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1. Einleitung 

Im Folgenden wird der Kenntnisstand bezüglich der TFF-Peptide und insbesondere TFF2 

vor allem zu Beginn der Dissertation im Jahre 2010 dargestellt, da die Planung des 

experimentellen Teiles der vorliegenden Arbeit vor diesem Hintergrund erfolgte. Die 

praktischen Arbeiten wurden im April 2013 beendet. Der aktuelle Forschungsstand sowie 

der Beitrag der hier vorgestellten Ergebnisse für die in der Folgezeit gewonnen Erkenntnisse 

auf dem Gebiet der TFF2-Forschung werden dann in der Diskussion erörtert. 

 

1.1. TFF-Peptide 
 

1.1.1. Entdeckung und Struktur von TFF2, Nomenklatur von TFF-Peptiden 

TFF2 wurde zuerst aus der Bauchspeicheldrüse des Schweins isoliert und als „pancreatic 

spasmolytic polypeptide“ (PSP bzw. SP) bezeichnet (Jorgensen et al. 1982; Rose et al. 

1989); es handelt sich bei TFF2 um ein sezerniertes, aus 106 Aminosäuren bestehendes 

Peptid (Tomasetto et al. 1990; Gött et al. 1996; May et al. 2000). Die Bezeichnung 

„spasmolytic“ resultiert dabei aus den Ergebnissen anfänglich durchgeführter Experimente, 

bei denen sowohl oral als auch parenteral verabreichtes TFF2 die Motilität des Magen-

Darm-Traktes und auch die Sekretion der Magensäure inhibierte (Jorgensen et al. 1982). 

Nach Aufklärung der Primärstruktur und durch Sequenzvergleiche stellte sich heraus, dass 

SP gemeinsam mit den beiden Peptiden „intestinal trefoil factor“ (hP1.B; heute: TFF3) und 

pS2 (heute: TFF1) zu einer Familie gehört, die eine cysteinreiche Proteindomäne ausbildet, 

welche in der Sekundärstruktur Ähnlichkeit mit einem dreiblättrigen Kleeblatt („trefoil“) 

aufweist. Bemerkenswert ist, dass TFF2 als einziges Peptid dieser Familie über zwei dieser 

Proteindomänen verfügt, während die anderen beiden Peptide diese Domäne nur einmal 

besitzen. Auf der  Conference Philippe Laudat wurde 1996 beschlossen, die Domäne als 

„TFF-Domäne“ zu bezeichnen, die Peptidfamilie als „Trefoil Factor Family“ (TFF) und die 

Nomenklatur der drei Peptide zu vereinheitlichen (Tab. 1). 
 

Tab. 1: Nomenklatur der TFF-Peptide (Wright et al. 1997) 

ursprüngliche Bezeichnung neue Bezeichnung Anzahl der TFF-Domänen 

 
pS2 (Masiakowski et al. 1982) 

 
TFF1 

 
1 

 
SP, PSP (Jorgensen et al. 1982) 

 
TFF2 

 
2 

 
Intestinal trefoil factor, hP1.B 
(Suemori et al. 1991, Hauser et al. 1993) 

 
TFF3 

 
1 
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Die TFF-Domäne, früher als „P-Domäne“ bezeichnet (Hoffmann und Hauser 1993), ist ein 

etwa 40 Aminosäuren umfassendes Motiv (Carr et al. 1994), innerhalb dessen sechs 

konservierte Cysteinreste nach dem Prinzip CysI-CysV, CysII-CysIV und CysIII-CysVI drei 

Disulfidbrücken ausbilden (Abb. 1). In jeder TFF-Domäne befindet sich zudem vor CysVI ein 

konservierter Tryptophanrest (Hoffmann und Hauser 1993; Thim 1989; Gajhede et al. 1993). 

Neben den jeweils drei Disulfidbrücken der beiden TFF-Domänen bildet TFF2 noch eine 

siebente Disulfidbrücke zwischen Cys-6 und Cys-104 aus, welche den C- mit dem N-

Terminus verbindet. Dies führt zu einer zyklischen, kompakten Struktur des TFF2-Peptids, 

die für die Resistenz von TFF2 gegenüber dem Magensaft verantwortlich sein dürfte (Kjellev 

2009). Menschliches TFF2 besitzt an Asn-15, welches sich innerhalb der ersten TFF-

Domäne befindet, eine N-Glykosylierungsstelle, die bei den homologen Proteinen aus dem 

Schwein, der Maus und der Ratte fehlt.  

 

 

Abb. 1. Sekundärstruktur von TFF2 (nach Hoffmann 2015). Die Loops sind in blau nummeriert, die 
Cysteinreste in gelb dargestellt. Die N-Glykosylierungsstelle (NRT) in Loop 1 ist gekennzeichnet, die 
Glykosylierung an Asn-15 ist durch das rote Sechseck symbolisiert. Im jeweils dritten Loop des TFF-Motivs 
befindet sich vor dem letzten Cysteinrest ein konservierter Tryptophanrest (W). Außerdem ist die 
Disulfidbrücke zwischen Cys-6 und Cys-104 eingezeichnet, die den C- und N-Terminus verbindet. 
 

Der überwiegende Teil des menschlichen TFF2 ist N-glykosyliert, während nicht 

glykosyliertes TFF2 nur einen geringen Anteil ausmacht (May et al. 2000). Die drei TFF-

Peptide sind beim Menschen auf Chromosom 21 in der Anordnung Telomer-TFF1-TFF2-

TFF3-Centromer codiert; die Transkription verläuft in Richtung des Centromers (Gött et al. 

1996, Seib et al. 1997).  
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1.1.2. Vorkommen und Lokalisation von TFF2 

TFF2 wird beim Menschen vor allem im Magen und Duodenum zusammen mit dem Muzin 

MUC6 exokrin sezerniert (Tomasetto et al. 1990; Hanby et al. 1993; Poulsom 1996). Im 

Fundus des Magens sind die Nebenzellen (Mucous Neck Cells, MNC), im Antrum die 

Antrumdrüsenzellen und im Duodenum die Brunner’schen Drüsenzellen für die Synthese 

verantwortlich (Tomasetto et al. 1990; Hanby et al. 1993; Ota et al. 2006).   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2. Anatomie des Magens (nach Schünke et al. 
2009, verändert). Direkt hinter der Speiseröhre befindet 
sich die Cardia des Magens; der darüber liegende 
Bereich wird als Fundus bezeichnet. Den weitaus 
größten Teil macht der Corpus aus. Das Antrum befindet 
sich vor dem Pyloruskanal, der schließlich in den 
Zwölffingerdarm (Duodenum) mündet. 
 

 

 

 

Abb. 3. Anatomie des Duodenums (nach Schünke et al. 2009, verändert). Hinter dem Magenpförtner beginnt 
der obere Teil des Duodenums, der in den absteigenden Teil übergeht. In diesem befindet sich auch die 
Vatersche Papille (Papilla Vateri), in die sowohl der Gallengang als auch der Pankreasgang münden. Das 
Duodenum geht nach einer Krümmung in das Jejunum über. 
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Abb. 4. Schematischer Aufbau der Fundus- und Antrumdrüse (nach Hoffmann 2015, verändert); die Drüse ist 

im Verhältnis zur Foveola tatsächlich viel länger. Die laminar aufgebaute Schleimschicht des Magens wird 

hauptsächlich aus den Muzinen MUC5AC (blau) und MUC6 (rot) gebildet. In beiden Drüsen synthetisieren die 

Oberflächenepithelzellen MUC5AC, während die Zellen in der Foveola dieses zusätzlich sulfatieren. Weitere 

Exkretionsprodukte der Oberflächenepithelzellen sind TFF1, TFF3, Gastrokin 1+2, FCGBP und Lysozym, 

wobei sich die Oberflächenepithelzellen von Antrum und Fundus teilweise unterscheiden. MUC6 und TFF2 

werden im Fundus von den Nebenzellen und im Antrum von den Antrumdrüsenzellen sezerniert. Die HCl-

produzierenden Parietalzellen sind nur in der Fundusdrüse zu finden. Aus Gründen der Übersichtlichkeit sind 

weitere Zelltypen in den Drüsen nicht explizit dargestellt. 

 

Bemerkenswert ist, dass die mRNA für TFF2 nur in den Vorläuferstufen der Nebenzellen 

nachweisbar ist, während das TFF2-Peptid beim Menschen (Kouznetsova et al. 2011), der 

Maus (Quante et al. 2010) und der Ratte (Jeffrey et al. 1994) nur in reifen Nebenzellen 

nachweisbar ist. Innerhalb des Gastrointestinaltraktes ist TFF2 mit den Muzinen assoziiert 

(Ota et al. 2006; Kouznetsova et al. 2007) und stellt einen charakteristischen Bestandteil 

der laminar aufgebauten Schleimschicht an der Oberfläche des Magens dar, wo es 

zusammen mit MUC6 vorkommt (Ota et al. 2006; Suzuki et al. 2006). TFF2 ist jedoch nicht 

nur Bestandteil der Mukusschicht, sondern lässt sich auch im Magensaft nachweisen, wo 

es in einer Konzentration von ~ 1,9 µg/mL vorkommt (Kubota et al. 2011). Während der pH-

Wert, der Gesamtproteingehalt und die Pepsinkonzentration des Magensaftes im Verlauf 

eines Tages nicht signifikant variieren, unterliegt die TFF2-Konzentration im Magensaft 

dramatischen Schwankungen: am niedrigsten ist sie am frühen Abend mit etwa 0,29 µg/mL 

und ihr Maximum erreicht sie zwischen 5:00 und 7:00 Uhr mit 7,9 µg/mL (Semple et al. 
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2001). Auch das Verhältnis von glykosyliertem zu nicht-glykosyliertem TFF2 unterliegt 

zirkadianen Schwankungen: zwischen 9:00 und 23:00 Uhr ist nicht-glykosyliertes TFF2 

nahezu nicht nachweisbar und erst mit der Steigerung der gesamten TFF2-Produktion 

während der Nacht nimmt auch der Anteil an nicht-glykosyliertem TFF2 zu. Seine maximale 

Konzentration erreicht nicht-glykosyliertes TFF2 um etwa 7:00 Uhr; zu diesem Zeitpunkt 

schwankte das Verhältnis zwischen glykosyliertem zu nicht-glykosyliertem TFF2 zwischen 

2,7:1 und 7:1 (Semple et al. 2001). Der nächtliche Anstieg der TFF2-Konzentration im 

Magensaft wird durch eine Infektion mit H. pylori abgeschwächt; dieser Effekt konnte auch 

durch Schlafentzug der Probanden erreicht werden und war ebenfalls bei fortgeschrittenem 

Alter der Testpersonen zu beobachten (Johns et al. 2005). Abgesehen vom 

Gastrointestinaltrakt wird TFF2 auch in den Speicheldrüsen synthetisiert (Jeffrey et al. 1994; 

Kouznetsova et al. 2010).  

Neben der exokrinen Sekretion wird TFF2 auch endokrin sezerniert. So spielt es zum 

Beispiel eine Rolle im Immunsystem, wo es bei der Ratte in den Makrophagen des 

Peritoneums und außerdem im Gewebe des lymphatischen Systems wie der Milz, dem 

Thymus, den Lymphknoten und dem Knochenmark exprimiert wird (Cook et al. 1999; Kurt-

Jones et al. 2007). Weiterhin konnte bei der Ratte gezeigt werden, dass die TFF2-

Expression in der Milz durch intraperitoneale Injektion von Lipopolysacchariden aus E. coli 

um ein Vielfaches gesteigert wird und die Migration von Monocyten stimulieren kann, so 

dass eine mögliche Rolle für TFF2, aber auch für TFF3, bei der Immunantwort bei 

Entzündungen des Gewebes vorgeschlagen wurde (Cook et al. 1999). Im zentralen 

Nervensystem konnte TFF2 im Hypophysenvorderlappen und im sich entwickelnden Gehirn 

nachgewiesen werden (Hinz et al. 2004), im menschlichen Blutserum liegt das 

Referenzintervall für TFF2 zwischen 37-190 pmol/L (Vestergaard et al. 2004). 

 

1.1.3. TFF2-Homologe in Xenopus laevis 

Die funktionellen Orthologen von TFF2 in X. laevis sind die beiden Peptide xP4.1 und xP4.2, 

die jeweils über vier TFF-Domänen verfügen (Jagla et al. 1998; Hoffmann 2015). Sie werden 

von zwei verschiedenen Genen codiert und nur xP4.1 weist eine N-Glykosylierungsstelle 

auf (Hauser und Hoffmann 1991; Botzler et al. 1999). Im Gegensatz zum menschlichen 

TFF2, welches eine Disulfidbrücke zwischen Cys-6 und Cys-104 ausbildet und damit C-und 

N-Terminus des TFF2-Peptids verbindet, fehlen bei den homologen Peptiden aus X. laevis 

die entsprechenden Cysteinreste, so dass hier keine Zyklisierung möglich ist (Jagla et al. 

1998). Auch das Expressionsmuster der beiden Peptide unterscheidet sich; so wird das 
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glykosylierte Peptid xP4.1 in allen Bereichen des Magens exprimiert, während das nicht 

glykosylierte xP4.2 auf den Fundus und Corpus begrenzt ist (Jagla et al. 1998; Hoffmann 

und Jagla 2002). Bei der RT-PCR Analyse konnten die Transkripte von xP4.1 nur im Magen 

und nicht in der Speiseröhre detektiert werden, während die Transpkripte von xP4.2 sowohl 

in der Speiseröhre als auch im Magen nachweisbar waren, wobei ein absteigender Gradient 

vom Fundus zum Antrum beobachtet wurde (Hoffmann und Jagla 2002).  

 

1.1.4. Ektopische TFF2-Expression im Rahmen pathologischer Prozesse 

 

1.1.4.1. Innerhalb des Gastrointestinaltraktes 

TFF2 wird beim Barret-Ösophagus exprimiert (Hanby et al. 1994); es handelt sich dabei um 

eine intestinale Metaplasie, die als Folge der Refluxkrankheit auftritt: aufgrund des 

ständigen Rückflusses des sauren Mageninhalts  wandelt sich das im unteren Teil der 

Speiseröhre vorhandene Plattenepithel in ein spezialisiertes Zylinderepithel, ähnlich wie das 

im Dünndarm, um (Spechler 1994). Bei etwa 0,3% der Patienten mit Barret-Ösophagus 

entwickelt sich daraus ein Adenokarzinom der Speiseröhre (Hvid-Jensen et al. 2011; Bhat 

et al. 2011). 

Weiterhin induzieren Geschwüre im Gastrointestinaltrakt, die zum Beispiel bei  chronisch 

entzündlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa typisch sind, die 

Ausbildung einer neuen Zelllinie in der umgebenden Mukosa, welche als ulcer-associated 

cell lineage (UACL) bezeichnet wird (Wright et al. 1990). Die UACL beginnt zunächst als 

Knospe an der Basis der intestinalen Krypten in der Nähe des Geschwürs, verzweigt sich in 

der Lamina propria und bildet schließlich eine neue Drüse, durch deren Gang 

Sekretionsprodukte zur Oberfläche der Mukosa gelangen (Ahnen et al. 1994). Die UACL 

sezerniert neben TFF2 auch die Muzine MUC5AC, MUC6, Lysozym und den epidermalen 

Wachstumsfaktor (EGF), so dass eine Rolle dieser Zelllinie in vivo für die Heilung des 

angrenzenden Geschwürs durch Stimulation von Proliferation und Regeneration postuliert 

wurde (Wright et al. 1990; Longman et al. 2000). 

Bei der Ratte konnte gezeigt werden, dass die mRNA für das TFF2-Analogon rat 

spasmolytic peptide (rSP) nach einer durch Kälte induzierten Schädigung der 

Magenschleimhaut schnell anstieg und ihr Maximum am 3. Tag erreichte, während die 

mRNAs für EGF und transforming growth factor α (TGFα) ihr Maximum erst am 6. Tag 

zeigten (Alison et al. 1995).  

Eine weitere TFF2-exprimierende Metaplasie des Gastrointestinaltrakts stellt die 

spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia (SPEM) dar. Bei ihr handelt es sich um eine 
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Muzin-sezernierende, metaplastische Zelllinie, deren Phänotyp den tiefen 

Antrumdrüsenzellen ähnelt, was die namensgebende Expression von TFF2, das früher als 

spasmolytic polypeptide bezeichnet wurde, beinhaltet (Goldenring et al. 2010). Während die 

intestinale Metaplasie eher inselförmig oder multifokal auftritt, erscheint die SPEM bei 

Patienten, die später Magenkrebs entwickeln, typischerweise diffus über den Corpus verteilt 

(Goldenring et al. 2010; El-Zimaity et al. 2002). Es besteht ein Zusammenhang zwischen 

der Ausbildung der SPEM-Zelllinie und einer Infektion mit H. pylori: bei 68% der Patienten, 

die eine durch dieses Bakterium verursachte Gastritis im Bereich des Fundus hatten, war 

eine SPEM in den Biopsien nachweisbar (Schmidt et al. 1999). Was die Korrelation von 

SPEM und die Ausbildung eines gastrischen Adenokarzinoms betrifft, ist diese noch 

ausgeprägter: bei der Untersuchung von 22 Resektionsproben mit dieser Diagnose konnte 

die SPEM in 91% der Fälle nachgewiesen werden, wobei sie typischerweise in der Mukosa 

neben dem Adenokarzinom oder in Bereichen mit Dysplasien lokalisiert war; somit ist die 

SPEM eher noch stärker mit der Entwicklung eines Adenokarzinoms im Magen assoziiert 

als die intestinale Metaplasie (Goldenring et al. 2010, Schmidt et al. 1999).  

 

1.1.4.2. Außerhalb des Gastrointestinaltraktes 

Alle drei TFF-Peptide sind in der Bronchiallavage nachweisbar, wobei die Konzentrationen 

dieser Peptide bei Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) relativ 

zur gesunden Kontrollgruppe zwei- bis dreimal so hoch waren (Viby et al. 2015). Bei 

Patienten mit bösartigen Lungenerkrankungen waren die Konzentrationen von TFF1 und 

TFF2 dreimal so hoch wie in der gesunden Referenzgruppe (Viby et al. 2015). Auch bei der 

Nephrolithiasis ist die Konzentration von TFF2 im Urin signifikant erhöht; dies ist darum 

besonders bemerkenswert, da TFF2 unter physiologischen Bedingungen im Harntrakt von 

allen TFF-Peptiden am geringsten exprimiert wird und dort nur in Spuren vorkommt (Rinnert 

et al. 2010). Während TFF1 in der humanen Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 ursprünglich 

aufgrund seiner Regulation durch Östrogen entdeckt wurde (Masiakowski et al. 1982) und 

auch TFF3 dort hormonabhängig induziert wird (Poulsom et al. 1997), wird TFF2 

interessanterweise dort nicht exprimiert (Tomasetto et al. 1990). 

 

1.1.5. Mögliche Funktionen des TFF2-Peptids 

 

1.1.5.1. Wechselwirkungen von TFF2 mit der Mukusschicht des Magens 

TFF2 wird zusammen mit MUC6 sezerniert und bereits 2007 konnten Kouznetsova et al. 

zeigen, daß TFF2 trotz seines geringen Molgewichts bei der Größenausschluss-
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Chromatographie ausschließlich im hochmolekularen Muzinpeak lokalisiert war. In 

histologischen Untersuchungen wurde TFF2 zusammen mit MUC6 in der laminar 

aufgebauten Schleimschicht des Magens nachgewiesen (Ota et al. 2006; Suzuki et al. 

2006), so dass TFF2 die Eigenschaften dieser Schleimschicht mitbestimmen könnte.  

In vitro konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von TFF2 sowohl die Viskosität als auch 

die Elastizität einer 8%igen kommerziellen Muzinlösung aus dem Schweinemagen um den 

Faktor 10 erhöht und diese dabei in einen gelartigen Zustand übergeht, wobei 

serpentinartige Komplexe zwischen TFF2 und dem Muzin bestehen  (Thim et al. 2002). Es 

besteht weiterhin ein Zusammenhang zwischen der beobachteten Viskositätszunahme und 

dem pH-Wert; wobei die höchste Viskosität bei niedrigen pH-Werten erreicht wird (Thim et 

al. 2002). Im Tiermodell bei der Ratte und der Maus wurde beobachtet, dass intravenös 

verabreichtes humanes TFF2 in die Mukusschicht des Magens integriert wird und dort eine 

signifikanten Zunahme der Viskosität bewirkt (Kjellev et al. 2006). Auch wurde radioaktiv 

markiertes TFF2 nach intraperitonealer Applikation von Nebenzellen, Parietalzellen und 

Antrumdrüsenzellen aufgenommen; das heißt von TFF2-sezernierenden Zellen (Poulsen et 

al. 1998). Dies könnte für eine rezeptor-abhängige Transzytose von TFF2 sprechen 

(Poulsen et al. 1998). 

 

1.1.5.2. Rolle von TFF2 im Rahmen einer Infektion mit H. pylori 

Aus medizinischer Sicht sind Wechselwirkungen zwischen H. pylori und TFF2 von 

besonderem Interesse, da dieser Keim bei fast der Hälfte aller Menschen nachweisbar ist 

und somit eine der häufigsten bakteriellen Infektionen weltweit darstellt (Pounder und Ng 

1995). Er wird insbesondere mit chronischen Geschwüren des Gastrointestinaltrakts in 

Verbindung gebracht und gilt nicht nur als Risikofaktor für daraus entstehende Karzinome, 

sondern auch für Schleimhaut assoziierte (Mucosa Associated Lymphoid Tissue, MALT) 

Lymphome (Kusters et al. 2006), weshalb H. pylori im Jahr 1994 von der Weltgesundheits-

organisation als Karzinogen der Gruppe 1 eingestuft wurde. 

Im Falle einer Besiedelung des Magens mit H. pylori befindet sich der Großteil der Bakterien 

in der apikalen Mukusschicht, wo sie an MUC5AC gebunden sind (Van den Brink et al. 

2000), während ungefähr 20% direkt an die Zellen des Magenepithels binden (Colomb et 

al. 2014). Die Expression sowohl von MUC6 als auch von TFF2 wird durch die Infektion mit 

H. pylori zunächst verstärkt (Xia et al. 2004). TFF2 könnte durch die in Kapitel 1.1.5.3 

beschriebenen motogenen und cytoprotektiven Effekte einerseits die Reparatur des 

Epithels unterstützen und andererseits die akute Entzündung durch Inhibierung der 



                                                                                                                                               Einleitung 

 

17 

 

Stickstoffmonoxid-Synthase in Monocyten abmildern (Giraud et al. 2004).  TFF2 könnte 

damit eine Schlüsselstellung bei der Kommunikation zwischen dem Epithel und dem 

Immunsystem einnehmen (Kurt-Jones et al. 2007). Die Steigerung der MUC6-Expression 

während der Infektion mit H. pylori ist für den Menschen physiologisch sinnvoll, da seine O-

Glykane mit der Struktur GlcNAcα1→4Galβ1→R eine antibiotische Wirkung gegen den 

Keim entfalten, indem sie die Biosynthese von Cholesteryl-alpha-D-glucopyranosid 

inhibieren, das einen wichtigen Zellwandbestandteil von H. pylori darstellt (Kawakubo et al. 

2004). Interessanterweise kommt es im weiteren Verlauf einer H. pylori-Infektion zu einer 

Hypermethylierung des TFF2-Promotors, wodurch die TFF2-Expression abnimmt und es in 

der Folge bei der Maus und dem Menschen zur Entwicklung von Tumoren kommt (Peterson 

et al. 2010). 

 

1.1.5.3. Motogene und andere Effekte, mögliche TFF2-Rezeptoren 

TFF2 ist in der Lage, in geringem Ausmaß motogene Effekte auszulösen, die über ERK1/2  

vermittelt werden (Playford et al. 1995; Graness et al. 2002; Chwieralski et al. 2004). Tff2-

defiziente (Tff2-/-) Mäuse zeigen schwere Störungen bei der Restitution der Oberflächen-

schleimhaut des Magens nach Laser-induzierter Schädigung, die interessanterweise durch 

Zugabe von Tff3 aus der Ratte abgemildert werden können (Xue et al. 2010). Da die 

Expression von TFF2 nach Verletzungen der Magenschleimhaut erhöht wird, wurde es auch 

als „early response“ Schutzpeptid angesehen, welches für die Reparatur des Epithels 

mitverantwortlich sein könnte (Wong et al. 2000). TFF2 kann in Monocyten die durch 

Lipopolysaccharide induzierte Produktion von Stickstoffmonoxid hemmen und ist in der 

Lage, die Rekrutierung von Leukozyten zum Ort einer Verletzung zu begrenzen (Baus-

Loncar et al. 2005). 

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass luminal verabreichtes TFF2 eine durch 

Dextransulfat (DSS) induzierte Colitis positiv beeinflusste, während die parenterale Gabe 

des Peptids den gegenteiligen Effekt auslöste (Poulsen et al. 2005). Auch die Gabe von 

gentechnisch verändertem Lactococcus lactis, der das murine Tff2 exprimierte, konnte in 

der Maus den positiven Effekt des Peptids auf eine DSS-induzierte Colitis bestätigen 

(Vandenbroucke et al. 2004). Tff2-/- Mäuse, die mit H. pylori infiziert wurden, gingen im 

Bereich des Antrums schneller vom Stadium der Gastritis in eine Dysplasie über (Fox et al. 

2007), was ebenfalls die Bedeutung von TFF2 unterstreicht.  

Es gibt außerdem Berichte, dass TFF2 die Apoptose sowohl fördern als auch inhibieren 

kann und in der Brustkarzinom-Zelllinie MCF-7 die Ausbildung von verzweigten, 
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drüsenartigen Strukturen induziert (Lalani et al. 1999; Tu et al. 2009; Paunel-Görgülü et al. 

2011). 

Trotz der vielfältigen durch TFF2 vermittelten Effekte wurde bisher kein typischer 

Transmembran-Rezeptor für TFF2 identifiziert (Otto et al. 1996). TFF2 wird als ein Ligand 

für den Chemokin-Rezeptor CXCR4 betrachtet (Dubeykovskaya et al. 2009; Hoffmann 

2009) und bindet an CRP-ductin/DMBT1 sowie an Integrin β1 aus dem Schweinemagen 

(Thim und Mørtz 2000). 

 

1.2. Die gastrale Mukusschicht und Muzine des Magens 

Da es zu Beginn der Dissertation schon klare biochemische und histologische Hinweise 

gab, dass TFF2 im Magen mit dem Mukus bzw. der Mukusschicht assoziiert ist 

(Kouznetsova et al. 2007; Ota et al. 2006; Suzuki et al. 2006) und dass TFF2 gemeinsam 

mit dem Muzin MUC6 exokrin sezerniert wird (Tomasetto et al. 1990; Hanby et al. 1993; 

Poulsom 1996), soll an dieser Stelle ein Überblick über diese und die darin enthaltenen 

Muzine gegeben werden. 

Die Mukusschicht des Gastrointestinaltrakts erfüllt viele physiologische Funktionen: sie 

erleichtert die Passage der Nahrung, schützt das Epithel vor mechanischem Schaden und 

der Einwirkung von Pepsin, sie ist essenziell für die Aufrechterhaltung des pH-Gradienten 

zum Magensaft und sie verhindert oder begrenzt die Besiedlung  mit schädlichen 

Mikroorganismen wie H. pylori (Allen 1989). Ein wesentlicher Bestandteil der Mukusschicht 

sind die Muzine, wobei es sich um sehr große (Mr 106 - 107 Dalton), viskose Glykoproteine 

handelt (Bansil et al. 1995; McGuckin et al. 2011). Die wichtigsten Muzine im Magen sind 

MUC5AC, das von den Oberflächenepithelzellen sezerniert wird und MUC6, das 

typischerweise von den Nebenzellen in den Fundusdrüsen und den Antrumdrüsenzellen, 

sowie den duodenalen Brunnerschen Drüsen exprimiert wird (Nordman et al. 2002). Neben 

den Muzinen sind Wasser, Immunglobuline (McGuckin et al. 2011), Ionen (u.a. H+, Cl-, 

HCO3
-, Ca2+) und andere Proteine in der Mukusschicht enthalten, z.B. TFF-Peptide 

(Hoffmann 2013), FCGBP (Kouznetsova et al. 2011), Galektine (Nio-Kobayashi et al. 2009) 

und Lysozym (Kouznetsova et al. 2011).  

Sezernierte Muzine bestehen typischerweise aus einer linearen Proteinkette, die als 

ApoMuzin bezeichnet wird (Strous et al. 1992) und am amino- und carboxyterminalen Ende 

oft globuläre Bereiche aufweist, die reich an Cysteinresten sind und eine inter- oder 

intramolekulare Vernetzung über Disulfidbrücken ermöglichen (Bansil et al. 1995). Den 

größten Teil des ApoMuzins machen repetetive Domänen aus, die reich an Prolin, Threonin 
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und Serin sind (PTS-Domänen). Die Threonin- und Serinreste können bis zu einem Drittel 

der Aminosäuren in diesem Bereich ausmachen und sind über O-glykosidische Bindungen 

mit linearen oder verzweigten Oligosacchariden verbunden, die aus bis zu 12 

Monosacchariden bestehen können und radial vom Kern des ApoMuzins abstehen, so dass 

das Muzin eine starre, stabähnliche Konfiguration annimmt.  

Insgesamt macht der Kohlenhydratanteil ungefähr 75% der Masse des Muzins aus, 

während die restlichen 25% auf das ApoMuzin entfallen (Bansil et al. 1995).  

MUC6 besitzt die ungewöhnliche Kohlenhydratgruppe GlcNAcα1→4Galβ→R an seinen 

nicht-reduzierenden Enden, wobei es sich um ein evolutionär sehr altes Prinzip handelt, das 

vom Frosch bis zum Menschen erhalten blieb (Hoffmann 2020). Diese Zuckerstruktur wird 

einerseits vom monoklonalen Antikörper HIK1083 (Ishihara et al. 1996), als auch vom Lektin 

GSA-II von Griffonia simplicifolia erkannt (Oinuma et al. 1994). 

Knockout-Mäuse, die das für die Synthese dieser terminalen αGlcNAc-Gruppe notwendige 

Enzym (α1,4-N-acetylglucosaminyltransferase, α4GnT) nicht besitzen, entwickeln spontan 

Adenokarzinome im Antrum (Karasawa et al. 2012). Des weiteren wirkt das terminale α1,4-

GlcNAc-Glykan von MUC6 als Antibiotikum gegen H. pylori, da es die Cholesterol α-

glucosyltransferase des Bakteriums inhibiert und so die Synthese eines essenziellen 

Zellwandbestandteils hemmt (Kawakubo et al. 2004; Lee et al. 2008). Aus diesem Grund 

besiedelt H. pylori vorwiegend die MUC5AC-Schichten des Mukus (van den Brink et al. 

2000).   
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1.3. Ziele der Dissertation 

Das primäre Ziel der Arbeit bestand darin, durch Verwendung verschiedener 

chromatographischer Trennverfahren und unterschiedlicher Säulenmaterialien ein 

geeignetes Reinigungsprotokoll für TFF2 aus dem menschlichen Magen und Duodenum zu 

etablieren.  

Wenn TFF2 in genügend großer Menge und Reinheit für massenspektrometrische 

Untersuchungen isoliert werden kann, sollte in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Hanisch 

(Universität Köln) die Glykanstruktur von TFF2 identifiziert werden. Es war bekannt, dass 

TFF2 eine Glykosylierungsstelle an N-15 besitzt und überwiegend glykosyliert vorliegt (May 

et al. 2000); allerdings gab es noch keine Informationen über die Art der angehängten 

Zuckerstruktur.  

Da Vorversuche darauf hindeuten, dass TFF2 mit der hochmolekularen Mukusfraktion 

assoziiert ist (Kouznetsova et al. 2007), sollten diese Ergebnisse an verschiedenen Proben 

überpüft werden. Sollten sich diese Resultate reproduzieren lassen, könnten sowohl der 

bzw. die Bindungspartner von TFF2 in der Mukusfraktion identifiziert werden, als auch die 

Art der Bindung. 

Zuletzt könnten Untersuchungen folgen, ob sich die Glykosylierung von TFF2 in 

Abhängigkeit von bestimmten äußeren Faktoren (Entzündungen oder anderen 

pathologischen Prozessen) ändert und ob sich diese in verschiedenen Regionen des 

Magens und im proximalen Duodenum unterscheidet.
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2. Material und Methoden 

Dieser Teil ist nach Standardprotokollen des Instituts für Mikrobiologie und Medizinische 

Chemie der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg verfasst und entsprechend 

individueller Änderungen modifiziert. 

 

2.1. Materialien 
 

2.1.1. Chemikalien  

Die Chemikalien, die für die Ansetzung von Puffern und sonstigen Lösungen für Protein-

Standardmethoden verwendet wurden, hatten analysenreine Qualität (p.a.) und wurden von 

den Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), 

Riedel-de-Haën (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Fisher 

Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland) geliefert. Für wässrige Lösungen wurde generell 

deionisiertes Wasser aus dem Ultra Clear TWF Reinstwassersystem (SG 

Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Barsbüttel, Deutschland) verwendet. 

Das von dieser Anlage bereitgestellte Wasser wies folgende Spezifikationen auf: 

 

Tab. 2: Systemdaten des Ultra Clear TWF Reinstwassersystems       

Produktwasserleistung   1,8  [L/min] 

Leitfähigkeit bei 25°C   0,055  [µS/cm] 

Widerstand bei 25°C   18,2  [MΩ * cm] 

Totaler organischer Kohlenstoff  < 1  [ppb] 

Bakterien    < 1  [KbE/mL] 

Endotoxine    < 0,001  [EU/mL] 

Partikel > 0,1 µm   < 1  [Stk./mL] 

__________________________________________________________________________________ 

 

2.1.2. Gewebe 

Alle Untersuchungen wurden in Übereinstimmung mit den Grundsätzen der Erklärung von 

Helsinki durchgeführt und von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der 

Universität Magdeburg genehmigt. Die in dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben 

entstammen vornehmlich Bereichen des Magens (Fundus, Corpus, Antrum) und des 

proximalen Duodenums. Für die Aufklärung der Patienten und deren Einverständnis-

erklärung für die Gewebeentnahme war Herr Prof. Dr. med. Frank Meyer (Universitätsklinik 

für Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie) zuständig und das entnommene Gewebe 

wurde nur dann verwendet, wenn die histopathologische Untersuchung durch Herrn Prof. 
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Dr. med. Thomas Kalinski (Institut für Pathologie, Universitätsklinikum Magdeburg) keine 

neoplastischen Veränderungen aufwies. Die Gewebeproben wurden bis zu ihrer jeweiligen 

Verwendung bei -80°C eingelagert und bei Bedarf Aliquots im gefrorenen Zustand mit einem 

Skalpell abgetrennt, um wiederholte Auftauzyklen zu vermeiden. 

 

Tab. 3: Verwendete Gewebeproben 
Interne Bezeichnung Histologischer Befund und Diagnosen 

323MA 
 

Normales Antrumgewebe 

333MA 
 

Mittelgradige chronische Gastritis mit fokaler intestinaler 

Metaplasie 

337MA 
 

Normales Antrumgewebe 

343MC 
 

Chronische und floride Gastritis (vermutl. H.pylori induziert) 

358MA Übergangsschleimhaut mit mäßiger, chronischer, leicht florider 

Gastritis (vermutl. H.pylori), sonst normal 

369DPr 
 

Normale Dünndarmmukosa und Brunnersche Drüsen 

382MC 
 

Normales Corpusgewebe 

400MA 
 

Leichte chronische Gastritis, H.pylori positiv 

450MF 
 

Normales Fundusgewebe, Adipositas 

 

2.1.3. Antikörper zum Nachweis von TFF2 

Der immunlogische Nachweis des TFF2-Peptids wurde standardmäßig mittels des 

affinitätsgereinigten polyklonalen Antiserums anti-hTFF2-1 (Jagla et al. 2000) durchgeführt, 

welches gegen die an Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) gekoppelte Sequenz 

FFPNSVEDCHY am C-Terminus des menschlichen TFF2 gerichtet ist. Vereinzelt kam auch 

anti-hTFF2-3 zum Einsatz; hierbei handelt es sich ebenfalls um ein polyklonales Kaninchen-

Antiserum, bei dem die Antikörper jedoch gegen das synthetische Peptid FFPKSVEDCHY 

(May et al. 2000) gerichtet sind, das ebenfalls an KLH gekoppelt ist. Beide Primärantikörper 

wurden in einer 1:1000 fachen Verdünnung bei der Immundetektion eingesetzt. 

Als Sekundärantikörper wurde ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter anti-Kaninchen-IgG 

(H+L) (PI-1000, Vector Laboratories, Burlingame, USA) in einer Verdünnung von 1:4000 zur 

Detektion der gebundenen anti-hTFF2-1 bzw. anti-hTFF2-3 Primärantikörper verwendet. 

 

2.1.4. Lektine zum Nachweis spezifischer Zuckerstrukturen 

Da TFF2 überwiegend in N-glykosylierter Form vorliegt (May et al. 2000), konnte die 

Verwendung spezifischer Lektine einen Hinweis über die Art der Glykosylierung liefern. In 
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dieser Arbeit wurden die folgenden biotinylierten Lektine verwendet: LCA aus Lens culinaris, 

PSA aus Pisum sativum, SNA aus Sambucus nigra, WFA aus Wisteria floribunda (jeweils 

Vector Laboratories, Burlingame, USA) und RCA-II aus Ricinus communis (Sigma-Aldrich 

Chemie, Taufkirchen, Deutschland). Die gebundenen Lektine werden im nächsten Schritt 

mittels eines Konjugates aus Streptavidin und der Meerretich-Peroxidase sichtbar gemacht; 

Streptavidin bindet dabei zunächst an Biotin und die Aktivitität der Meerrettich-Peroxidase 

kann anschließend mittels verstärkter Chemolumineszenz (Enhanced Chemiluminescence, 

ECL)  detektiert werden (siehe 2.2.9 und 2.2.10). 

 

Tab. 4: Spezifität der verwendeten Lektine 
 

LCA 
 

verzweigte α-Mannose mit einem Fucose-Kern 

PSA 
 

verzweigte α-Mannose mit einem Fucose-Kern 

SNA 
 

Sialinsäure 

WFA terminales GalNAc, bevorzugt β4-verknüpfte GalNAc, wie sie in der 

LacdiNAc-Gruppe vorkommt (Ikehara et al. 2006) 

RCA-II 
 

terminale β-Galaktose, β-GalNAc, Laktose 

 

2.1.5. Datenbanken 

Wissenschaftliche Literatur und Informationen zu Proteinsequenzen wurden über folgende 

Internet-Datenbanken gesucht: 

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

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

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

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

 

2.2. Biochemische Methoden 

 

2.2.1. Gewinnung von Protein-Rohextrakten aus Gewebeproben 

Um die Gewebeproben qualitativ und semi-quantitativ auf ihren TFF2-Gehalt zu 

untersuchen, wurden von den bei -80°C gelagerten Proben mittels eines Skalpells kleine 

Stücke abgetrennt, deren Gewicht jeweils 0,3 Gramm nicht überschreiten sollte und in ein 

spezielles verschraubbares Reaktionsgefäß für den Precellys®24 Homogenisator (Peqlab 

Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) gegeben, das zuvor etwa 3-4 mm hoch mit 

Zirconiumoxid-Kügelchen (Ø 1,4mm, Bertin Technologies SAS,  Montigny-le-Bretonneux, 
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Frankreich) gefüllt worden war. Anschließend wurden die Gewebsstücke mit der vierfachen 

Menge (w/v) Extraktionspufer versetzt und in flüssigem Stickstoff durchgefroren. Die 

Reaktionsgefäße wurden dann im Precellys®24-Homogenisator bei 6800 rpm in 3-4 Zyklen 

aufgeschlossen, wobei zwischen den Zyklen eine Pause von 30 Sekunden eingestellt 

wurde. Die Zahl der verwendeten Zyklen richtete sich nach dem Erscheinungsbild der 

aufgeschlossenen Probe, die zwar durch die erzeugten Scherkräfte der Keramikkügelchen 

aufgeschlossen, aber nicht überhitzt werden sollte. Im Idealfall wies die Probe nach dem 

Aufschluß eine trübe, kräftig rötliche Färbung auf; während eine graue Färbung der Probe 

darauf hindeutete, dass einige der enthaltenen Proteine durch eine zu hohe Temperatur 

denaturiert wurden. Im letzteren Fall wurde dann entweder die Zyklenzahl oder die Dauer 

der Zyklen reduziert. Die Suspension wurde nach dem Aufschluß für 10 Minuten bei 4°C 

und 16.000 x g zentrifugiert, der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 

derselben Menge Chloroform versetzt und die Phasen durch Schütteln kurz vermischt 

(Abtrennung der Lipide); anschließend wurde erneut unter denselben Bedingungen 

zentrifugiert und der Überstand („Rohextrakt“) dann für die weiteren Analysen verwendet. 

 

Tab. 5: Zusammensetzung des Extraktionspuffers (500 mL) 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

 

1 M Tris/HCl pH 8,0 

 

10,0 [mL] 

 

20 mM 

 

4 M NaCl 

 

3,75 [mL] 

 

30 mM 

 

Benzamidin* 

 

 

 

0,5 mM 

 

Pefabloc SC* 

 

 

 

0,1 mM 

 

Leupeptin* 

 

 

 

1 µg/ml 

 

Deion. Wasser 

 

 

Ad 500 mL 

 

 

*Die Endkonzentration der Proteaseinhibitoren wird durch Verdünnung der jeweiligen Stammlösungen 
erreicht. 

 

2.2.2. Proteinreinigung mittels Größenausschluss-Chromatographie (Size Exclusion 

Chromatography, SEC) 

In der Anfangsphase der Arbeit wurden die Bestandteile des unter 2.2.1 hergestellten 

Protein-Rohextraktes zunächst mittels einer Sephadex G-200 (Fluka, Taufkirchen, 

Deutschland) Glas-Säule (270x15 mm, Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland) nach ihrer Größe aufgetrennt. Das Trennprinzip besteht dabei darin, dass die 
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zu trennenden Moleküle ja nach der Größe ihres hydrodynamische Radius („Stokesradius“) 

in die Poren des Sephadexgels diffundieren können und sich während dieses Aufenthalts in 

der stationären Phase nicht mit der mobilen Phase weiterbewegen und so retardiert werden. 

Moleküle, die größer als die Poren der stationären Phase sind, bewegen sich also 

ungehindert mit der Auftragsfront fort, während die kleinsten Moleküle sich statistisch 

gesehen am häufigsten innerhalb der Poren des Sephadexgels aufhalten und so zuletzt im 

Elutionsprofil erscheinen. Da die Diffusionsgeschwindigkeit der Teilchen von der Temperatur 

abhängt, nimmt die Trennschärfe der Säule mit steigender Temperatur zu, allerdings bewirkt 

eine Erhöhung der Temperatur auch eine Vergrößerung der Bandenbreite. Die G-200-Säule 

wurde aus diesem Grund immer bei einer Temperatur von 4°C betrieben. Als 

Elutionspuffer/Laufmittel wurde der bereits in Kapitel 2.2.1 in Tabelle 5 beschriebene 

Extraktionspuffer verwendet. Die Säule wurde mittels der peristaltischen Schlauchpumpe  

Ismatec REGLO Digital MS-2/6 (IDEX Health and Science GmbH, Wertheim, Deutschland) 

mit einer Fließgeschwindigkeit von 0,15 mL/min betrieben. Die Fraktionen wurden mit dem 

Fraktionssammler Modell 2110 (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) 

aufgefangen, wobei dieser auf 9 Min/Fraktion eingestellt wurde. Das Elutionsprofil wurde 

bei 280 nm mithilfe des EM-1 Econo UV-Monitors (Sensibilität 0,2; Bio-Rad Laboratories 

GmbH, München, Deutschland)  und des Schreibers Rec 111 (0,2 mm/min, GE Healthcare, 

München, Deutschland) aufgezeichnet. Sollten größere Mengen eines Rohextraktes mittels 

Größenausschluss-Chromatographie präparativ aufgetrennt werden, so wurde eine Säule 

mit einem größeren Durchmesser verwendet (260x40 mm, Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland), die Fließgeschwindigkeit der Pumpe auf 0,75 mL/min und die 

Sensibilität des UV-Monitors auf 0,5 erhöht; alle anderen Werte konnten beibehalten 

werden. Die Fraktionen hatten im ersten Fall ein Volumen von 1,35 mL, unter präparativen 

Bedingungen resultierten 6,8 mL pro Fraktion. Sie wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung 

entweder im Kühlraum oder bei -80°C gelagert. 

 

2.2.3. Proteinreinigung durch Größenausschluss-Chromatographie mit dem FPLC-

System 

Um eine bessere Auftrennung der sehr großen Muzin-Proteine zu erreichen, wurde im 

Verlauf der Arbet auf andere Säulen(-materialien) zurückgegriffen, die in diesem Bereich 

über eine größere Trennschärfe verfügten. Die Säulen wurden über das Äkta™-FPLC 

System (Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) bei Raumtemperatur mit dem 
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bereits in Tabelle 5 beschriebenen Extraktionspuffer als Laufmittel betrieben und das 

Elutionsprofil durch Messung der Absorption bei 280 nm erstellt.  

 

Tab. 6: Mit dem Äkta-FPLC System verwendete SEC-Säulen 

 

Hi-Prep 16/60 Sephacryl S-500 High Resolution 

 

Fließgeschwindigkeit 0,5 mL/min; 1,8 mL/Fraktion 

 

Hi-Prep 16/60 Sephacryl S-300 High Resolution 

 

Fließgeschwindigkeit 0,5 mL/min; 1,8 mL/Fraktion 

 

Superose 6 

 

 

Fließgeschwindigkeit 0,5 mL/min; 1,8 mL/Fraktion 

  Alle Säulen von GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden  

 

2.2.4. Proteinreinigung durch Ionenaustausch-Chromatographie 

Standardmäßig wurde der Protein-Rohextrakt erst über eine Größenausschluss-

Chromatographie getrennt und die einzelnen Fraktionen dann auf ihren TFF2-Gehalt hin 

untersucht. Bei allen durchgeführten Größenausschluss-Chromatographien war TFF2 nur 

in Form eines Peaks innerhalb der Muzin-Fraktion nachweisbar, so dass die TFF2-positiven 

Fraktionen vereinigt werden konnten. Für die weitere Auftrennung wurde dann die Resource 

Q6 Säule (16x30 mm, Anionentauscher, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) in 

Verbindung mit dem Äkta™-FPLC System eingesetzt. 

Das Trennprinzip beim Anionentauscher besteht darin, dass zunächst alle unter den 

gegebenen Bedingungen negativ geladenen Moleküle von der positiv geladenen Matrix des 

Anionentauschers gebunden werden. Wird nun ein steigender Salz-Gradient (in diesem Fall 

NaCl) angelegt, so werden die im Überschuss vorliegenden Chlorid-Ionen die negativ 

geladenen Probenmoleküle sukzessive von der Matrix verdrängen, wobei die Reihenfolge 

der abgewaschenen Moleküle von der Stärke ihrer jeweiligen Wechselwirkung mit dem 

Säulenmaterial abhängt. Beim Anionentauscher kann durch die Veränderung bestimmter 

Parameter die Wechselwirkung des aufzureinigenden Proteins mit der Säulenmatrix 

beeinflusst werden und somit dessen Binde- und Elutionsverhalten. Dazu zählen der pH-

Wert des Laufmittels, die Steigung des Salz-Gradienten sowie dessen Konzentration, die 

Fließgeschwindigkeit des Eluenten und die Ladungsdichte im Säulenmaterial (Rossomando 

1990, Choudhary und Horvath 1996).  

Das Standardprotokoll sah als „Puffer A“ eine sterilfiltrierte und entgaste 20 mM Tris/HCl pH 

8,0 Lösung vor und als „Puffer B“ dieselbe Lösung, die zusätzlich NaCl in einer 

Konzentration von 1 mol/L enthielt. Nach dem Einspritzen der Probe auf die Säule wurde 

diese zunächst mit einem Säulenvolumen Puffer A gewaschen und anschließend auf eine 
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Konzentration von 5% Puffer B erhöht, wobei die Länge dieses Gradienten 1,5 

Säulenvolumina (SV) betrug. Anschließend wurde die Zielkonzentration auf 100% Puffer B 

gesteigert, die Länge des Gradienten wurde hier auf 3,5 Säulenvolumina gesetzt. Die 

Fließgeschwindigkeit der bei Raumtemperatur betriebenen Säule wurde auf 4,0 ml/min 

festgelegt und das Elutionsprofil durch Messung der Absorption bei 280 nm von der 

Software des Äkta™-Systems automatisch erstellt. Die aufgefangenen Fraktionen, die 

jeweils ein Volumen von 1 mL hatten, wurden in 1,5 mL Reaktionsgefäße (Eppendorf AG, 

Hamburg, Deutschland) umgefüllt und je nach weiterem Vorgehen entweder bei 4°C 

gelagert oder bei -20°C eingefroren. 

 

2.2.5. Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Das Prinzip der SDS-PAGE besteht darin, das zu untersuchende Proteingemisch zunächst 

mit einem Probenpuffer aufzukochen, dem unter anderem das anionische Detergens 

Natriumdodecylsulfat (SDS) im Überschuß zugesetzt ist (Tab. 7). Durch die thermische 

Denaturierung werden die Sekundär- und Tertiärstruktur der Proteine aufgelöst und SDS 

kann sich mit seiner hydrophoben Gruppe an die Proteine anlagern, wodurch diese in eine 

„gestrecktere“ Form überführt und gehalten werden. Des weiteren sorgt die negative 

Sulfatgruppe des SDS dafür, dass alle vom Detergens ummantelten Proteine in einem 

elektrischen Feld in Richtung Anode wandern und ein konstantes Verhältnis von negativer 

Ladung pro Masseneinheit aufweisen (1,4 g SDS/g Protein). Zusätzlich zu SDS können dem 

Probenpuffer noch reduzierende Substanzen wie Dithiothreitol (DTT) oder β-

Mercaptoethanol zugesetzt werden, um Disulfidbindungen aufzuspalten, wodurch allerdings 

Informationen über die Quartärstruktur verloren gehen (Lottspeich und Zorbas, 1998). 

 

Tab. 7: Zusammensetzung des reduzierenden SDS-Probenpuffers (10 mL) 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

 

0,5 M Tris/HCl pH 6,8 

 

2,5 [mL] 

 

125 mM 

 

Glycerin 

 

2,0 [mL] 

 

20% (v/v) 

 

10 % SDS (w/v) 

 

4,0 [mL] 

 

4% (v/v) 

 

0,1% Bromphenolblau (w/v) 

 

0,5 [mL] 

 

0,005% (w/v)  

 

HO-(CH2)2-SH (β-Mercaptoethanol) 

 

0,5 [mL] 

 

5% (v/v) 

 

deion. Wasser 

 

0,5 [mL] 

 

 

Für den nicht reduzierenden SDS-Probenpuffer wird auf die Zugabe von β-Mercaptoethanol verzichtet und 
stattdessen insgesamt 1,0 mL deion. Wasser zugesetzt. 
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Im nächsten Schritt wird das so vorbehandelte Proteingemisch in einem Polyacrylamid-Gel 

aufgetrennt, welches aus einem vorgeschalteten, niederprozentigen Sammel- und einem 

höherprozentigen Trenngel besteht; diese beiden Gele unterscheiden sich außerdem in 

ihrem pH-Wert (Tab. 8, Tab. 9). Die treibende Kraft, die für die Wanderung der Proteine 

durch das Gel verantwortlich ist, ist ein von außen angelegtes elektrisches Feld. Da die mit 

SDS-ummantelten Proteine wie eingangs beschrieben alle in eine relativ ähnliche, 

gestreckte Sekundärstruktur überführt wurden und ein konstantes Verhältnis von Ladung zu 

Masse aufweisen, hängt ihre Wanderungsgeschwindigkeit durch die Gelmatrix im Idealfall 

nur noch von ihrem Stokesradius ab, der wiederum zur Molekülmasse proportional ist . 

 

Tab. 8: Zusammensetzung des Sammelgels (6%, 2 Gele) 

 

deion. Wasser 

 

4 x Sammelgelpuffer* 

 

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5/1) 

 

20 % SDS (w/v) 

 

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 

 

20% Ammoniumperoxodisulfat (APS) (w/v) 

 

 

9,0 

 

3,125  

 

3,125  

 

0,5  

 

12,5  

 

125 

 

[mL] 

 

[mL] 

 

[mL] 

 

[mL] 

 

[µL] 

 

[µL] 

*4x Sammelgelpuffer (500 mL): Tris (1M), mit HCl auf pH 6,8 eingestellt. TEMED/APS wurde erst unmittelbar 

vor dem Gießen hinzugefügt. 
 
 
 

Tab. 9: Zusammensetzung des Trenngels (15%, 2 Gele) 

 

deion. Wasser 

 

6,2 

 

[mL] 

 

4 x Trenngelpuffer* 

 

3,8  

 

[mL] 

 

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5/1) 

 

10,0  

 

[mL] 

 

TEMED 

 

8,0  

 

[µL] 

 

20 % APS (w/v) 

 

 

80 

 

[µL] 

*4x Trenngelpuffer (500 mL): Tris (1,5 M), mit HCl auf pH 8,8 eingestellt. Anschließend Zugabe von 10 mL 
10% SDS, deion. Wasser ad 500 mL. TEMED/APS wurde erst unmittelbar vor dem Gießen zugesetzt. 
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Ein wichtiger funktioneller Bestandteile des „Lämmli“-Elektrophoresepuffers (Tab. 10; 

Laemmli 1970) ist Glycin,  dessen Funktion am bestem im Zusammenhang mit den 

unterschiedlichen pH-Werten des Sammel- und Trenngels erläutert werden kann: Im 

Sammelgel herrscht ein pH-Wert von 6,8, welcher bewirkt, dass Glycin überwiegend als 

Zwitterion vorliegt und somit im elektrischen Feld weniger schnell zur Anode wandert als die 

ebenfalls vorhandenen Chloridionen oder die mit SDS ummantelten Proteine. Sobald die 

Glycinmoleküle das Trenngel erreichen, in dem ein pH-Wert von 8,8 herrscht, nehmen sie 

überwiegend den deprotonierten Zustand an, sind also negativer als im Sammelgel und ihre 

Wanderungsgeschwindigkeit durch die Gelmatrix wird größer als die der Proteine, die nun 

von ihnen überholt werden. Dieser Überholvorgang der Glycinmoleküle bewirkt einen 

sogenannten „Stapelungseffekt“ bei den Proteinen, der zu schärferen Proteinbanden führt. 

 

Tab. 10: „Lämmli“-Elektrophoresepuffer 

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration 

 

Tris/HCl, pH 8,5 

 

3,03 [g] 

 

25 mM 

 

Glycin 

 

14,25 [g] 

 

190 mM 

 

20% SDS (w/v) 

 

5,0 [mL] 

 

0,1% (w/v) 

 

deion. Wasser 

 

 

Ad 1000 [mL] 

 

 

 

Für die Herstellung der Gele wurde zunächst das Trenngel zwischen zwei eingespannte und 

unten abgedichtete Glasplatten etwa 4,5 cm hoch eingefüllt und anschließend mit 200 µL 

Isopropanol überschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol vollständig 

entfernt, das Sammelgel zwischen die Glasplatten gefüllt und der entsprechende Kamm 

eingesetzt, der später die Taschen für den Probenauftrag erzeugt. Zur Vorbereitung der 

Proben vor dem Gellauf wurden 37,5 µL der jeweiligen Probe (evtl. mit Extraktionspuffer 

verdünnt) mit 12,5 µL reduzierendem bzw. nicht reduzierendem Probenpuffer versetzt, 5 

Minuten im Wasserbad erhitzt, anschließend auf Eis abgekühlt und vor dem Auftragen auf 

das Gel abzentrifugiert, um den kondensierten Wasserdampf wieder mit der Probe zu 

vermischen. Für die eigentliche Elektrophorese wurde das vertikale Elektrophoresesystem 

Mini-Protean® 3 (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) und ein Netzgerät 

der Heinzinger Econonmy Line LNG 35006 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 

Deutschland) verwendet. Zunächst wurde nach der Befüllung der Taschen eine Spannung 
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von 85 Volt gewählt und diese nach dem Einwandern der Proben in das Trenngel auf 150 

Volt erhöht. Der Gellauf wurde beendet, sobald das Bromphenolblau das Ende des 

Trenngels erreicht hatte. Standardmäßig wurde als Molekulargewichtsmarker der peqGOLD 

Protein-Marker I verwendet (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland).  

 

Tab. 11: peqGOLD Protein-Marker I 

 

β-Galaktosidase aus E.coli 

 

116,0 

 

[kDa] 

 

Serumalbumin aus Rinderblut 

 

66,2 

 

[kDa] 

 

Ovalbumin aus Hühnereiern 

 

45,0  

 

[kDa] 

 

Laktat-Dehydrogenase aus Schweinemuskeln 

 

35,0 

 

[kDa] 

 

Bsp 98I aus E. coli 

 

25,0 

 

[kDa] 

 

β-Laktoglobulin aus Kuhmilch 

 

18,4 

 

[kDa] 

 

Lysozym aus Hühnereiern 

 

14,4 

 

 

[kDa] 

 

2.2.6. Native SDS-Agarose-Gelelektrophorese (SDS-AgGE) 

Sollten sehr große Proteine (> 500 kDa) unter nicht denaturierenden Bedingungen 

elektrophoretisch aufgetrennt werden, wurde eine SDS-Agarose-Gelelektrophorese 

durchgeführt (Thornton et al. 1994). Im Vergleich zur SDS-PAGE ist die Agarose-Gelmatrix 

deutlich großporiger, so dass Proteine, die aufgrund ihrer Größe bei der SDS-PAGE nicht in 

das Sammelgel einwandern, bei dieser Methode aufgetrennt und anschließend geblottet 

werden können. Die Verwendung von SDS in geringer Konzentration im Gel und im 

Laufpuffer (Tab. 12) soll dabei die Bildung von Schlieren vermindern, die insbesondere bei 

der Elektrophorese von Glykoproteinen entstehen können (Lottspeich und Zorbas 1998; 

Thornton et al. 1994). Zuerst wurde das 1%ige Agarosegel hergestellt, indem 2,5 g Agarose 

in 250 ml Laufpuffer gegeben und vorsichtig in der Mikrowelle (MICROMAT Typ EEH8733, 

AEG-Electrolux, Nürnberg) für wenige Sekunden aufgekocht wurde, wobei die Lösung nicht 

überkochen durfte. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis die gesamte Agarose in 

Lösung gegangen war und keine Schlieren mehr zu erkennen waren. Anschließend wurde 

die Lösung auf einem Taumelschüttler (Heidolph Polymax 1040, Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland) bei RT kurz abgekühlt und in die horizontale Gelkammer gegossen, 

wo sie ein Gel bildete. Das Probenvolumen bei der SDS-AgGE betrug 30 µL pro Bahn, 

wobei 22,5 µL Probe mit 7,5 µl Probenpuffer [Laufpuffer (Tab. 12) mit 30% Glycerin und 
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etwas Bromphenolblau] vermischt wurde. Vor der eigentlichen Elektrophorese wurde das 

Gel im horizontalen Gelsystem Agagel Maxi® (Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland) 

eingelegt und die beiden Elektrophoresekammern so hoch mit Laufpuffer befüllt, dass er 

auch das Gel etwa 0,5 cm hoch bedeckte. Nach dem Beladen des Gels wurde die 

Elektrophorese bei 40 V für 6,5 Stunden durchgeführt; als Spannungsquelle diente das 

Netzgerät Heinzinger Economy Line LNG 35006 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 

Deutschland). Da die verfügbaren Molekulargewichtsmarker die relevanten Größenbereiche 

nicht abdeckten, wurde überwiegend auf ihre Verwendung verzichtet und bei der SDS-AgGE 

vornehmlich Proben in Relation zueinander bewertet. 

 

Tab. 12: Laufpuffer für die SDS-AgGE (2000 mL) 

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration 

 

Tris 

 

9,7   [g] 

 

40 mM 

 

EDTA 

 

0,74 [g] 

 

1,266 mM 

 

20% SDS (w/v) 

 

10,0   [mL] 

 

0,1% (w/v) 

 

deion. Wasser 

 

 

Ad 2000 [mL] 

 

 

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

 

2.2.7. Western Blotting 

Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine 

Nitrocellulose-Membran übertragen und dort fixiert; dieser Vorgang wird in Anspielung auf 

das 1975 von Edwin M. Southern entwickelte Verfahren zum Transfer von DNA auf eine 

entsprechende Membran als „Western-Blotting“ bezeichnet (Towbin et al. 1979; Renart et 

al. 1979). Je nach Art des Gels kamen dabei zwei verschiedene Methoden zum Einsatz; bei 

Polyacrylamidgelen wurde der „Elektroblot“, bei Agarosegelen der „Kapillar-

blot“ durchgeführt. Für die schnelle Analyse einer großen Anzahl von Proben (z.B. Screenen 

von HPLC-Fraktionen) wurde ein Dot-Blot angefertigt. 

 

2.2.7.1. Elektroblot 

Bei der verwendeten „semi-dry-Methode“ wird das zu blottende Gel, das mit einer 

zugeschnittenen Nitrocellulose-Membran (Protran BA 79, Whatman®, Dassel, Deutschland) 

bedeckt ist, zwischen je 3 Lagen mit Transferpuffer (Tab. 13) getränktem Filterpapier (Gel-

Blotting Papier BF2, Sartorius AG, Göttingen, Deutschland), in die entsprechenden Blotting-
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Apparatur (20x20 cm Semi-Dry-Blotter, biostep® GmbH, Jahnsdorf, Deutschland) gelegt 

(Abb. 5).  

Da die Proteine nach der Elektrophorese immer noch von den negativen SDS-Molekülen 

ummantelt sind, wandern sie im elektrischen Feld in Richtung Anode, weshalb die 

Nitrocellulose-Membran näher an der Anode liegen muss als das Gel. Die Proteine werden 

bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld von der Nitrocellulose-Membran aufgrund von 

hydrophoben Wechselwirkungen gebunden; der Proteintransfer erfolgte für 1 h bei 0,8 

mA/cm2. 

 

 

Abb. 5. Schematischer Aufbau des „semi-dry“-Elektroblots. (1) und (4): mit Transferpuffer getränktes 

Filterpapier (2): SDS-Gel (3): Nitrocellulosemembran 

 

 

Tab. 13: Transferpuffer für den Elektroblot (2000 mL) 

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration 

 

Tris/HCl, pH 8,8 

 

11,62      [g] 

 

48 mM 

 

Glycin 

 

5,86        [g] 

 

39 mM 

 

20% SDS (w/v) 

 

3,7          [mL] 

 

0,037% (w/v) 

 

abs. Methanol 

 

400         [mL] 

 

20% (v/v) 

 

deion. Wasser 

 

 

Ad 2000  [mL] 
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2.2.7.2. Kapillarblot 

Zunächst wurde ein ca. 80 cm langer Filterpapierstreifen (Gel-Blotting Papier BF2, s.o.) so 

zugeschnitten, dass er etwas breiter als das zu blottende Agarosegel war. Dann wurde er 

zentral auf eine Glasscheibe gelegt und tauchte mit seinen Enden in zwei Plastikschalen, 

die mit Transferpuffer (Tab. 14) befüllt waren. Auf dieses Filterpapier wurde nun das 

Agarosegel gelegt, welches mit einer passend zugeschnittenen Nitrocellulosemembran 

(Protran BA 79, Whatman®, Dassel, Deutschland)  bedeckt wurde. Auf die 

Nitrocellulosemembran wurden dann weitere Lagen Filterpapier gegeben und dieses 

abschließend mit einem Gewicht (etwa 2 kg) beschwert (Abb. 6). Das Prinzip der 

Proteinübertragung aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran ist in diesem Fall lediglich 

die Kapillarkraft der über der Membran befindlichen trockenen Filterpapiere, die sich 

langsam mit Transferpuffer vollsaugen, wobei auch die im Gel befindlichen Proteine 

mitwandern und dann von der Nitrocellulosemembran gebunden werden. 

Der Kapillarblot wurde mindestens für 6 Stunden oder über Nacht bei RT durchgeführt. 

 

Abb. 6. Schematischer Aufbau des Kapillarblots. (1): mit Transferpuffer gefüllte Wanne (2): Glasplatte  

(3): Filterpapierstreifen (4): Agarose-Gel (5): Nitrocellulosemembran (6): Filterpapierstapel (7): Gewicht 

 

 

Tab. 14: Transferpuffer für den Kapillarblot (2000 mL) 

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration 

 

NaCl 

 

70,13      [g] 

 

600 mM 

 

tri-Natriumcitrat Dihydrat (C6H5Na3O7*2H2O) 

 

35,29      [g] 

 

60 mM 

 

deion. Wasser 

 

 

Ad 2000  [mL] 
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2.2.7.3. Dot-Blot 

Der Dot-Blot kam zum Einsatz, wenn viele Fraktionen eines FPLC-Laufes schnell und 

zeitsparend auf ihre TFF2-Immunreaktivität hin untersucht werden sollten. Zunächst wurde 

die Nitrocellulosemembran auf eine geeignete Größe zugeschnitten und anschließend mit 

Bleistift die Stellen für den Probenauftrag markiert. Standardmäßig wurden pro Membran 28 

(7 x 4) oder 35 (7 x 5) Proben im Abstand von 1 cm aufgetragen und diese dann bei RT 

trocknen gelassen. Das Probenvolumen pro Dot betrug 5 µL und um Vergleichbarkeit in der 

Intensität fortlaufender Membranen zu gewährleisten, wurde nach Möglichkeit auf jeder 

Membran eine Kontrolle mitgeführt, die als Standard für eine semiquantitative Auswertung 

diente. 

 

2.2.8. Ponceau-Färbung von Proteinen 

Nach Beendigung des jeweiligen Blotvorganges wurde die Nitrocellulosemembran kurz mit 

Ponceau S-Lösung (Tab.15) inkubiert, wobei es sich um einen wasserlöslichen Azofarbstoff 

handelt, der reversibel an positive Aminogruppen bindet. Die dann erscheinenden Banden 

auf der Nitrocellulosemembran lieferten einen ersten Hinweis auf den erfolgreichen 

Proteintransfer; zudem konnten nur bei diesem Schritt die Banden der Größenstandards 

sichtbar gemacht und mit Bleistift markiert werden. Bei Dot-Blots konnte die Ponceau-

Färbung aufgrund des fehlenden Größenmarkers übersprungen werden. 

 

Tab. 15: Zusammensetzung der Ponceau S-Lösung (500 mL) 

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration 

 

Ponceau S 

 

1,0      [g] 

 

2% (w/v) 

 

Cl3C-CO2H 

 

15       [mL] 

 

30% (v/v) 

 

deion. Wasser 

 

 

Ad 500  [mL] 

 

 

 

 

2.2.9. Nachweis der geblotteten Proteine mittels Antikörper / Enhanced 

Chemiluminescence (ECL) 
 

Die bisher nur über hydrophobe Wechselwirkungen gebundenen Proteine wurden im 

nächsten Schritt auf der Nitrocellulosemembran fixiert, indem diese für 30 Minuten in einer 

1x „Phosphate-Buffered Saline“ (PBS, siehe Tab. 16) Lösung inkubiert wurden, der 

Glutaraldehyd in einer Endkonzentration von 0,2% (v/v) zugesetzt worden war. Die beiden 
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Aldehydgruppen des Glutaraldehyds vernetzen dabei die Proteine kovalent mit der 

Membran, indem sie einerseits mit freien Aminogruppen der zu bindenden Proteine und 

andererseits mit der OH-Gruppe des Celluloseacetats der Membran reagieren (Low et al. 

2013). Diesem Fixierungsschritt folgten 3 jeweils 5-minütige Wasch-Schritte mit PBS-T 

(Tab. 16) und eine 5-minütige Inkubation mit 1x „Tris-Buffered Saline-Tween“ (TBS-T, siehe 

Tab. 17). Anschließend erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der 

Membran durch eine 60-minütige Inkubation mit 1x TBS-T, dem zusätzlich 

Rinderserumalbumin (BSA) und Trockenmilch in einer Endkonzentration von jeweils 1% 

(w/v) zugesetzt worden war. Nach Beendigung der Blockierung wurde die Lösung 

abgegossen und die Membran für 60 Minuten bei Raumtemperatur oder bei 4°C über Nacht 

in einer 1:1000-fachen Verdünnung des jeweiligen Primärantikörpers (siehe 2.1.3) in 1x 

TBS-T inkubiert. Darauf folgten drei 5-minütige Wasch-Schritte der Membran mit 1x TBS-T 

und die 60-minütige Inkubation der Membran mit dem ebenfalls unter 2.1.3 beschriebenen 

Sekundärantikörper, der in einer 1:4000-fachen Verdünnung in 1x TBS-T eingesetzt wurde. 

Nach Abwaschen des Sekundärantikörpers durch zwei jeweils 10-minütige Wasch-Schritte 

mit 1x TBS-T war die Membran bereit für die ECL-Analyse, die in Kap. 2.2.11 beschrieben 

wird. 

 

Tab. 16: 1x PBS-Lösung und 1x PBS-T (2000 mL) 

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration 

 

Na2HPO4 

 

2,3    [g] 

 

8,1 mM 

 

KH2PO4 

 

0,5    [g] 

 

1,8  mM 

 

NaCl 

 

18     [g] 

 

154 mM 

 

deion. Wasser 

 

 

ad 2000  [mL] 

 

 

KH2PO4 zuletzt lösen, pH-Wert vor dem Auffüllen mit NaOH auf 7,4 einstellen.  

 

 

PBS-T : zusätzlich Tween 20 in einer Endkonzentration von 0,1% (v/v) zusetzen. 
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Tab. 17: 1x TBS-T-Lösung (2000 mL) 

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration 

 

Tris/HCl, pH 7,2 

 

4,84     [g] 

 

20   mM 

 

NaCl 

 

17,52   [g] 

 

150 mM 

 

Tween 20 

 

2          [mL] 

 

0,1% (v/v) 

 

deion. Wasser 

 

 

ad 2000 [mL] 

 

 

pH Wert vor dem Auffüllen mit HCl auf 7,2 einstellen, Tween 20 zuletzt zugeben.  

 

2.2.10. Nachweis spezifischer Glykostrukturen mittels biotinylierter Lektine 

Sollten die Zuckerstrukturen von Glykoproteinen näher untersucht werden, bot sich der 

Einsatz spezfischer Lektine an (2.1.4). Dabei wurde die Nitrocellulosemembran nach der 

Ponceau-Färbung nicht mit Glutaraldehyd fixiert, sondern es wurde nach dem in Tab. 18 

dargestellten Protokoll vorgegangen.  

 

Tab. 18: Protokoll für die Lektinfärbung 
 

Arbeitsschritt 

 

 

Zusammensetzung der Lösung 

 

Dauer 

 

Blockierung  

 

 

1xTBS-T mit 2% (w/v) Gelatine 

 

 

1 Stunde 

Bindung  

 

biotinyliertes Lektin (1:500-1:1000 verdünnt) in 

1xTBS-T mit 1% (w/v) Gelatine 

 

30 min 

 

Waschen  

 

1xTBS-T 2 x 10 min 

Waschen 1xTBS-T mit 1% (w/v) Gelatine 2 x 10 min 

Bindung des Streptavidin-

Peroxidase-Konjugats 

  

Streptavidin-Peroxidase (1:2500 verdünnt) in 

1xTBS-T mit 1% (w/v) Gelatine 

30 min 

Waschen 1xTBS-T 4 x 10 min 

 

2.2.11. Enhanced Chemiluminescence (ECL) Färbung 

Das Prinzip der ECL-Färbung besteht darin, dass die an den Sekundärantikörper bzw. an 

Streptavidin gekoppelte Meerrettich-Peroxidase unter alkalischen Bedingungen die 

Umsetzung des Luminol-Dianions mit Wasserstoffperoxid katalysiert. Das Luminol Dianion 

geht dabei unter Abspaltung von Stickstoff in das 3-Aminophthalat-Dianion über, welches 

sich im angeregten Triplett-Zustand befindet. Dieser Zustand wird durch einen 
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strahlungslosen Spin-Flip in einen angeregten Singulett-Zustand überführt, der zuletzt unter 

Emission eines Lichtquanten mit einer Wellenlänge von ~428 nm in den Singulett-

Grundzustand übergeht (Abb. 7).  

 

Abb. 7. Reaktion des Luminols mit Sauerstoff (nach https://www.researchgate.net/figure/Enhanced-

chemiluminescence-Luminol-is-a-widely-used-chemiluminescent-reagent-Oxidation_fig1_255821800) 

 

Die emittierten Lichtquanten können mit einer Kamera detektiert werden und ergeben die 

später sichtbaren Banden, da die Lichtreaktion nur an den Stellen auf der 

Nitrocellulosemembran erfolgt, an denen sich das vom Primärantikörper gebundene Protein 

bzw. die vom Lektin erkannte Zuckerstruktur befindet. Praktisch wurden je 2,5 mL ECL-

Lösung 1 und 2 (siehe Tab. 19 und 20) vermischt und auf die Membran aufgetragen. Nach 

einer Inkubationsdauer von 2 Minuten wurde die Membran in das Geldokumentationsgerät 

GeneGnome (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, England) überführt und die 

Lichtemission in 2 Minuten-Abständen über eine Gesamtdauer von 10 Min additiv bestimmt. 

 

Tab. 19: ECL-Lösung 1 (10 mL) 

 

250 mM Luminol (44,29 g/L) 

 

100 

 

[µL] 

 

90 mM p-Cumarsäure (14,77 g/L) 

 

44 

 

[µL] 

 

1 M Tris/HCl pH 8,5 

 

1000 

 

[µL] 

 

deion. Wasser 

 

 

8856 

 

[µL] 
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Tab. 20: ECL-Lösung 2 (10 mL) 

 

30 % (w/v) H2O2  

 

6,1 

 

[µL] 

 

1 M Tris/HCl pH 8,5 

 

1000 

 

[µL] 

 

deion. Wasser 

 

 

8994 

 

[µL] 

 

2.2.12. Semiquantitative Westernblot-Analyse  

Die Intensitäten der bei der ECL erhaltenen Banden konnten mittels der GeneTools Analyse-

Software (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, England) semi-quantitativ 

zueinander in Beziehung gesetzt werden. In der Praxis wurden dabei alle auszuwertenden 

Banden eines Blots umrandet und die Intensität einer Bande, zumeist die TFF2 

Positivkontrolle aus dem Magen, als Referenz gesetzt. Waren in einer Spur mehrere TFF2-

positive Banden vorhanden, so wurden sie auch alle umrandet; es wurde also die gesamte 

TFF2-Immunreaktivität einer Spur ermittelt, ohne zwischen verschiedenen TFF2-Formen zu 

unterscheiden. Das Programm gab dann die Intensitäten aller markierten Banden als 

prozentuale Intensität in Bezug auf die Referenz an. Die so gewonnenen Daten konnten in 

das Programm Excel™ (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) übertragen 

und in graphischer Form dargestellt werden.   

 

 

Abb. 8. Beispielhafte semi-quantitative Analyse der Immunreaktivität eines Westernblots. Die roten Rechtecke 

stellen jeweils den ausgewerteten Bereich jeder Spur dar und umfassen die gesamte Immunreaktivität. 

Teilweise mussten die Abmessungen des Rechtecks angepasst werden, um die gesamte Immunreaktivität 

einzuschließen (Fraktion 15, äußerste rechte Spur). K = Positivontrolle (Magenextrakt, dessen gemessene 

Immunreaktivität als Referenz des Blots benutzt wird), -1 = Aliquot der zu trennenden Probe. Die anderen 

Zahlen geben die Nummer der Fraktion des Laufes an (FPLC oder SEC).  
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2.2.13. Silberfärbung von Proteinen 

Um die Reinheit bestimmter Fraktionen abschätzen zu können, wurden Aliquots derselben 

zunächst wie unter 2.2.5 beschrieben über eine SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Lauf 

eine Silberfärbung des Gels nach dem Protokoll von Blum et al. (1987) durchgeführt. Hierbei 

werden die Proteine zunächst mit einer Mischung aus Essigsäure und Ethanol (s.u.) im Gel 

fixiert, mit einer Natriumthiosulfatlösung (Na2S2O3) sensibilisiert und dann mit einer 

Silbernitratlösung behandelt. Die Silberionen bilden dabei Komplexe mit den Glutamat-, 

Aspartat- und Cystein-Resten der Proteine; durch die Zugabe von alkalischem Formaldehyd 

werden die Silberionen dann zu elementarem Silber reduziert, wodurch sich diese Bereiche 

im Gel braun färben. Während der Entwicklung muss darauf geachtet werden, dass 

einerseits die entstehenden Banden gut sichtbar sind, aber andererseits der Hintergrund 

nicht zu stark angefärbt wird, was den Gesamtkontrast auf dem Gel verschlechtern würde. 

Die Nachweisgrenze für Proteine liegt bei der Silberfärbung bei  0,1 - 1 ng/Bande. 

 

Tab. 21: Protokoll für die Silberfärbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen 

 

Arbeitsschritt 

 

 

Zusammensetzung der Lösung 

 

Dauer 

 

Fixierung  

 

 

40% Ethanol, 10% Eisessig, 50% deion. Wasser 

 

 

> 1 Stunde 

Waschen  

 

30% Ethanol, 70% deion. Wasser 2 x 20 min 

 

Waschen  

 

deion. Wasser 1 x 20 min 

Sensibilisierung 0,02 % (w/v) Na2S2O3 in deion. Wasser 1 min 

Waschen  deion. Wasser 3 x 20 sec 

Färben 0,2 % (w/v) AgNO3, 0,02 % (v/v) Formaldehyd 37%  

 

20 min 

Waschen deion. Wasser 3 x 20 sec 

Entwicklung 3% (w/v) Na2CO3, 0,05 % (v/v) Formaldehyd 37%, 

0,0005 % (w/v) Na2S2O3 

 

3 – 5 min 

(nach Bedarf)  

 
Abstoppen  siehe Fixierlösung 5 min 

Waschen deion. Wasser 3 x 10 min 

Lösungen zur Sensibilisierung, Färbung und Entwicklung müssen immer frisch angesetzt werden; jeweils   
50 mL Lösung pro Gel.  
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2.2.14. Coomassie-Brillantblau-Färbung von Proteinen 

Wenn in Vorversuchen die ausreichende Reinheit einer Proteinfraktion sichergestellt wurde 

und diese dann mit massenspektrometrischen Methoden weiter untersucht werden sollte, 

wurde zunächst eine SDS-PAGE durchgeführt und das Gel anschließend zur Anfärbung der 

Proteinbanden in Coomassie-Brilliantblau inkubiert. Dabei handelt es sich um einen 

Triphenylmethan-Farbstoff, der unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten 

bindet. Insbesondere die Wechselwirkungen mit Arginin-Resten spielen dabei eine wichtige 

Rolle; vermutlich kommt es durch die Anlagerung zu einer Stabilisierung des Farbstoffes in 

seiner anionischen Sulfonat-Form. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffes verschiebt 

sich dabei im Sauren von 465 zu 595 nm (Lottspeich und Zorbas 1998). Die 

Nachweisgrenze für Proteine liegt bei der Verwendung von Coomassie-Brillantblau G-250 

bei etwa 0,5 µg und ist damit weniger empfindlicher als die Silberfärbung; jedoch können 

mit Silber gefärbte Banden nicht massenspektrometrisch untersucht werden, so dass zur 

Visualisierung nur die Coomassie-Brillantblau-Färbung in Frage kam. Die reduzierte 

Empfindlichkeit des Farbstoffs bot sogar den Vorteil, dass nur solche Proteinbanden 

angefärbt wurden, in denen das Protein in für massenspektrometrische Analysen genügend 

hoher Konzentration vorlag. 

Praktisch wurde das Polyacrylamid-Gel nach der Elektrophorese in der vorgemischten Bio-

Safe Coomassie G250 Färbelösung (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) 

inkubiert und anschließend sukzessive durch Wasch-Schritte mit deion. Wasser entfärbt. 

Wenn das Gel und vor allem der Hintergrund sehr stark gefärbt war, konnte zusätzlich ein 

Zellstoffpapier  in die Schale gegeben werden, welches den Entfärbeprozess beschleunigte. 

 

2.2.15. Protokoll der massenspektrometrischen Untersuchungen  

Die Aufreinigung des TFF2-Proteins und proteinbiochemische Analysen wurden am Institut 

für Molekularbiologie und Medizinische Chemie (IMMC) in Magdeburg unter der Leitung von 

Herrn Prof. Dr. Hoffmann durchgeführt. Die massenspektrometrischen Untersuchungen und 

die  Auswertung der dabei erhaltenen Ergebnisse wurden nicht von mir, sondern durch Herrn 

Prof. Dr. Hanisch und seiner Arbeitsgruppe am Zentrum für Molekulare Medizin der 

Universität Köln in der Abteilung „Zentrale Bioanalytik“ geleistet. Die im Rahmen der 

Proteinanalytik durchgeführten Arbeitsschritte während der Massenspektrometrie sind 

bereits ausführlich in der Publikation von Albert et al. (2010) beschrieben, so dass an dieser 

Stelle nur kurz auf die Vorgehensweise für die N-Glykan-Analytik eingegangen wird. 
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Zunächst erfolgte ein in-Gel-Verdau der aufgereinigten Proteine mittels Pronase E. Dazu 

wurde die mit Coomassie angefärbte (siehe 2.2.14) TFF2-Bande mit dem Skalpell 

ausgeschnitten, einmal für eine Stunde mit 1 mL Wasser und zweimal für eine Stunde mit 1 

mL 50% Acetonitril/Wasser gewaschen. Anschließend wurde das Gelstück in der 

Vakuumzentrifuge getrocknet, eine Stunde in Pronase-Puffer (50 mM NH4HCO3 + 1mM 

CaCl2) inkubiert und wieder in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Der Verdau mit Pronase E 

(10 mg in 1 mL Puffer) wurde über Nacht bei 37°C durchgeführt. Die (Glyko-)peptide wurden 

dann zweimal mit je 200 mL Wasser und einmal mit 200 mL 50% Acetonitril/Wasser jeweils 

für eine Stunde eluiert, auf 90°C erhitzt (mindestens 10 min) und in der Vakuumzentrifuge 

getrocknet. Die Glykanketten wurden durch Addition von 0,5 µL Peptide:N-glycosidase F 

(PNGase F, 250 U, New England BioLabs GmbH, Frankfurt/M., Deutschland) in 50 µL 50 

mM NH4HCO3, pH 8,0 von den Glykoproteinen abgespalten. Nach Inkubation über Nacht 

bei 37°C wurde der Reaktionsansatz in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 50 µL 

Wasser aufgenommen, um ihn anschließend auf die aktivierte C18 BondElut Säulen 

aufzutragen. Der Durchfluß, welcher die N-Glykane enthielt, wurde gesammelt, in der 

Vakuumzentrifuge getrocknet, bis zu einer Stunde über P2O5 entwässert und anschließend 

entsprechend Ciucanu und Kerek (1984) permethyliert. Die Glykan-Analyse erfolgte durch 

MALDI-TOF/TOF Massenspektrometrie mittels des UltrafleXtreme™-Gerätes (Bruker 

Daltonics, Bremen, Deutschland). Dazu wurden die in Methanol gelösten, permethylierten 

Glykane auf den Edelstahl-Probenträger („target“) aufgetragen, indem dort 0,5 µL der Probe 

mit 1,0 µL Matrix (gesättigte Lösung von 2,5-Dihydroxy-Benzoesäure in Acetonitril/0,1% 

Trifluoressigsäure, 1:2) vermischt wurden. Alternativ wurden 0,75 µL der in Methanol 

gelösten Probe mit dem gleichen Volumen α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (gesättigte Lösung 

in 50% Acetonitrile/ wässiger Trifluoressigsäure) versetzt. Die Analysen wurden durch 

Nachweis der positiven Ionen im Reflektron-Modus durchgeführt. Die Ionisierung der co-

kristallisierten Analysesubstanzen wurde durch einen gepulsten Smart-beam Laser induziert 

(Akkumulation von ~5.000 Schüssen), die Ionen in einem Feld von 20 kV beschleunigt und 

bei 23 kV reflektiert. Die MALDI-MS/MS wurde durch Analyse der „post-source-decay“(PSD) 

Fragmente im „Laser-induced Dissociation“ (LID) Modus durchgeführt. Die Zuordnung der 

Fragmente wurde durch die Anwendung der GlycoWorkbench-Software (Ceroni et al. 2008) 

unterstützt. 
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2.2.16. Verdau von glykosyliertem TFF2 mit Peptide:N-glycosidase F (PNGase-F) 

TFF2, welches vorher durch chromatographische Methoden aufgereinigt und konzentriert 

worden war, wurde zunächst durch eine 3-minütige Inkubation in kochendem 0,09% β-

Mercaptoethanol denaturiert und auf Eis gekühlt. Anschließend erfolgte der Verdau durch 

16-stündige Inkubation bei 37°C mit 20 Einheiten PNGase-F (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Deutschland) in Anwesenheit von 50 mM Na2HPO4/pH 7,0 entsprechend der 

Herstellervorschrift. Das Enzym spaltet zwischen dem Asparaginrest des Proteins und dem 

N-glykosidisch daran gebundenen N-Acetylglucosaminrest von „high mannose“, hybriden 

und komplexen Oligosacchariden (Tarentino et al. 1989). Die Endprodukte der Spaltung sind 

das freie Glykan inklusive der vom Asparagin stammenden Aminogruppe und das Peptid, 

dessen Asparaginrest zu einem Aspartat umgewandelt wurde (Tarentino und Plummer 

1994). Das Protein wurde durch Addition des 4-fachen Volumens Aceton (-20°C) gefällt und 

das Pellet zur weiteren Analyse mittels SDS-PAGE mit anschließendem Western Blot und 

Immunodetektion bzw. Lektinfärbung eingesetzt, wobei es mit der unverdauten 

Referenzprobe verglichen wurde. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Etablierung eines TFF2-Reinigungsprotokolls für menschliche 
Gewebeproben aus dem Magen und proximalen Duodenum 
 

Um ein Reinigungsprotokoll für TFF2 aus Gewebeproben des Magens und des Duodenums 

zu erstellen, wurde zunächst stichprobenartig der TFF2-Gehalt von je 7 Gewebeproben aus 

dem Corpus- und Fundusbereich, dem Antrum und dem proximalen Duodenum untersucht. 

Dazu wurden die Rohextrakte der jeweiligen Probe mittels reduzierender SDS-PAGE 

aufgetrennt und die Westernblots mit dem Antiserum anti-hTFF2-1 (Jagla et al. 2000) 

behandelt, welches gegen die Sequenz FFPNSVEDCHY am C-Terminus des menschlichen 

TFF2 gerichtet ist (Kap. 2.1.3).  

Die Gesamt-TFF2-Immunreaktivität ist in Abbildung 9 dargestellt und verteilt sich bei den 

Proben auf eine starke Bande bei etwa 18,4 kDa, welche das glykosylierte TFF2-Peptid 

darstellt, und eine  schwächere Nebenbanden bei 14,4 kDa, die vom nicht-glykosylierten 

TFF2-Peptid hervorgerufen wird (May et al. 2000, siehe auch Abb. 31). Bei den Banden, die 

unterhalb des 14,4 kDa Markers auftreten, dürfte es sich um Abbauprodukte von TFF2 

handeln. 

Bezogen auf die Gesamt-TFF2-Immunreaktivität zeigten alle Proben aus den 

verschiedenen Bereichen des Magens eine für eine quantitative TFF2-Aufreinigung 

hinreichend hohe TFF2-Konzentration (Abb. 9A und 9B), während die Proben aus dem 

proximalen Duodenum hinsichtlich der nachweisbaren TFF2-Immunreaktivität deutlich 

heterogener ausfielen und diese teilweise relativ schwach ausgeprägt war (Abb. 9C, Spuren 

1, 3 und 4). 
 

 

Abb. 9. Rohextrakte aus (A) dem Bereich des Corpus/Fundus, (B) des Antrums und (C) des proximalen 

Duodenums wurden unter reduzierenden Bedingungen über eine 15% SDS-PAGE aufgetrennt und die 

TFF2-Immunreaktivität bestimmt. Jeweils links angegeben ist die Position der Markerbanden (Gewicht in 

kDa). 
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Für die Reinigung von TFF2 wurde zunächst nach einem etablierten Protokoll vorgegangen, 

welches für die Reinigung von TFF3 verwendet wurde (Albert et al. 2010). Hierbei wurden 

die Proteine der aufgeschlossenen Gewebeproben zuerst mittels einer klassischen 

Größenausschluss-Chromatographie (SEC) mit einer Sephadex G-200 Säule nach ihrer 

Größe getrennt (Kap. 2.2.2). Die Fraktionen mit positiver TFF2-Immunreaktivität wurden 

dann vereinigt und über den Resource Q-Anionentauscher nach ihrer Ladung aufgetrennt, 

wobei die gebundenen, negativ geladenen Proteine über einen ansteigenden NaCl-

Gradienten vom Säulenmaterial eluiert wurden. 

Nach diesem Protokoll erfolgte die Aufreinigung einer Duodenumprobe, dreier 

Antrumproben und einer Probe aus dem Corpus (Kap. 3.1.1.1 - 3.1.1.4); bei letzterer wurde 

zusätzlich der Verlauf des NaCl-Gradienten für die TFF2-Reinigung optimiert. 

Bei einem weiteren Experiment wurde das Reinigungsprotokoll umgekehrt: die Proteine des 

Rohextrakts wurden dabei zunächst über den Resource Q-Anionentauscher nach ihrer 

Ladung getrennt und die erhaltenen Fraktionen mit positiver TFF2-Immunreaktivität 

anschließend über eine FPLC-kompatible Superose 6 10/300 GL-Säule nach der Größe 

aufgetrennt (Kap. 3.1.2).  

Zuletzt wurden die beiden Sephacryl-Säulen S-300 und S-500 mit dem FPLC-System für 

die SEC eingesetzt und ihre Eignung für die Reinigung von TFF2 untersucht (Kap. 3.1.3). 

 

Tab. 22: Bei der SEC verwendete Säulenmaterialien 

Säulenmaterial Spezifikation Trennbereich [kDa] 

Sephadex G-200 klassische Säule mit peristaltischer 

Schlauchpumpe, bei 4° Celsius betrieben 

5 – 600  

Superose 6 10/300 GL 
 

Äkta FPLC-System, Raumtemperatur  5 – 5.000  

Sephacryl S-300 HR 
 

Äkta FPLC-System, Raumtemperatur 10 – 1.500  

Sephacryl S-500 HR 
 

Äkta FPLC-System, Raumtemperatur 40 – 20.000 

 
3.1.1. Reinigung von TFF2 mittels Sephadex G-200 Größenausschluss-

Chromatographie und Anionentauscher 
 

3.1.1.1. Reinigung von TFF2 aus der Duodenumprobe 369DPr 

Der Rohextrakt einer Gewebeprobe aus dem proximalen Duodenum (369DPr) wurde 

zunächst über eine Sephadex G-200 Säule nach der Größe der Proteine aufgetrennt, wobei 

die Proteine in Form dreier Peaks, gemessen über die Absorption bei 280 nm, von der Säule 

eluierten. Die gesamte TFF2 Immunreaktivität entfiel dabei auf die Fraktionen, die den 

ersten Absorptionspeak ausmachten (siehe Abb. 10).  
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Abb. 10. Größenausschluss-Chromatographie des Duodenum-Rohextraktes 369DPr. (A) Absorptionsprofil der 
Sephadex G-200 Säule, gemessen bei 280 nm. (B) Westernblot der Fraktionen 8 - 42. K = Positivkontrolle;   
-1 = Aliquot der aufgetragenen Probe. Die zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter 
reduzierenden Bedingungen durchgeführt. (C) Semiquantitative Auswertung der in (B) gemessenen TFF2 
Immunreaktivität. 

 

Für die semiquantitative Auswertung wurde auf jedem Westernblot dieselbe Menge eines 

Magenextraktes aufgetragen und dessen Intensität als Referenz für alle anderen Banden 

des jeweiligen Blots verwendet. Bei der Auswertung der TFF2-Immunreaktivität der 

einzelnen Fraktionen wurde immer die Summe aller dort auftretenden Banden gebildet; das 

heißt, es wurde nicht zwischen den verschiedenen TFF2-Glykoformen unterschieden (siehe 

Kap. 2.2.12). 

Nach der Größenausschluss-Chromatographie wurden die Fraktionen 13 - 15 vereinigt und 

auf den Resource Q-Anionentauscher aufgetragen.  Bei der anschließenden Elution mittels 

eines ansteigenden NaCl-Gradienten (siehe Kap. 2.2.4) konnte in keiner der untersuchten 

Fraktionen eine TFF2-Immunreaktivität nachgewiesen werden (Abb. 11). 
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Abb. 11. Weitere Auftrennung der vereinigten Fraktionen 13 - 15 des Sephadex G-200 Laufs (Abb. 10) mittels 

des Resource Q-Anionentauschers. (A) Absorptionsprofil, gemessen bei 280 nm. Die grüne Linie stellt den 

Verlauf des NaCl-Gradienten dar, der über den zugemischten Elutionspuffer (EP) gesteuert wurde.  (B) 

Westernblots der Fraktionen 1 - 69 bezüglich TFF2, die zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden 

unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. K = Positivkontrolle, -1 = Aliquot der aufgetragenen Probe. 

(C) Semiquantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivität. 

 

3.1.1.2. Reinigung von TFF2 aus der Antrumprobe 323MA 

Um mehr Ausgangsmaterial für Experimente mit dem Anionentauscher zu generieren und 

die dort ablaufenden Prozesse besser zu verstehen, wurde die gesamten Gewebeprobe 

323MA (ca. 1,3 Gramm) extrahiert (siehe Kap. 2.2.1). Dabei wurden 8 mL Rohextrakt 

erhalten. Dieser wurde auf eine präparative Sephadex G-200 Säule gegeben, die aufgrund 

ihres größeren Volumens entsprechend angepasste Parameter aufwies (siehe Kap. 2.2.2). 

Aufgrund eines Gerätedefektes ist in diesem Fall kein Absorptionsprofil aufgezeichnet 

worden, so dass hier nur die Westernblots und die semi-quantitative Auswertung der TFF2-

Immunreaktivität gezeigt werden können (Abb. 12).  
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Abb. 12. Präparative SEC des Antrum-Rohextraktes (323MA) mittels Sephadex G-200. Links ist der Verlauf 
der relativen TFF2-Immunreaktivität grafisch dargestellt. Rechts in der Abbildung die Westernblots mit positiver 
TFF2 Immunreaktivität, die dieser Auswertung zugrunde liegen. Die 15%igen SDS-PAGEs wurden unter 
reduzierenden Bedingungen durchgeführt.   

 

Nach Vereinigung der Fraktionen 19 - 22 wurde ein 2 mL Aliquot auf den Resource Q- 

Anionentauscher aufgetragen und mittels eines steigenden NaCl-Gradienten vom 

Säulenmaterial eluiert (Abb. 13). Das Absorptionsprofil zeigte, dass die meisten Proteine 

dieser Probe nicht mit der Matrix des Anionentauschers interagierten und schon in den 

ersten Fraktionen eluierten. Die TFF2-Immunreaktivität war in den 

Fraktionen 3 – 5 lokalisiert.  
 

 

Abb. 13. Resource Q-Lauf des vorgereinigten Rohextraktes 323MA. Ein 2 mL Aliquot der vereinigten Sephadex 

G-200 Fraktionen 19 - 22 (Abb. 12) wurde über den Anionentauscher weiter aufgetrennt, wobei das in (A) 

dargestellte Elutionsprofil resultierte. Die grüne Linie zeigt den Verlauf des 1M NaCl Elutionspuffers. (B) 

Westernblots der Fraktionen 1 - 7, K = Positivkontrolle, (R) = reduzierende, (NR) = nicht reduzierende 

Bedingungen der 15%igen SDS-PAGE. (C) Semi-quantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivität. 
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Überladungsphänomene, die für das frühe Erscheinen der TFF2-Peptide verantwortlich sein 

könnten, sind in diesem Fall ausgeschlossen, da sich das Maximum der 280 nm Absorption 

bei etwa 100 mAU befindet, bei dem noch keine Überladung vorliegt.  Alle anderen Peaks 

bewegen sich lediglich im Bereich bis etwa 20 mAU. 

Ein Konzentrat der vereinigten Resource Q-Fraktionen 3 und 4 wurde unter reduzierenden 

bzw. nicht reduzierenden Bedingungen über eine 15%ige SDS aufgetrennt (Abb. 14). Unter 

reduzierenden Bedingungen zeigte sich eine starke Bande bei etwa 18,4 kDa, und eine 

schwächere etwas oberhalb von 14,4 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen war die 

TFF2-Immunreaktivität insgesamt deutlich schwächer ausgeprägt und es war nur eine 

Bande etwas unterhalb des 25 kDa Größenstandards zu erkennen. 

 

 

 

 

 

Abb. 14. 15%ige SDS-PAGE eines Konzentrats der Fraktionen 3 und 

4 des Resource Q- Anionentauschers der Probe 323MA (Abb. 13). R 

= reduzierende, NR = nicht reduzierende Bedingungen. Auf der 

linken Seite sind die Positionen der Größenstandards in kDa 

angegeben. 

 

Eine weitere unter reduzierenden Bedingungen durchgeführte 15% SDS-PAGE des 

Konzentrats wurde mit Coomassie gefärbt und anschließend wurden 9 Banden 

ausgeschnitten, die massenspektrometrisch von Herrn Prof. Hanisch im Institut für 

Biochemie der Universität Köln untersucht wurden. Die Positionen der einzelnen Banden 

auf dem Coomassie-gefärbten Gel sind in Abb. 15 dargestellt, die Ergebnisse der 

Massenspektrometrie in Tabelle 23 aufgelistet. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15.  15%ige SDS-PAGE eines Konzentrats der Fraktionen 3 und 4 des Resource 

Q- Anionentauschers der Probe 323MA (Abb. 13), unter reduzierenden Bedingungen. 

Das Gel wurde mit Coomassie angefärbt. Links die Position der Größenstandards in 

kDa, rechts die Position der 9 massenspektrometrisch analysierten Banden. 
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Tab. 23: Durch LC-ESI-MS/MS-Analyse identifizierte Proteine 
 

Bande Nr. 

 

Identifizierte Proteine 

(Auswahl) 

 

MW [kDa] 

 

Score 

 

Sequenz-

abdeckung [%] 

 

Identifizierte 

Peptide 

1 MUC5AC  

MUC6 

FCGBP 

 

526,3 

252,0 

571,6 

4161,6 

831,1 

286,9 

19,9 

8,5 

1,1 

84 

17 

5 

2 MUC5AC  

Haptoglobin 

FCGBP 

526,3 

45,2 

571,6 

720 

456,9 

315,5 

4,9 

25,1 

1,4 

17 

11 

6 

 

3 Haptoglobin 

MUC5AC  

FCGBP 

 

45,2 

526,3 

571,6 

1158,8 

370,0 

135,6 

40,4 

1,9 

0,7 

24 

8 

3 

4 

 

 

 

Keratin, type II cytoskel. 

Ig lambda-2 chain 

Hemoglobin subunit beta 

66,0 

11,3 

16,0 

506,6 

313,1 

200,2 

20,2 

63,2 

21,8 

10 

5 

3 

5 

 

 

 

Ig kappa chain 

Immunoglobulin J chain 

Peroxiredoxin-4 

11,6 

18,1 

30,5 

371,2 

311,7 

107,8 

88,7 

28,3 

13,3 

7 

5 

3 

6 Haptoglobin 

TFF 2 

Gastrokine-2 

 

45,2 

14,3 

20,5 

326,1 

229,7 

55,8 

13,1 

28,7 

14,1 

7 

6 

2 

7 TFF 2 

Galectin-3 

Transgelin 

 

14,3 

26,1 

22,6 

239,1 

216,5 

186,6 

28,7 

14,8 

18,4 

6 

4 

4 

8 

 

 

 

TFF 2 

Lysozyme C 

Galectin-1 

14,3 

16,5 

14,7 

196,9 

134,4 

117 

28,7 

27,0 

20,7 

6 

4 

3 

9 

 

 

 

 

Thioredoxin 

TFF 1 

Galectin-1 

11,7 

9,1 

14,7 

256,8 

52,2 

51,3 

49,5 

10,7 

13,3 

5 

1 

2 

   

Bei allen Banden konnten in der massenspektometrischen Analyse Keratine, verschiedene 

Hämoglobin-Untereinheiten und Ketten von Immunglobulinen nachgewiesen werden. Da es 

sich bei ihnen um typische Verunreinigungen handelt, werden sie hier nicht weiter 

besprochen. In den Banden 6, 7 und 8 konnte TFF2 mit einem Score zwischen 196 und 239  

nachgewiesen werden; in Bande 7 und 8 waren zudem die Galectine 1 und 3 nachweisbar, 

die an beta-Galaktoside binden können. In den Banden 1 - 3 war das IgGFc-binding protein 

(FCGBP) nachweisbar. Während MUC6 nur in Bande 1 identifiziert werden konnte, waren 

Fragmente von MUC5AC auch in den Banden 1 - 3 zu finden. Eine vollständige Auflistung 

aller in den jeweiligen Banden nachgewiesenen Proteine ist im Anhang (Kap. 7.1) zu finden. 
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3.1.1.3. Reinigung von TFF2 aus den Antrumproben 333MA und 337MA 
 

Nach dem unerwarteten Ergebnis, dass die Fraktionen mit positiver TFF2-Immunreaktivität 

der Antrumprobe 323MA sofort im Durchfluss des Resource Q Anionentauschers 

erschienen, wurde untersucht, ob dieses Verhalten für TFF2 aus dem Antrum 

charakteristisch sein könnte. Aus diesem Grund wurden 2 weitere Antrumproben, 333MA 

und 337MA, nach demselben Reinigungsprotokoll behandelt; das heißt, sie wurden zuerst 

einer SEC mittels der Sephadex G-200 Säule unterworfen, die Fraktionen mit positiver 

TFF2-Immunreaktivität jeweils vereinigt, auf den Resource Q Anionentauscher aufgetragen 

und mit demselben Gradientenverlauf wie bei der Probe 323MA von der Säule eluiert. Im 

Folgenden sind die Ergebnisse für die beiden Reinigungen dargestellt. 

 

333MA 

Bei der SEC zeigte sich die TFF2-Immunreaktivität wie bei den zuvor durchgeführten 

Experimenten im ersten, hochmolekularen Peak; bei der semiquantitativen Auswertung der 

Westernblots wurde die maximale Aktivität in der Fraktion 15 festgestellt (siehe Abb. 16). 

 

 

Abb. 16. SEC des Antrum-Rohextraktes 333MA. (A) Absorptionsprofil der Sephadex G-200 Säule, gemessen 

bei 280 nm. (B) Westernblot der Fraktionen 1 - 33. K = Positivkontrolle (Magenextrakt);       -1 = Aliquot der 

aufgetragenen Probe. Die zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden 

Bedingungen durchgeführt. (C) Semiquantitative Auswertung der in (B) gemessenen TFF2-Immunreaktivität. 
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Nachdem die Fraktionen 13 - 19 der SEC vereinigt wurden, wurde ein 2 mL-Aliquot auf den 

Resource Q-Anionentauscher gegeben, wobei sich eine positive TFF2-Immunreaktivität in 

Fraktion 5 und im Bereich der Fraktionen 17 - 35 ergab (siehe Abb.17). 

 

 

Abb. 17. Resource Q des vorgereinigten Rohextraktes 333MA. Ein 2 mL Aliquot der vereinigten Sephadex G-

200 Fraktionen 13 - 19 (Abb. 16) wurde über den Anionentauscher weiter nach der Ladung aufgetrennt. (A) 

Elutionsprofil, gemessen bei 280 nm. Die grüne Linie zeigt den Verlauf des NaCl-Gradienten (B) Westernblots 

der Fraktionen 1 - 37, K = Positivkontrolle (Magenextrakt), -1 = Aliquot der aufgetragenen Probe. (C) 

Semiquantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivität. 
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337MA 

Auch dieser Rohextrakt zeigte die TFF2-Immunreaktivität im Bereich des hochmolekularen 

Peaks bei der SEC; die semiquantitative Auswertung lokalisierte das Maximum in Fraktion 

16 (Abb. 18). 

 

 

Abb. 18. SEC des Antrum-Rohextraktes 337MA. (A) Absorptionsprofil der Sephadex G-200 Säule, ermittelt bei 

280 nm. (B) Westernblot der Fraktionen 10 - 42. K = Positivkontrolle; -1 = Aliquot der aufgetragenen Probe. 

Die zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. (C) 

Semiquantitative Auswertung der in (B) gemessenen TFF2 Immunreaktivität. 

 

Für den nächsten Reinigungsschritt auf dem Anionentauscher wurden die Fraktionen 14 - 

20 vereinigt und ein 2 mL-Aliquot auf dem Resource Q-Anionentauscher aufgetragen. 

Zur Elution der gebundenen Proteine wurde derselbe Verlauf des NaCl-Gradienten wie bei 

den Proben 323MA und 333MA eingestellt. Die TFF2-Immunreaktivität war dieses Mal auf 

die Fraktionen 19 – 43 beschränkt; eine TFF2-Immunreaktivität in den frühen Fraktionen 

war nicht zu detektieren (Abb. 19). 

Im Vergleich der drei Antrumproben 323MA, 333MA und 337MA konnte somit kein 

einheitliches Muster bei der Auftrennung durch den Anionentauscher erkannt werden: in der 

Probe 323MA war die gesamte Immunreaktivität auf die Fraktionen 3 - 5 verteilt (Abb. 13), 

die Probe 333MA zeigte eine schwach ausgeprägte TFF2-Immunreaktivität in Fraktion 5, 

während der Hauptteil der TFF2-Immunreaktivität im Bereich der Fraktionen 19 - 35 

lokalisiert war, mit dem Maximum in Fraktion 29 (Abb. 17). Die Probe 337MA zeigte keinerlei 

TFF2-Immunreaktivität im Bereich der ersten 17 Fraktionen, sondern nur auf die Fraktionen 

19 - 43 (Abb. 19) verteilt. 
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Abb. 19. Resource Q des vorgereinigten Rohextraktes 337MA. Ein 2 mL-Aliquot der vereinigten Sephadex G-

200 Fraktionen 14 - 20 (Abb. 18) wurde über den Anionentauscher aufgetrennt. (A) Elutionsprofil, gemessen 

bei 280 nm. Die grüne Linie zeigt den Verlauf des NaCl-Gradienten. (B) Westernblots der Fraktionen 2 - 53, K 

= Positivkontrolle (Magenextrakt), -1 = Aliquot der aufgetragenen Probe. (C) Semiquantitative Auswertung der 

TFF2-Immunreaktivität. 
 

 

3.1.1.4. Optimierung des Gradientenverlaufs des Resource Q-Anionentauschers  
 

Ein Rohextrakt der Gewebeprobe 343MC aus dem Corpus wurde zunächst mittels der 

Sephadex G-200 Säule nach der Größe der Proteine aufgetrennt. Wie in allen Experimenten 

zuvor, wurde auch hier die TFF2-Immunreaktivität im ersten, hochmolekularen Peak 

nachgewiesen. Das Maximum befand sich in der Fraktion 15 (siehe Abb. 20A). Nach 

Vereinigung der Fraktionen 14 - 20 wurde ein 2 mL-Aliquot mittels des Resource Q-

Anionentauschers weiter aufgetrennt. Genau wie bei der ersten Aufreinigung (3.1.1.1)  war 

in keiner der Fraktionen eine TFF2-Immunreaktivität nachzuweisen (Abb. 20B). 
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Abb. 20. TFF2-Reinigung der Gewebeprobe 343MC. (A) Profil der bei 280 nm gemessenen Absorption und 

Darstellung der semiquantitativen Auswertung. Die Westernblots (reduzierend durchgeführte 15%ige SDS-

PAGE) mit TFF2-Immunreaktivität sind ebenfalls gezeigt. (B) Absorptionsprofil des Resource Q-

Anionentauschers; aufgetragen wurde ein Aliquot der vereinigten Fraktionen 13 - 19 der SEC; die grüne Linie 

zeigt den Verlauf des NaCl-Gradienten. Darunter die semiquantitative Auswertung der gemessenen TFF2-

Immunreaktivität. 
 

Um zu überprüfen ob der zum Eluieren des Anionentauschers verwendete „Puffer B“ (20mM 

Tris/HCl pH 8,0 + 1 M NaCl) überhaupt in der Lage ist, die an das Säulenmaterial 

gebundenen TFF2-Peptidkomplexe vom Anionentauscher zu verdrängen, wurde der Verlauf 

des Gradienten verändert. Nach einer sehr schwach ansteigenden Anfangsphase wurde die 

Konzentration des Puffers B abrupt in Form einer Stufe auf 100% angehoben. Auf diese 

Weise konnte die aufgetragene Probe in zwei Fraktionen aufgeteilt werden: Proteine, die 

nicht an den Anionentauscher binden und sofort im Durchfluss erscheinen, sowie Proteine, 

die durch den 100% Puffer B eluiert werden können. Bei diesem Verlauf des Gradienten war 

eine TFF2-Immunreaktivität nachweisbar und zeigte sich in den Fraktionen, die unmittelbar 

nach Anlegen der 100%-Stufe von der Säule ausgewaschen wurde (Abb. 21).   
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Abb. 21. Weitere Auftrennung des über G-200 vorgereinigten Corpusextraktes 343MC (Abb. 20) mittels des 

Resource Q Anionentauschers. (A) Der obere Graph zeigt den Verlauf der Absorption bei 280 nm, der Verlauf 

des NaCl-Gradienten ist als grüne Linie dargestellt. Darunter die Verteilung der relativen TFF2-

Immunreaktivität, die durch semi-quantitative Bestimmung der Bandenintensitäten des Westernblots ermittelt 

wurde. Die zugrunde liegenden SDS-PAGEs der Fraktionen wurden unter reduzierenden Bedingungen 

durchgeführt. (B) Westernblot der Fraktionen 1 - 11 und 37 - 47 bezüglich TFF2. K = TFF2-Positivkontrolle 

(Magenextrakt), F-1 = Aliquot der aufgetragenen Probe. (C) Silbergel der Fraktionen 37 - 45; die Proben 

wurden in reduziertem Zustand aufgetragen.  

 

Als Konsequenz dieses Ergebnisses wurde der Verlauf des NaCl-Elutionsgradienten für die 

folgenden Experimente steiler gestaltet, so dass das TFF2-immunreaktive Material 

konzentrierter von der Säule eluierte und besser nachgewiesen werden konnte. Ein 

Vergleich der Elutionsprofile bei unterschiedlichem Verlauf des NaCl-Gradienten ist in 

Abb. 22 dargestellt. Dabei ist ersichtlich, dass TFF2 nun als gut detektierbarer Peak eluierte, 

im Gegensatz zum flacheren Gradienten. 
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Abb. 22. Gegenüberstellung der Resource Q Elutionsprofile und der Verteilung der relativen TFF2-

Immunreaktivität des über G-200 vorgereinigten Corpusextraktes 343MC (Abb. 20) bei Verwendung 

verschiedener NaCl-Gradientenverläufe, die jeweils durch die grüne Linie dargestellt sind. (A) Flacher Verlauf 

des Elutionsgradienten. (B) Steiler ansteigender Elutionsgradient.  

 

3.1.2. Reinigung von TFF2 aus einer Antrum-Gewebeprobe mittels Resource Q-

Anionentauscher und Superose 6 10/300 SEC   
 

Um eine bessere Trennschärfe im hochmolekularen Bereich zu erzielen, wurde bei diesem 

Experiment die Eignung einer Superose 6 10/300 GL-Säule für die Reinigung von TFF2 

untersucht. Die Superose-Säule kann Moleküle bis zu einem maximalen Gewicht von 

5.000 kDa auftrennen, während die Porengröße des Sephadex G-200 Materials nur eine 

Trennung im Bereich zwischen 5 und 600 kDa erlaubt (Tab. 22, S. 43). Da die Superose-

Säule eine geringere Beladungskapazität aufweist, musste das bisherige 

Reinigungsprotokoll umgekehrt werden: der Rohextrakt der Antrum-Gewebeprobe 358MA 

wurde zunächst auf dem Resource Q-Anionentauscher vorgereinigt und die Fraktionen mit 

positiver TFF2-Immunreaktivität sollten anschließend auf der Superose-Säule nach ihrer 

Größe getrennt werden. Bei der Auftrennung des Rohextraktes mittels des 

Anionentauschers ergab sich das in Abb. 23 gezeigte Elutionsprofil und die TFF2-

Immunreaktivität verteilte sich auf die Fraktionen 2 und 3 sowie die Fraktionen 16 - 23, wobei 

die Fraktion 19 das lokale Maximum darstellte.  
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Abb. 23. TFF2-Reinigung des Rohextraktes 358MA. (A) Elutionsprofil des Resource Q-Anionentauschers, 

die grüne Linie stellt den Verlauf des NaCl-Gradienten dar. (B) Westernblots der Fraktionen 1 - 27, die 

zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. (C) 

Grafische Darstellung der relativen TFF2-Immunreaktivität, die durch semiquantitative Auswertung der 

Bandenintensitäten der Westernblots ermittelt wurde. TFF2ng = nicht gebundenes TFF2, TFF2g = 

gebundenes TFF2. 

 

Da die TFF2-Komplexe der Fraktionen 2 und 3 nicht an die positiv geladene Matrix des 

Anionentauschers banden, wurden sie als „nicht gebundenes TFF2“ (TFF2ng) bezeichnet. 

Diejenigen TFF2-Komplexe, die vom Anionentauscher gebunden wurden und erst durch 

den NaCl-Gradienten in den Fraktionen 16 – 23 von diesem eluiert werden konnten, stellten 

das „gebundene TFF2“ (TFF2g) dar. Sowohl TFF2ng als auch TFF2g wurden im nächsten 

Reinigungsschritt separat auf der Superose 6 10/300 GL-Säule nach ihrer Größe 

aufgetrennt. Die TFF2-Immunreaktivität des nicht gebundenen TFF2 war bei der SEC auf 

die Fraktionen 6 - 8 und 15 - 19 verteilt; es waren also sowohl hochmolekulare als auch 

niedermolekulare TFF2-Komplexe, die das nicht gebundene TFF2 darstellten. Bei der 

semiquantitativen Auswertung zeigte sich, dass  das Maximum im hochmolekularen Bereich 

etwa 3 Mal intensiver war (siehe Abb. 24C). Im Gegensatz dazu eluierte das gebundene 

TFF2 bei der SEC ausschließlich im Bereich der Fraktionen 6 – 8 (Abb. 25), liegt also nur in 

einer hochmolekularen Form vor. 
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Abb. 24. SEC (Superose 6 10/300 GL) der Fraktionen 2 + 3 nach Anionenaustauschchromatographie (siehe 

Abb. 23). (A) Absorptionsprofil, gemessen bei 280. (B) Westernblots der Fraktionen 1 - 19 bezüglich TFF2, 

die 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. (C) Semiquantitative 

Auswertung der Westernblots.  

 

 

 
Abb. 25. SEC (Superose 6 10/300 GL) der Fraktionen 17 - 20 nach Anionenaustauschchromatographie (siehe 

Abb. 23). (A) Absorptionsprofil, gemessen bei 280. (B) Westernblots der Fraktionen 3 - 20 bezüglich TFF2, 

die 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. (C) Semiquantitative 

Auswertung der Westernblots.  
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3.1.3. Reinigungseffizienz von Sephacryl-Säulen bei der TFF2- Reinigung 
 

Durch die Vewendung von Sephacryl-Säulen konnte ebenfalls eine verbesserte Auflösung 

im hochmolekularen Bereich, verglichen mit klassischen SEC-Säulen wie der Sephadex G-

200, erzielt werden (Tab. 22, S. 43). Die Sephacryl-Säulen wurden genau wie die 

Superose 6 10/300 GL-Säule mit der Äkta-FPLC-Anlage betrieben, haben jedoch eine 

höhere Beladungskapazität, so dass sie direkt für die Trennung von Rohextrakten 

verwendet werden konnten und die bisherige logische Abfolge der Reinigungsschritte nicht 

verändert werden musste. 

 

3.1.3.1. Sephacryl S-500 HR 

Auf der Sephacryl S-500 Säule wurde ein Rohextrakt der Corpus-Gewebeprobe 382MC 

aufgetrennt, wobei die TFF2-Immunreaktivität sich über die Fraktionen 25 - 63 erstreckte 

und die Fraktion 54 das stärkste Signal zeigte (Abb. 26). 

 

 
Abb. 26. SEC des Corpus-Rohextraktes 382MC (Sephacryl S-500 HR) (A) Elutionsprofil, bestimmt über die 

Absorption bei 280 nm. (B) Westernblots mit positiver Immunreaktivität bezüglich TFF2 (Fraktionen 19 – 72), 

die zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. K = 

Positivkontrolle (Magenextrakt). (C) Semiquantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivität. 
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3.1.3.2. Sephacryl S-300 HR 

Die Sephacryl S-300 Säule wurde für die TFF2-Reinigung der Gewebeprobe 400MA 

verwendet. Der Hauptteil der TFF2-Immunreaktivität verteilte sich hier auf die Fraktionen 

21-23, wobei die Fraktion 21 bei der semiquantitativen Auswertung der TFF2-

Immunreaktivität das Maximum darstellte (Abb. 27). Die TFF2-Immunreaktivität nahm 

danach abrupt ab und in Fraktion 25 waren nur noch rund 11% der TFF2-Immunreaktivität,  

verglichen mit Fraktion 21, messbar. Setzt man die Fraktionen 21 -23 in Relation zum 

Absorptionsprofil, so sind sie Teil des ersten, hochmolekularen Peaks. Bei Verwendung der 

S-300 Säule war auch eine geringe TFF2-Immunreaktivität bis zur Fraktion 47 nachweisbar 

(1 - 5% bezogen auf die maximal gemessene Intensität). 

 

 

Abb. 27. SEC des Corpus-Rohextraktes 400MA (Sephacryl S-300 HR). (A) Elutionsprofil, bestimmt über die 

Absorption bei 280 nm. (B) Westernblots mit positiver TFF2-Immunreaktivität (Fraktionen 13 – 65). Die 

zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt. K = 

Positivkontrolle (Magenextrakt). (C) Semiquantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivität. 
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Insgesamt betrachtet wies die Sephacryl-S 300 Säule in Bezug auf die Reinigung von TFF2 

das geignetere Profil auf, weil der Hauptteil der TFF2-Immunreaktivität in lediglich drei 

Fraktionen von der Säule eluierte und ein Großteil der anderen enthaltenen Proteine 

abgetrennt werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde bei Verwendung der S-500 Säule die 

TFF2-Immunreaktivität über mehr als 30 Fraktionen gestreut und überlappte teilweise mit 

dem Bereich, bei dem die meisten Proteine des Extraktes eluierten (Abb. 26A, Fraktionen 

50-60). 

 

3.2. Bestimmung der N-Glykosylierung von TFF2 mittels Lektinen 
 

Die massenspektrometrischen Glykanuntersuchungen wurden an den gereinigten 

Gewebeproben 323MA und 382MC von Herrn Prof. Hanisch (Universität Köln) durchgeführt. 

Die Probe 323MA wurde wie bereits beschrieben über eine SEC mit der G-200 Säule und 

dem ResourceQ-Anionentauscher gereinigt (Abb. 12, Abb. 13), während bei der Probe 

382MC der entsprechende Rohextrakt nur über eine Sephacryl S-500-Säule aufgetrennt und 

ein Konzentrat der Fraktion 32 (Abb. 26) verwendet wurde. Die analysierten Banden sind in 

Abb. 28 dargestellt. Bei beiden Proben deuteten die Ergebnisse auf die seltene, bi-

antennäre, fucosylierte LacdiNAc-Zuckerstruktur als N-Glykosylierung des TFF2-Peptids 

hin (Hanisch et al. 2013), die in Abb. 29 schematisch dargestellt ist.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 28. Coomassie-gefärbte 15% SDS-PAGE-Gele der 

gereingten Magenextrakte 323MA bzw. 382MC (reduzierende 

Bedingugen). Es wurde jeweils die als „B18“ eingezeichnete 

Bande massenspektrometrisch bezüglich der enthaltenen 

Glykane untersucht. Rechts und links angegeben sind die 

Positionen der Markerbanden (kDa). Diese Abbildung wurde 

teilweise als Fig.1 in Hanisch et al. (2013) publiziert. 
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Abb. 29. Massenspektrometrisch bestimmte N-Glykosylierung von TFF2 aus dem Antrum/Corpus (Hanisch et 

al. 2013). Die Glykanstruktur an Asn-15 besitzt zwei endständige LacdiNAc-Gruppen (GalNAcβ1-4GlcNAc), 

die zusätzlich am GlcNAc fucosyliert sind. Die LacdiNAc-Struktur sollte von den beiden Lektinen WFA und 

RCA-II erkannt werden; da die LacdiNAc-Struktur in diesem Fall durch die Fucosylierung noch weiter 

modifiziert ist, kann WFA im Gegensatz zu RCA-II nicht mehr binden (Sakiyama et al. 1998, Ikehara et al. 

2006), weshalb es in Klammern gesetzt ist. Die Lektine LCA und PSA erkennen die fucosylierte Kernstruktur 

(Tateno et al. 2009), können aber auch an fucosyliertes GlcNAc von LacdiNAc binden. Ist LacdiNAc am 

GalNAc zusätzlich sialyliert, wird die Sialinsäure vom Lektin SNA (nicht eingezeichnet) erkannt.  

 

Um dieses Ergebnis auch mit biochemischen Methoden zu bestätigen und eventuelle 

Unterschiede in der Glykosylierung zwischen dem Fundus und Antrum zu entdecken, 

wurden je drei durch SEC gereinigte Rohextrakte aus diesen Bereichen mittels spezifischer 

Lektine (RCA-II, WFA, LCA, PSA und SNA; siehe Kap 2.1.4) untersucht (Abb. 29).  

 

3.2.1. Reinigung geeigneter Gewebeproben für Lektinanalysen 

Die Rohextrakte wurden jeweils einer SEC unterworfen, wobei entweder die Superose 6 

10/300 GL oder die Sephacryl S-300 Säule zum Einsatz kam. Auf einen zusätzlichen 

Reinigungsschritt durch den Resource Q-Anionentauscher wurde verzichtet, um die Proben 

nicht weiter zu verdünnen und das Reinigungsprotokoll möglichst einfach zu halten. Die 

TFF2-Immunreaktivität war bei jeder SEC stets im hochmolekularen Peak lokalisiert; aus 

Gründen der Übersichtlichkeit ist daher in Abb. 30 exemplarisch nur jeweils ein typisches 

Chromatogramm für eine Superose- bzw. Sephacryl-Säule gezeigt, sowie die Verteilung der 

TFF2-Immunreaktivität im Bezug auf das Elutionsprofil. Die für die Lektinanalysen 

verwendeten Gewebeproben sind systematisch in Tabelle 25 aufgelistet. 
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Abb. 30. Darstellung des Elutionsprofils und der relativen TFF2-Immunreaktivität nach semiquantitativer 

Auswertung der Westernblots unter reduzierenden Bedingungen für die Proben 257MA und 381MA. (A) 

Auftrennung des Rohextrakts mittels der Superose 6 10/300 GL. (B) Auftrennung des Rohextrakts über 

Sephacryl S-300 HR. 

 

Tab. 24: SEC der Magenproben für die Lektinanalyse 
 

Probe 

 

Entnahmeort 

 

SEC durchgeführt mit 

 

Verwendete Fraktionen 

461MF Fundus 

 

Superose 6 10/300 GL 6+7 

462MF Fundus Superose 6 10/300 GL 7+8 

463MF Fundus 

 

Superose 6 10/300 GL 7+8 

257MA 

 

Antrum Superose 6 10/300 GL 7+8 

354MA 

 

Antrum Sephacryl S-300 21 

381MA Antrum 

 

Sephacryl S-300 22 

 

3.2.2. Verdau des gereinigten TFF2 mit Peptide:N-glycosidase F (PNGase-F) 

Um sicherzustellen, dass es sich bei den Banden der Lektintests wirklich um das 

glykosylierte TFF2-Peptid handelt, wurde ein Aliquot der gereinigten Probe 461MF mit 

PNGase-F verdaut (siehe Kap. 2.2.16). Das Enzym spaltet zwischen dem Asparaginrest 

des Proteins und dem N-glykosidisch daran gebundenen N-Acetylglucosaminrest von „high 

mannose“, hybriden und komplexen Oligosacchariden (Tarentino et al. 1989). Als 

Endprodukte dieser Spaltung resultieren das freie Glykan inklusive der vom Asparagin 
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stammenden Aminogruppe und das Peptid, dessen Asparaginrest zu einem Aspartat 

umgewandelt wird (Tarentino und Plummer 1994). 

Das verdaute Peptid wurde zusammen mit der unverdauten Kontrolle unter reduzierenden 

Bedingungen durch eine 15% SDS-PAGE aufgetrennt. Der anschließende Westernblot 

wurde dann entweder mit dem Antikörper anti-hTFF2-1 bzw. dem Lektin PSA oder RCA-II 

behandelt und mittels ECL ausgewertet (Abb. 31). 

 

 

Abb. 31. PNGase-F-Verdau der gereinigten Probe 461MF. Nach 15% SDS-PAGE unter reduzierenden 

Bedingungen wurden die Westernblots mit dem Antikörper anti-hTFF2-1 bzw. den Lektinen PSA und RCA-II 

behandelt. Links die Position der Größenstandards (kDa); K = unverdaute Kontrolle (gereinigte Probe 461MF), 

V = mit PNGase-F verdaut. Die Abbildung wurde teilweise als Fig.5 in Hanisch et al. (2013) publiziert. 
 

Der Westernblot zeigte im Fall des Antikörpers eine Bande etwas oberhalb des 18,4 kDa 

Größenstandards, die verdaute Probe eine Bande zwischen 14,4 und 18,4 kDa. Dieses 

Ergebnis beweist einerseits, dass der Antikörper spezifisch TFF2 erkennt und andererseits, 

dass der Verdau erfolgreich war und quantitativ erfolgte. 

Wurden die Blots mit Hilfe der Lektine behandelt, so zeigte nur die unverdaute Kontrolle 

eine Bande, während in der Spur mit der verdauten Probe erwartungsgemäß kein Signal 

mehr detektiert werden konnte, da die Glykanstruktur abgespalten wurde und keine 

Wechselwirkung mit dem Lektin mehr möglich war. 

 

3.2.3. Untersuchungen der gereinigten Extrakte mit Hilfe von Antikörpern bzw. 

Lektinen 
 

Im Folgenden wurden die gereinigten Proben auf ihre Interaktion mit den Antiseren anti-

hTFF2-1 und anti-hTFF2-3 über eine Westernblot-Analyse unter reduzierenden 

Bedingungen untersucht (Abb. 32). Bei beiden Antiseren handelt es sich um 

affinitätsgereinigte polyklonale Antiseren aus dem Kaninchen, bei denen die zur 

Immunisierung verwendeten Peptide  zuvor an das keyhole limpet hemocyanin (KLH) 

gekoppelt waren. Antiserum anti-hTFF2-1 (Jagla et al. 2000) ist gegen die Sequenz 

FFPNSVEDCHY am C-Terminus des humanen TFF2 gerichtet, während das Antiserum anti-

hTFF2-3 die Sequenz FFPKSVEDCHY (May et al. 2000) erkennt. Die beiden TFF2-

Sequenzen wurden von den zitierten Arbeitsgruppen bestimmt  und unterscheiden sich nur 



                                                                                                                                               Ergebnisse 

 

65 

 

an einer Position. Bei der massenspektrometrischen Analyse der gereinigten Extrakte der 

Proben 323MA und 343MC konnten jeweils Peptide mit der Sequenz KSVEDCHY 

nachgewiesen werden (siehe Anhang Kap. 7.1.6 – 7.1.8; Kap. 7.2.2). 

 

 

Abb. 32. Westernblot je dreier über SEC gereinigter Proben aus dem Fundus (461MF, 462MF, 463MF) und 

dem Antrum (257MA, 354MA, 381MA) und Bindung mittels der Antikörper anti-hTFF2-1 bzw. anti-hTFF2-3. 

Jeweils links die Position der Größenstandards (kDa). 
 

Beide Antiseren erkennen das glykosylierte TFF2-Peptid etwas oberhalb des 18,4 kDa 

Größenstandards. Das Antiserum anti-hTFF2-3 lieferte bei den Fundusproben 461 und 463 

noch eine Bande im Bereich von 14,4 kDa, bei der es sich um das nicht glykosylierte TFF2 

handeln könnte. Da der Antikörper anti-hTFF2-1 im Laborbetrieb routinemäßig beim 

Screenen von FPLC-Fraktionen verwendet wird und dort auch zuverlässig das nicht 

glykosylierte TFF2 detektiert, kann das Bandenmuster der Abb. 32 zum Beispiel dadurch 

erklärt werden, dass anti-hTFF2-3 etwas empfindlicher für nicht glykosyliertes TFF2 ist als 

anti-hTFF2-1. Das Antiserum anti-hTFF2-3  erkennt auch noch Banden im Bereich von 50 - 

60 kDa, sodass die mit diesem Antikörper durchgeführten Blots etwas unspezifischer 

erscheinen.  

Um die massenspektrometrischen Ergebnisse der Glykananalyse durch Herrn Prof. 

Hanisch zu verifizieren wurden, so wie in Abb. 29 dargestellt, nun die Lektine RCA-II, WFA, 

LCA, PSA und SNA eingesetzt (Abb. 33). 

 

 

Abb. 33. Westernblot je dreier über SEC gereinigter Proben aus dem Fundus (461MF, 462MF, 463MF) und 

Antrum (257MA, 354MA, 381MA). Die Proben wurden über eine 15%ige SDS-PAGE unter reduzierenden 

Bedingungen aufgetrennt und der anschließende Westernblot mit dem jeweils angegebenen Lektin analysiert. 

K = Positivkontrolle (Magenextrakt, Nachweis des TFF2-Peptids mit dem Antiserum anti-hTFF2-1 ). 
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Die stärksten Signale zeigte dabei das Lektin RCA-II, welches das terminale β-GalNAc der 

LacdiNAc-Gruppe erkennt. Das Lektin WFA, welches ebenfalls spezifisch das terminale β-

GalNAc erkennen sollte (Ikehara et al. 2006), zeigte bei den Proben aus dem Fundus nur 

ein sehr schwaches Signal, während die Proben aus dem Antrum kein Signal lieferten.  

Bei Einsatz des Lektins PSA, welches die fucosylierte Kernstruktur der Glykangruppe 

erkennt, sind keine Unterschiede zwischen den Proben aus dem Fundus und dem Antrum 

zu erkennen. Das Lektin LCA, welches ebenfalls fucosyliertes GlcNAc erkennt, zeigt bei den 

Antrumproben intensivere Banden als bei den Fundusproben.  

Eine eventuelle Sialylierung der Glykanstruktur von TFF2 konnte zumindest durch 

Verwendung des Lektins SNA, welches an Sialinsäue bindet, nicht bestätigt werden, da 

keine der Proben im Bereich des glykosylierten TFF2 eine Bande zeigte. 

 

3.3. Agarose-Gelelektrophorese gereinigter TFF2-Komplexe 

Es fiel immer wieder auf, dass die TFF2-Immunreaktivität bei nicht reduzierend 

durchgeführter 15%iger SDS-PAGE deutlich vermindert gegenüber einer unter 

reduzierenden Bedingungen durchgeführten PAGE war (Abb. 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 34. Westernblot eines Konzentrats des gereinigten 

Extraktes 343MC (Fraktionen 20 - 23 des Anionentauschers, Abb. 

22B). 15%ige SDS-Page, R = reduzierende Bedingungen, NR = 

nicht reduzierende Bedingungen. In der Mitte die Position der 

Markerbanden  in kDa. 

 

Eine mögliche Erklärung für den Verlust der TFF2-Immunreaktivität könnte sein, dass bei 

den vertikal durchgeführten nicht-reduzierenden SDS-PAGEs eventuell hochmolekulare 

TFF2-Komplexe nicht in das Sammelgel einwandern, sondern oben in der Geltasche 

verbleiben und auch beim Blotten nicht auf die Membran transferiert werden. Aus diesem 

Grund wurde das in Abb. 34 gezeigte Konzentrat einer aufgereinigten Corpusprobe 

zusätzlich mittels einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Abb. 35). Diese Methode 

eignet sich dazu, sehr große Proteine (größer als 500 kDa) unter nahezu nativen 

Bedingungen aufzutrennen. Dieses wird dadurch erreicht, dass die Matrix des Agarosegels 
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weniger dicht ist als im Polyacrylamid-Gel, keine reduzierenden Agenzien zugesetzt werden 

und SDS nur in einer Endkonzentration von 0,1% (w/v) zugegeben wird, um die Bildung von 

Schlieren bei der Elektrophorese von Glykoproteinen zu verhindern (Lottspeich et al. 1998; 

Thornton et al. 1994). Die Proben werden auch vor dem Auftragen nicht mit Probenpuffer 

aufgekocht, sondern nur bei Raumtemperatur mit diesem vermischt (Kap. 2.2.6). 

Um auch die Auswirkung verschiedener denaturierender Methoden auf die TFF2-

Proteinkomplexe zu untersuchen, wurden folgende Bedingungen gewählt (Abb. 35): in Spur 

1 wurde die Probe wie eben beschrieben möglichst nativ belassen (Kap. 2.2.6), in Spur 2 

wurde die Probe 5 Minuten mit dem nicht-reduzierenden Probenpuffer für SDS-Gele 

aufgekocht (1% SDS Endkonzentration) und in Spur 3 wurde die Probe für 5 Minuten mit 

reduzierendem SDS-Probenpuffer aufgekocht (Kap. 2.2.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 35. Westernblot eines 1%igen Agarosegels; aufgetragen 

wurde ein Konzentrat der über G-200 und Resource Q 

aufgereinigten Probe 343MC (Abb. 22B). (1) Agarose-

Probenpuffer, nicht gekocht, nativ. (2) nicht-reduzierender SDS-

Probenpuffer, 5 min gekocht (3) reduzierender SDS-

Probenpuffer, 5 min gekocht 

 

Wie in Abb. 35 zu erkennen, ist die TFF2-Immunreaktivität in Spur 1 am stärksten 

ausgeprägt und verteilt sich auf den Bereich der Tasche und knapp darunter; in Spur 1 ist 

auch eine TFF2-Immunreaktivität oberhalb der Tasche zu erkennen. Spur 2 zeigt die 

stärkste TFF2-Immunreaktivität im Bereich der Tasche und eine sehr schwach ausgeprägte 

diffuse Bande im niedermolekularen Bereich. Die Behandlung der Probe mit reduzierendem 

SDS-Probenpuffer in Spur 3 lässt die positive TFF2-Immunreaktivität im Bereich der Tasche 

verschwinden und verschiebt sie vor allem in den niedermolekularen Bereich; dabei ist die 

Bande etwas unterhalb derjenigen in der zweiten Spur positioniert. Ebenfalls zeigt sich in 

Spur 3 ein deutlicher Verlust der TFF2-Immunreaktivität.  

Um sicherzugehen, dass es sich bei der TFF2-Immunreaktivität im Bereich der Tasche nicht 

um ein Artefakt handelt, wurde erneut eine Agarosegel-Elektrophorese derselben Probe 
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durchgeführt und nach Beendigung des Laufes Aliquots des Tascheninhalts entnommen, 

mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und eine 15%ige SDS-PAGE unter 

reduzierenden Bedingungen durchgeführt (Abb. 36). Beim anschließenden Westernblot 

konnte eine TFF2-Immunreaktivität etwas oberhalb des 18,4 kDa-Markers detektiert werden 

(Abb. 36A). Um dieses Ergebnis zu bestätigen, wurde nochmals ein 15%iges SDS-Gel des 

Agarosegel-Tascheninhalts unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt, dieses im 

Anschluß mit Coomassieblau gefärbt, die drei in Abbildung 30B markierten Banden 

ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse zu Herrn Professor Hanisch 

(Institut für Biochemie, Universität Köln) geschickt. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 36. Reduzierende SDS-PAGE des Tascheninhalts eines 

Agarosegels (Abb. 35, Spur 1). (A) Westernblot (B) mit 

Coomassie gefärbtes Gel. Jeweils links die Position der 

Größenstandards (kDa). Die ausgeschnittenen und 

massenspektrometrisch untersuchten Banden sind rot 

umrandet. 

 

Die massenspektrometrische Analyse (Tab. 25) konnte die Existenz von TFF2 im Bereich 

der Bande 2 bestätigen. Bande 3 bei etwa 14,4 kDa lieferte keinen Treffer bezüglich TFF2. 

In Bande 1 konnten die Muzine MUC5AC, MUC6 und MUC1 identifiziert werden. Die 

vollständigen Ergebnisse sind im Anhang (Kap. 7.2) zu finden.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 25: Durch LC-ESI-MS/MS-Analyse identifizierte Proteine 
 

Bande 

Nr. 

 

Identifizierte Proteine 

(Auswahl) 

 

MW [kDa] 

 

Score 

 

Sequenzabdeckung 

[%] 

 

Identifizierte 

Peptide 

1 MUC5AC  

MUC6 

MUC1 

 

526,3 

252,0 

122,0 

481,9 

427,2 

122,9 

2,8 

4,8 

1,8 

12 

10 

2 

2 Trefoil factor 2 

Trypsin-3 

MUC19 

14,3 

32,5 

597,8 

166,6 

65,9 

52,9 

27,9 

3,3 

0,3 

6 

1 

2 

 

3 Dermcidin 

Protein S100-A7 

Lysozyme C 

 

11,3 

11,5 

16,5 

86,1 

68,5 

58,7 

12,7 

10,9 

12,8 

2 

1 

2 
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3.4. Untersuchungen zur Wechselwirkung von TFF2 und Muzinen 

Um zu quantifizieren, in welchem Ausmaß TFF2 durch Aufkochen in Anwesenheit von SDS 

aus seinen Muzin-Komplexen herausgelöst werden kann, wurden drei Rohextrakte der 

Probe 450MF hergestellt und nach unterschiedlicher Vorbehandlung über eine Sephacryl S-

300 Säule aufgetrennt (Abb. 37).  
 

 

Abb. 37. SEC der Magenprobe 450MF mittels der Sephacryl S-300 Säule unter verschiedenen Bedingungen. 

(A) SEC des Rohextraktes ohne jegliche weitere Vorbehandlung (B) Aufkochen des Extraktes direkt vor der 

SEC für 5 Min mit 1% SDS (Endkonzentration) (C) SEC des Rohextraktes in Gegenwart von 0,2 M Galaktose. 

Unter den jeweiligen Elutionsprofilen (Absorption bei 280 nm) ist die Verteilung der relativen TFF2-

Immunreaktivität dargestellt, die durch semiquantitative Auswertung der entsprechenden reduzierenden 

Westernblots ermittelt wurde. 
 

Die Auftrennung des ersten Extraktes zeigte die TFF2-Immunreaktivität wie üblich im 

hochmolekularen Peak des Absorptionsprofils; der Bereich der TFF2-Immunreaktivität 

erstreckte sich dabei von den Fraktionen 20 - 25, wobei das Maximum in Fraktion 20 zu 

finden war (Abb. 37A). 

Die SEC des durch Kochen in 1% SDS denaturierten Rohextraktes zeigte, dass das 

gesamte TFF2 aus seinen hochmolekularen Komplexen herausgelöst wurde (Abb. 37B). 

Die TFF2-Immunreaktivität war nun im Bereich der Fraktionen 40 - 48 lokalisiert, mit dem 
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Maximum in Fraktion 45, während sich im hochmolekularen Bereich keine TFF2-

Immunreaktivität mehr zeigte. 

Der Zusatz von Galaktose in einer Endkonzentration von 0,2 M zum Laufmittel bewirkte 

keine detektierbare Verschiebung der TFF2-Immunreaktivität, die sich ähnlich wie im ersten 

Experiment über die Fraktionen 19 - 25 erstreckte, wobei das Maximum sich exakt an 

derselben Position, in Fraktion 20, befand (Abb. 37C). 
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4. Diskussion 

 

4.1. Erstellung eines Reinigungsprotokolls für TFF2 

 

4.1.1. Größenausschluss-Chromatographie 

Bereits 2007 konnten Kouznetsova et al. zeigen, dass bei der SEC (Sephadex G-200) eines 

Proteinextraktes aus dem Antrum die TFF2-Immunreaktivität ausschließlich in einem Peak 

im hochmolekularen Bereich lokalisiert war. Neben der TFF2-Immunreaktivität war dort auch 

die Muzinfraktion nachzuweisen, die mit Hilfe der PAS-Färbung sichtbar gemacht werden 

konnte (Kouznetsova et al. 2007). Die Lokalisation der TFF2-Immunreaktivität im 

hochmolekularen Muzinbereich konnte in dieser Arbeit auch für andere Proben aus dem 

Corpus (343MC), dem Antrum (333MA, 337MA), und dem Duodenum (369DPr) bestätigt 

werden. In keiner dieser Proben war bei Verwendung des Sephadex G-200 Säulenmaterials 

(Trennbereich zwischen 5 und 600 kDa) eine TFF2-Immunreaktivität im niedermolekularen 

Bereich nachzuweisen (Abb. 10, 12, 16, 18). 

Im späteren Verlauf der Arbeit wurde von der „klassischen“ SEC (Sephadex G-200) auf das 

FPLC-System gewechselt, weil die dort verwendeten Säulen eine bessere Auftrennung im 

hochmolekularen Bereich gewährleisteten. Bei Verwendung der Sephacryl S-300 High 

Resolution (obere Trenngrenze 1.500 kDa) oder der Superose 6 10/300 GL (obere 

Trenngrenze 5.000 kDa), war die TFF2-Immunreaktivität ebenfalls im ersten Peak, der von 

der Säule eluierte, lokalisiert. Während also durch die oben zitierten Experimente von 

Kouznetsova et al. (2007) lediglich klar war, dass die TFF2 enthaltenden Proteinkomplexe 

größer als 600 kDa sind, konnte insbesondere durch die Verwendung der Superose-Säule 

gezeigt werden, dass sie sogar eine Größe von 5.000 kDa überschreiten (Abb. 24, 25). 

Die Verwendung einer Säule mit einer noch größeren Auflösung im hochmolekularen 

Bereich, wie zum Beispiel der Sephacryl S-500 High Resolution (bis 20.000 kDa), erwies sich 

für die Reinigung von TFF2 als nicht zweckmäßig, da die TFF2-Immunreaktivität hier über 

mehr als 30 Fraktionen verteilt eluierte (Abb. 26). 

Zusammengenommen sprechen die Ergebnisse der SECs dafür, dass die TFF2-Komplexe 

heterogene Molekulargewichte besitzen, die aber alle größer als 5.000 kDa (obere Grenze 

des Superose-Säule) sind, weshalb sie nur von der Sephacryl S-500-Säule weiter 

aufgetrennt werden konnten. 

Neuere Resultate, die durch Trennung von Gewebeextrakte aus dem humanen Magen 

mittels der Superdex 75 HL-Säule (Trennbereich 3 - 70 kDa) gewonnen wurden, konnten 
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auch eine TFF2-Immunreaktivität im niedermolekularen Bereich identifzieren, deren Anteil 

individuell verschieden ist und 5 bis 35% der gesamten TFF2-Immunreaktivität ausmacht 

(Heuer et al. 2019).  

Vermutlich führte die Verwendung von Säulenmaterialien mit sehr großen Poren dazu, dass 

die kleineren Moleküle zu sehr verdünnt wurden und so beim Screening der Fraktionen nicht 

erkannt wurden. Überraschend ist im Nachhinein, dass auch bei der Verwendung des 

Sephadex G-200-Säulenmaterials keine TFF2-Immunreaktivität im niedermolekularen 

Bereich nachzuweisen war (Kouznetsova et al. 2007; sowie eigene Ergebnisse der 

Reinigungen von 343MC, 333MA, 337MA, 369DPr). 

 

4.1.2. Anionenaustauschchromatographie 

Um die mittels der Sephadex G-200 nach der Größe aufgetrennten Proteine auch anhand 

ihrer Ladung zu trennen, wurden die Fraktionen mit positiver TFF2-Immunreaktivität auf den 

Resource Q-Anionentauscher des FPLC-Systems aufgetragen und die gebundenen 

Proteine mittels eines ansteigenden NaCl-Gradienten von der Säule eluiert. Für den Verlauf 

des NaCl-Gradienten wurde zunächst das von Albert et al. bei der Aufreinigung des TFF3-

FCGBP-Heterodimers verwendete Protokoll (siehe Kap. 2.2.4 bzw. Abb. 11A) übernommen 

(Albert et al. 2010). Bei den Proben 369DPr und 343MC zeigte keine der von der Säule 

eluierten Fraktionen eine TFF2-Immunreaktivität (Abb. 11, Abb. 20).  

Um zu überprüfen, ob der als Gradient angelegte 1M NaCl-Puffer überhaupt in der Lage 

war, die TFF2 enthaltenden Proteinkomplexe von der Matrix des Anionentauschers zu 

verdrängen, wurde ein weiteres Aliquot der mittels SEC vorgereinigten Gewebeprobe 

343MC auf den Anionentauscher geladen. Die Elution wurde aber dahingehend verändert, 

den NaCl-Gradienten nach einer zunächst nur schwach ansteigenden Anfangsphase abrupt 

in Form einer Stufe auf 100% zu steigern (Abb. 21). Dieser veränderte Gradientenverlauf 

führte dazu, dass die vorher nicht nachweisbare TFF2-Immunreaktivität direkt, und damit 

konzentriert, in den dieser Stufe folgenden Fraktionen eluiert wurde.  

Nachdem durch dieses Experiment ein zu flacher Gradientenverlauf als die 

wahrscheinlichste Ursache für das scheinbare Verschwinden der TFF2-Immunreaktivität 

identifiziert wurde, wurde ein weiteres Aliquot der Gewebeprobe 343MC auf den 

Anionentauscher geladen und der Gradient des 1M NaCl-Elutionspuffers im Vergleich zu 

den Anfangsexperimenten (Abb. 11) steiler gestaltet (Abb. 22). Dadurch eluierte die TFF2-

Immunreaktivität zwar, verglichen mit dem stufenförmigen Gradienten, in mehreren 
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Fraktionen von der Säule, war aber im Vergleich zum anfänglich gewählten flacheren 

Gradientenverlauf eindeutig nachzuweisen.  

Ein weiteres Ergebnis, welches bei der Verwendung des Anionentauschers gewonnen 

wurde, ist das Auftreten einer sogenannten „nicht gebundenen TFF2-Fraktion“. Diese wurde 

erstmals bei der Probe 323MA beobachtet (Abb. 13). In diesem Fall, und im Unterschied zu 

den eingangs beschriebenen Proben 369DPr und 343MC, binden die TFF2 enthaltenden 

Proteinkomplexe nicht an die Matrix des Anionentauschers und erscheinen deshalb sofort 

in den ersten Fraktionen, bei denen noch gar kein NaCl-Gradient angelegt war. Es muss 

sich also um Proteinkomplexe handeln, die positiv geladen oder zumindest neutral sind, so 

dass sie von den quartären Ammoniumionen der Säulenmatrix nicht gebunden werden 

können. Dies könnte auch das Phänomen erklären, dass bei Agarosegelen gereinigter 

Extrakte die entsprechenden Westernblots oftmals eine TFF2-Immunreaktivität oberhalb der 

Tasche zeigen (Abb. 35): die positiven TFF2-Komplexe würden im elektrischen Feld in die 

entgegengesetzte Richtung wandern. Eventuell könnte dieses Verhalten der TFF2-

Muzinkomplexe auf die MUC6-Sequenz zurückzuführen sein, welche erst kürzlich 

aufgeklärt werden konnte (Svensson et al. 2018). Nach diesen neuesten Erkentnissen weist 

MUC6 unter anderem Histidin-reiche Cluster auf und der theoretische isoelektrische Punkt 

befindet sich bei pH 8,85; außerdem gibt es individuelle Unterschiede in den zentralen 

Exons von MUC6 (Svensson et al. 2018).  

Ob die Ausprägung dieser „nicht gebundenen TFF2-Fraktion“ vom Gewebetyp abhängig ist, 

konnte bisher nicht bestätigt werden. So wurden neben der Gewebeprobe 323MA noch zwei 

weitere Proben aus dem Antrum, 333MA und 337MA, zuerst mittels G-200 einer SEC 

unterworfen und anschließend über den Anionentauscher getrennt, wobei der Verlauf des 

NaCl-Gradienten dem der zuerst untersuchten Probe 323MA entsprach. 

Die Probe 337MA zeigte hierbei nur eine „gebundene TFF2-Fraktion“ (Abb. 19) und die 

Probe 333MA (Abb. 17) beide Fraktionen. Es konnte aufgrund der geringen Anzahl der 

untersuchten Proben nicht abschließend geklärt werden, ob sich die TFF2-Proteinkomplexe 

aus dem Antrum und dem Fundus in ihrer Ladung unterscheiden.  

Da die Beladungskapazität der Resource Q-Säule auch die Trennung von Rohextrakten 

erlaubt, wurde bei der Probe 358MA das Reinigungsprotokoll umgekehrt und in diesem Fall 

der Rohextrakt direkt mittels des Anionentauschers getrennt (Abb. 23). Die Fraktionen mit 

positiver TFF2-Immunreaktivität wurden anschließend einer SEC unterworfen, wobei die 

Superose 6 10/300 GL Säule verwendet wurde (Abb. 24, Abb. 25).  
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Interessanterweise zeigte sich bei diesem Protokoll bei der Trennung durch den 

Anionentauscher sowohl eine „nicht gebundene“, als auch eine „gebundene“ TFF2-Fraktion 

(Abb. 23). Während beide Fraktionen bei der anschließenden SEC eine TFF2-

Immunreaktivität im hochmolekularen Bereich aufwiesen (Fraktionen 6 - 8), war nur bei der 

nicht gebundenen TFF2-Fraktion erstmals auch eine TFF2-Immunreaktivität im 

niedermolekularen Bereich (Fraktionen 15 - 19) festzustellen (Abb. 24, Abb. 25). 

Zusammengenommen könnten diese Ergebnisse darauf hin deuten, dass es sich bei den 

„nicht gebundenen“ TFF2-Komplexen teilweise um nicht kovalent gebundenes TFF2 

handeln könnte. Die Reinigungsergebnisse der Probe 358MA sind zur besseren 

Übersichtlichkeit in Abb. 38 noch einmal schematisch dargestellt. 

 

 

Abb.38. Schematische Darstellung der Reinigungsergebnisse der Probe 358MA. TFF2ng: nicht an den 

Anionentauscher gebundenes TFF2; TFF2g: an den Anionentauscher gebundenes TFF2. TFF2h: TFF2 im 

hochmolekularen Bereich, TFF2n: TFF2 im niedermolekularen Bereich. 
 

Insgesamt weist die Existenz einer „nicht gebundenen“ und einer „gebundenen“ TFF2 

enthaltenden Fraktion im Anionentauscher darauf hin, dass TFF2 an verschiedene Partner 

aus der Muzinfraktion gebunden sein dürfte, die sich in ihrer Ladung unterscheiden. Es 

bleibt zu klären, ob es sich um verschiedene Proteine handelt, oder ob Unterschiede in der 

Glykosylierung des Partnerproteins die unterschiedlichen Ladungen der TFF2-Komplexe 

hervorrufen. 
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4.1.3. Verminderung der TFF2-Immunreaktivität unter nicht-reduzierenden   

Bedingungen 
 

Eine immer wiederkehrende Auffälligkeit beim Nachweis der TFF2-Immunreaktivität 

bestand darin, dass diese stark vermindert war, wenn die entsprechenden SDS-PAGE-Gele 

unter nicht reduzierenden Bedingungen durchgeführt wurden (Abb. 14). Da der Antikörper 

anti-hTFF2-1 gegen die Sequenz FFPNSVEDCHY am C-Terminus des humanen TFF2 

gerichtet ist (Jagla et al. 2000), das TFF2-Peptid jedoch durch eine Disulfidbrücke zwischen 

Cys-6 und Cys-104 zyklisiert ist (Abb.1), könnte dieser Bereich unter nicht reduzierenden 

Bedingungen maskiert und somit für den Antikörper nicht zugänglich sein. 

Um die Sensitivität des TFF2-Nachweises bei nicht-reduzierenden Gelen zu erhöhen, wurde 

später als neue Methode die sogenannte „post-in-gel“ (PIG)-Reduktion entwickelt (Stürmer 

et al. 2014). Bei diesem Verfahren wird das unter nicht-reduzierenden Bedingungen 

durchgeführte Gel vor dem Blotten für 5 Min bei 50°C in einer 1%igen β-Mercaptoethanol-

Lösung nachträglich reduziert, wodurch auch die Disulfidbrücke zwischen Cys-6 und Cys-

104 gelöst und somit auch die Zyklisierung des Peptids aufgehoben wird (Stürmer et al. 

2014). Dieses Verfahren bewirkte eine drastische Zunahme der auf Westernblots 

beobachteten TFF2-Immunreaktivität bei nicht-reduzierend durchgeführten Gelen. 

 

4.2. Glykosylierung des TFF2 mit LacdiNAc 

 

4.2.1. Vorkommen und Bildung der LacdiNAc-Struktur 

Die massenspektrometrische Analyse der N-gebundenen Glykanstruktur von TFF2 erfolgte 

durch Herrn Prof. Hanisch (Universität Köln) und wurde an je einer aufgereinigten Probe 

aus dem Antrum (323MA) und dem Corpus (382MC) durchgeführt (Kap. 3.2; Abb. 28). Die 

Ergebnisse der Massenspektrometrie belegten in beiden Fällen die ungewöhnliche 

LacdiNAc-Struktur, die zusätzlich fucosyliert ist (Hanisch et al. 2013).  

Die über einen Asparagin-Rest N-glykosidisch verknüpfte LacdiNAc-Gruppe wurde in einer 

Vielzahl von Glykoproteinen in Säugetieren identifiziert, zum Beispiel bei den im 

Hypophysenvorderlappen produzierten luteinisierenden Hormon (Green et al. 1985), 

Thyreotropin (Green und Baenziger 1988) und Pro-opiomelanocortin (Skelton et al. 1992). 

Andere Proteine mit der LacdiNAc-Gruppe sind das in der Placenta produzierte Glycodelin, 

welches immunsuppressiv und empfängnisverhütend wirkt (Dell et al. 1995), sowie die 

Carboanhydrase VI (Hooper et al. 1995). Abgesehen davon kann LacdiNAc auch O-

glykosidisch verknüpft vorliegen, zum Beispiel bei MUC5AC (Kenny et al. 2012), dem 



                                                                                                                                              Diskussion                                                                                                                                           

 

76 

 

menschlichen zona pellucida glycoprotein 3 (ZP3) und einigen Proteinen der extrazellulären 

Matrix wie nidogen-1, α-dystroglycan und neurofascin (Breloy et al. 2012).  

Die Bildung der über Asparagin N-glykosidisch verknüpften LacdiNAc-Struktur benötigt die 

Aktivität der β-GalNAc-Transferase. Die Synthese der LacdiNAc-Struktur sowie 

Modifikationen derselben (Fucosylierung, Sulfatierung und Sialylierung) ist schematisch in 

Abb. 39 dargestellt. 

 

Abb. 39. Synthese der LacdiNAc-Struktur. Die beiden endständigen N-Acetylglucosaminreste des an 

Asparagin gebundenen Oligosaccharids werden durch die β-(1,4)-GalNAc-transferase (β4GNT) mit jeweils 

einem N-Acetylgalaktosamin verknüpft. Die LacdiNAc-Struktur kann durch Anhängen von Fucose, Sulfat oder 

Sialinsäure weiter modifiziert werden (nach Varki, 2008; verändert). Eine Phosphorylierung (hier nicht gezeigt) 

wurde erstmals 2012 von Breloy et al. beschrieben. 

 

Bisher sind zwei Isoenzyme der β-GalNac-Transferase charakterisiert: die β4GalNAc-T3 

(βGT3) und β4GalNAc-T4 (βGT4). Beide Enzyme gehören zur β4-Galaktosyltransferase 

Familie und weisen eine große Ähnlichkeit mit der Chondroitinsulfat-Synthase auf (Sato et 

al. 2003). Diese Enzyme transferieren N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) von UDP-GalNAc 

auf terminales N-Acetylglucosamin (GlcNAc) am nicht-reduzierenden Ende von N- und O-

Glykanen in einer β-1,4-Verknüpfung. Obwohl beide β4GNTs in vitro dieselbe 
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Substratspezifität zeigen, ist ihre Verteilung gewebespezifisch: das βGT3-Gen wird im 

menschlichen Magen, Dickdarm und den Hoden exprimiert, während das βGT4-Gen in den 

Ovarien und dem Gehirn exprimiert wird (Gotoh et al. 2004).  

Immunhistochemische Analysen zeigen, dass die Expression von βGT3 und der LacdiNAc-

Gruppe in der menschlichen Magenmukosa vor allem in den Oberflächenepithelzellen der 

Pylorus- und Fundusdrüsen nachzuweisen ist (Ikehara et al. 2006). Es wurde ebenfalls 

gezeigt, dass sowohl βGT3 als auch βGT4 N-Acetylgalaktosamin übertragen und das Signal 

für die Aktivität des Enzyms durch eine spezfische Sequenz des Zielpeptids ausgelöst wird 

(Fiete et al. 2012). Im Falle der β-N-Acetylgalaktosaminierung durch βGT3 oder βGT4 

konnte bei der bovinen Carboanhydrase-VI eine Determinante aus 19 Aminosäureresten 

mit der Sequenz LRRFIEQKITKRKKEKYWP (Miller et al. 2008) identifiziert werden. Diese 

Determinante, die für die LacdiNAc-Modifikation der N-gebundenen Glykanstruktur 

verantwortlich ist, befindet sich am C-Terminus der Carboanhydrase-VI, weist eine α-

helikale Struktur auf und besitzt einen hohen Anteil basischer Aminosäuren (Hanisch und 

Breloy 2009).  

Die N-Glykosylierungsstelle von TFF2 befindet sich im ersten Loop (Abb. 1) und wird von 

Prolinresten flankiert (basierend auf der dreidimensionalen Struktur von TFF2 aus dem 

Schwein; Carr et al. 1994, De et al. 1994). Somit dürfte diese N-Glykosylierungsstelle 

besonders exponiert sein und deshalb von βGT3 oder βGT4 erkannt werden (Hanisch et al. 

2013). In ihrer Primärstruktur weist die Determinante von TFF2 allerdings keine Ähnlichkeit 

zu der oben beschriebenen Erkennungssequenz aus der Carboanhydrase VI auf; es wird 

daher auch für TFF2 postuliert, dass für die Aktivität der Enzyme eine sterisch exponierte 

Sekundärstruktur ausreicht (Bonar und Hanisch 2014).  

Bezüglich der N-Glykosylierung von TFF2 ist auffällig, dass sie sich bei verschiedenen 

Spezies unterscheidet: bei der Maus und dem Schwein fehlt die N-Glykosylierungsstelle; 

X. laevis hingegen besitzt zwei Orthologe von TFF2: die beiden Peptide xP4.1 und xP4.2. 

Sie verfügen jeweils über vier TFF-Domänen (Jagla et al. 1998) und werden von zwei 

verschiedenen Genen codiert, wobei nur xP4.1 eine N-Glykosylierungsstelle aufweist 

(Hauser und Hoffmann 1991; Botzler et al. 1999). Nach bisherigem Kenntnisstand zeigt die 

Glykanstruktur von xP4.1 kein LacdiNAc-Motiv (Stürmer et al. 2019). 

 

4.2.2. Ergebnisse der Lektinanalyse 

Da die N-Glykanstruktur von TFF2 massenspektrometrisch an nur je einer Probe aus dem 

Antrum und dem Corpus ermittelt wurde (Kap. 3.2; Abb. 28), wurden für die Lektinanalyse 
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je drei Proben aus dem Fundus und dem Antrum untersucht. Auf diese Weise konnte 

einerseits überprüft werden, ob die Ergebnisse der Massenspektrometrie im Antrum sich 

auch mit Lektinen bestätigen lassen und ob eventuelle Unterschiede in der Glykosylierung 

des TFF2 aus dem Antrum und Fundus bestehen. 

Die stärkste Reaktivität ist mit RCA-II zu verzeichnen, welches an das terminale β-GalNAc 

der LacdiNAc-Gruppe bindet (Abb. 29, Abb. 33). Auch das Lektin WFA erkennt die 

LacdiNAc-Struktur, jedoch nicht, wenn sie durch Sulfatierung, Fucosylierung oder 

Sialylierung modifiziert ist (Sakiyama et al. 1998; Ikehara et al. 2006). Insofern konnte das 

Ergebnis der Massenspektrometrie bei allen drei untersuchten Antrumproben bestätigt 

werden: da die LacdiNAc-Gruppe fucosyliert ist, wird sie von WFA nicht erkannt und es sind 

keine Banden sichtbar (Abb. 33). Die drei Proben aus dem Fundus zeigen hingegen 

schwache Signale (Abb. 33), was als ein Hinweis gedeutet werden könnte, dass die 

LacdiNAc-Gruppe dort teilweise in nicht-fucosylierter Form vorliegt. 

Die beiden Lektine LCA und PSA bestätigen die Fucosylierung der Kernstruktur (Abb. 29; 

Tateno et al. 2009), wobei LCA etwas stärkere Signale bei den Proben aus dem Antrum 

zeigt (Abb. 33). Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass LCA auch an fucosyliertes 

GlcNAc der LacdiNAc-Struktur bindet. Auf diese Weise würden sich die Ergebnisse der 

Lektine WFA und LCA ergänzen und darauf hindeuten, dass die LacdiNAc-Gruppe von TFF2 

aus dem Bereich des Fundus teilweise nicht fucosyliert vorliegt. 

Das Lektin SNA, welches für Sialinsäure spezifisch ist, liefert bei keiner der Proben Signale 

und bestätigt somit bei den Proben aus dem Antrum die massenspektrometrische Analyse, 

bei der ebenfalls keine Sialinsäure in der Glykanstruktur von TFF2 gefunden wurde.  

Zusammengenommen bestätigen die Lektine WFA, LCS und SNA einerseits für die drei 

untersuchten Antrum-Proben die Ergebnisse der Massenspektrometrie, also eine 

fucosylierte LacdiNAc-Struktur, während sie andererseits Hinweise darauf liefern, dass die 

LacdiNAc-Gruppe im Fundus teilweise auch nicht fucosyliert vorliegen könnte. 

Dieser Unterschied könnte sich dadurch erklären lassen, dass TFF2 im Fundus von den 

Nebenzellen produziert wird, während die Synthese im Antrum in den Antrumdrüsenzellen 

erfolgt. Obwohl beide Zelltypen große Ähnlichkeiten aufweisen  und TFF2 und MUC6 

sezernieren, unterscheiden sie sich teilweise signifikant, zum Beispiel im Bezug auf die 

Synthese von Pepsinogen A, das bei Antrumdrüsenzellen fehlt (Kouznetsova et al. 2011). 

Es ist also möglich, dass die Nebenzellen nicht die entsprechenden Fucosyl-Transferasen 

aufweisen, die für die weitere Modifikation der LacdiNAc-Struktur benötigt werden, während 

diese in den Antrumdrüsenzellen vorhanden sind. 
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4.2.3. Physiologische Funktionen der LacdiNAc-Struktur 

Die N-Glykosylierung von TFF2 könnte die Halbwertszeit und/oder die Aktivität des Peptids 

beeinflussen. So zeigte subkutan verabreichtes glykosyliertes TFF2 bei der Ratte eine 

etwas stärkere Wirkung als das nicht-glykosylierte TFF2, wenn es darum ging, 

Indomethacin-induzierte Schädigungen des Magens zu reduzieren (Playford et al. 1995); 

allerdings handelte es sich in diesem Fall um rekombinant in Hefe hergestelltes TFF2, 

welches vermutlich keine LacdiNAc-Glykosylierung aufweist (Thim et al. 1993). 

Das Verhältnis von glykosyliertem zu nicht-glykosyliertem TFF2 unterliegt außerdem 

zirkadianen Schwankungen: tagsüber ist nicht-glykosyliertes TFF2 fast nicht nachweisbar 

und erst mit der Steigerung der gesamten TFF2-Produktion während der Nacht nimmt auch 

der Anteil an nicht-glykosyliertem TFF2 zu (Semple et al. 2001). Es wird allerdings 

angenommen, dass diese Zunahme von nicht-glykosyliertem TFF2 primär auf eine 

Überladung des Glykosylierungsapparates im endpolasmatischen Retikulum 

zurückzuführen ist: da in der Nacht insgesamt mehr TFF2 synthetisiert wird, könnten die 

Kapazitäten für dessen Glykosylierung erschöpft sein (Semple et al. 2001).  

Die fucosylierte LacdiNAc-Struktur hat auf die Wechselwirkungen von TFF2 mit MUC6 

offenbar keinen Einfluss: weder das TFF2-Ortholog aus dem Schwein, noch aus der Maus, 

weisen eine N-Glykosylierungsstelle auf. Während die Wechselwirkungen zwischen TFF2 

aus dem Schwein und MUC6 bedeutend stärker sind als im Menschen und sich sogar 

gegenüber dem Aufkochen in SDS resistent zeigen (Stürmer et al. 2014; 2018; Heuer et al. 

2019), verhält sich das murine TFF2 wie das menschliche (Hoffmann 2020).  

Das Adhesin LabA von H. pylori bindet ebenfalls an das LacdiNAc-Motiv (Rossez et al. 

2014); da auch MUC5AC teilweise diese Glykanstruktur besitzt (Kenny et al. 2012), dürfte 

dies einer von mehreren Gründen dafür sein, dass H. pylori hauptsächlich diese 

Muzinschicht besiedelt (Rossez et al. 2014). Eventuell könnte die Fucosylierung der 

LacdiNAc-Struktur dazu beitragen, die Bindung des LabA Adhesins von H. pylori an TFF2 

zu verhindern oder zu erschweren.  

Das LacdiNAc-Motiv spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der zirkulatorischen 

Halbwertszeit von Hormonen (Manzella et al. 1996), bei der Zellerkennung (Lowe und Marth 

2003) und in der Selbst-Erneuerung von embyronalen Stammzellen der Maus (Sasaki et al. 

2011). Die sulfatierte LacdiNAc Struktur wird spezifisch durch den hepatischen 

reticuloendothelialen Rezeptor (Fiete et al. 1991) und den eng verwandten Macrophagen- 

Mannoserezeptor der Lunge erkannt (Fiete et al. 1997). Im letzteren ist eine cysteinreiche 

Domäne für die spezifische Bindung verantwortlich (Fiete et al. 1998). Weiterhin wurde 
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gezeigt, dass fucosylierte LacdiNAc-Antennen durch Selectin verursachte Adhäsionen in 

einer Ca2+-abhängigen Art und Weise blockieren können (Grinnell et al. 1994). Dies wird 

auch als Grund für die empfängnisverhütende Wirkung von Glycodelin diskutiert (Dell et al. 

1995). 

 

4.2.4. Expression von LacdiNAc im Rahmen von Krebserkrankungen 

Im menschlichen Colonkarzinom ist βGT3 im Vergleich zu den normalen Kontrollen 

hochreguliert (Huang et al. 2007). In der humanen Colonkarzinomzelllinie HCT116 führte 

eine Überexpression des Enzyms zu einer Erhöhung der Adhäsion an die extrazelluläre 

Matrix, zu einer gesteigerten Migration und Koloniebildung (Huang et al. 2007). Die 

vorgenannten Effekte werden wahrscheinlich durch Integrine hervorgerufen; bei ihnen 

handelt es sich um Oberflächenrezeptoren, deren Signale durch focal adhesion kinase 

(FAK) und Paxillin für das maligne Verhalten von Krebszellen verantwortlich sein sollen (Guo 

und Giancotti 2004). Außerdem erhöhte die Überexpression von βGT3 das Tumorwachstum 

und die Metastasenbildung von HCT116 in Nacktmäusen (Huang et al. 2007).  

Im Falle des Prostatakarzinoms wurde die Expression von βGT4, jedoch nicht von βGT3 

beschrieben. Dies wurde auch in der Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP beobachtet 

(Fukushima et al. 2010). Diese Resultate sind konsistent mit der gesteigerten Expression 

der LacdiNAc-Gruppe auf den N-Glykanen des prostataspezifischen Antigens (PSA) 

(Fukushima et al. 2010). 

Interessanterweise verhält es sich bei Neuroblastomen genau umgekehrt. So ist die Aktivität 

der βGT3 in den differenzierten Neuroblastomen höher als in den undifferenzierten und kann 

die bösartigen Eigenschaften wie Zellproliferation, Migration und Invasion unterdrücken 

(Hsu et al. 2011). Patienten, deren Neuroblastome eine gesteigerte βGT3-Aktivität zeigten, 

hatten außerdem eine höhere Überlebensrate (Hsu et al. 2011). 

 

4.3. Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen TFF2 und der  

       hochmolekularen Muzinfraktion  
 

4.3.1. Eigene Ergebnisse 

Alle in dieser Arbeit durchgeführten SECs konnten das Resultat von Kouznetsova et al. 

(2007) bestätigen, wonach die TFF2-Immunreaktivität immer im ersten, hochmolekularen 

Muzinpeak von der Säule eluiert. Da TFF2 aufgrund seiner geringen Größe von 14,3 kDa 

bei der SEC nicht im hochmolekularen Bereich auftreten sollte, war dieses Ergebnis ein 

starker Hinweis, dass TFF2 im nativen Zustand mit einem Muzin, konkret mit MUC5AC oder 
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MUC6, assoziiert sein könnte. Es gelang in der Folge erstmalig bei der Probe 323MA, nach 

Reinigung über SEC mittels Sephadex G-200 (Abb. 12) und anschließender 

Ionenaustauschchromatographie (Abb. 13), sowohl TFF2, als auch die Muzine MUC5AC 

und MUC6 massenspektrometrisch nachzuweisen (Abb. 15; Tab. 23). Die Frage nach dem 

Bindungspartner von TFF2 konnte in meiner Arbeit aber nicht abschließend geklärt werden; 

erst Heuer et al. konnten 2019 durch den Einsatz einer Sephacryl S-500 Säule die beiden 

Muzine MUC5AC und MUC6 hinreichend auftrennen und durch Bindungsstudien mit 125I-

markiertem TFF2 nachweisen, dass sowohl TFF2 aus dem Menschen wie auch aus dem 

Schwein an menschliches MUC6 bindet (Heuer et al. 2019). Dadurch ist der 

Bindungspartner von TFF2 in der Muzinfraktion eindeutig identifiziert.  

Um die Art der Wechselwirkung bzw. Bindung von TFF2 zu seinem Partner zu bestimmen, 

wurde eine Agarose-Gelelektrophorese eines gereinigten Corpusextraktes durchgeführt, bei 

der die Probe auf drei unterschiedliche Arten behandelt wurde (Abb. 35): a) nativ, b) in nicht-

reduzierendem SDS-Probenpuffer aufgekocht und c) in reduzierendem SDS-Probenpuffer 

aufgekocht. Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass das Aufkochen der Probe 

in SDS in der Lage ist, die Wechselwirkungen zu lösen und die TFF2-Immunreaktivität aus 

der Geltasche zu verschieben, so daß es sich nicht um kovalente Bindungen handeln 

konnte. Durch Zusatz von Mercaptoethanol wurde dieser Effekt noch verstärkt. 

Um die Wechselwirkung zwischen TFF2 und der Muzinfraktion zu quantifizieren, wurde ein 

Proteinextrakt der Gewebeprobe 450MF einmal unter Standardbedingungen (siehe Kap. 

2.2.1) einer SEC mittels S-300 unterworfen wurde, während er im anderen Fall direkt vor 

dem Auftrag für 5 Min mit einer 1%igen SDS-Endkonzentration aufgekocht wurde (Abb. 37). 

Die letztgenannte Behandlung bewirkte eine vollständige Verschiebung der TFF2-

Immunreaktivität vom hochmelekularen (Maximum in Fraktion 20) in den niedermolekularen 

Bereich (Maximum in Fraktion 45). Dieses Ergebnis zeigte erstmalig, dass das gesamte 

TFF2 vollständig über nicht-kovalente Wechselwirkungen an das entsprechende 

Partnerprotein der Muzinfraktion gebunden ist. Diese Wechselwirkungen konnten durch den 

Zusatz von Galaktose in einer 0,2 molaren Konzentration nicht inhibiert werden (Abb. 37C); 

dies bedeutet, dass Galaktose nicht in der Lage ist, TFF2 kompetitiv zu verdrängen. 

 

4.3.2. Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen Stand der Forschung und Ausblick 

Nachdem meine Vorarbeiten zu der Hypothese führten, dass TFF2 vollständig nicht-

kovalent an MUC5AC oder MUC6 gebunden ist, konnte kurze darauf geklärt werden, dass 

es sich bei TFF2 um ein Lektin handelt, welches über die terminale, O-glykosidische  
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Zuckerstruktur GlcNAcα1→4Galβ1→R an seinen Partner in der Mukusfraktion gebunden ist 

(Hanisch et al. 2014, Hoffmann 2015). 

Im Anschluss gelang es, MUC6 als Partnerprotein von TFF2 zu identifizieren (Heuer et al. 

2019) und zu charakterisieren, dass die Bindung zwischen TFF2 und MUC6 pH- und 

Calcium-abhängig ist, da die Bindung ohne Ca2+ vermindert ist und in Gegenwart von EDTA 

fast gar nicht erfolgt (Stürmer et al. 2018; Heuer et al. 2019). Auch Methyl-β-D-

galaktopyranosid in einer Konzentration von 1mM, nicht jedoch das α-Anomer, wirkt als 

kompetitiver Inhibitor der Bindung zwischen TFF2 und MUC6 (Heuer et al. 2019). Im 

Nachhinein betrachtet ging die Idee, TFF2 mithilfe eines Zuckerüberschusses aus der 

Bindung mit seinem Partner zu verdrängen, also in die richtige Richtung; allerdings handelte 

es sich bei der verwendeten Galaktose nicht um den dafür geeigneten Zucker.  

Die Lektin-Verbindung zwischen TFF2 und MUC6 ergibt auch physiologisch Sinn, da TFF2 

und MUC6 von denselben Zellen synthetisiert werden: im Bereich des Fundus handelt es 

sich dabei um die Nebenzellen, im Antrum um die Antrumdrüsenzellen (Tomasetto et al. 

1990, Hanby et al. 1993, Ota et al. 2006). 

Die O-glykosydisch an MUC6 gebundene α1,4GlcNAc-Zuckerstruktur wird sowohl vom 

monoklonalen Antikörper HIK1083 (Ishihara et al. 1996) als auch vom Lektin GSA-II von 

Griffonia simplicifolia (Oinuma et al. 1994) erkannt. Es handelt sich bei ihr um ein in der 

Evolution konserviertes Prinzip, das vom Frosch bis zum Menschen erhalten blieb 

(Hoffmann, 2020); so bindet porcines TFF2 an das MUC6-Ortholog von X. laevis (Stürmer 

et al. 2018).  

Auch das Muzin MUC6 wurde bereits früh im Stammbaum der Vertebraten exprimiert und 

ging erst später bei den echten Knochenfischen verloren (Lang et al. 2016). Es gibt es 

Hinweise darauf, dass es sich bei der α1,4GlcNAc-Gruppe um einen Tumorsuppressor des 

Magens handeln könnte: KO-Mäuse, die das für die Synthese dieser Zuckerstruktur 

notwendige Enzym (α1,4-N-acetylglucosaminyltransferase (α4GnT)) nicht exprimieren, 

entwickeln Adenokarzinome des Antrums (Karasawa et al. 2012). 

Die konservierte O-Glykosylierung von MUC6 hemmt außerdem die Besiedelung des 

Magenmukus mit H. pylori, da sie die Cholesterol-α-glucosyltransferase des Bakteriums 

inhibiert (Kawakubo et al. 2004, Lee et al. 2008). Dieses ist wahrscheinlich ein 

entscheidender Grund, weshalb H. pylori im menschlichen Magen mit MUC5AC kolokalisiert 

ist (van den Brink et al. 2000).   

Insgesamt gesehen kommt TFF2 somit die Rolle eines vernetzenden und stabilisierenden 

Lektins insbesondere der inneren, fest aufliegenden Mukusschicht des Magens zu, wobei 
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es an die konservierte Zuckerstruktur von MUC6 bindet (Hoffmann 2020). Erstmalig wurde 

dieser stabilisierende Effekt in vitro demonstriert, als Thim et al. 2002 zeigen konnten, dass 

die Viskosität einer kommerziellen Muzinlösung aus dem Schweinemagen sich durch 

Zugabe von TFF2 um das zehnfache erhöhte. Einen weiteren Hinweis für die 

stabilisierenden Eigenschaften von TFF2 bzw. seines entsprechenden Orthologs xP4 findet 

man bei X. laevis: dort verhindert die Wechselwirkung zwischen xP4 und dem Muzin eine 

Schrumpfung der Sekretgranula in den Becherzellen des Ösophagus, wie sie während der 

Probenvorbereitung für die Elektronenmikroskopie auftritt (Schwarz und Hoffmann 2020). 

In der Zukunft könnte man mit den nun etablierten Reinigungs- und Nachweisprotokollen 

relativ schnell überprüfen, ob es sich bei der N-Glykosylierung von TFF2 im Duodenum 

ebenfalls um eine (fucosylierte) LacdiNAc-Struktur handelt. Des weiteren ist noch nicht 

geklärt, wie die „nicht gebundene“ und die „gebundene“ TFF2-Fraktion bei der Auftrennung 

von Rohextrakten durch den Anionentauscher genau zustande kommt. Aus medizinischer 

Sicht wäre es sicherlich auch interessant, die Glykosylierung von TFF2 bei Patienten mit 

SPEM zu bestimmen. Da die Ursache der SPEM eine dysregulierte Trans-Differenzierung 

der TFF2-produzierenden Nebenzellen ist (Hoffmann 2015; Goldenring et al. 2010), könnte 

sich die Glykosylierung des von ihnen produzierten TFF2 vom physiologischen Zustand 

unterscheiden, was als ein weiterer diagnostischer Marker für die Ausprägung einer SPEM 

dienen könnnte. 

Ebenfalls könnte es in der Zukunft sehr interessant sein, die Wechselwirkungen von 

endokrin sezerniertem TFF2 zum Beispiel im lymphatischen System (Baus-Loncar et al. 

2005) genauer zu untersuchen und dort die entsprechenden Partner beziehungsweise 

Wechselwirkungen zu charakterisieren.  
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5. Zusammenfassung 
 

TFF2 ist ein Polypeptid der Trefoil Factor Family mit einer Länge von 106 Aminosäuren und wird 

beim Menschen in größeren Mengen im Magen, sowie im proximalen Duodenum sezerniert. TFF2 

ist an Asn-15 glykosyliert, wobei die Glykanstruktur zu Beginn der Arbeit (2010) noch nicht erforscht 

war, und ist im nativen Zustand mit der Muzinschicht assoziiert.  

In dieser Arbeit wurden Gewebe-Extrakte aus dem Magen zunächst mittels Größenausschluss-

Chromatographie (SEC) aufgetrennt und dabei die Eignung verschiedener Säulenmaterialien für die 

Reinigung von TFF2 untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Superose 6-10/300 GL und die 

Sephacryl-S-300-Säulen die TFF2-Muzinkomplexe so effektiv anreichern konnten, dass sie in der 

Folge massenspektrometrischen Analysen zugänglich waren. Wurde die Reinigung zusätzlich mit 

einem Anionentauscher (ResourceQ) durchgeführt, zeigten sich teilweise zwei verschiedene TFF2-

Entitäten: eine „nicht-gebundene“ Form, die sofort von der Säule gewaschen wurde, und eine 

„gebundene“, die erst durch den angelegten NaCl-Gradienten eluiert wurde. Bis jetzt ist nicht 

bekannt, welche Faktoren die Ausbildung dieser beiden unterschiedlich geladenen TFF2-Fraktionen 

beeinflussen. 

Die massenspektrometrische Glykananalyse von gereinigtem TFF2 aus dem Corpus und Antrum, 

welche von Herrn Prof. Dr. Hanisch an der Universität Köln durchgeführt wurde, konnte eine seltene, 

fucosylierte LacdiNAc-Struktur identifizieren. Zusätzlich durchgeführte Lektinanalysen haben 

Hinweise erbracht, dass die LacdiNAc-Struktur bei TFF2 aus dem Fundus des Magens teilweise 

nicht fucosyliert vorliegen könnte. 

Bei der massenspektrometrischen Analyse der gereinigten TFF2-Muzin-Komplexe konnten sowohl 

MUC5AC als auch MUC6 nachgewiesen werden. Bezüglich der Wechselwirkungen zwischen TFF2 

und dem Mukus wurde gezeigt, daß das Aufkochen eines Gewebeextraktes mit SDS (1% 

Endkonzentration) unter nicht-reduzierenden Bedingungen die TFF2-Immunreaktivität bei einer 

anschließenden SEC vollständig in Richtung niedrigerer Molekülmassen verschieben konnte. Dies 

ist ein starker Anhaltspunkt dafür, dass die Wechselwirkungen, die TFF2 mit seinem Partner in der 

Muzinfraktion verknüpfen, vollständig nicht-kovalenter Natur sind. Der Zusatz von Galaktose (0,2 M 

Endkonzentration) konnte diese Wechselwirkungen nicht inhibieren. 

In der Folge ist erforscht worden, dass es sich bei TFF2 um ein Lektin handelt, welches an die  O-

glykosidische  Zuckerstruktur GlcNAcα1→4Galβ1→R seines Partnerproteins MUC6 bindet. 
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5.1 Abstract 
 

TFF2 is a polypeptide belonging to the Trefoil factor family (TFF) with a length of 106 amino acids 

and is secreted in the human stomach and proximal duodenum. It was known that TFF2 is associated 

with the mucus layer and is glycosylated at Asn-15, but no information about its glycosylation 

structure was available at the beginning of this work (2010). 

In this work we first established a protocol for the purification of  TFF2  from human stomach. When 

performing a size exclusion chromatography (SEC) of tissue-samples, the Sephacryl-S-300 and 

Superose 6-10/300 columns have proven to be most effective. Using either column, TFF2 was 

separated from the majority of all other proteins and SEC fractions could be used for mass-

spectrometry. 

If tissue-samples were additionally separated via an anion-exchanger (ResourceQ), we occasionally 

observed two different TFF2 entities: an “unbound” form, which showed no interaction with the 

positively charged matrix of the column and a “bound” form, which only appeared after the application 

of a NaCl-gradient. It is unknown, which factors might contribute to the formation of these differently 

charged TFF2 entities. 

Mass spectrometric analysis of purified TFF2 from the corpus and antrum of the stomach, which has 

been carried out by Prof. Dr. Hanisch (University of Cologne), could identify a rare fucosylated 

lacdiNAc-glycosylation at Asn-15. Through further analysis with specific lectins we have gathered 

first hints that lacdiNAc from the fundus of the stomach may be partially non-fucosylated. 

Data gathered by mass spectromtry of purified TFF2 identified MUC5AC and MUC6 as potential 

binding partners. Regarding the interaction between TFF2 and the mucus, it was shown that boiling 

of homogenized tissue samples with SDS (1% final concentration) under non-reducing conditions 

resulted in a complete shift of TFF2 immunereactivity towards lower molecular masses, appearing 

as a single peak during SEC. This was strongly suggesting that the interactions between TFF2 and 

its partner(s) in the mucus layer are non-covalent. Addition of galactose (0,2 M) did not interfere with 

the binding of TFF2 to the mucus.  

Later research revealed that TFF2 is indeed a lectin, which binds to the O-glycosidic linked 

GlcNAcα1→4Galβ1→R motif of its partner in the mucus layer, MUC6. 
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