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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das TFF1 ist ein aus 60 Aminosaureresten bestehendes Peptid mit einer charakteristischen
Kleeblatt Struktur. Diese Struktur gibt der Peptidfamilie auch ihren Namen (trefoil factor
family, TFF). TFF1 besitzt sieben Cysteinreste, von denen sechs uber Disulfidbriicken (1-5,
2-4, 3-6) verknipft sind. TFF1 wird hauptsachlich in den Oberflachenepithelzellen des
Magens sezerniert und ist ein Bestandteil des Mukus. Dabei bernimmt es eine wichtige

Funktion zum Schutz der Magenschleimhaut. Studien mit Tff1<©

-Méusen haben gezeigt, dass
alle diese Tiere Adenome im Antrum bilden, von denen 30 % zu Karzinomen fihren.
AuBerdem bindet TFF1 an ein Lipopolysaccharid des Klasse | Karzinogens Helicobacter
pylori. Bisher wurde nur fir das TFF1-Homodimer eine biologische Aktivitat nachgewiesen.
So bindet ebenfalls nur das Homodimer an den Mukus im Magen. TFF1 bildet aulerdem ein
Heterodimer mit Gastrokin-2 und dieses Heterodimer zeigt in verschiedenen Studien anti-
proliferative und pro-apoptotische Wirkungen in Magenkrebszellen.

In dieser Arbeit wurde TFF1 aus dem humanen Magen auf unterschiedliche Weisen
extrahiert, mittels Chromatographien getrennt und tber Western Blots analysiert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass ein Grof3teil (80-90 %) des TFF1 nicht an den Mukus gebunden
vorliegt. Die Hauptentitdt von TFF1 ist ein Monomer. Es wurde ein neuer Bindungspartner
von TFF1 nachgewiesen, das 1gG Fc binding protein. Aullerdem konnten eine zweite
monomere TFF1-Form, sowie ein weiteres <66 kDa grofes Heteromer nachgewiesen werden.
Bindungsstudien mit iodiertem, synthetischen TFF1-Monomer und TFF1-Homodimer
zeigten, dass nur das Homodimer an das Muzin MUC6 und an ein Lipopolysaccharid von H.
pylori lektinartig bindet.

Ein Vergleich zwischen TFF1 im Korpus und Antrum des humanen Magens zeigte keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Proteinmenge und Verteilung der verschiedenen
TFF1-Entitdten. Einzige Ausnahme bildet das TFF1-GKN2-Heterodimer, das im Magen
Antrum mehr vorhanden ist als im Korpus.

Es wurden auch drei weitere Organismen auf TFF1 untersucht, der Sudafrikanische
Krallenfrosch Xenopus laevis, die Maus und das Schwein. Dabei wurden beziiglich der
verschiedenen TFF1-Entitaten vergleichbare Beobachtungen wie im Menschen gemacht.

Dies alles weist auf eine Rolle des TFF1 beim Schutz der Magenmukosa hin.



Abstract

Abstract

TFF1 is a 60 amino acid long peptide with a characteristic fold. This disulfide-linked structure
was also eponymous (,.trefoil factor family*“, TFF). TFF1 contains seven cysteine residues, six
of which are forming covalent disulfide bridges. It is secreted by surface mucous cells of the
gastric mucosa and is a mucus constituent. TFF1 plays a key role in the protection of the

stomach lining. All Tff1<°

-mice develop antropyloric adenomas of which about 30% progress
to carcinomas. TFF1 homodimer binds the lipopolysaccharide of the class | carcinogen
Helicobacter pylori. Likewise, only the TFF1 homodimer binds to the mucus in a non-
covalent matter. TFF1 also binds covalently to gastrokine 2 forming a disulfide-linked
heterodimer. This TFF1-GKN2 heterodimer has been reported to show anti-proliferative and
pro-apoptotic effects on gastric cancer cells.

In this study TFF1 was extracted using different methods and was purified by size-exclusion
and anion-exchange chromatography. Further analyses were conducted by Western blots. A
large proportion (80-90%) of TFF1 was not associated with the mucus. The major portion of
TFF1 is present as a monomer. Furthermore, 1gG Fc binding protein was identified as a new
disulfide-linked binding partner for TFF1. In addition, a second monomeric form of TFF1 and
another <66 kDa disulfide-linked heteromer were detected. Binding studies using *?°I-labeled
synthetic TFF1 monomer and homodimer showed binding of the TFF1 dimer to the mucin
MUCS6 and to lipopolysaccharides of H. pylori.

No significant differences were observed in protein levels and distribution of the different
TFF1 forms between the gastric corpus and antrum. The only exception was the TFF1-GKN2
heterodimer which was more present in the antrum than in the corpus.

Sudies in other organisms such as the African clawed frog Xenopus laevis, mouse and pig
showed similar results as in human tissue concerning the different TFF1-entities.

Taken together this underlines the importance of TFF1 for the protection of the gastric

mucosa.



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Aufbau des humanen Magens

Der Magen ist ein wichtiger Bestandteil im Verdauungstrakt des Menschen. Dort wird nicht
nur die Verdauung eingeleitet sondern er speichert auch die Nahrung um sie in Kkleineren
Mengen an den Darm abzugeben. Die Gréf3e, Form und Lage des Magens sind stark abhéngig
vom Fillungszustand, Muskeltonus, Lebensalter, Kérperlage und Konstitution. Der Magen
befindet sich in der Regel im linken und mittleren Oberbauch direkt unter dem Zwerchfell.
Seine Form ist leicht gekrimmt. Die kurze Seite bildet die kleine Kurvatur (Curvatura minor
gastricae) und die lange Magenwand wird von der groRen Kurvatur (Curvatura major
gastricae) gebildet. Der Magen hat eine mittlere Lange von etwa 25-30 cm und kann ein
Volumen von 1,2-1,6 | fassen. Der Magen ist ein Hohlorgan, welches von einer kréftigen
Muskelschicht umgeben ist. Den Eingang des Magens bildet das Ostium cardiacum, daran
schliel’t die Pars cardiaca (Kardia) an. Dieser Bereich grenzt den Magen von der Speiseréhre
ab. An die Kardia schliet nach oben gewdlbt der Magen Fundus (Fundus gastricus) an.
Dieser dient zum Sammeln der bei der Nahrungsaufnahme verschluckten Luft. Unter dem
Fundus liegt der Korpus (Corpus gastricum), der den Hauptteil des Magens ausmacht. Der
Magenausgang (Pars pylorica) wird schlieBlich vom Antrum (Antrum pyloricum) und dem

MagenschlieBmuskel (Pylorus) am Ostium pyloricum gebildet (Arnold 1999).

Fundus

kleine Kurvatur grofle Kurvatur

Abb. 1: Schematische Darstellung des Magens.
Nach Arnold 1999

1.1.1 Aufbau der Magenwand
Die Magenwand besteht aus funf Schichten, der Tunica mucosa, Tela submucosa, Tunica

muscularis, Tela subserosa und Tunica serosa. Die duflerste Schicht bildet die Tunica serosa,
9



1. Einleitung

sie kleidet den Magen aus und sorgt fur eine gute Verschiebbarkeit innerhalb der Bauchhdohle.
Die Tela subserosa kann Fettgewebe einlagern und ist vor allem wichtig bei Organen deren
Fullstand variieren kann. Darunter liegt die Tunica muscularis. Dieser Bereich besteht aus
verschiedenen Schichten glatter Muskulatur. Daran schlief3t die Tela submucosa an, die aus
lockerem Bindegewebe besteht. Dort befinden sich vor allem Lymph- und BlutgeféaRe, sowie
Nervenfaserblindel und Nervenzellen. Die innerste Schicht bildet die Tunica mucosa. Sie wird
von einem einschichtigen hochprismatischen Epithel ohne Birstensaum gebildet. Weiter
befinden sich hier die verschiedenen Magendrusen, die sich allerdings in Fundus/Korpus und
Antrum unterscheiden. Die Magendrisen sezernieren den Magenschleim, der reich an
Glykanen, sulfatierten Glykanen und Proteinen ist und die Magenwand vor mechanischen,
thermischen und enzymatischen Schéadigungen schiitzt (Arnold 1999).

1.1.2 Die Magendrisen

Alle Magendriisen liegen in der Lamina propria mucosae, wobei sich die Drisen im
Fundus/Korpus, Kardia und im Antrum unterscheiden. Im Fundus bzw. Korpus liegen die
Glandulae gastricae propriae, die etwa 6 mm lang sind. Auf 1 mm? Schleimhautoberflache
liegen in etwa 100 dieser Driusenschldauche (Arnold 1999). Die Fundusdriisen bestehen aus
verschiedenen Arten von Zelltypen, den Stamm- und Vorlduferzellen, Nebenzellen,
Hauptzellen, Belegzellen und endokrinen Zellen. Zusammen mit der Foveola bilden sie die
Funduseinheit (Arnold 1999; Hoffmann 2014; Hoffmann 2015). Die Foveola-Region, in der
die Oberflachenepithelzellen liegen, ist im Korpus kleiner als im Antrum. Die
Oberflachenepithelzellen sezernieren vor allem das Muzin MUCS5AC, aber auch TFF1 und
Gastrokine. Die Fundusdrise setzt sich zusammen aus dem Driisenhals, dem Driisengrund
und der stark proliferierenden Region, dem Isthmus. Im Drisenhals werden von den
Nebenzellen ebenfalls Muzine sezerniert, vor allem MUCS, aber auch das Peptid TFF2. Die
Belegzellen produzieren die Salzsdure fur den Magen und liegen im Drisenhals und
Drisengrund. In den Hauptzellen werden hauptsachlich Pepsinogene produziert, Vorstufen
von Pepsin (Arnold 1999; Kouznetsova et al. 2011; Hoffmann 2014). Die Glandulae
pyloricae, die Pylorus- oder Antrumdrise, ist deutlich kurzer als die Fundusdrise. Dafur ist
die Foveola-Region des Antrums deutlich l&nger. Die Antrumdrise besteht ebenfalls aus
Stamm- und Vorlauferzellen, Antrumdrisenzellen und endokrinen Zellen. Die verschiedenen
Zellen sezernieren wie im Magen Korpus vor allem die Muzine MUC5AC

(Oberflachenepithelzellen) und MUC6 (Antrumdrisenzellen). Unter den endokrinen Zellen

10



1. Einleitung

befinden sich unter anderem die G-Zellen, die im Antrum Gastrin sezernieren. Gastrin wirkt
auf die ECL-Zellen (Enterochromaffine-like), die dann Histamin ausschditten, das wiederum
die Belegzellen in der Funduseinheit zur Salzsaureproduktion anregt (Arnold 1999; Hoffmann
2014; Kouznetsova et al. 2011).

Oberflichenepithelzellen
Foveola
Isthmus i Stammzellen/Vorlduferzellen Foveola
Driisenhals Nebenzellen

Isthmus

Antrumdriisenzellen -
Driisengrund Endokrine Zellen Driise

Hauptzellen

LGRS Stammzelle

TROY™ Hauptzellen/Stammzelle

Funduseinheit Antrumeinheit

Abb. 2: Schematische Darstellung der beiden wichtigsten Drisentypen im humanen Magen.
Nach Hoffmann 2014; Hoffmann 2015; Kouznetsova et al. 2011

1.2 TFF-Peptide

Auf der Philipp-Laudat-Conference im Jahr 1996 wurden drei zundchst unterschiedlich
benannte Peptide zu einer Gruppe zusammengefasst und einheitlich als die Gruppe der TFF-
Peptide (trefoil factor family) benannt (Wright et al. 1997). Das Peptid TFF1 wurde zundchst
in der Krebszelllinie MCF-7 gefunden und als pS2 bezeichnet (Jakowlew et al. 1984;
Masiakowski et al. 1982). Fast zeitgleich wurde TFF2 aus dem Pankreas des Schweins isoliert
und als PSP (pancreatic spasmolytic polypeptide) bezeichnet (Jargensen et al. 1982). Das
Peptid TFF3 wurde erst 1991 in der Ratte als ITF (intestinal trefoil factor) beschrieben
(Suemori et al. 1991).

Die Gene fur die drei TFF-Peptide liegen auf einer 55 kb langen Region auf dem Chromosom
21922.3 in der Reihenfolge TFF1-TFF2-TFF3 (Seib et al. 1997). Es wird vermutet, dass die

Proteine kosynthetisiert werden und sich teilweise gegenseitig regulieren (Gott et al. 1996;
11
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Kjellev 2009; May and Westley 1997; Taupin et al. 1999). Alle drei Peptide werden Uber eine
Vorstufe synthetisiert mit einer Signalsequenz am N-Terminus, die im Verlauf der Sekretion
abgespalten wird (Jakowlew et al. 1984; Jargensen et al. 1982; Suemori et al. 1991).

Die Biosynthese der Peptide findet in verschiedenen Teilen des humanen Koérpers statt, unter
anderem im Gehirn, im Verdauungstrakts oder im mukdsen Epithel, aber vor allem in den
verschiedenen Zelltypen des Gastrointestinaltrakts zusammen mit verschiedenen Muzinen
(Braga Emidio et al. 2019; Hoffmann et al. 2001; Hoffmann 2013; Kjellev 2009). TFF1 wird
vor allem im humanen Magen von den Oberflachenepithelzellen sezerniert (Kouznetsova et
al. 2011; Rio et al. 1988). TFF2 wird im Magen von den Nebenzellen und
Antrumdrisenzellen sezerniert, und teilweise auch von den Brunnerschen Driisen im
Duodenum (Hanby et al. 1993; Kouznetsova et al. 2011). TFF3 dagegen wird im Magen nur
in geringem Mal} synthetisiert, sondern vorwiegend von den Becherzellen des Dinndarms
und des Dickdarms sezerniert (Podolsky et al. 1993). Pathologisch werden TFF-Peptide

ektopisch synthetisiert, z. B. in verschiedenen Tumoren (Kjellev 2009).

Die drei Peptide eint eine Kleeblatt-Struktur (TFF-Domane), die friher auch als P-Domane
beschrieben wurde, und ihnen den Namen gibt. Diese Doméne besteht aus einer etwa 40
Aminosauren umfassenden Sequenz, die durch Bildung dreier Disulfidbriicken eine feste
Struktur aus drei Schleifen bildet. Die Paarung der Disulfide ist dabei immer gleich und in der
Reihenfolge Cys1-Cysb, Cys2-Cys4 und Cys3-Cys6 (vergleiche auch Abb. 4) (Thim 1989).
Diese spezielle Struktur macht die TFF-Peptide relativ stabil gegen Proteasen, Hitze und
Sdure (Jorgensen et al. 1982; Thim and May 2005). Wahrend TFF1 und TFF3 nur eine TFF-
Domane enthalten und aus 60 bzw. 59 Aminoséuren bestehen, besitzt TFF2 zwei TFF-
Doménen und hat eine Lange von 106 Aminosauren. Die Peptide TFF1 und TFF3 enthalten
aullerdem eine ungerade Anzahl an Cysteinresten (sieben Cysteine), wéahrend TFF2 eine
gerade Anzahl an Cysteinresten (14 Cysteine) aufweist (Jgrgensen et al. 1982; Masiakowski
et al. 1982; Suemori et al. 1991). Daher kdnnen TFF1 und TFF3 auch kovalente Homodimere
tber Cys58 bzw. Cys57 bilden. Diese Homodimere weisen eine erhohte biologische Aktivitat
gegentber dem Monomer auf z. B. bei der Wundheilung (Zellmigration) und beim Schutz vor
Colitis (Chinery et al. 1995; Marchbank et al. 1998; Muskett et al. 2003; Poulsen et al. 2005;
Williams et al. 2001).

Die verschiedenen Funktionen der TFF-Peptide sind noch nicht abschlieBend geklart. Alle
drei TFF-Peptide weisen Lektineigenschaften auf. Allerdings nur, wenn zwei TFF-Domanen

vorhanden sind (Hanisch et al. 2014; Hoffmann 2013; Kastin 2013; Reeves et al. 2008). Da
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die TFF-Peptide zusammen mit verschiedenen Muzinen (wie z. B. MUC2, MUC5AC und
MUCSG) sezerniert werden, konnten sie diese binden und als Quervernetzer dienen (Longman
et al. 2000). Der groRte Effekt auf die Viskositat und Elastizitdt des Mukus wurde fir TFF2
nachgewiesen (Thim et al. 2002). So bindet TFF2 Uber eine Lektinbindung an MUC6
(Hanisch et al. 2014; Heuer et al. 2019; Kouznetsova et al. 2007a). Das TFF3-Homodimer hat
ebenfalls einen Effekt auf die rheologischen Eigenschaften des Mukus, wahrend TFF1- und
TFF3-Monomer keinen Effekt zeigen (Thim et al. 2002). Alle drei Peptide weisen eine
motogene Wirkung auf. Wobei allerdings nicht Klar ist, wie und tber welche Rezeptoren dies
geschieht. Dies ist vor allem wichtig beim Prozess der Restitution, bei dem migrierende
Zellen eine Lé&sion des Epithels innerhalb kurzer Zeit schlieBen. Dennoch ist nicht geklart wie
die TFF-Peptide in diesen Prozess eingreifen (Aihara et al. 2017; Dignass et al. 1994; Le et al.
2016; Marchbank et al. 1998; Playford et al. 1995). AuRerdem wirken die TFF-Peptide anti-
apoptotisch, eine Voraussetzung flr die Restitution (Bossenmeyer-Pourié et al. 2002;
Kinoshita et al. 2000; Lalani et al. 1999). Diese Ergebnisse zeigen, dass diese Peptide eine
wichtige Rolle in mukosalen Wundheilungsprozessen und Schutzmechanismen spielen (Ebert
et al. 1999; Kjellev 2009; Peitz et al. 2004; Reeves et al. 2008; Srivatsa et al. 2002). Um die
molekularen Funktionen weiter zu untersuchen ist es daher wichtig, die mdglichen

Bindungspartner der TFF-Peptide zu finden.

1.21TFF1

Das TFF1-Gen codiert fir ein 84 Aminosduren langes Peptid, mit einer 24 Aminosduren
umfassenden N-terminalen Signalsequenz. TFF1 wird als ein 6,7 kDa groRes Peptid mit 60
Aminosauren hauptsachlich im humanen Magen von den Oberflachenepithelzellen sezerniert
(Jakowlew et al. 1984; Kjellev 2009; Kouznetsova et al. 2011; Rio et al. 1988). TFF1 hat
einen relative sauren pl von 3,94 und spielt vermutlich eine wichtige Rolle beim Schutz des
Magens (Marchbank et al. 1998; May et al. 2003; Ribieras et al. 1998; Tomasetto and Rio
2005).
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X. laevis -—-MNYKVFCLVATA--LIVGSTIGSANGQAAFTEEQCSVERLARVNCGYSGITPQECTKQG | 56

Schwein -—-MEPKVIGVLVLVLALALSSPAR-————— GEGDTCQVEPHARVNCGFSGITAEQCEKKG | 52

Maus —-——-MEHKVICVLAVVLMLAFGSLAQAQAQAQAQEETCIMAPRERINCGFPGVTAQQCTERG | 58

Mensch MATMENKVICALVLVSMLALGTLAE--—---- AQTETICTVAPRERQNCGEFPGVTPSQCANKG | 55
k1 KXk HE HE K okkkg o kok ok

X. laevis CCFDSTIQDAPWCEYPRATPEY-——————— 18
Schwein CCEFDTKVIGVPWCENPVAVDDPTDNEECLL 82
Maus CCFDDSVRGFPWCFHPMATIENTQEEE-CPE 87
Mensch CCFDDTVRGVPWCFYPNTIDVPPEEE-CEF 84

59

Abb. 3: Vergleich der TFF1 Sequenzen aus verschiedenen Organismen.

Verglichen sind die Sequenzen von X. laevis (Uni-Prot: Q00222) (Hauser and Hoffmann 1991), Schwein (Uni-Prot:
A0A286Z1Y1), Maus (Uni-Prot: Q08423) (Lefebvre et al. 1993) und Mensch (Uni-Prot: P04155) (Jakowlew et al. 1984). Im
roten Kasten ist die TFF-Doméne markiert. Die jeweilige Signalsequenz ist unterstrichen. Gelb markiert sind die Cysteine
und blau die hydrophobe Tasche beim humanen TFF1. Beim Sequenzvergleich steht der Stern fir eine identische
Aminosdure, der Doppelpunkt flr einen konservierten Austausch der Aminoséure und der Punkt fiir einen halb konservierten
Austausch. Graphische Darstellung der Sekundérstrukturen: p-Faltblatter in grin und die o-Helix in grau. Der
Sequenzvergleich wurde mit ClustalOmega erstellt (Larkin et al. 2007).

Auch wenn TFF1 in einer Tumorzelllinie entdeckt wurde, wird TFF1 mittlerweile in vielen
Arbeiten als Tumorsuppressor beschrieben, da die TFF1 Expression bei ca. 50 % der
Magentumore im Tumorgewebe herunterreguliert ist. (Lefebvre et al. 1996; Lugmani et al.
1989; Park et al. 2000; Shi et al. 2006; Soutto et al. 2011). So bilden alle Tff1“°-Mause
Adenome im Antrum, die zu 30 % zu Karzinomen fiihren (Lefebvre et al. 1996). Bei
verschiedenen chronisch entzindlichen Erkrankungen wird TFF1 dagegen hochreguliert und
teilweise sogar ektopisch in Geweben sezerniert, so z. B. bei Pankreatitis oder Barrett-
Osophagus (Ebert et al. 1999; Labouvie et al. 1999). Dies fiihrt zu der Annahme, dass TFF1
eine Schutzfunktion hat und auch bei Wundheilungsprozessen des Gewebes eine wichtige
Rolle spielt (Kjellev 2009). Dazu passen auch veroffentlichte Ergebnisse, dass TFF1 eine
motogene Wirkung hat (Marchbank et al. 1998). AuRerdem wird TFF1, wie auch die anderen
TFF-Peptide, mit Muzinen zusammen sezerniert (Ruchaud-Sparagano et al. 2004). Dies stiitzt
die These, dass die TFF-Peptide eine wichtige Rolle fir die Mukusbarriere spielen
(Marchbank et al. 1998). Aber auch wenn diese Funktionen viel beschrieben sind, ist noch

nicht hinreichend geklart, welcher Mechanismen dahinter stecken.

TFF1 besitzt nur eine TFF-Domane. Dabei bilden die Aminosauren 7 bis 17 die erste
Schleife, die Aminosduren 18 bis 32 die zweite, und die dritte Schleife wird von den
Aminosdauren 33 bis 44 gebildet. Die TFF-Domane wird von sechs intramolekularen

Disulfidbriicken gebildet, wahrend das siebte Cystein ungepaart an Position 58 des
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C-Terminus liegt, in einem Bereich, der sehr beweglich ist und eine hohe Anzahl an
Glutaminsauren (vier) aufweist. TFF1 enthalt nur wenig ausgepréagte Sekundarstrukturen, eine
kurze a-Helix (23-31) und zwei entgegengesetzt verlaufende B-Faltblétter (33-35, 43-45).
Zusétzlich hat das humane TFF1 eine hydrophobe Tasche, die von den Aminoséuren Phe-19,
Pro-20, Pro-42 und Try-43 gebildet wird (Polshakov et al. 1997). Diese Tasche wurde als
mogliche Bindungsstelle fiir Zuckerreste beschrieben und konnte tber eine lektinartige
Bindung unter anderem Muzine binden (Hanisch et al. 2014; Polshakov et al. 1997).
Interessanterweise wird vor allem das TFF1-Homodimer als biologisch aktiv beschrieben
z. B. bei der Zellmigration (Marchbank et al. 1998; Thim et al. 2002). Das Homodimer ist
uber den freien Cysteinrest (Cys-58) uber eine Disulfidbriicke verkniipft, wobei beide
TFF-Doménen nicht miteinander interagieren. Trotz der Homodimerisierung Uber eine
Disulfidbriicke an Cys-58 bleibt der C-Terminus sehr variabel. Der Abstand des o-C-Atoms
von Pro-20 der zwei TFF-Doménen variiert dabei von 36-73 A und erméglicht so

wahrscheinlich die Bindung verschiedener Proteine (Williams et al. 2001).

Loopl

Abb. 4: Darstellung des trefoil factor family 1 (TFF1) Peptids.

Die sechs Cysteine in der TFF-Domédne sind in gelb dargestellt (Disulfidpaarung: Cys7-Cys33, Cys17-Cys32, Cys27-Cys44).
Das siebte Cystein (Cys-58), im Experiment durch ein Serin ersetzt, in Griin. Die hydrophobe Tasche ist in Blau dargestellt
(Phe-19, Pro-20, Pro-42 und Trp-43). Die Struktur wurde mit PyMOL erstellt (pdb-code: 1PS2). (Polshakov et al. 1997)

Als moglicher Bindungspartner wurde MUCS5AC beschrieben, das zusammen mit TFF1 in
das Magenlumen sezerniert wird (Ruchaud-Sparagano et al. 2004). Neben dem Homodimer
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und dem Monomer von TFF1 wurde auch ein Heterodimer mit Gastrokin-2 (GKN2)
beschrieben (Kouznetsova et al. 2007a; May et al. 2009; Westley et al. 2005). GKN2 ist
ebenfalls Uber eine Disulfidbriucke kovalent an TFF1 gebunden. Dieses Heterodimer ist
allerdings nicht mit dem Mukus assoziiert (May et al. 2009; Ruchaud-Sparagano et al. 2004).
Bisher sind also drei verschiedene Entitdten des TFF1 beschrieben: ein TFF1-Homodimer,
das an das Muzin MUC5AC und an Helicobacter pylori bindet (Clyne et al. 2004; Reeves et
al. 2008; Ruchaud-Sparagano et al. 2004), ein TFF1-Monomer, fir welches noch keine
biologische Aktivitdt bzw. nur geringe biologische Aktivitat gezeigt wurde sowie ein TFF1-
GKN2-Heterodimer (May et al. 2009; Westley et al. 2005). Das Mengenverhéltnis dieser drei
Entitaten schwankt dabei in der Literatur (May et al. 2009; Newton et al. 2000; Ruchaud-
Sparagano et al. 2004).

1.3 Muzine

Der Mukus Kleidet innere Hohlorgane aus und schiitzt das darunter liegende Epithel gegen
aulRere Einflusse, z. B. Saure, Enzyme oder Bakterien. Der Mukus besteht aus Wasser, Salzen,
Immunglobulinen, sezernierten Proteinen und vor allem Muzinen (Bansil et al. 1995). Die
Muzine sind extrem groRe, langgestreckte Glykoproteine, die zu mindestens 50 % aus
O-glykosidisch gebundenen Zuckern bestehen (Dekker et al. 2002; van Klinken et al. 1998).
Der Proteinanteil ist unterschiedlich grof} und wird als Apomuzin bezeichnet (Bansil et al.
1995; Strous and Dekker 1992). Die Muzine zeichnet eine PTS-Region (Prolin, Threonin,
Serin) aus, die aus tandem repeats aufgebaut ist (Pigman et al. 1973). Die tandem repeats sind
zwischen 8-169 Aminoséauren lang und machen den grofiten Teil des Apomuzins aus (Gum
1992). An diese Threonin- und Serin-reichen Sequenzen sind dann die Zucker O-glykosidisch
gebunden und geben dem Glykoprotein seine langgestreckte Struktur (Dekker et al. 2002).
Man unterscheidet dabei zwei Gruppen von Muzinen: die Transmembran-Muzine (wie z. B.
MUCL1, MUC3 und MUC4) und die sezernierten, gelbildenden Muzine (wie z. B. MUC2,
MUCS5AC, MUC5B, und MUCSG6) (Dekker et al. 2002). Die Gene fir diese vier sezernierten,
gelbildenden Muzine liegen alle auf Chromosom 11p15.5 (Pigny et al. 1996). Sie
unterscheiden sich in ihrem Aufbau von den Transmembran-Muzinen. Die sezernierten
Muzine haben an N- und C-Terminus vonWillebrand-Faktor(vVWF)-ahnliche Domanen, sowie
weitere charakteristische, Cystein-reiche Regionen am C-Terminus (Perez-Vilar and Hill

1999). Diese Doménen sind konservierter als die PTS-Regionen und wichtig fur die
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Oligomerisierung der Monomere um eine viskdse, schutzende Schicht ber dem
Epithelgewebe zu bilden. (Ambort et al. 2012; Dekker et al. 2002).

NAIANAANIANTS

P N f

I Signalsequenz I Cystein-reiche Sequenz
. VWE-D-Domine I autok-atalytische proteolytische
Schnittstelle
1 i Zucketreste Cystein-reiche C-terminale
Sequenz

|| PTS-Region

Abb. 5: Schematische Darstellung eines sezernierten Muzins MUC5AC.
Nach Hollingsworth and Swanson 2004; Rose and VVoynow 2006

Die im Magen vorkommenden sezernierten Muzine sind MUC5AC und MUCG6 (Nordman et
al. 2002). MUC2 dagegen kommt hauptsachlich im Darm vor. (Audie et al. 1993; Nordman et
al. 2002). MUC5AC wird dabei von den Oberflachenepithelzellen und MUC6 von den
Nebenzellen sezerniert. Die gelbildende Mukusschicht schitzt das Epithel vor der
Magenséure und den Verdauungsenzymen (Bolés et al. 1995; Ho et al. 1995; Nordman et al.
2002). MUC6 wird in den gleichen Zellen wie TFF2 synthetisiert und MUCS5AC in den
gleichen Zellen wie TFF1 (Bolds et al. 1995; Hanby et al. 1993; Kouznetsova et al. 2011;
Nordman et al. 2002; Rio et al. 1988). MUC5AC und MUCG6 unterscheiden sich dabei in der
GroRe und der Glykosylierung; dies ist moglicherweise wichtig fir die Funktion der
Mukusschicht (Nordman et al. 2002).

1.4 FCGBP

FCGBP (IgG Fc binding protein) ist ein groRes Protein mit 5405 Aminosduren und hat ein
Molekulargewicht von tiber 500 kDa. Wie der Name schon beschreibt kann es den Fc-Teil des
Immunglobulin G (1gG) binden; es bindet allerdings keine anderen Immunglobuline wie IgA
oder IgM (Harada et al. 1997). Wie die TFFs und Muzine ist FCGBP ebenfalls ein
extrazelluldres Protein und wird hauptsdchlich von den Becherzellen des Darms und den
Oberflachenepithelzellen des Magens sezerniert (Kobayashi et al. 1991). Das Protein besteht

zu einem groRen Teil aus 13 tandem repeats, die jeweils aus etwa 400 Aminoséuren
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aufgebaut werden und reich an Cysteinen (8 %) sind. Die 13. Domane ist allerdings verkirzt
gegentiber den anderen 12 Domanen (Albert et al. 2010; Harada et al. 1997; Johansson et al.
2009). Diese Doméanen weisen eine groRe Ahnlichkeit zu den VWF-D-Doménen auf, wie sie
z. B. auch in MUC2 vorkommen. Die ersten 11 Domanen enthalten die Aminosauresequenz
GDPHY, eine moglich Schnittstelle, die autokatalytisch oder durch eine externe Protease
gespalten werden kann (Abb. 6) (Albert et al. 2010; Johansson et al. 2009). Die ersten 12
repeats enthalten die Sequenz CGLCGN die neben den VWF-Domanen auch typisch fir
Thioredoxin und der Proteindisulfidisomerase ist (Edman et al. 1985; Harada et al. 1997;
Holmgren 1985).

1 11 11

4 4 4 4 4
A} A} A A} h)
Rl H R2Z H R3 H R4 H R5 H R6 H R7T H R8 H R9 H RI0 H RI1 H R12 MRI3 =C

A
e
A
)
A
A

N

Abb. 6: Schematische Darstellung des FCGBP.

Die Markierungen (I-111) zeigen, dass diese drei Bereiche aus je 3 tandem repeats komplett identisch sind. Die roten Pfeile
zeigen, dass in diesen Doménen die Aminoséuresequenz GDPHY enthalten ist. Nach Albert et al. 2010; Harada et al. 1997;
Johansson et al. 2009

Des Weiteren enthdlt FCGBP sehr viele Threonin- und Serinreste und hat entsprechend viele
maogliche O- und N-Glykosylierungsstellen. Das Protein weist eine ungerade Anzahl an
Cysteinen (535) auf, was theoretisch intermolekulare Disulfidbriicken ermdglicht (Harada et
al. 1997; Kobayashi et al. 1991). Fir FCGBP sind bislang zwei Bindungspartner neben IgG
beschrieben: TFF3 und MUC2. Auch wenn die Funktion von FCGBP noch nicht vollstandig
verstanden ist, deuten die nachgewiesenen Bindungspartner darauf hin, dass FCGBP ein Rolle
beim Schutz des Epithels spielt (Albert et al. 2010; Johansson et al. 2009).

1.5 Gastrokine

Bislang sind drei Gastrokine bekannt, GKN1, GKN2 und GKN3. Alle sind in etwa 18 kDa
grofl3, haben eine etwa 100 Aminoséure umfassende BRICHOS Domane und werden fast
ausschlieBlich im Magen sezerniert (Du et al. 2003; Martin et al. 2003; Menheniott et al.
2010; Menheniott et al. 2013). Die Bezeichnung BRICHOS setzt sich aus den
Anfangsbuchstaben der drei Proteine Bri2 (Integral membrane protein 2B),
Chondromodulin-1 und Surfactant Protein C zusammen in denen die Domadne zuerst gefunden
wurde (Sanchez-Pulido et al. 2002). Die Gene fur diese Gastrokine liegen in einem Cluster
auf Chromosom 2p13.3, wobei im Menschen GKN3 nicht transkribiert wird (Menheniott et

al. 2013). GKN1 wurde zundchst unter verschiedenen Namen beschrieben, unter anderem als
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CAll, AMP-18 (Antral Mucosal Protein), foveolin und TFIZ2 (trefoil factor interactions(z))
(Martin et al. 2003; Oien et al. 2004; Westley et al. 2005; Yoshikawa et al. 2000). GKN2 ist
ebenfalls von verschiedenen Gruppen entdeckt worden und hat entsprechend auch
unterschiedliche Namen wie GDDR (down-regulated in gastric cancer), blottin bzw. TFIZ1
(Baus-Loncar et al. 2007; Du et al. 2003; Otto et al. 2006; Westley et al. 2005). Die
Gastrokine 1 und 2 werden im Magen, ebenso wie TFF1, von den Oberflachenepithelzellen
der Korpus/Fundus- und der Antrumdriisen sezerniert (Du et al. 2003; Kouznetsova et al.
2007a; Martin et al. 2003). Die fir die Funktion der Gastrokine wichtige BRICHOS-Domaéne
kommt in verschiedenen Proteinfamilien vor. Sie enth&lt ein konserviertes Paar von
Cysteinresten und spielt eine Rolle bei verschiedenen Erkrankungen wie akutem
Lungenversagen, Demenz oder Tumorerkrankungen. Proteine mit einer BRICHOS Doméne
werden entweder sezerniert oder enthalten eine Transmembrandomdne am N-Terminus. Es
wird vermutet, dass sie als Chaperone wirken und eine Funktion bei der Proteinfaltung, beim
intrazelluléren Transports oder der Sekretion haben kdnnten (Hedlund et al. 2009; Sanchez-
Pulido et al. 2002). Fiur die Gastrokine (GKN1 und GKN2) wurde gezeigt, dass bei
Magentumoren die Genexpression herunterreguliert ist und nach Behandlung von H. pylori
Infektionen hochreguliert wird (Du et al. 2003; Oien et al. 2004; Resnick et al. 2006).
Funktionen wurden bisher hauptséchlich fir GKN1 beschrieben. So wirkt GKN1 als
Tumorsuppressor indem es die epithelial-mesenchymale Transition verhindert (Yoon et al.
2011). AulRerdem konnte fir GKNL1 eine mitogene und motogene Wirkung gezeigt werden.
Dies konnte darauf hin deuten, dass sie dhnlich wie TFF1 eine Rolle bei der Wundheilung
spielen (Martin et al. 2003; Menheniott et al. 2013; Toback et al. 2003). GKN2 besitzt im
Gegensatz zu GKN1 eine ungerade Anzahl an Cysteinresten (finf) und kann so
intermolekulare Disulfidbriicken ausbilden. So bindet es z. B. an TFF1 und wirkt als
Tumorsuppressor in der heterodimeren Form (May et al. 2009; Westley et al. 2005). Das
Heterodimer ist nicht direkt an den Mukus gebunden, ist aber wichtig fur den Schutz der
darunterliegenden Mukosa. (Kouznetsova et al. 2007a; Otto et al. 2006; Westley et al. 2005).

1.6 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori ist ein 3 um groRes, Gram-negatives, mikroaerophiles, spiralférmiges
Stébchenbakterium. Es besitzt 4-6 GeiReln und ist wie alle Gram-negativen Bakterien von
einer Lipopolysaccharidschicht (LPS) umgeben (Li et al. 2016; Marshall and Warren 1984).
Ungefahr 60 % der gesamten Weltbevodlkerung sind mit H. pylori infiziert (Hooi et al. 2017).
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H. pylori kolonisiert fast ausschliellich den Magen, fihrt zu Gastritis und kann zu
Geschwiren im Zwolffingerdarm fiihren. AuBerdem besteht bei Infektion das Risiko, ein
Magenkarzinom auszubilden, weshalb H. pylori auch als Klasse | Karzinogen klassifiziert ist
(Atherton 2006; Working Group in Lyon 1994). H. pylori kolonisiert dabei die tieferen
Schichten des Mukus, in denen der pH etwa neutral ist, also knapp oberhalb des Epithels
(Schreiber et al. 2004). Dabei ist das Bakterium an MUC5AC und an das TFF1-Homodimer
gebunden (Clyne and May 2019; Hidaka et al. 2001; Reeves et al. 2008). Das TFF1-
Homodimer interagiert spezifisch tber eine lektinartige Bindung mit dem RF-LPS (rough-

form) von H. pylori (Reeves et al. 2008).
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2. Zielsetzung

Zunéchst in der Brustkrebszelllinie MCF-7 entdeckt, geht man mittlerweile davon aus, dass
TFF1 als gastraler Tumorsuppressor wirkt (Jakowlew et al. 1984; Park et al. 2000; Shi et al.
2006; Soutto et al. 2011). So bilden alle Tff1“°-Mause Adenome im Antrum, die zu 30 % zu
Karzinomen fuhren (Lefebvre et al. 1996). Die genaue Funktion von TFF1 ist nicht
vollstandig verstanden. Mdglicherweise spielt vor allem das TFF1-GKN2-Heterodimer eine
entscheidende Rolle, da es anti-proliferative und pro-apoptotische Wirkung zeigt und in der
Literatur haufig als die Hauptentitat des TFF1 beschrieben ist (Kim et al. 2017; Kouznetsova
et al. 2007a; Newton et al. 2000; Westley et al. 2005).

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Biosynthese von TFF1 aufzuklaren und besser zu
verstehen. Im Mittelpunkt sollte dabei die Identifizierung und Charakterisierung
verschiedener TFF1-Formen stehen um Rickschlusse auf die Funktion von TFF1 ziehen zu

kdnnen.

Dazu sollte TFF1 aus verschiedenen Gewebeproben von Magen Korpus und Magen Antrum
gereinigt und die verschiedenen TFF1-Formen (ber Western Blots identifiziert werden.
Zusétzlich sollten mit Hilfe von in vitro Bindungsstudien mit synthetischem TFF1-Monomer

und TFF1-Homodimer die Bindung an den Mukus und H. pylori charakterisiert werden.
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3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, falls 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) in der Reinheit pro analysis (p.a.) bezogen.
Alle Nahrmedien, Lésungen, Gele und Puffer wurden mit deionisiertem Wasser (Ultra Clear
TWEF Reinstwassersystem, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Barsbdittel,
Deutschland) hergestellt. Flr die chromatographische Proteinreinigung wurden die Puffer mit
Hilfe eines Millipore Express® PLUS (PES) Filter (Porengrofle 0,22 um; Merck;
Deutschland) filtriert und vor den Sdulenldufen 15 min im Ultraschallbad (TranssonicT460/H,
Elma Schmidbauer GmbH, Singen Deutschland) entgast.

3.1.2 Gewebe

Alle Experimente und Versuche wurden von der Ethikkommision der Medizinischen Fakultat
der Universitdt Magdeburg genehmigt und folgten den Grundsédtzen der Erklarung von
Helsinki. Die Patientenaufklarung vor den chirurgischen Eingriffen erfolgte durch Prof. Dr.
med. Frank Meyer (Universitatsklinik fur Allgemein-, Viszeral- und Geféal3chirurgie,
Magdeburg). Die histopathologischen Untersuchungen der Gewebeproben wurden von Herrn
Prof. Dr. med. Thomas Kalinski (ehemals Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum
Magdeburg), Frau OA Dr. med. A. Lemke (Institut fiir Pathologie, Universitatsklinikum
Magdeburg) und Frau OA Prof. Dr. med. Doérthe Jechorek (Institut fiir Pathologie,
Universitatsklinikum  Magdeburg) durchgefuhrt. Die Proben wurden nach den

histopathologischen Untersuchungen bei -80 °C gelagert.

Die Gewebeproben vom Schwein (Biohof Gut Glisig, Gut Glusig GmbH, Ackendorf, OT
Glusig) wurden, unter der fachlichen Anleitung von Herrn Prof. Dr. med. Thomas Kalinski
(ehemals Institut fiir Pathologie, Universitatsklinikum Magdeburg), selbststandig enthommen

und bei -80 °C gelagert.

Die Mégen der Mause (WT mit gemischtem Hintergrund aus 129/Sv and C57BL/6 (Fu et al.

2015)) wurden von Herrn Franz Salm (Institut fur Molekularbiologie und Medizinische
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Chemie, Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg) entnommen und ebenfalls bei -80 °C

gelagert.

Die Magenproben des Xenopus laevis (X. laevis) wurden von Wolfgang Jagla, ehemaliger
Mitarbeiter des Instituts fir Molekularbiologie und Medizinische Chemie, Otto-von-
Guericke-Universitat Magdeburg, entnommen und ebenfalls bei -80 °C gelagert (Jagla et al.
1998).

Die Magensaftproben stammen von Herrn Prof. Dr. Peter Malfertheiner (ehemaliger Leiter
der Klinik fir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitatsklinikum

Magdeburg).

Die Zell-Lysate und Lipopolysaccharid (LPS)-Proben von H. pylori wurden von Frau Dr.
Nicole Tegtmeyer (Lehrstuhl fur Mikrobiologie (Prof. Dr. Backert), Friedrich-Alexander

Universitat, Erlangen-Nirnberg) bereitgestellt.

3.1.3 Antikorper

Fur die immunologischen Nachweise von TFF1 wurden die Antikdrper in Tab.3.1 verwendet.
Alle Antikorper gegen TFF1 sind polyklonal. Die zur Herstellung verwendeten
Peptidsequenzen wurden dazu an das Protein Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) gekoppelt
und den Tieren gespritzt. Die AntikOrper gegen humanes TFF1 und Tffl aus der Maus
wurden gereinigt, wahrend der Antikdrper gegen TFF1 aus dem Schwein als Endserum
eingesetzt wurde. Fir den Nachweis von GKN2 wurde ebenfalls ein polyklonaler Antikdrper
verwendet (Tab.3.1). Fur die Immunisierung wurden allerdings zwei an KLH gekoppelte
Peptidsequenzen injiziert. Der GKN2 Antikorper wurde als Endserum eingesetzt. Fir den
Nachweis des Fc fragment of IgG binding protein (FCGBP) wurde ein kommerzielles
polyklonales Antiserum PAP389Hu01 (Cloud-Clone Corp., Katy, TX, USA) in der
Verdinnung 1 pg/ml verwendet. Der Nachweis der Primarantikorper erfolgte mit einem
Peroxidase gekoppelten Sekundérantikorper anti-Kaninchen-IgG (H+L) (PI-1000, Vector
Laboratories, Burlingame, USA). Fur den polyklonalen Primérantikdorper GKN1 wurde der
Sekundérantikorper anti-Schaf-IgG  (H+L) (Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) genutzt. Alle verwendeten Verdinnungen sind in Tab.3.1 angegeben. Fir die
kompetitiven Inhibierungen sind die fir die Immunisierungen verwendeten, synthetischen

Peptide eingesetzt worden.
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Tab.3.1: verwendete Primdr und Sekundéarantikdrper

Name Peptid Kopplung Verdinnung Literatur/Hersteller
a-hTTF1-1 FYPNTIDVPPEEECEF KLH 1:1000/1:200 (Kouznetsova et al.
2007b)

a-pTFF1-1 FNPVAVDDPTDNEECLL KLH 1:3000
a-mTFF1-1 FYPNTIDVPPEEECEF KLH 1:1000 (Fu et al. 2013)

a-xP1-1 FYPRATPEC KLH 1:3000 (Jagla et al. 1998)
a-hTFF2-2 FFPNSVEDCHY KLH 1:1000 (Jagla et al. 2000)
a-hTFF3-8 FKPLQEAECTF KLH 1:1000 (Jagla et al. 2000)
a-GKN1-1 1:5000 (Oien et al. 2004)
a-hGKN2-1 CSSTTIFDYKHGYIASRV KLH 1:3000 (Kouznetsova et al. 2007a)

LSRRA (58-80)
CKHIPLYKGEVVENTHN
VGA (143-162)

a-hMUC5AC-2 RNQDQQGPFKMC KLH 1:2000 (Kouznetsova et al. 2004)
a-hFCGBP (5176-5344) Cloud-Clone Corp
(PAP389Hu01)
a-Kaninchen - Peroxidase 1:4000 Vector Laboratories
(H+L) (P1-1000)
a-Schaf (H+L) Peroxidase 1:5000 Merck KGaA
(Calbiochem)

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um einen Antikorper fir das TFF1-Peptid im Schwein zu generieren, musste zunéchst die
Sequenz, die fir den C-terminalen Bereich des Peptids codiert, Uberprift werden. Dafir
wurde eine PCR durchgefiihrt um die bereits am Lehrstuhl vorhandene cDNA (Dr. Eva
Znalesniak, Institut fir Molekularbiologie und Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg) fir die spatere Ligation zu amplifizieren. Die verwendeten Primer
sind in Tab.3.2 angegeben. Die Reaktionszusammensetzung ist in Tab.3.3 angegeben.

Tab.3.2: verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenz Quelle
MB2156 (fw) AAGGTGATCGGTGTCCTGG Metabion
MB2322 (rv) ACTCTTCCCTCTCCTGAGGC Metabion
MB2323 (rv) CAGACAGCGAGTTCAGGCTC Metabion

oligodT ThermoScientific

Tab.3.3: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes

Volumen Quelle
10x Puffer (DreamTagGreen) 2ul ThermoScientific
dNTPs (2mM) 2ul ThermoScientific
Primer jeluyl Metabion
cDNA 2ul
DreamTaq Polymerase 0,3 ul ThermoScientific
DEPC-Wasser 11,7 ul
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Um zu verhindern, dass die Komponenten der PCR beim Erhitzen verdampfen, wurde ein
Tropfen Ol auf den Ansatz gegeben. Dann wurde die Reaktion im Robocycler Gradient 96
(Stratagene, Heidelberg, Deutschland) mit dem in Tab.3.4 dargestelltem Programm gestartet.

Tab.3.4: Programm fiir die PCR

Temperatur Zeit

initiale Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 30 sec
Primer-Annealing 60 °C 45 sec
Elongation 72 °C 60 sec
finale Elongation 72 °C 10 min

Das Programm lief mit 35 Zyklen. Um zu Uberprifen, ob die cDNA amplifiziert wurde,
wurden die erhaltenen PCR-Produkte auf ein 1,5 %iges Agarosegel (Kapitel 3.2.2)
aufgetragen und anschlieend bei -20 °C gelagert worden.

3.2.2 Agarosegelelektrophorese

Laufpuffer (0,5x TAE): 20 mM Tris
0,5 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) pH 8
10 mM konz. Essigsdure
Standard: GeneRuler 100bp Plus (ThermoScientific, Waltham,

Massachusetts, USA)
Fur die Trennung der PCR-Produkte, sowie zur Uberpriifung des Restriktionsverdau wurde
eine Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt. Dafiir wurde ein 1,5 % (w/v) Agarosegel
(Agarose for DNA Electrophoresis research grade, Serva, Heidelberg, Deutschland) mit 0,1 %
Ethidiumbromid und 0,5x TAE-Puffer gegossen. Das Agarosegel lief fur 30 min bei 150 V.
AnschlieBend wurde es mit dem Geldokumentationssystem Herolab E.A.S.Y RH3 (Herolab,
Wiesloch, Deutschland) dokumentiert.

3.2.3 Ligation

Die in der PCR erhaltenen Produkte wurden in einen Vektor ligiert. Dazu wurde der in
Tab.3.5 beschriebene Ansatz verwendet. Die Komponenten wurden gemischt und 15 min bei
RT inkubiert.
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Tab.3.5: Zusammensetzung des Ligationsansatzes

Volumen Quelle
2x Puffer (rapid ligation) 5ul Promega
pGEM-T-Vektor 1l Promega
PCR-Produkt 3ul
T4-DNA-Ligase 1l Promega

3.2.4 Transformation

Fur die Transformation wurden 10 pl des Ligationsansatzes zu 100 pl kompetenter Zellen
E.coli TOP10 (IBA GmbH, Gottingen, Deutschland) gegeben und dann fur 10 min auf Eis
gestellt. AnschlieRend wurde der gesamte Ansatz fur 45sec bei 42 °C im Wasserbad
inkubiert. Danach wurde 1ml SOC-Medium (Super Optimal broth with Catabolite
repression, Bioline, London, England) zum Ansatz gegeben, gemischt und in 15 ml Rohrchen
fir 1 h bei 37 °C und 180 U/min inkubiert. Um die Klone im Blau-Weil3-Screening spéater
unterscheiden zu koénnen wurden auf die Agarplatten (LB-Medium mit Agar (Lennox),
SigmaAldrich, St Louis, USA) 40 pl einer 7,5 % X-Gal-Ldsung (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-
B-D-galactopyranosid) und 40l einer 100 mM  IPTG-L6sung  (lsopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid) ausgestrichen. Die kompetenten Zellen wurden danach auf die

Agarplatten (Ampicillin 100 pg/ml) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C kultiviert.

3.2.5 Klonierung

Durch das Blau-WeilRR-Screening konnten die Klone (weiR) auf der Agarplatte identifiziert
werden, die das Plasmid mit dem PCR-Fragment aufgenommen hatten. Diese Klone wurden
abgenommen und in ein 2 ml LB-Medium (LB-Medium (Lennox), Ampicillin 100 pg/ml,
SigmaAldrich, St Louis, USA) uberfiihrt. Dann wurden sie N bei 37 °C und 180 U/min

inkubiert.

3.2.6 Praparation der Plasmid-DNA

Die Plasmidisolierung wurde nach dem Protokoll des Herstellers mit dem Kit peqGOLD
Plasmid Miniprep Kit | (PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)
durchgefiihrt. Dazu wurden 2 ml Zellkultur in ein Reaktionsgefal uberfihrt und fur 10 min
bei 5000 x g zentrifugiert. Der Uberstand ist verworfen worden. Das Pellet wurde in 250 pl

Solution | / RNase resuspendiert, anschliefend 250 pl Solution Il zugegeben und 10-mal
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invertiert. Dann wurden 350 pl Solution 111 zugegeben und erneut 10-mal invertiert. Danach
wurde fiir 10 min bei 10000 x g zentrifugiert und der Uberstand auf die mitgelieferten Saulen
geladen und 1 min bei 10000 x g zentrifugiert. Die S&ule ist anschlielend gewaschen worden.
Dazu wurden 500 pl Waschpuffer auf die Saule gegeben und erneut zentrifugiert (10000 x g,
1 min). Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule durch erneute Zentrifugation
(10000 x g, 2 min) getrocknet. Diese wurde dann in ein neues 1,5ml Reaktionsgefal
uberfuhrt und mit 30 pl sterilem Wasser, durch Zentrifugation (5000 x g, 1 min), eluiert. Die
Konzentration der isolierten Plasmide wurde mit einem NanoDrop 1000 Spektrophotometer
(Thermo Scientific/PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) bestimmt und die
Plasmide dann bis auf weiteres bei -20 °C gelagert. Nach der Kontrolle durch den
Restriktionsverdau wurden die Plasmide mit dem enthaltenen PCR-Fragment zur
Sequenzierung (Dr. Martin Meixner, Institut fir Biologie, Abt. Genetik, Humboldt Universitét

Berlin) eingeschickt.

3.2.7 Restriktionsverdau

Um zu Uberprifen, ob das PCR-Fragment tatséchlich in das Plasmid inseriert wurde, wurde
ein Restriktionsverdau durchgefuhrt. Dazu wurde der in Tab.3.6 angegebene Ansatz fur 2 h
bei 37 °C inkubiert.

Tab.3.6: Zusammensetzung des Restriktionsansatzes

Volumen Quelle
10x Puffer (EcoRlI) 2,5ul BioLabs
EcoRl 1l BiolLabs
Plasmid-DNA 3ul
DEPC-Wasser 18,5 ul

Nach der Inkubation wurden 9 ul des Verdaus mit 1 ul Probenpuffer gemischt und auf ein

1,5 %iges Agarosegel aufgetragen (Kapitel 3.2.2).

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Proteinextraktionen

Extraktionspuffer 1: 20 mM Tris/HCI, pH 7.0
(S75HL) 30 mM NacCl
0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
0,1 pg/ml Leupeptin
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Extraktionspuffer 2: 20 mM Tris/HCI, 7.0

(ResQ) 0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
1 pg/ml Leupeptin

Um das humane Gewebe aufzuschlieen, wurde zundchst zu dem abgewogenem Gewebe
(~0,2g) das 5fache Volumen (w/v) an Extraktionspuffer zugegeben. Es wurde ein
Extraktionspuffer mit pH 7 verwendet, falls es im Ergebnisteil nicht anders erwéhnt wurde.
Nach Abkuhlen mit flissigem Stickstoff wurde das Gewebe mit dem Precellys 24 (peglab
Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland) aufgeschlossen (3x10sec, 6800 rpm, 30sec Pause). Die
ubriggebliebenen Gewebeteilchen wurden durch Zentrifugation (16000 x g, 10 min, 4 °C)
(Hettich Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) abgetrennt. Der Uberstand wurde
abgenommen und im Volumenverhdltnis 1:1 (v/v) mit Chloroform versetzt, gevortext und
erneut zentrifugiert (16000 x g, 10 min, 4 °C), um so die Fette abzutrennen. Der Uberstand
wurde abgenommen und entweder auf ein SDS-PAGE aufgetragen (siehe Kap. 3.3.3), oder
mittels Chromatographie (siehe Kap. 3.3.15 und 3.3.16) weiter gereinigt. Im Folgenden
wurden diese Extrakte als Gesamtextrakt En bezeichnet. Die Gesamtextrakte En von
Lymphknoten, Milz, Knochenmark und Thymus des Schweins wurden von Herrn René
Stirmer (Institut fur Molekularbiologie und Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg) bereitgestelit.

Fur den schonenden Aufschluss des Gewebes mit Mdrser und Pistill (Extraktion Morser),
wurden ~0,2 g Gewebe mit flissigem Stickstoff versetzt und fein gerieben. Dann wurde das
S5fache (w/v) Volumen an Extraktionspuffer zugegeben und zentrifugiert (16000 x g, 10 min,
4 °C). Dies ersetzt den Aufschluss mit dem Precellys 24, ansonsten wurden die gleichen
Schritte (siehe oben) durchgefihrt.

Als alternative Extraktion der Proteine aus dem humanen Gewebe wurde eine mehrstufige
Extraktion durchgefiihrt. Dazu wurde das Gewebe wie oben beschrieben mit 5fachem
Volumen (w/v) Extraktionspuffer versetzt und fur 1h bei 4°C im Karussellschittler
inkubiert. AnschlieBend wurde fir 10 min bei 4 °C und 16000 x g zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Dieser Extrakt ist im Folgenden als Extrakt EO bezeichnet. Das
Pellet wurde danach erneut mit dem 5fachem Volumen (w/v) an Extraktionspuffer versetzt
und mit dem Precellys 24 aufgeschlossen. Dann erfolgte eine weitere Zentrifugation
(16000 x g, 10 min, 4 °C). Dieser Uberstand wurde als Extrakt E1 bezeichnet. Das Pellet
wurde wieder mit dem 5fachem Volumen (w/v) an Extraktionspuffer versetzt und mit 1 %

SDS resuspendiert. Dann erfolgte eine weitere Zentrifugation (16000 x g, 10 min, 4 °C). Der
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Uberstand nach Zentrifugation wurde als Extrakt E2 bezeichnet. Da dieser Zwischenschritt
keine zusatzliche Trennung ergab wurde er fur die hier gezeigten Chromatographien
weggelassen. Das Pellet wurde in 2,5fachem Volumen des (w/v) Extraktionspuffer mit 1 %
SDS geldst und fur 30 min bei 50 °C inkubiert. AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert
(16000 x g, 10 min, 4 °C) und der Uberstand abgenommen. Das entstandene Pellet wurde ein
weiteres Mal mit 2,5fachem Volumen des (w/v) Extraktionspuffer mit 1 % SDS gemischt und
5 min gekocht. Dann wurde ein letztes Mal zentrifugiert (16000 x g, 10 min, 4 °C) und der
Uberstand abgenommen (Extrakt E4). Alle funf erhaltenen Uberstande wurden, wie oben
beschrieben, mit Chloroform gereinigt. Die Uberstande (E3 und E4) der letzten zwei
Extraktionsschritte wurden vereinigt. Diese vereinigten Uberstande wurden als Extrakt E3-E4
bezeichnet. Falls E3 und E4 getrennt aufgetragen wurden, wurden die Pellets ebenfalls im
5fachen Volumen gelost. Die erhaltenen Uberstande wurden dann entweder auf eine SDS-
PAGE (siehe Kap. 3.3.3), ein Agarosegel (siehe Kap. 3.3.4) oder eine Chromatographie-Saule
(siche Kap. 3.3.15 und Kap. 3.3.16) gegeben. Alle Anderungen, die fir einzelne
Chromatographien vorgenommen wurden sind im Ergebnissteil festgehalten.

Gewebe
Waschen bei 4°C

Extrakt E0 Pellet
Precellys 24

Extrakt E1 Pellet
1% SDS gelost

Extrakt E2 Pellet
1% SDS bei 50°C, 30 min gelost

Extrakt E3 Pellet
1% SDS be1 100°C, 5 min gelost

Extrakt E4 Pellet

Abb. 7: Schematische Darstellung der mehrstufigen Extraktion.
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Fur die Analyse der Magensaftproben wurden 2ml des Magensaftes mit 3 ml des
Extraktionspuffers (Extraktionspuffer 1 bei pH 6, S75HL) versetzt. AnschlieRend wurden die
Proben auf 2 ml Eppendorfgefale aufgeteilt (je 1 ml) und zentrifugiert (16000 x g, 10 min,
4 °C). Danach wurden die fiinf Uberstande bzw. die entsprechenden Pellets getrennt
analysiert.

Die funf Uberstande wurden dann wie oben beschrieben 1:1 mit Chloroform versetzt,
gevortext und erneut zentrifugiert (16000 x g, 10 min, 4 °C). Zum Schluss wurden die
Uberstande vereinigt (F-1) und dann auf eine SDS-PAGE (siehe Kap. 3.3.3) oder eine
GroRenausschlusschromatographie-Séule (siehe Kap. 3.3.15) aufgetragen.

Die flnf Pellets der Magensaftproben wurden uber Nacht bei 37 °C mit 0,1 % SDS (jeweils
500 ul) behandelt. AnschlieBend wurden die gelosten Proben 1:1 mit Chloroform versetzt,
gevortext und abzentrifugiert (16000 x g, 10 min, 4 °C). Diese Proben wurden dann ebenfalls
zum Vergleich auf eine SDS-PAGE (siehe Kap. 3.3.3) aufgetragen.

3.3.2 TRIzol®-Extraktion

Waschlésung: 0,3 M Guanidinhydrochlorid
95 % Ethanol

Die TRIzol®-Extraktion wurde mit TRIzol® Reagenz wie vom Hersteller (ambion® by life
technologies™, Waltham, Massachusetts, USA) empfohlen durchgefiihrt. Dazu wurden 0,1 g
humanes Gewebe in 1 ml TRIzol® geldst, mit Stickstoff gekiihlt und mit dem Precellys 24
homogenisiert. Dann wurde fir 10 min mit 12000 x g bei 4 °C (Hettich Universal 30RF,
Hettich, Tuttlingen, Deutschland) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, bei
Raumtemperatur (RT) 5 min inkubiert, dann mit 0,2 ml Chloroform versetzt, anschlieend flr
15 sec mit der Hand geschuttelt, 3 min bei RT inkubiert und erneut bei 12000 x g, 10 min und
4 °C zentrifugiert. Es entstanden drei Phasen, die wéssrige Phase, welche die RNA enthalt,
wurde vollstandig abgenommen und bei -80 °C gelagert. Zu der Interphase und Phenolphase
wurden 0,3 ml Ethanol abs. gegeben und mehrfach invertiert. Dann erneut 3 min bei RT
inkubiert und bei 2000 x g, 5 min und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand enthélt das Protein,
das Pellet die DNA. Die DNA wurde bei -20 °C gelagert. Zu dem Uberstand wurden
anschlief’end 1,5 ml Isopropanol gegeben und 10 min bei RT inkubiert, um die Proteine zu
fallen. AnschlieBend wurde erneut bei 12000 x g, 10 min und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet mit 2 ml der Waschl6sung (siehe
oben) 20 min inkubiert und dann fir 5 min bei 7500 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt
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wurde noch zweimal wiederholt. Dann wurden 2 ml Ethanol abs. auf das Pellet gegeben und
wieder flr 20 min inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (7500 x g, 5 min, 4 °C) wurde das
Pellet etwa 10 min getrocknet und anschlieBend in Puffer gelost. Dazu wurden 500 pl
Extraktionspuffer mit 1 % SDS zum Pellet gegeben und 1 h bei 50 °C inkubiert bis sich das
Pellet nahezu gel6st hat. Die unldslichen Teile wurden durch eine Zentrifugation bei
10000 x g fur 10 min und 4 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde dann entweder auf eine
SDS-PAGE, ein Agarosegel oder eine Chromatographie-Séaule gegeben (siehe Kap. 3.3.3,
3.3.4,3.3.15, 3.3.16).

3.3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

1x SDS-Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8.5
(nach Laemmli) 190 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

4x RPP: 250 mM Tris/HCI, pH 6.8
(reduzierender Probenpuffer) 0,8 % (w/v) SDS
5 % (w/v) B-Mercaptoethanol
39 % (w/v) Glycerin
1 Sp Bromphenolblau

4x NRPP: 250 mM Tris/HCI, pH 6.8
(nichtreduzierender Probenpuffer) 0,8 % (w/v) SDS

39 % (w/v) Glycerin

1 Spatelspitze Bromphenolblau

Proteinstandard: Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

1x PBS-T: 10 mM NayHPO, (wasserfrei)/KH,PO,, pH 7.4
155 mM NaCl
0,1 % Tween20

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden
Proteine aufgrund ihrer GroRe voneinander getrennt. Dabei Uberlagert die Ladung von SDS
die Eigenladung der Proteine und gibt ihnen eine konstante, negative Ladung. Durch das
Kochen werden die Wasserstoffbriickenbindungen aufgespalten und die Proteine verlieren
ihre Tertiar- und Sekundarstruktur. Zusatzlich werden reduzierende Thiolverbindungen, wie
Dithiothreitol oder B-Mercaptoethanol, zugegeben um die Disulfidbriicken zu spalten. Zur

Trennung der Proteine wird ein diskontinuierliches Tris-HCI/Tris-Glycin-Puffersystem
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eingesetzt (Laemmli 1970). Dabei laufen die Proteine zunéchst bei neutralem pH ins
Sammelgel ein und werden dort konzentriert. Die Trennung erfolgt dann erst im Trenngel bei

einem leicht basischen pH-Wert (Lottspeich and Engels 2006).

Tab. 3.7: Zusammensetzung fur 15 % Polyacrylamidgele. Die Angaben reichen fiir 4 SDS-Gele

Trenngel (15 %) Sammelgel (6 %)

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 20 ml 2,5ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8.8 10 ml -

1 M Tris/HCI, pH 6.8 - 2,5ml
Hzodeionisiert 10 mi 712 ml
20 % SDS (Natriumdodecylsulfat) 200 pl 100 pl
10 % APS (Ammoniumpersulfat) 120 pl 100 pl
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 56 pl 10 pul

Die SDS-PAGE wurde verwendet um Gesamtextrakte und gereinigte Proteinfraktionen zu
analysieren (Laemmli 1970). Die Zusammensetzung der Gele (reicht fir vier SDS-
Polyacrylamidgele mit einer GréRe von 7,5 cm x 10 cm) ist in Tab.3.7 beschrieben. Um die
Gele zu gielRen wurde zundchst ein Fuligel erzeugt. Dazu wurde 1 ml des Trenngelansatzes
mit 5ul TEMED und 10 ul APS (zwei Gele) versetzt und in die GelgieRvorrichtung
gegossen. Nach Polymerisation des Fugels wurde das Trenngel gegossen und mit einem 1:1
(v/v) Gemisch aus Isopropanol und Wasser uberschichtet. Nach grundlichem Ausspiilen des
Isopropanols wurde das Sammelgel gegossen. Fir die Probenvorbereitung wurden alle Proben
mit einem 4x reduzierenden Probenpuffer (RPP) oder 4x nicht-reduzierenden Probenpuffer
(NRPP) im Verhaltnis 3:1 versetzt und 5 min gekocht. Als Molekulargewichtsstandard wurde
der Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) verwendet und 5 pl davon aufgetragen. Die SDS-Gelelektrophorese
wurde in der Gelkammer (Mini-PROTEAN® Tetra System) von Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) mit 1x SDS-Laufpuffer durchgefihrt. Zu
Beginn wurde eine Spannung von 70 V angelegt, bis die Lauffront das Trenngel erreicht
hatte, dann wurde die Spannung auf 100 V erhoht (Netzgerdt von Heinzinger Economy Line
LNG 35006, Amersham Parmacia Biotech, Freiburg, Deutschland). Nach der SDS-
Gelelektrophorese wurden entweder ein Western Blot (siehe Kap. 3.3.8), eine Silberfarbung
(siehe Kap. 3.3.7) oder eine Coomassie-Brillant-Blau-Farbung (siehe Kap. 3.3.6)
durchgefihrt. Die nicht-reduzierenden SDS-Gele wurden, wenn nicht extra erwahnt, vor dem
Elektroblot 5 min bei 55 °C in 1 % B-Mercaptoethanol in 1x PBS-T nachreduziert.
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3.3.4 Blue Native Gelelektrophorese

1x Anodenpuffer: 50 mM BisTris-HCI pH 7.0
1x Kathodenpuffer: 50 mM Tricine

15 mM BisTris

0,002 % (w/v) Serva Blue G-Ldsung
2x Probenpuffer Blue Native: 1 M 6-Aminocapronsaure

100 mM BisTris-HCI pH 7.0

100 mM NaCl

20 % Glycerin
0,1 % Serva Blue G250

Proteinstandard: Serva Native Marker Liquid Mix fur BN/CN
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

Fur die Blue Native Gelelektrophorese wird das SDS durch Coomassie Brillant Blue G250
ersetzt. Der Farbstoff ist negativ geladen, so dass sich negative Farbstoff-Protein-Komplexe
bilden. Dabei bleibt aber im Gegensatz zum SDS-Protein-Komplex die native Struktur der
Proteine erhalten. Die Proteine werden dann nur aufgrund ihrer Grol3e voneinander getrennt

(Schagger and Jagow 1991).

Fur die Blue Native Gelelektrophorese wurden die Proben 1:1 mit dem 2x Probenpuffer
gemischt. AnschlieRend wurden die Proben in die Taschen des 10x10cm groRen
Acrylamidgels (Acrylamidkonzentration: 3-12 % bzw. 4-16 %) gegeben und das Gel fir
10 min bei 50V in dem BlueVertical Prime ™-System (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland) laufen gelassen. Danach wurde die Spannung auf 200 V erhdht und
das Gel bis zur gewiinschten Lange laufen gelassen. Die Banden wurden anschlieBend mit
Coomassie-Brillant-Blau oder Silberfarbung gefarbt oder mit Hilfe des Western Blots auf eine

Nitrocellulosemembran Gbertragen (siehe Kap. 3.3.6 — 3.3.8).

Fur die 2D-Gelelektrophorese wurden die Banden ausgeschnitten und fir 10 min im 2x
reduzierenden Probenpuffer bei RT inkubiert. AnschlieRend fir 20 sec in der Mikrowelle
(MICROMAT Typ EEH8733, AEG-Electrolux, Nurnberg, Deutschland) aufgekocht und
erneut fur 15 min bei RT inkubiert. Die ausgeschnittene Bande wurde dann auf ein
Sammelgel ohne Taschen (siehe Kap. 3.3.3) aufgesetzt und die SDS-Gelelektrophorese wie in
Kapitel 3.3.3 beschrieben durchgefiihrt.
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3.3.5 SDS-Agarosegelelektrophorese

1x Agaroselaufpuffer: 40 mM Tris/HCI, pH 8.0
1 mM Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
0,1 % (w/v) SDS

4x Agaroseprobenpuffer: 40 mM Tris/HCI pH 8.0

1 mM EDTA

0,1 % (w/v) SDS

30 % (v/v) Glycerin

1 Sp Bromphenolblau
Zur  Trennung  groRBer  Proteine und  Proteinkomplexe  eignet sich  die
Agarosegelelektrophorese, da die Poren grofier als bei der SDS-PAGE sind und auch Proteine
mit einem Molekulargewicht von Uber 500 kDa in das Agarosegel einwandern konnen

(Lottspeich and Engels 2006).

Dazu wurde ein 1% (w/v) Agarosegel verwendet. Es wurde die entsprechende Menge
peqGOLD MegaBase Agarose (peglab, Erlangen, Deutschland) eingewogen und in 1x
Agaroselaufpuffer in der Mikrowelle (MICROMAT Typ EEH8733, AEG-Electrolux,
Nirnberg, Deutschland) aufgekocht. Die Agarose wurde dann bei RT auf dem
Taumelschittler (Heidolph Polymax 1040, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) geschdttelt, bis die Agaroselésung in etwa eine Temperatur von 40 °C erreicht
hatte. AnschlieRend wurde ein 7x15 cm Gel gegossen. Fiir die Probenvorbereitung wurden die
Proben in einem Verhdltnis von 3:1 mit dem Agaroseprobenpuffer versetzt. Die
Agarosegelelektrophorese wurde bei 40V in einer Bio-Rad Wide Mini-Sub Cell GT
Gelelektrophoreskammer (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) bei einer
Laufzeit von 1,75 h, durchgefiihrt. Nach der Agarosegelelektrophorese wurden die Proteine
mit Hilfe eines Kapillarblots auf die Nitrocellulosemembran ibertragen (siehe Kap. 3.3.8).

3.3.6 Coomassie-Brillant-Blau-Farbung

Der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau eignet sich zum Féarben von Proteinen in
Elektrophoresegelen. Dabei bindet der Farbstoff recht unspezifisch an kationische und
nichtpolare, hydrophobe Seitenketten von Proteinen. Am wichtigsten fur die Farbung sind vor
allem die Wechselwirkungen mit Arginin. Die Nachweisgrenze liegt bei etwa 100 ng Protein
und ist damit unempfindlicher als die Silberfarbung (Lottspeich and Engels 2006). Allerdings
konnen die Banden, im Gegensatz zur Silberfarbung, anschliefend massenspektrometrisch

analysiert werden.
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Fur die Coomassie-Brillant-Blau-Farbung wurde das Gel zundchst dreimal 5 min mit deion.
Wasser gewaschen, bevor es 1h mit der Coomassie-Brillant-Blau-Losung (Bio-Safe
Coomassie G250, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) gefarbt wurde.
Zum Entfarben wurde das Gel mehrfach mit deion. Wasser gewaschen. Zur Dokumentation

wurde das Gel mit einem handelsiiblichen Scanner eingescannt.

3.3.7 Silberfarbung

Stop-/Fixierungslosung: 40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) konz. Essigsédure

Sensibilisierungslosung: 0,02 % (wi/v) Natriumthiosulfat
Féarbeldsung: 0,2 % (w/v) Silbernitrat

0,02 % (v/v) Formaldehyd (37 %)
Entwicklungslésung: 3 % (w/v) Natriumcarbonat

0,05 % (v/v) Formaldehyd (37 %)

Die Silberfarbung ist deutlich empfindlicher als die Coomassie-Brillant-Blau Farbung und
erreicht Nachweisgrenzen von Subnanogrammmengen. Bei der Farbung binden Silber-lonen
an die Proteine und werden durch Reduktion in Silberkeime umgewandelt. Dies geschieht vor
allem durch die funktionellen Gruppen und Peptidbindungen. Durch ein starkes
Reduktionsmittel werden die Silber-lonen in der Nahe der Silberkeime in metallisches Silber
umgewandelt. Die Proteinbanden werden als braune und schwarze Banden sichtbar (Blum et
al. 1987; Lottspeich and Engels 2006).

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurde das SDS-Gel in der Stop-/Fixierlésung 1 h inkubiert.
Danach 2x20 min mit 30 % Ethanol und ein weiteres Mal mit deion. Wasser fiir 20 min
gewaschen. Dann wurde das Gel 1 min lang in die Sensibilisierungslésung gegeben, bevor
3x20 sec mit deion. Wasser gewaschen wurde. AnschlieBend wurde das SDS-Gel 20 min mit
der Farbelosung geféarbt. Erneut wurde das Gel 3x20 sec mit deion. Wasser gewaschen und
zum Schluss in der Entwicklungsldsung bis zum gewinschten Farbungsgrad entwickelt. Die
Entwicklung wurde mit der Stop-/Fixierldsung gestoppt und abschliefend 3x10 min mit
deion. Wasser gewaschen. Dokumentiert wurde die Silbergelfarbung mit einem

handelstiblichen Scanner.
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3.3.8 Western Blot
Transferpuffer (Elektroblot):

Transferpuffer (Kapillarblot):

1x PBS:

1x PBS-T:

1x TBS-T:

Fixierungslosung:

Blockierungslosung:

ECL-LOsung 1:

ECL-L0Osung 2:

3. Material und Methoden

48 mM Tris/HCI, pH 8.8
39 mM Glycin

23 mM SDS

20 % (v/v) Methanol

0,6 M NaCl
0,06 M Tri-Natriumcitrat

10 mM Na;HPQO, / KH,POy, pH 7.4
155 mM NacCl

10 mM Na,HPO4/ KH,PO,4, pH 7.4
155 mM NacCl
0,1 % Tween 20

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

10 mM Na;HPO,4 / KH,POy, pH 7.4
155 mM NaCl
0,2 % Glutaraldehyd

20 mM Tris/HCI, pH 7.2
150 mM NacCl

0,1 % Tween 20

1% BSA

1 % Trockenmilch

100 pl 250 mM Luminol

44 pl 90 mM p-Cumarséure
1000 pl 1 M Tris/HCI, pH 8.5
mit H,O auf 10 ml auffillen

6,1 ul 30 % H,0,
1000 pl 1 M Tris/HCI, pH 8.5
mit H,O auf 10 ml auffillen

Der Western Blot wurde zeitgleich von Renart und Towbin eingefiihrt und ist eine
Abwandlung des Southern Blots (Renart et al. 1979; Towbin et al. 1979). Die Methode

besteht aus der Immobilisierung von Proteinen auf einer Nitrocellulosemembran und

anschlieRender Immundetektion. Dazu werden die Proteine zunachst durch einen Elektroblot

bzw. einen Kapillarblot vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran tbertragen. Der spezifische

Nachweis einzelner Proteine erfolgt dann tber die Bindung eines PrimdrantikOrpers. Meist
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wird dann mit einem Sekundarantikdrper inkubiert, der an den Fc-Teil des ersten Antikorpers
bindet. So kann die Spezifitat und die Sensitivitdt noch weiter erhoht werden. Zur Detektion
sind an den Zweitantikorper Fluoreszenzfarbstoffe, Lumineszenfarbstoffe oder Enzyme
gekoppelt (Lottspeich and Engels 2006).

Die durch SDS-PAGE getrennten Proteine wurden mittels Elektroblot auf eine
Nitrocellulosemembran (Amersham™Protran™ 0,1 um NC, GE Healthcare Life Science,
Buckinghamshire, England) (bertragen. Dazu wurde das Semi-Dry-Blot Verfahren
verwendet. Es wurden drei Lagen Filterpapier auf die Anode gelegt, darauf die
Nitrocellulosemembran, dann das SDS-Gel und nochmals drei Lagen Filterpapier (Abb. 8).
Danach wurde fir 70 min mit 90 mA pro Membran geblottet (biostep® GmbH, Jahnsdorf,
Deutschland). Die durch SDS-Agarosegelelektrophorese getrennten Proteine wurden dagegen
mit einem Kapillarblot auf die Nitrocellulosemembran Ubertragen. Daflir wurde ein
Filterpapier, das auf beiden Seiten im Transferpuffer lag, Uber eine Glasplatte gelegt. Darauf
wurden das Agarosegel, dann die Nitrocellulosemembran und anschlieBend sechs
Filterpapiere gelegt, bevor Zellstoffpapier und eine weitere Glasplatte aufgelegt wurden. Die
Glasplatte wurde zum Schluss noch mit einer geflllten Glasflasche beschwert (Abb. 8). Die
Ubertragung der Proteine mittels Kapillarblot fand (iber Nacht statt.

Elektroblot Kapillarblot

Gewicht

[ 1 . . Zellstoffpapier

I | Filterpapier . -

s Gel Filterpapier

1 _—

Membran ——  Yl¢mbran
E ] Filterpapi e Gel
frerpapiet Briicke (Filterpapier)

L ] et

Anode |

|
Transferpuffer

Die Membranen nach Elektroblot wurden mit Ponceau S-Lésung 5 min gefarbt und mit

Abb. 8: Vergleich von Elektroblot und Kapillarblot

Wasser wieder entfarbt. Somit konnte die Ubertragung der Proteine auf die Membran
Uberprift und der Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) markiert werden. Nach Ponceau S-Farbung bzw. direkt nach dem

Kapillarblot wurden die Proteine mit der Fixierungslésung fur 30 min auf der Membran
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immobilisiert. Dann 2x5 min mit 1x PBS-T und 1x5 min mit 1x TBS-T gewaschen. Dann
wurde die Membran fir 1h in die Blockierungslosung gegeben, um stérende
Hintergrundsignale zu minimieren. Danach wurde mit einem Primérantikérper in der
entsprechenden Verdinnung (siehe Kap. 3.1.3) in 1x TBS-T Uber Nacht inkubiert. Am
folgenden Tag wurde die Membran 3x5 min mit 1x TBS-T gewaschen. An den ersten
Antikorper wurde nun ein Sekundarantikorper, geldst in 1x TBS-T, gebunden. Der 2.
Antikorper ist an eine Meerrettichperoxidase (HPR, horseradish peroxidase) gekoppelt,
wodurch eine Detektion mittels Chemilumineszenz mdglich ist. Nach der Inkubation mit dem
2. Antikorper fir 45 min wurde erneut fur 2x10 min mit 1x TBS-T gewaschen. Fir die
Chemilumineszenzreaktion wurden die zwei ECL-L6sungen (enhanced chemiluminescence)
im Verhdltnis 1:1 gemischt, die Nitrocellulosemembran vollstdndig bedeckt und fir 2 min
inkubiert. Zum Schluss wurde die Chemilumineszenz mittels GeneGnome (Syngene
Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, England) mit einer Expositionszeit von 2x5 min

aufgenommen.

Fir den Nachweis von MUC6 wurde eine Lektin-Farbung mit GSAII (Griffonia simplicifolia
agglutinin-11) (BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching, Deutschland) durchgefuhrt, mit
welchem das Muzin MUCG6 nachgewiesen werden kann (lhida et al. 1988). Fur die Farbung
wurde die Nitrocellulosemembran zunédchst fir 1 h bei RT mit 2 % Gelatine, geldst in 1x
TBS-T, blockiert. Anschlieend wurde biotinyliertes GSAII (BIOZOL Diagnostica Vertrieb
GmbH, Eching, Deutschland) mit einer Verdinnung von 1:1000 in 1 % Gelatine und 1x
TBS-T geldst und die Membran 30 min damit inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal
mit 1x TBS-T gewaschen und weitere zweimal mit 1 % Gelatine in 1x TBS-T. Dann erfolgte
die Inkubation mit der Streptavidin-Peroxidase (Roche, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz) mit einer 1:2500 Verdlnnung in 1 % Gelatine in 1x TBS-T. Zum Schluss wurde die
Membran noch viermal mit 1x TBS-T gewaschen bevor die Dokumentation, wie oben

beschrieben, tber eine Chemilumineszenzreaktion erfolgte.

Fur die Farbung der Proben, die mit DCP-Biol (3-(2,4-dioxocyclohexyl)propyl 5-
((3aR,6S,6aS)-hexahydro-2-0xo-1H-thieno[3,4-d]imidazol-6-yl)pentanoate) inkubiert
wurden, wurde die Membran ebenfalls zundachst mit Ponceau S-Ldésung gefarbt und der
Standard markiert. AnschlieBend wurden die Proteine mit der Fixierlosung fur 30 min
immobilisiert und die Membran danach 2x5 min mit PBS-T sowie 1x5 min mit TBS-T
gewaschen. Dann wurde die Membran 1 h mit der Blockierlésung inkubiert und daraufhin fiir

1 h mit Streptavidin-Peroxidase (Roche, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz) in 1x
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TBS-T (Verdinnung: 1:2500) inkubiert. Als letzter Schritt wurde die Membran 4x10 min mit
1x TBS-T gewaschen. Die Dokumentation erfolgte ebenfalls (ber die oben beschriebene
ECL-Reaktion.

3.3.9 Strippen der Membranen

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

TBS-T: 20 mM Tris/HCI, pH 7.2
150 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween 20

Um zwei Immunfarbungen mit einer Membran hintereinander durchzufiihren, wurden die
Membranen nach der ECL-Farbung getrocknet und fiir 1 h im Stripping-Puffer bei 55 °C
inkubiert. Dann wurden die Nitrocellulosemembranen 3x5 min mit deion. Wasser gewaschen.
Anschlielend wurde nochmal 3x5 min mit 1x TBS-T gewaschen und dann wie in Kapitel
3.3.8 beschrieben blockiert und eine Immunféarbung durchgefiihrt.

3.3.10 Kompetitive Inhibierung

Zur Uberprifung der Spezifitat einiger Signale der Immunfarbung wurde eine kompetitive
Inhibierung des verwendeten Primérantikérpers durchgefiihrt. Dazu wurde der 1. Antikorper
uber Nacht bei 4 °C mit 4 ug Peptid pro pl Primérantikorper im Karussellschuttler inkubiert.
AnschlieBend wurde der kompetitiv inhibierte Antikérper nach Blockierung auf die
Nitrocellulosemembran gegeben und die Membran wie in Kapitel 3.3.8 beschrieben weiter
behandelt.

3.3.11 Nachweis freier Thiole an Cysteinresten mit PEG-maleimid

Maleimid bindet, wie in Abb. 9 gezeigt, im neutralen pH-Bereich (6,5-7,5) spezifisch an freie
Thiolgruppen von Cysteinresten und bildet Thioetherbindungen. Durch das angehangte
Polyethylenglycol (PEG) mit einem Molekulargewicht von 5kDa kommt es zu einer
Verschiebung auf der SDS-PAGE und kann so ein Nachweis flr oxidierbare Thiolgruppen an

Cysteinresten sein.
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Zum Nachweis oxidierbarer Cysteinreste wurden einigen Proben mit Methoxypolyethylen
glycol maleimide PEG5000 (PEG-maleimid) (63187, Fluka/Sigma Aldrich/Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) behandelt. Fir das Experiment wurde PEG-maleimid im
entsprechenden Puffer (siehe Kap. 3.3.1, Extraktionspuffer) mit einer Konzentration von
5mM gel6st. Dann wurde die PEG-maleimid Stammlésung (5 mM) zur Probe gegeben
(Endkonzentration von 1 mM PEG-maleimid) und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
néchsten Tag wurde die Probe auf eine SDS-PAGE (bertragen und wie in Kapitel 3.3.3 und

Kapitel 3.3.8 weiter verfahren.

Protein SC[\ 7 Protein\/ S
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Abb. 9: Reaktion des Thiols eines Cysteinrestes mit Maleimid.

3.3.12 Nachweis von Sulfensduren mit DCP-Biol;

DCP-Biol (3-(2,4-dioxocyclohexyl)propyl 5-((3aR,6S,6aS)-hexahydro-2-oxo-1H-thieno[3,4-
d]imidazol-6-yl)pentanoate) (Kerafast Inc, Bosten, USA) bindet spezifisch an Sulfenséuren
im physiologischen pH-Bereich (Poole et al. 2007). Durch das angehangte Biotin kann es tiber
Streptavidin spezifisch nachgewiesen werden und zeigt so zu Sulfensduren oxidierte

Cysteinreste an.
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Abb. 10: Reaktion von einer Sulfensaure mit einem Dimedon Derivat.
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Zum Nachweis mdoglicher Sulfenséduren an Cys-58 von TFF1 wurden einigen Proben mit
DCP-Biol behandelt. Fur das Experiment wurde DCP-Biol im entsprechenden Puffer (siehe
Kap. 3.3.1, Extraktionspuffer) in einer Konzentration von 5 mM gel6st. Dann wurde die DCP-
Biol Stammldsung (5 mM) zur Probe gegeben (Endkonzentration von 1 mM DCP-Biol) und
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Probe tber SDS-PAGE und
Western Blot analysiert (siehe Kap. 3.3.3 und Kap. 3.3.8).

3.3.13 Trichloressigsaure Fallung

Die Trichloressigsaure(TCA)-Fallung eignet sich um Proteine von anderen Biomolekilen zu
trennen. Durch Zugabe von TCA werden die Proteine denaturiert und fallen aus. So lassen sie
sich schnell und einfach von ungewiinschten Bestandteilen abtrennen (Lottspeich and Engels
2006).

Um das Uberschissige PEG-maleimid von den Proteinen zu trennen wurde teilweise eine
TCA-Fallung durchgefiihrt. Dazu wurde eine 20 % TCA-L6sung im Verhaltnis 1:1 zur Probe
gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde dann zentrifugiert (16000 x g,
15 min, 4 °C) (Hettich Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) und der Uberstand
vorsichtig abgenommen und verworfen. Dann wurde das Pellet zweimal mit 300 pl kaltem
Aceton gewaschen und anschlieBend jeweils zentrifugiert (16000 x g, 5 min, 4 °C). Der
Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet getrocknet. Danach wurde das Pellet in
Probenpuffer geldst und 5 min gekocht. Die resuspendierten Proben wurden dann, wie in
Kap.3.3.3 beschrieben, auf eine SDS-PAGE aufgetragen und uber Western Blot (Kap.3.3.8)
analysiert.

3.3.14 PAS (periodic acid Schiff)-Reaktion

Lésung 1 1 % (w/v) Hs10¢
3 % (v/v) Eisessig

Losung 2 0,1 % (w/v) Na,S,05
1 mM HCI

Mit der PAS-Reaktion lassen sich oxidierbare Polysaccharide nachweisen. Es ist daher eine
geeignete Methode um Glykoproteine wie z. B. Muzine nachzuweisen (Mantle and Allen
1978). Bei der PAS-Reaktion werden 5 ul der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran

(Amersham™ Protran™ 0.1 um NC, GE Healthcare Life Science, Buckinghamshire,
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England) Ubertragen. Die Membran wird anschlieBend 30 min mit Lésung 1 inkubiert und
anschliefend fir 2x2 min mit Losung 2 gewaschen. Dann wird die Membran mit Schiff’s
Reagenz (Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A) 15 min geféarbt. Zum Schluss wird noch dreimal
fir je 2min mit Lbésung2 gewaschen und die Nitrocellulosemembran anschlielend

getrocknet. Die Dokumentation erfolgt mit einem handelslblichen Scanner.

3.3.15 GroRenausschlusschromatographie

Puffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7.0
(S75HL/S-500) 30 mM NaCl

0,5 mM Benzamidin

0,1 mM Pefabloc SC

0,1 pg/ml Leupeptin
Mit der GroRenausschlusschromatographie koénnen Molekile aufgrund ihrer Grole
voneinander getrennt werden. Dabei besteht die stationdre Phase aus pordsen Polymeren
(z. B. Dextran) in die die kleinen Molekile einwandern kénnen, wéhrend die groRen
Molekile mit der wassrigen Phase vorbei flieBen (Porath and Flodin 1959). Diese Methode
eignet sich vor allem zur Trennung von Proteinkomplexen, zum Entsalzen oder zum

Pufferwechsel (Lottspeich and Engels 2006).

Fur die Reinigung der Proteine nach  der  Extraktion wurde eine
GroRenausschlusschromatographie durchgefihrt. Dazu wurden die Proben mit Hilfe des
AKTA™.FPLC Systems (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) oder des
AKTA™Prime plus Systems (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, U.K.) gereinigt.
Als Séulen wurde die HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75pg Séaule (S75HL; 120 ml
Saulenvolumen, GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, U.K.) bzw. die HiPrep™ 16/60
Sephacryl® S-500 HR (S-500; 120 ml Saulenvolumen, GE Healthcare Life Science, Little
Chalfont, U.K.) verwendet. Die Probe wurde mit einer konstanten Fluf3rate von 1 ml/min auf
die HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg Séule, bzw. mit einer konstanten FluRrate 0,5 ml/min
auf die HiPrep™ 16/60 Sephacryl® S-500 HR Sé&ule, mit dem oben genannten Puffer,
aufgetragen und eluiert, falls es im Ergebnisteil nicht anders angegeben wurde. Fir die
Extraktion und die GroRenausschlusschromatographie wurde dabei immer der gleiche Puffer
verwendet. Das Fraktionsvolumen betrug jeweils 2 ml. Dabei wurde die Absorption bei
280 nm aufgezeichnet. Die gereinigten Fraktionen wurden bei 4 °C oder -20 °C gelagert. Die

GroRenausschlusschromatographien wurden zum Teil in Zusammenarbeit mit Frau Franziska
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Heuer (Institut fir Molekularbiologie und Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg) durchgefihrt. Die S-500 vom Gesamtextrakt En (MC406A) wurde
vollstandig von Frau Franziska Heuer durchgefiihrt. Die GroRenausschlusschromatographie
und PAS-Farbung mit Proben von Mausmégen bzw. mit kommerziell erwerbbaren
Muzinpréparationen aus dem Schwein (Sigma Muzin; M1778, Mucin from porcine stomach
Type 1ll, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) wurden von Herrn René Stirmer (Institut fir
Molekularbiologie und Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg)
und die  GroRenausschlusschromatographien,  sowie die  PAS-Farbung  von

Schweinemagenproben von Frau Franziska Heuer durchgefihrt.

3.3.16 lonenaustauschchromatographie

Puffer A: 20 mM Tris/HCI, 7.0

(ResQ) 0,5 mM Benzamidin
0,1 mM Pefabloc SC
1 pg/ml Leupeptin

Puffer B: 20 mM Tris/HCI, 7.0
(ResQ) 1 M NaCl

0,5 mM Benzamidin

0,1 mM Pefabloc SC

1 pg/ml Leupeptin
Die lonenaustauschchromatographie wird h&ufig als erster Schritt einer Proteinreinigung
eingesetzt. Die stationdre Phase besteht aus einer geladenen Matrix, um die die geladenen
Molekile konkurrieren. Dabei unterscheidet sich der Anionenaustauscher, bei dem die Matrix
positiv geladen ist, vom Kationenaustauscher, der eine negative stationdre Phase besitzt. Die
lonenaustauschchromatographie eignet sich zur Trennung von Proteinen, da diese aufgrund
ihrer geladenen Seitenketten unterschiedliche isoelektrische Punkte (pl) haben. So kénnen sie
bei geeignetem pH sehr gut voneinander getrennt werden. Die
lonenaustauschchromatographie lauft in zwei Schritten ab Zundchst binden die geladenen
Proteine an die fixierte Ladung der stationdren Phase, anschliefend wird in einem zweiten
Schritt das Protein durch eine ansteigende Salzkonzentration (z. B. NaCl) wieder verdrangt

und eluiert (Lottspeich and Engels 2006).

Es erfolgte ebenfalls eine Reinigung der Proteine nach der Extraktion (ber eine
lonenaustauschchromatographie. Dazu wurde ein AKTA™-FPLC System (Amersham
Biosciences, Freiburg, Deutschland)  mit  einer RESOURCE™  Q6-Sdule
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(Anionenaustauschséaule, 6 ml Saulenvolumen, GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,
U.K.) verwendet. Die Probe wurde mit einer konstanten FluRrate von 4 ml/min aufgetragen.
Der Durchfluss wurde gesammelt und die S&ule anschlieRend mit Puffer A gewaschen. Dann
wurde mit einem linearen Gradienten 0 % bis 5 % Puffer B fiir 1,5 Sdulenvolumen eluiert.
AnschlieRend wurde mit einem steileren, linearen Gradienten bis 100 % Puffer B fiir weitere
4 Sdulenvolumen eluiert. Das Fraktionsvolumen fir die Elution betrug 1 ml. Dabei wurde die
Absorption bei 280 nm gemessen. Die Fraktionen wurden in Eppendorfgefalie ubertragen und
bis auf weiteres bei 4 °C oder -20 °C gelagert. Die lonenaustauschchromatographien wurden
teilweise in Zusammenarbeit mit Frau Franziska Heuer (Institut fir Molekularbiologie und

Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg) durchgefiihrt.

3.3.17 Entsalzen der Proben mit Hilfe einer PD-10 Saule

Fur die Identifizierung der Proteine durch Massenspektrometrie wurden die Proben zunéachst
entsalzt, um die Proteine anschliefend zu konzentrieren und uber SDS-PAGE trennen zu
konnen. Dazu wurden die entsprechenden Proben auf die GE Healthcare Life Sciences™
PD-10 Entsalzungssdulen (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, U.K) nach
Herstellerangaben aufgetragen.

Die Saule wurde dazu zundchst mit ca. 25 ml deion. Wasser gespult. Dann wurden ca. 2 ml
der Proteinproben aufgetragen und ca. 15 Fraktionen mit deion. Wasser eluiert. Wenige ul der
Fraktionen wurden dann, wie in Kap.3.3.3 beschrieben, Uber eine SDS-PAGE getrennt und
die TFF1 positiven Proben durch Western Blot (Kap.3.3.8) nachgewiesen. Die TFF1 positiven
Proben wurden anschlielend vereinigt und konzentriert (Concentrator plus, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland). Die konzentrierten Proben wurden dann erneut mittels
nicht-reduzierender SDS-PAGE getrennt, mit Coomassie geférbt, die entsprechenden Banden
ausgeschnitten und an Herrn Univ.-Prof. Dr. Hartmut Schllter (Massenspektrometrische
Proteomanalytik, Inst. fir Klinische Chemie & Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) geschickt. Die massenspektrometrischen Analysen wurden von Herrn
Sonke Harder (Massenspektrometrische Proteomanalytik, Inst. fir Klinische Chemie &

Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) durchgefihrt.
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3.3.18 lodierung von TFF1 und Bindungsstudien

Stammlésung 1 0,1 M NaH,PO,

Stammldsung 2 0,1 M NaHPO,4

Puffer 1 193,5 ml Stammldsung 2
56,5 ml Stammlésung 1
pH 7.4

Puffer 2 100 ml Puffer 1
0,1 % NaNs3

lod-125 (*?°I) lasst sich tiber eine elektrophile Addition an Tyrosinreste und Histidinreste von
Proteinen und Peptiden koppeln. Dadurch lassen sich Proteine und Peptide radioaktiv

markieren und durch den Gamma-Zerfall nachweisen (Lottspeich and Engels 2006).

Alle folgenden Arbeitsschritte, bei denen direkt mit radioaktivem Material gearbeitet werden
musste, wurden von Herrn René Sturmer (Institut fur Molekularbiologie und Medizinische

Chemie, Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg) durchgefuhrt.

Fur die lodierung wurden synthetisches TFF1 (Monomer und Homodimer; chemische
Synthese erfolgte durch Frau Nayara Braga Emidio, Institute for Molecular Bioscience,
University of Queensland, Australien, (Braga Emidio et al. 2020)) und rekombinantes TFF1
(PreproTech GmbH, Hamburg, Deutschland) eingesetzt. Das Cys-58 des synthetischen TFF1-
Monomers ist mit einer Acetamidomethyl-Schutzgruppe (ACM) geschutzt (TFF1-
Monomer(ACM)) (Braga Emidio et al. 2020). Um TFF1 zu markieren, wurden zundchst 5 mg
lodogen (1,3,4,6-Tetrachloro-3a,6a-diphenylglycouril, Sigma-Aldrich, St. Louis, U.S.A) in
25 ml Dichlormethan geldst. Von dieser lodogenlésung wurden 20 pl in ein 1,5 ml
Reaktionsgefa (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) dberfihrt und fur 15 min auf Eis
inkubiert. Um das lodogen an die Reaktionsgefalwand zu immobilisieren, wurde das Gas des
Dichlormethans mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe und einer Glaspipette abgesaugt. Dann
wurden nacheinander 6 pl einer TFF1-Losung (Konzentration 1 pg/pl) und 5pl Na'®I
(Konzentration: 3700 MBg/ml (100 mCi/ml), Spezifische Aktivitdt: 74 TBg/mmol
(2000Ci/mmol), 1-RB-31, Hartmann Analytic, Braunschweig, Deutschland) in das mit
lodogen beschichtete GefaR pipettiert. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fiir 20 min
auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und fiir
weitere 40 min inkubiert. AnschlieBend wurde das iodierte TFF1 (***I-TFF1) Uber eine
Sephadex® G10-Saule gereinigt. Dazu wurden 1,2 g Sephadex® G10 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) zunédchst mit 7 ml Puffer 2 gemischt und UN quellen gelassen. Von dieser

Lésung wurden dann 5 ml in eine Poly-Prep®-Sdule (10 mL, Bio-Rad Laboratories Inc.,
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Hercules, Kalifornien, USA) gefullt, die Uberstehende Flussigkeit abgelassen und noch
dreimal mit 2 ml Puffer 2 gewaschen. Auf die fertige Sdule wurde dann der komplette
Reaktionsansatz gegeben und mit Puffer 2 eluiert. Dabei wurden ca. 24 Fraktionen
gesammelt. Die Aktivitat (cpm) der einzelnen Fraktionen wurden mit Hilfe des B-Counters
(Hidex 300 SL Automatic Liquid Scintillations Counter, Hidex; Turku, Finnland) gemessen.
Dazu wurden 2 pl jeder Fraktion in 10 ul Szintilationsflissigkeit (Rotiszint® eco plus,
LSC-Universalcocktail, Roth, Karlsruhe, Deutschland) pipettiert. Die Fraktionen, mit der
grofiten Aktivitdit um den Bereich des Elutionsvolumens von iodiertem TFF1, wurden

vereinigt und bei 4 °C im BleigefaR aufbewahrt.

Bindungsspuffer 20 mM Tris/HCI, pH 7.0
0,5 M NaCl
2,5 mM CaC|2

Fiir die Bindungsstudien mit *®I-TFF1 wurden die Membranen nach dem Western Blot
(Kap.3.3.8) fur 1 h mit der Blockierungslosung (Kap.3.3.8) inkubiert und anschlieRend
dreimal fur 5 min mit 1x TBS-T (Kap.3.3.8) gewaschen. Dann wurde das iodierte TFF1 im
Bindungspuffer (ca. 10000 cpm/10 ml) auf die Membran gegeben und fur 4-5h bei RT
inkubiert. Danach wurde die Membran erneut 3x5 min gewaschen und getrocknet. Die
getrocknete Membran wurde dann in der Dunkelkammer auf einen Carestream® Kodak®
BioMax® MS Film (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gelegt und in einer Filmkassette
bei -80° C exponiert. Die Exposition des Films erfolgte meist fur 1-3 Tage, bei sehr
schwachen Signalen, vor allem bei humanen Proben, teilweise jedoch fir bis zu einer Woche.
Zur Entwicklung des Films wurde dieser zunédchst ca. 1 min in der Entwicklungslésung
(Carestream® Kodak® autoradiography GBX developer, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
geschwenkt und anschlielend mit deion. Wasser gewaschen, bevor der Film fir 1 min in der
Fixierlosung (Carestream® Kodak® autoradiography GBX fixer, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) inkubiert wurde. Zum Schluss wurde der Film erneut mit deion. Wasser gewaschen und
getrocknet. Fur die Dokumentation wurde der Film mit einem handelstblichen Drucker

eingescannt und mit dem Programm ImageJ ausgewertet.

Falls im Ergebnisteil nicht anders angegeben, wurde der oben genannte Bindungspuffer
verwendet. Flr die kompetitive Inhibition mit den TFF-Peptiden wurde zum Bindungspuffer
zusatzlich ein 10facher molarer Uberschuss an nicht-iodiertem, synthetisiertem TFF1 zum
125|_TFF1 dazugegeben, bevor die Membran inkubiert wurde. Fiir die Versuche mit den

Monosacchariden wurde das entsprechende Monosaccharid (a-Methyl-Glukosid, p-Methyl-
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Glukosid, a-Methy-Mannosid, a-Methyl-Galaktosid, p-Methyl-Galaktosid; Sigma Aldrich, St.
Louis, USA / B-Methyl-Mannosid; Santa Cruz, Biotechnology, Dallas, USA) in einer
Konzentration von 1 mM zusammen mit dem *°I-TFF1 in den Bindungspuffer gegeben. Fiir
die kompetitive Inhibition mit dem monoklonalen Antikérper HIK1083 (Ishihara et al. 1996)
bzw. dem Lektin GSAIl (BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Eching, Deutschland)
wurden die Membranen nach dem Blockieren fur 30 min mit HIK1083 (1:1000) bzw. GSAII
(1:1000, Endkonzentration: 2pug/ml) inkubiert.

Fur die Experimente mit den PAP-HSA-Konjugaten (p-aminophenyl-Humanalbumin)
(N-Acetylglucose-a-PAP-HSA-Konjugat, N-Acetylglucose-B-PAP-HSA-Konjugat,
Galactose-a-PAP-HSA-Konjugat, Galactose-p-PAP-HSA-Konjugat, Mannose-a-PAP-HSA-
Konjugat, Mannose-pB-PAP-HSA-Konjugat; IsoSep AB, Tullinge, Sweden) wurden je 5 ug,
10 ug und 25 pg auf eine Nitrocellulosemembran aufgetragen. AnschlieBend wurde die

Membran wie oben beschrieben behandelt und der aufgelegt Film entwickelt.

Es wurde auflerdem Bindungsstudien nach Proteinase K-Verdau durchgefuhrt. Dazu wurden
70 % (v/v) der Probe mit 20 % (v/v) des Reaktionspuffers (20 mM Tris/HCI, pH 7.4, 1 mM
CaCly) und 10% (v/v) Proteinase-K gemischt. Die Endkonzentration der Proteinase K
(lyophylisiert, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) betrug dabei 1 ng/ml
im Ansatz. Der Ansatz wurde bei 37 °C inkubiert, wobei Proben nach 2h und nach
Inkubation UN entnommen wurden. Zum Stoppen der Reaktion wurde eine PCI-Extraktion
(Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben im Verhaltnis 1:1 mit der PCI-Ldsung
versetzt, gevortext und anschlieend zentrifugiert (16000 x g, 10 min, 4 °C; Hettich Universal
30RF, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Danach wurde die wassrige Phase entnommen, 1:1
mit Chloroform versetzt und erneut zentrifugiert. (16000 x g, 10 min, 4 °C). Die wassrige
Phase wurde dann (ber ein SDS-Agarosegel getrennt und Uber einen Western-Blot
nachgewiesen (Kapitel 3.3.5, 3.3.8).

3.4 Computerprogramme und Datenbanken

Folgende Computerprogramme und Datenbanken wurden verwendet:

UniProt Aminosduresequenzen und allgemeine Informationen zu

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

ClustalOmega
PyMOL

ImageJ 1.52a

3. Material und Methoden

Berechnung von physikalischen und chemischen Parametern

von Proteinen (Walker 2005)
Vergleich von Proteinsequenzen (Larkin et al. 2007)
Strukturdarstellung (DeLano 2002)

Auswertung der Bindungsstudien (Image Processing and
Analysis in Java, National Institutes of Health, USA,
http://imagej.nih.gov/ij) (Schneider et al. 2012)

ACD/ ChemSketch 2018.1.1 Zeichnen  chemischer ~ Formeln  (Advanced  Chemistry

Development, Inc., Toronto, ON, Canada)
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4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 TFF1 im Magen des Menschen

Da TFF1 hauptsachlich im Magen gefunden wurde, werden im Folgenden Ergebnisse fur
Gewebeproben aus dem Korpus und dem Antrum des humanen Magens gezeigt. Da kaum
Antrumproben zur Verfligung standen, wurde der Fokus auf Korpusproben gelegt. Alle
Experimente mit anderen Proben wie z. B. Speichel, Duodenum und Kolon waren negativ
bzgl. TFF1.

4.1.1 Besonderheiten bei der Arbeit mit TFF1
Das verwendete polyklonale Antiserum anti-hTFF1-1 (Kouznetsova et al. 2007b) wurde

gegen ein C-terminales Peptid der humanen Sequenz generiert (Abb. 11).

v
EAQTETCTVAPRERONCGEFPGVTPSQCANKGCCEFDDTVRGVPWCFYPNTIDVPPEEECEF 60

Abb. 11: Lokalisation des fur die Immunisierung verwendeten synthetischen Peptids in der TFF1-Sequenz.
Die Sequenz des Peptids, das fiir die Immunisierung verwendet wurde, ist fett markiert. Der Pfeil markiert die Aminosaure

Phe-48, die ber Glutaraldehyd an KLH gekoppelt ist. Cysteine, die Disulfidbriicken (1-5, 2-4, 3-6) bilden, sind in Gelb
markiert. Cys-58 ist in Griin markiert.

Das Cystein 58 (Cys-58) ist wichtig fur die Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken
z. B. bei der Bildung von Homodimeren und TFF1-GKN2-Heterodimeren. Auflerdem kann
das Cys-58 vermutlich durch Oxidation post-translational modifiziert werden (z. B.
Sulfen- und Sulfinsduren). Die Sensitivitat des Antikorpers konnte sich in Abhédngigkeit des
Oxidationszustandes von Cys-58 verdndern. Daher ist die Intensitat der Banden fir die
verschiedenen TFF1-Entitdten sehr unterschiedlich, je nachdem wie die Reduktion nach der
nicht-reduzierenden SDS-PAGE erfolgte. Diese Unterschiede sind in Abb. 12 gezeigt.
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A Korpus B Antrum
Membran ohne Gel Membran ohne Gel
116,0 — 1160 —
66,2 — 66,2 —
45,0 — - 0=
350 — 350 —
250 — wm - - - 250 — @ - - - - < TFF1-GKN2
184 — ™ W - < TFF1 Homodimer
184 — )
144 — 144 —
- s - “ - - “ < TFF1-Monomere
M EO El E3/E4 EO El E3/E4 E0 El E3/E4 M EO El E3/E4 EO El E3/E4 EO0 E1 E3/E4
C Membran ohne Gel
116,0 —
66,2 —
450 —
350 —
250 — - - < TFF1-GKN2
18,4 — .
q < TFF1 Homodimer
144 —
Lt — ‘ <= TFF1-Monomere

M C6 D2 C6 D2 C6 D2

Abb. 12: Unterschiede der Immunreaktivitat des humanen TFF1 Antikorpers bei nicht-reduzierenden SDS-PAGEs.
A: Extrakte EO, E1, E3+E4 des Magen Korpus (Mc383) nach einer 15 %igen nicht-reduzierenden SDS-PAGE und
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1, mit Reduktion auf der Membran bzw. ohne anschlieBende Reduktion bzw.
Reduktion im Gel. B: Extrakte EO, E1, E3+E4 des Magen Antrum (Ma690) nach einer 15 %igen nicht-reduzierenden
SDS-PAGE und anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF1, mit Reduktion auf der Membran bzw. ohne anschlieRende
Reduktion bzw. Reduktion im Gel. C: Gereinigte Fraktionen C6 und D2 nach einer GréRenausschlusschromatographie
(S75HL) (Mc383, Abb. 15, Abb. 16) nach einer 15 %igen nicht-reduzierenden SDS-PAGE und anschlieendem Western
Blot bzgl. TFF1, mit Reduktion auf der Membran bzw. ohne anschlieRende Reduktion bzw. Reduktion im Gel. Der
Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Man sieht, dass nach einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE ohne anschlieBende Reduktion
bzw. nach Reduktion auf der Membran die dimeren Formen vom TFF1-Antiserum deutlich
bevorzugt erkannt werden (Abb. 12). Dies trifft sowohl auf das Homodimer von TFF1
(~18 kDa), als auch das Heterodimer von TFF1 mit GKN2 (25 kDa) zu (Heterodimer gezeigt
in Abb. 21E, Abb. 22B und D, Abb. 28) (Baus-Loncar et al. 2007; Du et al. 2003;
Kouznetsova et al. 2007a; Otto et al. 2006; Westley et al. 2005). Eine anschlieRende
Reduktion im Gel fuhrt dagegen dazu, dass die monomeren Formen vom TFF1-Antiserum
bevorzugt erkannt werden. Die Elution der entsprechenden Banden aus dem Coomassiegel
zeigen allerdings, dass mehr monomere Formen (14 kDa, <14 kDa) vorliegen (Abb. 16 und
Anhang, Abb. 40). Daher werden, wenn nicht anders angegeben, die nicht-reduzierenden Gele

mit anschlieBender Reduktion im Gel gezeigt.

Da TFF-Peptide als temperaturstabil und sdurestabil beschrieben wurden (Jargensen et al.

1982; Thim and May 2005), wurden die Proben zunéchst bei 4°C gelagert. Allerdings zeigte
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ein Versuch, dass die Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen zu unterschiedlichen

Ergebnissen fiihrt.

A B116,0—

B12 Cé B12 Cé6

116,0 — 66,2 -

66,2 — 45,0 —

45,0 - 350 —

35,0—

250 — - — < TFF1-GKN2
25,0 —
& < TFF1 Homodimer
18,4 — 18,4 —
14.4- - - - - 14.4— - “ < TFF1-Monomere
M 4°C -20°C 4°C -20°C M 4°C -20°C 48C"20°C
R NR

Abb. 13: Lagerung bei 4 °C und -20 °C.

A: Fraktionen B12 und C6 einer ResQ vom EO-Extrakt (Magen Korpus, Mc577) auf einer 15 %igen reduzierenden SDS-
PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1. B: Fraktionen B12 und C6 einer ResQ vom EO-Extrakt (Magen
Korpus, Mc577) auf einer 15 %igen nicht-reduzierenden SDS-PAGE mit anschliefendem Western Blot bzgl. TFF1. Der
Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Die Abb. 13B zeigt, dass bei einer Lagerung bei 4 °C nach ca. zwei Wochen das Homodimer
(Fraktion C6) nicht mehr nachweisbar ist. Das Monomer in Fraktion B12 zeigt eine leicht
schwéachere Immunreaktivitdt bei einer Lagerung von -20 °C. Auch im reduzierenden
SDS-Gel kann eine Abnahme der Intensitat fur TFF1 bei B12 nach Lagerung bei -20 °C
festgestellt werden (Abb. 13A). Fir die Fraktion C6 bleibt die Menge an TFF1 in etwa gleich,
wahrend sich nur das Verhdltnis Monomer zu Homodimer zu Gunsten des Monomers
verandert. Allerdings zeigte sich, dass sich auch bei einer Lagerung bei -20 °C nach einigen
Wochen das Verhaltnis von Monomer zu Homodimer auf die Seite des Monomers verschiebt
(vgl. Abb. 16 mit Anhang, Abb. 43A). Dass die Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen
(4 °C und -20 °C) einen Einfluss auf das Vorkommen der verschiedenen TFF1-Entitéten
haben kann, sollte demnach fir die Betrachtung der weiteren Ergebnisse berlicksichtigt

werden.

4.1.2 Verhaltnis von hochmolekularen zu niedermolekularen TFF1-Formen unter
verschiedenen Bedingungen

In der Literatur wird die Bindung von TFF1 an den Mukus, im Speziellen MUC5AC
beschrieben (Ruchaud-Sparagano et al. 2004), ebenso wie die Bindung an GKN2 (Westley et
al. 2005).
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Abb. 14: GroéRRenausschlusschromatographien unter verschiedenen Bedingungen fur verschiedene Magen
Korpusproben.

A: Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 fiir drei S75HL-
Sédulen bei pH 6 (rot), acht ST5HL-Sdulen bei pH 7 (griin) und funf S75HL-S&ulen bei pH 8 (schwarz). Die Puffer bestanden
jeweils aus 20 mM Tris/HCI und 30 mM NaCl. Der angegebene pH-Wert wurde mit HCI eingestellt. Bei der Auswertung
erfolgte eine Unterteilung in TFF1 des hochmolekularen Bereichs (enthalten in den PAS-positiven Fraktionen,
hochmolekular) versus TFF1 des niedermolekularen Bereichs (enthalten in den PAS-negativen Fraktionen, niedermolekular).
Aufgetragen ist die prozentuale Verteilung von hochmolekularem TFF1 vs. niedermolekularem TFF1. B: Auswertung der
reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 fir eine S75HL des Magen Korpus
(Mc383) bei pH 8 (schwarz), pH 6 (rot) und pH 4 (hellblau, Puffer nach Mcllvaine). C: Auswertung der reduzierenden
15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 fiir drei S7T5SHL-Saulen des Magen Korpus (Mc383) mit
verschiedenen Puffern extrahiert: 20 MM MES pH 5.8 mit 100 mM CaCl, (schwarz), 20 mM Tris/HCI pH 7 mit 20 mM
EDTA, 140 mM NaCl und 20 mM NaHCO; (rot) und verd. HCI pH 3 mit 50 mM NaCl, 15 mM KCI und 20 mM NaHCO;
(hellblau). D: Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 fir
Magen Korpus Extrakte (Mc383) die (iber eine S75HL gereinigt wurden und vorher mit 1 % SDS gekocht (schwarz) bzw.
mit 1% SDS und 30 mM EDTA gekocht wurden (rot) oder deren Puffer 30 mM EDTA zugesetzt wurde (hellblau). Der
pH-Wert des Puffers betrug jeweils 8. E: Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western
Blot bzgl. TFF1 flr drei S75HL-Sdulen des Magen Korpus Extrakts (Mc383). Der erste Extrakt wurde mit 1% (-
Mercaptoethanol (HS-EtOH) (schwarz) behandelt. Der zweite Extrakt wurde mit 1 % B-Mercaptoethanol gekocht und der
Uberstand aufgetragen (rot). Auf die dritte Saule wurde das verbliebene Pellet des zweiten Extraktes mit 1 % SDS gekocht
und aufgetragen (hellblau). Der pH-Wert des Puffers betrug jeweils 6. F: Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-
PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 fir vier S7TSHL-S&ulen des Magen Korpus Extrakts (M383). Extrakt 1
mit 30 mM EDTA gekocht und als Uberstand (schwarz) bzw. Pellet mit 1 % SDS gekocht (rot) aufgetragen. Extrakt 2 ohne
Zusatze gekocht und als Uberstand (hellblau) bzw. Pellet mit 1 % SDS gekocht (griin) aufgetragen. Der pH-Wert des Puffers
betrug jeweils 6. Als Orientierung sind jeweils die PAS-positiven Fraktionen der erstgenannten
GroRenausschlusschromatographie (schwarz) jedes Diagramms markiert worden. Die angegebenen Puffer wurden sowohl fur
die Extraktion als auch fiir die Groenausschlusschromatographie verwendet. SDS, EDTA und B-Mercaptoethanol wurden
nur zum Extrakt zugegeben und waren nicht im Puffer fir die GroRenausschlusschromatographie enthalten.
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4. Ergebnisse

Um zu Uberprifen, in welcher Form TFF1 hauptséchlich vorliegt und um die Verhaltnisse
zwischen hochmolekularen TFF1 (mukusassoziiert) und niedermolekularen TFF1-Formen
(Heterodimer mit GKN2, Homodimer, Monomer) zu bestimmen, wurden
GroRenausschlusschromatographien (S75HL; HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 pg Saule;
S75HL) unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Unter anderem wurden Bedingungen
fur die Extraktion und GroRenausschlusschromatographie gewahlt, die den Sekretionsweg
von den Sekretgranula tber die extrazellulare Zelloberflache bis zum Magensaft simulieren
sollten (Abb. 14C). Es wurde ebenfalls versucht durch Zugabe von Detergenzien, Kochen
oder Zugabe von -Mercaptoethanol das TFF1-Monomer zu erhalten. Die Ergebnisse sind in
Abb. 14 zusammengefasst. Die Auswertungen zeigen, dass nach
GroRenausschlusschromatographie nur etwa 10 % bis maximal 20 % des TFF1 in den
hochmolekularen Fraktionen (PAS-positive Fraktionen) eluieren (Abb. 14A). Somit liegt
TFF1 im Korpus nur wenig mukusassoziiert vor. Diese Beobachtung konnte ebenfalls mit
Hilfe einer Blue Native Gelelektrophorese bestétigt werden (Anhang, Abb. 39). Das Ergebnis
ist fir alle durchgefiihrten GroRenausschlusschromatographien, unabh&ngig von den
Bedingungen, wie z. B. dem pH-Wert, zu beobachten. Es fallt ebenfalls auf, dass bei pH 6 der
Anteil von mukusassoziiertem TFF1 etwas hoher ist, als bei pH 7 oder pH 8 (Abb. 14A).
Auch im Vergleich mit der Abb. 14B setzt sich dieser Trend fort, bei geringerem pH steigt der
Anteil am mukusassoziiertem TFF1. AulRerdem fallt auf, dass bei pH 4 das Hauptmaximum
deutlich nach hinten verschoben ist, im Vergleich zu S75HL-Saulen bei pH 6 oder pH 8 (Abb.
14B). Bei der GrolRenausschlusschromatographie bei pH 3 ist diese Tendenz ebenfalls zu
sehen (Abb. 14C). Bei allen S75HL-Sdulen ohne Zugabe von Detergenzien bzw. Kochen und
einem pH-Wert oberhalb von 5, ist TFF1 in allen Fraktionen nachweisbar. Dies deutet darauf
hin, dass TFF1 in verschiedenen Formen vorliegt bzw. mehrere verschiedene Bindungspartner
hat. Dagegen sind in den zwei Chromatographien bei einem pH-Wert kleiner 5 (pH 4 und
pH 3) die Peaks von hochmolekularem und niedermolekularem TFF1 klar getrennt. Dies
deutet darauf hin, dass hier moglicherweise TFF1-Formen nicht mehr nachweisbar sind. Die
Zugabe von CaCl, bzw. EDTA beeinflusst das Verhéltnis von hochmolekularem TFF1 zu
niedermolekularem TFF1 nicht wesentlich (Abb. 14D, Abb. 14E). Der Anteil an
niedermolekularen TFF1 liegt weiterhin bei etwa 90%. Die Zugabe von B-Mercaptoethanol
ohne Kochen verandert zwar die Verteilung von TFF1 auf die einzelnen Fraktionen, konnte
TFF1 aber auch nicht aus dem Mukus l6sen. Kocht man allerdings die Extrakte, so lasst sich
das Verhéltnis fast vollstdndig auf die Seite der niedermolekularen Fraktionen verschieben
(Abb. 14E, Abb. 14F). Dabei gibt es keine Unterschiede ob man die Extrakte mit 1%
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4. Ergebnisse

B-Mercaptoethanol bzw. 30 mM EDTA bzw. ohne Zugabe von Zusétzen kocht. TFF1 kann
nach dem Kochen ausschlielich im niedermolekularen Bereich detektiert werden.
Interessanterweise flhrt das Kochen mit 1 % SDS nicht zu diesem Ergebnis, dort l&sst sich
TFF1 auch weiterhin in den PAS-positiven Fraktionen detektieren, wenn auch mit einem
geringen Anteil von unter 5 % am gesamten TFF1 (Abb. 14D). AulRerdem ist hier weiterhin
ein Peak (C3-C6) vor dem Hauptpeak zu sehen, der bei allen anderen gekochten Extrakten

nicht zu sehen ist.

Die Analyse der einzelnen Fraktionen nach einer Trennung durch eine
GroRenausschlusschromatographie bzw. einem Anionenaustauscher wird in Kapitel 4.1.3

gezeigt. Dabei wurde, falls nicht anders angegeben, ein pH-Wert von 7 verwendet.

4.1.3 Analyse der verschiedenen Bindungspartner von TFF1 im Magen Korpus

4131 Trennung verschiedener TFF1-Entitaten durch eine
GroRenausschlusschromatographie (S75HL)

Um das Gewebe mdglichst schonend aufzuschlieBen, wurde eine schonende Extraktion
(Morser) unter Zugabe von fliissigem Stickstoff durchgefuhrt. Die gewonnene Probe wurde
anschlieBend mit einer GroRenaufschlusschromatographie getrennt und die erhaltenen

Fraktionen weiter analysiert.

Das TFF1-Profil nach einer GréRenausschlusschromatographie einer Probe aus dem Magen
Korpus zeigt drei verschiedene Peaks (Abb. 15B). In den PAS-positiven Fraktionen liegt der
erste erkennbare Peak fur TFF1 bei B8/B9. Der zweite Peak fur TFF1 liegt in der Fraktion
C7, hier ist ebenfalls das Maximum an Immunreaktivitat fir GKN2 nachweisbar. GKN2 ist,
wie TFF1, zusatzlich im hochmolekularen Bereich nachweisbar. Die Hauptmenge an TFF1
lasst sich allerdings im niedermolekularen Bereich in den Fraktionen C12-D1 nachweisen.
Als Vergleich wurde ebenfalls GKN1 ausgewertet, das Maximum hierfur liegt in den
Fraktionen C9-C11. Im hochmolekularen, PAS-positiven Bereich konnten neben TFF1 auch
FCGBP, MUC5AC und MUCG6 (GSAII) nachgewiesen werden (Abb. 15C, Abb. 15D). Wobei
alle Proteine ebenfalls ein Maximum in den Fraktionen B8/B9 zeigen. Die durchgefiihrten
Westen Blots nach Agarosegelelektrophorese zeigen, dass nur die Banden von FCGBP mit
denen von TFF1 ubereinstimmen (Abb. 15D, Abb. 15E, Anhang Abb. 43B). Das Ergebnis
spricht fiir ein TFF1-FCGBP-Heteromer.
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Abb. 15: GroéRenausschlusschromatographie nach einer schonenden Extraktion (Mérser) des Magen Korpus bei
pH 7.

A: UV-Profil bei 280 nm der S75HL-S&ule einer Magen Korpusprobe (Mc383). In Pink sind die PAS-positiven Fraktionen
eingezeichnet. B: Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGE mit anschlielendem Western Blot bzgl. TFF1
(schwarz), GKN2 (blau) und GKN1 (grin) und Auftragung der relativen Intensitaten der jeweiligen charakteristischen
Monomerbande. Ausschnitt einer 15 %igen reduzierenden SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 C:
1 %ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl.. MUC5AC und MUC6 (GSAII). 1 %ige AgGE und Western Blot mit
anschlieRender Inkubation mit synthetischem *#I-TFF1-Homodimer (Autoradiographie). D: 1 %ige AgGE mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. FCGBP und TFF1. E: 1 %ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. FCGBP
und TFF1 auf einem Agarosegel. Die Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen.

Bei der GSAII positiven Bande mit dem niedrigerem Molekulargewicht handelt es sich nicht
um eine TFF1-Form (vgl. Anhang Abb. 43C). Vermutlich handelt es sich hierbei um ein
Abbauprodukt von MUC6 oder ein anderes Glykoprotein mit einer a- oder B-GICNAc-
Struktur. Die Bindung von synthetischem TFF1 an die PAS-positiven Fraktionen fuhrt zu
einem vergleichbaren Muster auf dem Western Blot (nach AgGE) wie die Lektinfarbung mit
GSAII (Abb. 15C). Dagegen bindet das synthetische TFF1-Homodimer nicht im Bereich von
FCGBP. Dies spricht daftr, dass sich die Bindung von TFF1 an Muzine bzw. die Bindung
von TFF1 an FCGBP unterscheiden. Der Anteil an Muzin bzw. FCGBP gebundenem TFF1
liegt dabei unter 5%.
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Abb. 16: GroRenausschlusschromatographie nach einer schonenden Extraktion (Morser) des Magen Korpus bei pH 7
(vgl. Abb. 15).

A: Western Blot bzgl. TFF1 einer nicht-reduzierenden 15 %igen SDS-PAGE mit anschlieBender Reduktion auf der
Membran. B: Western Blot bzgl. TFF1 einer nicht-reduzierenden 15 %igen SDS-PAGE mit anschliefender Reduktion im
Gel. C: 15 %ige SDS-PAGE und Coomassie-Farbung. 15 %ige reduzierende SDS-PAGE der eluierten Banden 3, 4 und 5 mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1. D: 15 %ige SDS-PAGE der Proben C12 und D2 mit und ohne Zugabe von 1 mM
PEG-maleimid (5 kDa). Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Betrachtet man die Profile von TFF1 und GKN2, so fallt auf, dass bei dem Hauptpeak von
GKN2 (C7) ein weiterer Peak fiir TFF1 zu erkennen ist (Abb. 15B). Daran schlieRen die
beiden TFF1-Maxima bei C12 und D2 an. Da diese Formen recht klein sind lassen sie sich

mit Hilfe von nicht-reduzierenden SDS-Gelen weiter untersuchen (Abb. 16).

Die Analyse der niedermolekularen Fraktionen zeigt eine 25 kDa Bande fir TFF1 in den
Fraktionen C6/C7 (Abb. 16A). Da in der Fraktion C7 das Maximum an GKN2-
Immunreaktivitdt nachweisbar ist, handelt es sich bei der 25 kDa Bande vermutlich um das
TFF1-GKN2-Heteromer (Abb. 15B, Abb. 16A). In den Fraktionen C12-D3 (grofte
Immunreaktivitat fir TFF1, vgl. Abb. 15B) lassen sich zudem eine 18 kDa Bande, sowie eine
Doppelbande bei 14 kDa bzw. <14 kDa fur TFF1 nachweisen. Alle drei Banden (18 kDa,
14 kDa, <14kDa) konnten aus einem Coomassiegel eluiert und auf die fur TFF1 typische
Bande reduziert werden (Abb. 16C). Vermutlich handelt es sich hier um ein TFF1-
Homodimer sowie zwei monomere TFF1-Formen. Das Verhaltnis von TFF1-Homodimer zu
dem kleinerem TFF1-Monomer entspricht in etwa 1:1. Aufgrund der ungeraden Anzahl an
Cysteinen des TFF1 wurde Uberpriuft, ob die Monomere freie Thiolgruppen enthalten. Dazu
wurden die Fraktionen mit C12 und D2 mit PEG(5 kDa)-maleimid inkubiert und anschlief3end
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unter reduzierenden Bedingungen analysiert. Es konnte in beiden Fraktionen (C12 und D2)
eine Verschiebung um 5 kDa beobachtet werden (Abb. 16D), wobei der Anteil an freien
Thiolen in der Fraktion D2 grofer war als in der Fraktion C12. Dies deutet darauf hin, dass es

TFF1-Monomere mit einem freien Thiol oder einem reversibel oxidierten Thiol gibt.

4.1.3.2 Trennung der mukusassoziierten TFF1-Formen durch eine
GroRenausschlusschromatographie (S-500)

Um die Bindung von TFF1 an den Mukus weiter zu analysieren, wurden S-500-Lé&ufe
durchgefuhrt, um so MUC5AC von MUCG6 zu trennen. Dazu wurden die Extrakte EO und E1
einer Gewebeprobe aus dem Korpus nach der Extraktion mit 1 % Mercaptoethanol gekocht
und anschlieBend auf eine S-500 Sédule aufgetragen (Abb. 17). Die Fraktionen der S-500 vom
Gesamtextrakt En wurden von Frau Franziska Heuer erhalten (Institut fur Molekularbiologie

und Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg).

Das UV-Profil der Grolzenausschlusschromatographie (S-500) fiir den Extrakt E1 nach dem
Kochen mit 1 % B-Mercaptoethanol zeigt, dass ein Grofiteil der Proteine rausgel6st und zu
niedermolekularen Fraktionen verschoben wurden (Abb. 17A). TFF1 wird ebenfalls aus dem
hochmolekularen Bereich gelost, wie die semiquantitative Auswertung der reduzierten
TFF1-Bande fir die mit 1 % Mercaptoethanol gekochten Extrakte EO und E1 zeigt (Abb.
17B). Fur den Extrakt En (ohne kochen) ist TFF1 dagegen im hochmolekularen Bereich
nachweisbar (Abb. 17B). Betrachtet man das Agarosegel der S-500 S&ule fiir diesen Extrakt
En, so findet man in den vorderen Fraktionen sowohl das mukusassoziierte TFF1 (Fraktion
B4-C4) als auch das TFF1-FCGBP-Heteromer (Fraktion B4-C12) (Abb. 17D). Diese
TFF1-Formen wurden durch das Kochen der Extrakte EO und E1 mit 1 % Mercaptoethanol

herausgelost.
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Abb. 17: GréRenausschlusschromatographie (S-500) vom Magen Korpus nach der Extraktion bei pH 7.

A: UV-Profil bei 280 nm der S-500 einer Magen Korpusprobe (Mc577, Extrakt E1) gekocht mit 1 % B-Mercaptoethanol. B:
Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 dreier
GroRenausschlusschromatographien (S-500) einer Magen Korpusprobe (En von Mc406A und EO bzw. E1 von Mc577). Die
relativen Intensitdten von TFF1 sind fir den Extrakt En (griin), Extrakt EO mit 1 % B-Mercaptoethanol gekocht (rot) und den
Extrakt E1 mit 1 % B-Mercaptoethanol gekocht (schwarz) aufgetragen. C: Semiquantitative Auswertung eines Dot-Blots der
PAS-positiven Fraktionen der S-500-Sdule des Magen Korpus Extraktes E1 (pink). Semiquantitative Auswertung des
Western Blots bzgl. TFF1 nach einer reduzierenden 15 %igen SDS-PAGE der S-500 eines Magen Korpus Extraktes E1 nach
Kochen mit 1% p-Mercaptoethanol (schwarz). Semiquantitative Auswertung der Signale (Autoradiographie) nach
Inkubation mit ‘**I-TFF1-Homodimer der Fraktionen B8-D3 der S-500 des Extraktes E1 nach Kochen mit 1% p-
Mercaptoethanol (tlrkis). D: 1 %ige AgGE mit anschliefendem Western Blot bzgl. TFF1 der S-500 des Extraktes En. E:
1 %ige AgGE mit anschlieRendem Western Blot sowie Inkubation mit **°I-TFF1-Homodimer der Fraktionen B9-D3 einer S-
500 des Extraktes EO nach Kochen mit 1 % [-Mercaptoethanol (Autoradiographie). Als Kontrolle (K) ist ein Extrakt E1 eines
Magen Antrums (Ma534) aufgetragen. F: 1 %ige AgGE mit anschlieBendem Western-Blot sowie Inkubation mit
15| TFF1-Homodimer der Fraktionen B8-D3 einer S-500 des Extraktes E1 nach Kochen mit 1% p-Mercaptoethanol
(Autoradiographie). Die Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen.

Die Inkubation mit **I-TFF1-Homodimer dieser Extrakte (EO und E1) zeigt eine Bindung des
Homodimers an den Mukus flr E1, nicht aber fur EO (Abb. 17E, Abb. 17F). Dies ist auf den
geringen Gehalt an Muzinen, speziell MUC6 im Extrakt EO zuriickzufiihren (vgl. Abb. 19).
Das Signal fiir die Bindung von *#I-TFF1-Homodimer an den Mukus ist am starksten in den
Fraktionen B10-C5 mit einem Maximum bei B12 (Abb. 17F). Diese Fraktionen sind PAS-
positiv, wobei das Maximum der PAS-positiven Fraktionen bei C9 liegt. Da eine positive
PAS-Reaktion typisch fir Muzine ist, bindet das TFF1-Homodimer vermutlich in vitro an
eines der Muzine MUC6 bzw. MUC5AC (Abb. 17C). Die semiquantitative Auswertung von
GSAIl (MUCG6) zeigt, dass das Maximum wie bei der Bindungsstudie mit
125 TFF1-Homodimer bei B12 liegt. AuRerdem stimmen die relativen Intensitaten der Signale
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des gebundenen TFF1 (Autoradiographie) mit der semiquantitativen Auswertung von GSAII
(Western Blot nach AgGE) weitgehend Uberein. Dagegen eluiert MUCS5AC spéter und ist in
den Fraktionen C7-C11 nachweisbar (AgGE und Western Blot bzgl. GSAIl und MUC5AC
wurden von Frau Franziska Heuer durchgefihrt) (Heuer et al. 2019). Dies deutet darauf hin,
dass TFF1 an MUCS6 bindet und nicht an MUC5AC. Das **I-TFF1-Monomer(ACM) lie
sich dagegen nicht an die Mukusfraktionen binden, weder fir den Extrakt EO noch den
Extrakt E1 (nicht gezeigt, vgl. Abb. 27).

4.1.3.3 Trennung der verschiedenen TFF1-Entitaten Uber eine
Anionenaustauschchromatographie (ResQ)

Es wurde eine Anionenaustauschchromatographie mit den Extrakten EO, E1 und E3-E4 einer
Magen Korpusprobe durchgefiihrt um mdoglicherweise eine Trennung von MUC6 und
MUCS5AC aufgrund eines unterschiedlichen isoelektrischen Punktes zu erreichen. Die
Ergebnisse sind in Abb. 18 gezeigt.
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Abb. 18: Muzinprofile nach der Trennung Uber eine ResQ und Inkubation dieser Fraktionen  mit
1 |_TFF1-Homodimer fiir den Extrakt E1 (Mc577).

1 %ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. MUC5AC und Lektinfarbung fir MUC6 (GSAII), sowie die Signale
der Inkubation mit *?I-TFF1-Homodimer (Autoradiographie). Die Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen.

MUCS5AC und GSAII weisen deutliche Unterschiede in den Elutionsprofilen der ResQ auf
(Abb. 18). MUCSAC ist in allen Fraktionen der ResQ nachweisbar mit einem Peak in den
Fraktionen Al-A4, sowie dem Maximum in den Fraktionen B5-C3. MUCS6 eluiert dagegen
erst in spateren Fraktionen, mit dem Maximum in den Fraktion B5-B10 und einem weiteren
Peak bei C1-C4. Dieses Elutionsmuster von MUCG6 ist vergleichbar mit dem Muster der
Bindung von '*I-TFF1-Homodimer an diese Fraktionen. Die Autoradiographie zeigt die

starksten Signale fur die Bindung in den Fraktionen B5-B10, sowie weitere positive Signale
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in den Fraktionen ab C1. Die 1 %igen Agarosegele mit anschlieender Immunféarbung
(MUC5AC) bzw. Lektinbindung (GSAII) fur die ResQ-Saulen von den Extrakten EO und E3-
E4 wurden ebenfalls ausgewertet und zeigen ein dhnliches Profil, sowohl fir MUC5AC als
auch MUCS, sowie fir die Bindung von **I-TFF1-Homodimer. MUC6 (GSAII) ist in EO
jedoch ausschlieBlich in den Taschen nachweisbar. Fir die Extrakte EO und E3-E4 sind
deshalb nur die Fraktionen B5-C1 (Maximum der Signale fir die Bindung von
125 _TFF1-Homodimer) der Anionenaustauschchromatographien im Vergleich zum Extrakt E1
in Abb. 19 gezeigt.
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Abb. 19: Vergleich der Muzinprofile der Extrakte EO, E1l, E3-E4 (Mc577) nach Trennung durch einen
Anionenaustauscher ResQ.

1 %ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. MUC5AC und Lektinfarbung fir MUC6 (GSAII), sowie die Signale
der Bindung von '#I-TFF1-Homodimer (Autoradiographie). Die Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen.

Im Extrakt EO kann nahezu kein MUCG6 (GSAII) nachgewiesen werden, wahrend MUC5AC
gut detektierbar ist. Interessanterweise ist eine Bindung von *?*|-TFF1-Homodimer hier auch
nicht bzw. nur in geringem Mal3e in den Taschen mdglich. Fur den Extrakt E1 des Korpus ist
MUC6 und MUCS5AC nachweisbar. Trotzdem ist das Profil von gebundenem
25 TFF1-Homodimer dem vom MUCS deutlich &hnlicher als dem vom MUCSAC. Fiir den
Extrakt E3-E4 zeigte sich das gleiche Bild, die Profile von MUC6 und gebundenem
125 _TFF1-Homodimer gleichen sich, wobei insgesamt die Intensitaten der Signale fiir MUC6
und gebundenem *#I-TFF1-Homodimer gegeniiber dem Extrakt E1 etwas abnimmt. Fiir
MUCS5AC sind dagegen die Immunfarbungen der Extrakte EO, E1 und E3-E4 in etwa gleich
stark. Die gleichen Fraktionen wurden auch mit **I-TFF1-Monomer(ACM) inkubiert. Dabei

konnte allerdings keinerlei Signal festgestellt werden (Daten nicht gezeigt, vgl. Abb. 27).
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Die Extrakte EO und E3-E4, vor dem Auftragen auf die ResQ, zeigen im NR-Gel mit Western
Blot bzgl. TFF1 vier verschiedene TFF1-Formen, das TFF1-GKN2-Heterodimer bei 25 kDa,
das TFF1-Homodimer bei 18 kDa und zwei TFF1-Monomere bei 14 kDa bzw. <14 kDa (Abb.
20B). Das TFF1-GKN2-Heterodimer kann in diesem Extrakt E1 nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 20: Anionenaustauschchromatographie fir die Extrakte EO, E1 und E3-E4 einer Korpusprobe (Mc577).

A: UV-Profil bei 280 nm der ResQ einer Magen Korpusprobe (Mc577). Eluiert wurde mit einem Salzgradienten (grau).
Stellvertretend ist dies fiir Extrakt E1 gezeigt. B: Western Blot fiir TFF1 einer nicht-reduzierenden 15 %igen SDS-PAGE der
Extrakte (EO, E1, E3-E4) vor dem Auftragen auf die ResQ. Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben. C:
Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBenden Western Blots bzgl. TFF1 der
ResQ-Séaulen von EO (schwarz), E1 (rot) und E3-E4 (hellblau). D: Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen
SDS-PAGEs mit anschlieBenden Western Blots fiir GKN2 der ResQ-Saulen von EO (schwarz), E1 (rot) und E3-E4 (hellblau).
E: 1 %ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot fiir TFF1 und FCGBP von den Fraktionen B5-D3 des Extraktes E1. Die
Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen.
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4. Ergebnisse

TFF1 eluiert in den gleichen Fraktionen mit einem Maximum zwischen B8 und C3 bei allen
drei ResQ-Sdulen der Extrakte EO, E1 und E3-E4 (Abb. 20C). TFF1 ist nur wenig mit GKN2
assoziiert, wie der Vergleich der Elutionsprofile von TFF1 mit den Elutionsprofilen von
GKN2 zeigt (Abb. 20C, Abb. 20D). GKN2 eluiert in der ResQ-Saule von EO mit einem
Maximum in den Fraktionen B1 und B2 und mit kleineren Peaks bei B6 bzw. B9. Die
Elutionsprofile fir GKN2 der ResQ-S&ulen von E1 und E3-E4 zeigen ein Maximum bei B6
(Abb. 20D). TFF1 eluiert zusammen mit FCGBP von der ResQ (E1), was auf ein
TFF1-FCGBP-Heteromer hinweist (Abb. 20E). Dies wurde ebenfalls fir den Extrakt EO
nachgewiesen (Anhang, Abb. 44). Fir den Extrakt E1 konnte eine Assoziation an ein
hochmolekulares Protein, vermutlich ein Muzin nachgewiesen werden (Abb. 20E). Allerdings
unterscheiden sich die Profile des Western Blots fir TFF1 und die Signale der Bindungstudie
mit '°I-TFF1-Homodimer voneinander (ResQ-Saule von E1). Die Bindungsstudie mit
125 _TFF1-Homodimer zeigt starke Signale in den Fraktionen B5-B7, wahrend TFF1 auf dem
Western Blot nach AgGE in diesen Fraktionen nicht bzw. fast nicht nachweisbar ist (Abb. 18,
Abb. 20).

4.1.3.4 TRIzol®-Extraktionen und Untersuchung des TFF1-GKN2-Heterodimers

Das TFF1-GKN2-Heterodimer lasst sich nur schwer extrahieren und nachweisen, da es z. T.
schwer 16slich ist und nur in Gegenwart von SDS geltst werden kann (vgl. Extrakte von
E3-E4; Abb. 12A, Abb. 12B, Abb. 20B). Aus diesem Grund wurde eine TRIzol®-Extraktion,
die zusatzlich Enzyme durch Denaturierung inhibiert, durchgefihrt. Das Pellet nach
TRIzol®-Extraktion wurde bei 50 °C in 1% SDS gelést und dann auf eine S75HL Saule
aufgetragen. Die Ergebnisse fiir eine ausgewahlte TRIzol®-Extraktion mit anschlieRender
Trennung der Proteine (ber eine GréRenausschlusschromatographie (S75HL) sind in Abb. 21

gezeigt.

Im TFF1-Profil (Abb. 21B) der GroRenausschlusschromatographie nach TRIzol®-Extraktion
zeigt sich ein Unterschied zu den Profilen nach schonender Extraktion (Morser) bzw.
herkémmlichen Extraktionen (Abb. 15B, Abb. 14B). Der charakteristische TFF1-Peak in den
Fraktionen B7-B9, in dem mukusassoziiertes TFF1 und das TFF1-FCGBP-Heteromer zu
finden sind, fehlt fast vollig.
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Abb. 21: TRIzol®-Extraktion einer Magen Korpusprobe und anschlieBender GréRenausschlusschromatographie
(S75HL).

A: UV-Profil bei 280 nm der S75HL nach TRIzol®-Extraktion einer Magen Korpus (Mc577) Extrakts. Die PAS-positiven
Fraktionen sind in Pink schraffiert. B: Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit
anschlieBenden Western Blots fir TFF1 (schwarz), GKN2 (blau) und GKN1 (griin). C: Nicht-reduzierende 15 %ige
SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1. D: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieRender
Coomassie-Farbung der Fraktion B12. Die markierten Banden (>66 kDa, 66 kDa, <66 kDa) wurden eluiert und auf eine
reduzierende 15 %ige-SDS-PAGE aufgetragen, mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1. E: 15 %ige SDS-PAGE der
Fraktion C6 (R: reduzierend, NR: nicht-reduzierend) mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF1 und GKN2. F:
Reduzierende und nicht-reduzierende 15 %ige SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. GKN2. G: Reduzierende 15 %ige
SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. GKN1 und GKN2. Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Western Blots nach einer Agarosegelelektrophorese fur FCGBP zeigen, dass das
TFF1-FCGBP-Heteromer fehlt (Anhang, Abb. 47A). Die Bindung von **I-TFF1-Homodimer
ist ebenfalls schwacher (Anhang, Abb. 47B), als bei vergleichbaren Proben, die nicht mit
TRIzol® behandelt wurden. Vermutlich lassen sich die hochmolekularen Proteine durch die
Denaturierung mit TRIzol® und die damit verbundene Isopropanol-Fallung nicht mehr
vollstdndig l6sen. Interessanterweise erscheint nun im TFF1-Profil ein Peak fir die
Fraktionen B12/C1 (Abb. 21B). In diesen Fraktionen kann eine neue TFF1-Entitat bei
<66 kDa auf einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE mit anschlielendem Western Blot
nachgewiesen werden (Abb. 21C). Diese TFF1-Entitat l&sst sich aus dem Coomassiegel
eluieren und reduzieren, was flr ein weiteres Disulfid-verkniipftes TFF1-Heteromer spricht
(Abb. 21D). Der zweite Peak liegt erneut bei C6/C7 und weist eine, fur das TFF1-GKN2-
Heteromer typische, 25 kDa Bande auf. Die 25kDa Bande kann sowohl uber eine
Immunfarbung mit TFF1-Antiserum, als auch mit GKN2-Antiserum eindeutig nachgewiesen
werden (Abb. 21C, Abb. 21E). Das Maximum im TFF1-Profil liegt fir diese
GroRenausschlusschromatographie bei D2 (Abb. 21B). Die Fraktionen D1-D3 enthalten drei
TFF1-Formen, das TFF1-Homodimer (18 kDa) und zwei monomere TFF1-Formen (14 kDa,
<14 kDa). Das GKN2-Profil weist ebenfalls drei Peaks (B8, C6/C7, D1) auf (Abb. 21B). Die
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GKN2-Form in Fraktion B8 ist vermutlich ein GKN2-Homodimer (~40 kDa) (Abb. 21F). Der
zweite Peak (C6/C7) enthalt, wie fur TFF1 gezeigt, das TFF1-GKN2-Heteromer (Abb. 21E,
Abb. 21F). Das Maximum der Immunreaktivitdt fur GKN2 (Fraktion C9-D2) weist ein
GKN2-Monomer auf. Diese Fraktionen enthalten auch GKN1 mit einem Maximum bei
C10-C12 (Abb. 21B). Die reduzierenden SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl.
GKN1 bzw. GKNZ2 zeigen eine Doppelbande fir beide Gastrokine (Abb. 21G). Dies lasst auf
eine Kreuzreaktivitat der GKN-Antikorper schlieen. In Fraktion B8 und C7 kann nur die
untere Bande nachgewiesen werden und auch nur mit dem Antiserum fiir GKN2. Daher kann
die untere Bande eindeutig GKN2 zugewiesen werden, die obere Bande entsprechend GKN1
(Abb. 21G).

Es wurde ebenfalls eine Anionenaustauschchromatographie nach TRIzol®-Extraktion
durchgefiihrt um die verschiedenen Entitaten von TFF1 zu trennen. Einige (<66 kDa, 14 kDa
und <14 kDa) dieser Entitdten wurden im Rahmen einer Kooperation mit Herrn Univ.-Prof.
Dr. Hartmut Schliter (Massenspektrometrische Proteomanalytik, Inst. fir Klinische Chemie
& Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) massenspektrometrisch
analysiert (Abb. 22).

Die Trennung eines TRIzol®-Extraktes einer Korpusprobe durch einen Anionenaustauscher
(ResQ) zeigt nur eine geringe Assoziation von TFF1 an GKN2 (Fraktion B12 Abb. 22A). Das
Profil von TFF1 (Maximum bei C6/C7) zeigt nur geringe Uberschneidungen mit den Profilen
von GKN2 (Maximum bei B11/B12) und GKN1 (Maximum bei B11). In den Fraktionen
B11/B12 kann das TFF1-GKN2-Heterodimer (25 kDa) nachgewiesen werden (Abb. 22B,
Abb. 22D). Nach Western Blot bzgl. GKN2 einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE sogar bis
Fraktion C3 (Abb. 22D). In den Fraktionen B10-C3 lasst sich auBerdem das GKN2-Monomer
nachweisen, sowie ebenfalls eine <66 kDa Bande (Abb. 22D, Pfeil). Diese Bande kann nach

Elution allerdings nicht reduziert werden und ist unspezifisch (Daten nicht gezeigt).

In den Fraktionen C3-C5 ist eine <66 kDa Bande detektierbar (Bande 1), sowie die
monomeren TFF1-Formen bei 14 kDa (Bande 2) und <14 kDa (Bande 3) in den Fraktionen
C4-C10 (Abb. 22C). Diese Banden (Bande 1-3) wurden aus einer nicht-reduzierenden
SDS-PAGE ausgeschnitten und massenspektrometrisch analysiert. In allen drei Banden
konnten Fragmente von TFF1 identifiziert werden. In den Fraktionen C6/C7 ist vermutlich
auch das TFF1-Homodimer (18 kDa) nachweisbar. Aufgrund der geringen Menge wurde
diese Bande aber nicht analysiert.
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Abb. 22: TRIzol®-Extraktion einer Magen Korpusprobe (Mc577) mit anschlieRender Anionenaustausch-
chromatographie (ResQ).

A: Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieRenden Western Blots fiir TFF1
(schwarz), GKN2 (blau) und GKN1 (griin) der ResQ-Saule nach TRIzol®-Extraktion. B: 15 %ige nicht reduzierende
SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der Fraktionen B8-C3 C: 15 %ige nicht reduzierende SDS-PAGE
mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der Fraktionen C3-C10. D: 15 %ige nicht reduzierende SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. GKN2 der Fraktionen B10-C5. Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben. E:
Massenspektrometrische Analyse der eluierten Banden aus einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) der
vereinigten Fraktionen C3/C4 (Bande 1) und C6/C7 (Bande 2, Bande 3). In Rot sind die, nach einem tryptischen Verdau,
gefundenen TFF1-Fragmente markiert.

GKNZ2 ist in erheblicher Menge nach GroéRenausschlusschromatographien auch in den
PAS-positiven Fraktionen zu finden (Abb. 21B). Da diese Fraktionen nach einer
TRIzol®-Extraktion relativ schwer 16slich sind wurde eine mehrstufige Extraktion (EO, E1,

E3-E4) und anschlieBend jeweils eine GroRenausschlusschromatographie durchgefuhrt (Abb.
23)
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Abb. 23: GréRenausschlusschromatographien (S75HL) der Extrakte EO, E1 und E3-E4 einer Magen Korpusprobe
(Mc577).

A: Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieendem Western Blot bzgl. TFF1 der
S75HL-Sdulen von EO (schwarz), E1 (rot) und E3-E4 (hellblau). Es ist der PAS-Bereich vom Extrakt E3-E4 gekennzeichnet.
B: Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blots bzgl. GKN2
der S75HL-Sdulen von EO (schwarz), E1 (rot) und E3-E4 (hellblau).C: 15 %ige nicht reduzierende SDS-PAGEs mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der S75HL von EO. D: 15%ige nicht reduzierende SDS-PAGEs mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der S7T5HL von E3-E4. Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Die TFF1-Profile der GroRenausschlusschromatographien (S75HL) zeigen vor allem
Unterschiede fir die Extrakte EO, E1 und E3-E4 in den hochmolekularen Fraktionen
(PAS-positiv) und dem Bereich um C6 der, wie bereits in Abb. 16A, Abb. 21C, Abb. 21E
gezeigt, das TFF1-GKN2-Heteromer enthalt (Abb. 23A). Der Extrakt EO zeigt sowohl im
TFF1-Profil, als auch im GKN2-Profil einen Peak in den Fraktionen (C5/C6). In diesen
Fraktionen (C5/C6) lasst sich das TFF1-GKN2-Heterodimer (25 kDa) fir EO auf dem
Western Blot bzgl. TFF1 entsprechend nachweisen (Abb. 23C). Beim Extrakt E3-E4 eluiert
ein groBer Teil von TFF1 und GKN2 in den PAS-positiven Fraktionen (Abb. 23A Abb. 23B).
In diesen Fraktionen kann das TFF1-GKN2-Heterodimer detektiert werden, sowie ein
TFF1-Monomer. Dies spricht dafiir, dass das TFF1-GKN2-Heterodimer moglicherweise auch
an den Mukus bindet. In den Fraktionen C5/C6 kann das TFF1-GKN2-Heterodimer dagegen
nicht nachgewiesen werden (Abb. 23D). Zum Vergleich sind die Profile (TFF1, GKN2) vom
Extrakt E1 aufgetragen, aber wie in Abb. 20B bereits gezeigt, kann in diesem Extrakt kein
bzw. nur extrem wenig TFF1-GKN2-Heterodimer nachgewiesen werden.

4.1.3.5 Experimente zur Untersuchung des TFF1-Homodimers und der Monomere von
TFF1

Zur weiteren Untersuchung des TFF1-Homodimers und der TFF1-Monomere wurden
vergleichende SDS-PAGEs mit synthetischem TFF1-Monomer(ACM) und TFF1-Homodimer

(synthetisiert und erhalten von Nayara Braga Emidio, Institute for Molecular Bioscience,
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University of Queensland, Australien; (Braga Emidio et al. 2020)), sowie verschiedene
Experimente mit PEG-maleimid (siehe Kap. 3.3.11) und Dimedon (DCP-Biol, siehe Kap.
3.3.12) durchgefiihrt (Abb. 24). Maleimid bindet dabei spezifisch nicht-oxidierte Thiole und

Dimedon spezifisch an Sulfensauren.
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Abb. 24: Analyse des TFF1-Homodimers und der TFF1-Monomere im Magen Korpus.

A: 15 %ige SDS-PAGE (R: reduzierend, NR: nicht-reduzierend) mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF1 von
chromatographisch gereinigten Fraktionen mit synthetischem TFF1-Monomer und TFF1-Homodimer. 1: synthetisches TFF1-
Monomer, 2: synthetisches TFF1-Homodimer, 3: Fraktion B11 (Hauptfraktion) einer Anionenaustauschchromatographie
ResQ (pH 7) eines Extraktes EO (Abb. 20), 4: Fraktion D1 (Hauptfraktion) einer GrolRenausschlusschromatographie S75HL
(pH 7) nach TRIzol®-Extraktion (Mc577, vergleichbar mit Abb. 21) B: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der zuvor mit bzw. ohne 1 mM PEG-maleimid (5 kDa) UN inkubierten Fraktionen
C5-D2. Gezeigt sind die Fraktionen C5-D2 einer GroRenausschlusschromatographie S75HL (pH 8). Zuvor wurden die
vereinigten Fraktionen C5-C8 (Hauptfraktionen) einer Anionaustauschchromatographie ResQ (pH 6) von einem
Gesamtextrakt En (Mc390) auf die S75HL aufgetragen. Der Pfeil markiert die Verschiebung des TFF1-Monomers durch die
Reaktion mit PEG-maleimid. C: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1
(PEG-maleimid) bzw. Streptavidin (DCP-Biol) der zuvor mit 1 mM PEG-maleimid (5 kDa) bzw. 1 mM DCP-Biol/Dimedon
UN inkubierten Fraktionen B8-C1l. Als Vergleich dient die Fraktion B11l ohne Behandlung mit PEG-maleimid bzw.
DCP-Biol (nicht-reduzierende 15 %ige SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1). Gezeigt sind die
Fraktionen B8-C1 einer Anionenaustauschchromatographie ResQ (pH 7) eines Extraktes EO (Abb. 20). Der Pfeil markiert die
Verschiebung des TFF1 durch die Reaktion mit PEG-maleimid.

Der Vergleich zwischen dem synthetischen TFF1-Homodimer (Abb. 24A) und den
gereinigten Fraktionen zeigt, dass es sich bei der Bande bei ~18 kDa um ein Homodimer
handelt. Das gereinigte TFF1-Homodimer reagiert zudem nicht mit PEG-maleimid (Abb.
22B). Dies l&sst auf eine kovalente Verkniipfung des TFF1-Homodimers tber ein Disulfid am
C-Terminus (Cys-58) schlieBen. Die monomere Doppelbande reagiert dagegen mit
PEG-maleimid (Abb. 24B, Abb. 24C). Dies zeigt, dass ein freies Thiol an Cys-58 verfugbar
ist. TFF1 reagiert nicht mit Dimedon (DCP-Biol), was darauf schlieBen lasst, dass keine
Sulfensduren vorliegen (Abb. 24C). Interessanterweise erscheint auch das synthetische TFF1-

Monomer als Doppelbande (14 kDa, <14 kDa), obwohl das siebte Cystein (Cys-58) durch
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eine Acetamidomethylgruppe (ACM) geschitzt ist und so keine Oxidation mdglich ist, die
das Laufverhalten in der SDS-PAGE beeinflussen wiirde (Abb. 24A) (Braga Emidio et al.
2020).

4.1.4 Vergleich zwischen Magen Korpus und Magen Antrum

Da sich Korpus und Antrum in der Biosynthese von Proteinen und Peptiden unterscheiden
und Tff1X°-Mause Tumore nur im Antrum bilden liegt der Verdacht nahe, dass sich das
Antrum vom Korpus auch im Vorkommen der TFF1-Entitdten unterscheidet (Lefebvre et al.

1996). Deshalb wurden verschiedene Korpus und Antrum Extrakte miteinander verglichen
(Abb. 25).
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Abb. 25: Vergleich zwischen Magen Korpus und Magen Antrum.

A: Analyse der mehrstufigen Extraktion (EO, E1, E3-E4) von drei Korpus- (Mc383, Mc687, Mc688) bzw. drei
Antrumproben (Ma250, Ma679, MA690). Semiquantitative Auswertung der Western Blots bzgl. TFF1 (schwarz), GKN2
(blau) und GKN1 (griin) nach einer reduzierenden 15 %igen SDS-PAGE. Die relative Intensitat des Muzins wurde Uber eine
PAS-Reaktion durch einen Dot-Blot bestimmt (pink). B: 1 %ige AgGE mit anschliefendem Western Blot fur MUC5AC und
FCGBP, sowie Lektinbindung (GSAII) als Nachweis fir MUC6 (Korpus: Mc383, Antrum: Ma690). C: 1 %ige AgGE mit
anschlieBendem Western Blot fir TFF1 und FCGBP. Als Kontrolle wurden eine Probe (jeweils EO) des Duodenums (D;
D680) und des Kolons (K; K681) aufgetragen. Die Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen.

Die prozentuale Verteilung von Muzinen (PAS-positiv), TFF1, GKN2 und GKNL1 auf die
einzelnen Extraktionsschritte (EO, E1, E3-E4) unterscheidet sich nur wenig zwischen Korpus
und Antrum (Abb. 25A). Muzine (PAS-positiv) sind generell weniger in dem Extrakt EO zu
finden (ca. 20 %). TFF1 verteilt sich dagegen relativ gleichmaRig auf die drei Extrakte. In E1

ist sowohl im Korpus als auch im Antrum das meiste TFF1 nachzuweisen. Im Korpus ist
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dagegen mehr TFF1 im Extrakt EO zu detektieren, im Antrum mehr TFF1 im schwer 16slichen
Extrakt E3-E4. GKNZ2 ist fast ausschliel3lich im Extrakt E3-E4 zu finden (>70 %), im Antrum
sogar zu 90 %. Im Extrakt E1 kann GKN2 fast gar nicht (<5 %) nachweisen werden. GKN1
ist hauptséchlich im Extrakt EO zu detektieren (>50 %), dagegen kaum im Extrakt E3-E4.

Das Signal fir MUCS5AC ist fur den Extrakt EO schwacher im Vergleich zu den Extrakten E1
und E3-E4. Die Bindung des Lektins GSAII an den Extrakt EO ist nur auf die Geltaschen
beschrénkt, wahrend GSAII in E1 und E3-E4 auch unterhalb der Geltaschen bindet (Abb.
25B). Ein dhnliches Muster wie bei GSAII zeigt sich auch fur den Western Blot bzgl. TFF1
nach AgGE. Dort ist TFF1 in EO ebenfalls in der Geltasche nachweisbar, wahrend es in den
Extrakten E1 und E3-E4 auch knapp unterhalb der Geltaschen zu finden ist. Dies lasst auf
eine Assoziation von TFF1 mit MUC6 (GSAII) schlieBen. AufRerdem lasst sich in allen
Extrakten das TFF1-FCGBP-Heteromer nachweisen. Dabei ist im Korpus fur E3-E4 auf dem
Western Blot bzgl. FCGBP die Bande breiter als in den Extrakten EO und E1. Im Antrum ist
FCGBP im Extrakt E3-E4 fast gar nicht nachzuweisen (Abb. 25C).

Die Analyse der Bindung vom ***I-TFF1-Homodimer an den Mukus zeigt, dass ein sinkender
pH-Wert die Bindung des *?I-TFF1-Homodimers hemmt (Abb. 26A). pH 2 verringert die
TFF1-Homodimer Bindung um 65 % im Korpus und um 55 % im Antrum, verglichen mit der
Bindung bei pH 7. Die Anderung der Ca?*-Konzentration im Bindungspuffer hat dagegen
nahezu keinen Effekt auf die Bindung des *?°I-TFF1-Homodimers an die Muzine. Die Zugabe
von 30 mM EDTA zum Bindungspuffer inhibiert die Bindung des **I-TFF1-Homodimers an
die Muzine allerdings nahezu komplett im Antrum, im Korpus sogar vollstandig (Abb. 26B).
Die getesteten Monosaccharide zeigen ebenfalls eine Inhibition der Bindung des *#I-TFF1-
Homodimers an Muzine, wenn auch geringer als EDTA. Den grofiten Effekt auf die Bindung
hat B-Methylgalaktosid, bei dem die TFF1 Bindung, verglichen mit der Kontrolle, um fast
70 % abnimmt (Abb. 26D). Fir die Bindung des '?°I-TFF1-Homodimer an Muzine reicht in
vitro ein Monosaccharid nicht aus, dies zeigt der Versuch mit den an eine
Nitrocellulosemembran fixierten PAP-HSA-Konjugaten (Abb. 26C).
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Abb. 26: Vergleich von TFF1 in Magen Korpus und Magen Antrum und Analyse der Bindung an den Mukus.

A: 1 %ige AgGE der Extrakte E1 von Korpus (Mc560) und Antrum (Ma534) mit anschlieBendem Western Blot. Inkubation
mit 1®I-TFF1-Homodimer bei unterschiedlichen pH-Werten (pH 7, pH 4, pH 2) des Bindungspuffers. Gezeigt sind die
Signale der Bindung (Autoradiographie) und die semiquantitative Auswertung der Signale (Korpus blau, Antrum rot). B:
1 %ige AgGE der Extrakte E1 von Korpus (Mc540) und Antrum (M534) mit anschlieBendem Western Blot. Inkubation mit
125 TFF1-Homodimer bei unterschiedlichen Ca?* Konzentration bzw. mit EDTA (2,5 mM Ca?*, ohne zusétzliches Ca®",
10 mM Ca®, 30 mM EDTA) im Bindungspuffer. Gezeigt sind die Signale der Bindung (Autoradiographie) und die
semiquantitative Auswertung der Signale (Korpus blau, Antrum rot). C: Dot-Blot mit PAP-HSA-Konjugaten mit
verschiedenen Monosacchariden (1: N-Acetylglucose-a-PAP-HSA-Konjugat, 2: N-Acetylglucose-B-PAP-HSA-Konjugat, 3:
Galactose-a-PAP-HSA-Konjugat, 4:  Galactose-B-PAP-HSA-Konjugat, 5:  Mannose-a-PAP-HSA-Konjugat, 6:
Mannose-B-PAP-HSA-Konjugat). Es wurden 5 pg, 10 pg bzw. 25 pg des jeweiligen PAP-HSA-Konjugat aufgetragen. Als
Kontrolle (K) wurden 1 pl, 2 pl und 5 pl eines Antrumextraktes (E1, MA534) aufgetragen Die Nitrocellulosemembran wurde
mit 1%°|-TFF1-Homodimer inkubiert und die Signale iber Autoradiographie detektiert.. D: 1 %ige AgGE der Extrakte E1 von
Korpus (Mc558) und Antrum (M250) mit anschlieBendem Western Blot. Inkubation mit *2°I-TFF1-Homodimer sowie 1 mM
verschiedener Monosaccharide (a-Methyl-Glukosid, B-Methyl-Glukosid, B-Methyl-Mannosid, o-Methyl-Galaktosid, f-
Methyl-Galaktosid). Gezeigt sind die Signale der Bindung (Autoradiographie) und die semiquantitative Auswertung der
Signale (Korpus blau, Antrum rot). E: 1 %ige AgGE der Extrakte EO, E1, E3-E4 von Korpus (Mc560) und Antrum (M561)
mit anschlieBendem Western Blot bzgl. MUCSAC und GSAIl, sowie Inkubation mit **I-TFF1-Homodimer
(Autoradiographie). Die Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen.

Die Ergebnisse der Bindungsstudien zeigen, dass das *?°I-TFF1-Homodimer auch im Antrum
an Muzine bindet und die Bindung sich im Vergleich zum Korpus nicht unterscheidet. Der
Vergleich von der Immunfarbung von MUCS5AC bzw. der Lektinbindung des GSAII mit den
Signalen der Bindung von **I-TFF1-Homodimer zeigt, dass das TFF1-Homodimer in vitro
vermutlich MUCS bindet. So ist sowohl fiir GSAII, als auch fiir das **I-TFF1-Homodimer
nahezu keine Bindung flr den Extrakt EO zu sehen. Die Extrakte in Abb. 26E wurden
ebenfalls mit **I-TFF1-Monomer(ACM) inkubiert, zeigen allerdings erst nach mehreren
Wochen ein ganz schwaches Signal. Dies deutet darauf hin, dass das TFF1-Monomer(ACM)
nicht an den Mukus bindet oder nur extrem schwach (Abb. 27).
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Abb. 27: Vergleich zwischen der Bindung von **I-TFF1-Homodimer und *I-TFF1-Monomer(ACM).

1 %ige AQGE einer mehrstufigen Extraktion (EO, E1, E3-E4) einer Korpus- (Mc560) und einer Antrumprobe (Ma561) mit
anschlieRendem Western Blot. Gezeigt sind die Signale (Autoradiographie) nach Inkubation mit **I-TFF1-Homodimer und
25| TFF1-Monomer(ACM). Die Striche markieren die Geltaschen.
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Abb. 28: Vergleich zwischen Magen Korpus und Magen Antrum der mehrstufigen Extraktion (EO, E1, E3-E4).

A: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 von je drei verschiedenen Korpus-
(Mc383, Mc687, Mc688) bzw. drei verschiedenen Antrumproben (Ma250, MA679, MA690) der Extrakte EO, E1 und E3-EA4.
B: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. GKN2 von je drei verschiedenen Korpus-
(Mc383, M687, Mc688) bzw. drei verschiedenen Antrumproben (Ma250, MA679, MA690) der Extrakte EO, E1 und E3-E4.
C: 15 %ige SDS-PAGE (R: reduzierend, NR: nicht-reduzierend) mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der Extrakte

EO, E1, E3-E4 von einer Korpus- (Mc383) bzw. einer Antrumprobe (Ma690). Die Extrakte wurden zuvor mit 1 mM
PEG-maleimid (5 kDa) UGN inkubiert.

Die Analyse der Korpus- und Antrumproben zeigt nur geringe Unterschiede in Bezug auf die
niedermolekularen TFF1-Formen. So gibt es teilweise grofere individuelle Unterschiede
innerhalb der Korpusproben als im Vergleich mit den Antrumproben. Es 1&sst sich sowohl im
Korpus als auch im Antrum das TFF1-GKN2-Heteromer (25 kDa), schwach das
TFF1-Homodimer (~18 kDa), sowie zwei TFF1-Monomere (14 kDa, <14 kDa) nachweisen
(Abb. 28A). Am auffalligsten ist der Unterschied zwischen Korpus und Antrum in Bezug auf

das TFF1-GKN2-Heteromer. Im Antrum l&sst sich das TFF1-GKN2-Heteromer in allen
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Extrakten detektieren, sowohl mit dem TFF1-Antiserum, als auch mit dem GKN2-Antiserum.
Im Korpus ist das TFF1-GKN2-Heteromer in den Extrakten E1 dagegen nicht bzw. fast nicht
nachweisbar (Abb. 28A, Abb. 28B). Die TFF1-Monomere reagieren im Korpus in den
Extrakten EO und E1 zum Teil mit 1 mM PEG-maleimid, im Extrakt E3-E4 dagegen fast
nicht. Im Antrum gibt es nur fir den Extrakt E1 eine Verschiebung auf der SDS-PAGE durch
die Reaktion von TFF1 mit PEG-maleimid (Abb. 28C). Hierbei sei angemerkt, dass es auch
im Korpus teilweise starke Unterschiede bei der Reaktion mit PEG-maleimid gibt (Daten
nicht gezeigt). Es lasst sich nicht eindeutig sagen, welche der beiden monomeren Banden um
5 kDa auf der SDS-PAGE verschoben wurde oder ob moglicherweise beide Monomere

teilweise verschoben wurden.

Die Ergebnisse nach schrittweiser Extraktion von diversen Korpus- und Antrumproben
zeigen, dass im Antrum die gleichen TFF1-Entitaten wie im Korpus nachweisbar sind,
ndmlich mukusassoziiertes TFF1, TFF1-FCGBP-Heteromer, TFF1-GKN2-Heterodimer,
TFF1-Homodimer und zwei unterschiedliche TFF1-Monomere. Mdglicherweise enthalt das
Magen Antrum aber mehr TFF1-GKN2-Heterodimer als der Magen Korpus. Auflierdem
konnte es einen Unterschied im Oxidationszustand der TFF1-Monomere geben.

Es wurde auch fur einen Magen Antrum Gesamtextrakt (En) eine GrofRenausschluss-
chromatographie (S75HL) durchgefiihrt (Abb. 29).

Die GroRenausschlusschromatographie des Magen Antrums zeigt fur das reduzierende
TFF1-Profil Peaks bei B9/B10, C6/C7, D1/D2 (Abb. 29B). Die hochmolekulare Fraktion
B9/B10 enthalt wie im Korpus (vgl. Abb. 15) das TFF1-FCGBP-Heteromer (Abb. 29C). In
den Fraktionen C5-C7 lasst sich das TFF1-GKN2-Heterodimer nachweisen (Abb. 29D). In
den Fraktionen des Hauptpeaks D1/D2 kann die monomere Doppelbande von TFF1 detektiert
werden (Abb. 29E). Das TFF1-Homodimer kann in dieser GroRenausschlusschromatographie
nicht nachgewiesen werden, aber wie in Kapitel 4.1.1 gezeigt, kann es aufgrund der Lagerung
der gereinigten Fraktionen zur Verschiebung des Monomer-Homodimer Verhéltnisses
kommen. Teilweise lasst sich das TFF1-Homodimer bei einer Lagerung der Proben bei 4 °C

sogar gar nicht mehr nachweisen.
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Abb. 29: GroRenausschlusschromatographie (S75HL) vom Gesamtextrakt (En) eines Magen Antrums bei pH 8.

A: UV-Profil bei 280 nm der S75HL-Sdule vom Gesamtextrakt eines Magen Antrums (Ma322). Die PAS-positiven
Fraktionen sind in Pink schraffiert. B: Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der S75HL-Sé&ule von En. C: 1 %ige AgGE mit anschlieRendem Western Blot
bzgl. TFF1 und FCGBP. Die Striche an den Agarosegelen markieren die Geltaschen. D: 15 %ige nicht-reduzierende
SDS-PAGE (Reduktion auf der Membran) mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1. E: 15 %ige nicht-reduzierende

SDS-PAGE (Reduktion im Gel) mit anschliefendem Western Blot bzgl. TFF1. Der Molekularstandard (M) ist in kDa
angegeben.

4.1.5 TFF1 im Magensaft
Es wurden ebenfalls Proben vom Magensaft bzgl. der TFF-Peptide und GKN2 analysiert und

mit einer GrolRenausschlusschromatographie gereinigt. Die Magensaftproben stammen aus
einer Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Peter Malfertheiner (ehemaliger Leiter der Klinik fur

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Universitatsklinikum Magdeburg).
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Abb. 30: Grolenausschlusschromatographie einer Magensaftprobe bei pH 6.

A: UV-Profil bei 280 nm der S75HL-S&ule vom Magensaft (Magensaft 6). Die PAS-positiven Fraktionen sind in Pink
schraffiert. B: Semiquantitative Auswertung der reduzierenden 15 %igen SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot
bzgl. TFF1 der S75HL vom Magensaft. C: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl.
TFF1 fur ausgewdhlte Fraktionen. D: 15 %ige reduzierende SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF1,
TFF2, TFF3 und GKN2 fiir die Probe F-1 (vor dem Auftragen auf die Séule; 10 pl Probe auf die SDS-PAGE aufgetragen
(0,2 %)) und SDS (in 0,1 % SDS geldstes Pellet nach F-1, Kap. 3.3.1; 37,5 ul Probe auf die SDS-PAGE aufgetragen
(1,5 %)). Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Die GroRenausschlusschromatographie des Magensaftes zeigt im reduzierenden TFF1-Profil
nur zwei Peaks, einen bei B8/B9 und einen bei C11-D1 (Abb. 30B). Der groRte Teil (ca.
98 %) des TFF1 ist in den niedermolekularen Fraktionen nachweisbar. Die Analyse der
niedermolekularen Fraktionen zeigt zwei Banden (14 kDa und 18 kDa) bei denen es sich
vermutlich um das TFF1-Homodimer und eines der zwei TFF1-Monomere handelt (Abb.
30C). Das TFF1-GKN2-Heterodimer kann im Magensaft nicht detektiert werden. GKN2 kann
erst nach der Behandlung der Probe mit 0,1 % SDS nachgewiesen werden. Dies gilt ebenfalls
fir TFF2. Die Mengen an TFF1 und TFF3 im Magensaft sind hoéher als die von TFF2. Sie
lassen sich teilweise auch schon ohne Behandlung mit SDS detektieren. Allerdings ist der
groRere Teil von TFF1 (ca. 70 %) erst nach Behandlung mit SDS zu detektieren. Bei TFF3

dagegen ist die grél3te Menge in der leichter I6slichen F-1 Fraktion (ca. 65 %) nachweisbar.

4.1.6 Bindung von TFF1 an H. pylori
Es wurde ebenfalls getestet, ob das synthetische **°I-TFF1-Homodimer auch H. pylori bindet,
wie es bereits vorher mit rek. TFF1 aus E. coli gezeigt wurde (Reeves et al. 2008). Die Zell-

Lysate und LPS-Proben von H. pylori wurden von Frau Dr. Nicole Tegtmeyer (Lehrstuhl fiir
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Mikrobiologie (Prof. Dr. Backert), Friedrich-Alexander Universitat, Erlangen-Nirnberg)
bereitgestellt.
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Abb. 31: Bindung von **I-TFF1-Homodimer an verschiedene H. pylori Zell-Lysate bzw. LPS-Proben bei pH 7.

A: 15 %ige reduzierende SDS-PAGE der Zell-Lysate von H. pylori mit anschlieRender Inkubation der Western Blots mit
125 TFF1-Homodimer (Autoradiographie). 1: B128 WT 2: 7.13 WT 3: P12 WT. B: 15 %ige reduzierende SDS-PAGE der
Zell-Lysate und LPS-Proben von H. pylori mit anschlieRender Inkubation der Western Blots mit **°I-TFF1-Homodimer. 4:
P12 WT 5: P12AHP1191 Mutante 6: P12AHP479 Mutante. Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Das '*I-TFF1-Homodimer bindet die Zell-Lysate von H. pylori, genauer gesagt die
Lipopolysaccharide (LPS) des Bakteriums (Bande <14 kDa, Abb. 31A) (vgl. Braga Emidio et
al. 2020; Clyne et al. 2004; Reeves et al. 2008). Die Analyse der H. pylori Mutanten zeigt,
dass die Mutante PI24HP119] das '#I-TFF1-Homodimer nicht mehr bindet. Das Gen
HP1191 exprimiert eine LD-Heptosyltransferase, die wichtig fur die Synthese der inneren
Kernregion des LPS ist (Abb. 38) (Chandan et al. 2007). Dagegen kann die gereinigte LPS
Probe der Mutante HP0479 das **I-TFF1-Homodimer noch binden. Bei dieser Mutante fehlt
die D-Glycero-D-Manno-Heptosyltransferase, die wichtig fir die Synthese der &uReren
Kernregion des LPS ist (Abb. 38) (Hiratsuka et al. 2005).

Es wurde ebenfalls getestet, ob rekombinantes TFF1-Monomer an H. pylori binden kann.
Allerdings waren die Ergebnisse fur die in Abb. 31B gezeigten Proben negativ (Daten nicht
gezeigt). Die in Abb. 31A gezeigten drei Zell-Lysate und 16 weitere wurden mit **1-pTFF2
(Jergensen et al. 1982) inkubiert, zeigten aber ebenfalls keine positiven Ergebnisse (Daten
nicht gezeigt).
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4.2 TFF1 im Magen anderer Spezies
Es wurden Extrakte von Xenopus laevis, der Maus und dem Schwein analysiert. Das humane
TFF1-Antiserum zeigt keine Kreuzreaktivitat mit TFF1-Homologen aus anderen Organismen,

deshalb wird fir jeden Organismus ein eigenes Antiserum bendtigt (Daten nicht gezeigt).

421 TFF1in X. laevis

Zum Vergleich der Ergebnisse des humanen Magens wurden auch Magenproben von X. laevis
analysiert. Dazu wurde ein Gesamtextrakt (En) des Magens von X. laevis auf eine SDS-PAGE
aufgetragen und der anschliefende Western Blot bzgl. des TFF1-Orthologs xP1 analysiert
(Abb. 32) (Hauser and Hoffmann 1991).
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Abb. 32: Magenextrakt En des X. laevis.
15%ige SDS-PAGE (R: reduzierend, NR nicht-reduzierend) mit anschlieRendem Western Blot bzgl. xP1 (a-xP1-1) des
Gesamtextraktes En. Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.

Das TFF1 Ortholog xP1 kann im Magen des X. laevis nachgewiesen werden. Es zeigen sich
Banden bei ca. 14 kDa, in der nicht-reduzierenden SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF1,
bei denen es sich vermutlich um monomere Formen des xP1 handelt (Abb. 32). Am
deutlichsten ist allerdings eine 25 kDa grolRe Bande detektierbar. Mdglicherweise handelt es

sich hier um ein Heteromer von xP1 mit einem GKN2 Ortholog.

4.2.2 TFF1 in der Maus

TFF1 wurde ebenfalls im Magen der Maus analysiert, da wie bereits erwahnt, alle
Tff1“C-Tiere im Antrum Adenome bilden, die zu Tumoren filhren kénnen (Lefebvre et al.
1996). Dazu wurden verschiedene Korpusproben aus der Maus mit TRIzol® und als
Gesamtextrakt En extrahiert und mit Hilfe einer SDS-PAGE mit anschlieBendem Western
Blot bzgl. TFF1 und GKN2 analysiert (Abb. 33).
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Abb. 33: Vergleich zwischen TRI1zol®-Extraktion und Gesamtextraktion En.

A: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 (a-mTFF1-1). B: 15 %ige
nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot bzgl. GKN2. 1 und 2 sind verschiedene Magen
Korpusproben (je ~0,1 g) aus der Maus (WT (Fu et al. 2015)) mit TRIzol® extrahiert, das Pellet nach Isopropanolfallung
wurde geteilt und a: nur in Puffer (20 mM Tris/HCI, 30 mM NaCl) bzw. b: in Puffer mit 1 % SDS gel6st (je 250 pl). 3 und 4
sind verschiedene Korpusproben (je ~0,1 g) des Gesamtextrakts En aus der Maus (WT (Fu et al. 2015)); a entspricht dem
Extrakt En, b ist das Pellet nach der Zentrifugation von a mit 1 % SDS gekocht (je 500 pl). Es wurden von 1a und 2a 15 pl
(6 %), von 1b und 2b 5 pl (2 %) und von 3a, 4a, 3b und 4b 3 pl (0,6 %) aufgetragen. Der Molekularstandard (M) ist in kDa
angegeben.

Die Extrakte vom Korpus aus der Maus zeigen ein TFF1-Monomer (<14 kDa), sowie sehr
schwach das TFF1-Homodimer (>18 kDa) und das TFF1-GKN2-Heterodimer (25 kDa) (Abb.
33A). Diese drei TFF1-Formen sind allerdings nur nach TRIzol®-Extraktion mit
anschlieBendem Resuspendieren des Pellets mit 1 % SDS (1b, 2b), sowie in den in 1 % SDS
geldsten Pellets des Gesamtextraktes zu sehen (3b, 4b) (Abb. 33A). In den Gesamtextrakten
(3a, 4a) lasst sich nur ein TFF1-Monomer nachweisen. In den ohne SDS gel6sten Pellets der
TRIzol®-Extrakte (1a, 2a) fehlt die TFF1-Homodimer Bande. Die TFF1-GKN2-Heteromer
Bande (25kDa) lasst sich im Western Blot bzgl. GKN2 ebenfalls nur in den
TRIzol®-Extrakten detektieren bzw. in den in SDS geldsten Pellets des Gesamtextraktes En
(Abb. 33B). Das GKN2-Monomer kann dagegen nur in Extrakten, die mit SDS behandelt

wurden, nachgewiesen werden.

Es wurde ebenfalls eine GroRenausschlusschromatographie (S75HL) vom gesamten Magen
(Korpus und Antrum) der Maus auf TFF1 analysiert. Die Fraktionen der S75HL der
Mausmégen wurden von Herrn René Stirmer (Institut fir Molekularbiologie und

Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg) bereitgestellt.
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Abb. 34: GroRenausschlusschromatographie S75HL bei pH 7 des Gesamtextraktes En von Mausmaégen.

A: Semiquantitative Auswertung der 15 %igen reduzierenden SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der
S75HL von sechs Mausmégen (WT (Fu et al. 2015)). B: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem
Western Blot bzgl. TFF1 der Fraktionen B4-B11 (hochmolekular). C: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot fur TFF1 der Fraktionen C6-D8 (niedermolekular).

Das TFF1-Profil der GroRRenausschlusschromatographie zeigt zwei Peaks fur TFF1, einen in
den hochmolekularen Fraktionen (B8/B9), sowie einen in den niedermolekularen Fraktionen
(C12-D4), wobei auch in der Maus Uber 90 % des TFF1s nicht mukusassoziiert vorliegen
(Abb. 34A). Die Analyse der niedermolekularen Fraktionen zeigt eine 18 kDa Bande, sowie
eine breite Bande bei etwa 14 kDa. Dies lasst darauf schlielen, dass es in der Maus das
TFF1-Homodimer gibt, sowie zumindest eines der TFF1-Monomere (Abb. 34C). Das
Verhaltnis liegt deutlich auf Seiten des Monomers, dies ist aber vermutlich durch die
Lagerung bei 4 °C bedingt (vgl. Abb. 13). Das TFF1-GKN2-Heteromer lasst sich in den
Fraktionen dieser Chromatographiesdule nicht nachweisen, da ein Extrakt En aufgetragen
wurde, der nur wenig bis kein TFF1-GKN2-Heteromer bzw. GKN2 enthalt (vgl. Abb. 33).

4.2.3 TFF1 im Schwein

Die vorhergesagte TFF1 Sequenz vom Schwein (Uni-Prot: A0OA286ZIY1) wurde durch
Klonierung und anschlieBender Sequenzierung uberprift (Abb. 3) und bestatigt. Aufgrund
dessen wurde dann die Produktion eines Antiserums fir den C-Terminus (Tab.3.1) extern in
Auftrag gegeben (Davids Biotechnologie GmbH, Regensburg, Deutschland). Dieses
Antiserum wurde im Folgenden an verschiedenen Gewebeproben (Gesamtextrakte En)

getestet (Abb. 35).
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Abb. 35: Gesamtextrakte En vom Schwein und Test des pTFF1-Antiserums.

A: 15 %ige reduzierende SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF1 (a-pTFF1-1) von Gesamtextrakten En von Magen Korpus
(K) und Magen Antrum (A). Kompetitive Inhibition des TFF1-Antiserums mit dem flr die Herstellung des Antiserums
verwendeten Peptids. Der rote Pfeil markiert die spezifische TFF1-Bande. B: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit
Western Blot bzgl. TFF1 von Gesamtextrakten En von Magen Korpus (K) und Magen Antrum (A). Kompetitive Inhibition
des TFF1-Antiserums mit dem fiir die Herstellung des Antiserums verwendeten Peptids. Der Pfeil markiert die spezifische
TFF1-Bande. C: 15 %ige reduzierende SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF1 von Gesamtextrakten En von Magen
Korpus (MK), Magen Antrum (MA), Lymphknoten (L), Milz (M), Knochenmark (K) und Thymus (T). D: 15 %ige nicht-
reduzierende SDS-PAGE mit Western Blot bzgl. TFF1 von Gesamtextrakten En von Magen Korpus (MK), Magen Antrum
(MA), Lymphknoten (L), Milz (M), Knochenmark (K) und Thymus (T).

Das Antiserum a-pTFF1-1 weist spezifisch eine Bande unterhalb von 14 kDa nach (Pfeil,
Abb. 35A), bei der es sich um das TFF1 handelt. Allerdings werden vom Antiserum auch
unspezifische Banden oberhalb von 14 kDa und bei ca. 35 kDa erkannt (Abb. 35A). Es kann
in dieser Korpusprobe nur ein TFF1-Monomer auf der nicht-reduzierenden SDS-PAGE mit
anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 nachgewiesen werden. Im Antrum ist dagegen eine
monomere Doppelbande detektierbar (Abb. 35B). Alle anderen sichtbaren Banden lassen sich
nicht kompetitiv inhibieren und sind vermutlich unspezifisch. Der Vergleich mit anderen
Geweben (Lymphknoten, Milz, Kolon und Thymus) zeigt, dass TFF1 nur im Magen Korpus
und im Magen Antrum nachweisbar ist (Abb. 35C). Es kann fiir beide Extrakte nur die
monomere TFF1 Bande detektiert werden (Abb. 35D).

Es wurden ebenfalls zwei GrolRenausschlusschromatographien (S75HL) fur Extrakte
(Gesamtextrakt En und TRIzol®-Extraktion) des Schweins analysiert um zu untersuchen, ob

es Unterschiede gegeniiber dem Menschen bzw. der Maus gibt (Abb. 36). Die Fraktionen der
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S75HL der TRIzol®-Extraktion und des Gesamtextraktes En wurden von Frau Franziska
Heuer (Institut fir Molekularbiologie und Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg) bereitgestelit.
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Abb. 36: GroRenausschlusschromatographien S75HL von Magen Korpusproben vom Schwein.

A: Semiquantitative Auswertung der 15 %igen reduzierenden SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF1
einer TRIzol®-Extraktion des Magen Korpus (Schwein 6) bei pH 7 (schwarz) und einem Gesamtextrakt En der abgekratzten
Mukosa des Magen Korpus (Schwein 10) bei pH 8 (rot). Der PAS-Bereich wurde fiir die PAS-positiven Fraktionen der
S75HL nach TRIzol®-Extraktion markiert. B: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot auf
TFF1 der Hauptpeaks der S75HL nach TRIzol®-Extraktion.

Die Auswertung der reduzierenden TFF1-Profile der zwei GroRenausschluss-
chromatographien (TRIzol®-Extraktion, Gesamtextrakt En) zeigt, dass im Schwein der groRte
Teil des TFF1 in den niedermolekularen Fraktionen eluiert (>80 %) (Abb. 36A). Die Analyse
der niedermolekularen Fraktionen zeigt eine monomer Bande (<14 kDa) in den Fraktionen D1
und D2. Das TFF1-Homodimer (18 kDa) ist zudem ganz schwach in Fraktion D2 detektierbar
(Abb. 36B). Das TFF1-GKN2-Heterodimer kann in den verschiedenen untersuchten Proben
nicht nachgewiesen werden.

Es wurden auRerdem Bindungsstudien mit dem **I-TFF1-Homodimer und einer kommerziell
erwerbbaren Muzinpraparation aus dem Schwein (Sigma Muzin) durchgefihrt, da die
Bindung von '?I-TFF1-Homodimer an Sigma Muzin mit am starksten war. Dafiir wurden
Fraktionen einer Grofienausschlusschromatographie (S75HL, mit 1 % B-Mercaptoethanol und
1 % SDS gekocht) verwendet (Abb. 37). Die Fraktionen wurden von Herrn René Stlirmer
(Institut fur Molekularbiologie und Medizinische Chemie, Otto-von-Guericke-Universitat

Magdeburg) bereitgestellt.
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Abb. 37: Bindungsstudien des synthetischen ***I-TFF1-Homodimer nach einer GréRenausschlusschromatographie
Superdex 75HL pH 7 von Sigma Muzin mit 1 % Mercaptoethanol und 1 % SDS gekocht.

A: 1%ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot der hochmolekularen Fraktionen B5-C2 und Inkubation mit
25| TFF1-Homodimer (Autoradiographie). B: 1 %ige AgGE der Fraktionen B7 und B8 mit anschlieBendem Western Blot,
danach kompetitive Inhibitionen mit dem Lektin GSAIl und dem monoklonalen Antikdrper HIK1083. Inkubation mit
125 TFF1-Homodimer (Autoradiographie). Gezeigt sind die Signale der Bindung und die semiquantitative Auswertung der
Signale (B7 und B8 wurden zusammen ausgewertet) C: 1 %ige AgGE der Fraktionen B7 und B8, Western Blot und
Inkubation mit ?**I-TFF1-Homodimer (Autoradiographie). Die Bindungspuffer enthielten je 1 mM der angegebenen
Monosaccharide (a-Methyl-Glukosid, B-Methyl-Glukosid, a-Methyl-Mannosid, B-Methyl-Mannosid, a-Methyl-Galaktosid,
B-Methyl-Galaktosid). Gezeigt sind die Signale der Bindung und die semiquantitative Auswertung der Signale (B7 und B8
wurden zusammen ausgewertet). D: 1 %ige AgGE mit anschlieBendem Western Blot der Fraktionen B7 und B8 nach einem
Verdau mit Proteinase K (1 ng/ml) fiir zwei Stunden (2h) bzw. uber Nacht (UN). Gezeigt ist das Signal flr die Bindung nach
Inkubation mit *°I-TFF1-Homodimer (Autoradiographie), sowie die Lektinfarbung mit GSAII, sowie die Auswertung der
Signale beider Western Blots (blau: Bindung von *?*I-TFF1-Homodimer, rot: Lektinfarbung mit GSAII). Die Striche an den
Agarosegelen markieren die Geltaschen.

Das '®I-TFF1-Homodimer lasst sich an die hochmolekularen Fraktionen einer
Muzinpraparation aus dem Schwein binden, nicht aber das *?°I-TFF1-Monomer(ACM) (Abb.
37A, vgl. Abb. 27). Die kompetitive Inhibition mit dem Lektin GSAIl und dem monoklonalen

Antikorper HIK1083 zeigt eine leichte Inhibition der Bindung durch GSAII und eine starke
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Inhibition durch HIK1083 (Abb. 37B). Die Bindung von #I-TFF1-Homodimer an
hochmolekulare Muzine kann ebenfalls durch die Zugabe von verschiedenen
Monosacchariden leicht inhibiert werden. Dabei zeigen die B-Methyl-Monosaccharide den
groReren Effekt auf die Bindung vom '®I-TFF1-Homodimer (Abb. 37C). Dies ist
vergleichbar mit den Experimenten mit humanen Extrakten (Abb. 26). Der Proteinase K-
Verdau der Proben fihrt zu einer Abnahme des Signals fir die Bindung des
1251 TEF1-Homodimers an die hochmolekularen Muzine, wahrend die relative Intensitat der
Signale der GSAII-Farbung in etwa gleich bleibt (Abb. 37D).
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5. Diskussion

Der Fokus dieser Arbeit lag darauf, nach verschiedenen TFF1-Formen im Magen zu suchen
und diese dann weiter zu charakterisieren. Es konnte gezeigt werden, dass TFF1 im Magen
Heteromere mit FCGBP und GKN2 bildet, sowie Homodimere. Der Hauptteil des TFF1 liegt
allerdings als monomere TFF1-Formen vor. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das
TFF1-Homodimer in vitro an H. pylori und MUC6 bindet, nicht aber das synthetische
TFF1-Monomer(ACM). In den untersuchten Proben von Duodenum, Kolon und Speichel
konnte kein TFF1 nachgewiesen werden, obwohl es Hinweise gibt, dass TFF1 ebenso wie
TFF2 und TFF3 im angrenzenden Duodenum von den Brunnerschen Driisen und in einigen
Becherzellen des Darms sezerniert wird (May et al. 2004). Ebenso wurde die mRNA von
TFF1 im Kolon und in Speicheldriisen nachgewiesen (Madsen et al. 2007). TFF1 wird unter
pathologischen Bedingungen auch ektopisch synthetisiert, weshalb es zu Unterschieden bei

den untersuchten Geweben kommen kann (Ebert et al. 1999; Labouvie et al. 1999).

5.1 Methodische Aspekte bei der Arbeit mit TFF1

Fur TFF1 wurden zu Beginn dieser Arbeit drei verschiedene Entitdten beschrieben, ein
TFF1-GKN2-Heterodimer, ein TFF1-Homodimer und ein TFF1-Monomer (Newton et al.
2000). Den groften Anteil an TFF1 macht dabei laut Literatur das TFF1-GKN2-Heterodimer
aus (Kouznetsova et al. 2007a; Newton et al. 2000). Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen dieser Arbeit, wonach das TFF1-GKN2-Heterodimer nicht die Hauptmenge des
TFF1 ausmacht. Allerdings wurde in dieser Arbeit hauptsachlich der Magen Korpus
untersucht und nicht wie in der genannten Literatur das Antrum (Kouznetsova et al. 2007a;
Newton et al. 2000). Die Ergebnisse der untersuchten Antrumproben deuten darauf hin, dass
das TFF1-GKN2-Heterodimer mdglicherweise vermehrt im Antrum vorkommt, aber auch
dort nicht die Hauptmenge an TFF1 ausmacht (Abb. 28). Die Wahl der Extraktionsmethode
hat zudem einen wesentlichen Einfluss auf den Nachweis des TFF1-GKN2-Heterodimers.
Das TFF1-GKN2-Heteromer lasst sich in den Extrakten EO, E3-E4 und nach
TRIzol®-Extraktion besser nachweisen als im Extrakt E1 oder im Gesamtextrakt En (Abb. 21,
Abb. 23, Abb. 28). Ein grofer Teil des TFF1-GKN2-Heterodimers Iasst sich demnach erst mit
SDS losen. Eine TRIzol®-Extraktion erschwert dagegen die Analyse von TFF1, dass an
hochmolekulare Fraktionen gebunden ist, da die hochmolekularen Proteine nach dem Féllen
mit Isopropanol nur schwer l6slich sind. So kann z. B. das TFF1-FCGBP-Heteromer in den

analysierten GrolRenausschlusschromatographien nicht mehr nachgewiesen werden, auch die
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Signale der Bindung sind schwacher als in vergleichbaren Proben (Anhang, Abb. 47). Das
Aufbewahren der Proben bei 4 °C fuhrt dazu, dass das TFF1-Homodimer nicht bzw. fast nicht
mehr nachgewiesen werden kann (Abb. 13). Ebenso fiihrt das langere Aufbewahren der
Proben bei -20 °C dazu, dass der Anteil an TFF1-Homodimer abnimmt (vgl. Abb. 16B mit
Abb. 43A).

Zusatzlich kommt hinzu, dass die nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieRendem
Western Blot bzgl. TFF1 unterschiedliche Immunreaktivitdten der einzelnen TFF1-Formen
zeigt, je nachdem ob die Reduktion mit B-Mercaptoethanol im Polyacrylamidgel, auf der
Membran oder gar nicht durchgefiihrt wird (Abb. 12). Mdglicherweise dimerisiert das Peptid,
das zur Immunisierung verwendet wurde, Uber den Cysteinrest, wodurch vermehrt Antikdrper
gegen ein Dimer gebildet werden, sodass bevorzugt Dimere erkannt werden (vgl. Abb. 11).
Erst durch Reduktion des SDS-Polyacylamidgels werden alle TFF1-Formen gleichermalen
detektiert. Unterschiedliche Immunreaktivitaten fir die verschiedenen TFF1-Entititen wurden
auch in anderen Arbeiten beschrieben. So wurden vorher schon unterschiedliche, allerdings
nicht ndher beschriebene, Bedingungen fur den Nachweis von TFF1-GKN2-Heterodimer und
TFF1-Monomer verwendet (Newton et al. 2000). Es wurde ebenfalls darauf hingewiesen,
dass es starke individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Proben gab, das
TFF1-Monomer machte z. B. etwa 12-40 % des gesamten TFF1 aus (Newton et al. 2000).
Monoklonale Antikorper, die gegen verschiedene 10-30 Aminosédure lange Sequenzen des
TFF1 hergestellt wurden, konnten nur die reduzierte TFF1-Form, sowie schwach das
TFF1-Monomer  detektieren, nicht aber das TFFl-Homodimer oder das
TFF1-GKN2-Heterodimer (Westley et al. 2005). Ein Antikérper gegen rek. TFF1-
Homodimer reagiert dagegen mit dem TFF1-GKN2-Heterodimer, dem TFF1-Homodimer und
dem TFF1-Monomer, allerdings nicht mit den reduzierten TFF1-Formen der gleichen Proben
(Westley et al. 2005). In einer weiteren Arbeit gab es entgegengesetzte Immunreaktivitaten
fur Analysen mit ELISA bzw. mit Western Blots (Ruchaud-Sparagano et al. 2004). Diese
Analysen wurden ebenfalls mit einem Antikorper gegen rek. TFF1-Homodimer durchgefihrt
(Ruchaud-Sparagano et al. 2004). In allen drei Arbeiten ist das TFF1-GKN2-Heterodimer als
die dominante TFF1-Form beschrieben, wie es auch die nicht-reduzierenden SDS-PAGEs mit
anschlielendem Western Blot ohne Reduktion bzw. Reduktion auf der Membran zeigen (Abb.
12) (Newton et al. 2000; Ruchaud-Sparagano et al. 2004; Westley et al. 2005). Allerdings
lassen die Elutionen der entsprechenden Banden (25 kDa: TFF1-GKN2-Heterodimer, 18 kDa:
TFF1-Homodimer, 14 kDa bzw. <14 kDa: TFF1-Monomere) darauf schlieRen, dass die

nicht-reduzierende SDS-PAGE mit Reduktion im Gel und anschliefendem Western Blot die
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tatsdchlichen Mengenverhaltnisse am ehesten widerspiegelt (Abb. 12, Abb. 16 und Anhang,
Abb. 40). Ebenso zeigen die GroRenausschlusschromatographien einen Hauptpeak fir TFF1
in den niedermolekularen Fraktionen (C12-D3), in denen nur das TFF1-Homodimer und die
TFF1-Monomere nachgewiesen werden konnen. Dagegen ist der TFF1-Peak fir die
Fraktionen C6/C7, in denen das TFF1-GKN2 Heterodimer nachgewiesen werden kann, eher
klein (Abb. 15, Abb. 16, Abb. 21). Zusammengefasst bedeutet dies, dass TFF1 im Korpus nur
zu einem geringen Teil an GKN2 bindet, der gro3ere Teil liegt ungebunden als monomere

Form vor.

5.2 Verhalten von TFF1 bei saurem pH-Wert

Die Ergebnisse der Extraktion bei pH3 und pH4 mit anschlielender
GroRenausschlusschromatographie (S75HL) deuten darauf hin, dass TFF1 nicht so séurestabil
ist, wie es flr TFF2 beschrieben wurde (Abb. 14B, Abb. 14C) (Jgrgensen et al. 1982; Thim
und May 2005). So fehlen vor allem die TFF1-Formen des TFF1-Peaks bei C6/C7 und in den
angrenzenden Fraktionen, also vor allem das TFF1-GKN2-Heterodimer, aber auch das
TFF1-Monomer und das TFF1-Homodimer (vgl. mit Abb. 16A, Abb. 21C). Diese Entitaten
fehlen ebenfalls bei der Analyse des Magensaftes (Abb. 30). Allerdings lasst sich TFF1 im
Magensaft nur relativ schwer I6sen. Ein GroBteil (70 %) des TFF1 war erst mit SDS 16slich
und diese Probe ist nicht weiter analysiert worden (Abb. 30D). TFF2 und GKN2 sind
ebenfalls nur schwer aus dem Magensaftproben zu losen, TFF3 dagegen ist zum
uberwiegenden Teil leicht lI6slich (Abb. 30D). Die ungewdhnlich hohe Menge an TFF3 im
Magensaft kommt vermutlich aus dem Speichel, wie es bereits in einer vorigen Arbeit
vermutet wurde (Kouznetsova et al. 2004). Insgesamt ist die TFF1 Gesamtmenge bei
Extraktionen unterhalb von pH 5 geringer als bei Extraktionen oberhalb von pH 5. Aufféllig
ist auch die Verschiebung des Hauptpeaks zu niedermolekulareren Fraktionen (Abb. 14B,
Abb. 14C). Das veranderte Elutionsverhalten konnte fir einen Abbau von TFF1 sprechen.
Allerdings ist der C-Terminus noch detektierbar und auf der reduzierenden SDS-PAGE ist
auch keine Verkirzung sichtbar (Anhang, Abb. 41). Eine mdgliche Erklérung fur das
veranderte  Elutionsverhalten wéare eine Anderung in der Tertidrstruktur  des
TFF1-Homodimers bzw. des TFF1-Monomers. Da der pH-Wert fir diese zwel
Grolenausschlusschromatographien (pH 3 und pH 4) nahe des isoelektrischen Punktes (pl
3,94), bzw. unterhalb des isoelektrischen Punktes liegt (May et al. 2003). Dadurch ist TFF1

nahezu ungeladen, wodurch sich der hydrodynamische Radius und die L&slichkeit in
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waéssrigen Puffern verdndern konnten. AuBerdem ist die vermutete Bindung von zweiwertigen
lonen wie Cu?* und Ca** an den C-Terminus erschwert, da die Glutamatreste ungeladen sind.
Dies konnte ebenfalls zu einer Anderung der Tertiarstruktur, sowie einem geringeren Schutz
vor Proteolyse am C-Terminus fihren (Ruchaud-Sparagano et al. 2004; Tosco et al. 2007;
Tosco et al. 2010). Dies wurde die verringerte Gesamtmenge an TFF1 in den Extraktionen bei
saurem pH-Wert erklaren (Abb. 41). Ein Abbau des TFF1 bei sauren pH-Werten konnte z. B.
wichtig sein, um durch reaktive Sauerstoffspezies irreversibel, oxidiertes TFF1 abzubauen
(siehe Kap.5.3.6) (Shao et al. 2011). Neben dem Abbau konnte auch eine schlechtere
Loslichkeit im Extraktionspuffer, vor allem bei pH 4, zu einer verringerten Gesamtmenge an
TFF1 fihren, da womdglich die Extraktion erschwert wird oder das TFF1 nach der
Saulentrennung  ausfallt  (Abb. 41). Das Elutionsprofil von TFF1  der
GroRenausschlusschromatographie (S75HL) des Magensaftes bei pH 6 lasst vermuten, dass
der die Verschiebung auslésende Prozess bei sauren pH-Werten reversibel ist. Da das
Maximum an TFF1 der S75HL des Magensaftes in den Fraktionen C11-D1 eluiert, also friher
als in den S75HL-Sdulen bei pH 3 und pH 4 (Abb. 30). Dies spricht fur einen veranderten
hydrodynamischen Radius oder eine Anderung der Tertiarstruktur bei pH-Werten nahe des

isoelektrischen Punktes bzw. im sauren Milieu.

5.3 Die unterschiedlichen Entitaten von TFF1 und die verschiedenen

Bindungspartner

5.3.1 TFF1 und die Bindung an den Mukus

Der Mukus kleidet das Magenepithel aus und schiitzt es so vor der Magensaure, Enzymen und
anderen aulleren Einflissen. Im Mukus wird ein pH-Gradient aufgebaut, von etwa pH 7 knapp
oberhalb des Epithels zu pH 2 oder niedriger im Magensaft (Bahari et al. 1982; Lewis et al.
2017; Williams and Turnberg 1981). Es wurden deshalb Extraktionen und
Grolenausschlusschromatographien (S75HL) bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt
(Abb. 14). Fur pH 7 zeigt sich, dass TFF1 zu einem geringen Teil an hochmolekulare Proteine
bindet, im Mittel zu etwa 10 % (Abb. 14). Diese 10 % am Gesamtprotein setzen sich
zusammen aus dem TFF1-FCGBP-Heteromer und einem mukusassoziiertem TFF1 (Abb. 15,
Abb. 20). Fir die S75HL-S&ulen bei pH 8 liegt der Gehalt an TFF1 in den PAS-positiven
Fraktionen ebenfalls bei etwa 10 %, wahrend der TFF1-Anteil fur S7T5HL-Saulen bei pH 6 bei

etwa 20 % liegt. Fur die zwei GroRenausschlusschromatographien bei pH 4 bzw. pH 3 sind
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knapp unter 20 % des TFF1 an hochmolekulare Proteine assoziiert (Abb. 14). Die Ergebnisse
werden durch die Blue-Native Gele gestiitzt, in denen erneut nur ein kleiner Teil (ca. 5 %) des
TFF1 im hochmolekularen Bereich nachweisbar ist (Anhang, Abb. 39). In der Literatur wird
der Anteil, des an den Mukus gebundenen TFF1, sehr unterschiedlich angegeben, von unter
1 % bis zum Grofteil mukusassoziiert (Kouznetsova et al. 2007a; Ruchaud-Sparagano et al.
2004). Allerdings gibt es moglicherweise individuelle Unterschiede der einzelnen
Korpusproben im Gehalt an mukusassoziiertem TFF1 (Abb. 15D, Abb. 17D, Abb. 18, Abb.
20E). Interessanterweise ist in Proben mit wenig mukusassoziiertem TFF1 auch die
Lektinfarbung mit GSAIl schwécher (Abb. 15C, Abb. 15D und Abb. 18 Abb. 20E).
Vermutlich héngen diese individuellen Unterschiede mit einer unterschiedlichen
Glykosylierung der Muzine zusammen, wie es bereits in einer anderen Arbeit beschrieben
wurde (Dunne et al. 2018).

Die in vitro Bindungsstudien zeigen eine Bindung des synthetischen **I-TFF1-Homodimers
an den Mukus. Das ACM geschiitzte, synthetische '*°I-TFF1-Monomer bindet dagegen nur
extrem schwach (Abb. 27). Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen von rekombinanten
TFF1-Homodimer und Analysen einer GrolRenausschlusschromatographie (Superose 6HR)
(Dunne et al. 2018; Ruchaud-Sparagano et al. 2004). Die Auswertung der Bindungsstudien
von '®|-TFF1-Homodimer an Fraktionen einer GroRenausschlusschromatographie (S75HL)
und einer Anionenaustauschchromatographie (ResQ) zeigen ein dhnliches Muster wie die
Lektinfarbung mit GSAIl auf dem Western Blot (Abb. 15C, Abb. 18, Abb. 19). Am
Auffalligsten ist die Ahnlichkeit fir die Bindung von GSAII und **I-TFF1-Homodimer an
die Muzine im Extrakt EO, da die Signale jeweils auf die Taschen begrenzt sind (Abb. 19).
GSAII bindet spezifisch nicht reduzierende a- und B- verknlpfte N-Acetylglucosamin
(GIcNACc) Strukturen und kann daher als Nachweis fiir MUC6 verwendet werden (Ihida et al.
1988). Dies l&sst eine Bindung von TFF1 an MUC6 vermuten, wie es flir TFF2 bereits gezeigt
wurde (Hanisch et al. 2014; Heuer et al. 2019; lhida et al. 1988). Diese Vermutung wird
gestiitzt durch eine Bindung von *°I-TFF1-Homodimer an die Fraktionen einer
GroRenausschlusschromatographie (S-500), bei der MUC5AC und MUCG6 durch vorheriges
Kochen mit 1 % p-Mercaptoethanol getrennt wurden. **°I-TFF1-Homodimer bindet hier vor
allem an GSAII positive Fraktionen (Maximum der Bindung von **I-TFF1-Homodimer und
Lektinfarbung (GSAII) jeweils bei B12) und fast nicht an Fraktionen, die MUCS5AC enthalten
(Abb. 17) (Heuer et al. 2019). Dies steht im Gegensatz zu bisher verdffentlichten Ergebnissen,
bei denen fir TFF1 eine Bindung mit MUC5AC beschrieben wurde (Ruchaud-Sparagano et

al. 2004). Aufgrund dessen, dass MUCS5AC und TFF1 von den Oberflachenepithelzellen
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sezerniert werden, ware eine Bindung von TFF1 an MUCS5AC naheliegend (Bolos et al. 1995;
Ho et al. 1995; Kouznetsova et al. 2011; Nordman et al. 2002; Rio et al. 1988). MUC6 wird
dagegen zusammen mit TFF2 von den Nebenzellen und Antrumdrisenzellen sezerniert
(Bolos et al. 1995; Ho et al. 1995; Kouznetsova et al. 2011; Nordman et al. 2002). Trotzdem
wurde in einer neueren Arbeit bereits gezeigt, dass die Bindung von TFF1 an die Muzine mit
der Bindung von GSAII an die Muzine korreliert (Dunne et al. 2018). Angemerkt sei hier,
dass **I-TFF1-Homodimer in vitro auch an Fraktionen bindet, die kein oder nur wenig TFF1
enthalten und die beim Nachweis Uber Immunfarbung mit dem TFF1-Antiserum keine
Signale im GrolRenbereich der Muzine zeigen (Abb. 18, Abb. 20E).

Fur die weitere Charakterisierung der Bindung von TFF1 an MUC6 wurden verschiedene
Analysen durchgefuhrt. So zeigt sich, dass die Bindung von TFF1l an die Muzine bei
niedrigeren pH-Werten geringer ist, bei pH 4 um etwa 20-30 % und bei pH 2 sogar um
50-60 % gegeniber der Kontrolle bei pH 7 (Abb. 26A). Diese Ergebnisse zusammen mit den
Auswertungen der GroRenausschlusschromatographien (S75HL, siehe oben) deuten darauf
hin, dass es moglicherweise ein pH-Optimum flr die Bindung von TFF1 an den Mukus bei
pH 6 gibt, dhnlich wie es fur die Bindung von TFF1 an H. pylori (pH-Optimum pH 5 bis
pH 6) bereits gezeigt wurde (Reeves et al. 2008). Eine erhohte Ca®* Konzentration, bzw. das
Fehlen von Ca** im Bindungspuffer, zeigt keinen groRen Effekt auf die Bindung von TFF1 an
MUC6 (Abb. 26B). Fiir TFF2 fiihrt das Fehlen von Ca®* dagegen zu einer verminderten
Bindungsaffinitat (Heuer et al. 2019). Die Zugabe von 30 mM EDTA fuhrt allerdings zu einer
fast vollstdndigen Inhibierung der Bindung von TFF1 an Muzine, weshalb moglicherweise fir
die Lektinbindung von TFF1 an MUCS ein anderes zweiwertiges lon wie z. B. Cu®* bendtigt
wird (Abb. 26B) (Tosco et al. 2007; Tosco et al. 2010). Es wird vermutet, dass Cu®* wichtig
fur die Dimerisierung und die Tertidrstruktur ist und somit entscheidend fiir die Bindung des
TFF1-Homodimers an die Muzine (Tosco et al. 2007; Tosco et al. 2010). Das
125 _TFF1-Homodimer konnte nicht an PAP-HSA-gekoppelten Monosacchariden gebunden
werden (Abb. 26C). Dies bedeutet, dass flr die Bindung moglicherweise ein Polysaccharid
notwendig ist, &hnlich wie es fur TFF2 mit der Bindung an das Trisaccharid
GlcNAcal-4GalB1-4GIcNAcB1 gezeigt wurde (Hanisch et al. 2014). Die Bindung vom
125 TFF1-Homodimer lieR sich am besten mit p-Methyl-Galaktosid inhibieren (Abb. 26D).
Maoglicherweise ist B-Methyl-Gal, wie bei TFF2 auch, entscheidend fir die Bindung an die
Muzine (Heuer et al. 2019). Die Bindung von '®I-TFF1-Homodimer an Muzine lieR sich
nicht durch synthetisches TFF1-Homodimer oder TFF1-Monomer(ACM) inhibieren (Anhang,

Abb. 42). Zusammen mit der Beobachtung, dass sich die Signale der Bindung von
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23| _TFF1-Homodimer und die Signale auf dem Western Blot unterscheiden, spricht dies
maoglicherweise fir eine artifizielle Bindung in vitro. So nimmt das angelagerte lod den Raum
eines Phenylrings ein und konnte die Tertidrstruktur dadurch stéren und somit die Bindung an
MUCSG6 verdndern (Lottspeich and Engels 2006). Es ware aber auch denkbar, dass nicht alle
potenziellen Bindungsstellen von MUCS6 in vivo besetzt sind und die Bindung Uber eine

lonenkonzentration von Ca?* oder Cu®* reguliert wird (Tosco et al. 2007; Tosco et al. 2010).

Es wurde mit kommerziell erworbenen Muzinpréparationen aus dem Schwein getestet, ob der
monoklonale Antikorper HIK1083 und das Lektin GSAIIl die Bindung von TFF1 an den
Mukus inhibieren, wie es fur TFF2 gezeigt wurde (Heuer et al. 2019). Der HIK1083
Antikorper bindet an a-gebundene GIcNAc-Strukturen, wéhrend das Lektin GSAII sowohl
a- als auch B-gebundene GIcNAc-Strukturen erkennt (Ihida et al. 1988; Ishihara et al. 1996).
Interessanterweise inhibiert HIK1083 die Bindung deutlich starker, als GSAII, was daflr
spricht, dass TFF1 in vitro a-gebundene GIcNAc-Strukturen erkennt (Abb. 37B). Dies ist
vergleichbar mit den veroffentlichten Ergebnissen fir TFF2 (Heuer et al. 2019). Der Verdau
mit Proteinase K fihrt zu einem verringerten Signal fur die Bindung von
25| TFF1-Homodimer, wahrend die GSAII Farbung keine Veranderungen zeigt (Abb. 37D).
Es kdnnte demnach sein, dass nicht nur die Zuckerreste der Muzine Einfluss auf die Bindung

haben, sondern auch die vonWillebrand Faktor Domane des Muzins (Tomasetto et al. 2000).

Da TFF1 in vitro nur als Homodimer eine Bindung an das Muzin MUC6 zeigt, wirkt es
vermutlich als Quervernetzer indem je eine TFF-Domane ein MUC6-Monomer bindet und
diese verknlpft. So kdnnte TFF1 wichtig fur die Stabilitat der Mukusschicht sein, &hnlich wie
es auch fiir TFF2 vermutet wird (Hanisch et al. 2014; Heuer et al. 2019). Allerdings haben die
zwei TFF-Doménen im TFF2 einen festen Abstand zueinander, wahrend im
TFF1-Homodimer der Abstand der TFF-Domaénen sehr flexibel ist (Gajhede et al. 1993;
Williams et al. 2001). TFF2 liegt hauptséchlich an MUCG6 gebunden vor, TFF1 dagegen zu
einem sehr viel geringeren Teil (Heuer et al. 2019). Diese moglicherweise geringere Affinitét,
daflir hohere Flexibilitdt konnte wichtig sein, um zwei verschiedene Proteine zu verbinden
oder aber auch H. pylori an den Mukus zu fixieren z. B. an MUC6 (Dunne et al. 2018;
Williams et al. 2001). Dies konnte ein Schutz gegen die Kolonisation von H. pylori sein, da
MUCS6 eine antimikrobielle Wirkung gegen H. pylori hat (Dunne et al. 2018; Hanisch et al.
2014; Kawakubo et al. 2004). Interessanterweise wird MUCG6 bei einer H. pylori Infektion

aberrant synthetisiert und teilweise von Oberflachenepithelzellen sezerniert, also Zellen in
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denen auch TFF1 synthetisiert wird (Byrd et al. 1997; Kouznetsova et al. 2011; Rio et al.
1988; Xia et al. 2004).

5.3.2 Ein neues Heteromer: Die Bindung von TFF1 an FCGBP

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TFF1, neben MUCG6, noch ein weiteres
hochmolekulares Protein bindet, das FCGBP und so ein TFF1-FCGBP-Heteromer bildet
(Abb. 15D, Abb. 15E, Abb. 20E, Abb. 25C, Abb. 29C). Fir FCGBP wurde bereits eine
Bindung an TFF3 nachgewiesen, unter anderem im Kolon (Albert et al. 2010). Der relative
Anteil an TFF1-FCGBP-Heteromer ist aber deutlich geringer als es flir TFF3 gezeigt wurde
(Albert et al. 2010). Sowohl TFF1 als auch FCGBP weisen eine ungerade Anzahl an
Cysteinen auf (Jakowlew et al. 1984; Kobayashi et al. 1991). Aufgrund dessen dirfte sich,
analog zu TFF3, eine kovalente Disulfidbriicke zwischen TFF1 und FCGBP bilden (Albert et
al. 2010). So lasst sich TFF1 durch Kochen der Extrakte mit 1 % SDS und 30 mM EDTA
nicht vollstandig aus dem hochmolekularen Bereich lésen (Abb. 14D). Aufgrund der
Ergebnisse mit TFF2 ist anzunehmen, dass die Bindung zu MUCG6 geldst wird, wahrend die
kovalente Bindung an FCGBP intakt bleibt (Heuer et al. 2019). Dies wurde durch das Kochen
hochmolekularer Fraktionen und anschlieRender SDS-AgGE und Western Blot bzgl. TFF1
bestétigt (Anhang, Abb. 43D). Kocht man allerdings die Extrakte ohne Zugabe von SDS, fallt
das TFF1-FCGBP-Heteromer irreversibel aus (Anhang, Abb. 43D, Abb. 14F). Dies wirde
erklaren, warum das Heteromer nach einer TRIzol®-Extraktion nicht mehr nachweisbar ist, da
es wéhrend der Extraktion ebenfalls denaturiert wird und nicht mehr geldst werden kann
(Anhang, Abb. 47A).

FCGBP ist stark konserviert und kommt in fast allen Cephalochordaten und Vertebraten vor,
die N-Doméne von FCGBP ist sogar noch starker verbreitet und kommt in verschiedenen
Proteinen von Bakterien vor (Lang et al. 2016). Die Funktion von FCGBP ist bislang
allerdings noch nicht geklart, obwohl einiges darauf hindeutet, dass FCGBP eine wichtige
Rolle fur das mukosale Immunsystem spielt (Harada et al. 1997). So wird z.B. die
Genexpression von FCGBP durch Interleukinl3, ein von T-Helferzellen produziertes Cytokin,
induziert (Zhen et al. 2007). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass FCGPB an einen HIV-1
Antikorperkomplex (human immunodeficiency virus) binden kann, indem es an den Fc Teil
des 1gG Antikorpers bindet, das Virus in der Mukusschicht fixiert und eine weitere
Ausbreitung verhindert (Schwartz 2014). FCGBP konnte so auch 1gG Antikorper, die an H.

pylori gebunden sind, binden und so moglichweise zusammen mit TFF1 H. pylori fixieren
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(Gong et al. 2017; Reeves et al. 2008). Fur TFF1 konnte vor allem das CXXC Motiv des
FCGBP wichtig sein. Das CXXC Motiv zeigt eine Disulfidisomerase Aktivitat und kdnnte so
die Disulfidbriicken des TFF1 spalten, bilden oder neu verknipfen (Edman et al. 1985;
Harada et al. 1997; Hogg 2003). Fir TFF3 wurde bereits postuliert, dass das FCGBP eine
Rolle bei der Dimerisierung spielt oder die Disulfidbriicke des TFF3-Homodimers spaltet
(Albert et al. 2010).

5.3.3 Die Bindung von TFF1 an ein unbekanntes etwa 50-60 kDa grol3es Protein

Nach TRIzol®-Extraktion kann eine weitere hochmolekulare TFF1-Form nachgewiesen
werden. Dabei handelt es sich um ein <66 kDa groles, tber eine Disulfidbriicke kovalent
verknupftes Heteromer aus TFF1 und einem unbekannten Protein (Abb. 21C Abb. 22C). Das
Heteromer kann nach einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE eluiert und auf die
charakteristische TFF1 Monomerbande reduziert werden (Abb. 21D). AulRerdem konnte TFF1
in dieser 66 kDa Bande massenspektrometrisch nachgewiesen werden (Abb. 22E, Anhang
Tab. 7.1). Ein solches Heteromer (53-63 kDa) aus TFF1 und einem unbekannten Protein
wurde bereits 1997 in MCF-7 Zellen beschrieben (Chadwick et al. 1997).

Bei der massenspektrometrischen Analyse wurden zudem eine Reihe von extrazelluldren
Proteinen identifiziert, darunter die Proteine Suprabasin, AlphalB-glycoprotein, Himopexin
und Antithrombinlll, die alle ein Molekulargewicht von 50-60 kDa haben. Allerdings weisen
alle vier Proteine eine gerade Anzahl an Cysteinresten auf bzw. haben keine Cysteinreste
(Suprabasin). Daher ist eine kovalente Bindung mit einem dieser Proteine eher

unwahrscheinlich.

Bei der erweiterten Suche von Proteinen mit 40-50 kDa fielen drei weitere Proteine auf,
Alpha-1-Antichymotrypsin, Triacylglycerol Lipase (LIPF) und Alpha-1-Antitrypsin, die
aufgrund ihrer Glykosylierungen ebenfalls das ndétige Molekulargewicht hatten. Die
Magenlipase wird im Magen Korpus ebenso wie TFF1 von den Oberflachenepithelzellen
sezerniert und besitzt drei Cysteinreste, wovon zwei Uber ein Disulfid verknlpft sind
(Kouznetsova et al. 2011; Rio et al. 1988; Roussel et al. 1999). Allerdings liegt der freie
Cysteinrest tief im aktiven Zentrum, weshalb eine Bindung von TFF1 nahezu ausgeschlossen
ist (Roussel et al. 1999). Es waére allerdings mdglich, dass durch die Denaturierung mit
Guanidiniumthiocyanat das aktive Zentrum zuganglich wird, TFF1 an den dann freien

Cysteinrest bindet und so ein Heterodimer bildet. Ein solches Artefakt kann sich naturlich

91



5. Diskussion

auch mit anderen Proteinen durch die Extraktion mit TRIzol® bilden. Eine <66 kDa Bande ist
auch im hochmolekularen Bereich von Extraktionen ohne TRIzol® sichtbar, allerdings zu
schwach um diese analysieren zu konnen (Daten nicht gezeigt). Die zwei hier gefundenen
Proteaseinhibitoren (Alpha-1-Antichymotrypsin, Alpha-1-Antitrypsin) haben den freien
Cysteinrest jeweils an der AuBenseite ihre Struktur zu Beginn von [B-Faltblatt Strukturen
(Lukacs et al. 1998; Ryu et al. 1996). Hier stellt sich allerdings die Frage, inwieweit diese

Proteine ins Magenlumen sezerniert werden.

AbschlieRend l&sst sich sagen, dass auch mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse
dieser Bindungspartner von TFF1 nicht identifiziert werden konnte. Da es neben den hier
gezeigten Ergebnissen noch eine weitere Arbeit gibt, die dieses Heteromer gesehen haben, ist
davon auszugehen, dass es sich um eine weitere TFF1-Form handelt (Chadwick et al. 1997).
Vermutlich macht dieses Heteromer aber den kleinsten Teil am gesamten TFF1 im Magen

aus.

5.3.4 TFF1 und die Bindung an GKN2

TFF1 bildet ein Gber Disulfidbriicken, kovalent verknipftes, 25 kDa grofRes Heterodimer mit
GKNZ2. Die hier gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass das TFF1-GKN2-Heterodimer
nicht die Hauptentitdt von TFF1 ist (Abb. 16A, Abb. 20B, Abb. 21E). Dies steht im
Gegensatz zu den bislang veroffentlichten Daten in denen das TFF1-GKN2-Heterodimer stets
die Hauptentitat des TFF1 bildet (Kouznetsova et al. 2007a; May et al. 2009; Newton et al.
2000; Westley et al. 2005). Das Fehlen von GKN2 fiihrt zur Bildung von
TFF1-Homodimeren, was die Zellmotilitdt und die Zellmigration von Tumorzellen erhoht
(May et al. 2009). Der Unterschied zwischen den hier gezeigten Ergebnissen und den bereits
verdffentlichten Ergebnissen, kommt mdglicherweise durch das Verwenden unterschiedlicher
Antiseren bzw. unterschiedlicher Methoden zustande. Denn wie in Abb. 12 gezeigt, fuhrt
schon eine kleine Anderung bei der Reduktion der nicht-reduzierenden SDS-PAGE zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Die Elution der Banden zeigt aber, dass das TFF1-Monomer
die Hauptentitat ist (Anhang Abb. 40).

Das TFF1-GKN2-Heterodimer ist zum Teil schwer wasserldslich und lasst sich am besten
nach einer TRIzol®-Extraktion nachweisen bzw. in Extrakten die mit SDS behandelt wurden
(Abb. 20B, Abb. 21E, Abb. 22B, Abb. 22D, Anhang Abb. 45). Ein Kleiner Teil des

TFF1-GKN2-Heterodimers ist allerdings sehr leicht 16slich und l&sst sich durch einfaches
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Waschen des Gewebes (Extrakt EQ) l6sen (Abb. 20B). Dieses im Extrakt EO enthaltene
TFF1-GKN2-Heterodimer ist nicht an den Mukus assoziiert, was mit den bislang
veroffentlichten Ergebnissen ubereinstimmt (Abb. 23C) (Kouznetsova et al. 2007a; Newton et
al. 2000). In den schwerldslichen Extrakten E3-E4 ist das TFF1-GKN2-Heterodimer nach
GroRenausschlusschromatographie dagegen in den PAS-positiven Fraktionen nachweisbar
und somit wahrscheinlich an den Mukus assoziiert (Abb. 23D). In Korpusproben der Extrakte
E1l und Gesamtextrakte En lasst sich das TFF1-GKN2-Heterodimer dagegen nahezu nicht
nachweisen (Abb. 20B, Abb. 28A, Abb. 28B). Zumindest im Gesamtextrakt En sollte das
TFF1-GKN2-Heterodimer aber detektierbar sein, da die vorangehende Extraktion mit EO
fehlt. Maoglicherweise  wird das nicht-mukusassoziierte, leicht 16sliche
TFF1-GKN2-Heterodimer beim Zellaufschluss mit Precellys durch Freisetzen von
Reduktionséquivalenten reduziert oder durch Proteasen, trotz der im Extraktionspuffer

enthaltenen Proteaseinhibitoren abgebaut.

Fir GKN2 ist neben dem TFF1-GKN2-Heterodimer ebenfalls ein GKN2-Monomer
nachweisbar, was aufgrund der ungeraden Anzahl an Cysteinresten (fiinf Cys) ungewohnlich
ist (Westley et al. 2005). Das GKN2-Monomer stellt zumindest im Korpus die Hauptentitét
vor dem TFF1-GKN2-Heterodimer dar (Abb. 22F, Abb. 28B). Im Antrum ist das Verhaltnis
von GKN2-Monomer und TFF1-GKN2-Heterodimer nahezu 1:1 (Abb. 28B). Bislang wurde
das TFF1-GKN2-Heterodimer ebenfalls als Hauptentitdt von GKN2 im Magen beschrieben
(May et al. 2009). Ein sehr geringer Teil des GKN2 liegt mukusassoziiert als
GKN2-Homodimer vor (Abb. 21F). Das GKN2-Monomer und das GKN2-Homodimer

wurden in dieser Arbeit aber nicht weiter analysiert, da der Fokus hier auf TFF1 lag.

Trotz seines geringen Anteils spielt das TFF1-GKN2-Heterodimer maoglicherweise eine

1%°-Mause bilden im Antrum

entscheidende Rolle beim Schutz vor Magentumoren. Alle Tff
Adenome, die in 30 % der Falle zu Karzinomen werden (Lefebvre et al. 1996). Gkn2"°-
Mause bilden zwar spontan keine Tumore, bei chronischen Entziindungen, z. B. induziert
durch eine H. pylori Infektion, ist das Tumorwachstum aber erhoht (Menheniott et al. 2016).
Es wurde auBerdem gezeigt, dass das TFF1-GKN2-Heterodimer anti-proliferative Wirkung
hat und Apoptose durch Stimulation der Caspase3/7 Aktivitat in Magenkrebszellen induziert

(Kim et al. 2017).

Fir GKNL1 konnte keine Bindung an TFF1 nachgewiesen werden, was aufgrund der geraden
Anzahl an Cysteinresten (vier Cys) nicht uberrascht. Aufgrund des dhnlichen Elutionsprofils

von GKN2-Monomer und GKN1, ist GKN1 vermutlich an kein weiteres Protein gebunden
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und so l&sst sich auf der nicht-reduzierenden SDS-PAGE nur eine Bande fiur GKN1
nachweisen (Abb. 15B, Abb. 21B, Anhang, Abb. 43B). Dies zeigt, dass es keine Interaktion
von TFF1 mit der BRICHOS-Domaéne gibt und untermauert das Ergebnis, dass TFF1 und
GKNZ2 kovalent tber die freien Cysteinreste (Cys-58 und Cys-38) miteinander verknipft sind
(Westley et al. 2005). Anzumerken ist die Kreuzreaktivitat des a-hGKN2-1 Antiserums, das
sowohl GKN1, als auch GKN2 erkennt (Abb. 21G). Dies ist vermutlich aufgrund der
Ahnlichkeit der zwei BRICHOS-Doménen méglich, gegen deren Sequenz das polyklonale
Antiserum entwickelt wurde. GKN1 wird im Tumorgewebe hdufig weniger synthetisiert,
ebenso wie es fir GKN2 und auch TFF1 gezeigt wurde (Du et al. 2003; Lefebvre et al. 1996;
Lugmani et al. 1989; Moss et al. 2008; Ren et al. 2006). GKN1 wirkt also mdglicherweise
auch ohne Bindungspartner als Tumorsuppressor (Yoon et al. 2011; Yoshikawa et al. 2000).

5.3.5 Das TFF1-Homodimer

In der Literatur wurde fur das TFF1-Homodimer die gréRRere biologische Funktion gegentber
dem Monomer gezeigt, unter anderem in in vitro Zellmigrationstests (Calnan et al. 1999;
Marchbank et al. 1998). Gleichzeitig macht das TFF1-Homodimer die geringste Menge am
gesamten TFF1 aus (Newton et al. 2000). Dieses Ergebnis konnte nur zum Teil reproduziert
werden. Das TFF1-Homodimer kann als 18 kDa Bande in den niedermolekularen Fraktionen
der GrolRenausschlusschromatographien nachgewiesen werden (Abb. 16B, Abb. 21C). Dass es
sich bei dieser 18 kDa Bande um das TFF1-Homodimer handelt, kann sowohl durch Elution
der Bande mit anschlielender Reduktion zur TFF1-Monomerbande, als auch durch den
Vergleich mit dem synthetischen TFF1-Homodimer bestétigt werden (Abb. 16C, Abb. 24A)
(Braga Emidio et al. 2020). Das TFF1-Homodimer reagiert nicht mit PEG-maleimid, was auf
die Dimerisierung Uber ein Disulfid hinweist (Williams et al. 2001). Die Bindung an den
Mukus des TFF1-Homodimers konnte iber Western Blot Analysen und iber Bindungsstudien
gezeigt werden, allerdings anders als bisher, nicht an MUC5AC sondern zumindest in vitro an
MUCS6 (Abb. 17, Abb. 18, Abb. 19, Abb. 20E) (Ruchaud-Sparagano et al. 2004). Der grofte
Teil des TFF1-Homodimers ist nicht mukusassoziiert und eluiert in den niedermolekularen
Fraktionen einer GroRenausschlusschromatographie (Abb. 16B, Abb. 21C). Im Gegensatz
zum TFF1-GKN2-Heterodimer, lasst sich das TFF1-Homodimer nach der mehrstufigen
Extraktion in allen Extrakten (EO, E1, E3-E4) gleichermaRen nachweisen (Abb. 20B). Hierzu
ist anzumerken, dass sich das TFF1-Homodimer in den Extrakten ohne chromatographische

Saulen-Trennung teilweise schlechter nachweisen l&sst als das TFF1-GKN2-Heterodimer,
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nach der Trennung durch Chromatographie aber besser (Abb. 16B, Abb. 21C, Abb. 28A).
Dies bedeutet, dass entweder das TFF1-GKN2-Heterodimer wahrend der Sdulen-Trennung
abgebaut oder reduziert wird oder aber ein Teil der TFF1-Monomere dimerisieren. Allerdings
geht das TFF1-Homodimer bei der Lagerung bei 4 °C wieder verloren (Abb. 13). Diese
Beobachtungen konnten fur einen reversiblen Prozess der Dimerisierung von TFF1 sprechen,
der von verschiedenen Faktoren, wie lonenkonzentration oder pH-Wert, abhangt (Williams et
al. 2001). Méglicherweise spielt die Bindung von Cu®* an den C-Terminus bei der Bildung
des TFF1-Homodimers eine Rolle (Tosco et al. 2010). Es konnte auch sein, dass die
Dimerisierung durch FCGBP extrazelluldr induziert wird, so wie es bereits fir TFF3
postuliert wurde (Albert et al. 2010). FCGBP enthdlt das CXXC Motiv, fir das
Disulfidisomeraseaktivitdt nachgewiesen wurde und das ebenfalls im vonWillebrand Faktor
enthalten ist (Harada et al. 1997; Hogg 2003). Mdglicherweise werden durch die Reduktion
des TFF1-Homodimers bzw. die Oxidation des TFF1-Monomers unterschiedliche Funktionen
aktiviert (Hogg 2003; Yi and Khosla 2016). Die Bildung des TFF1-Homodimers konnte flr
die Bindung an die Muzine und damit die Stabilitat bzw. Flexibilitdt der Mukusschicht
wichtig sein (Williams et al. 2001). Es ware auch mdoglich, dass das TFF1-Homodimer
bestimmte Signalwege aktiviert, so wurde fir TFF2 und TFF3 eine Bindung an Rezeptoren
(CXCR4 und CXCR7, C-X-C chemokine receptor) beschrieben (Dieckow et al. 2016;
Dubeykovskaya et al. 2009). Allerdings bindet TFF3 nur als Homodimer an den Rezeptor
CXCRT7 (Dieckow et al. 2016). Es wird vermutet, dass TFF1 die TNF-o—vermittelte (tumor
necrosis factor) NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)
Aktivierung unterdrickt, da TFF1 die Bindung von TNFR1 (TNF-Rezeptor Typl) an TRAF2
(TNF receptor-associated factor 2) unterbindet (Soutto et al. 2011).

5.3.6 Die zwei Monomere

In mehreren bislang veroffentlichten Arbeiten wurde ein TFF1-Monomer gefunden, was
aufgrund der ungeraden Anzahl an Cysteinresten ungewohnlich fir ein sezerniertes Peptid
bzw. Protein ist (Jakowlew et al. 1984; Newton et al. 2000; Westley et al. 2005). Im Rahmen
der hier vorgelegten Arbeit konnte das erste Mal gezeigt werden, dass es nicht nur eine
monomere TFF1-Form gibt, sondern sogar zwei (Abb. 16C, Abb. 22). Nach einer SDS-PAGE
mit anschliefendem Western Blot erscheinen die monomeren TFF1-Formen als Doppelbande
bei 14 kDa bzw. <14 kDa. Die massenspektrometrische Analyse zeigt, dass es sich bei beiden

Banden um TFF1 handelt (Abb. 22, Anhang Tab. 7.2). Interessanterweise zeigt nicht nur das
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gereinigte TFF1 diese Doppelbande, sondern auch das synthetische TFF1-Monomer(ACM)
(Abb. 24A). Das siebte Cystein (Cys-58) im synthetischen TFF1-Monomer(ACM) ist an eine
Acetamidomethylgruppe gekoppelt, dies macht eine Oxidation von Cys-58 unmdglich (Braga
Emidio et al. 2020). Daher ist es unwahrscheinlich, dass sich die zwei TFF1-Monomere durch
eine post-translationale Modifikation unterscheiden. Da das synthetische TFF1-Monomer
ebenfalls eine Doppelbande bildet, kdnnen auch eine Bindung an ein sehr kleines Peptid,
sowie ein verandertes Laufverhalten durch die Bindung an zweiwertige lonen (Ca®*, Cu?")
ausgeschlossen werden (Tosco et al. 2007). Daher ist eine Konformationsédnderung die
wahrscheinlichste Erklarung, auch wenn bislang eine Anderung der Disulfidpaarung fiir TFF1
ausgeschlossen wurde (Polshakov et al. 1997). Es wurde allerdings bereits in einer vorherigen
Studie eine alternative TFF1-Struktur beschrieben (Rye et al. 1994). Fir TFF2 wird ebenfalls
eine Konformationsanderung durch Anderung der Disulfidpaarungen vermutet, dabei wird
eine Disulfidbriicke (Cys-6, Cys-104) als sensitiv gegeniiber Reduktion beschrieben (Heuer et
al. 2019; Otto et al. 1996). Allerdings besteht TFF2, im Gegensatz zu TFF1, aus zwel
TFF-Doménen und diese Disulfidpaarung (Cys-6, Cys-104) fehlt bei TFF1 (Jakowlew et al.
1984; Jargensen et al. 1982). Eine extrazellulare Umstrukturierung der Disulfidpaarung (von
inter- zu intramolekularen) wird auch fir den vonWillebrand Faktor vermutet, hier
womaoglich ausgeldst durch freie Thiolgruppen der Cysteinreste im Inneren der
Proteinstruktur (Ganderton et al. 2007; Luken 2008). Bei TFF1 konnte die Umstrukturierung
der Disulfide auch durch die Disulfidisomerase Aktivitat des FCGBP ausgeldst werden
(Edman et al. 1985; Harada et al. 1997).

Dennoch bleibt die Frage, wieso es Uberhaupt ein TFF1-Monomer mit einem ungepaarten
Cysteinrest gibt, da freie Thiole als Retentionssignal wirken, was schlussendlich zum Abbau
des Proteins bzw. Peptids im Endoplasmatischen Retikulum (ER) fuhrt (Fra et al. 1993). Es
gibt Hinweise, dass dieser Prozess durch saure Aminoséuren in der N&he des Cysteinrestes
gestoppt werden kann so z. B. bei der Sekretion von Ig light chains (Guenzi et al. 1994;
Reddy et al. 1996). TFF1 hat vier Glutamatreste in unmittelbarer N&he des siebten
Cysteinrestes (Cys-58) und koénnte dementsprechend vor dem Abbau geschiitzt sein
(Jakowlew et al. 1984). Ein Schutz gegen den Abbau von Ig light chains Monomeren im ER
bietet die Oxidation des freien Cysteinrestes (Reddy et al. 1996). Die in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnisse deuten aber darauf hin, dass nur ein Teil der Monomere oxidiert wird
(Abb. 16D, Abb. 24B, Abb. 24C). Dabei liegt vermutlich keine Oxidation zur Sulfenséure
vor, da die Reaktion mit DCP-Bio negativ ist (Abb. 24D). Allerdings sind Sulfensduren sehr

instabil und reaktiv, weshalb sie nicht so leicht nachgewiesen werden kénnen (Le Moan et al.
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2006). Es bedarf also weiterer Versuche um die Oxidation zur Sulfensdure komplett
auszuschliel3en. Ein Teil der TFF1-Monomere reagiert dagegen mit PEG-maleimid und bildet
Thioether (Abb. 16D, Abb. 24B, Abb. 24C). Das zeigt, dass der Cysteinrest (Cys-58) als

freies Thiol vorliegt.

Die Thiolgruppe eines Cysteinrestes hat normalerweise einen pKs-Wert von ca. 8.5,
allerdings hangt dieser stark von der chemischen Umgebung ab und kann durch hydrophobe
oder saure Aminosauren erhoht werden (Hennecke et al. 1997; Kyte 2007; Poole 2015). Weil
das Cys-58 aber stark exponiert ist, konnte es trotzdem ausreichend reaktiv sein, da die
Nucleophilie des Thiols nicht alleine vom pKs abhangt (Guenzi et al. 1994; Poole 2015).
Thiole von Cysteinresten sind sehr sensitiv fir oxidierende Spezies wie z. B. reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und kdnnen zu Sulfenséuren, Sulfinsduren, Sulfonsduren sowie zu
gemischten Disulfiden oder S- glutathiolierten Derivaten oxidiert werden (Lugrin et al. 2014,
Shao et al. 2011). Die Thiole an Cysteinresten kdnnen auch durch reaktive Stickstoffspezies
(RNS) modifiziert werden (S-Nitrosothiole) (Foster et al. 2003; Lugrin et al. 2014). ROS und
RNS koénnen als second messenger fungieren, allerdings filhrt ein Uberschuss an reaktiven
Spezies zu oxidativen Stress und entsprechend pathologischen Bedingungen (Murray and van
Eyk 2012). ROS entstehen bei verschiedenen enzymatischen Prozessen z.B. durch
NADPH-Oxidasen (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) (Lugrin et al. 2014).
NADPH-Oxidasen, wie z. B. DUOX (Dual oxidase) werden bei chronisch-entziindlichen
Erkrankungen oder bei Besiedlungen mit Bakterien, wie H. pylori aktiviert und produzieren
H,0, (Grasberger et al. 2013; Suzuki et al. 2012). TFF1 kdnnte mit den ROS, wie H,0,

reagieren und oxidativen Stress verhindern.

RNS wie z. B. NO werden durch NO-Synthasen (Stickstoffmonoxid-Synthase) produziert,
kénnen aber auch durch aufgenommenes Nitrat entstehen (Foster et al. 2003; Lugrin et al.
2014). Aus Nitrat kann tber Nitrit auch NO™ entstehen, was wiederum zur Bildung von
N-Nitroso-Verbindungen fiihren kann, die Mutagen und Kanzerogen sind (Correa 1992;
Kobayashi et al. 2019). Das konnte ein Grund sein warum TFF1 auch im Magensaft
vorkommt, vor allem in der monomeren Form (Abb. 30C). Die Reaktion von RNS mit
Thiolen an Cysteinresten kann interessanterweise durch flankierende saure und basische
Aminosaurereste erleichtert und durch Kupferionen katalysiert werden (Foster et al. 2003; Gu
et al. 2002). TFF1 besitzt vier Glutamatreste in der Nahe von Cys-58 und eine Bindung von
Cu?* ist bereits beschrieben worden (Jakowlew et al. 1984; Tosco et al. 2010). Es ist also

durchaus denkbar, dass TFF1 auch mit RNS reagiert.
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TFF1 konnte also beim Schutz der Magenmukosa vor oxidativen Stress eine Rolle spielen.
Maoglicherweise im Zusammenspiel mit FCGBP, dass das oxidierte TFF1 wieder reduzieren
konnte, ahnlich wie es fur das intrazellulére Peroxiredoxin/Thioredoxin-System gezeigt wurde
(Harada et al. 1997; Monteiro et al. 2007; Stancill et al. 2019).

TFF1 wurde bislang immer als extrazelluldres Peptid beschrieben, aber es gibt eine Arbeit die
zeigt, dass das Fehlen von TFF1 zu einer unfolded protein response (UPR) fiihrt und somit
eine Funktion von TFF1 im Endoplasmatischem Retikulum (ER) vermuten lasst (Jakowlew et
al. 1984; Torres et al. 2002). TFF1 konnte wichtig sein, fir die richtige Faltung von Proteinen
im Speziellen von Muzinen, so z. B. bei der Bildung von Disulfidbriicken. So zeigten Tff1<°-
Méuse im Antrum neben einer verdickten Mukosa, die hauptséchlich aus Vorlauferzellen
besteht, auch eine verringerte Mukusschicht (Karam et al. 2008; Lefebvre et al. 1996;
Tomasetto and Rio 2005).

5.4 Die Unterschiede zwischen Korpus und Antrum

In dieser Arbeit wurde hauptsachlich der Magen Korpus analysiert, allerdings wurden auch
Proben des Magen Antrums untersucht. Die Extrakte des Antrums zeigen im Wesentlichen
die gleichen TFF1-Entitaten wie die Extrakte des Korpus, also eine nicht-kovalente Bindung
an MUC6, das TFF1-FCGBP-Heteromer, das TFF1-GKN2-Heterodimer, das
TFF1-Homodimer und zwei TFF1-Monomere (Abb. 25, Abb. 28, Abb. 29). Fir das Antrum
wurde keine TRIzol®-Extraktion durchgefiihrt, weshalb im Antrum keine Aussage in Bezug
auf das <66 kDa groRe Heteromer getroffen werden kann (vgl. Abb. 22C). Die stufenweise
Extraktion zeigt eine vergleichbare Verteilung der untersuchten Proteine bzw. Peptide
(Muzine (PAS), GKN1, GKN2, TFF1) in den Extrakten EO, E1, E3-E4 von Korpus und
Antrum (Abb. 25A). Die Immunfarbung bzw. Lektinfa&rbung der Western Blots mit
MUCS5AC, GSAIl und FCGBP zeigen ebenfalls keine nennenswerten Unterschiede (Abb.
25B). Sowohl im Antrum als auch im Korpus ist die Menge an MUC5AC und MUCS6 im
Extrakt EO geringer (Abb. 25B). Dagegen l&sst sich das TFF1-FCGBP-Heteromer in den
untersuchten Korpus bzw. Antrumproben im Extrakt E3-E4 fast nicht nachweisen (Abb.
25C). Die Bindung von TFF1-Homodimer an MUCG6 unterscheidet sich in vitro ebenfalls
nicht in den zwei untersuchten Magenregionen Korpus und Antrum (Abb. 26, Abb. 27).

Auffalligkeiten gibt es dagegen bei der Analyse der niedermolekularen TFF1-Formen, dem
TFF1-GKN2-Heterodimer und den TFF1-Monomeren (Abb. 28). Das
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TFF1-GKN2-Heterodimer lasst sich im Antrum in allen Extrakten (EO, E1, E3-E4), und
deutlich besser als im Korpus nachweisen (Abb. 28A, Abb. 28B). Dies gilt sowohl fur die
Immunfarbung mit dem TFF1-Antiserum, als auch dem GKN2-Antiserum. GKN2 kommt im
Korpus hauptsachlich als Monomer vor, wahrend im Antrum etwa gleiche Mengen an
GKN2-Monomer und TFF1-GKN2-Heterodimer vorliegen (Abb. 28B). Eine mdgliche
Erklarung dafir ware, dass die Genexpression von TFF1 und GKN2, vor allem im Korpus,
nicht parallel sind (Kouznetsova et al. 2011). Dies deutet darauf hin, dass das
TFF1-GKN2-Heterodimer im Antrum eine bedeutendere Rolle einnimmt als im Korpus.
Antrumdrisen und Korpusdrisen unterscheiden sich in den Stammzellen am Drlisengrund,
die Antrumeinheit besitzt LGR5" Stammzellen (leucine-rich repeat containing G protein-
coupled receptor 5), wahrend die Funduseinheit TROY™ Stammzellen (TNFRSF19, tumor
necrosis factor receptor superfamily member 19) hat (Barker et al. 2010; Hoffmann 2015;
Stange et al. 2013). LGR5" Stammzellen sind charakteristisch fiir Gewebe mit hohem
epithelialen Zellumsatz, wie z.B. dem Darm (Barker et al. 2010). So hat auch die
Antrummukosa einen hoheren Zellumsatz und eine héhere Proliferationsrate im Vergleich zur
Korpusmukosa (Barker et al. 2010; Hoffmann 2015; Kouznetsova et al. 2011; Patel et al.
1993). Dies macht das Antrum vermutlich anfalliger fir Tumorbildung und interessanterweise
bilden Tff1“°-Mause Adenome bzw. Tumore ausschlieBlich in dieser Region des Magens
(Lefebvre et al. 1996). Das TFF1-GKN2-Heterodimer kénnte mit der nachgewiesenen anti-
proliferativen und pro-apoptotischen Wirkung die Tumorbildung vor allem im Antrum
unterdriicken (Kim et al. 2017). Neben dem TFF1-GKN2-Heterodimer ist auch das groRere
TFF1-Monomer (14 kDa) im Antrum im Verhaltnis zu den anderen Formen prasenter als es
im Korpus der Fall ist (Abb. 28A). Wobei sowohl im Korpus als auch im Antrum die
TFF1-Monomere vor allem in den leicht Iéslichen Extrakten EO und E1 zu finden sind (Abb.
28A). Die TFF1-Monomere reagieren im Korpus (EO, E1) mit PEG-maleimid, im Antrum
dagegen fast nicht (nur schwach in E1) (Abb. 28C). Mdglicherweise ist beim groleren
TFF1-Monomer (14 kDa) das Thiol am Cysteinrest (Cys-58) weniger zugéanglich und kann
somit nicht mit PEG-maleimid reagieren. Unter der Annahme, dass das freie Thiol von
Cys-58 als ROS Fanger dient, kénnten diese Unterschiede damit zusammenhangen, dass der
ROS Gehalt im Korpus vierfach hoher ist als im Antrum, weshalb es im Korpus mehr

oxidierbare Thiolgruppen geben sollte (Suzuki et al. 2010).
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5.5 TFF1 und die Bindung an H. pylori
Das TFF1-Homodimer bindet an die Lipopolysaccharidschicht (LPS) von H. pylori (Clyne et

al. 2004; Reeves et al. 2008). Um zu uberprifen, ob das hier verwendete, synthetische
TFF1-Homodimer ebenfalls an H. pylori bindet, wurde es an verschiedene H. pylori Stdimme,
sowie gereinigte LPS-Proben gebunden. Dabei zeigt sich, dass nur das synthetische
TFF1-Homodimer, nicht aber das rek. TFF1-Monomer oder pTFF2 an die LPS-Schicht von
H. pylori bindet (Abb. 31). Dies stimmt mit der bislang verdffentlichten Literatur Gberein
(Clyne et al. 2004; Reeves et al. 2008). Die LPS-Schicht ist Bestandteil der &uReren Membran
von Gram-negativen Bakterien und besteht aus dem Lipid A, dem inneren- und &uf3eren
Polysaccharidkern, sowie dem O-Ketten Polysaccharid (O-Antigen) (Abb. 38) (Li et al.
2016). Mittlerweile werden der &uBere Polysaccharidkern und das O-Antigen
zusammengefasst und als O-Antigen bezeichnet, zur besseren Ubersicht wurde die alte
Darstellung gezeigt (Abb. 38) (Li et al. 2016; Li et al. 2018).

O-Antigen
g Acyl |
Kette .
al,2
PEfN Phosphoethanolamin D Heptan
n
Glucosamin ol ’3’\::
(GIcN) Glucan dullere
al,6 n .
- N-Acetylglucosamin Kernregion
(GlcNAc) al3 <—— HP0479
. L-Glycero-D-Mannoheptose al.3
LD-He
( P) 812
D D-Glycero-D-Mannoheptose
(DD-Hep) al,2
. 3-Desoxy-D-Manno-Octulosonséure al,3 < Hpirep| innere
(Kdo) Kernregion
al,5
O Galactose
(Gal)
— — PEIN
. Glucose
(Gle) Lipid A
. Fucose
(Fuc)

Abb. 38: Schematische Darstellung der LPS-Schicht von H. pylori (Stamm 26695).
Die roten Pfeile markieren jeweils die Stelle an der das fehlende Enzym (Transferase) zur Unterbrechung der
Polysaccharidkette fithrt. Nach Li et al. 2016
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Das Lipid A verankert das LPS in der dauBeren Membran von H. pylori (Li et al. 2016). Die
innere Kernregion ist sehr konserviert, auch innerhalb verschiedener Bakterien, und enthélt
ublicherweise zwei L-Glycero-D-Mannoheptosen (LD-Hep), die als Hepl und Hepll
bezeichnet werden (Li et al. 2016; Raetz and Whitfield 2002). D-Glycero-D-Mannoheptose
(Heplll) ist dagegen selten und daran ist die einzige Verzweigung mit Glc-Gal gebunden
(Altman et al. 2011; Hiratsuka et al. 2005; Li et al. 2016). An Heplll schlief3t die dul3ere
Kernregion mit dem in den verschiedenen H. pylori Stammen konservierten Trisaccharid aus
DD-Hep-Fuc-GIcNAc an (Altman et al. 2011; Li et al. 2016; Li et al. 2018). Daran sind
héufig die Homopolymere aus Glucan (Glc) und Heptan (DD-Hep) geknupft. Dieser Teil ist
variabel und kann auch aus anderen Homopolymeren bestehen (Altman et al. 2011; Li et al.
2016). Zum Schluss ist das O-Antigen angehangt das in der Regel verschiedene Lewis-
Antigene enthalt (Edwards et al. 2000; Li et al. 2016). Das gesamte LPS wird als smooth-form
LPS (SF-LPS) bezeichnet, fehlt das O-Antigen dann als rough-form LPS (RF-LPS) (Clyne
and May 2019).

Die Ergebnisse mit den H. pylori-Mutanten P12AHP1191 und P12AHP0479 zeigen, dass
TFF1 an das RF-LPS bindet und bestatigen damit vorige Studien (Abb. 31B) (Reeves et al.
2008). So kodiert das Gen HP0479 fiir eine D-Glycero-D-Manno-Heptosyltransferase, welche
eine Fucose mit einer D-Glycero-D-Mannoheptose verknipft (Abb. 38) (Hiratsuka et al.
2005; Li et al. 2016). Dieser Mutante P12AHP0479 fehlt vor allem das O-Antigen, sowie die
repetitiven Einheiten der &ufleren Kernregion (Hiratsuka et al. 2005; Li et al. 2016). An
gereinigte LPS-Proben dieser Mutante (P12AHP0479) kann das TFF1-Homodimer binden
(Abb. 31B). Allerdings sei angemerkt, dass keine Bindung an die Zell-Lysate der H. pylori
Mutante AHP0479 gezeigt werden konnte, auch nicht in anderen Stdmmen als P12 (Abb.
31B, Daten der anderen Stamme nicht gezeigt). Trotzdem l&sst dies vermuten, dass das O-
Antigen keine Rolle fiir die Bindung von TFF1 spielt, sondern die enthaltenen Lewis-
Antigene nur eine Erkennung durch das Immunsystem verhindern (Dolan et al. 2012;
Edwards et al. 2000; Moran 2008; Reeves et al. 2008). Das Gen HP1191 kodiert dagegen fir
eine LD-Heptosyltransferase, die die L-Glycero-D-Mannoheptose (Hepll) mit der L-Glycero-
D-Mannoheptose (Hepl) verkniipft (Abb. 38) (Chandan et al. 2007; Li et al. 2016). Bei der
Mutante P12AHP1191 fehlt also die gesamte duflRere Kernregion und das O-Antigen, sowie
Teile der inneren Kernregion (Abb. 38) (Chandan et al. 2007; Li et al. 2016). Die LPS-Schicht
ist dementsprechend stark verkirzt und reicht nicht aus um an TFF1 zu binden (Abb. 31B).
Aullerdem zeigte diese Mutante eine geringere Kolonisation von HT29-MTX-E12 Zellen

verglichen mit dem WT Stamm (Dolan et al. 2012). Die Ergebnisse der hier vorgelegten
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Arbeit mit den Mutanten AHP1191 und AHP0479 lassen darauf schlieBen, dass TFF1
zwischen der inneren und der &ulReren Kernregion bindet. Die innere Kernregion, sowie das
Trisaccharid aus DD-Hep-Fuc-GIcNAc ist konserviert in den verschiedenen isolierten H.
pylori-Stdmmen. Es ist also durchaus plausibel, dass TFF1 gerade in dieser Region bindet
(Abb. 38) (Li et al. 2016; Li et al. 2018). Ein Zuckerrest der fur die Bindung von TFF1
relevant sein konnte, ist das N-Acetylglucosamin, da es Bestandteil des Trisaccharids
(GlcNAcal-4Galp1-4GlcNAcP1) ist, welches die Bindestelle fir TFF2 darstellt (Hanisch et
al. 2014). Die Galactose konnte ebenfalls eine Rolle fiir die Bindung von TFF1 spielen, da
B-Me-Galaktose die Bindung an MUC6 am stérksten inhibierte (Abb. 26D). Da TFF1
vermutlich an MUCG6 und an H. pylori Gber die hydrophobe Tasche (Phe-19, Pro-20, Pro-42
und Trp-43) bindet, ist anzunehmen, dass gleiche oder zumindest ahnliche Zucker erkannt
werden (Polshakov et al. 1997). Es ist sehr wahrscheinlich, dass TFF1 an mehr als einen
Zuckerrest von H. pylori bindet, da die Versuche mit den PAP-HSA-Konjugaten, darunter
auch N-Acetylglucose-PAP-HSA-Konjugate und Galactose-PAP-HSA-Konjugate, alle
negativ waren (Abb. 26C). Eine mdgliche Bindestelle konnte das konservierte Trisaccharid
DD-Hep-Fuc-GIcNAc sein. Das Fehlen von DD-Hep in der H. pylori Mutante P12AHP0479
wirde dann dazu fiihren, dass in den Zell-Lysaten keine Bindung nachweisbar ist, in dem
gereinigten LPS reichen moglicherweise die zwei Zuckerreste Fuc-GIcNAc aus, vermutlich
aufgrund der hoheren Konzentration (Abb. 31).

H. pylori kolonisiert hauptsachlich die Region 0-25 pum oberhalb der Gewebeoberflache, also
einem Bereich in dem der pH-Wert nahezu neutral ist (Schreiber et al. 2004). Das
TFF1-Homodimer zeigt ein pH-Optimum fir die Bindung an H. pylori bei pH5 — pH 6
(Reeves et al. 2008). TFF1 sorgt also dafiir, dass H. pylori nicht weiter in den Mukus
eindringt und an die Epithelzellen bindet. Dies fiihrt ansonsten zu schwereren Entziindungen,
wie die Versuche mit Tff1“°-Mausen zeigten (Dunne et al. 2018; Soutto et al. 2015). TFF1
fixiert H. pylori also an den Mukus, vermutlich an MUCG6 und kdnnte so eine Ausbreitung des
Bakteriums verhindern, dhnlich wie es fur TFF2 im Mausmodel mit Escherichia coli K1
gezeigt wurde (McCarthy et al. 2019). Bei einer H. pylori Infektion wird die Biosynthese von
MUCS6, neben TFF2, erhoht, auBerdem zeigt MUC6 antibiotische Wirkung gegen H. pylori
(Kawakubo et al. 2004; Xia et al. 2004). So konnte H. pylori durch TFF1 und MUC6
bekampft und gleichzeitig die Stabilitdat des Mukus durch TFF2 erhéht werden, sodass ein
Schutz gegen das Bakterium gegeben ist (Heuer et al. 2019; Kawakubo et al. 2004).
Allerdings gibt es auch Arbeiten, die zeigen, dass die TFF1 und TFF2 Expression im Verlauf
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der H. pylori Infektion verloren geht und schlieflich zu Tumoren fihrt (Hu et al. 2003;
Peterson et al. 2010; Tomita et al. 2011).

5.6 Vergleich des Menschen mit anderen Spezies

Zum Vergleich der Ergebnisse von TFF1 aus humanen Gewebeproben wurden auch drei
weitere Spezies untersucht, X. laevis, die Maus und das Schwein. In allen drei Spezies kann
TFF1 nachgewiesen werden. Dabei zeigen die Antiseren fir die verschiedenen
TFF1-Orthologen keinerlei Kreuzreaktivitat.

Im X. laevis ist auf dem Western Blot nach einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE deutlich
eine 25 kDa Bande sichtbar, dagegen sind die Monomerbanden und die Homodimerbande
deutlich schwécher (Abb. 32). Bisher wurden nur das TFF1-Homodimer und vor allem das
TFF1-Monomer im Krallenfrosch beschrieben, sowie eine Assoziation von TFF1 mit dem
Mukus (Sturmer et al. 2019). Eine 25 kDa Bande wurde bisher nicht detektiert. Dabei kénnte
es sich aber durchaus um ein TFF1-GKN-Heterodimer handeln, wie im es im Menschen
beschrieben ist (Westley et al. 2005). Zwar ist fur X. laevis nur ein Gastrokin (GKN1, Uni-
Prot: AOA1L8GS44) vorhergesagt, dies enthédlt aber wie GKN2 im Menschen fiunf
Cysteinreste und es ware moglich, dass TFF1 dieses GKN1 kovalent bindet (Session et al.
2016; Westley et al. 2005).

In der Maus konnen ebenfalls verschiedene Tffl-Entitdten nachgewiesen werden; das
Tff1-Gkn2-Heterodimer, das Tffl-Homodimer und zwei Tffl-Monomere (Abb. 33).
Allerdings ist die monomere Doppelbande von Tffl nicht so ausgepragt wie im humanen
Gewebe, trotzdem macht das Monomer den Hauptteil an Tff1 im Magen der Maus aus (Abb.
33A, Abb. 34C). Dies wurde in einer kurzlich veroffentlichten Arbeit ebenfalls gezeigt
(Znalesniak et al. 2020). In der Maus lie sich das Tff1-Gkn2-Heteromer bei Extraktionen mit
SDS sehr gut nachweisen, dies ist vergleichbar mit Extraktionen von humanen Proben (Abb.
21, Abb. 28). Das Tff1-Gkn2-Heterodimer ist also auch in der Maus zu einem grof3en Teil
schwer l6slich. Nach einer GroRenausschlusschromatographie (S75HL) kann in den PAS
positiven Fraktionen ebenfalls etwa 10 % des gesamten Tff1 nachgewiesen werden (Abb. 34).
In diesen Fraktionen sind vermutlich das Tff1-Fcgbp-Heteromer und das mukusassoziierte
Tffl enthalten. Interessanterweise zeigt die Literatur das Tffl-Fcgbp-Heteromer nur im
Antrum der Maus, wéhrend es im humanen Gewebe in der hier vorgelegten Arbeit auch im
Korpus nachweisbar ist (Abb. 15E, Abb. 20E) (Znalesniak et al. 2020). In der Maus sind also
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die gleichen Tffl-Entitdten nachweisbar wie im humanen Magen, mit Ausnahme des
unbekannten <66 kDa groRen Heteromer, das bislang nicht nachgewiesen wurde (Znalesniak
et al. 2020). Angemerkt sei noch, dass in der Maus ein weiteres Tff1-X-Heteromer gefunden
wurde (Znalesniak et al. 2020). Dass Tff1 auch in der Maus in verschiedenen Entitdten

gefunden wurde, unterstreicht die vielseitige Bedeutung von Tff1 im Magen.

Die vermutete Aminoséuresequenz fir das TFF1 im Schwein (Uni-Prot: A0OA286Z1Y1)
wurde kloniert, sequenziert und so bestétigt. Aufgrund dieser Sequenz wurde einem
Kaninchen ein C-terminales Peptid injiziert, dann ein TFF1-Antiserum gewonnen (Davids
Biotechnologie, Regensburg, Deutschland) und getestet. Das Antiserum (a-pTFF1-1) bindet,
wie das humane Antiserum (a-hTFF1-1), eine Bande mit einem Molekulargewicht knapp
unterhalb von 14 kDa auf dem Western Blot nach einer reduzierenden SDS-PAGE (Abb. 35).
Diese Bande bei unter 14 kDa ist nach einer kompetitiven Inhibition nicht mehr zu
detektieren, was zeigt, dass es sich um ein spezifisches Signal handelt (Abb. 35A). Ahnlich
wie im Menschen, kann auch im Schwein TFF1 im Magen Korpus und im Magen Antrum
nachgewiesen werden. In den Gesamtextrakten von Korpus und Antrum lasst sich allerdings
nur das  TFF1-Monomer  nachweisen  (Abb. 35). In den analysierten
GroRenausschlusschromatographien (S75HL) dagegen kann ein, aufgrund der GréRe (18 kDa)
vermutetes, TFF1-Homodimer nachgewiesen werden, wenn auch in geringer Menge (Abb.
36B). Das TFF1-GKN2-Heterodimer kann dagegen nicht detektiert werden, selbst nach einer
TRIzol®-Extraktion nicht. Dies schlie@t ein Vorkommen des TFF1-GKN2-Heterodimers nicht
vollstandig aus, da es moglicherweise unterschiedliche Affinitaten des Antiserums fir die
verschiedenen TFF1-Formen gibt, wie es fur das humane TFF1 Antiserum hier bereits gezeigt
ist (Abb. 12). Die Elutionsprofile der GroéRenausschlusschromatographien (S75HL) von
Extrakten aus dem Schwein ahneln denen, die mit humanem Gewebe durchgefihrt wurden
(Abb. 36A, Abb. 15B, Abb. 21B). In den PAS-positiven Fraktionen kann TFF1 nachgewiesen
werden, was zeigt, dass TFF1 auch im Schwein zu einem geringen Teil mukusassoziiert
vorliegt (Abb. 36A). TFF1 ist daher vermutlich auch im Schwein zu einem geringen Teil
nicht-kovalent an Muzine gebunden und kovalent mit FCGBP verknupft. Einige wenige
Ergebnisse deuten darauf hin, dass TFF1 auch im Schwein FCGBP bindet (Daten nicht
gezeigt). Es wurden neben dem Magen auch weitere Gewebe untersucht, darunter Extrakte
aus Lymphknoten, Milz, Knochenmark und Thymus, in denen allerdings kein TFF1
nachweisbar ist (Abb. 35C, Abb. 35D).
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Die Bindungsstudien mit dem synthetischen '?°I-TFF1-Homodimer und kommerziell
erworbenen Muzinpraparationen (Sigma Muzin) zeigen vergleichbare Ergebnisse wie die
Bindungsstudien im Menschen, was daraufhin deutet, dass TFF1 auch im Schwein MUC6
bindet (Abb. 37, Abb. 26). Angemerkt sei, dass bei den Bindungsstudien mit
12| TFF1-Homodimer an Sigma Muzin die Expositionszeit kirzer war als bei
Bindungsstudien mit humanen Proben. Mdoglicherweise zeigt auch TFF1 im Schwein eine
festere Bindung an den Mukus als im Menschen, wie es bereits fur TFF2 beschrieben wurde
(Heuer et al. 2019).

5.7 Zusammenfassung und Ausblick

In der hier vorgelegten Arbeit konnte ein neuer Bindungspartner fir TFF1 gefunden werden.
So wurde das erste Mal gezeigt, dass TFF1 durch die Bindung von FCGBP ein Heteromer
bildet. Dieses Heteromer muss nun weiter charakterisiert werden, um ein tieferes Verstandnis
der Funktion des TFF1-FCGBP-Heteromers zu gewinnen. Auflerdem wurde gezeigt, dass nur
ein kleiner Teil von TFF1 an den Mukus bindet und dieser nicht-kovalente Bindungspartner
nicht wie bisher vermutet MUC5AC, sondern MUCS6 ist. Allerdings bindet in vitro nur das
TFF1-Homodimer an MUCS, nicht aber das TFF1-Monomer(ACM). Trotzdem sollte erwahnt
werden, dass in den GroRenausschlusschromatographien haufig auch eine geringe Menge an
TFF1-Monomer in den PAS-positiven Fraktionen detektiert wurde, welches keinem
Bindungspartner zugeordnet werden konnte. Hier sollte weiter untersucht werden, warum
TFF1 an MUCS6 bindet und nicht an MUC5AC, obwohl es gemeinsam mit MUC5AC von den
Oberflachenepithelzellen sezerniert wird (Bolés et al. 1995; Kouznetsova et al. 2011;
Nordman et al. 2002; Rio et al. 1988). Interessant wéren auch Bindungsstudien mit dem
TFF1-GKN2-Heterodimer, um zu sehen, ob auch andere TFF1-Dimere den Mukus binden
und wie sich die Bindung moglicherweise unterscheidet. Eine weitere Erkenntnis dieser
Arbeit ist, dass nicht das TFF1-GKN2-Heterodimer den Grofiteil am gesamten TFF1
ausmacht, sondern ein TFF1-Monomer. Es sollte weiter untersucht werden, warum das
TFF1-GKN2-Heterodimer im Antrum prasenter ist als im Korpus und wie es als
Tumorsuppressor wirkt. AufRerdem konnte eine zweite monomere Bande entdeckt werden, die
zuvor noch nicht beschrieben wurde. Hier mussen zukinftige Untersuchungen zeigen,
inwieweit sich diese zwei TFF1-Monomere unterscheiden. Zusétzlich zu den hier gezeigten
Bindungspartnern wurde auch eine Bindung von TFF1 an Piezol (286 kDa), ein
Membranprotein, beschrieben (Yang et al. 2014). Damit wurden mittlerweile funf
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verschiedene Bindungspartner (Muzine (MUCG6), FCGBP, Piezol, 50-60 kDa Protein, GKN2)
fir TFF1 gefunden und zuséatzlich noch eine Bindung an H. pylori beschrieben (Clyne et al.
2004; Ruchaud-Sparagano et al. 2004; Westley et al. 2005; Yang et al. 2014). TFF1 ist dabei
zwar fester Bestandteil des Magen Mukus ohne aber fest an die Muzine zu binden; etwa 80-
90 % des TFF1 sind nicht direkt an den Mukus gebunden. Daflr spricht auch, dass TFF1
keinen Einfluss auf die rheologischen Eigenschaften des Mukus hat (Thim et al. 2002). Die
verschiedenen Bindungspartner deuten darauf hin, dass TFF1 verschiedene Funktionen zum
Schutz des Gewebes hat. Die unterschiedlichen, verdffentlichten Ergebnisse zu den
Mengenverhdaltnissen der verschiedenen TFF1-Formen kdnnten darauf hin deuten, dass die
Sekretion der verschiedenen TFF1-Entitaten von unterschiedlichen Bedingungen abhéngt, wie
z. B. der Besiedlung durch H. pylori oder oxidativen Stress durch ROS bzw. RNS. Daher
sollte in Zukunft der C-Terminus und seine Reaktivitat ndher untersucht werden, um vor
allem mehr Uber die Funktion der TFF1-Monomere zu erfahren, die den Grofiteil des

gesamten TFF1 ausmachen.
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7. Anhang

7.1 Blue Native Gel

A Gelstart —

116,0 —
66,2 —
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Abb. 39: Blue Native Gel fiir den Extrakt EO des Magen Korpus Mensch.
A: Erste Dimension: Blue Native Gel nach Serva (Gradient 4-16%). Aufgetragen sind 10 pl eines Extraktes EO des Magen
Korpus (Mc577). B: Zweite Dimension: 15 %ige reduzierende SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF1.

Nach einem Blue Native Gel (Gradient 4-16%) eines Extraktes EO (15 pl) des Magen Korpus. Der Molekularstandard ist in
kDa angegeben.
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7.2 Elution aus dem Coomassiegel

Korpus
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Abb. 40: Elution der Banden (25 kDa, 18 kDa, 14 kDa, <14 kDa) aus dem Korpus und Antrum.

A: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE von EO eines Magen Korpus (Mc383) mit anschlieRender Coomassie-Farbung
(vgl. Abb. 12). Die markierten Banden (1: 25 kDa, 2: >18 kDa, 3: 18 kDa, 4: 14 kDa, 5: <14 kDa) wurden eluiert und auf
eine 15 %ige reduzierende SDS-PAGE aufgetragen mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1. B: 15 %ige
nicht-reduzierende SDS-PAGE von EO eines Magen Antrum (MA690) mit anschlieBender Coomassie-Farbung (vgl. Abb.
12). Die markierten Banden (1: 25 kDa, 2: >18 kDa, 3: 18 kDa, 4: 14 kDa, 5: <14 kDa) wurden eluiert und auf eine 15 %ige
reduzierende SDS-PAGE aufgetragen mit anschliefendem Western Blot bzgl. TFF1. Der Molekularstandard (M) ist in kDa
angegeben.
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7.3 Erganzung fur die Trennung durch GroéRenausschlusschromatographie
bei unterschiedlichen pH-Werten

116,0 —
66,2 —

45,0 —
35,0—
25,0 —
18,4 —
4~ o DD
M pH8 pH6 pH4 pHS pH6 pH4
HM NM

Abb. 41: Verschiedene GrofRenausschlusschromatographie (S75HL) von Gesamtextrakten En des Magen Korpus
(Mc383) bei pH 8, pH 6 und pH 4.

15 %ige reduzierende SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 fur drei verschiedene S75HLs bei pH 8
(hochmolekular, HM: Fraktion B8; niedermolekular, NM: Fraktion C12), pH 6 (HM: B8; NM: C12) und pH 4 (HM: B9;
NM: D2). Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben. (vgl. Abb. 14B).

7.4 Kompetitive Inhibierung der Bindung von TFF1 an Muzine mit
TFF-Peptiden

Kontrolle TFF1-Mo TFF1-Di

K A K A K A
B Kontrolle TFF1-Mo TFF1-Di pTFF2
- * v(-“ﬁ ks Saas " — 4 " Fosuohel —
B7 BS B7 B8 B7 BS B7 BS

Abb. 42: Kompetitive Inhibierung der Bindung von TFF1 mit verschiedenen TFF-Peptiden.

A: 1%ige AgGE einer Korpus- (Mc540, E1) und Antrumprobe (Ma534, E1) mit anschlieRendem Western Blot und
Inkubation mit I-TFF1-Homodimer (Autoradiographie). Der Bindungspuffer enthielt einen 10-fachen molaren Uberschuss
an synthetischem TFF1-Monomer(ACM) und TFF1-Homodimer. B: 1 %ige AgGE der Fraktionen B7 und B8 einer S75HL
von Sigma Muzin mit 1% Mercaptoethanol und 1 % SDS gekocht. AnschlieRender Western Blot und Inkubation mit
15| TFF1-Homodimer (Autoradiographie). Der Bindungspuffer enthielt einen 10-fachen molaren Uberschuss an
synthetischem TFF1-Monomer(ACM), TFF1-Homodimer und pTFF2. Die Striche markieren die Taschen der Agarosegele.
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7.5 Erganzung fur die Trennung der verschiedenen TFF1-Entitdten nach

einer Groflenausschlusschromatographie (Kap. 4.1.3.1)

A B
116,0 - R NR
62— 116,0 —
’ 66,2 —
450 - 45.0—
35,0~
35,0—
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M C10 C11 C12 DI D2 D3 D4 D5 M C9 Cl10 Cll ; C9-Clo Cl1
C TFF1 FCGBP GSAIlI MUC5AC

n‘".f

B7 B8 B9 BI0 B7 B8 B9 B10 B7 B8 B9 BI10 B7 B8 B9 BI10

D | gekocht mit SDS und EDTA gekocht Kontrolle

B3 B4 B5S B6 B7 B8 B9BI0 Bll BI2 C1 B7 B9 B7 B9

Abb. 43: GroélRenausschlusschromatographie (S75HL) nach schonender Extraktion des Magen Korpus mit Mdérser bei
pH7.

A: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot bzgl. TFF1 der Fraktionen 34-41 der S75HL
nach Extraktion eines Magen Korpus (Mc383) mit Mdrser. Durchgefiihrt einige Wochen nach dem in Abb. 16B gezeigten
Western Blot einer 15 %igen nicht-reduzierenden SDS-PAGE mit &hnlichen Fraktionen. B: 15 %ige SDS-PAGE (R:
reduzierende, NR: nicht-reduzierende) mit anschlieBendem Western Blot bzgl. GKN1 der Fraktionen 33-35 der S75HL nach
Extraktion eines Magen Korpus (Mc383) mit Mdérser. Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben. C: 1 %ige AgGE
mit anschliefender Western Blot Analyse fir TFF1, FCGBP, MUC5AC und MUC6 (GSAIl) der hochmolekularen
Fraktionen 19-22. Der Nachweis erfolgte auf einem Agarosegel. D: 1 %ige AgGE mit anschliefender Western Blot Analyse
fur TFF1, FCGBP, MUCS5AC und MUC6 (GSAII) der hochmolekularen Fraktionen 15-25. Die Fraktionen 15-25 wurden
5 min mit 1% SDS und 30 mM EDTA gekocht. Die Fraktionen 19 und 20 wurden nur 5 min gekocht bzw. unbehandelt
(Kontrolle) aufgetragen. Die Striche markieren die Taschen der Agarosegele.
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7.6 Erganzung fur die Trennung der verschiedenen TFF1-Entitaten tber
eine Anionenaustauschchromatographie (Kap. 4.1.3.3)

TFF1 FCGBP

B9 BI10BI11 Bl12 CI B9 B10 B11BI12 CI

Abb. 44: Anionenaustauschchromatographie fur den Extrakt EO eines Magen Korpus (Mc577).

1 %ige AgGE mit anschlieRendem Western Blot fir TFF1 und FCGBP fiir die Fraktionen B9-C1 des Extraktes EO gezeigt.
Die hier gezeigten Signale auf dem Western Blot fir TFF1 lassen sich vollstandig kompetitiv inhibieren (Daten nicht
gezeigt). Die Striche markieren die Taschen der Agarosegele.

7.7 Mehrstufige Extraktion (EO, E1, E2, E3, E4) des Magen Korpus
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Abb. 45: Mehrstufige Extraktion (EO, E1, E2, E3, E4) des Magen Korpus.

A: 15 %ige nicht-reduzierende SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. TFF1 der Extrakte EO (waschen), E1
(Aufschluss mit Precellys), E2 (Resuspendieren in 1 % SDS), E3 (mit 1 % SDS bei 50 °C 1 h inkubiert), E4 (mit 1 % SDS
5 min gekocht) eines Magen Korpus (Mc577, zwei Extraktionen der selben Probe). B: 15 %ige nicht-reduzierende
SDS-PAGEs mit anschlieBendem Western Blot bzgl. GKN2 der Extrakte EO (waschen), E1 (Aufschluss mit Precellys), E2
(Resuspendieren in 1 % SDS), E3 (mit 1 % SDS bei 50 °C 1 h inkubiert), E4 (mit 1 % SDS 5 min gekocht) eines Korpus
(zwei Extraktionen der selben Probe). Der Molekularstandard (M) ist in kDa angegeben.
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7.8 TRIzol®-Extrakte
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Abb. 46: TRIzolextrakte des Magen Korpus des Menschen.

Vier verschiedene Gewebeproben aus dem Magen Korpus (M558, Mc577, Mc675, Mc687) des Menschen. Mit Hilfe von
TRIzol® gereinigt und auf eine reduzierende (R) bzw. nicht-reduzierende (NR) SDS-PAGE aufgetragen. Western Blot auf
TFF1. Markiert sind die fir TFF1 bestatigten Banden. Der Molekularstandard ist in kDa angegeben.

7.9 TRIzol®-Extraktion (GroRenausschlusschromatographie S75HL)

A TFF1 FCGBP B 15I.TFF1-Dimer

-
18 19 20 21 22 23 18 19 20 21 22 23 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
2 25 26 27 28 29 24 25 26 27 28 29

Abb. 47: TRIzol®-Extraktion von Magen Korpus Mensch mit anschlieRender GroRenauschlusschromatographie
(S75H) pH7.

A: 1 %ige AgGE und Western Blot bzgl. TFF1 und FCGBP. B: 1 %ige AgGE der Fraktionen der S75HL und Western Blot
mit anschlieBender Inkubation mit °I-TFF1-Homodimer. Der Nachweis erfolgte tber Autoradiographie. Die Striche
markieren die Taschen der Agarosegele.
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7.10 Massenspektrometrische Analyse

7. Anhang

Tab.7.1: Massenspektrometrische Analyse der Bande 1 (<66 kDa). (Kooperation mit Herrn Univ.-Prof. Dr.

Hartmut

Schlter,

Massenspektrometrische ~ Proteomanalytik,

Inst.  fir

Klinische

Chemie &

Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf). Aufgelistet sind nur extrazelluldre Proteine
und Proteine aus der Plasmamembran.

Accession | Description Coverage | MW Score
[kDa] Sequest
HT

P02768 Serum albumin OS=Homo sapiens GN=ALB PE=1 | 53,04 69,32 383,04
SV=2

094759 Transient receptor potential cation channel 3,19 171,09 | 189,31
subfamily M member 2 OS=Homo sapiens
GN=TRPM2 PE=1 SV=2

P01009 Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens 41,15 46,71 43,21
GN=SERPINA1 PE=1 SV=3

P02790 Hemopexin OS=Homo sapiens GN=HPX PE=1 24,89 51,64 26,13
SV=2

P01011 Alpha-1-antichymotrypsin OS=Homo sapiens 22,22 47,62 23,39
GN=SERPINA3 PE=1 SV=2

Q7Z22W7 Transient receptor potential cation channel 1,18 127,60 | 21,57
subfamily M member 8 OS=Homo sapiens
GN=TRPM8 PE=1 SV=2

P01008 Antithrombin-111 OS=Homo sapiens 14,44 52,57 18,97
GN=SERPINC1 PE=1 SV=1

Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 OS=Homo 4,00 51,87 13,38
sapiens GN=CAP1 PE=1 SV=5

P35030 Trypsin-3 OS=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 7,57 32,51 9,06
SV=2

P01042 Kininogen-1 OS=Homo sapiens GN=KNG1 PE=1 9,16 71,91 7,72
SV=2

P07478 Trypsin-2 OS=Homo sapiens GN=PRSS2 PE=1 8,10 26,47 5,97
Sv=1

PO7477 Trypsin-1 OS=Homo sapiens GN=PRSS1 PE=1 8,10 26,54 5,97
Sv=1

Q8NHM4 | Putative trypsin-6 OS=Homo sapiens 8,10 26,52 5,97
GN=PRSS3P2 PE=5 SVV=2

P51884 Lumican OS=Homo sapiens GN=LUM PE=1 SVv=2 | 8,88 38,41 5,94

P25815 Protein S100-P OS=Homo sapiens GN=S100P 17,89 10,39 5,23
PE=1 SV=2

Q9Y490 Talin-1 OS=Homo sapiens GN=TLN1 PE=1 SV=3 | 0,83 269,60 | 4,98

P68871 Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens 15,65 15,99 491
GN=HBB PE=1 SV=2

P04217 Alpha-1B-glycoprotein OS=Homo sapiens 4,85 54,22 4,80
GN=A1BG PE=1 SV=4

P68104 Elongation factor 1-alpha 1 OS=Homo sapiens 3,25 50,11 3,64
GN=EEF1Al PE=1 SV=1

P10599 Thioredoxin OS=Homo sapiens GN=TXN PE=1 12,38 11,73 3,49
SV=3

P81605 Dermcidin OS=Homo sapiens GN=DCD PE=1 12,73 11,28 3,08
SvV=2

P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein OS=Homo sapiens 2,72 39,30 3,07
GN=AHSG PE=1 SVv=1

P04155 Trefoil factor 1 OS=Homo sapiens GN=TFF1 PE=1 | 14,29 9,14 2,97

Sv=1
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Q5VSP4 Putative lipocalin 1-like protein 1 OS=Homo 6,79 17,91 2,21
sapiens GN=LCN1P1 PE=5 Sv=1

P31025 Lipocalin-1 OS=Homo sapiens GN=LCN1 PE=1 6,25 19,24 2,21
Sv=1

Q6UWPS8 | Suprabasin OS=Homo sapiens GN=SBSN PE=2 3,05 60,51 2,20
SV=2

P05109 Protein S100-A8 OS=Homo sapiens GN=S100A8 11,83 10,83 2,20
PE=1 Sv=1

P01877 Ig alpha-2 chain C region OS=Homo sapiens 5,00 36,50 2,19
GN=IGHA2 PE=1 SV=3

P01876 Ig alpha-1 chain C region OS=Homo sapiens 4,82 37,63 2,19
GN=IGHA1 PE=1 SV=2

Q9NZT1 Calmodulin-like protein 5 OS=Homo sapiens 5,48 15,88 2,09
GN=CALMLS5 PE=1 SV=2

P61626 Lysozyme C OS=Homo sapiens GN=LYZ PE=1 8,11 16,53 2,06
Sv=1

P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 OS=Homo sapiens 6,80 16,12 2,02
GN=HBG2 PE=1 SV=2

P02042 Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens 6,80 16,05 2,02
GN=HBD PE=1 SV=2

P02100 Hemoglobin subunit epsilon OS=Homo sapiens 6,80 16,19 2,02
GN=HBE1 PE=1 SV=2

P69891 Hemoglobin subunit gamma-1 OS=Homo sapiens 6,80 16,13 2,02
GN=HBG1 PE=1 SV=2

P07098 Gastric triacylglycerol lipase OS=Homo sapiens 3,02 45,21 1,97

GN=LIPF PE=1 SV=1

Tab.7.2: Massenspektrometrische Analyse der Bande 2 (14 kDa) und 3 (<14 kDa). (Kooperation mit Herrn
Univ.-Prof. Dr. Hartmut Schluter, Massenspektrometrische Proteomanalytik, Inst. fur Klinische Chemie &
Laboratoriumsmedizin, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf).

Accession | Description Coverage | MW Score
[kDa] Sequest
HT
P04155 Trefoil factor 1 OS=Homo sapiens GN=TFF1 PE=1 | 25 9,14 2,67
SV=1 (Bande 2)
P04155 Trefoil factor 1 OS=Homo sapiens GN=TFF1 PE=1 | 14,29 9,14 2,75

SV=1 (Bande 3)
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