiven Fraktionen nach S-75HL-Lauf wurden in einem zweiten Reinigungsschritt
Uber ResQ gereinigt (C1-C4: Lauf A, C5-C9: Lauf B, C10-D1: Lauf C, Abbildung 52 A-C).
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TFF3 eluiert bei allen drei Laufen jeweils in den Fraktionen B8-B11 (400-500 mM NacCl) von
der Saule. Die TFF3-Hauptfraktionen der drei Laufe (Fraktion B9) wurden auf eine R und NR
15%ige SDS-PAGE aufgetragen und bzgl. TFF3 analysiert. Als Kontrolle diente eine Fraktion
nach S-75HL (Fr. C7, siehe Abbildung 51). Bei allen Proben kann reduzierend eine Bande
fur TFF3 bei ca. 16 kDa detektiert werden. Bei der Probe B9 des ResQ-Laufs A wird
zusatzlich eine Bande bei ca. 25 kDa sichtbar. Nicht-reduzierend sind Banden bei ca. 14 kDa
und ca. 18 kDa detektierbar (Abbildung 52D).
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Abbildung 52: ResQ-Laufe der TFF3-Fraktionen aus der Hypophyse vom Schwein nach S-75HL (siehe
Abbildung 51). A: ResQ-Lauf A: C1-C4. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profil der semiquantitativen
Auswertung fir TFF3 (R 15%ige SDS-PAGE). B: ResQ-Lauf B: C5-C9. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profil
der semiquantitativen Auswertung fir TFF3 (R 15%ige SDS-PAGE). C: ResQ-Lauf C: C10-D1. UV-Profil [mAU]
bei 280 nm und Profil der semiquantitativen Auswertung fur TFF3 (R 15%ige SDS-PAGE). D: Vergleichende R
und NR SDS-PAGE. R und NR 15%ige SDS-PAGE der Fraktion B9 aller ResQ-Laufe und anschlieRender
Western Blot bzgl. TFF3. Als Kontrolle dient eine Fraktion nach S-75HL (siehe Abbildung 51, Fr.C7). E: Elution
von TFF3 aus dem Coomassiegel. NR 15%ige SDS-PAGE mit Coomassiefarbung der Fraktion B9 von Lauf B
bzw. Lauf C. Die markierten Banden |-IV wurden eluiert und auf eine R 15%ige SDS-PAGE aufgetragen.
Absorption: schwarze Kurve, TFF3: lila Kurve, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve, Saulenlaufe bei pH 8.0. Der
Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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Von der Fraktion B9 aus den ResQ-Laufen B und C wurde eine NR 15%ige SDS-PAGE
angefertigt und mittels Coomassie gefarbt (siehe Abbildung 52E). Die markierten Banden (I
und IV: ca. 18 kDa, Il und llI: kleiner 14 kDa) wurden eluiert und auf eine reduzierende SDS-
PAGE aufgetragen. TFF3 kann in den Banden |, IV und Il detektiert werden.
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6. Diskussion

6.1. TFF2 im humanen Magen

TFF2 kommt sowohl im Antrum als auch im Korpus des menschlichen Magens vor und wird
dort von den Nebenzellen und den Antrumdrisenzellen sezerniert (Thim et al. 1982). Durch
seine N-Glykosylierung (Hanisch et al. 2013) zeigt rekombinantes glykosyliertes (glyk) TFF2
auf dem Western Blot nach reduzierender 15%iger SDS-PAGE eine Bande bei ca. 18 kDa
(Abbildung 17). Rekombinantes nicht-glykosyliertes (non-glyk) TFF2 kann bei einer GroRe
von ca. 14 kDa detektiert werden (Abbildung 17). Auf dem Western Blot nach nicht-
reduzierender 15%iger SDS-PAGE zeigen beide Peptide (glyk bzw. non-glyk) Doppelbanden
(glyk: 20-25 kDa, non-glyk: 18-20 kDa, Abbildung 17) mit hoherer molekularer Masse als
unter reduzierenden Bedingungen. Diese hohere molekulare Masse unter NR-Bedingungen
kann eventuell mit einer Zirkularisierung von TFF2 (Disulfidbriicke zwischen Cys® und Cys'®)
erklart werden, wie sie bereits fir TFF2 aus dem Schweinepankreas beschrieben wurde
(Thim 1997). Diese Zirkularisierung hat eventuell Einfluss auf den hydrodynamischen Radius
und dadurch das Laufverhalten in der SDS-PAGE. Da auch nicht-glykosyliertes TFF2
Doppelbanden in der NR SDS-PAGE (Abbildung 17) zeigt, kénnen verschiedene
Glykoformen als Erklarung fur das Auftreten dieser Doppelbanden ausgeschlossen werden.
Mdglich ware, dass Cys’® und Cys'™ Isomerisierungsreaktionen (Intermolekulare
Disulfidaustauschreaktionen) eingehen, da sie von einem Paar saurer Aminosauren flankiert
werden (EE und ED, siehe Abbildung 8), die die Cysteinreste empfindlich gegenuber einer
Reduktion machen und ebenfalls den pKs dieser Cysteinreste verandern (Gilbert 1990;
Poole 2015).

6.1.1. TFF2-Formen im Korpus und Antrum

In dieser Arbeit wurden Proben aus Korpus und Antrum des Magens untersucht. Ein
Unterschied im Gehalt an TFF2 zwischen Korpus und Antrum kann nicht festgestellt werden
(Abbildung 18). Nach S-75HL-Lauf sind zwei Entitdten fur TFF2 zu beobachten (siehe
Abbildung 19); zum einen TFF2 im hochmolekularen Grofkenbereich (TFF240z), Zum anderen
TFF2 im niedermolekularen Grélenbereich (TFF24ein, Abbildung 19). Da TFF2 lediglich eine
Grole von ca. 14 kDa (nicht-glykosyliert, Abbildung 17) bzw. 18 kDa (glykosyliert, Abbildung
17) aufweist, muss TFF24,z an einen hochmolekularen Partner gebunden sein. Bei TFF2yei,
handelt sich vermutlich um freies TFF2 der aulleren, lockeren Mukusschicht, welches
vermutlich nicht mehr als Quervernetzter fir Muzine agiert. Diese TFF2-Form scheint gut
l6slich zu sein, da bereits eine ,milde Extraktion®, d.h. Waschen mit Puffer, dieses TFF2
freisetzen kann (Abbildung 25; Abbildung 26). TFF24.; und TFF2ye, von Korpus- und

Antrumproben zeigen beide auf dem Western Blot nach 15%iger SDS-PAGE jeweils eine
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Bande bei ca. 18 kDa reduzierend und eine Doppelbande bei ca. 23 kDa und 25 kDa nicht-
reduzierend (Abbildung 19).

Bei einem pH-Wert von 7.0 kann nach S-75HL-Lauf bei den Korpusproben ein Anteil von ca.
80% TFF24.s (Tabelle 21) beobachtet werden, der kleinere Anteil (ca. 20%, Tabelle 21) des
TFF2 liegt im niedermolekularen GroRenbereich (TFF24e) vor (Abbildung 19). Bei einem
pH-Wert von 8.0 kann nach S-75HL-Lauf hingegen nahezu kein TFF2,i, beobachtet werden
(Tabelle 21). Ein erhohter pH-Wert kdnnte die Bindung von TFF2 an Muzine also
beglnstigen (im Detail spater noch diskutiert).

Da nur sehr wenige Antrumproben zur Verfugung standen, konnte nur eine geringe Anzahl
an S-75HL-Laufen generiert werden. Bei einem pH-Wert von 8.0 kann, wie im Korpus, nach
einem S-75HL-Lauf nahezu nur TFF2. detektiert werden (Abbildung 19). TFF24,,z aus dem
Antrum zeigt auf dem Western Blot nach SDS-PAGE ein &hnliches Bandenmuster wie
TFF2g08 bzw. TFF24ein aus dem Korpus (Abbildung 19). Zwischen Korpus- und

Antrumproben kénnen also keine molekularen Unterschiede bzgl. TFF2 festgestellt werden.

6.1.2. Die Bindung von TFF2 an MUC6

Humanes TFF2 ist trotz seiner geringen Groflie (14 kDa bzw. 18 kDa, siehe Abbildung 17)
nach GroRenausschlusschromatographie (S-75HL, S-500) hauptsachlich im
hochmolekularen GroéRRenbereich zu finden (siehe Abbildung 19, Tabelle 21). Eine Interaktion
mit Proteinen aus dem hochmolekularen GréRRenbereich wurde u.a. fir rekombinantes TFF2
und TFF2 aus dem Schweinemagen bereits beschrieben (Hanisch et al. 2013; Kouznetsova
et al. 2007a; Kouznetsova et al. 2007b; Ota et al. 2006; Sturmer et al. 2014). Zu den
Proteinen des hochmolekularen GroRenbereichs gehéren u.a. die Muzine MUC6 und
MUCS5AC (siehe u.a. Abbildung 22, Abbildung 26, Abbildung 29). In immunhistologischen
Studien wurde bereits eine Assoziation von TFF2 mit MUC6 beschrieben (Ota et al. 2006).
Diese Bindung wurde anhand von kommerziell erworbenen Muzinpraparationen vom
Schwein bereits naher charakterisiert (Hanisch et al. 2014; Sturmer et al. 2018). Die Bindung
von TFF2 an diese Muzinpraparate erfolgt dabei lektinartig Gber den Zuckerrest GIcNAca1-
4GalB1-4GIcNAcB (Hanisch et al. 2014). Der periphere a1,4-GIcNAc-Rest wird durch das
Enzym a1,4-N-Acetylglucosaminyltransferase (04GnT) an nicht-reduzierende Enden von
O-verknupften Glykanen transferiert (Nakayama et al. 1999). Der a1,4-GlcNAc-Rest ist flr
MUCG6 des Magens spezifisch (Hanisch et al. 2014) und evolutionar von Frosch bis Mensch
stark konserviert (Nordman et al. 1998).

In dieser Arbeit konnte durch die verschiedenen Experimente A: ResQ-Lauf eines Extraktes
E1 (Abbildung 28, Abbildung 27), B: S-75HL-Lauf eines Extraktes EO (Abbildung 26) und C:
S-500-Lauf nach Kochen mit 1% B-Mercaptoethanol (Abbildung 30) gezeigt werden, dass
auch humanes TFF2 an das Muzin MUCB, jedoch nicht an MUCS5AC bindet.
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A: Nach dem ResQ-Lauf eines Extrakts E1 (Abbildung 28, Abbildung 27) ahneln sich die
Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 und MUC6 (GSAIll als spezifischer
Nachweis fur MUCG6 (Ihida et al. 1988; Nordman et al. 1998)) sowie der Hybridisierung mit
'2°|_pTFF2 sehr. Das Profil fir MUC5AC weist hingegen Unterschiede zum TFF2-Profil auf
(MUCS5AC auch in Fraktionen A1-A3, dort aber kein TFF2 und auch keine Bindung von
'2_pTFF2, Abbildung 28). Es liegt also nahe, dass TFF2 mit MUC6 assoziert ist.

B: Auch der S-75-Lauf eines Extraktes EO (siehe Abbildung 26) weist darauf hin, dass TFF2
mit MUCG, aber nicht mit MUCS5AC interagiert. MUCSAC kann dort im hochmolekularen
Grolkenbereich detektiert werden, TFF2 liegt jedoch nur als TFF2., vor (Abbildung 26) und
eluiert dort nicht in Fraktionen des hochmolekularen GréRenbereichs.

C: Durch einen S-500-Lauf nach Kochen des Extrakts E1 mit 1% B-Mercaptoethanol kdnnen
die Muzine MUC6 und MUC5AC getrennt werden (siehe Abbildung 30). MUC6 (GSAlI-
Reaktivitat) eluiert dabei eher als MUC5AC (Abbildung 30); die MUC6-Monomere sind also,
wie bereits beschrieben, groRer als die MUC5AC-Monomere (Nordman et al. 2002). Die
2|_markierten Peptide pTFF2 und hTFF2 binden ebenfalls im hochmolekularen
Grolienbereich nach der S-500-Saule. Das Profil flr die Hybridisierung mit beiden Peptiden
unterscheidet sich vom MUCS5AC-Profil und ahnelt stark dem GSAII-Profil (siehe Abbildung
30); die Peptide binden also vor allem an GSAIl (MUCG6)-positive Fraktionen.

Eine Bindung von TFF2 an MUCG6 konnte dazu dienen, die Muzine zusatzlich zu vernetzten,
um so die Festigkeit der Mukusschicht zu beeinflussen und zu regulieren. Auch andere
Studien liefern Hinweise darauf, dass TFF2 als Quervernetzer der Muzine dient, da TFF2 die
Viskositat des Magenmukus erhdhen (Kjellev et al. 2006; Thim et al. 2002) und aul3erdem
die Protonen-Permeation durch den Magenmukus inhibieren kann (Tanaka et al. 1997). So
konnte die Stabilitat der Mukusschicht, die durch die Oligomerisierung von Muzinen uber N-
und C-terminale Disulfidbriicken (Carlstedt et al. 1983; Snary et al. 1970; Toribara et al.
1997) entsteht, noch zusétzlich durch den Quervernetzer TFF2 (Uberblick siehe Hoffmann
2015b) beglinstigt werden. Die Bindung von humanem TFF2 an MUC6 wurde im Folgenden

naher charakterisiert (siehe unten).

6.1.3. Charakterisierung der Bindung von TFF2 an den Mukus

Dass rekombinantes TFF2 bzw. pTFF2 als Lektin an MUC6 (aus kommerziell erworbenen
Muzinpraparaten vom Schwein) binden, wurde bereits beschrieben (Hanisch et al. 2014;
Stlrmer et al. 2018). Fur humanes TFF2 wurde nun ebenfalls Uberprift, ob es sich um eine
lektinartige Wechselwirkung mit MUC6 handelt, oder ob TFF2 evtl. kovalent an MUCG6
gebunden ist. Moglich ware eine solche kovalente Bindung durch Ausbildung von
Disulfidbricken zwischen zwei TFF2-Monomeren. TFF2 weist zwar eine gerade Anzahl an
Cysteinen (7 Disulfidbriicken) auf, aber Cys® und Cys'® wurden bereits in einer friiheren

Arbeit am porcinen TFF2 als partiell sensitiv fir eine Reduktion beschrieben (Otto et al.
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1996). Deshalb ware es denkbar, dass humanes TFF2, ahnlich wie TFF1 (TFF1-GKN2
(Kouznetsova et al. 2007a; Westley et al. 2005)/ TFF1-FCGBP (Heuer et al. 2020;
Znalesniak et al. 2020)) und TFF3 (TFF3-FCGBP (Albert et al. 2010)) kovalente Heteromere
uber Disulfidbricken bildet. Es konnte jedoch in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch
humanes TFF2 lektinartig, also nicht-kovalent an MUCG6 bindet. So kann TFF2 nach Elution
aus dem Coomassiegel nach NR SDS-PAGE fast ausschlielllich im niedermolekularen
Groélenbereich detektiert werden (Abbildung 34). Auch auf dem Western Blot nach NR SDS-
PAGE ist TFF2 nur im niedermolekularen GréRenbereich zu finden (Abbildung 18); Kochen
mit SDS reicht also aus, um die Bindung von TFF2 an den Mukus zu l6sen. Diese
Beobachtung kann auch nach S-75HL-L&ufen von gekochten Mukusproben (Kochen mit
SDS oder SDS/EDTA) gemacht werden; TFF2 kann dort ebenfalls nahezu vollstandig im
niedermolekularen Groflenbereich detektiert werden (Tabelle 21; Abbildung 22). Auch eine
Extraktion mittels TRIzol® (Abbildung 24) fiihrt dazu, dass die Bindung von TFF2 an MUC6
gelost wird, TFF2 liegt fast ausschlieBlich als TFF2, vor. Eine kovalente Bindung von TFF2
kann also ausgeschlossen werden. Auch die Bindungsstudien mit '?°l-markiertem TFF2 (an
MUCSG6 angereicherte Fraktionen nach S-500 Lauf, Abbildung 33) weisen auf eine lektinartige
Wechselwirkung von TFF2 mit dem Muzin MUC6 hin. So kann die Bindung der
'?’l-markierten Peptide durch GSAIl und HIK1083 (monoklonaler AK, bindet a1,4-GIcNAc-
Reste von MUCG6 (Ishihara et al. 1996)) inhibiert werden (Abbildung 33). Es liegt also nahe,
dass auch humanes TFF2 an MUCG6 lektinartig Uber terminale a-GIcNAc-Strukturen bindet;
dies steht in Einklang mit einer zuvor verodffentlichten Arbeit (Hanisch et al. 2014). Die
Bindung der '®l-markierten Peptide an gereinigte MUCB6-Fraktionen kann auch durch
B-Methylgalaktosid inhibiert werden (siehe Abbildung 33), B-Galaktosidase-Reste spielen
also eine wichtige Rolle fur die Bindung von TFF2 an den Mukus.

Um die Bindung nun weiter zu charakterisieren, wurde zundchst die Abhangigkeit vom
pH-Wert betrachtet, die bereits fir rekombinantes TFF2 beschrieben ist (Hanisch et al.
2014). Dazu wurden Bindungsstudien mit rekombinantem '°I-hTFF2 bzw. '®I-pTFF2 an
gereinigten Mukusfraktionen (Abbildung 32, Abbildung 33) durchgeflihrt. Die Bindung ist bei
einem pH-Wert von 7.0 am starksten und nimmt mit sinkendem pH-Wert ab (pH7 > pH 4
>pH 2, siehe Abbildung 33, Abbildung 32). Bedingt kdnnte diese pH-Wert-Abhangigkeit
dadurch sein, dass der Mukus mdglicherweise zweischichtig aufgebaut ist (Johansson et al.
2013). Wahrend die lose, auRere Mukusschicht in Kontakt mit dem sauren Magensaft steht,
wird in der inneren, festeren Mukusschicht ein pH-Gradient gebildet (pH 7.0 an der
Epitheloberflache, pH 2.0 duflere Mukusschicht (Bahari et al. 1982; Johansson et al. 2013;
Phillipson et al. 2002; Schreiber and Scheid 1997)). Dieser pH-Gradient kommt durch die
Sekretion von HCO3; aus den Oberflachenepithelzellen zustande (Hoffmann 2020). Eine
festere Bindung von TFF2 bei einem hoéheren pH-Wert (Abbildung 32, Abbildung 33),
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eventuell dadurch bedingt, dass TFF2 die Protonen-Permeation inhibiert (Tanaka et al.
1997), kdnnte dazu fuhren, dass die Mukusschicht an der Epitheloberflache besonders stabil
ist. Auch das Fehlen der niedermolekularen TFF2-Form nach S-75HL-Lauf bei einem pH-
Wert von 8.0 (Tabelle 21) spricht fir eine festere Bindung von TFF2 bei hdheren pH-Werten.
Auch eine Abhangigkeit von Ca®*-lonen der lektinartigen Bindung des humanen TFF2s an
den Mukus wurde in dieser Arbeit untersucht. Hierzu wurden ebenfalls Bindungsstudien mit
rekombinantem '®I-hTFF2 bzw. '°l-pTFF2 an gereinigte Mukusfraktionen (Abbildung 32,
Abbildung 33) durchgefiihrt. Dabei konnte beobachtet werden, dass Ca*-lonen die Bindung
von TFF2 an den Mukus beglnstigen; TFF2 bindet jedoch ebenfalls an den Mukus, wenn
dem Puffer EDTA zugesetzt wird (Abbildung 32, Abbildung 33). Auch das Kochen eines
Extrakts mit SDS und EDTA weisen darauf hin, dass zweiwertige lonen die Bindung von
TFF2 an MUC6 beglnstigen (Tabelle 21). Hier ist der Anteil an TFF2,, hoher als durch
Kochen mit SDS alleine (Tabelle 21). Eine solche Ca?*-abhéngige Bindung von Lektinen
wurde bereits friiher (Gabius 2008) beschrieben. Neben einem unterschiedlichen pH-Wert
von Epitheloberflache und Magenlumen (siehe oben) unterscheidet sich auch der Gehalt an
Ca®*-lonen von Mukus und Magensaft deutlich. Wahrend in der Mukusschicht eine
Konzentration von etwa 2 mM Ca®* (Grant 1941) beobachtet werden kann, nimmt diese zum
Lumen hin ab. Im Magensaft kann lediglich eine Ca**-Konzentration von ca. 0,8 mM (Powell
et al. 1992) detektiert werden. Im Mukus kénnte die erhohte Ca?*-Konzentration dazu fiihren,
dass TFF2 fester an MUCG6 binden kann und die mdglichen Quervernetzungen so einen
festen und dichten Mukus erzeugen. Die zum Lumen abnehmende Ca?*-Konzentration
konnte hingegen dafur sorgen, dass die Quervernetzung der Muzine durch TFF2 abnimmt
und so der Mukus zum Lumen hin lockerer wird und an Festigkeit verliert. Das dabei
freigesetzte TFF2 (TFF2in) kdnnte die Restitution von Epithelzellen stimulieren und somit
einer Verwundung des Mukus entgegenwirken. Frihere Studien zeigen, dass TFF2 an den
CXCR4-Rezeptor bindet und dadurch prolifaratorisch wirksam wird (Dubeykovskaya et al.
2009). Auch eine Reparatur von epithealen Zellen via NHE2 (Na/H-Austauscher) ist fur TFF2

bereits beschrieben (Xue et al. 2011).

6.1.4. Modell der humanen Magenschleimhaut in Bezug auf die Rolle von TFF2
als Quervernetzer der Muzine

Ein schematischer Uberblick tber den méglichen Aufbau des Magenmukus, inklusive der
Rolle von TFF2 als Bindepartner von MUCS, ist in Abbildung 53 dargestellt.
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Abbildung 53: Schematische Darstellung der Mukusschicht im humanen Magen und der postulierten
Quervernetzung durch TFF2. Der Mukus des humanen Magens ist zweischichtig aufgebaut. An die
Epitheloberflache grenzt ein relativ fester Mukus. Ein pH-Wert von 7.0 und eine Ca®*-Konzentration von 2 mM
beglinstigen eine Quervernetzung der Muzine durch das Lektin TFF2. Diese Quervernetzung erfolgt liber die an
MUC6 O-glykosidisch gebundenen Oligosaccharide und stabilisiert die bereits durch Disulfidbriicken vorhandene
Verknupfung von MUC6-Monomeren. An die innere, unldsliche Mukusschicht grenzt eine lockerere auflere
Mukusschicht. Der sinkende pH-Wert und die abnehmende Konzentration an Ca**-lonen fiihren dazu, dass die
Bindung von TFF2 an MUC6 abnimmt und der Mukus an Stabilitdt und Festigkeit verliert. Die Wechselwirkung
von TFF2 mit MUCB6 beeinflusst dessen rheologische Eigenschaften. Abbildung tiw. nach Bansil and Turner 2006.
Abbildung nicht maRstabsgetreu.

Die Mukosa des Magens setzt sich aus einer inneren, festen Mukusschicht und einer

auleren, lockeren Schicht zusammen (Atuma et al. 2001). Der pH-Wert der inneren Schicht
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ist dabei hoher als in der auleren Mukusschicht (Bahari et al. 1982; Phillipson et al. 2002).
Der hdhere pH-Wert der inneren Mukusschicht beginstigt die Bindung von TFF2 an MUCS,
wodurch vermutlich eine zusatzliche Quervernetzung der Muzine entsteht. Dadurch ist die
Festigkeit und Stabilitat der inneren Mukusschicht héher als die der dufReren Mukusschicht.
Auch die Ca®*-Konzentration von 2 mM (Grant 1941) an der Epitheloberflache begiinstigt
vermutlich die Quervernetzung der Muzine durch TFF2 und fihrt somit zu einer erhdhten
Festigkeit der inneren Mukusschicht. In der duf3eren Mukusschicht wird die Bindung von
TFF2 an MUCG6 durch den niedrigeren pH-Wert und die geringere Konzentration an
Ca?-lonen hingegen gestért. TFF2 ist nur noch tiw. an den Mukus gebunden und liegt auch
als freies TFF2 vor (Abbildung 19, Abbildung 25, Abbildung 26, Abbildung 27). Durch die
angenommene zusatzliche Quervernetzung der Muzine durch TFF2 kann vermutlich einen
wirksamer Schutz vor dem sauren pH-Wert des Magensafts und vor versch.
Verdauungsenzymen ausgebildet werden.

Ein pH-Gradient innerhalb der Mukusschicht wird vermutlich aulRerdem bendétigt, um die
Dicke der Mukusschicht zu regulieren. So erfolgt an der Grenze zum Magenlumen ein
kontinuierlicher Abbau der Muzine (Allen and Carroll 1985) und der gesamten Mukusschicht,
der vermutlich auch durch die fehlende Quervernetzung von TFF2 bei einem niedrigen pH-
Wert einhergeht. An der Epitheloberflache hingegen, werden die Muzine bei einem pH-Wert
von ca. 7.0 aus den Transportvesikeln freigesetzt und kénnten zusatzlich durch die Bindung
von TFF2 quervernetzt werden, um so eine stabile Schutzschicht zu bilden. Durch den
mehrschichtigen Aufbau der Mukusschicht wird ein Eindringen von Pathogenen, wie H. pylori
in die darunterliegenden Epithelzellen erschwert. Dabei bindet TFF2 zwar nicht direkt an H.
pylori (Reeves et al. 2008), aber verhindert moglicherweise durch Verdichten des Mukus
oberhalb des Epithels ein weiteres Eindringen (Schreiber et al. 2004). Durch die Abgabe von
HCOj in die innere, feste Mukusschicht und der damit verbundene héhere pH-Wert an der
Epitheloberflache, welcher eventuell mit der festern Bindung von TFF2 an den Mukus
einhergeht, wird vermutlich ein guter Schutz gegenlber der Salzsdure des Magensafts

gewahrleistet (Ubersicht siehe Hoffmann 2020).

6.2. TFF2 im humanen Duodenum

TFF2 wird nicht nur von den Antrumdrisenzellen und Nebenzellen des Magens sezerniert,
sondern auch von den Brunner'schen Drusen des Duodenums (Wong et al. 1999). Die
Brunner’'schen Drusen, die neben TFF2 auch MUC6 sezernieren (Krause 2000), sind Gber
das Duodenum unterschiedlich verteilt und vor allem im vorderen, distalen Teil des
Duodenums (Pars superior) sehr grof3 und stark verzweigt. Bis hin zur Mindung der
Pankreasgange (Pars descendens) verlieren sie an Grofe, sind jedoch sehr zahlreich
vertreten. Nach der Mundung der Gallengange nimmt die Anzahl der Brunner'schen Drisen

hin zum Jejunum jedoch stark ab (Bargmann 2013). MUC6 kommt also folglich vor allem im
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vorderen, oralen Abschnitt des Duodenums vor. Die Mukusschicht im Duodenum wird
hauptsachlich von dem gelbildenten Muzin MUC2 und den Transmembranmuzinen MUCH1,
MUC3 und MUC4 gebildet (Corfield 2001), so dass im hinteren, kaudalen Teil des
Duodenums vor allem MUC2, jedoch kaum MUCG zu finden ist. Das Verhaltnis von MUCG6 zu
MUC2 verschiebt sich also entlang des Duodenums (vorderer Abschnitt, oral:
verhaltnismaRig viel MUCG, hinterer Abschnitt, kaudal: kaum MUCG6).

In dieser Arbeit wurden acht verschiedene Duodenumproben bzgl. des Gehalts an TFF2
analysiert. Dazu wurden die Proben uber eine S-75HL-Saule gereinigt (Abbildung 35). Bei
sechs von acht Proben kommt TFF2 ausschlieRlich als niedermolekulare Form (TFF2ein)
vor, ist also nicht an einen hochmolekularen Partner gebunden (Abbildung 36). Der
Gesamtanteil an TFF2 ist dort, verglichen mit dem Magen, recht gering. In diesen Proben
kann auflerdem kein GSAIl detektiert werden (Daten nicht gezeigt), es fehlt also der u.a. im
Magen vorhandene Bindungspartner (MUC6) von TFF2.

Wird eine Duodenumprobe mit ausschlief3lich TFF2y.i, nach S-75HL anschlieRend mit ResQ
analysiert (Abbildung 37), eluiert TFF2 in zwei Entitaten von der ResQ. MUC6 (GSAIl) ist
hier nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Im Western Blot nach NR SDS-PAGE werden
fuir TFF2 mehrere Banden sichtbar (Abbildung 37), die auf eine unterschiedliche
Glykosylierung von TFF2 im Duodenum, verglichen mit dem Magen, hindeuten.

In einer der Duodenumproben liegt TFF2 fast ausschliellich im hochmolekularen Bereich
(TFF2gr05) vor (GSAII positiv, Abbildung 35). Vermutlich liegt der Entnahmeort der Probe im
oralen Abschnitt des Duodenums, wo relativ viele Brunner'sche Drisen zu finden sind,
welche u. a. MUC6 sezernieren (Bargmann 2013). Wird diese Duodenumprobe zunachst
Uber eine S-75HL-S&ule und anschlieBend mit ResQ gereinigt, 1asst sich TFF2 in einem
relativ scharfen Peak von der ResQ-Saule eluieren. Dort ist auch GSAIl (MUCG) detektierbar
(Abbildung 36). TFF2 scheint hier also, genauso wie im Magen, an MUC6 gebunden zu sein.
Im Western Blot nach NR SDS-PAGE werden ebenfalls viele verschiedene Banden fir TFF2
sichtbar (14-62 kDa, Abbildung 36), dies kdnnte auf eine andere Glykosylierung des TFF2 im
Duodenum verglichen mit dem Magen hindeuten.

Ob TFF2 im Duodenum als TFF24.z oder TFF2e, vorliegt, hat eventuell etwas mit dem
Entnahmeort der Probe zu tun. Wurde die Probe nahe am Antrum entnommen, ist es
wahrscheinlich, dass TFF2 noch in mukusassoziierter Form vorliegt. Entweder dadurch
bedingt, dass es dort, wie oben beschrieben besonders grof3e und verzweigte Brunner’'sche
Driusen gibt (Bargmann 2013), oder weil es sich um TFF2 aus der Magenschleimhaut
handelt, die evtl. tlw. durch z. B. die Peristaltik ins Duodenum gelangt. Wurde die Probe
hingegen aus dem kaudalen Teil des Duodenums entnommen, werden vermutlich nur noch
geringe Mengen an TFF2 und auch kaum noch MUCG6 sezerniert, da die Anzahl der

Brunner'sche Drusen dort deutlich geringer ist als im distalen Teil (Bargmann 2013) des
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Duodenums. Es Auch eine mégliche Bindung von TFF2 an MUC2 im Dinndarm der Ratte in
situ (McCarthy et al. 2019) wurde bereits diskutiert. Eventuell bindet auch humanes TFF2 im
kaudalen Teil des Duodenums MUC2; vermutlich ist diese Bindung dann aber deutlich
schwacher als die Bindung von TFF2 an MUCG6, da diese enventuelle Bindung an MUC2
bereits im Rahmen des Reinigungsprotokolls geldst werden wiirde und somit das Fehlen von
TFF2405 erklart werden konnte. In anderen Bereichen des Dunndarms (Jejunum, lleum) und
des GI-Trakts kann kein TFF2 detektiert werden (Wong et al. 1999).

Dass TFF2 im Duodenum eine wichtige Rolle in der Abwehr von potentiellen Pathogenen
spielt, konnte bereits in Jungtieren der Ratte nachgewiesen werden (McCarthy et al. 2019).
Dort fiihrt ein Fehlen von TFF2 (Tff2“°-Tiere) dazu, dass E. coli K1 durch die Mukusschicht
hindurch in die Blutbahn gelangen kann. TFF2 scheint also entweder, wie im Magen, wichtig
fur die Integritat der Mukusschicht zu sein (Quervernetzung der Muzinuntereinheiten), oder
durch eine direkte Bindung an E. coli und andere potentielle Pathogene deren Ausbreitung

durch die Mukusschicht hindurch zu verhindern.

6.3. TFF2 im Magen vom Schwein

Anders als TFF2 des humanen Magens fehlt dem porcinen TFF2 die N-Glykosylierung (Rose
et al. 1989). Deshalb kann es auf dem Western Blot nach R 15%iger SDS-PAGE mit
ca.16 kDa etwas kleiner als das humane TFF2 (18 kDa, Abbildung 38) detektiert werden.
Ahnlich wie im Mensch kann das porcine TFF2 nach GrdRenausschlusschromatographie
zum grofden Teil im hochmolekularen Grofienbereich detektiert werden. Es ist also ebenfalls,
wie bereits beschrieben (Stlirmer et al. 2014), an hochmolekulare Bestandteile des Mukus
gebunden. Anders als beim Mensch kann diese Bindung allerdings nicht so leicht getrennt
werden; nach NR SDS-PAGE kann nur ein geringer Teil an TFF2 im niedermolekularen
GroRRenbereich beobachtet werden, der Grofdteil ist noch in der Geltasche bzw. am
Ubergang von Geltasche zum Sammelgel nachweisbar (Abbildung 38; Abbildung 49). Da der
grofite Teil gar nicht erst in das SDS-Gel einlauft und in der Geltasche verbleibt, nimmt die
Immunreaktivitdt unter nicht-reduzierenden Bedingungen im Vergleich zu reduzierenden
Bedingungen stark ab (Abbildung 38). AuRerdem reicht Kochen mit SDS und EDTA alleine
nicht aus, um die Bindung von porcinem TFF2 an den Mukus vollstandig zu |6sen (Tabelle
22). TFF2 im Schwein ist also fester an den Mukus gebunden als humanes TFF2; entweder
auf Grund der fehlenden Glykosylierung im Schwein (Rose et al. 1989) oder auf Grund von

Unterschieden in der Aminosauresequenz (Abbildung 8).

6.3.1. TFF2-Formen im Korpus und Antrum
Es wurden Gewebeproben aus dem Korpus und dem Antrum von verschiedenen Schweinen

extrahiert und bzgl. TFF2 analysiert. Sowohl im Korpus als auch im Antrum kann ein Anteil
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von ca. 2-3% TFF24., nach S-75HL-Lauf (pH-Wert 6.0) detektiert werden (Tabelle 22,
Tabelle 23). Werden die hochmolekularen TFF2-Formen (TFF24.z) von Korpus und Antrum
mittels ResQ gereinigt, so kann TFF2 anschlielRend hauptséachlich in Fraktionen detektiert
werden, die ebenfalls GSAIIl- und PGM- Reaktivitat (Antiserum zum Nachweis von MUC5AC
(Nordman et al. 1998)) enthalten (Abbildung 39; Abbildung 40). Eine Bindung von TFF2 an
Muzine ist daher sehr wahrscheinlich.

Zudem wurde in dieser Arbeit untersucht, ob es einen Unterschied der TFF2-Formen
zwischen Gewebeextrakten bzw. Extrakten abgekratzter Mukosa gibt. Im Korpus ist der
Anteil an TFF2y., in Extrakten abgekratzter Mukosa etwas hoher (ca. 10%; Abbildung 41)
als bei Gewebeextrakten (ca. 1%, Abbildung 41). Dies kdnnte wiederum auf einen
zweischichtigen Mukusaufbau, wie im Mensch (Atuma et al. 2001), hindeuten. Auf dem
Western Blot nach nicht-reduzierender 15%iger SDS-PAGE unterscheiden sich die beiden
TFF2-Formen von Extrakten abgekratzter Mukosa und Gewebeextrakten deutlich. So kann
bei der TFF2-Form der abgekratzten Mukosa eine ca. 30 kDa Bande beobachtet werden
(Abbildung 42). Ob es sich um ein kovalent oder nicht-kovalent gebundenes Homodimer
handelt, konnte nicht geklart werden. Bei Proben des porcinen Pankreas wurde eine solche
Bande fir TFF2 auf der Hohe von ca. 30 kDa jedoch in einer friiheren Studie als ein nicht-
kovalent gebundenes TFF2-Homodimer beschrieben, welches sich als resistent gegenuber
Kochen mit SDS erwies (Sturmer et al. 2014). Auch wurde bereits gezeigt, dass TFF2 als
nicht-kovalentes Homodimer kristallisiert (Gajhede et al. 1993; Petersen et al. 1996). Solch
ein Homodimer erinnert stark an xP4-Peptide aus dem Magen des Krallenfroschs Xenopus
laevis, welche vier TFF-Domanen enthalten (Jagla et al. 1998). Gebildet werden kdnnte ein
oben beschriebenes TFF2-Homodimer, welches mdglicherweise Uber die hydrophoben
Taschen ausgebildet wird, weil vermutlich der Bindepartner (MUCG6) fur TFF2 fehlt. Da es im
Schweinemagen vermutlich wie im porcinen Pankreas (Stirmer et al. 2014) resistent
gegenuber Kochen mit SDS ist, kann es in der NR SDS-PAGE detektiert werden (Abbildung
42). Im Mensch, kann ein solches Homodimer nicht beobachtet werden, evtl. weil es dort
schwacher bindet und nicht-resistent gegeniiber Kochen mit SDS ist. Die mdgliche Funktion
eines solchen Homodimers konnte jedoch noch nicht geklart werden.

Im Korpus des Schweins scheint das TFF2 in Extrakten abgekratzter Mukosa schwacher
gebunden zu sein, als bei Gewebeextrakten, da es hier tlw. im niedermolekularen
Groenbereich nach S-75HL zu finden ist (Abbildung 41). Moglich ist, dass die Mukusschicht
des porcinen Korpus, wie die des humanen Magens, zweischichtig aufgebaut ist, es
moglicherweise zu einem Abbau der Muzine in der auferen Mukusschicht kommt und
dadurch TFF2 freigesetzt wird. Dieser Unterschied zwischen Gewebeextrakten und
Extrakten abgekratzter Mukosa kann jedoch im Antrum nicht beobachtet werden (Abbildung

42). Das spricht dafir, dass das TFF2 im Antrum des Schweins generell fester gebunden ist
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als im Korpus. Eine moégliche Ursache dafir kdnnte eine unterschiedliche Glykosylierung von

MUCEG6 in Korpus und Antrum sein (Karlsson et al. 1997).

6.3.2. Die Bindung von TFF2 an den Mukus

Wie bereits oben beschrieben, kommt porcines TFF2 nach S-75HL-Lauf fast ausschlielich
im hochmolekularen GroRRenbereich vor. Eine Bindung von TFF2 an Muzine des
Schweinemagens wurde bereits beschrieben (Stirmer et al. 2014) und konnte auch in dieser
Arbeit nachgewiesen werden.

Zum einen eluiert TFF2 nach dem oben beschriebenen, zweistufigen Reinigungsprotokoll
(S-75HL und anschlieender ResQ-Lauf) zusammen mit GSAIl- und PGM-positiven
Fraktionen von der ResQ-Saule. TFF2 kann dort im Agarosegel ebenso wie die Signale fir
GSAIl und PGM direkt unterhalb der Tasche detektiert werden (Abbildung 39; Abbildung 40).
Zum anderen konnte mit Hilfe von Bindungsstudien mit '®I-pTFF2 eine Bindung an
GSAII/PGM-positive Fraktionen nachgewiesen werden (Abbildung 47). Diese Bindung kann,
ahnlich wie im Mensch, durch die Zucker a- bzw. B-Methylgalaktosid inhibiert werden. TFF2
bindet also vermutlich zumindest tlw. als Lektin an das bereits beschriebene Trisaccharid
GlcNAca1-2>4GalB1->R (Hanisch et al. 2014).

Um die Bindung von TFF2 des Schweinemagens besser analysieren zu kénnen, wurde, so
wie im humanen Magen, eine Vielzahl von Extraktionsexperimenten durchgefiihrt (Tabelle
21, Tabelle 22). Tragt man einen Extrakt abgekratzter Mukosa des Korpus auf eine S-75HL-
Saule auf, dann liegt ein Anteil von ca. 10-20% des TFF2 als TFF2y., vor. Wird jedoch
Gewebeextrakt Uber S-75HL gereinigt, ist der Anteil von TFF2., deutlich geringer. TFF2
liegt also in der Mukusschicht tiw. als freies TFF2 vor. Durch Kochen hochmolekularer
Fraktionen mit 1% SDS/30 mM EDTA bzw. 30 mM ETDA kdnnen ca. 50% des TFF2 in den
niedermolekularen GréRenbereich nach S-75HL verschoben werden, 50% bleiben weiterhin
mit Mukusbestandteilen assoziiert (Tabelle 22). Es koénnte also sein, dass TFF2 des
Schweinemagens zumindest tlw. Uber kovalente Bindungen mit den Muzinen verknipft ist.
Fir eine solche kovalente Bindung spricht, dass TFF2 sowohl durch Zugabe von 6 M
GuaHCI (+/- kochen) als auch 6 M Harnstoff zum Extrakt vor dem S-75HL-Lauf bzw. durch
eine TRIzol®-Extraktion mit anschlieBender S-75HL nicht aus den hochmolekularen
Fraktionen geldst werden kann. Auch durch Kochen mit SDS/EDTA kann nur in etwa die
Halfte des TFF2 aus dem hochmolekularen GréRenbereich herausgeldst werden. Eine
Ausbildung von kovalenten Bindungen zwischen TFF2 und Muzinen Uber Disulfidbriicken

* als partiell sensitiv fiir Reduktion

scheint nicht ausgeschlossen, da Cys® und Cys'®
beschrieben wurden (Otto et al. 1996) und somit trotz der geraden Zahl an Cys-Resten eine
intermolekulare VerknlUpfung uber Disulfidbricken mdglich wird (Hoffmann 2015b). Es ist
aber auch madglich, dass TFF2 ausschlieBlich als Lektin bindet. So wurde eine extrem feste,

lektinartige Wechselwirkung von pTFF2 mit kommerziell erhaltlichen Muzinpraparationen
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bereits beschrieben, die auch durch Kochen mit SDS nicht gelést werden kann (Stirmer et
al. 2018). Die Ergebnisse des Proteinase K-Verdaus (siehe Anhang 29) sprechen ebenfalls
fur eine, zumindest tlw. vorhandene, lektinartige Wechselwirkung von TFF2 mit dem Mukus.
Nach dem Verdau mit Proteinase K bleibt lediglich das Muzinrlickgrat, das durch die
Zuckerreste vor dem Abbau geschiitzt wird, erhalten (Johansson et al. 2013). '®I-pTFF2
kann auch nach Proteinase K-Verdau auf Hohe der GSAIll-Reaktivitat detektiert werden
(Anhang 29). Da N- und C-Terminus des Muzins fehlen, kdnnen keine Disulfidbricken
ausgebildet werden; da TFF2 aber dennoch bindet, ist eine Lektinwechselwirkung sehr
wahrscheinlich. Die Tatsache, dass SDS alleine nicht ausreicht, um TFF2 zumindest tlw. aus
dem Mukuspeak herauszulésen, EDTA alleine jedoch schon (Anhang 18, Tabelle 22,
Abbildung 45), spricht daflir, dass auch im Schwein die Bindung von TFF2 an den Mukus
durch zweiwertige lonen begiinstigt wird. Auch Bindungsstudien mit '®I-pTFF2 deuten
darauf hin, dass zweiwertige lonen bei der Bindung beteiligt sind. So ist die Bindung in
Gegenwart von 30 mM EDTA leicht abgeschwécht, die Bindung in Gegenwart von Mg?
leicht erhéht (Abbildung 48).

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass TFF2 aus dem Schweinemagen,
ebenso wie humanes TFF2, mit Muzinen der Mukusschicht interagiert und somit der
Mukusschicht vermutlich durch Quervernetzung der Muzine mehr Stabilitat verleiht
(Ubersicht siehe Hoffmann 2015b). AuRerdem weisen die Daten darauf hin, dass auch im
Schwein der Mukus mehrschichtig aufgebaut ist (Vergleich Abbildung 53). Nahe der
Zelloberflache (Gewebeextrakte) ist mehr TFF2 an den Mukus gebunden als in den
Extrakten der abgekratzten Mukosa (Abbildung 41); TFF2 konnte also auch im
Schweinemagen durch Quervernetzung der Muzine die Festigkeit der Mukusschicht
beeinflussen. Die Bindung im Schwein scheint jedoch deutlich fester zu sein als im
menschlichen Magen; Kochen mit SDS/EDTA ist nicht ausreichend, um TFF2 komplett vom
Mukus zu lésen. Die starkere Bindung kénnte durch ein Fehlen der Glykosylierung (Rose et
al. 1989) beim porcinen TFF2 zu Stande kommen. Da aber Tff2 der Maus, welches wie im
Schwein ebenfalls nicht-glykosyliert vorliegt, durch Kochen mit SDS aus dem Mukus gelost
werden kann (Znalesniak et al. 2020), ist es wahrscheinlicher, dass die Aminosauresequenz
(Abbildung 8) und nicht die Glykosylierung bestimmt, wie stark TFF2 an den Mukus
gebunden ist. Ursache flr eine starkere Bindung von TFF2 im Schwein kdnnte eine
Anpassung der Mukusschicht an die Ernahrungsweise der Schweine sein. So nehmen diese
ihre Nahrung in unbehandelter Form (z. B. rohes Fleisch) zu sich und somit kénnten mehr
Bakterien in den GI-Trakt gelangen. Eine stabilere und festere Mukusschicht, also eine
bessere Quervernetzung durch TFF2 (starkere Bindung von TFF2), kdnnte dabei einen

besseren Schutz gewahrleisten.
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6.4. TFFs in der Hypophyse vom Schwein

TFF2 konnte bereits 2004 auf RNA-Ebene im Hypophysenvorderlappen der Maus
nachgewiesen werden (Hinz et al. 2004). Aber auch in anderen Bereichen des Gehirns
konnten TFF-Peptide bereits nachgewiesen werden (Fu et al. 2014; Hirota et al. 1995;
Probst et al. 1996); dies legt eine Funktion der TFF-Peptide als Neuropeptide nahe. In dieser
Arbeit wurden Hypophysenvorderlappen, auch als Adenohypophyse bezeichnet, vom
Schwein bzgl. TFF2 und TFF3 auf Proteinebene analysiert. Von der Adenohypophyse
werden sowohl gonadotrope Hormone (Follitropin, Lutropin) als auch nicht-gonadotrope
Hormone (Corticotropin, Thyrotropin, Somatotropin, Melanotropin und Prolactin) (Schiebler
and Arnold 1999) ausgeschuttet. Sowohl TFF2 als auch TFF3 konnten in der Hypophyse auf
Proteinebene nachgewiesen werden.

TFF2 ist nach S-75HL-Lauf ausschlieBlich im niedermolekularen GroRenbereich (TFF2yein)
zu finden (Abbildung 50). Eine TFF2-Form, die an einen hochmolekularen Bindepartner
gebunden ist (TFF24.z), fehlt hier. Auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE zeigt TFF2
ahnliche Bandenmuster wie im porcinen Magen, nicht-reduzierend wird eine ca. 30 kDa
Bande sichtbar. Diese wurde, wie bereits oben erwahnt, im Pankreas (Stirmer et al. 2014)
als TFF2-Homodimer beschrieben. Ursache fir die Bildung eines nicht-kovalent gebundenen
Homodimers ist vermutlich das Fehlen von Muzinen als Bindepartner, so wie dies in der
Hypophyse und im Pankreas (Stirmer et al. 2014) der Fall ist.

TFF3 liegt in der Hypophyse ebenfalls ausschlie3lich im niedermolekularen GréRenbereich
nach S-75HL vor (Abbildung 51). Auf dem Western Blot nach R SDS-PAGE lauft es mit
>14 kDa auf einer etwas anderen Hohe als das TFF3-Monomer des Kolons (Albert et al.
2010). Dies legt die Vermutung nahe, dass TFF3 in der Hypophyse mdglicherweise
posttranslational modifiziert vorliegen konnte. Dies konnte in dieser Arbeit jedoch nicht
hinreichend geklart werden und bedarf noch weiterer Untersuchung.

TFF-Peptide scheinen also, neben dem Schutz und Erhalt der Oberflachenintegritat von
mukosen Epithelzellen (Kindon et al. 1995), auch von der Hypophyse endokrin in das Blut
abgegeben zu werden. So ist bereits fur die Ratte beschrieben, dass TFF-Peptide tber die

Blutbahn in unteschiedliche Organe transportiert werden kénnen (Poulsen et al. 2003).

6.5. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TFF2 sowohl im humanen Magen als auch im
Schweinemagen an Muzine der Magenschleimhaut bindet. Bei humanen Gewebeproben
wurde herausgearbeitet, dass TFF2 als Lektin nicht-kovalent an das Muzin MUCG6 bindet.
Diese Bindung ist zum einen abhangig vom pH-Wert und zum anderen abhangig von der
Ca*-Konzentration. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der Vermutung, dass die

Mukusschicht im humanen Magen zweischichtig aufgebaut ist (Atuma et al. 2001). So bindet
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TFF2 bei einem neutralen pH-Wert und einer htheren Ca?*-Konzentration (Bedingungen der
Epithelzelloberflache, (Bahari et al. 1982; Grant 1941)) fester an MUCG6 als bei einem sauren
pH-Wert und einer geringeren Ca®*-Konzentration. An der Epitheloberflache wird also,
vermutlich durch eine zusatzliche Quervernetzung der Muzine durch TFF2, ein festerer und
stabilerer Mukus gebildet. Im Schwein kann ebenfalls eine Bindung von TFF2 an den
Magenmukus beobachtet werden. Diese ist jedoch deutlich fester als bei humanen
Magenproben. Diese Bindung erfolgt zum Teil Uber eine lektinartige Wechselwirkung, die
ebenfalls pH-Wert abhangig ist. Eine tlw. kovalente Wechselwirkung von TFF2 mit den
Muzinen im Schweinemagen kann jedoch nicht ganz ausgeschlossen werden. Eine evtl.
Ursache flr eine starkere Bindung von TFF2 im Schwein kdnnte eine Anpassung der
Mukusschicht an die Ernahrungsweise der Schweine sein. Durch die Bindung von TFF2 an
Muzine der Mukusschicht des Magens koénnte eine zusatzliche Quervernetzung der Muzine
erfolgen und somit die rheologischen Eigenschaften der Mukosa moduliert werden (Thim et
al. 2002).

Es konnte zudem gezeigt werden, dass TFF2 auch im humanen Duodenum vorkommt. Je
nach Entnahmeort der Probe liegt TFF2 dort vermutlich entweder als TFF2g4,; oder als freies
TFF2 vor. Der saure Chymus des Magens gelangt zunachst in den oralen Teil des
Duodenums, dort schitzt dann der Mukus (MUCB6, vermutlich stabilisiert und quervernetzt
durch TFF2) das Duodenum vor diesem sauren pH-Wert (Ovesen et al. 1986; Schweitzer
2018). Der Anteil an Brunner’schen Drisen ist dort besonders hoch (Bargmann 2013), TFF2
ist dort vermutlich grofitenteils an MUC6 gebunden (TFF24.z). Durch die basische
Gallenflussigkeit und den basischen Pankrassaft im kaudalen Teil des Duodenums (Ovesen
et al. 1986; Schweitzer 2018), wird diese oben beschriebene Schutzfunktion vermutlich nicht
mehr bendtigt; es gibt kaum noch Brunner’sche Drisen (Bargmann 2013), dadurch kaum
MUC6 und TFF2 liegt somit vermutlich vorwiegend als freies TFF2 vor. Das TFF2 des
Duodenums unterscheidet sich in der NR SDS-PAGE deutlich vom TFF2 des Magens. Viele
verschiedene Banden deuten auf viele verschiedene Glykoformen im Duodenum hin. Um
dies jedoch zu klaren, ware es sinnvoll, in folgenden Arbeiten die Banden nach NR
SDS-PAGE zu eluieren und massenspektrometrisch zu analysieren.

Ebenfalls wurden die TFF-Peptide TFF2 und TFF3 in der Hypophyse des Schweins
untersucht. Nachdem bereits 2004 gezeigt wurde, dass TFF2 in der Hypophyse der Maus
exprimiert wird (Hinz et al. 2004), konnte TFF2 nun auch in der Hypophyse des Schweins
nachgewiesen werden. Dort bildet es vermutlich, wie bereits tlw. im Schweinemagen
(abgekratzte Mukosa) und auch im Pankreas (Stirmer et al. 2014) beobachtet, Homodimere.
Es stellt sich nun die Frage, welche Funktionen diese Homodimere aufweisen und ob sie an
einen Partner binden (z.B. Rezeptor). Zudem sollte auch die Funktion von TFF2 als

mogliches Neuropeptid in Zukunft untersucht werden.
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8. Anhang
8. Anhang
8.1. Humanes TFF2
8.1.1. TFF2 im humanen Magen

8.1.1.1. S-75HL-Laufe von humanen Magenproben

A: Antrum vs. Korpus- Kompetitive Inhibition

Kontrolle komp. Inhibierung

16,0 —
66,2 —
450 —
350 —

25,0—.‘ &

184 —
144 —

B6 B7 B8 B6 B7 B8

Anhang 1: Kompetitive Inhibition von TFF2 nach S-75HL-Lauf einer humanen Korpusprobe. NR SDS-
PAGE und Western Blot bzgl. TFF2 der Fraktionen B6-B8 nach S-75HL-Lauf. Links: Kontrolle. Rechts: Kompetitiv
inhibiert mit dem synthetischen Peptid (siehe Material und Methoden). Saulenlauf bei pH 7.0 (siehe Abbildung
19). Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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8. Anhang

B: Extraktionsmethoden im Korpus

A 1400 - 4w, Mercaptoethanol chne Kochen B 6590 1% Mercaptoethanol mit Koche
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Anhang 2: Vergleich von S-75HL-Laufen einer humanen Korpusprobe (MC383) nach Zugabe von 1% -
Mercaptoethanol +/- Kochen. A: S-75HL-Lauf ohne Kochen. UV-Profil [mnAU] bei 280 nm und die Profile der
semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). B: S-75HL-Lauf mit
Kochen. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-
PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve und PAS: pinke Flache. Saulenlaufe bei pH 6.0.
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A 180 30 mM EDTA ohne Kochen B &0 30 mMEDTA mit Kochen
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8. Anhang

Anhang 3: Vergleich von S-75HL-Laufen einer humanen Korpusprobe (MC383) nach Zugabe von 30 mM
EDTA +/- Kochen. A: S-75HL-Lauf ohne Kochen. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen
Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-Gele) bzw. PAS (Dot Blot). Saulenlauf bei pH 8.0. B: S-75HL-Lauf mit
Kochen. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fiir TFF2 (R 15%ige SDS-

PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Saulenlauf bei pH 6.0.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve und PAS: pinke Flache.
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8. Anhang
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Anhang 4: S-75HL-Lauf nach Kochen eines gereinigten Mukuspeaks einer humanen Korpusprobe mit 1%
SDS. A: S-75HL eines humanen Korpusextrakts (MC406A). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der
semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Die Fraktionen des
hochmolekularen Bereichs (Fr. B7-B11) wurden vereinigt, mit 1% SDS gekocht und wiederrum tber eine S-75HL
gereinigt. B: S-75HL des gereinigten Mukuspeaks nach Kochen mit 1% SDS. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und
Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve und PAS: pinke Flache. Saulenlaufe bei pH 7.0.
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Anhang 5: S-75HL-Laufe von gekochten Korpusextrakten (MC383) unter verschiedenen Bedingungen. A:
Profile der semiquantitativen Auswertung fiir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE). Blaue Kurve: Kochen des
Extrakts ohne Zusatze (pH 6.0); Schwarze Kurve: Kochen des Extrakts in Anwesenheit von 1% SDS (pH 8.0) und
rote Kurve: Kochen des Extrakts in Anwesenheit von 1% SDS/30 mM EDTA (pH 8.0). B: SDS-PAGE des HM-
bzw. NM-Bereichs. 15%ige R bzw. NR SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF2 des HM-Bereichs (B8-B10) bzw.
des NM-Bereichs (C9-C11: Kochen ohne Zusatze, C5-C7: Kochen mit 1% SDS bzw. C6-C8: Kochen mit 1%
SDS/30 mM EDTA der S-75HL-Saulen aus A.

HM: Hochmolekularer Bereich (PAS positiv)), NM: niedermolekularer Bereich (PAS negativ). Der
Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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Anhang 6: S-75HL-Laufe von gekochten humanen Korpusextrakten +/- 1% SDS/30 mM EDTA. A: S-75HL-
Lauf nach Kochen ohne Zusitze (MC358). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen
Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). B: S-75HL-Lauf nach Kochen mit 1%
SDS/30 mM EDTA (MC577). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2
(R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve und PAS: pinke Flache. Sdulenlaufe bei pH 7.0.
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8. Anhang

Anhang 7: TFF2-Profil der S-75HL-Laufe einer humanen Korpusprobe (MC383) bei verschiedenen pH-
Werten. TFF2-Profile nach semiquantitativer Auswertung (R 15%ige SDS-PAGE). Blau: pH 8.0; Rot: pH 6.0;

Coverage Unique MW Score Sequest
Checked | Accession Description [%] Peptides [kDa] HT
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens
D1/l True Q03403 GN=TFF2 PE=1 SV=2 13 5 14,3 104.33
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens
D2/1l True Q03403 GN=TFF2 PE=1 SV=2 12 2 14,3 26.62

Anhang 8: Massenspektroskopische Analyse des humanen TFF2y.in» aus dem Korpus nach Kochen mit
1% SDS/30 mM EDTA. Durchgefiihrt durch Prof. Dr. H. Schliiter, UKE Hamburg, Zentrum fiir Diagnostik, Institut

fir klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin.
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TRIzol ® Interphase Uberstand
—: e - Protein
organische Phase
Gewebe Pellet
->DNA

B

80

o o
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Anhang 9: Verteilung von TFF2 nach TRIzol®-Extraktion (MC577) in DNA-Pellet, RNA-Phase und
Proteinpellet. A: Vereinfachte schematische Darstellung der TRIzol®-Extraktion. B: R SDS-PAGE der
einzelnen Phasen/Pellets nach TRIzol®-Extraktion. R 15%ige SDS-PAGE und Western Blot bzgl. TFF2 von
Proben der RNA-Phase (RNA), des DNA-Pellets (DNA) und des Proteinpellets (Protein) nach TRIzol®-Extraktion
sowie die semiquantitative Auswertung. Von RNA und DNA wurde die 7,5fache Menge aufgetragen.

Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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Coverage Unique Mw Score Sequest
Checked | Accession Description [%] Peptides [kDa] HT
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens GN=TFF2
A1 True Q03403 PE=1 SV=2 23 6 14,3 26,15
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens GN=TFF2
A2 True Q03403 PE=1 SV=2 22 2 14,3 8,1
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens GN=TFF2
B1 True Q03403 PE=1 SV=2 23 4 14,3 16,48
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens GN=TFF2
B2 True Q03403 PE=1 SV=2 22 3 14,3 14,13
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens GN=TFF2
Cc1 True Q03403 PE=1 SV=2 31 7 14,3 25,94
Trefoil factor 2 OS=Homo sapiens GN=TFF2
C2 True Q03403 PE=1 SV=2 23 8 14,3 23,14

Anhang 10: Massenspektroskopische Analyse des humanen TFF2yein nach TRIzol®-Extraktion. Die
massenspektrometrische Analyse der Banden A1+A2, B1+B2 und C1+C2 erfolgte durch Prof. Dr. H. Schliter,
UKE Hamburg, Zentrum fiir Diagnostik, Institut fir klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin.

8.1.1.2. Bindungsstudien mit '*I-TFF2
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Anhang 11: S-75HL-Lauf eines humanen Korpusextrakts (MC406A). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile
der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).
Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Saulenlauf bei pH 7.0.

129




8. Anhang

A 500 5.75HL Extrakt B 50 s7suL Mukuspeak + C e ResQ 120
1% SDS/ 30 mM EDTA gekocht
800 450 - 11 g
100 E
400
700 =
350 £
600 80 E
= 300 z
- 500 % £
2 E250 60 :
‘é_ 400 £ &
5 < 200 =
< =
3N 150 @ 5
a
200 1 5
1 -
" | 20 g
100 50 'hs' \
2 .ﬁ-uom 0
en @ = T @ N o~ oNow O OE g b E @ oo oW o = 2 b % % S G o] 8 =]
- T < @@ 00y o g = @ 00 5 o g z o a
Fraktionsnummer Fraktionsnummer ) Fraktionsnummer
PAS —mAU | PAS —mAu! —mAU ——GSAll Puffer B ——MUCSAC
120 BE-BS 120 TFF2 GSAll MUC5AC
8B i
3100 IQ E'IU‘D , P :::. — "
= 80 1 5 80 ki m.'
] ¢ 0 % [ 4
£ 60 I s £ 60 P
£, | £ . [
- | N 1 L -
2 20 4 I, 2 5 .? | AZ BT BB BO B10 A2 BT B8 BO B10 A2 BT BE BO B10
| ) # |
1] uﬂl "'M‘.. .‘m [1] e’ 3
— w — o o L o uw [=1 L w - [=:] o™ P~ o~ wy [=1
“xTzPEDOSSH SR EREEDRLL LS E
85% 15% 100%
Fraktionsnummer Fraktionsnummer

Anhang 12: Generierung von TFF2-freiem Mukus. A: S-75HL eines Korpusextrakts (MC406A). UV-Profil
[mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot
Blot). Die Fraktionen B6-B9 wurden vereinigt, mit 1% SDS/30 mM EDTA gekocht und auf eine S-75HL
aufgetragen. B: S-75HL-Lauf des gereinigten Mukuspeaks nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA. UV-
Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw.
PAS (Dot Blot). Der TFF2-freie Mukuspeak (Fr. B6-B9) wurde anschlieRend lber eine ResQ-Saule gereinigt. C:
ResQ-Lauf des TFF2-freien Mukuspeaks nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA. UV-Profil [mAU] bei
280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung bzgl. TFF2, GSAIl und MUC5AC (1%ige AgGE). AuRerdem
gezeigt sind 1%igen AgGE der Fraktionen A2, B7-B10 nach ResQ-Lauf des gereinigten Mukuspeaks und
Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und MUC5AC.

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, GSAIl: dunkelgraue Kurve, MUC5AC: rote Kurve, PAS: pinke
Flache, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve. Saulenlaufe bei pH 7.0.
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8.1.1.3. Elution von TFF2 aus dem NR Coomassiegel
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Anhang 13: Elution von TFF2 aus dem NR Coomassiegel einer Probe nach S-75HL-Lauf. A: S-75HL eines
Korpusextrakts (MC577). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R
15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). B: AQGE und Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und MUC5AC. 1%ige
AgGE und Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und MUC5AC der Fraktionen B7-C2 nach S-75HL (siehe A). C:
Vergleichende R und NR SDS-PAGE. 15%ige R bzw. NR SDS-PAGE der Fraktionen B10-B11 (TFF2g.r) und
der Fraktionen D2-D3 (TFF2yein) nach S-57HL und Western Blot bzgl. TFF2. D: Elution aus dem NR
Coomassiegel. NR 15%ige SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassiefarbung, sowie eine NR 15%ige SDS-
PAGE mit Western Blot bzgl TFF2 der Fraktionen B10 und D2 nach S-75HL. Die Banden HM (hochmolekular)
und NM (niedermolekular), sowie der Tascheninhalt (T) wurden eluiert und auf eine R 15%iges SDS-PAGE
aufgetragen (nicht gezeigt). Gezeigt ist die semiquantitative Auswertung dieser R SDS-PAGE nach Western bzgl.
TFF2. E: N-Glycosidase F-Verdau. Die Fraktionen B12 (TFF2g10r) und D2 (TFF2kein) wurden einem Glycosidase
F-Verdau unterzogen. Dargestellt ist eine R 15%ige SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF2 der Proben vor
Verdau (K) und nach Verdau (V).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Saulenlauf bei pH 7.0. Der
Molekularstandard ist in kDa angegeben. Strich: Tasche der Agarosegele

8.1.2. TFF2 im humanen Duodenum
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Anhang 14: TFF24,0p aus dem humanen Duodenum. Links: R 15%ige SDS-PAGE mit Coomassiefarbung der
Fraktion B6 nach S-75HL-Lauf (siehe Abbildung 36). Die Banden I-Ill wurden eluiert. Rechts: R 15%ige SDS-
PAGE mit Western Blot bzgl. TFF2 der eluierten Banden I-lll (siehe links). Der Molekularstandard ist in kDa
angegeben.
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8.2. TFF2 im Schwein
8.2.1. TFF2 im Magen vom Schwein

8.2.1.1. Vergleich von TFF2 aus dem Korpus vom Schwein vs. Mensch
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Anhang 15: S-75HL-Laufe von Korpusproben aus dem Schwein bzw. aus dem humanen Magen. A:S-75HL
humaner Korpus (MC383). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2
(R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). B:S-75HL Korpusprobe aus dem Schwein (Schwein 6). UV-Profil
[mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot
Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Saulenlaufe bei pH 6.0. Der
Molekularstandard ist in kDa angegeben.
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8.2.1.2. S-75HL-Laufe von Proben aus dem Schweinemagen

A?SD S-75HL Mukosa
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8. Anhang

Anhang 16: S-75HL von Schwein Korpus Gewebe vs. abgekratzte Mukosa (Schwein 9). A: Gewebe. UV-
Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw.
PAS (Dot Blot). B: Mukosa: UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2

(R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Saulenlaufe bei pH 8.0.
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8. Anhang

Anhang 17: Statistische Daten zu den Extraktionsmethoden im Korpus vom Schwein. Diagramm fir den

Anteil an TFF24ein nach S-75HL-Laufen verschiedener Extraktionsmethoden (Anteil

Fehlerbalken).
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Anhang 18: Extraktion eines gereinigten Mukuspeaks aus dem Korpus Schwein. A: Extraktion durch
Kochen mit 1% SDS. Oben: S-75HL Extrakt (abgekratzte Mukosa, Schwein 10). UV-Profil [mAU] bei 280 nm
und Profile der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Unten:
S-75HL Mukuspeak (B6-B11). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir
TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). B: Extraktion mit 1% SDS ohne Kochen. Oben: S-75HL
Extrakt (abgekratzte Mukosa, Schwein 10). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen
Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Unten: S-75HL Mukuspeak (B7-B10). UV-
Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw.
PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache. Saulenlaufe bei pH 8.0.
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Anhang 19: Extraktion abgekratzter Mukosa aus dem Korpus vom Schwein durch Kochen mit 30 mM
EDTA. A-C: S-75HL-Laufe der mit EDTA gekochten Extrakte (Schwein 11). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und
Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Die Fraktionen
C8-D3 von Lauf 1, C7-D2 von Lauf 2 und C7-D2 von Lauf 3 wurden vereinigt und uber eine ResQ gereinigt. D:
ResQ-Lauf von TFF2yin der S-75HL-Laufe A-C nach Kochen mit 30 mM EDTA. UV-Profil [mAU] bei 280 nm
und Profil der semiquantitativen Auswertung fiir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Puffer B (Salzgradient): orange Kurve.
Saulenlaufe bei pH 6.0.
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Anhang 20: Extraktion eines gereinigten Mukuspeak aus dem Korpus vom Schwein durch Kochen mit 6 M
GuaHCI. A: S-75HL von abgekratzter Mukosa Korpus (Schwein 7). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile
der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Die Fraktionen B6-B10
wurden vereinigt, mit 6 M GuaHCI gekocht und erneut auf eine S-75HL aufgetragen. B: S-75HL nach Extraktion
des gereinigten Mukuspeaks durch Kochen mit 6 M GuaHCI. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der
semiquantitativen Auswertung fiir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache. Saulenlaufe bei pH 8.0.
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Anhang 21: Extraktion von Korpusgewebe aus dem Schwein (Schwein 6) durch Kochen ohne Zusatze.
UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw.
PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve: PAS: pinke Flache. Saulenlauf bei pH 6.0.
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8. Anhang
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Anhang 22: Extraktion von Korpusgewebe aus dem Schwein (Schwein 6) in Anwesenheit von 6 M GuaHCI
bzw. 6 M Harnstoff + 2,5 mM CaCl,. A: S-75HL nach Extraktion in Anwesenheit von 6 M GuaHCI. UV-Profil
[mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir PAS (Dot Blot) bzw. TFF2, GSAIl und PGM
(1%ige AgGE). B: S-75HL nach Extraktion in Anwesenheit von 6 M Harnstoff + 2,5 mM CaClz. UV-Profil
[mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir PAS (Dot Blot) bzw. TFF2, GSAIl und PGM
(1%ige AgGE). C: AgGE der S-75HL nach Extraktion in Anwesenheit von 6 M GuaHCI (A). 1%ige AgGE und
Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und PGM von Fraktionen B7-C3 der S-75HL in A. D: AgGE der S-75HL nach
Extraktion in Anwesenheit von 6 M Harnstoff + 2,5 mM CaCl.. 1%ige AgGE und Western Blot bzgl. TFF2,
GSAIll und PGM von Fraktionen B6-C2 der S-75HL in B.
Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, GSAIl: graue Kurve, PGM: rote Kurve.
Saulenlaufe bei pH 6.0.
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Anhang 23: TRIzol®-Extraktion (pH 1.0) einer Korpusprobe vom Schwein (Schwein 6). A: S-75HL-Lauf des
Proteinpellets nach TRIzol®-Extraktion. UV-Profil [mMAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen
Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). B: AGGE und Western Blot bzgl. TFF2,
GSAIl und PGM. Profile der semiquantitativen Auswertung fiir TFF2, GSAIl und PGM (1%ige AgGE). Dargestellt
ist ebenfalls die 1%ign AgGE mit Western Blot bzgl. TFF2, GSAIl und PGM der Fraktionen 17-30 nach S-75HL (in
A).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, GSAIl: graue Kurve, PGM: rote Kurve, PAS: pinke Flache.
Saulenlauf bei pH 7.0.
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Anhang 24: Statistische Daten der Extraktion des gereinigten Mukuspeaks mit 1%SDS/30 mM EDTA.
Vergleich (T-Test, F-Test) Extraktion ohne Zuséatze (keine) vs. Extraktion durch Kochen mit 1% SDS/30 mM
EDTA. Anteil an TFF2ein mit Fehlerbalken.
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S-75HL Mukuspeak + 1% SDS/
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Anhang 25: Kochen eines gereinigten Mukuspeak aus dem Korpus Schwein mit 1% SDS/30 mM EDTA. A:
Schwein 5- Lauf 1. Links: S-75HL Extrakt abgekratzte Mukosa. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der
semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Rechts: S-75HL
Mukuspeak nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA. UV-Profii [mAU] bei 280 nm und Profile der
semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). B. Schwein 5- Lauf 2.
Links: S-75HL Extrakt abgekratzte Mukosa. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen
Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Rechts: S-75HL Mukuspeak nach Kochen
mit 1% SDS/30 mM EDTA. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fur TFF2
(R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).C: Schwein 4: Links: S-75HL Extrakt abgekratzte Mukosa. UV-
Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw.
PAS (Dot Blot). Rechts: S-75HL Mukuspeak nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA. UV-Profil [mAU] bei
280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).
Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache, Saulenlaufe bei pH 8.0.
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Spectrum Analysis Report
Daie: 0262306 Time: 712
FilkeMame: 7-Lisa\MALDEKooperaiione W Holfmann Magdeburg 26 o1 _2m1sMR20 P21 71 5Redpdata 711
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RENCCFEDTI  FEVPOCFFRR  SVEDCHT
Di Parameicr:
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MH+ imenal 1.008 I g 1.008 Theashold (2.0); 0.000
Telerarce ([Da): 1000 Humbar of Pasks: 24 Mbowe Thrashokd o4
Assignod Peaks: ] Mot assgned Pasks: 24
Poaklisi-
Foak Hass ! Faak Haza e i Poak Wazsz Inien
1 01095 2133040 2 519. 896 2831570 3 525 TTE 2101.820
4 545081 2802 430 5 54T 180 74220 3 AT 11E 25T 510
T SEL.004 5084 040 ] B, BT Zroa.ran [l e ZTIETH
i EET 00 2150 380 i TR DT T8 i3 841111 1434 T
i [ERT] H435 £ 4 B4Z 092 120831 185 16 T2 SAE.OD0
i 704,806 2370100 T 170 il 18 E832 TT2 ]
i 1ERAETS 574 00 1910871 2 B 2 033 536 TIEDD0
22| 1948810 504 000 23 1952901 448000 28 2211904 358.330
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[FTarm [on [ C-Term [ ion |
Maiched Sequences:
THF2 3us scrofa
EFCRFARGHEFTAGAVCL TACEFAA CRE SR PCITSCRCFISGLCFSEVRGY FRCFERLE AQE SEECVHEY SARENCCTRG ISP EC CARPSCCE SOTEFEVFWCE FRNIVEDCHY
Digasi Fosuls
Tokrorce = 4000000 Da, Typsin'P
Modifications: 'WT 1 H Hydrogan, \CT 127 HO Froe acd, 'WIT M O Okidation 060, 8T C -H+ CH2CONH2 Corbamidomatid (C),

Emngm

Anhang 26: Analyse von TFF2in aus dem Korpus vom Schwein nach Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA.
Gezeigt ist das Ergebnis der MALDI Analyse der eluierten Proteinbande nach Silberfarbung der 15%igen SDS-
PAGE (siehe Abbildung 45). Analyse durchgefiihrt von Lisa Kraft, AG Dr. Hubert Kalbacher, Universitat Tibingen.
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Anhang 27: Extraktion eines gereinigten Mukuspeaks durch Kochen mit 1% SDS/30 mM EDTA aus dem
Antrum vom Schwein (Schwein 6). A-C: S-75HL-Laufe von Extrakten abgekratzter Mukosa. UV-Profile
[mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot
Blot). Die Fraktionen B5-B10 aller Laufe wurden vereinigt, mit 1% SDS/30 mM EDTA gekocht und zusammen
erneut Uber eine S-75HL-Saule gereinigt. D: S-75HL-Lauf des gereinigten Mukuspeaks nach Kochen mit 1%
SDS/30 mM EDTA. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R
15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).
Absorption: Schwarze Kurve, TFF2: blauen Kurve, PAS: pinke Flache. Saulenlaufe bei pH 8.0, Probe.
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8. Anhang

Anhang 28: Extraktion eines gereinigten Mukuspeaks durch Kochen mit 0,1% SDS/20 mM EDTA aus dem
Antrum vom Schwein. A: S-75HL-Lauf einer Gewebeprobe (Schwein4). UV-Profil [mAU] bei 280 nm und
Profile der semiquantitativen Auswertung fur TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Die Fraktionen
B7-B12 wurden vereinigt, mit 0,1% SDS/20 mM EDTA gekocht und erneut Uber eine S-75HL-Saule gereinigt. B:
S-75HL des mit 0,1% SDS/20 mM gekochten Mukuspeaks. UV-Profil [mAU] bei 280 nm und Profile der
semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot).

Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache. Saulenlaufe bei pH 8.0.
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8.2.1.3. Hybridisierung mit '*°I-TFF2
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Anhang 29: S-75HL Schwein 6, abgekratzte Mukosa. A: UV-Profil und TFF2-Profil. UV-Profil [mAU] bei
280 nm und Profile der semiquantitativen Auswertung fir TFF2 (R 15%ige SDS-PAGE) bzw. PAS (Dot Blot). Die
Frakton B8 wurde genutzt um Bindungsstudien mit 'l-pTFF2 durchzufilhren (siehe Abbildung 47). B:
Statistische Auswertung der Bindung von 125I-pTFF2 nach Inhibition mit a- bzw. B-Methylgalaktosid.
Gezeigt sind Diagramme mit Mittelwerten und Standardabweichung, sowie die Ergebnisse von T-Test und F-Test.
Sowohl die Inhibition mit a- als auch mit B-Methylgalaktosid liefern signifikante Ergebnisse. C: Proteinase K
Verdau, 5h, 0,1 ug/ml. 1%ige AgGE der Proben B7 und B10 nach Proteinase K-Verdau und Western Blot bzgl.
GSAIl. AuBerdem dargestellt ist eine 15%ige R SDS-PAGE nach Hybridisierung mit '?°l-pTFF2. C: Proteinase K
Verdau, 5h, 0,01 ug/ml. 1%ige AgGE der Proben B8 und B10 nach Proteinase K-Verdau und Western Blot bzgl.
GSAII. AuBerdem dargestellt ist eine 1%ige AgGE der Proben B8 und B10 nach Hybridisierung mit 'I-pTFF2.
Absorption: schwarze Kurve, TFF2: blaue Kurve, PAS: pinke Flache. Saulenlauf bei pH 8.0.
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8.2.1.4. Elution von TFF2 aus dem NR SDS-Gel

A
GroRenbereich Standardabweichung o 100
HM NM o HM o NM 90 —
chwein 86,75 13,25 563962995 5.4025457
Mensch 1293137255 870686275 3,93137255 393137255 80
= 70
IT-Test HM Signifikanz 2
& 60
(T8
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Anhang 30: Verteilung von TFF2 im NR SDS-Gel Mensch vs. Schwein. A: Statistische Daten Vergleich
Mensch vs. Schwein. Oben: Mittelwerte fir den Anteil an hochmolekularem und niedermolekularem TFF2 von
Schwein im Vergleich zu Mensch (nmensch=2, Nschwein=4). Ebenfalls angegeben ist die Standardabweichung o.
Mitte: Ergebnis des T-Test bzgl. des hochmolekularen TFF2. Unten: Ergebnis des F-Tests bzgl. des
hochmolekularen TFF2. B: Diagramm Verteilung TFF2 Vergleich Mensch vs. Schwein. Dargestellt ist ein
Diagramm, welches den Anteil an hochmolekularem TFF2 (hellgrau) bzw. niedermolekularem TFF2 (dunkelgrau)

nach Elution aus einem NR 15%igen SDS-Gel zwischen Mensch und Schwein vergleicht. HM: hochmolekular,
NM: niedermolekular.
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