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Einleitung

1. Einleitung

Im Folgenden wird der Kenntnisstand bezuglich 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 fur die in der Folgezeit gewonnen Erkenntnisse

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

1.1. TFF-Peptide

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

TFF2 wurde zuerst aus der Bauchspeicheldriise 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 Aminosauren bestehendes
Peptid (Tomasetto et al. 1990; Gott et al. 1996; May et al. 2000). Die Bezeichnung
~Spasmolytic* resultiert dabei aus den Ergebnissen anfanglich durchgeflhrter Experimente,
bei denen sowohl oral als auch parenteral verabreichtes TFF2 die Motilitat des Magen-
Darm-Traktes und auch die Sekretion der Magensaure inhibierte (Jorgensen et al. 1982).
Nach Aufklarung der Primarstruktur 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 gehort, die eine cysteinreiche Proteindoméane ausbildet,
welche in der Sekundarstruktur Ahnlichkeit mit einem dreiblattrigen Kleeblatt (,trefoil)
aufweist. Bemerkenswert ist, dass TFF2 als einziges Peptid dieser Familie Uber zwei dieser
Proteindomanen verfugt, wahrend die anderen beiden Peptide diese Domane nur einmal
besitzen. Auf der Conference Philippe Laudat wurde 1996 beschlossen, die Domane als
»1 FF-Domane“ 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)

urspriingliche Bezeichnung neue Bezeichnung Anzahl der TFF-Doménen
pS2 (Masiakowski et al. 1982) TFF1 1
SP, PSP (Jorgensen et al. 1982) TFF2 2
Intestinal trefoil factor, hP1.B TFF3 1
(Suemori et al. 1991, Hauser et al. 1993)



Einleitung

Die TFF-Domane, fruher als ,P-Domane” bezeichnet (Hoffmann und Hauser 1993), ist ein
etwa 40 Aminosauren umfassendes Motiv (Carr et al. 1994), innerhalb dessen sechs
konservierte Cysteinreste nach dem Prinzip Cys'-CysY, Cys'-Cys"V und Cys"-CysV! drei
Disulfidbriicken ausbilden (Abb. 1). In jeder TFF-Domane befindet sich zudem vor Cys"' ein
konservierter Tryptophanrest (Hoffmann und Hauser 1993; Thim 1989; Gajhede et al. 1993).
Neben den jeweils drei Disulfidbricken der beiden TFF-Doméanen bildet TFF2 noch eine
siebente Disulfidbriicke zwischen Cys-6 und Cys-104 aus, welche den C- mit dem N-
Terminus verbindet. Dies fuhrt zu einer zyklischen, kompakten Struktur des TFF2-Peptids,
die fUr die Resistenz von TFF2 gegenuber dem Magensaft verantwortlich sein durfte (Kjellev
2009). Menschliches TFF2 besitzt an Asn-15, welches sich innerhalb der ersten TFF-
Domane befindet, eine N-Glykosylierungsstelle, die bei den homologen Proteinen aus dem

Schwein, der Maus und der Ratte fehlt.

Abb. 1. Sekundarstruktur 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). Aulerdem ist die
Disulfidbricke zwischen Cys-6 und Cys-104 eingezeichnet, die den C- und N-Terminus verbindet.

Der Uberwiegende Teil des menschlichen TFF2 ist N-glykosyliert, wahrend 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 verlauft in Richtung des Centromers (Gott 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
MUCG6 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
Antrumdrisenzellen und im Duodenum die Brunner’schen Drusenzellen fur die Synthese
verantwortlich (Tomasetto et al. 1990; Hanby et al. 1993; Ota et al. 2006).

Fundus
Speiserdhre N e ‘;:2‘;
Cardia Y
Corpus
Pyloruskanal
Abb. 2. Anatomie des Magens (nach Schinke et al.
2009, verandert). Direkt hinter der Speiserdhre befindet
sich die Cardia des Magens; der darlber liegende
Bereich wird als Fundus bezeichnet. Den weitaus
- grolten Teil macht der Corpus aus. Das Antrum befindet
todendm sich vor dem Pyloruskanal, der schlieRlich in den
Akt Zwolffingerdarm (Duodenum) mindet.
\ Magenpfortner
Gallengang/ 4
Ppea e o Pankreas
A&
- Yu '
Duodenum B / [i \

Pankreasgang

Papilla Vateri

obere Mesenterialvene

Jejunum
obere Mesenterialarterie

Abb. 3. Anatomie des Duodenums (nach Schiinke et al. 2009, verandert). Hinter dem Magenpfortner beginnt
der obere Teil des Duodenums, der in den absteigenden Teil Ubergeht. In diesem befindet sich auch die
Vatersche Papille (Papilla Vateri), in die sowohl der Gallengang als auch der Pankreasgang minden. Das
Duodenum geht nach einer Krimmung in das Jejunum Uber.
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" Oberflichenepithelzellen
(MUC5AC, TFF1, GKN1, GKN2)

Foveola Oberflichenepithelzellen
(MUCS5AC, TFF1, TFF3, FCGBP

Grubenzellen GKN1, GKN2, LYZ)
________ (sulfatiertes MUC5AC) Foveola

Nebenzellen Grubenzellen

(MUCS6, TFF2, LYZ, PGA+C) (sulfatiertes MUC5AC)

Antrumdriisenzellen
Driise Driise 2 (MUCS, TFF2, LYZ, PGC)
o
<V
Fundusdriise Antrumdriise

Abb. 4. Schematischer Aufbau der Fundus- und Antrumdrise (nach Hoffmann 2015, verandert); die Drise ist
im Verhaltnis zur Foveola tatsachlich viel langer. Die laminar aufgebaute Schleimschicht des Magens wird
hauptsachlich aus den Muzinen MUC5AC (blau) und MUCS (rot) gebildet. In beiden Driisen synthetisieren die
Oberflachenepithelzellen MUC5AC, wahrend die Zellen in der Foveola dieses zusatzlich sulfatieren. Weitere
Exkretionsprodukte der Oberflachenepithelzellen sind TFF1, TFF3, Gastrokin 1+2, FCGBP und Lysozym,
wobei sich die Oberflachenepithelzellen von Antrum und Fundus teilweise unterscheiden. MUC6 und TFF2
werden im Fundus von den Nebenzellen und im Antrum von den Antrumdriisenzellen sezerniert. Die HCI-
produzierenden Parietalzellen sind nur in der Fundusdriise zu finden. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind
weitere Zelltypen in den Drisen nicht explizit dargestelit.

Bemerkenswert ist, dass die mRNA fir TFF2 nur in den Vorlauferstufen der Nebenzellen
nachweisbar ist, wahrend 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 Oberflache 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 lasst sich auch im Magensaft nachweisen, wo
es in einer Konzentration von ~ 1,9 uyg/mL vorkommt (Kubota et al. 2011). Wahrend 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 frihen Abend mit etwa 0,29 pg/mL

und ihr Maximum erreicht sie zwischen 5:00 und 7:00 Uhr mit 7,9 yg/mL (Semple et al.

12



Einleitung

2001). Auch das Verhaltnis 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
wahrend 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 Verhaltnis zwischen glykosyliertem zu nicht-glykosyliertem TFF2 zwischen
2,7:1 und 7:1 (Semple et al. 2001). Der nachtliche Anstieg der TFF2-Konzentration im
Magensaft wird durch eine Infektion mit H. pylori abgeschwacht; 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 Speicheldrisen 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 aufl’erdem 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 mogliche Rolle fur TFF2, aber auch flir TFF3, bei der Immunantwort bei
Entzindungen 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 fir 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 Uber vier TFF-Domanen verflgen (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 Disulfidbriicke 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 mdglich 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, wahrend 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 Speiserdhre detektiert werden, wahrend die Transpkripte von xP4.2 sowohl
in der Speiserdhre 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-Osophagus exprimiert (Hanby et al. 1994); es handelt sich dabei um
eine intestinale Metaplasie, die als Folge der Refluxkrankheit auftritt: aufgrund des
standigen Ruckflusses des sauren Mageninhalts wandelt sich das im unteren Teil der
Speiserdhre vorhandene Plattenepithel in ein spezialisiertes Zylinderepithel, ahnlich wie das
im Dinndarm, um (Spechler 1994). Bei etwa 0,3% der Patienten mit Barret-Osophagus
entwickelt sich daraus ein Adenokarzinom der Speiseréhre (Hvid-Jensen et al. 2011; Bhat
et al. 2011).
Weiterhin induzieren Geschwiure im Gastrointestinaltrakt, die zum Beispiel bei chronisch
entzundlichen 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 zunachst als
Knospe an der Basis der intestinalen Krypten in der Nahe des Geschwdurs, verzweigt sich in
der Lamina propria und bildet schlieBlich eine neue Druse, durch deren Gang
Sekretionsprodukte zur Oberflache der Mukosa gelangen (Ahnen et al. 1994). Die UACL
sezerniert neben TFF2 auch die Muzine MUC5AC, MUCG6, Lysozym und den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF), so dass eine Rolle dieser Zelllinie in vivo fur die Heilung des
angrenzenden Geschwurs 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 fiur das TFF2-Analogon rat
spasmolytic peptide (rSP) nach einer durch Kalte induzierten Schadigung der
Magenschleimhaut schnell anstieg und ihr Maximum am 3. Tag erreichte, wahrend die
mRNAs flur EGF und transforming growth factor a (TGFa) 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 Phanotyp den tiefen
Antrumdrusenzellen ahnelt, was die namensgebende Expression von TFF2, das fruher als
spasmolytic polypeptide bezeichnet wurde, beinhaltet (Goldenring et al. 2010). Wahrend die
intestinale Metaplasie eher inselférmig oder multifokal auftritt, erscheint die SPEM bei
Patienten, die spater Magenkrebs entwickeln, typischerweise diffus Uber 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
ausgepragter: bei der Untersuchung von 22 Resektionsproben mit dieser Diagnose konnte
die SPEM in 91% der Falle nachgewiesen werden, wobei sie typischerweise in der Mukosa
neben dem Adenokarzinom oder in Bereichen mit Dysplasien lokalisiert war; somit ist die
SPEM eher noch starker mit der Entwicklung eines Adenokarzinoms im Magen assoziiert
als die intestinale Metaplasie (Goldenring et al. 2010, Schmidt et al. 1999).

1.1.4.2. AuBBerhalb 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 bdsartigen 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 erhdht; 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). Wahrend TFF1 in der humanen Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 ursprunglich
aufgrund seiner Regulation durch Ostrogen entdeckt wurde (Masiakowski et al. 1982) und
auch TFF3 dort hormonabhangig induziert wird (Poulsom et al. 1997), wird TFF2

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

1.1.5. Mogliche Funktionen des TFF2-Peptids

1.1.5.1. Wechselwirkungen von TFF2 mit der Mukusschicht des Magens

TFF2 wird zusammen mit MUCG6 sezerniert und bereits 2007 konnten Kouznetsova et al.

zeigen, dall TFF2 trotz seines geringen Molgewichts bei der GrélRenausschluss-
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Chromatographie ausschliel3lich 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 konnte.

In vitro konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von TFF2 sowohl die Viskositat als auch
die Elastizitat einer 8%igen kommerziellen Muzinlésung aus dem Schweinemagen um den
Faktor 10 erhoht und diese dabei in einen gelartigen Zustand ubergeht, wobei
serpentinartige Komplexe zwischen TFF2 und dem Muzin bestehen (Thim et al. 2002). Es
besteht weiterhin ein Zusammenhang zwischen der beobachteten Viskositatszunahme und
dem pH-Wert; wobei die hochste Viskositat bei niedrigen pH-Werten erreicht wird (Thim et
al. 2002). Im Tiermodell bei der Ratte und der Maus wurde beobachtet, dass intravends
verabreichtes humanes TFF2 in die Mukusschicht des Magens integriert wird und dort eine
signifikanten Zunahme der Viskositat bewirkt (Kjellev et al. 2006). Auch wurde radioaktiv
markiertes TFF2 nach intraperitonealer Applikation von Nebenzellen, Parietalzellen und
Antrumdrisenzellen aufgenommen; das heif3t von TFF2-sezernierenden Zellen (Poulsen et
al. 1998). Dies konnte fur eine rezeptor-abhangige 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 Halfte aller Menschen nachweisbar ist
und somit eine der haufigsten bakteriellen Infektionen weltweit darstellt (Pounder und Ng
1995). Er wird insbesondere mit chronischen Geschwilren des Gastrointestinaltrakts in
Verbindung gebracht und gilt nicht nur als Risikofaktor fir daraus entstehende Karzinome,
sondern auch fur 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 Grolteil der Bakterien
in der apikalen Mukusschicht, wo sie an MUC5AC gebunden sind (Van den Brink et al.
2000), wahrend ungefahr 20% direkt an die Zellen des Magenepithels binden (Colomb et
al. 2014). Die Expression sowohl von MUCG6 als auch von TFF2 wird durch die Infektion mit
H. pylori zunachst verstarkt (Xia et al. 2004). TFF2 kdnnte durch die in Kapitel 1.1.5.3
beschriebenen motogenen und cytoprotektiven Effekte einerseits die Reparatur des

Epithels unterstitzen und andererseits die akute Entzindung durch Inhibierung der
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Stickstoffmonoxid-Synthase in Monocyten abmildern (Giraud et al. 2004). TFF2 konnte
damit eine SchlUsselstellung bei der Kommunikation zwischen dem Epithel und dem
Immunsystem einnehmen (Kurt-Jones et al. 2007). Die Steigerung der MUCG6-Expression
wahrend der Infektion mit H. pylori ist fir den Menschen physiologisch sinnvoll, da seine O-
Glykane mit der Struktur GlcNAca1—4Gal1—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, mégliche TFF2-Rezeptoren

TFF2 ist in der Lage, in geringem Ausmal} motogene Effekte auszuldsen, die Uber ERK1/2
vermittelt werden (Playford et al. 1995; Graness et al. 2002; Chwieralski et al. 2004). Tff2-
defiziente (Tff27-) Mause zeigen schwere Stérungen bei der Restitution der Oberflachen-
schleimhaut des Magens nach Laser-induzierter Schadigung, die interessanterweise durch
Zugabe von Tff3 aus der Ratte abgemildert werden konnen (Xue et al. 2010). Da die
Expression von TFF2 nach Verletzungen der Magenschleimhaut erhoht wird, wurde es auch
als ,early response” Schutzpeptid angesehen, welches flr die Reparatur des Epithels
mitverantwortlich sein konnte (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, wahrend die parenterale Gabe
des Peptids den gegenteiligen Effekt ausloste (Poulsen et al. 2005). Auch die Gabe von
gentechnisch verandertem Lactococcus lactis, der das murine Tff2 exprimierte, konnte in
der Maus den positiven Effekt des Peptids auf eine DSS-induzierte Colitis bestatigen
(Vandenbroucke et al. 2004). Tff2"- Mause, die mit H. pylori infiziert wurden, gingen im
Bereich des Antrums schneller vom Stadium der Gastritis in eine Dysplasie tUber (Fox et al.
2007), was ebenfalls die Bedeutung von TFF2 unterstreicht.

Es gibt aullerdem Berichte, dass TFF2 die Apoptose sowohl fordern als auch inhibieren

kann und in der Brustkarzinom-Zelllinie MCF-7 die Ausbildung von verzweigten,
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drusenartigen Strukturen induziert (Lalani et al. 1999; Tu et al. 2009; Paunel-Gorgulu et al.
2011).

Trotz der vielfaltigen durch TFF2 vermittelten Effekte wurde bisher kein typischer
Transmembran-Rezeptor flir TFF2 identifiziert (Otto et al. 1996). TFF2 wird als ein Ligand
fur den Chemokin-Rezeptor CXCR4 betrachtet (Dubeykovskaya et al. 2009; Hoffmann
2009) und bindet an CRP-ductin/DMBT1 sowie an Integrin 1 aus dem Schweinemagen
(Thim und Mgrtz 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 Uberblick Uber diese und die darin enthaltenen
Muzine gegeben werden.

Die Mukusschicht des Gastrointestinaltrakts erfullt viele physiologische Funktionen: sie
erleichtert die Passage der Nahrung, schutzt das Epithel vor mechanischem Schaden und
der Einwirkung von Pepsin, sie ist essenziell flr die Aufrechterhaltung des pH-Gradienten
zum Magensaft und sie verhindert oder begrenzt die Besiedlung mit schadlichen
Mikroorganismen wie H. pylori (Allen 1989). Ein wesentlicher Bestandteil der Mukusschicht
sind die Muzine, wobei es sich um sehr groRe (M 106 - 107 Dalton), viskose Glykoproteine
handelt (Bansil et al. 1995; McGuckin et al. 2011). Die wichtigsten Muzine im Magen sind
MUCS5AC, das von den Oberflachenepithelzellen sezerniert wird und MUCG6, das
typischerweise von den Nebenzellen in den Fundusdrisen und den Antrumdrisenzellen,
sowie den duodenalen Brunnerschen Drusen exprimiert wird (Nordman et al. 2002). Neben
den Muzinen sind Wasser, Immunglobuline (McGuckin et al. 2011), lonen (u.a. H*, CI,
HCOs3, Ca?") 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 globulare Bereiche aufweist, die reich an Cysteinresten sind und eine inter- oder
intramolekulare Vernetzung Uber Disulfidbricken ermdglichen (Bansil et al. 1995). Den

grofldten Teil des ApoMuzins machen repetetive Domanen aus, die reich an Prolin, Threonin
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und Serin sind (PTS-Domanen). Die Threonin- und Serinreste kdnnen bis zu einem Dirittel
der Aminosauren in diesem Bereich ausmachen und sind Uber O-glykosidische Bindungen
mit linearen oder verzweigten Oligosacchariden verbunden, die aus bis zu 12
Monosacchariden bestehen konnen und radial vom Kern des ApoMuzins abstehen, so dass
das Muzin eine starre, stabahnliche Konfiguration annimmt.

Insgesamt macht der Kohlenhydratanteil ungefahr 75% der Masse des Muzins aus,
wahrend die restlichen 25% auf das ApoMuzin entfallen (Bansil et al. 1995).

MUCG6 besitzt die ungewdhnliche Kohlenhydratgruppe GIcNAca1—4GalB—R an seinen
nicht-reduzierenden Enden, wobei es sich um ein evolutionar sehr altes Prinzip handelt, das
vom Frosch bis zum Menschen erhalten blieb (Hoffmann 2020). Diese Zuckerstruktur wird
einerseits vom monoklonalen Antikérper HIK1083 (Ishihara et al. 1996), als auch vom Lektin
GSA-Il von Griffonia simplicifolia erkannt (Oinuma et al. 1994).

Knockout-Mause, die das fur die Synthese dieser terminalen aGIcNAc-Gruppe notwendige
Enzym (a1,4-N-acetylglucosaminyltransferase, a4GnT) nicht besitzen, entwickeln spontan
Adenokarzinome im Antrum (Karasawa et al. 2012). Des weiteren wirkt das terminale a1,4-
GIcNAc-Glykan von MUCG6 als Antibiotikum gegen H. pylori, da es die Cholesterol a-
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 primare Ziel der Arbeit bestand darin, durch Verwendung verschiedener
chromatographischer Trennverfahren und unterschiedlicher Saulenmaterialien ein
geeignetes Reinigungsprotokoll fur TFF2 aus dem menschlichen Magen und Duodenum zu
etablieren.

Wenn TFF2 in genlgend groller Menge und Reinheit fur massenspektrometrische
Untersuchungen isoliert werden kann, sollte in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Hanisch
(Universitat Koln) die Glykanstruktur von TFF2 identifiziert werden. Es war bekannt, dass
TFF2 eine Glykosylierungsstelle an N-15 besitzt und Gberwiegend glykosyliert vorliegt (May
et al. 2000); allerdings gab es noch keine Informationen Uber die Art der angehangten
Zuckerstruktur.

Da Vorversuche darauf hindeuten, dass TFF2 mit der hochmolekularen Mukusfraktion
assoziiert ist (Kouznetsova et al. 2007), sollten diese Ergebnisse an verschiedenen Proben
Uberpift werden. Sollten sich diese Resultate reproduzieren lassen, kénnten sowohl der
bzw. die Bindungspartner von TFF2 in der Mukusfraktion identifiziert werden, als auch die
Art der Bindung.

Zuletzt konnten Untersuchungen folgen, ob sich die Glykosylierung von TFF2 in
Abhangigkeit von bestimmten &ufleren Faktoren (Entzindungen oder anderen
pathologischen Prozessen) andert 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 fiir Mikrobiologie und Medizinische
Chemie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg verfasstund entsprechend

individueller Anderungen modifiziert.

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien

Die Chemikalien, die fir die Ansetzung von Puffern und sonstigen Lésungen flr Protein-
Standardmethoden verwendet wurden, hatten analysenreine Qualitat (p.a.) und wurden von
den Firmen Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland),
Riedel-de-Haén (Seelze, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Fisher
Scientific GmbH (Schwerte, Deutschland) geliefert. Fir wassrige Lésungen wurde generell
deionisiertes Wasser aus dem Ultra Clear TWF Reinstwassersystem (SG
Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Barsbuttel, 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]
Leitfahigkeit bei 25°C 0,055 [uS/cm]
Widerstand bei 25°C 18,2 [MQ * cm]
Totaler organischer Kohlenstoff <1 [ppb]
Bakterien <1 [KbE/mL]
Endotoxine < 0,001 [EU/mL]
Partikel > 0,1 pm <1 [Stk./mL]
2.1.2. Gewebe

Alle Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit den Grundsatzen der Erklarung von
Helsinki durchgefihrt und von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Magdeburg genehmigt. Die in dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben
entstammen vornehmlich Bereichen des Magens (Fundus, Corpus, Antrum) und des
proximalen Duodenums. Fur die Aufklarung der Patienten und deren Einverstandnis-
erklarung fur die Gewebeentnahme war Herr Prof. Dr. med. Frank Meyer (Universitatsklinik
fur Allgemein-, Viszeral- und Gefalichirurgie) zustandig und das entnommene Gewebe

wurde nur dann verwendet, wenn die histopathologische Untersuchung durch Herrn Prof.
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Dr. med. Thomas Kalinski (Institut fur Pathologie, Universitatsklinikum Magdeburg) keine
neoplastischen Veranderungen 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 Ubergangsschleimhaut mit maRiger, chronischer, leicht florider
Gastritis (vermutl. H.pylori), sonst normal

369Dp Normale Dinndarmmukosa und Brunnersche Drisen

382M¢ Normales Corpusgewebe

400Ma Leichte chronische Gastritis, H.pylori positiv

450M¢ Normales Fundusgewebe, Adipositas

2.1.3. Antikorper zum Nachweis von TFF2

Der immunlogische Nachweis des TFF2-Peptids wurde standardmallig mittels des
affinitatsgereinigten polyklonalen Antiserums anti-hTFF2-1 (Jagla et al. 2000) durchgefuhrt,
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 Antikorper jedoch gegen das synthetische Peptid FFPKSVEDCHY
(May et al. 2000) gerichtet sind, das ebenfalls an KLH gekoppelt ist. Beide Primarantikdrper
wurden in einer 1:1000 fachen Verdiinnung bei der Immundetektion eingesetzt.

Als Sekundarantikérper wurde ein Meerrettich-Peroxidase-gekoppelter anti-Kaninchen-IgG
(H+L) (P1-1000, Vector Laboratories, Burlingame, USA) in einer Verdinnung von 1:4000 zur

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

2.1.4. Lektine zum Nachweis spezifischer Zuckerstrukturen

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

Verwendung spezifischer Lektine einen Hinweis Uber 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-Il aus Ricinus communis (Sigma-Aldrich
Chemie, Taufkirchen, Deutschland). Die gebundenen Lektine werden im nachsten Schritt
mittels eines Konjugates aus Streptavidin und der Meerretich-Peroxidase sichtbar gemacht;
Streptavidin bindet dabei zunachst an Biotin und die Aktivititat der Meerrettich-Peroxidase
kann anschlielend mittels verstarkter Chemolumineszenz (Enhanced Chemiluminescence,
ECL) detektiert werden (siehe 2.2.9 und 2.2.10).

Tab. 4: Spezifitat der verwendeten Lektine

LCA verzweigte a-Mannose mit einem Fucose-Kern

PSA verzweigte a-Mannose mit einem Fucose-Kern

SNA Sialinsaure

WFA terminales GalNAc, bevorzugt p4-verkniipfte GalNAc, wie sie in der
LacdiNAc-Gruppe vorkommt (Ikehara et al. 2006)

RCA-II terminale B-Galaktose, B-GalNAc, Laktose

2.1.5. Datenbanken

Wissenschaftliche Literatur und Informationen zu Proteinsequenzen wurden Uber 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
Stlicke abgetrennt, deren Gewicht jeweils 0,3 Gramm nicht Uberschreiten sollte und in ein
spezielles verschraubbares Reaktionsgefald fur den Precellys®24 Homogenisator (Peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) gegeben, das zuvor etwa 3-4 mm hoch mit

Zirconiumoxid-Kugelchen (9 1,4mm, Bertin Technologies SAS, Montigny-le-Bretonneux,
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Frankreich) gefullt worden war. AnschlieRend wurden die Gewebsstlcke mit der vierfachen
Menge (w/v) Extraktionspufer versetzt und in flissigem Stickstoff durchgefroren. Die
ReaktionsgefaRe 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 Scherkrafte der Keramikkugelchen
aufgeschlossen, aber nicht Uberhitzt werden sollte. Im Idealfall wies die Probe nach dem
Aufschluld eine tribe, kraftig rétliche Farbung auf; wahrend eine graue Farbung 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 Aufschluf® fir 10 Minuten bei 4°C
und 16.000 x g zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt, mit
derselben Menge Chloroform versetzt und die Phasen durch Schuitteln kurz vermischt
(Abtrennung der Lipide); anschlieBend wurde erneut unter denselben Bedingungen

zentrifugiert und der Uberstand (,Rohextrakt*) dann fiir die weiteren Analysen verwendet.

Tab. 5: Zusammensetzung des Extraktionspuffers (500 mL)

Reagenz Volumen Endkonzentration
1 M Tris/HCI 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 pug/ml

Deion. Wasser Ad 500 mL

*Die Endkonzentration der Proteaseinhibitoren wird durch Verdiinnung der jeweiligen Stammlésungen
erreicht.

2.2.2. Proteinreinigung mittels GroBenausschluss-Chromatographie (Size Exclusion
Chromatography, SEC)

In der Anfangsphase der Arbeit wurden die Bestandteile des unter 2.2.1 hergestellten
Protein-Rohextraktes zunachst mittels einer Sephadex G-200 (Fluka, Taufkirchen,
Deutschland) Glas-Saule (270x15 mm, Bio-Rad Laboratories GmbH, Mdunchen,

Deutschland) nach ihrer GroRe aufgetrennt. Das Trennprinzip besteht dabei darin, dass die
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zu trennenden Molekule ja nach der Grofe ihres hydrodynamische Radius (,Stokesradius®)
in die Poren des Sephadexgels diffundieren kdnnen und sich wahrend dieses Aufenthalts in
der stationaren Phase nicht mit der mobilen Phase weiterbewegen und so retardiert werden.
Molekile, die grolker als die Poren der stationaren Phase sind, bewegen sich also
ungehindert mit der Auftragsfront fort, wahrend die kleinsten Molekule sich statistisch
gesehen am haufigsten innerhalb der Poren des Sephadexgels aufhalten und so zuletzt im
Elutionsprofil erscheinen. Da die Diffusionsgeschwindigkeit der Teilchen von der Temperatur
abhangt, nimmt die Trennscharfe der Saule mit steigender Temperatur zu, allerdings bewirkt
eine Erhdhung der Temperatur auch eine Vergrolierung der Bandenbreite. Die G-200-Saule
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 Saule wurde mittels der peristaltischen Schlauchpumpe
Ismatec REGLO Digital MS-2/6 (IDEX Health and Science GmbH, Wertheim, Deutschland)
mit einer FlieRgeschwindigkeit von 0,15 mL/min betrieben. Die Fraktionen wurden mit dem
Fraktionssammler Modell 2110 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)
aufgefangen, wobei dieser auf 9 Min/Fraktion eingestellt wurde. Das Elutionsprofil wurde
bei 280 nm mithilfe des EM-1 Econo UV-Monitors (Sensibilitat 0,2; Bio-Rad Laboratories
GmbH, Munchen, Deutschland) und des Schreibers Rec 111 (0,2 mm/min, GE Healthcare,
Minchen, Deutschland) aufgezeichnet. Sollten gréliere Mengen eines Rohextraktes mittels
Grollenausschluss-Chromatographie praparativ aufgetrennt werden, so wurde eine Saule
mit einem groReren Durchmesser verwendet (260x40 mm, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland), die FlieRgeschwindigkeit der Pumpe auf 0,75 mL/min und die
Sensibilitat des UV-Monitors auf 0,5 erhoht; alle anderen Werte konnten beibehalten
werden. Die Fraktionen hatten im ersten Fall ein Volumen von 1,35 mL, unter praparativen
Bedingungen resultierten 6,8 mL pro Fraktion. Sie wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung

entweder im Kuhlraum oder bei -80°C gelagert.

2.2.3. Proteinreinigung durch GroRenausschluss-Chromatographie mit dem FPLC-
System

Um eine bessere Auftrennung der sehr grofen Muzin-Proteine zu erreichen, wurde im
Verlauf der Arbet auf andere Saulen(-materialien) zurickgegriffen, die in diesem Bereich
Uber eine groRere Trennscharfe verfligten. Die Saulen wurden Uber das Akta™-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 Akta-FPLC System verwendete SEC-Siulen

Hi-Prep 16/60 Sephacryl S-500 High Resolution | FlielRgeschwindigkeit 0,5 mL/min; 1,8 mL/Fraktion

Hi-Prep 16/60 Sephacryl S-300 High Resolution | Flielgeschwindigkeit 0,5 mL/min; 1,8 mL/Fraktion

Superose 6 FlieBgeschwindigkeit 0,5 mL/min; 1,8 mL/Fraktion

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

2.2.4, Proteinreinigung durch lonenaustausch-Chromatographie

StandardmafRig wurde der Protein-Rohextrakt erst Uber eine Grdélenausschluss-
Chromatographie getrennt und die einzelnen Fraktionen dann auf ihren TFF2-Gehalt hin
untersucht. Bei allen durchgeflhrten Grof3enausschluss-Chromatographien war TFF2 nur
in Form eines Peaks innerhalb der Muzin-Fraktion nachweisbar, so dass die TFF2-positiven
Fraktionen vereinigt werden konnten. Fur die weitere Auftrennung wurde dann die Resource
Q6 Saule (16x30 mm, Anionentauscher, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) in
Verbindung mit dem Akta™-FPLC System eingesetzt.

Das Trennprinzip beim Anionentauscher besteht darin, dass zunachst alle unter den
gegebenen Bedingungen negativ geladenen Molekule von der positiv geladenen Matrix des
Anionentauschers gebunden werden. Wird nun ein steigender Salz-Gradient (in diesem Fall
NaCl) angelegt, so werden die im Uberschuss vorliegenden Chlorid-lonen die negativ
geladenen Probenmolekile sukzessive von der Matrix verdrangen, wobei die Reihenfolge
der abgewaschenen Molekille von der Starke ihrer jeweiligen Wechselwirkung mit dem
Saulenmaterial abhangt. Beim Anionentauscher kann durch die Veranderung bestimmter
Parameter die Wechselwirkung des aufzureinigenden Proteins mit der Saulenmatrix
beeinflusst werden und somit dessen Binde- und Elutionsverhalten. Dazu zahlen der pH-
Wert des Laufmittels, die Steigung des Salz-Gradienten sowie dessen Konzentration, die
FlielRgeschwindigkeit des Eluenten und die Ladungsdichte im Saulenmaterial (Rossomando
1990, Choudhary und Horvath 1996).

Das Standardprotokoll sah als ,Puffer A“ eine sterilfiltrierte und entgaste 20 mM Tris/HCI pH
8,0 Lésung vor und als ,Puffer B dieselbe Losung, die zusatzlich NaCl in einer
Konzentration von 1 mol/L enthielt. Nach dem Einspritzen der Probe auf die Saule wurde

diese zunachst mit einem Saulenvolumen Puffer A gewaschen und anschlieend auf eine
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Konzentration von 5% Puffer B erhoht, wobei die Lange dieses Gradienten 1,5
Saulenvolumina (SV) betrug. Anschliel3end wurde die Zielkonzentration auf 100% Puffer B
gesteigert, die Lange des Gradienten wurde hier auf 3,5 Saulenvolumina gesetzt. Die
FlielRgeschwindigkeit der bei Raumtemperatur betriebenen Saule wurde auf 4,0 ml/min
festgelegt und das Elutionsprofil durch Messung der Absorption bei 280 nm von der
Software des Akta™-Systems automatisch erstellt. Die aufgefangenen Fraktionen, die
jeweils ein Volumen von 1 mL hatten, wurden in 1,5 mL Reaktionsgefal’e (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) umgefillt 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 zunachst
mit einem Probenpuffer aufzukochen, dem unter anderem das anionische Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS) im Uberschuf® zugesetzt ist (Tab. 7). Durch die thermische
Denaturierung werden die Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine aufgelést und SDS
kann sich mit seiner hydrophoben Gruppe an die Proteine anlagern, wodurch diese in eine
,gestrecktere” Form Uberfuhrt und gehalten werden. Des weiteren sorgt die negative
Sulfatgruppe des SDS daflrr, dass alle vom Detergens ummantelten Proteine in einem
elektrischen Feld in Richtung Anode wandern und ein konstantes Verhaltnis von negativer
Ladung pro Masseneinheit aufweisen (1,4 g SDS/g Protein). Zusatzlich zu SDS kénnen dem
Probenpuffer noch reduzierende Substanzen wie Dithiothreitol (DTT) oder -
Mercaptoethanol zugesetzt werden, um Disulfidbindungen aufzuspalten, wodurch allerdings

Informationen Uber die Quartarstruktur verloren gehen (Lottspeich und Zorbas, 1998).

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

Reagenz Volumen Endkonzentration
0,5 M Tris/HCI pH 6,8 2,5 [mL] 125 mM

Glycerin 2,0 [mL] 20% (v/v)

10 % SDS (w/v) 4,0 [mL] 4% (viv)

0,1% Bromphenolblau (w/v) 0,5 [mL] 0,005% (w/v)
HO-(CH2)2-SH (B-Mercaptoethanol) 0,5 [mL] 5% (viv)

deion. Wasser 0,5 [mL]

Fir den nicht reduzierenden SDS-Probenpuffer wird auf die Zugabe von B-Mercaptoethanol verzichtet und
stattdessen insgesamt 1,0 mL deion. Wasser zugesetzt.
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Im nachsten Schritt wird das so vorbehandelte Proteingemisch in einem Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt, welches aus einem vorgeschalteten, niederprozentigen Sammel- und einem
héherprozentigen Trenngel besteht; diese beiden Gele unterscheiden sich aulerdem in
ihrem pH-Wert (Tab. 8, Tab. 9). Die treibende Kraft, die fir die Wanderung der Proteine
durch das Gel verantwortlich ist, ist ein von auRen angelegtes elektrisches Feld. Da die mit
SDS-ummantelten Proteine wie eingangs beschrieben alle in eine relativ ahnliche,
gestreckte Sekundarstruktur Gberfihrt wurden und ein konstantes Verhaltnis von Ladung zu
Masse aufweisen, hangt ihre Wanderungsgeschwindigkeit durch die Gelmatrix im Idealfall

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

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

deion. Wasser 9,0 [mL]
4 x Sammelgelpuffer* 3,125 [mL]
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5/1) 3,125  [mL]
20 % SDS (w/v) 0,5 [mL]
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 12,5 [pL]
20% Ammoniumperoxodisulfat (APS) (w/v) 125 [pL]

*4x Sammelgelpuffer (500 mL): Tris (1M), mit HCI auf pH 6,8 eingestellt. TEMED/APS wurde erst unmittelbar
vor dem Giel3en hinzugefugt.

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 80  [uL]
20 % APS (w/v) 80 [uL]

*4x Trenngelpuffer (500 mL): Tris (1,5 M), mit HCI auf pH 8,8 eingestellt. AnschlieRend Zugabe von 10 mL
10% SDS, deion. Wasser ad 500 mL. TEMED/APS wurde erst unmittelbar vor dem Gief3en zugesetzt.
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Ein wichtiger funktioneller Bestandteile des ,Lammli“-Elektrophoresepuffers (Tab. 10;
Laemmli 1970) ist Glycin, dessen Funktion am bestem im Zusammenhang mit den
unterschiedlichen pH-Werten des Sammel- und Trenngels erlautert werden kann: Im
Sammelgel herrscht ein pH-Wert von 6,8, welcher bewirkt, dass Glycin Uberwiegend 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
Glycinmoleklle das Trenngel erreichen, in dem ein pH-Wert von 8,8 herrscht, nehmen sie
Uberwiegend den deprotonierten Zustand an, sind also negativer als im Sammelgel und ihre
Wanderungsgeschwindigkeit durch die Gelmatrix wird gro3er als die der Proteine, die nun
von ihnen (berholt werden. Dieser Uberholvorgang der Glycinmolekiile bewirkt einen

sogenannten ,Stapelungseffekt* bei den Proteinen, der zu scharferen Proteinbanden flhrt.

Tab. 10: ,,Lammli“-Elektrophoresepuffer

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration
Tris/HCI, 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]

Fur die Herstellung der Gele wurde zunachst das Trenngel zwischen zwei eingespannte und
unten abgedichtete Glasplatten etwa 4,5 cm hoch eingefillt und anschlieRend mit 200 pL
Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol vollstandig
entfernt, das Sammelgel zwischen die Glasplatten gefullt und der entsprechende Kamm
eingesetzt, der spater die Taschen fur den Probenauftrag erzeugt. Zur Vorbereitung der
Proben vor dem Gellauf wurden 37,5 uL der jeweiligen Probe (evtl. mit Extraktionspuffer
verdinnt) mit 12,5 pL reduzierendem bzw. nicht reduzierendem Probenpuffer versetzt, 5
Minuten im Wasserbad erhitzt, anschlieRend auf Eis abgekuhlt und vor dem Auftragen auf
das Gel abzentrifugiert, um den kondensierten Wasserdampf wieder mit der Probe zu
vermischen. Fur die eigentliche Elektrophorese wurde das vertikale Elektrophoresesystem
Mini-Protean® 3 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) und ein Netzgerat
der Heinzinger Econonmy Line LNG 35006 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland) verwendet. Zunachst wurde nach der Beflllung der Taschen eine Spannung
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von 85 Volt gewahlt und diese nach dem Einwandern der Proben in das Trenngel auf 150
Volt erhdht. Der Gellauf wurde beendet, sobald das Bromphenolblau das Ende des
Trenngels erreicht hatte. Standardmalig wurde als Molekulargewichtsmarker der peqGOLD

Protein-Marker | verwendet (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland).

Tab. 11: peqGOLD Protein-Marker |

B-Galaktosidase aus E.coli 116,0 [kDa]
Serumalbumin aus Rinderblut 66,2 [kDa]
Ovalbumin aus Huhnereiern 45,0 [kDa]
Laktat-Dehydrogenase aus Schweinemuskeln 35,0 [kDa]
Bsp 98I aus E. coli 25,0 [kDa]
B-Laktoglobulin aus Kuhmilch 18,4 [kDa]
Lysozym aus Hihnereiern 14,4 [kDa]

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

Sollten sehr grol’e Proteine (> 500 kDa) unter nicht denaturierenden Bedingungen
elektrophoretisch aufgetrennt werden, wurde eine SDS-Agarose-Gelelektrophorese
durchgefuhrt (Thornton et al. 1994). Im Vergleich zur SDS-PAGE ist die Agarose-Gelmatrix
deutlich gro3poriger, so dass Proteine, die aufgrund ihrer Gro3e bei der SDS-PAGE nicht in
das Sammelgel einwandern, bei dieser Methode aufgetrennt und anschliellend geblottet
werden kénnen. 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 kénnen (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, Nurnberg) fur wenige Sekunden aufgekocht wurde, wobei die Losung nicht
uberkochen durfte. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis die gesamte Agarose in
Lésung gegangen war und keine Schlieren mehr zu erkennen waren. Anschlieend wurde
die Lésung auf einem Taumelschiittler (Heidolph Polymax 1040, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) bei RT kurz abgekuhlt und in die horizontale Gelkammer gegossen,
wo sie ein Gel bildete. Das Probenvolumen bei der SDS-AgGE betrug 30 uL pro Bahn,
wobei 22,5 uL Probe mit 7,5 yl 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, Gottingen, Deutschland)
eingelegt und die beiden Elektrophoresekammern so hoch mit Laufpuffer befillt, dass er
auch das Gel etwa 0,5 cm hoch bedeckte. Nach dem Beladen des Gels wurde die
Elektrophorese bei 40 V fur 6,5 Stunden durchgefuhrt; als Spannungsquelle diente das
Netzgerat Heinzinger Economy Line LNG 35006 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland). Da die verfligbaren Molekulargewichtsmarker die relevanten Grof3enbereiche
nicht abdeckten, wurde Uberwiegend auf ihre Verwendung verzichtet und bei der SDS-AgGE

vornehmlich Proben in Relation zueinander bewertet.

Tab. 12: Laufpuffer fur 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-Ldsung 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 Ubertragen 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* durchgefuhrt. Fur die schnelle Analyse einer gro3en 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 BA79, Whatman®, Dassel, Deutschland)
bedeckt ist, zwischen je 3 Lagen mit Transferpuffer (Tab. 13) getranktem Filterpapier (Gel-
Blotting Papier BF2, Sartorius AG, Gaéttingen, 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-Molekilen
ummantelt sind, wandern sie im elektrischen Feld in Richtung Anode, weshalb die
Nitrocellulose-Membran naher 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 fir 1 h bei 0,8

mA/cmZ.

Anode +

3
2 I

Kathode =

Abb. 5. Schematischer Aufbau des ,semi-dry“-Elektroblots. (1) und (4): mit Transferpuffer getranktes
Filterpapier (2): SDS-Gel (3): Nitrocellulosemembran

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

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration
Tris/HCI, pH 8,8 11,62 [g] 48 mM

Glycin 5,86 [0] 39 mM

20% SDS (W/v) 3,7 [mL] 0,037% (wW/v)

abs. Methanol 400 [mL] 20% (v/v)

deion. Wasser Ad 2000 [mL]

32



Material und Methoden

2.2.7.2. Kapillarblot

Zunachst wurde ein ca. 80 cm langer Filterpapierstreifen (Gel-Blotting Papier BF2, s.0.) 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) befullt 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
abschlielend mit einem Gewicht (etwa 2 kg) beschwert (Abb. 6). Das Prinzip der
Proteinibertragung aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran ist in diesem Fall lediglich
die Kapillarkraft der Gber 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 fur 6 Stunden oder Uber Nacht bei RT durchgefuhrt.

= N WhwWu

Abb. 6. Schematischer Aufbau des Kapillarblots. (1): mit Transferpuffer gefillte Wanne (2): Glasplatte
(3): Filterpapierstreifen (4): Agarose-Gel (5): Nitrocellulosemembran (6): Filterpapierstapel (7): Gewicht

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

Reagenz Volumen / Menge | Endkonzentration
NaCl 70,13  [g] 600 mM
tri-Natriumcitrat Dihydrat (CeHsNaszO7*2H20) 3529 [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-Immunreaktivitat hin untersucht werden sollten. Zunachst wurde
die Nitrocellulosemembran auf eine geeignete Grolde zugeschnitten und anschlieldend mit
Bleistift die Stellen fur den Probenauftrag markiert. Standardmaflig 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 uL und um Vergleichbarkeit in der
Intensitat fortlaufender Membranen zu gewahrleisten, wurde nach Maoglichkeit auf jeder
Membran eine Kontrolle mitgefuhrt, die als Standard fur eine semiquantitative Auswertung

diente.

2.2.8. Ponceau-Farbung von Proteinen

Nach Beendigung des jeweiligen Blotvorganges wurde die Nitrocellulosemembran kurz mit
Ponceau S-Losung (Tab.15) inkubiert, wobei es sich um einen wasserloslichen 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 GrélRenstandards
sichtbar gemacht und mit Bleistift markiert werden. Bei Dot-Blots konnte die Ponceau-

Farbung aufgrund des fehlenden Groflenmarkers Ubersprungen werden.

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

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration
Ponceau S 1,0 [g] 2% (wiv)

ClsC-COzH 15 [mL] 30% (v/v)

deion. Wasser Ad 500 [mL]

2.2.9. Nachweis der geblotteten Proteine mittels Antikorper / Enhanced
Chemiluminescence (ECL)

Die bisher nur Uber hydrophobe Wechselwirkungen gebundenen Proteine wurden im
nachsten Schritt auf der Nitrocellulosemembran fixiert, indem diese fur 30 Minuten in einer
1x ,Phosphate-Buffered Saline” (PBS, siehe Tab. 16) Ldsung 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-minltige Wasch-Schritte mit PBS-T
(Tab. 16) und eine 5-minatige Inkubation mit 1x , Tris-Buffered Saline-Tween® (TBS-T, siehe
Tab. 17). Anschlielend erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der
Membran durch eine 60-minitige Inkubation mit 1x TBS-T, dem zusatzlich
Rinderserumalbumin (BSA) und Trockenmilch in einer Endkonzentration von jeweils 1%
(w/v) zugesetzt worden war. Nach Beendigung der Blockierung wurde die Ldsung
abgegossen und die Membran fir 60 Minuten bei Raumtemperatur oder bei 4°C Gber Nacht
in einer 1:1000-fachen Verdinnung des jeweiligen Primarantikorpers (siehe 2.1.3) in 1x
TBS-T inkubiert. Darauf folgten drei 5-minitige Wasch-Schritte der Membran mit 1x TBS-T
und die 60-minutige Inkubation der Membran mit dem ebenfalls unter 2.1.3 beschriebenen
Sekundarantikorper, der in einer 1:4000-fachen Verdunnung in 1x TBS-T eingesetzt wurde.
Nach Abwaschen des Sekundarantikdrpers durch zwei jeweils 10-minltige Wasch-Schritte
mit 1x TBS-T war die Membran bereit flr die ECL-Analyse, die in Kap. 2.2.11 beschrieben

wird.

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

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration
NazHPO4 2,3 [g] 8,1 mM

KH2POs4 0,5 [g] 1,8 mM

NaCl 18 [g] 154 mM

deion. Wasser ad 2000 [mL]

KH2PO4 zuletzt I6sen, pH-Wert vor dem Auffillen mit NaOH auf 7,4 einstellen.

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

Reagenz Volumen / Menge Endkonzentration
Tris/HCI, pH 7,2 4,84 0] 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 Auffullen mit HCI auf 7,2 einstellen, Tween 20 zuletzt zugeben.

2.2.10. Nachweis spezifischer Glykostrukturen mittels biotinylierter Lektine

Sollten die Zuckerstrukturen von Glykoproteinen naher untersucht werden, bot sich der
Einsatz spezfischer Lektine an (2.1.4). Dabei wurde die Nitrocellulosemembran nach der
Ponceau-Farbung nicht mit Glutaraldehyd fixiert, sondern es wurde nach dem in Tab. 18

dargestellten Protokoll vorgegangen.

Tab. 18: Protokoll fiir die Lektinfarbung

Arbeitsschritt Zusammensetzung der Lésung Dauer
Blockierung 1XTBS-T mit 2% (w/v) Gelatine 1 Stunde
Bindung biotinyliertes Lektin (1:500-1:1000 verdunnt) in | 30 min

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

Waschen 1XTBS-T 2 x 10 min
Waschen 1XTBS-T mit 1% (w/v) Gelatine 2 x 10 min
Bindung des Streptavidin- Streptavidin-Peroxidase (1:2500 verdinnt) in 30 min
Peroxidase-Konjugats 1XTBS-T mit 1% (w/v) Gelatine

Waschen 1XTBS-T 4 x 10 min

2.2.11. Enhanced Chemiluminescence (ECL) Farbung

Das Prinzip der ECL-Farbung besteht darin, dass die an den Sekundarantikdrper 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 Uber, welches

sich im angeregten Triplett-Zustand befindet. Dieser Zustand wird durch einen
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strahlungslosen Spin-Flip in einen angeregten Singulett-Zustand uberfuhrt, der zuletzt unter
Emission eines Lichtquanten mit einer Wellenlange von ~428 nm in den Singulett-
Grundzustand Ubergeht (Abb. 7).

NH, O NH, ©
NH 20H N SN
| —— 2H,0 + | — |
NH N- 2N
o o

NH, O

o
Luminol Dianion Dianion
+0,

NH, O NH, O NH, O

o o intersystem o
+ hu crossing + NZ

o o o

o o o
Grundzustand (S,) angeregter angeregter

Singulett-Zustand (S,) Triplett-Zustand (T,)

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 kdnnen mit einer Kamera detektiert werden und ergeben die
spater sichtbaren Banden, da die Lichtreaktion nur an den Stellen auf der
Nitrocellulosemembran erfolgt, an denen sich das vom Primarantikérper gebundene Protein
bzw. die vom Lektin erkannte Zuckerstruktur befindet. Praktisch wurden je 2,5 mL ECL-
Lésung 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 Geldokumentationsgerat
GeneGnome (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, England) tUberflhrt und die
Lichtemission in 2 Minuten-Abstanden Uber eine Gesamtdauer von 10 Min additiv bestimmt.

Tab. 19: ECL-L6ésung 1 (10 mL)

250 mM Luminol (44,29 g/L) 100 [uL]
90 mM p-Cumarsaure (14,77 g/L) 44 [uL]
1 M Tris/HCI pH 8,5 1000 [ML]
deion. Wasser 8856 [ML]
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Tab. 20: ECL-Lésung 2 (10 mL)

30 % (w/v) H202 6,1 [uL]
1 M Tris/HCI pH 8,5 1000 [uL]
deion. Wasser 8994 [ML]

2.2.12. Semiquantitative Westernblot-Analyse

Die Intensitaten 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 Intensitat 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-Immunreaktivitat einer Spur ermittelt, onne zwischen verschiedenen TFF2-Formen zu
unterscheiden. Das Programm gab dann die Intensitaten aller markierten Banden als
prozentuale Intensitat in Bezug auf die Referenz an. Die so gewonnenen Daten konnten in
das Programm Excel™ (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) Ubertragen

und in graphischer Form dargestellt werden.

K 1 8 9 10 11 12 13 14 15

Abb. 8. Beispielhafte semi-quantitative Analyse der Immunreaktivitat eines Westernblots. Die roten Rechtecke
stellen jeweils den ausgewerteten Bereich jeder Spur dar und umfassen die gesamte Immunreaktivitat.
Teilweise mussten die Abmessungen des Rechtecks angepasst werden, um die gesamte Immunreaktivitat
einzuschliel’en (Fraktion 15, dulierste rechte Spur). K = Positivontrolle (Magenextrakt, dessen gemessene
Immunreaktivitat 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. Silberfarbung von Proteinen

Um die Reinheit bestimmter Fraktionen abschatzen zu kénnen, wurden Aliquots derselben
zunachst wie unter 2.2.5 beschrieben Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Lauf
eine Silberfarbung des Gels nach dem Protokoll von Blum et al. (1987) durchgeflhrt. Hierbei
werden die Proteine zunachst mit einer Mischung aus Essigsaure und Ethanol (s.u.) im Gel
fixiert, mit einer Natriumthiosulfatiosung (Na2S203) sensibilisiert und dann mit einer
Silbernitratldsung 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 farben. Wahrend der Entwicklung muss darauf geachtet werden, dass
einerseits die entstehenden Banden gut sichtbar sind, aber andererseits der Hintergrund
nicht zu stark angefarbt wird, was den Gesamtkontrast auf dem Gel verschlechtern wirde.

Die Nachweisgrenze fur Proteine liegt bei der Silberfarbung bei 0,1 - 1 ng/Bande.

Tab. 21: Protokoll fiir die Silberfarbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Arbeitsschritt Zusammensetzung der Losung 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) Na2S20s in deion. Wasser 1 min
Waschen deion. Wasser 3 x 20 sec
Farben 0,2 % (w/v) AgNOs3, 0,02 % (v/v) Formaldehyd 37% 20 min
Waschen deion. Wasser 3 x 20 sec
Entwicklung 3% (w/v) Na2COs, 0,05 % (v/v) Formaldehyd 37%, 3 -5 min
0,0005 % (w/v) Naz2S203 (nach Bedarf)
Abstoppen siehe Fixierldsung 5 min
Waschen deion. Wasser 3 x 10 min

Lésungen zur Sensibilisierung, Farbung und Entwicklung missen immer frisch angesetzt werden; jeweils
50 mL Lésung pro Gel.
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2.2.14. Coomassie-Brillantblau-Farbung von Proteinen

Wenn in Vorversuchen die ausreichende Reinheit einer Proteinfraktion sichergestellt wurde
und diese dann mit massenspektrometrischen Methoden weiter untersucht werden sollte,
wurde zunachst eine SDS-PAGE durchgeflihrt und das Gel anschlielend zur Anfarbung 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 flr Proteine liegt bei der Verwendung von Coomassie-Brillantblau G-250
bei etwa 0,5 ug und ist damit weniger empfindlicher als die Silberfarbung; jedoch kénnen
mit Silber gefarbte Banden nicht massenspektrometrisch untersucht werden, so dass zur
Visualisierung nur die Coomassie-Brillantblau-Farbung in Frage kam. Die reduzierte
Empfindlichkeit des Farbstoffs bot sogar den Vorteil, dass nur solche Proteinbanden
angefarbt wurden, in denen das Protein in fir massenspektrometrische Analysen gentigend
hoher Konzentration vorlag.

Praktisch wurde das Polyacrylamid-Gel nach der Elektrophorese in der vorgemischten Bio-
Safe Coomassie G250 Farbeldsung (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)
inkubiert und anschlieflend sukzessive durch Wasch-Schritte mit deion. Wasser entfarbt.
Wenn das Gel und vor allem der Hintergrund sehr stark gefarbt war, konnte zusatzlich ein

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

2.2.15. Protokoll der massenspektrometrischen Untersuchungen

Die Aufreinigung des TFF2-Proteins und proteinbiochemische Analysen wurden am Institut
fur Molekularbiologie und Medizinische Chemie (IMMC) in Magdeburg unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. Hoffmann durchgefihrt. 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 fur Molekulare Medizin der
Universitat Koln in der Abteilung ,Zentrale Bioanalytik“ geleistet. Die im Rahmen der
Proteinanalytik durchgefihrten Arbeitsschritte wahrend der Massenspektrometrie sind
bereits ausfuhrlich in der Publikation von Albert et al. (2010) beschrieben, so dass an dieser

Stelle nur kurz auf die Vorgehensweise fur die N-Glykan-Analytik eingegangen wird.
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Zunachst erfolgte ein in-Gel-Verdau der aufgereinigten Proteine mittels Pronase E. Dazu
wurde die mit Coomassie angefarbte (siehe 2.2.14) TFF2-Bande mit dem Skalpell
ausgeschnitten, einmal fur eine Stunde mit 1 mL Wasser und zweimal fir eine Stunde mit 1
mL 50% Acetonitril/Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Gelstick in der
Vakuumzentrifuge getrocknet, eine Stunde in Pronase-Puffer (60 mM NH4HCO3 + 1mM
CaClz) inkubiert und wieder in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Der Verdau mit Pronase E
(10 mg in 1 mL Puffer) wurde Uber Nacht bei 37°C durchgefihrt. Die (Glyko-)peptide wurden
dann zweimal mit je 200 mL Wasser und einmal mit 200 mL 50% Acetonitril/\Wasser jeweils
fur eine Stunde eluiert, auf 90°C erhitzt (mindestens 10 min) und in der Vakuumzentrifuge
getrocknet. Die Glykanketten wurden durch Addition von 0,5 yL Peptide:N-glycosidase F
(PNGase F, 250 U, New England BioLabs GmbH, Frankfurt/M., Deutschland) in 50 yL 50
mM NHsHCOs, pH 8,0 von den Glykoproteinen abgespalten. Nach Inkubation Gber Nacht
bei 37°C wurde der Reaktionsansatz in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 50 pL
Wasser aufgenommen, um ihn anschlieBend auf die aktivierte C18 BondElut Saulen
aufzutragen. Der Durchflul, welcher die N-Glykane enthielt, wurde gesammelt, in der
Vakuumzentrifuge getrocknet, bis zu einer Stunde tUber P20s entwassert und anschliel3end
entsprechend Ciucanu und Kerek (1984) permethyliert. Die Glykan-Analyse erfolgte durch
MALDI-TOF/TOF Massenspektrometrie mittels des UltrafleXtreme™-Gerates (Bruker
Daltonics, Bremen, Deutschland). Dazu wurden die in Methanol gelésten, permethylierten
Glykane auf den Edelstahl-Probentrager (,target®) aufgetragen, indem dort 0,5 uL der Probe
mit 1,0 yL Matrix (gesattigte Losung von 2,5-Dihydroxy-Benzoesaure in Acetonitril/0,1%
Trifluoressigsaure, 1:2) vermischt wurden. Alternativ wurden 0,75 pL der in Methanol
geldsten Probe mit dem gleichen Volumen a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (gesattigte Losung
in 50% Acetonitrile/ wassiger Trifluoressigsaure) versetzt. Die Analysen wurden durch
Nachweis der positiven lonen im Reflektron-Modus durchgefuhrt. Die lonisierung der co-
kristallisierten Analysesubstanzen wurde durch einen gepulsten Smart-beam Laser induziert
(Akkumulation von ~5.000 Schussen), die lonen 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 durchgefihrt. Die Zuordnung der
Fragmente wurde durch die Anwendung der GlycoWorkbench-Software (Ceroni et al. 2008)

unterstutzt.
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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 zunachst durch eine 3-minltige Inkubation in kochendem 0,09% -
Mercaptoethanol denaturiert und auf Eis gekihlt. Anschliel3end erfolgte der Verdau durch
16-stundige Inkubation bei 37°C mit 20 Einheiten PNGase-F (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) in Anwesenheit von 50 mM Na2HPOa4/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) gefallt und
das Pellet zur weiteren Analyse mittels SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot und
Immunodetektion bzw. Lektinfarbung eingesetzt, wobei es mit der unverdauten

Referenzprobe verglichen wurde.
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3. Ergebnisse

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

Um ein Reinigungsprotokoll fir TFF2 aus Gewebeproben des Magens und des Duodenums
zu erstellen, wurde zunachst 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-Immunreaktivitat 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 schwachere 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, durfte es sich um Abbauprodukte von TFF2
handeln.

Bezogen auf die Gesamt-TFF2-Immunreaktivitat zeigten alle Proben aus den
verschiedenen Bereichen des Magens eine fur eine quantitative TFF2-Aufreinigung
hinreichend hohe TFF2-Konzentration (Abb. 9A und 9B), wahrend die Proben aus dem
proximalen Duodenum hinsichtlich der nachweisbaren TFF2-Immunreaktivitat deutlich
heterogener ausfielen und diese teilweise relativ schwach ausgepragt war (Abb. 9C, Spuren
1, 3 und 4).
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Abb. 9. Rohextrakte aus (A) dem Bereich des Corpus/Fundus, (B) des Antrums und (C) des proximalen
Duodenums wurden unter reduzierenden Bedingungen Uber eine 15% SDS-PAGE aufgetrennt und die
TFF2-Immunreaktivitat bestimmt. Jeweils links angegeben ist die Position der Markerbanden (Gewicht in
kDa).
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Fir die Reinigung von TFF2 wurde zunachst nach einem etablierten Protokoll vorgegangen,
welches fur die Reinigung von TFF3 verwendet wurde (Albert et al. 2010). Hierbei wurden
die Proteine der aufgeschlossenen Gewebeproben zuerst mittels einer klassischen
Grollenausschluss-Chromatographie (SEC) mit einer Sephadex G-200 Saule nach ihrer
Grole getrennt (Kap. 2.2.2). Die Fraktionen mit positiver TFF2-Immunreaktivitat wurden
dann vereinigt und Uber den Resource Q-Anionentauscher nach ihrer Ladung aufgetrennt,
wobei die gebundenen, negativ geladenen Proteine Uber einen ansteigenden NaCl-
Gradienten vom Saulenmaterial 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
zusatzlich der Verlauf des NaCl-Gradienten fir die TFF2-Reinigung optimiert.

Bei einem weiteren Experiment wurde das Reinigungsprotokoll umgekehrt: die Proteine des
Rohextrakts wurden dabei zunachst Uber den Resource Q-Anionentauscher nach ihrer
Ladung getrennt und die erhaltenen Fraktionen mit positiver TFF2-Immunreaktivitat
anschliellend Uber eine FPLC-kompatible Superose 6 10/300 GL-Saule nach der GroRRe
aufgetrennt (Kap. 3.1.2).

Zuletzt wurden die beiden Sephacryl-Saulen S-300 und S-500 mit dem FPLC-System fur
die SEC eingesetzt und ihre Eignung fur die Reinigung von TFF2 untersucht (Kap. 3.1.3).

Tab. 22: Bei der SEC verwendete Saulenmaterialien

Sédulenmaterial Spezifikation Trennbereich [kDa]

Sephadex G-200 klassische Saule mit peristaltischer 5-600
Schlauchpumpe, bei 4° Celsius betrieben

Superose 6 10/300 GL Akta FPLC-System, Raumtemperatur 5-5.000

Sephacryl S-300 HR Akta FPLC-System, Raumtemperatur 10— 1.500

Sephacryl S-500 HR Akta FPLC-System, Raumtemperatur 40 —20.000

3.1.1. Reinigung von TFF2 mittels Sephadex G-200 GroRenausschluss-
Chromatographie und Anionentauscher

3.1.1.1. Reinigung von TFF2 aus der Duodenumprobe 369Dp,

Der Rohextrakt einer Gewebeprobe aus dem proximalen Duodenum (369Dpr) wurde
zunachst tber eine Sephadex G-200 Saule nach der GrolRe der Proteine aufgetrennt, wobei
die Proteine in Form dreier Peaks, gemessen Uber die Absorption bei 280 nm, von der Saule
eluierten. Die gesamte TFF2 Immunreaktivitat entfiel dabei auf die Fraktionen, die den

ersten Absorptionspeak ausmachten (siehe Abb. 10).
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Abb. 10. GréRenausschluss-Chromatographie des Duodenum-Rohextraktes 369Der. (A) Absorptionsprofil der
Sephadex G-200 Saule, 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 durchgefihrt. (C) Semiquantitative Auswertung der in (B) gemessenen TFF2
Immunreaktivitat.

Fir die semiquantitative Auswertung wurde auf jedem Westernblot dieselbe Menge eines
Magenextraktes aufgetragen und dessen Intensitat als Referenz fir alle anderen Banden
des jeweiligen Blots verwendet. Bei der Auswertung der TFF2-Immunreaktivitadt der
einzelnen Fraktionen wurde immer die Summe aller dort auftretenden Banden gebildet; das
heil’t, es wurde nicht zwischen den verschiedenen TFF2-Glykoformen unterschieden (siehe
Kap. 2.2.12).

Nach der GrélRenausschluss-Chromatographie wurden die Fraktionen 13 - 15 vereinigt und
auf den Resource Q-Anionentauscher aufgetragen. Bei der anschlielenden Elution mittels
eines ansteigenden NaCl-Gradienten (siehe Kap. 2.2.4) konnte in keiner der untersuchten

Fraktionen eine TFF2-Immunreaktivitat nachgewiesen werden (Abb. 11).

45



Ergebnisse

—at %EP
A 369D, — e B
» - o
3 60 K 14 1 2 3 4 65 6 K 7 8 9 10 11 12 13 14 15
o
4 /
5 40
2 4
o /
o«
/'/ 20
/ - -
/ 0 K 16 17 18 19 20 21 22 23 24 K 26 26 27 28 29 30 31 32 33
10 2 30 40 50 60 70 80 Fraction
5 - °
2
£
g K 34 35 36 37 38 39 40 41 42 K 43 44 45 46 47 48 49 50 51
g
E
s
=
z' ’

10 20 30 4 S0 60 70 80 Fraction K 652 63 54 655 66 57 68 659 60 K 61 62 63 64 65 66 67 68 69

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 griine Linie stellt den
Verlauf des NaCl-Gradienten dar, der tber den zugemischten Elutionspuffer (EP) gesteuert wurde. (B)
Westernblots der Fraktionen 1 - 69 beziglich TFF2, die zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden
unter reduzierenden Bedingungen durchgeflhrt. K = Positivkontrolle, -1 = Aliquot der aufgetragenen Probe.
(C) Semiquantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivitat.

3.1.1.2. Reinigung von TFF2 aus der Antrumprobe 323Ma

Um mehr Ausgangsmaterial fir 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 praparative Sephadex G-200 Saule gegeben, die aufgrund
ihres groReren Volumens entsprechend angepasste Parameter aufwies (siehe Kap. 2.2.2).
Aufgrund eines Geratedefektes ist in diesem Fall kein Absorptionsprofil aufgezeichnet
worden, so dass hier nur die Westernblots und die semi-quantitative Auswertung der TFF2-

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

Nach Vereinigung der Fraktionen 19 - 22 wurde ein 2 mL Aliquot auf den Resource Q-
Anionentauscher aufgetragen und mittels eines steigenden NaCl-Gradienten vom
Saulenmaterial 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-Immunreaktivitat war in den

Fraktionen 3 — 5 lokalisiert.
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Abb. 13. Resource Q-Lauf des vorgereinigten Rohextraktes 323Ma. Ein 2 mL Aliquot der vereinigten Sephadex
G-200 Fraktionen 19 - 22 (Abb. 12) wurde Uber den Anionentauscher weiter aufgetrennt, wobei das in (A)
dargestellte Elutionsprofil resultierte. Die griine 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-Immunreaktivitat.
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Uberladungsphanomene, die flr das frilhe Erscheinen der TFF2-Peptide verantwortlich sein
konnten, sind in diesem Fall ausgeschlossen, da sich das Maximum der 280 nm Absorption
bei etwa 100 mAU befindet, bei dem noch keine Uberladung 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 Uber eine 15%ige SDS aufgetrennt (Abb. 14). Unter
reduzierenden Bedingungen zeigte sich eine starke Bande bei etwa 18,4 kDa, und eine
schwachere etwas oberhalb von 14,4 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen war die
TFF2-Immunreaktivitat insgesamt deutlich schwacher ausgepragt und es war nur eine

Bande etwas unterhalb des 25 kDa GroRRenstandards zu erkennen.

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

25,0 -

18,4 - -

14,4 . — 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

R NR linken Seite sind die Positionen der GroRenstandards in kDa
angegeben.

Eine weitere unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrte 15% SDS-PAGE des
Konzentrats wurde mit Coomassie gefarbt und anschlieRend wurden 9 Banden
ausgeschnitten, die massenspektrometrisch von Herrn Prof. Hanisch im Institut fur
Biochemie der Universitat Koln untersucht wurden. Die Positionen der einzelnen Banden
auf dem Coomassie-gefarbten Gel sind in Abb. 15 dargestellt, die Ergebnisse der

Massenspektrometrie in Tabelle 23 aufgelistet.

p— 1
116 -
662- Ll 2
45 - 3
35-
4
25- 5
6 . . .
18,4 - 7 Abb. 15. 15%ige SDS-PAGE eines Konzentrats der Fraktionen 3 und 4 des Resource
i 8 Q- Anionentauschers der Probe 323Ma (Abb. 13), unter reduzierenden Bedingungen.
o 9 Das Gel wurde mit Coomassie angefarbt. Links die Position der GréRenstandards 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 MW [kDa] Score Sequenz- Identifizierte

(Auswahl) abdeckung [%] Peptide
1 MUCS5AC 526,3 4161,6 19,9 84
MUC6 252,0 831,1 8,5 17
FCGBP 571,6 286,9 1,1 5
2 MUC5AC 526,3 720 4,9 17
Haptoglobin 45,2 456,9 25,1 11
FCGBP 571,6 315,5 1,4 6
3 Haptoglobin 45,2 1158,8 40,4 24
MUC5AC 526,3 370,0 1,9 8
FCGBP 571,6 135,6 0,7 3
4 Keratin, type Il cytoskel. 66,0 506,6 20,2 10
Ig lambda-2 chain 11,3 3131 63,2 5
Hemoglobin subunit beta 16,0 200,2 21,8 3
5 Ig kappa chain 11,6 371,2 88,7 7
Immunoglobulin J chain 18,1 31,7 28,3 5
Peroxiredoxin-4 30,5 107,8 13,3 3
6 Haptoglobin 45,2 326,1 13,1 7
TFF 2 14,3 229,7 28,7 6
Gastrokine-2 20,5 55,8 14,1 2
7 TFF 2 14,3 239,1 28,7 6
Galectin-3 26,1 216,5 14,8 4
Transgelin 22,6 186,6 18,4 4
8 TFF 2 14,3 196,9 28,7 6
Lysozyme C 16,5 134,4 27,0 4
Galectin-1 14,7 117 20,7 3
9 Thioredoxin 1,7 256,8 49,5 5
TFF 1 9,1 52,2 10,7 !
Galectin-1 14,7 51,3 13,3 2

Bei allen Banden konnten in der massenspektometrischen Analyse Keratine, verschiedene
Hamoglobin-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 kdnnen. In den Banden 1 - 3 war das IgGFc-binding protein
(FCGBP) nachweisbar. Wahrend MUCG6 nur in Bande 1 identifiziert werden konnte, waren
Fragmente von MUCS5AC auch in den Banden 1 - 3 zu finden. Eine vollstandige 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-Immunreaktivitat
der Antrumprobe 323Ma sofort im Durchfluss des Resource Q Anionentauschers
erschienen, wurde untersucht, ob dieses Verhalten fir TFF2 aus dem Antrum
charakteristisch sein kdnnte. Aus diesem Grund wurden 2 weitere Antrumproben, 333Ma
und 337Ma, nach demselben Reinigungsprotokoll behandelt; das heil’t, sie wurden zuerst
einer SEC mittels der Sephadex G-200 Saule unterworfen, die Fraktionen mit positiver
TFF2-Immunreaktivitat jeweils vereinigt, auf den Resource Q Anionentauscher aufgetragen
und mit demselben Gradientenverlauf wie bei der Probe 323Ma von der Saule eluiert. Im

Folgenden sind die Ergebnisse fur die beiden Reinigungen dargestelit.

333Ma
Bei der SEC zeigte sich die TFF2-Immunreaktivitdt wie bei den zuvor durchgefihrten
Experimenten im ersten, hochmolekularen Peak; bei der semiquantitativen Auswertung der

Westernblots wurde die maximale Aktivitat in der Fraktion 15 festgestellt (siehe Abb. 16).
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Abb. 16. SEC des Antrum-Rohextraktes 333Ma. (A) Absorptionsprofil der Sephadex G-200 Saule, 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 durchgefiihrt. (C) Semiquantitative Auswertung der in (B) gemessenen TFF2-Immunreaktivitat.
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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-Immunreaktivitat in

Fraktion 5 und im Bereich der Fraktionen 17 - 35 ergab (siehe Abb.17).
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Abb. 17. Resource Q des vorgereinigten Rohextraktes 333Ma. Ein 2 mL Aliquot der vereinigten Sephadex G-
200 Fraktionen 13 - 19 (Abb. 16) wurde Uber den Anionentauscher weiter nach der Ladung aufgetrennt. (A)
Elutionsprofil, gemessen bei 280 nm. Die gruine 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-Immunreaktivitat.
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337Ma
Auch dieser Rohextrakt zeigte die TFF2-Immunreaktivitat im Bereich des hochmolekularen

Peaks bei der SEC; die semiquantitative Auswertung lokalisierte das Maximum in Fraktion
16 (Abb. 18).
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Abb. 18. SEC des Antrum-Rohextraktes 337Ma. (A) Absorptionsprofil der Sephadex G-200 Saule, 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 durchgefiihrt. (C)
Semiquantitative Auswertung der in (B) gemessenen TFF2 Immunreaktivitat.

Fur den nachsten 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-Immunreaktivitat war dieses Mal auf
die Fraktionen 19 — 43 beschrankt; eine TFF2-Immunreaktivitat in den frihen 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 Immunreaktivitat auf die Fraktionen 3 - 5 verteilt (Abb. 13),
die Probe 333Ma zeigte eine schwach ausgepragte TFF2-Immunreaktivitat in Fraktion 5,
wahrend der Hauptteil der TFF2-Immunreaktivitat im Bereich der Fraktionen 19 - 35
lokalisiert war, mit dem Maximum in Fraktion 29 (Abb. 17). Die Probe 337Ma zeigte keinerlei
TFF2-Immunreaktivitat 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 Uber den Anionentauscher aufgetrennt. (A) Elutionsprofil, gemessen
bei 280 nm. Die griine 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-Immunreaktivitat.

3.1.1.4. Optimierung des Gradientenverlaufs des Resource Q-Anionentauschers

Ein Rohextrakt der Gewebeprobe 343Mc aus dem Corpus wurde zunachst mittels der
Sephadex G-200 Saule nach der Grdlie der Proteine aufgetrennt. Wie in allen Experimenten
zuvor, wurde auch hier die TFF2-Immunreaktivitat 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-Immunreaktivitat 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 durchgefiihrte 15%ige SDS-
PAGE) mit TFF2-Immunreaktivitdt sind ebenfalls gezeigt. (B) Absorptionsprofii des Resource Q-
Anionentauschers; aufgetragen wurde ein Aliquot der vereinigten Fraktionen 13 - 19 der SEC; die griine Linie
zeigt den Verlauf des NaCl-Gradienten. Darunter die semiquantitative Auswertung der gemessenen TFF2-
Immunreaktivitat.

Um zu Uberprifen ob der zum Eluieren des Anionentauschers verwendete ,Puffer B (20mM
Tris/HCI pH 8,0 + 1 M NaCl) Uberhaupt in der Lage ist, die an das Saulenmaterial
gebundenen TFF2-Peptidkomplexe vom Anionentauscher zu verdrangen, wurde der Verlauf
des Gradienten verandert. 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 kdnnen. Bei diesem Verlauf des Gradienten war
eine TFF2-Immunreaktivitat nachweisbar und zeigte sich in den Fraktionen, die unmittelbar
nach Anlegen der 100%-Stufe von der Saule ausgewaschen wurde (Abb. 21).
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Abb. 21. Weitere Auftrennung des Uber 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 grine Linie dargestellt. Darunter die Verteilung der relativen TFF2-
Immunreaktivitat, die durch semi-quantitative Bestimmung der Bandenintensitaten des Westernblots ermittelt
wurde. Die zugrunde liegenden SDS-PAGEs der Fraktionen wurden unter reduzierenden Bedingungen
durchgefiihrt. (B) Westernblot der Fraktionen 1 - 11 und 37 - 47 bezlglich 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 fur die
folgenden Experimente steiler gestaltet, so dass das TFF2-immunreaktive Material
konzentrierter von der Saule 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, Gegenulberstellung der Resource Q Elutionsprofile und der Verteilung der relativen TFF2-
Immunreaktivitdt des Uber G-200 vorgereinigten Corpusextraktes 343Mc (Abb. 20) bei Verwendung
verschiedener NaCl-Gradientenverlaufe, die jeweils durch die griine 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 Trennscharfe im hochmolekularen Bereich zu erzielen, wurde bei diesem
Experiment die Eignung einer Superose 6 10/300 GL-Saule fur die Reinigung von TFF2
untersucht. Die Superose-Saule kann Molekille bis zu einem maximalen Gewicht von
5.000 kDa auftrennen, wahrend die Porengrélie des Sephadex G-200 Materials nur eine
Trennung im Bereich zwischen 5 und 600 kDa erlaubt (Tab. 22, S. 43). Da die Superose-
Saule eine geringere Beladungskapazitat aufweist, musste das bisherige
Reinigungsprotokoll umgekehrt werden: der Rohextrakt der Antrum-Gewebeprobe 358Ma
wurde zunachst auf dem Resource Q-Anionentauscher vorgereinigt und die Fraktionen mit
positiver TFF2-Immunreaktivitat sollten anschlieend auf der Superose-Saule nach ihrer
Bei

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

Grolle getrennt werden. der Auftrennung des Rohextraktes mittels des

Immunreaktivitat 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 griine 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 durchgefuhrt. (C)
Grafische Darstellung der relativen TFF2-Immunreaktivitat, die durch semiquantitative Auswertung der
Bandenintensitaten der Westernblots ermittelt wurde. TFF2ng = nicht gebundenes TFF2, TFF24 =
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“ (TFF24) dar. Sowohl TFF2ng als auch TFF2g wurden im nachsten
Reinigungsschritt separat auf der Superose 6 10/300 GL-S&ule nach ihrer GroRe
aufgetrennt. Die TFF2-Immunreaktivitat 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 ausschliel3lich 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 bezlglich TFF2,
die 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. (C) Semiquantitative
Auswertung der Westernblots.
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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 bezuglich TFF2,
die 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. (C) Semiquantitative
Auswertung der Westernblots.
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3.1.3. Reinigungseffizienz von Sephacryl-Saulen bei der TFF2- Reinigung

Durch die Vewendung von Sephacryl-Saulen konnte ebenfalls eine verbesserte Auflosung
im hochmolekularen Bereich, verglichen mit klassischen SEC-Saulen wie der Sephadex G-
200, erzielt werden (Tab. 22, S. 43). Die Sephacryl-Saulen wurden genau wie die
Superose 6 10/300 GL-Saule mit der Akta-FPLC-Anlage betrieben, haben jedoch eine
hohere Beladungskapazitat, so dass sie direkt fur die Trennung von Rohextrakten
verwendet werden konnten und die bisherige logische Abfolge der Reinigungsschritte nicht

verandert werden musste.

3.1.3.1. Sephacryl S-500 HR

Auf der Sephacryl S-500 Saule wurde ein Rohextrakt der Corpus-Gewebeprobe 382Mc
aufgetrennt, wobei die TFF2-Immunreaktivitat sich tUber die Fraktionen 25 - 63 erstreckte
und die Fraktion 54 das starkste Signal zeigte (Abb. 26).
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Abb. 26. SEC des Corpus-Rohextraktes 382Mc (Sephacryl S-500 HR) (A) Elutionsprofil, bestimmt iber die
Absorption bei 280 nm. (B) Westernblots mit positiver Immunreaktivitat beziglich TFF2 (Fraktionen 19 — 72),
die zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt. K =
Positivkontrolle (Magenextrakt). (C) Semiquantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivitat.
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3.1.3.2. Sephacryl S-300 HR

Die Sephacryl S-300 Saule wurde fur die TFF2-Reinigung der Gewebeprobe 400Ma
verwendet. Der Hauptteil der TFF2-Immunreaktivitat verteilte sich hier auf die Fraktionen
21-23, wobei die Fraktion 21 bei der semiquantitativen Auswertung der TFF2-
Immunreaktivitdat das Maximum darstellte (Abb. 27). Die TFF2-Immunreaktivitat nahm
danach abrupt ab und in Fraktion 25 waren nur noch rund 11% der TFF2-Immunreaktivitat,
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 Saule war auch eine geringe TFF2-Immunreaktivitat bis zur Fraktion 47 nachweisbar

(1 - 5% bezogen auf die maximal gemessene Intensitat).
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Abb. 27. SEC des Corpus-Rohextraktes 400Ma (Sephacryl S-300 HR). (A) Elutionsprofil, bestimmt Uber die
Absorption bei 280 nm. (B) Westernblots mit positiver TFF2-Immunreaktivitdt (Fraktionen 13 —65). Die
zugrunde liegenden 15%igen SDS-PAGEs wurden unter reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt. K =
Positivkontrolle (Magenextrakt). (C) Semiquantitative Auswertung der TFF2-Immunreaktivitat.
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Insgesamt betrachtet wies die Sephacryl-S 300 Saule in Bezug auf die Reinigung von TFF2
das geignetere Profil auf, weil der Hauptteil der TFF2-Immunreaktivitat in lediglich drei
Fraktionen von der Saule eluierte und ein Grofdteil der anderen enthaltenen Proteine
abgetrennt werden konnte. Im Gegensatz dazu wurde bei Verwendung der S-500 Saule die
TFF2-Immunreaktivitat tber mehr als 30 Fraktionen gestreut und Uberlappte 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 (Universitat Kéln) durchgefuhrt.
Die Probe 323Ma wurde wie bereits beschrieben Uber eine SEC mit der G-200 Saule und
dem ResourceQ-Anionentauscher gereinigt (Abb. 12, Abb. 13), wahrend bei der Probe
382Mc der entsprechende Rohextrakt nur Uber eine Sephacryl S-500-Saule 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-
antennare, fucosylierte LacdiNAc-Zuckerstruktur als N-Glykosylierung des TFF2-Peptids
hin (Hanisch et al. 2013), die in Abb. 29 schematisch dargestellt ist.

323M,  382M.

Tr— Ypp—Cy
66,2 =
45 = - 66,2
- 45
35 =
=35
25 =
- 25
Abb. 28. Coomassie-gefarbte 15% SDS-PAGE-Gele der
gereingten Magenextrakte 323Ma bzw. 382Mc (reduzierende
18.4 = B18, - 184  Bedingugen). Es wurde jeweils die als ,B18“ eingezeichnete

Bande massenspektrometrisch bezlglich der enthaltenen

- 14,4 Glykane untersucht. Rechts und links angegeben sind die

14.4 = 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 endstandige LacdiNAc-Gruppen (GalNAcB1-4GIcNAc),
die zusatzlich am GIcNAc 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, lkehara et al.
2006), weshalb es in Klammern gesetzt ist. Die Lektine LCA und PSA erkennen die fucosylierte Kernstruktur
(Tateno et al. 2009), kdnnen aber auch an fucosyliertes GIcNAc von LacdiNAc binden. Ist LacdiNAc am
GalNAc zusatzlich sialyliert, wird die Sialinsdure vom Lektin SNA (nicht eingezeichnet) erkannt.

Um dieses Ergebnis auch mit biochemischen Methoden zu bestatigen 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-Il, WFA, LCA, PSA und SNA,; siehe Kap 2.1.4) untersucht (Abb. 29).

3.2.1. Reinigung geeigneter Gewebeproben fur Lektinanalysen

Die Rohextrakte wurden jeweils einer SEC unterworfen, wobei entweder die Superose 6
10/300 GL oder die Sephacryl S-300 Saule zum Einsatz kam. Auf einen zusatzlichen
Reinigungsschritt durch den Resource Q-Anionentauscher wurde verzichtet, um die Proben
nicht weiter zu verdinnen und das Reinigungsprotokoll mdglichst einfach zu halten. Die
TFF2-Immunreaktivitat war bei jeder SEC stets im hochmolekularen Peak lokalisiert; aus
Griinden der Ubersichtlichkeit ist daher in Abb. 30 exemplarisch nur jeweils ein typisches
Chromatogramm flir eine Superose- bzw. Sephacryl-Saule gezeigt, sowie die Verteilung der
TFF2-Immunreaktivitdt im Bezug auf das Elutionsprofil. Die fur die Lektinanalysen

verwendeten Gewebeproben sind systematisch in Tabelle 25 aufgelistet.
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Abb. 30. Darstellung des Elutionsprofils und der relativen TFF2-Immunreaktivitdt nach semiquantitativer
Auswertung der Westernblots unter reduzierenden Bedingungen flir die Proben 257Ma und 381Ma. (A)
Auftrennung des Rohextrakts mittels der Superose 6 10/300 GL. (B) Auftrennung des Rohextrakts Uber
Sephacryl S-300 HR.

Tab. 24: SEC der Magenproben fiir die Lektinanalyse

Probe Entnahmeort SEC durchgefiihrt mit Verwendete Fraktionen
461Me Fundus Superose 6 10/300 GL 6+7

462Me Fundus Superose 6 10/300 GL 7+8

463Mr 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 461Mr 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 anschliefende Westernblot
wurde dann entweder mit dem Antikorper anti-hTFF2-1 bzw. dem Lektin PSA oder RCA-II
behandelt und mittels ECL ausgewertet (Abb. 31).

a-hTFF2-1 PSA RCA-II
25,0 - - : - <«—— glykosyliertes TFF2
.}2’2 . g <+——deglykosyliertes TFF2
K V K V K V

Abb. 31. PNGase-F-Verdau der gereinigten Probe 461Mer. Nach 15% SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen wurden die Westernblots mit dem Antikérper anti-nTFF2-1 bzw. den Lektinen PSA und RCA-II
behandelt. Links die Position der GréRenstandards (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 Antikorpers eine Bande etwas oberhalb des 18,4 kDa
GroRenstandards, die verdaute Probe eine Bande zwischen 14,4 und 18,4 kDa. Dieses
Ergebnis beweist einerseits, dass der Antikorper 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, wahrend in der Spur mit der verdauten Probe erwartungsgemal kein Signal
mehr detektiert werden konnte, da die Glykanstruktur abgespalten wurde und keine

Wechselwirkung mit dem Lektin mehr moglich war.

3.2.3. Untersuchungen der gereinigten Extrakte mit Hilfe von Antikorpern bzw.
Lektinen

Im Folgenden wurden die gereinigten Proben auf ihre Interaktion mit den Antiseren anti-
hTFF2-1 und anti-hTFF2-3 Uber eine Westernblot-Analyse unter reduzierenden
Bedingungen untersucht (Abb. 32). Bei beiden Antiseren handelt es sich um
affinitatsgereinigte 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, wahrend 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
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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).

A e a-hTFF2-1 Bl L a-hTFF2-3
35,0- 35,0-
25,0- 25,0-
18,4 - — 18,4- —~ - B S—
14,4- 14,4-
Fundus Antrum Fundus Antrum

Abb. 32. Westernblot je dreier Giber SEC gereinigter Proben aus dem Fundus (461Mg, 462Mr, 463MF) und
dem Antrum (257Ma, 354Ma, 381Ma) und Bindung mittels der Antikorper anti-hTFF2-1 bzw. anti-hTFF2-3.
Jeweils links die Position der Gréf3enstandards (kDa).

Beide Antiseren erkennen das glykosylierte TFF2-Peptid etwas oberhalb des 18,4 kDa
Grollenstandards. 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 konnte. Da der Antikorper anti-hTFF2-1 im Laborbetrieb routinemafig beim
Screenen von FPLC-Fraktionen verwendet wird und dort auch zuverlassig das nicht
glykosylierte TFF2 detektiert, kann das Bandenmuster der Abb. 32 zum Beispiel dadurch
erklart werden, dass anti-hTFF2-3 etwas empfindlicher fir 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 Antikdrper durchgefuhrten 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-Il, WFA,
LCA, PSA und SNA eingesetzt (Abb. 33).

RCA-II M 4 PSA SNA | RSnE = : m
~d < b S it - — — d
K Fundus Antrum
WFA W =3 - LCA
- o .
K Fundus Antrum K Fundus Antrum

Abb. 33. Westernblot je dreier tiber SEC gereinigter Proben aus dem Fundus (461Mr, 462Mr, 463MF) und
Antrum (257Ma, 354Ma, 381Ma). Die Proben wurden lber eine 15%ige SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und der anschlieRende 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 starksten Signale zeigte dabei das Lektin RCA-Il, welches das terminale B-GalNAc der
LacdiNAc-Gruppe erkennt. Das Lektin WFA, welches ebenfalls spezifisch das terminale -
GalNAc erkennen sollte (Ikehara et al. 2006), zeigte bei den Proben aus dem Fundus nur
ein sehr schwaches Signal, wahrend 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 GIcNAc 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 Sialinsaue bindet, nicht bestatigt 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-Immunreaktivitdt bei nicht reduzierend
durchgefuhrter 15%iger SDS-PAGE deutlich vermindert gegenuber einer unter
reduzierenden Bedingungen durchgefuhrten PAGE war (Abb. 34).

- 66,2 -

-45,0 -

- 35,0 -

-25,0 -

-

-18,4 -
s 144 Abb. 34. Westernblot eines Konzentrats des gereinigten
= Lt o Extraktes 343Mc (Fraktionen 20 - 23 des Anionentauschers, Abb.
22B). 15%ige SDS-Page, R = reduzierende Bedingungen, NR =
R NR nicht reduzierende Bedingungen. In der Mitte die Position der

Markerbanden in kDa.

Eine mdgliche Erklarung fur den Verlust der TFF2-Immunreaktivitat konnte sein, dass bei
den vertikal durchgefuhrten 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
zusatzlich mittels einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Abb. 35). Diese Methode
eignet sich dazu, sehr gro3e Proteine (grofRer 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 gewahlt (Abb. 35): in Spur
1 wurde die Probe wie eben beschrieben moglichst nativ belassen (Kap. 2.2.6), in Spur 2
wurde die Probe 5 Minuten mit dem nicht-reduzierenden Probenpuffer fir SDS-Gele
aufgekocht (1% SDS Endkonzentration) und in Spur 3 wurde die Probe fur 5 Minuten mit
reduzierendem SDS-Probenpuffer aufgekocht (Kap. 2.2.5).

1 2 3

k_-.

Start—>

Abb. 35. Westernblot eines 1%igen Agarosegels; aufgetragen
wurde ein Konzentrat der Uber 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-
AG-PP SDS-PP SDS-PP .
(NR) (R) Probenpuffer, 5 min gekocht

Wie in Abb. 35 zu erkennen, ist die TFF2-Immunreaktivitdt in Spur 1 am starksten
ausgepragt und verteilt sich auf den Bereich der Tasche und knapp darunter; in Spur 1 ist
auch eine TFF2-Immunreaktivitdt oberhalb der Tasche zu erkennen. Spur 2 zeigt die
starkste TFF2-Immunreaktivitat im Bereich der Tasche und eine sehr schwach ausgepragte
diffuse Bande im niedermolekularen Bereich. Die Behandlung der Probe mit reduzierendem
SDS-Probenpuffer in Spur 3 Iasst die positive TFF2-Immunreaktivitat 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-Immunreaktivitat.

Um sicherzugehen, dass es sich bei der TFF2-Immunreaktivitat im Bereich der Tasche nicht

um ein Artefakt handelt, wurde erneut eine Agarosegel-Elektrophorese derselben Probe
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durchgefuhrt und nach Beendigung des Laufes Aliquots des Tascheninhalts entnommen,
mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und eine 15%ige SDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt (Abb. 36). Beim anschlieRenden Westernblot
konnte eine TFF2-Immunreaktivitat etwas oberhalb des 18,4 kDa-Markers detektiert werden
(Abb. 36A). Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde nochmals ein 15%iges SDS-Gel des
Agarosegel-Tascheninhalts unter reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt, dieses im
Anschlul® mit Coomassieblau gefarbt, die drei in Abbildung 30B markierten Banden
ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Analyse zu Herrn Professor Hanisch

(Institut fur Biochemie, Universitat Koln) geschickt.

A B - =
116,0-
66,2- e
45,0- | 65:2-
35,0- 45,0-
25,0- 35,0-
~ 50 Abb. 36. Reduzierende SDS-PAGE des Tascheninhalts eines
18,4- Agarosegels (Abb. 35, Spur 1). (A) Westernblot (B) mit
184- —2 Coomassie gefirbtes Gel. Jeweils links die Position der
14,4- 144- —13 GroBenstandards  (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 bestatigen. Bande 3 bei etwa 14,4 kDa lieferte keinen Treffer bezuglich TFF2.
In Bande 1 konnten die Muzine MUC5AC, MUC6 und MUC1 identifiziert werden. Die

vollstandigen Ergebnisse sind im Anhang (Kap. 7.2) zu finden.

Tab. 25: Durch LC-ESI-MS/MS-Analyse identifizierte Proteine

Bande Identifizierte Proteine MW [kDa] Score Sequenzabdeckung Identifizierte
Nr. (Auswahl) [%] Peptide

1 MUC5AC 526,3 481,9 2,8 12
MUC6 252,0 427,2 4,8 10

MUCA1 122,0 122,9 1,8 2

2 Trefoil factor 2 14,3 166,6 27,9 6
Trypsin-3 32,5 65,9 3,3 1

MUC19 597,8 52,9 0,3 2

3 Dermcidin 11,3 86,1 12,7 2
Protein S100-A7 11,5 68,5 10,9 1

Lysozyme C 16,5 58,7 12,8 2
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3.4. Untersuchungen zur Wechselwirkung von TFF2 und Muzinen
Um zu quantifizieren, in welchem Ausmal’ TFF2 durch Aufkochen in Anwesenheit von SDS
aus seinen Muzin-Komplexen herausgelost werden kann, wurden drei Rohextrakte der

Probe 450MF hergestellt und nach unterschiedlicher Vorbehandlung uber eine Sephacryl S-

300 Saule aufgetrennt (Abb. 37).
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Abb. 37. SEC der Magenprobe 450Mr mittels der Sephacryl S-300 Saule unter verschiedenen Bedingungen.
(A) SEC des Rohextraktes ohne jegliche weitere Vorbehandlung (B) Aufkochen des Extraktes direkt vor der
SEC fur 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-
Immunreaktivitat dargestellt, die durch semiquantitative Auswertung der entsprechenden reduzierenden
Westernblots ermittelt wurde.

Die Auftrennung des ersten Extraktes zeigte die TFF2-Immunreaktivitat wie Ublich im
hochmolekularen Peak des Absorptionsprofils; der Bereich der TFF2-Immunreaktivitat
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 herausgeldst wurde (Abb. 37B).

Die TFF2-Immunreaktivitat war nun im Bereich der Fraktionen 40 - 48 lokalisiert, mit dem
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Maximum in Fraktion 45, wahrend sich im hochmolekularen Bereich keine TFF2-
Immunreaktivitat mehr zeigte.

Der Zusatz von Galaktose in einer Endkonzentration von 0,2 M zum Laufmittel bewirkte
keine detektierbare Verschiebung der TFF2-Immunreaktivitat, die sich ahnlich wie im ersten
Experiment Uber 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 fiir TFF2

4.1.1. GroRenausschluss-Chromatographie

Bereits 2007 konnten Kouznetsova et al. zeigen, dass bei der SEC (Sephadex G-200) eines
Proteinextraktes aus dem Antrum die TFF2-Immunreaktivitat ausschlieflich in einem Peak
im hochmolekularen Bereich lokalisiert war. Neben der TFF2-Immunreaktivitat war dort auch
die Muzinfraktion nachzuweisen, die mit Hilfe der PAS-Farbung sichtbar gemacht werden
konnte (Kouznetsova et al. 2007). Die Lokalisation der TFF2-Immunreaktivitat im
hochmolekularen Muzinbereich konnte in dieser Arbeit auch flr andere Proben aus dem
Corpus (343Mc), dem Antrum (333Ma, 337Ma), und dem Duodenum (369Drr) bestatigt
werden. In keiner dieser Proben war bei Verwendung des Sephadex G-200 Saulenmaterials
(Trennbereich zwischen 5 und 600 kDa) eine TFF2-Immunreaktivitat im niedermolekularen
Bereich nachzuweisen (Abb. 10, 12, 16, 18).

Im spateren Verlauf der Arbeit wurde von der ,klassischen“ SEC (Sephadex G-200) auf das
FPLC-System gewechselt, weil die dort verwendeten Saulen eine bessere Auftrennung im
hochmolekularen Bereich gewahrleisteten. 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-Immunreaktivitat ebenfalls im ersten Peak, der von
der Saule eluierte, lokalisiert. Wahrend also durch die oben zitierten Experimente von
Kouznetsova et al. (2007) lediglich klar war, dass die TFF2 enthaltenden Proteinkomplexe
grofRer als 600 kDa sind, konnte insbesondere durch die Verwendung der Superose-Saule
gezeigt werden, dass sie sogar eine Grof3e von 5.000 kDa Uberschreiten (Abb. 24, 25).

Die Verwendung einer Saule mit einer noch gréferen Auflésung im hochmolekularen
Bereich, wie zum Beispiel der Sephacryl S-500 High Resolution (bis 20.000 kDa), erwies sich
fur die Reinigung von TFF2 als nicht zweckmaRig, da die TFF2-Immunreaktivitat hier uber
mehr als 30 Fraktionen verteilt eluierte (Abb. 26).

Zusammengenommen sprechen die Ergebnisse der SECs daflr, dass die TFF2-Komplexe
heterogene Molekulargewichte besitzen, die aber alle groRer als 5.000 kDa (obere Grenze
des Superose-Saule) sind, weshalb sie nur von der Sephacryl S-500-Saule weiter
aufgetrennt werden konnten.

Neuere Resultate, die durch Trennung von Gewebeextrakte aus dem humanen Magen
mittels der Superdex 75 HL-Saule (Trennbereich 3 - 70 kDa) gewonnen wurden, konnten
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auch eine TFF2-Immunreaktivitat im niedermolekularen Bereich identifzieren, deren Anteil
individuell verschieden ist und 5 bis 35% der gesamten TFF2-Immunreaktivitat ausmacht
(Heuer et al. 2019).

Vermutlich fihrte die Verwendung von Saulenmaterialien mit sehr groRen Poren dazu, dass
die kleineren Molekule zu sehr verdunnt wurden und so beim Screening der Fraktionen nicht
erkannt wurden. Uberraschend ist im Nachhinein, dass auch bei der Verwendung des
Sephadex G-200-Saulenmaterials keine TFF2-Immunreaktivitat im niedermolekularen
Bereich nachzuweisen war (Kouznetsova et al. 2007; sowie eigene Ergebnisse der
Reinigungen von 343Mc, 333Ma, 337Ma, 369Der).

4.1.2. Anionenaustauschchromatographie

Um die mittels der Sephadex G-200 nach der Grof3e aufgetrennten Proteine auch anhand
ihrer Ladung zu trennen, wurden die Fraktionen mit positiver TFF2-Immunreaktivitat auf den
Resource Q-Anionentauscher des FPLC-Systems aufgetragen und die gebundenen
Proteine mittels eines ansteigenden NaCl-Gradienten von der Saule eluiert. Fur den Verlauf
des NaCl-Gradienten wurde zunachst das von Albert et al. bei der Aufreinigung des TFF3-
FCGBP-Heterodimers verwendete Protokoll (siehe Kap. 2.2.4 bzw. Abb. 11A) Ubernommen
(Albert et al. 2010). Bei den Proben 369Der und 343Mc zeigte keine der von der Saule
eluierten Fraktionen eine TFF2-Immunreaktivitat (Abb. 11, Abb. 20).

Um zu Uberprifen, ob der als Gradient angelegte 1M NaCl-Puffer Uberhaupt in der Lage
war, die TFF2 enthaltenden Proteinkomplexe von der Matrix des Anionentauschers zu
verdrangen, wurde ein weiteres Aliquot der mittels SEC vorgereinigten Gewebeprobe
343Mc auf den Anionentauscher geladen. Die Elution wurde aber dahingehend verandert,
den NaCl-Gradienten nach einer zunachst nur schwach ansteigenden Anfangsphase abrupt
in Form einer Stufe auf 100% zu steigern (Abb. 21). Dieser veranderte Gradientenverlauf
fuhrte dazu, dass die vorher nicht nachweisbare TFF2-Immunreaktivitat direkt, und damit
konzentriert, in den dieser Stufe folgenden Fraktionen eluiert wurde.

Nachdem durch dieses Experiment ein zu flacher Gradientenverlauf als die
wahrscheinlichste Ursache flr das scheinbare Verschwinden der TFF2-Immunreaktivitat
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-

Immunreaktivitat zwar, verglichen mit dem stufenférmigen Gradienten, in mehreren
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Fraktionen von der Saule, war aber im Vergleich zum anfanglich gewahlten 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 323Mabeobachtet (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 quartaren Ammoniumionen der Saulenmatrix nicht gebunden werden
konnen. Dies konnte auch das Phanomen erklaren, dass bei Agarosegelen gereinigter
Extrakte die entsprechenden Westernblots oftmals eine TFF2-Immunreaktivitat oberhalb der
Tasche zeigen (Abb. 35): die positiven TFF2-Komplexe wurden im elektrischen Feld in die
entgegengesetzte Richtung wandern. Eventuell kdonnte dieses Verhalten der TFF2-
Muzinkomplexe auf die MUCG6-Sequenz zurlckzuflihren sein, welche erst kirzlich
aufgeklart werden konnte (Svensson et al. 2018). Nach diesen neuesten Erkentnissen weist
MUCG6 unter anderem Histidin-reiche Cluster auf und der theoretische isoelektrische Punkt
befindet sich bei pH 8,85; auRerdem gibt es individuelle Unterschiede in den zentralen
Exons von MUCG6 (Svensson et al. 2018).

Ob die Auspragung dieser ,nicht gebundenen TFF2-Fraktion“ vom Gewebetyp abhangig ist,
konnte bisher nicht bestatigt 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 anschlielend Uber 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 abschlieliend geklart werden, ob sich die TFF2-Proteinkomplexe
aus dem Antrum und dem Fundus in ihrer Ladung unterscheiden.

Da die Beladungskapazitat der Resource Q-Saule 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-Immunreaktivitat wurden anschlieRend einer SEC unterworfen, wobei die
Superose 6 10/300 GL Saule 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). Wahrend beide Fraktionen bei der anschlieRenden SEC eine TFF2-
Immunreaktivitat im hochmolekularen Bereich aufwiesen (Fraktionen 6 - 8), war nur bei der
nicht gebundenen TFF2-Fraktion erstmals auch eine TFF2-Immunreaktivitat im
niedermolekularen Bereich (Fraktionen 15-19) festzustellen (Abb. 24, Abb. 25).
Zusammengenommen konnten diese Ergebnisse darauf hin deuten, dass es sich bei den
,hicht gebundenen“ TFF2-Komplexen teilweise um nicht kovalent gebundenes TFF2
handeln konnte. Die Reinigungsergebnisse der Probe 358Ma sind zur besseren

Ubersichtlichkeit in Abb. 38 noch einmal schematisch dargestellt.
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Abb.38. Schematische Darstellung der Reinigungsergebnisse der Probe 358Ma. TFF2,4: nicht an den
Anionentauscher gebundenes TFF2; TFF24: an den Anionentauscher gebundenes TFF2. TFF2,: TFF2 im
hochmolekularen Bereich, TFF2,: 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 durfte, die sich in ihrer Ladung unterscheiden. Es
bleibt zu klaren, 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-Immunreaktivitat unter nicht-reduzierenden
Bedingungen

Eine immer wiederkehrende Auffalligkeit beim Nachweis der TFF2-Immunreaktivitat
bestand darin, dass diese stark vermindert war, wenn die entsprechenden SDS-PAGE-Gele
unter nicht reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt wurden (Abb. 14). Da der Antikorper
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 Disulfidbriicke zwischen
Cys-6 und Cys-104 zyklisiert ist (Abb.1), kdnnte dieser Bereich unter nicht reduzierenden
Bedingungen maskiert und somit flr den Antikdrper nicht zuganglich sein.

Um die Sensitivitat des TFF2-Nachweises bei nicht-reduzierenden Gelen zu erhéhen, wurde
spater als neue Methode die sogenannte ,post-in-gel“ (PIG)-Reduktion entwickelt (Starmer
et al. 2014). Bei diesem Verfahren wird das unter nicht-reduzierenden Bedingungen
durchgefihrte Gel vor dem Blotten fir 5 Min bei 50°C in einer 1%igen B-Mercaptoethanol-
Lésung nachtraglich reduziert, wodurch auch die Disulfidbricke zwischen Cys-6 und Cys-
104 geldst und somit auch die Zyklisierung des Peptids aufgehoben wird (Stirmer et al.
2014). Dieses Verfahren bewirkte eine drastische Zunahme der auf Westernblots

beobachteten TFF2-Immunreaktivitat bei nicht-reduzierend durchgefihrten 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 (Universitat Kéln) und wurde an je einer aufgereinigten Probe
aus dem Antrum (323Ma) und dem Corpus (382Mc) durchgefuhrt (Kap. 3.2; Abb. 28). Die
Ergebnisse der Massenspektrometrie belegten in beiden Fallen die ungewohnliche
LacdiNAc-Struktur, die zusatzlich fucosyliert ist (Hanisch et al. 2013).

Die uber einen Asparagin-Rest N-glykosidisch verknipfte LacdiNAc-Gruppe wurde in einer
Vielzahl von Glykoproteinen in Saugetieren 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 empfangnisverhitend wirkt (Dell et al. 1995), sowie die
Carboanhydrase VI (Hooper et al. 1995). Abgesehen davon kann LacdiNAc auch O-
glykosidisch verknUpft vorliegen, zum Beispiel bei MUC5AC (Kenny et al. 2012), dem
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menschlichen zona pellucida glycoprotein 3 (ZP3) und einigen Proteinen der extrazellularen
Matrix wie nidogen-1, a-dystroglycan und neurofascin (Breloy et al. 2012).

Die Bildung der Uber Asparagin N-glykosidisch verknupften LacdiNAc-Struktur bendétigt die
Aktivitat der B-GalNAc-Transferase. Die Synthese der LacdiNAc-Struktur sowie
Modifikationen derselben (Fucosylierung, Sulfatierung und Sialylierung) ist schematisch in
Abb. 39 dargestellt.
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Abb. 39. Synthese der LacdiNAc-Struktur. Die beiden endstéandigen N-Acetylglucosaminreste des an
Asparagin gebundenen Oligosaccharids werden durch die B-(1,4)-GalNAc-transferase (B4GNT) mit jeweils
einem N-Acetylgalaktosamin verknipft. Die LacdiNAc-Struktur kann durch Anhangen von Fucose, Sulfat oder
Sialinsaure weiter modifiziert werden (nach Varki, 2008; verandert). Eine Phosphorylierung (hier nicht gezeigt)
wurde erstmals 2012 von Breloy et al. beschrieben.

Bisher sind zwei Isoenzyme der B-GalNac-Transferase charakterisiert: die B4GalNAc-T3
(BGT3) und B4GalNAc-T4 (BGT4). Beide Enzyme gehdren zur p4-Galaktosyltransferase
Familie und weisen eine grofRe Ahnlichkeit mit der Chondroitinsulfat-Synthase auf (Sato et
al. 2003). Diese Enzyme transferieren N-Acetylgalaktosamin (GalNAc) von UDP-GalNAc
auf terminales N-Acetylglucosamin (GIcNAc) am nicht-reduzierenden Ende von N- und O-

Glykanen in einer B-1,4-Verknipfung. Obwohl beide B4GNTs in vitro dieselbe
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Substratspezifitat zeigen, ist ihre Verteilung gewebespezifisch: das BGT3-Gen wird im
menschlichen Magen, Dickdarm und den Hoden exprimiert, wahrend das BGT4-Gen in den
Ovarien und dem Gehirn exprimiert wird (Gotoh et al. 2004).

Immunhistochemische Analysen zeigen, dass die Expression von BGT3 und der LacdiNAc-
Gruppe in der menschlichen Magenmukosa vor allem in den Oberflachenepithelzellen der
Pylorus- und Fundusdrisen nachzuweisen ist (lkehara et al. 2006). Es wurde ebenfalls
gezeigt, dass sowohl BGT3 als auch BGT4 N-Acetylgalaktosamin Ubertragen und das Signal
fur die Aktivitat des Enzyms durch eine spezfische Sequenz des Zielpeptids ausgel6st wird
(Fiete et al. 2012). Im Falle der B-N-Acetylgalaktosaminierung durch BGT3 oder BGT4
konnte bei der bovinen Carboanhydrase-VI eine Determinante aus 19 Aminosaureresten
mit der Sequenz LRRFIEQKITKRKKEKYWP (Miller et al. 2008) identifiziert werden. Diese
Determinante, die flr die LacdiNAc-Modifikation der N-gebundenen Glykanstruktur
verantwortlich ist, befindet sich am C-Terminus der Carboanhydrase-VI, weist eine a-
helikale Struktur auf und besitzt einen hohen Anteil basischer Aminosauren (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 durfte diese N-Glykosylierungsstelle
besonders exponiert sein und deshalb von BGT3 oder BGT4 erkannt werden (Hanisch et al.
2013). In ihrer Primarstruktur weist die Determinante von TFF2 allerdings keine Ahnlichkeit
zu der oben beschriebenen Erkennungssequenz aus der Carboanhydrase VI auf; es wird
daher auch fur TFF2 postuliert, dass fur die Aktivitdt der Enzyme eine sterisch exponierte
Sekundarstruktur ausreicht (Bonar und Hanisch 2014).

Bezlglich der N-Glykosylierung von TFF2 ist auffallig, 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 verfugen jeweils Uber vier TFF-Domanen (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 (Sturmer 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 fir die Lektinanalyse
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je drei Proben aus dem Fundus und dem Antrum untersucht. Auf diese Weise konnte
einerseits Uberpruft werden, ob die Ergebnisse der Massenspektrometrie im Antrum sich
auch mit Lektinen bestatigen lassen und ob eventuelle Unterschiede in der Glykosylierung
des TFF2 aus dem Antrum und Fundus bestehen.

Die starkste Reaktivitat ist mit RCA-Il zu verzeichnen, welches an das terminale B-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 bestatigt
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 koénnte, dass die
LacdiNAc-Gruppe dort teilweise in nicht-fucosylierter Form vorliegt.

Die beiden Lektine LCA und PSA bestatigen die Fucosylierung der Kernstruktur (Abb. 29;
Tateno et al. 2009), wobei LCA etwas starkere Signale bei den Proben aus dem Antrum
zeigt (Abb. 33). Dies kdnnte darauf zurlickzufihren sein, dass LCA auch an fucosyliertes
GIcNAc der LacdiNAc-Struktur bindet. Auf diese Weise wirden sich die Ergebnisse der
Lektine WFA und LCA erganzen und darauf hindeuten, dass die LacdiNAc-Gruppe von TFF2
aus dem Bereich des Fundus teilweise nicht fucosyliert vorliegt.

Das Lektin SNA, welches fur Sialinsaure spezifisch ist, liefert bei keiner der Proben Signale
und bestatigt somit bei den Proben aus dem Antrum die massenspektrometrische Analyse,
bei der ebenfalls keine Sialinsaure in der Glykanstruktur von TFF2 gefunden wurde.
Zusammengenommen bestatigen die Lektine WFA, LCS und SNA einerseits flr die drei
untersuchten Antrum-Proben die Ergebnisse der Massenspektrometrie, also eine
fucosylierte LacdiNAc-Struktur, wahrend sie andererseits Hinweise darauf liefern, dass die
LacdiNAc-Gruppe im Fundus teilweise auch nicht fucosyliert vorliegen kénnte.

Dieser Unterschied konnte sich dadurch erklaren lassen, dass TFF2 im Fundus von den
Nebenzellen produziert wird, wahrend die Synthese im Antrum in den Antrumdrisenzellen
erfolgt. Obwohl beide Zelltypen groBe Ahnlichkeiten aufweisen und TFF2 und MUC6
sezernieren, unterscheiden sie sich teilweise signifikant, zum Beispiel im Bezug auf die
Synthese von Pepsinogen A, das bei Antrumdrisenzellen fehlt (Kouznetsova et al. 2011).
Es ist also mdglich, dass die Nebenzellen nicht die entsprechenden Fucosyl-Transferasen
aufweisen, die fur die weitere Modifikation der LacdiNAc-Struktur benotigt werden, wahrend

diese in den Antrumdriisenzellen vorhanden sind.
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4.2.3. Physiologische Funktionen der LacdiNAc-Struktur

Die N-Glykosylierung von TFF2 konnte die Halbwertszeit und/oder die Aktivitat des Peptids
beeinflussen. So zeigte subkutan verabreichtes glykosyliertes TFF2 bei der Ratte eine
etwas starkere Wirkung als das nicht-glykosylierte TFF2, wenn es darum ging,
Indomethacin-induzierte Schadigungen 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 Verhaltnis von glykosyliertem zu nicht-glykosyliertem TFF2 unterliegt auf3erdem
zirkadianen Schwankungen: tagsuber ist nicht-glykosyliertes TFF2 fast nicht nachweisbar
und erst mit der Steigerung der gesamten TFF2-Produktion wahrend der Nacht nimmt auch
der Anteil an nicht-glykosylietem TFF2 zu (Semple et al. 2001). Es wird allerdings
angenommen, dass diese Zunahme von nicht-glykosylietem TFF2 primar auf eine
Uberladung des  Glykosylierungsapparates im  endpolasmatischen  Retikulum
zurUckzuflhren ist: da in der Nacht insgesamt mehr TFF2 synthetisiert wird, konnten die
Kapazitaten flr dessen Glykosylierung erschopft sein (Semple et al. 2001).

Die fucosylierte LacdiNAc-Struktur hat auf die Wechselwirkungen von TFF2 mit MUCG6
offenbar keinen Einfluss: weder das TFF2-Ortholog aus dem Schwein, noch aus der Maus,
weisen eine N-Glykosylierungsstelle auf. Wahrend die Wechselwirkungen zwischen TFF2
aus dem Schwein und MUCG6 bedeutend starker sind als im Menschen und sich sogar
gegenuber dem Aufkochen in SDS resistent zeigen (Stlrmer et al. 2014; 2018; Heuer et al.
2019), verhalt 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), durfte
dies einer von mehreren Grinden daflr sein, dass H. pylori hauptsachlich diese
Muzinschicht besiedelt (Rossez et al. 2014). Eventuell konnte 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

Domane fur die spezifische Bindung verantwortlich (Fiete et al. 1998). Weiterhin wurde
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gezeigt, dass fucosylierte LacdiNAc-Antennen durch Selectin verursachte Adhasionen in
einer Ca2*-abhangigen Art und Weise blockieren kénnen (Grinnell et al. 1994). Dies wird
auch als Grund fir die empfangnisverhitende Wirkung von Glycodelin diskutiert (Dell et al.
1995).

4.2.4. Expression von LacdiNAc im Rahmen von Krebserkrankungen

Im menschlichen Colonkarzinom ist BGT3 im Vergleich zu den normalen Kontrollen
hochreguliert (Huang et al. 2007). In der humanen Colonkarzinomzelllinie HCT116 flhrte
eine Uberexpression des Enzyms zu einer Erhéhung der Adhasion an die extrazellulare
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 Oberflachenrezeptoren, deren Signale durch focal adhesion kinase
(FAK) und Paxillin fur das maligne Verhalten von Krebszellen verantwortlich sein sollen (Guo
und Giancotti 2004). AuBerdem erhdhte die Uberexpression von BGT3 das Tumorwachstum
und die Metastasenbildung von HCT116 in Nacktmausen (Huang et al. 2007).

Im Falle des Prostatakarzinoms wurde die Expression von BGT4, jedoch nicht von BGT3
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 verhalt es sich bei Neuroblastomen genau umgekehrt. So ist die Aktivitat
der BGT3 in den differenzierten Neuroblastomen hoher als in den undifferenzierten und kann
die bdsartigen Eigenschaften wie Zellproliferation, Migration und Invasion unterdricken
(Hsu et al. 2011). Patienten, deren Neuroblastome eine gesteigerte BGT3-Aktivitat zeigten,

hatten auBerdem eine hohere Uberlebensrate (Hsu et al. 2011).

4.3. Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen TFF2 und der
hochmolekularen Muzinfraktion

4.3.1. Eigene Ergebnisse

Alle in dieser Arbeit durchgefuhrten SECs konnten das Resultat von Kouznetsova et al.
(2007) bestatigen, wonach die TFF2-Immunreaktivitat immer im ersten, hochmolekularen
Muzinpeak von der Saule eluiert. Da TFF2 aufgrund seiner geringen Grof3e 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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MUCSG, assoziiert sein konnte. Es gelang in der Folge erstmalig bei der Probe 323Ma, nach
Reinigung uUber SEC mittels Sephadex G-200 (Abb. 12) und anschlielender
lonenaustauschchromatographie (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 abschlieRend geklart werden;
erst Heuer et al. konnten 2019 durch den Einsatz einer Sephacryl S-500 Saule die beiden
Muzine MUC5AC und MUCS6 hinreichend auftrennen und durch Bindungsstudien mit '251-
markiertem TFF2 nachweisen, dass sowohl TFF2 aus dem Menschen wie auch aus dem
Schwein an menschliches MUCG6 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 durchgefihrt, 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 16sen und die TFF2-Immunreaktivitat aus
der Geltasche zu verschieben, so dal} es sich nicht um kovalente Bindungen handeln
konnte. Durch Zusatz von Mercaptoethanol wurde dieser Effekt noch verstarkt.

Um die Wechselwirkung zwischen TFF2 und der Muzinfraktion zu quantifizieren, wurde ein
Proteinextrakt der Gewebeprobe 450Mr einmal unter Standardbedingungen (siehe Kap.
2.2.1) einer SEC mittels S-300 unterworfen wurde, wahrend er im anderen Fall direkt vor
dem Auftrag fur 5 Min mit einer 1%igen SDS-Endkonzentration aufgekocht wurde (Abb. 37).
Die letztgenannte Behandlung bewirkte eine vollstandige Verschiebung der TFF2-
Immunreaktivitat vom hochmelekularen (Maximum in Fraktion 20) in den niedermolekularen
Bereich (Maximum in Fraktion 45). Dieses Ergebnis zeigte erstmalig, dass das gesamte
TFF2 vollstandig Uber 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 verdrangen.

4.3.2. Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen Stand der Forschung und Ausblick
Nachdem meine Vorarbeiten zu der Hypothese fihrten, dass TFF2 vollstdndig nicht-
kovalent an MUC5AC oder MUCG6 gebunden ist, konnte kurze darauf geklart werden, dass

es sich bei TFF2 um ein Lektin handelt, welches Uber die terminale, O-glykosidische
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Zuckerstruktur GlIcNAca1—4GalB1—R an seinen Partner in der Mukusfraktion gebunden ist
(Hanisch et al. 2014, Hoffmann 2015).

Im Anschluss gelang es, MUCG6 als Partnerprotein von TFF2 zu identifizieren (Heuer et al.
2019) und zu charakterisieren, dass die Bindung zwischen TFF2 und MUC6 pH- und
Calcium-abhangig ist, da die Bindung ohne Ca?* vermindert ist und in Gegenwart von EDTA
fast gar nicht erfolgt (Stirmer et al. 2018; Heuer et al. 2019). Auch Methyl-3-D-
galaktopyranosid in einer Konzentration von 1mM, nicht jedoch das a-Anomer, wirkt als
kompetitiver Inhibitor der Bindung zwischen TFF2 und MUCG6 (Heuer et al. 2019). Im
Nachhinein betrachtet ging die Idee, TFF2 mithilfe eines Zuckerlberschusses aus der
Bindung mit seinem Partner zu verdrangen, also in die richtige Richtung; allerdings handelte
es sich bei der verwendeten Galaktose nicht um den dafir geeigneten Zucker.

Die Lektin-Verbindung zwischen TFF2 und MUCSG ergibt auch physiologisch Sinn, da TFF2
und MUCG6 von denselben Zellen synthetisiert werden: im Bereich des Fundus handelt es
sich dabei um die Nebenzellen, im Antrum um die Antrumdrisenzellen (Tomasetto et al.
1990, Hanby et al. 1993, Ota et al. 2006).

Die O-glykosydisch an MUC6 gebundene a1,4GIcNAc-Zuckerstruktur wird sowohl vom
monoklonalen Antikdrper 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 MUCG6-Ortholog von X. laevis (Stirmer
et al. 2018).

Auch das Muzin MUCG6 wurde bereits frih im Stammbaum der Vertebraten exprimiert und
ging erst spater bei den echten Knochenfischen verloren (Lang et al. 2016). Es gibt es
Hinweise darauf, dass es sich bei der a1,4GIcNAc-Gruppe um einen Tumorsuppressor des
Magens handeln konnte: KO-Mause, die das fur die Synthese dieser Zuckerstruktur
notwendige Enzym (a1,4-N-acetylglucosaminyltransferase (04GnT)) nicht exprimieren,
entwickeln Adenokarzinome des Antrums (Karasawa et al. 2012).

Die konservierte O-Glykosylierung von MUC6 hemmt aulRerdem die Besiedelung des
Magenmukus mit H. pylori, da sie die Cholesterol-a-glucosyltransferase des Bakteriums
inhibiert (Kawakubo et al. 2004, Lee et al. 2008). Dieses ist wahrscheinlich ein
entscheidender Grund, weshalb H. pyloriim 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 MUCG6 bindet (Hoffmann 2020). Erstmalig wurde
dieser stabilisierende Effekt in vitro demonstriert, als Thim et al. 2002 zeigen konnten, dass
die Viskositat einer kommerziellen Muzinlésung aus dem Schweinemagen sich durch
Zugabe von TFF2 um das zehnfache erhdhte. Einen weiteren Hinweis fur 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 Osophagus, wie sie wahrend der
Probenvorbereitung fur die Elektronenmikroskopie auftritt (Schwarz und Hoffmann 2020).
In der Zukunft kdnnte man mit den nun etablierten Reinigungs- und Nachweisprotokollen
relativ schnell Uberprufen, ob es sich bei der N-Glykosylierung von TFF2 im Duodenum
ebenfalls um eine (fucosylierte) LacdiNAc-Struktur handelt. Des weiteren ist noch nicht
geklart, wie die ,nicht gebundene” und die ,gebundene“ TFF2-Fraktion bei der Auftrennung
von Rohextrakten durch den Anionentauscher genau zustande kommt. Aus medizinischer
Sicht ware 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), kénnte
sich die Glykosylierung des von ihnen produzierten TFF2 vom physiologischen Zustand
unterscheiden, was als ein weiterer diagnostischer Marker fur die Auspragung einer SPEM
dienen konnnte.

Ebenfalls konnte 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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Zusammenfassung/Abstract

5. Zusammenfassung

TFF2 ist ein Polypeptid der Trefoil Factor Family mit einer Lange von 106 Aminosauren und wird
beim Menschen in groReren 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 zundchst mittels GrélRenausschluss-
Chromatographie (SEC) aufgetrennt und dabei die Eignung verschiedener Sdulenmaterialien fir die
Reinigung von TFF2 untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Superose 6-10/300 GL und die
Sephacryl-S-300-Saulen die TFF2-Muzinkomplexe so effektiv anreichern konnten, dass sie in der
Folge massenspektrometrischen Analysen zuganglich waren. Wurde die Reinigung zusatzlich mit
einem Anionentauscher (ResourceQ) durchgefihrt, zeigten sich teilweise zwei verschiedene TFF2-
Entitaten: eine ,nicht-gebundene® Form, die sofort von der Saule 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 Universitat Kéln durchgefiihrt wurde, konnte eine seltene,
fucosylierte LacdiNAc-Struktur identifizieren. Zusatzlich durchgefiihrte Lektinanalysen haben
Hinweise erbracht, dass die LacdiNAc-Struktur bei TFF2 aus dem Fundus des Magens teilweise
nicht fucosyliert vorliegen kénnte.

Bei der massenspektrometrischen Analyse der gereinigten TFF2-Muzin-Komplexe konnten sowohl
MUCS5AC als auch MUCG6 nachgewiesen werden. Bezuglich der Wechselwirkungen zwischen TFF2
und dem Mukus wurde gezeigt, dald das Aufkochen eines Gewebeextraktes mit SDS (1%
Endkonzentration) unter nicht-reduzierenden Bedingungen die TFF2-Immunreaktivitdt bei einer
anschlieRenden SEC vollstandig in Richtung niedrigerer Molekilmassen verschieben konnte. Dies
ist ein starker Anhaltspunkt daflr, dass die Wechselwirkungen, die TFF2 mit seinem Partner in der
Muzinfraktion verknUpfen, vollstandig 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 GIcNAca1—4GalB1—R seines Partnerproteins MUCG 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 MUCG6 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
GlcNAca1—4GalB1—R motif of its partner in the mucus layer, MUCG6.
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7. Anhang

7.1. Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen der
gereinigten Probe 323Ma

7.1.1. Bande 1

Database : SwissProt 2010x (519348 sequences; 183273162 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)

Timestamp : 26 Oct 2010 at ©8:58:53 GMT

Protein hits : MUCSA_HUMAN Mucin-5AC (Fragments) O0S=Homo sapiens GN=MUCSAC PE=1 SV=3

A2MG_HUMAN Alpha-2-macroglobulin 0S=Homo sapiens GN=A2M PE=1 SV=2
MUC6_HUMAN Mucin-6 OS=Homo sapiens GN=MUC6 PE=1 SV=2

IGHA1 HUMAN Ig alpha-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA1l PE=1 SV=2
IGHA2 HUMAN Ig alpha-2 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA2 PE=1 SV=3
IGHM_HUMAN Ig mu chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHM PE=1 SV=3
IGKC_HUMAN Ig kappa chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGKC PE=1 SVv=1
HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2
FCGBP_HUMAN IgGFc-binding protein 0S=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
HPT_HUMAN Haptoglobin 0S=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1

ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1

LAC2 HUMAN Ig lambda-2 chain C regions OS=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 Sv=1
ACTA_HUMAN Actin, aortic smooth muscle OS=Homo sapiens GN=ACTA2 PE=1 SV=1
FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma chain OS=Homo sapiens GN=FGG PE=1 SV=3
HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha 0S=Homo sapiens GN=HBA1l PE=1 SV=2
IGHG1_HUMAN Ig gamma-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHG1 PE=1 SV=1
K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
IGHG2 HUMAN Ig gamma-2 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHG2 PE=1 SV=2
SHRM3_HUMAN Protein Shroom3 0S=Homo sapiens GN=SHROOM3 PE=1 SV=2

HV2@1 _HUMAN Ig heavy chain V-II region OU 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1

Protein 1: Mucin-5AC (Fragments) OS=Homo sapiens GN=MUC5AC PE=1 SV=3

Accession: MUCS5A_HUMAN Score: 4181.6
Database: SwissProt(SwissProt_56.9 fasta) MW [kDa]: 526.3
Database Date:  2009-03-05 pl: 6.6
Meodification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 19.9

No. of unique Peptides: 84

Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Am/z | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]

200 1 366.9000) 62,47 3 9.9 330 0 38-47 | KHHPALSPIAR.G

247 1 391.7000 -75.55 2 11.1 308 0 48-55 | R.GPSGWPLR.G

444 1 474.3000) 65,19 2 16.4 304 0 56-64 | R.GATVFPSLR.T

379 1 686.3000  -16.25 2 14.7 493 0 80-90 | RVCSTWGSFHYK.T Carbamidomethyl: 2

426 1 478.8000 15197 2 15.9 53.9| 0 91-98 | KTFDGDVFR.F

644 2 1003.5000  377.25 3 22,3 635 0 99-123 | R.FPGLCNYVFSEHCGAAYEDFNIQLR.R Carbamidomeathyl: 5, 13

178 1 434.9000) 7.20 3 9.4 271 1 124-135 | R.RSOESAAPTLSR.V

220 1 573.8000) 15.49 2 10.4 4968| 0 125-135 | R.SQESAAPTLER.V

439 1 536.40000 14160 2 16.3 745 0 140-148 | KVDGVVIOLTK.G

594 1 1015.2000 31517 3 211 355 0 150-178 | K.GSVLVYNGHPVLLPFSQSGVLIQQSSSYTH.V

474 1 63894000 107.08 2 17.3 638 0 230-240 | K.LTPMEFGNLGK. M

385 1 647.3000 -44.82 2 14.9 333 0 230-240 | K.LTPMEFGNLGK.M Oxidation: 4

332 1 1006.4000 46701 2 13.4 547 0 241-257 | K MODFTEQCQDPVPEPPR.N Carbamidomethyl: 8

244 1 4747000 -33.34 2 11.0 520 0 330-337 | R.GPDFCPQK.C Carbamidomethyl: 5

168 1 754.8000) 6.60 2 9.2 341 0 338-348 | K.CPNNMOYHECR.S Carbamidomethyl: 1, 10

304 1 64.2,3000) 25,00 2 126 55 0 478-488 | R.CGLTDSETCLK.S Carbamidemethyl: 1, %

483 1 810.7000  401.88 3 16.9 60.2) 1 563-583 | KLRGOTCGLCGNFNSIQADDFR.T Carbamidomethyl: 6,

495 1 1080.9000 402,33 2 18.0 37 0 565-583 | R.GOTCGLCGNFNSIQADDFRT Carbamidomethyl: 4, 7

740 1 6257000 524.89 3 24,5 582 0 584-601 | R TLSGVVEATAAAFFNTFK.T

184 1 515.8000) 80.35 2 9.5 352 0 602-610 | K. TQAACPNIR.N Carbamidomethyl: 5

388 1 877.9000) 2219 2 15.0 27 0 611-625 | R.NSFEDPCSLSVENEK.Y Carbamidomethyl: 7

466 1 1055.00000 3243 2 17.0 518 0 526-643 | K.YAQHWCSQLTDADGPFGR.C Carbamidomathyl:

395 1 436.8000  136.25 2 15.1 408 0 GB6-683 | K.GVOLGGWR.D

207 2 T47.8000 5498 2 10.1 11 624-706 | R.DGVCTHKPMTTCPK.S Carbamidomathyl: 4, 11

287 1 676.680000 -32.82 3 11.6 404 0 TO7-722 | K.SMTYHYHVSTCQPTCR.S Carbamidomethyl: 11, 15

228 1 681.9000 -78.95 3 10.6 422 0 TO7F-722 | K.EMTYHYHVSTCOPTCR.S Carbamidomethyl: 11, 15;
Cridation: 2

585 1 1256.5000 33291 2 208 460 0 723-745 | R.SLSEGDITCSVGFIPVDGCICPK.G Carbamidomethyl: 9, 19, 21

333 1 477.2000  -B7.82 2 13.3 00 T46-754 | K.GTFLDDTGK.C
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166 1 T76.3000  -20.76 2 9.1 734 0 T755-766 | K.CVOASNCPCYHR.G Carbamidomethyl: 1,7, 9
6§43 1 8424000 40577 3 222 419 0 790-812 | KLSCIGGQAPAPVCAAPMVFFDCR, N Carbamidomethyl: 3, 13, 22
190 1 4782000 1970 2 9.8 293 0 938-945 | K.DSTQDSFR.Y
253 1 2060000 8927 2 113 672 0 946-962 | RVVTENVPCGTTGTTCSK.A Carbamidomethyl: 8, 15
597 1 51240000 20045 2 210 537 0O 9EE-974 | KIFLGGFELK L
07 1 6989000 74521 2 214 882 0 1:)&289 K.TSIFINLSPEFK.G
574 1 10730000 48447 2 203 720 0 1?3;:: RAVCGLCGNFDDIAVNDFATR.S Carbamidomethyl: 2, 5
678 1 T69.0000 14530 2 23.1 1028 0 1:}05536- R.SVVGDVLEFGNSWK.L
a5 1 G28.3000 3372 2 1248 608 0 1::?:8 K.LSPSCPDALAPK.D Carbamidomathyl: 5
282 1 03,3000 1821 2 1.9 21.8( 1 1?;39‘; K.OPCTANPFRK.S Carbamidomathyl: 3
319 1 TET.0000  -56.25 3 13.0 a0 1:.1:214.; K.QCSILHGFTFAACHAHVERARY Carbamidomethyl: 2, 13
248 1 4622000 3938 2 1.3 324 0 112;)59- R.GLEGCYPK.C Carbamidomethyl: 5
415 1 7094000 11442 2 15.6 401 0 11221; K.CPPEAPIFDEDK.M Carbamidomethyl: 1
507 1 10421000 270,30 3 18.3 2| 1 112;:6 K.CPPEAPIFDEDKMQCVATCPTPPLPPR.C Carbamidomathyl: 1, 15, 18
237 1 6383000 -59.85 2 0.9 422 1 112;5:’:‘ K.SYRPGAVVPSDK.N
187 1 6643000 5567 2 9.6 833 0 1122565-; K.NCOSCLCTER.G Carbamidomethyl: 2. 5, 7
226 1 7153000 69478 2 10.5 8.0 0 1'22223 KAEACVCTYNGOR.F Carbamidomethyl: 4. &
62 1 7544000 6410 3 14.4 268 0 112;34- R.FHPGDVIYHTTDGTGGCISAR.C Carbamidomathyl: 17
637 1 Ti89000 10279 2 220 510 0 1'3:-33 K.CLWSPWMDVSR.P Carbamidomathyl: 1
480 1 TT0.4000 B5.27 2 176 64.0( 0 1‘440114 R.GTDSGOFDTLENLRE.A
303 1 5128000 4928 2 128 435| 0 1:3416 RAEDAPGVPLR.A
30 1 6963000 -34.38 2 125 644 0 1;1::]; RMOCSPOVGLTCR.N Carbamidomethyl: 3. 11
348 1 9365000 5928 2 138 477 1 1::;:; R.NREQASGLCYNYQIR.W Carbamidomathyl: 8
401 1 8014000 3435 2 153 1033 0 114:;12 REQASGLCYNYQIR.W Carbamidomethyl: 7
341 1 GE0.8000) 33.28 2 13.6 697 O 1610- | R.DEGYTFCESFR.S Carbamidomethyl: 7
1620
488 1 S60.6000  -21.14 3 177 635 0 116265; K.NQLPPICYNYEIR.| Carbamidomethyl: 7
270 1 719.8000 -2142 2 1.7 7420 0 1;3;3;!3 RIQCCETVNVCR.D Carbamidomethyl: 3, 4, 10
541 1 921.5000 428081 3 19.3 T 1:;35 KWFDVDFPSPGPHGGDKETYNNIR.S
320 1 5117000 -130.73 2 13.0 202 0 1"1"?6?35 KETYNNIR.S
116 1 4507000 -107.63 2 79 475( 1 1‘?;339 R.RPEEITR.Y
405 1 1031.50000 1005 2 154 567 O 1‘?::53 K.SHPEVSIEHLGOVVQCSR.E Carbamidomethyl: 16
201 2 531.30000 8628 2 101 3T 0 1]3;?219 R.NQDQQGPFK.M
386 1 54280000 9333 2 14.4 64.3| 0 1?::7 K.MCLNYEVR.V Carbamidomethyl: 2
298 1 5508000 96,59 2 124 506 0 1830- | KMCLNYEVR.V Carbamidomethyl: 2;
1837 Oidation: 1
416 1 1131.5000 -44.38 2 157 554 0 226;!1?6 RAESHPEYSIEHLGQVVOACSR.E Carbamidomethyl: 18
414 1 114550000 388.05 2 156 B1.7| @ 4‘-005;15 RAESHPEVNIEHLGOVWVOCSRE Carbamidomethyl: 18
348 1 5708000 -10.57) 2 14.0 359 0 4:18?65- R.LYPAGSTIYR.H
428 1 115850000 42856 2 159 Joal o 4;]1'."986- R.OLAGHCYYALCSQDCOVVR.G Carbamidomethyl: 6, 11, 15
238 1 TET.4000 12.86 2 109 431 1 44259?6 RAVEKPTCANGYPAVE.YW Carbamidomethyl: 6
532 1 103650000 3451 2 18.9 755 0 433563 RVLVDNYFCGAEDGLSCPR.S Carbamidomethyl: &, 16
334 1 63730000 4770 2 134 578 O 43:;3: RSILEYHQDR.W
380 1 614.70000 603.17 3 14.3 G676 1 df:BBd RKPVHGYMTNEIIFMNNK.Y
274 1 3812000 -49.48 2 118 a3l 0 43;3951 KNWVSPGFR.K
157 1 43680000 7040 2 8.8 273 1 4392- | RKNGIVVSR.I
4359
268 1 37330000 1851.37 2 116 378 0 4339939 HNGIVVSRL
234 1 76830000 -19.83 2 10.8 288 0 4584- | R.TGHMCPFTCRADK.V Carbamidomathyl: 5, &
4596 Oxidation: 4
291 1 7613000 -23.38 2 122 el ?:;B R.TGHMCPFTCRADI W Carbamidomathyl: 5, 9
172 1 547.3000 4279 2 9.3 S05( O dfgge: R.CLGPHGEPVE.Y Carbamidomethyl: 1
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209 1 635.7000 -136.82 2 101 518 © 4;;;3 R.CPAPVGCPEGAR A Carbamidomethyl: 1. 7

285 1 598.8000 -58.98 2 120 818 © 4:8-6711- K HODGLVWVTTH K

307 1 535.3000 B0.19 3 126 364 1 4B72- | KKACPPLSCSLDEAR.M Carbamidomethyl: 3, 8
4885

359 1 7384000 aam| 2 14.2 493 0 Jgéis- K.ACPPLSCSLDEAR.M Carbamidomethyl: 2, 7

345 1 8949000 -54.84 2 137 945 © 4:}5;1249 RSLIQGQGCSSSEPVRL Carbamidomethyl: 9

337 1 7340000 3748 3 135 208 © 4‘:};554 R.GNCGDSSSMYSLEGNTVEHR.C Carbamidomethyl: 3

165 1 5772000 -53.68 2 a1 408 O 4855- | R.CQCCQELR.T Carbamidomathyl: 1. 3, 4
4

435 1 B8 4000 46,92 2 16.2 BYT| O 4;?5:— RAFSYTEVEECGCMGR.R Carbamidomethyl: 10, 12
4993

Protein 3:

Mucin-6 OS=Homo sapiens GN=MUC6 PE=1 SV=2

Accession: MUCE_HUMAN Score: 8311
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 252.0
Database Date: 2009-06-03 pl: 7.1
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 8.5
No. of unique Peptides: 17
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amjz | Z Rt Score | P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
118 1 4006000 13216 3 8.0 256 1 32-42 | R.LKDSPQTAPDK.G
714 1 55520000 47534 3 240 455| 0 117-140 | K.DIGVISLPYTSNGLOITPFGOSVR.L
383 1 6229000 48469 3 148 38.0] 1 167-182 | R.KYMGOMCGLCGNFDGK. W Carbamidomethyl: 7, 10
458 1 5609.4000) E185 2 16.7 59.0] 0 168-182 | K.YMGOMCGLCGMNFDGK.Y Carbamidomethyl: 6, &
294 1 §19.8000 226 2 123 848 0 183-193 | KNTNEFVSEEGK.F
452 1 73410000 11423 3 169 538 0 206-224 | KLDDPGEICTFODIPSTHVR.Q Carbamidomethyl: &
387 1 9197000 32482 3 152 J20| 0O 292-316 | R.SPGLCSVGQACPANQVYQECGSACVK.T Carbamidomethyl: 5, 10,
19, 23
343 1 5584000 -5143 2 136 964 0 462-477 | KUIVISQDEVVTNNGEAK.W
288 1 705.3000 =767 2 12.1 558 0 573-584 | RETDPCSMSOLNKE.Y Carbamidomethyl: 5
179 1 713.3000 402 2 9.4 637 0 573584 | RETDPCSMSOLNK.V Carbamidomethyl: 5;
Cuwidation: ¥
2589 1 405.20000 -27.73 2 11.4 326| 0 597-603 | R TGTVFER.C
G542 1 493.8000 36.13 2 222 528| 0 546-653 | R.GVLLWGWR.S
2949 1 476.3000 143142 2 12.4 337 0 G79-686 | R TCLSLSDR.A Carbamidomethyl: 2
292 1 9444000 34873 3 12.2 424| 0 G87-711 | RATECHHSAVPYDGCNCPDGTYLNGK.G Carbamidomethyl: 4, 14, 16
330 1 4800000  866.34 3 13.2 272 1 T17-T28 | R KAQCPCILEGYK.F Carbamidomethyl: 4, &
396 1 §60.80000 1882 2 15.1 481 0 T18-728 | K AQCPCILEGYK.F Carbamidomethyl: 3, 5
325 1 576.3000 3022 2 132 434 0 2306- | R.EQOEEITFK.G
2314

Protein 9:

IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3

Accession: FCGBP_HUMAN Score: 286.9
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 5716
Database Date: 2009-03-05 pl: 5.0
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 1.1
No. of unique Peptides: 5
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Amiz | 2 Rt Score Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
217 1 G40.8000 16.03 2 10.3 88.8 462-473 | KAGCVAESTAVCR.A Carbamidomethyl: 3, 11
515 1 TE1.4000  G40.91 2 18.5 59.8 1291- | R FAVLOENVAWGNGR.
1304
452 1 5904000 6090 2| 169| 545 1338- | K LPVWLANGQIR.A
1348
G618 1 H31.90000 66711 2 215 36.3 1846- | RAPGWDPLCWDECR.G Carbamidomathyl: 8,12
1888
350 1 479,3000) 5879 2 13.9 54.2 5333- | R TPDGSLLVR.Q
5341
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7.1.2. Bande 2

Search title HCT_SP_Hum_Tryp
MS data file : 5066549580987108.mgf

Database : SwissProt 201@x (519348 sequences; 183273162 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)
Timestamp : 26 Oct 2010 at ©8:59:19 GMT

Protein hits : IGHA1_HUMAN Ig alpha-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA1 PE=1 SV=2
MUCSA_HUMAN Mucin-5AC (Fragments) 0S=Homo sapiens GN=MUCS5AC PE=1 SV=3
IGHA2 HUMAN Ig alpha-2 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA2 PE=1 SV=3
HPT_HUMAN Haptoglobin 0S=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1
A1AT_HUMAN Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens GN=SERPINA1 PE=1 SV=3
FCGBP_HUMAN IgGFc-binding protein O0S=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2
K2C1 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain OS=Homo sapiens GN=FGB PE=1 SV=2
IGHG1 HUMAN Ig gamma-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHG1 PE=1 SV=1
TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2
IGHG2 HUMAN Ig gamma-2 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHG2 PE=1 SV=2
K1C9_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
HV303 HUMAN Ig heavy chain V-III region VH26 OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
HV319 HUMAN Ig heavy chain V-III region JON OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha 0S=Homo sapiens GN=HBAl PE=1 SV=2
HV101 HUMAN Ig heavy chain V-I region EU 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1
A2MG_HUMAN Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens GN=A2M PE=1 SV=2
HV305_HUMAN Ig heavy chain V-III region BRO OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
ALBU_HUMAN Serum albumin OS=Homo sapiens GN=ALB PE=1 SV=2
LAC2 HUMAN Ig lambda-2 chain C regions 0S=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 SV=1
HV103 HUMAN Ig heavy chain V-I region V35 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1
QRIC2 HUMAN Glutamine-rich protein 2 0S=Homo sapiens GN=QRICH2 PE=1 SV=1
ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1
HV201 HUMAN Ig heavy chain V-II region OU OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
HV307 HUMAN Ig heavy chain V-III region CAM OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
NALP5_HUMAN NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 5 OS=Homo sapiens GN=NLRP5 PE=2 SV=2
CP51A_HUMAN Lanosterol 14-alpha demethylase OS=Homo sapiens GN=CYP51A1 PE=1 SV=3
YM@18 HUMAN Uncharacterized protein FLJ40176 0S=Homo sapiens PE=2 SV=2

Protein 2: Mucin-5AC (Fragments) OS=Homo sapiens GN=MUCS5AC PE=1 SV=3

Accession: MUCSA HUMAN Score: 720.8
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 526.3
Database Date: 2009-03-05 pl: 6.6
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 4.9
MNo. of unique Peptides: 17
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Am/z | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
19 1 573.8000) 15449 2 10.4 404 | 0 125-135 | R.SQESAAPTLSR.V
T4E 1 62540000 11514 3 245 500 0 584-601 | R TLSGVVEATAAAFFNTFE.T
394 1 877.8000 -51.73 2 15.2 350 0 611-625 | R.NSFEDPCSLSVENEK.Y | Carbamidomethyl: 7
549 1 7054000 60084 3 193 245 0 G67-685 | R.SEDCLCAALSSYVHACAAK.G | Carbamidomethyl: 4. &, 16
594 1 1072.5000 18.26 2 207 603 0 1032- | RVCGLCGNFDDIAVNDFATR.S | Carbamidomethyl: 2, 5
1050 !
696 1 TER.0000 14530 2 232 903 0 1053- | R.SVVGDVLEFGNSWE.L
1066
489 1 B40.4000 -16.82 2 178 470 0O 1655- | K.NOLPPICYNYEIR.| ICarhernIaomelhyI: T
1BET 1
243 1 72030000 67320 2 115 a1.9| 0 1668- | RIQCCETYNVCR.D Carbamidomathyl: 3, 4, 10
1678 |
&4 1 45080000 114,22 2 7 457 1 1783- | R.RPEEITR.V
i ; 1789 1
413 1 688.1000  131.78 3 156 251 0 17496- | K.SHPEVSIEHLGOWVVQCSR.E Carbamidomethyl: 16
1813 |
185 1 531.3000 86.28 2 103 296 O 1821- | RNQDOOQGPFE.M
1829 1
178 1 517.80000 112,95 2 10.1 385 0 1838- | RVLCCETPR.G Carbamidomethyl: 3, 4
1845
427 1 7723000 -48.52 3 15.8 238 0 4178 | R.OLAGHCYYALCSODCOVVR.G | Carbamidomethyl: 6, 11, 15
4196 |
416 1 T67.9000 8564 4 157 264 1 4664- | KVGHTVGMDCOQECTCEAATWTLTCRPK.L | Carbamidomethyl: 9, 12,
4689 14, 23
182 1 G36.2000 64881 2 102 456| 0 4727- | R.CPAPVGCPEGAR.A | Carbamidomethyl: 1, 7
4738 1
261 1 598.9000 108.01 2 120 758| 0 4861- | KHODGLVWYTTK K
4871 1
442 1 898.9000 60349 2 16.4 asol 0 4979- | RAFSYTEVEECGCMGR.R | Carbamidomethyl: 10, 12
4953
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Protein 4:

Accession:
Database:

Database Date:

Haptoglobin OS=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1

HPT_HUMAN

SwissProt(SwissProt_56.9.fasta)

2009-03-05

Score:
MW [kDa]:
pl:

456.9
45.2
6.1

Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 25.1
No. of unique Peptides: 11
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Amz | Z Rt Score P Range | Seguence Modification
Cmpds. [ppm] [min]

201 1 462 8000 ; 1143.50_ 2_ 109 220| 0 162-170 | RILGGHLDAK. G

447 1 45080000 141,35 2 16.6 216 0 171-178 | K.GSFPWOAK.M

295 1 429.80000 11590 2 128 366 0 229-235 | KALVEIEK.W

a6 1 352. 20008 2753 2 B.1 281 0 256-261 | KVSWNER.W

177 1 405, 20008 1717 2 10.1 271 0 271277 | KDYAEVGR.Y

381 1 490.8000 99.73 2 15.0 541 0 278-286 | RVGYVSGWGR.N |

492 1 854.40000 -15.55 2 17.7 596| 0 298-311 | K.YVMLPVADOQDOCIR H | Carbamidomethyl: 12
482 1 72510000 56476 3 17.4 529| 0 326-345 | K.SPYGVOPILMEHTFCAGMSK. Y | Carbamidomethyl: 15
445 1 73000000 -30.63 3 165 205 0 326-345 | KESPVGVOPILMEHTFCAGMSK.Y Carbamidomethyl: 15;

Oxridation: 18

404 1 67340000 10920 2 15.5 883 0 380-381 | KSCAVAEYGVYVELY Carbamidomethyl: 2
448 1 6028000 79352 2 16.6 665 O 392.401 | KNTSIQDWWVOK.T

Protein 6:

IgGFc-binding protein 0S=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3

Accession: FCGBF_HUMAN Score: 3155
Database: SwissProt(SwissProt_56.9 fasta) MW [kDa]: 5716
Database Date: 2009-03-05 pl: 5.0
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 1.4
MNo. of unique Peptides: &
Cmpd. | No.of | mizmeas. | aAmiz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]

253 | 1 481.8000 9062 2 1.8 598 0 1725- | R.GNPAVSYWVR W

548 1 T84.50008 7170 2 19.3 61.0( O 11?75::: RAVNGVLTALPVSVADGR.I

108 1 5887000 -54.06 2 B4 300 O 11;5:'- R.GSCPTCPEDR.L Carbamidomethyl: 3, &

698 1 T17.4000 5369 3 233 538| O 1;:;525- K.ALASYWVAACOAAGYVIEDWR A Carbamidomeathyl: 9

142 1 4848000 11670 2 8.2 626| O 2219222; R.GEQAVSYTR.S

132 1 430.7000) -105.50 2 9.0 498 0 44:]:?;2 RISVACGASK.A
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7.1.3. Bande 3

Search title
MS data file

HCT_SP_Hum_Tryp
5066549580987109 .mgf

Database SwissProt 201@x (519348 sequences; 183273162 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)

Timestamp : 26 Oct 2010 at ©8:59:44 GMT

Protein hits : HPT_HUMAN Haptoglobin 0OS=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1

ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 O0S=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1

IGHA1 HUMAN Ig alpha-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA1l PE=1 SV=2

MUCSA_HUMAN Mucin-5AC (Fragments) 0OS=Homo sapiens GN=MUC5AC PE=1 SV=3

IGHA2 HUMAN Ig alpha-2 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA2 PE=1 SV=3

GELS_HUMAN Gelsolin 0S=Homo sapiens GN=GSN PE=1 SV=1

IGKC HUMAN Ig kappa chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGKC PE=1 SV=1

K1C9 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 0S=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3

HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2

FCGBP_HUMAN IgGFc-binding protein OS=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3

K2C1 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6

K1C18 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 18 0S=Homo sapiens GN=KRT18 PE=1 SV=2
A1AT_HUMAN Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens GN=SERPINA1 PE=1 SV=3

TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2

TXNDS5_HUMAN Thioredoxin domain-containing protein 5 0S=Homo sapiens GN=TXNDC5 PE=1 SV=2
LAC2 HUMAN Ig lambda-2 chain C regions 0S=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 SV=1

FLNB_HUMAN Filamin-B 0S=Homo sapiens GN=FLNB PE=1 SV=2

CLUS_HUMAN Clusterin 0S=Homo sapiens GN=CLU PE=1 SV=1

LMNA_HUMAN Lamin-A/C 0S=Homo sapiens GN=LMNA PE=1 SV=1

FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain 0S=Homo sapiens GN=FGB PE=1 SV=2

HRG_HUMAN Histidine-rich glycoprotein 0S=Homo sapiens GN=HRG PE=1 SV=1

SHRM3_HUMAN Protein Shroom3 0S=Homo sapiens GN=SHROOM3 PE=1 SV=2

NFAC3_HUMAN Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 3 0S=Homo sapiens GN=NFATC3 PE=1 SV=1
MYH9_HUMAN Myosin-9 0S=Homo sapiens GN=MYHS PE=1 SV=4

ARMX4 HUMAN Armadillo repeat-containing X-linked protein 4 O0S=Homo sapiens GN=ARMCX4 PE=2 SV=2
PCD15 HUMAN Protocadherin-15 0OS=Homo sapiens GN=PCDH15 PE=1 SV=2

Protein 1: Haptoglobin OS=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1

Accession: HPT_HUMAN Score: 1158.8
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 45.2
Database Date:  2009-03-05 pl: 6.1
Moadification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 40.4
No. of unique Peptides: 24
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Amjz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [Ppm] [min]
190 1 462, 3000 66,58 2 10.9 17| 0 162-170 | RILGGHLDAK.G
389 1 46080000 14135 2 16.5 383 0 171-178 | K.GSFPWGQAK.M
507 1 6545,9000 48,26 2 19.7 E74| 0 216-227 | KDIAPTLTLYWVGK. K
433 1 70990000 -22497 2 17.6 553 1 216-228 | KL.DIAPTLTLYVGKK.G
201 1 4938000 471 2 11.2 450] 1 228-235 | K. KQLVEIEK.V
257 1 42980000 11590 2 12.9 298| 0 229-235 | K.QLVEIEK.V
453 1 5891000 15259 3 18.2 61.9| 0 236-251 | KAVVLHPNYSQVDIGLIK.L
65 1 480,3000 68,56 2 7.7 358 1 254-281 | K.OKVSVNER.V
79 1 352.2000 2753 2 8.1 313 0 256-261 | K.VSVNER.V
316 1 5308000 3747 2 14,3 420 0 262-270 | RVMPICLPSK.D Carbamidomethyl: 5;
s - : Oxidation: 2_
413 1 918.5000 58484/ 2 | 17.1|  58.0| 1 | 262-277 | RVMPICLPSKDYAEVGR.Y Carbamidomethyl: 5
384 1 926.50000 58253 2 15.8 537 1 262-277 | RVMPICLPSKDYAEVGR.Y Carbamidemethyl: 5;
Cixidatian: 2
165 1 40530000 263497 2 10.2 404| 0 271277 | K.DYAEVGR.\
343 1 4907000 10404 2 15.1 711 0 278-286 | RVGYVSGWGR.N
283 2 G667 8000  -B69.21 2 13.5 56.6| 1 287-297 | R NANFKFTDHLK.Y
135 1 381.20000 130538 2 0.5 325| 0 202-207 | K.FTOHLKY
434 2 85440000 1555 2 17.7 686G| O 298.311 | K.YVMLPVADQDGCIR H Carbamidomethyl: 12
3ra 2 86240000 -1245 2 16.2 825| 0 298-311 | K.YVMLPVADQDGCIR H Carbamidomethyl: 12;
Oxidation: 3
94 1 573.8000 4370 2 8.4 46| 0 312-321 | RHYEGSTVPEK.K
48 1 63780000 -3513 2 T2 55.5| 1 312.322 | R HYEGSTVPERE.T
428 1 10870000 43032 2 17.5 884 0 326-345 | K.SPVGVAPILNEHTFCAGMSK.Y Carbamidemethyl: 15
388 1 1094 50000  -27.32 2 16.5 611 0 326345 | K.SPVGVYOPILNEHTFCAGMSK.Y Carbamidomethyl: 15;
Oxidation: 18
352 2 67340000 10820 2 15.4 914| 0O 3B0-391 | K. SCAVAEYGVWYWELY Carbamidomathyl: 2
3480 2 50230000 -38.60 2 16.5 724| 0 392-401 | KVTSIODWWOK.T
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Protein 4:

Mucin-5AC (Fragments) OS=Homo sapiens GN=MUCS5AC PE=1 SV=3

Accession: MUCSA_HUMAN Score: 370.0
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 526.3
Database Date:  2009-03-05 pl: 6.6
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 1.9
No. of unique Peptides: 8
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amfz | 2 Rt Score Range |Sequence Madification
Cmpds. [ppm] [min]
176 | 1 573.8000 1549 2 10.7 34.7 _125-135 | R.SQESAAPTLSR.Y
3| 1 45080000 11422 2 8.0 378 1783- | R.RPEEITR.V
| 17849
154 1 §35.8000 2048 2 10.1 4.5 4727- | R.CPAPVGCPEGAR. A Carbamidomethyl: 1, 7
4738
241 | 1 588.8000 -58.88 2 122 66.0 4861- | KHODGLWWVTTK.K
| 4871
3z | h | 73840008 8871 2 14.5 271 4873- | KACPPLSCSLDEAR.M Carbamidomethyl: 2, 7
| 4885
3 | 1 £594.9000 54,84 2 14.0 93.0 4914- | RELIQOOGCSSSEPYR L Carbamidomethyl: 9
| 4829 |
240 | 1 TERT000 53544 3 122 281 4935- | RGNCGDSSEMYSLEGNTVERR.C Carbamidomethyl: 3;
4954 Owxidation: 8
123 | 1 57730000 11955 2 9.2 44.8 4955- | R.CQCCQELR.T Carbamidomethyl: 1. 3, 4
4962
Protein 10: IgGFc-binding protein 0S=Homo sapiens GN=FCGBP PE=1 SV=3
Accession: FCGBP_HUMAN Score: 135.6
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 5716
Database Date:  2009-03-05 pl: 5.0
Modification{s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 0.7
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amiz | 2 Rt Score Range |Sequence Modification
Cmpds. [PP"“] [min]
644 il T17.4000 5369 3 234 678 1922- | KALASYVAACQAAGVVIEDWR.A Carbamidomethyl: 9
| 1949
133 1 48480000 11670 2 94 4186 2122-| R.GSQAVSYTR.S
2130
118 1 430.8000) 125.61 2 9.1 3041 4174- | RISVAQGASK.A
| 4182
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7.1.4. Bande 4

Search title : HCT_SP_Hum_Tryp

MS data file : 5066549580987110.mgf

Database : SwissProt 2010x (519348 sequences; 183273162 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)

Timestamp : 26 Oct 2010 at ©9:00:04 GMT

Protein hits : K2C€1 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
K1C9_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
LAC2 HUMAN Ig lambda-2 chain C regions OS=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 SV=1
ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1
LAC1 HUMAN Ig lambda-1 chain C regions OS=Homo sapiens GN=IGLC1 PE=1 SV=1
IGKC HUMAN TIg kappa chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGKC PE=1 SV=1
HBB_HUMAN  Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2
K22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 0S=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2
K1C10 _HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 1@ OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6
IGJ_HUMAN  Immunoglobulin J chain OS=Homo sapiens GN=IGJ PE=1 SV=4
IGHA1 _HUMAN Ig alpha-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA1l PE=1 SV=2
LV382 HUMAN Ig lambda chain V-III region LOI OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
LV3e1l _HUMAN Ig lambda chain V-III region SH OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
LAC7 HUMAN Ig lambda-7 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGLC7 PE=1 SV=2
1433Z _HUMAN 14-3-3 protein zeta/delta OS=Homo sapiens GN=YWHAZ PE=1 SV=1
KV402 HUMAN Ig kappa chain V-IV region Len OS=Homo sapiens PE=1 SV=2
PRDX4_HUMAN Peroxiredoxin-4 0S=Homo sapiens GN=PRDX4 PE=1 SV=1
LV1e2 HUMAN Ig lambda chain V-I region HA 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1
TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2
KV1eé_HUMAN Ig kappa chain V-I region EU OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
KV201 HUMAN Ig kappa chain V-II region Cum OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
MUCSA_HUMAN Mucin-5AC (Fragments) OS=Homo sapiens GN=MUCS5AC PE=1 SV=3
HPT_HUMAN Haptoglobin 0S=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1
LV1e9 HUMAN Ig lambda chain V-I region EPS 0OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
LV403 _HUMAN Ig lambda chain V-IV region Hil OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
DHX9_HUMAN ATP-dependent RNA helicase A OS=Homo sapiens GN=DHX9 PE=1 SV=4
LV401 HUMAN Ig lambda chain V-IV region Bau OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
SHRM3_HUMAN Protein Shroom3 0S=Homo sapiens GN=SHROOM3 PE=1 SV=2
CLPB_HUMAN Caseinolytic peptidase B protein homolog OS=Homo sapiens GN=CLPB PE=1 Sv=1

Protein 1: Keratin, type Il cytoskeletal 1 0OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6

Accession: K2C1_HUMAN Score: 506.6
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 66.0
Database Date:  2009-06-03 pl: 8.8

Sequence Coverage [%]: 20.2
No. of unique Peptides: 10

Cmpd. | No.of | mizmeas. | Am/z | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min
271 1 437.8000 106.7& 2 14.0 34.2] 0 66-T4 | R.SLVNLGGSK.S
512 1 547.0000) 76.55 3 205 241 1 186-1589 | K.SLNNQFASFIDKVR.F
289 1 738.4000] 5.08 2 14.5 584 0 200-211 | RFLEQONOYLOTK.W
192 1 500.30000 147.48 2 120 M5 0 290298 | K.DVDGAYMTH.V
618 1 651.9000) 59.52 2 231 96.4| 0O 344-355 | R.SLDLDSIAEVK.A
392 1 7631000 507.23 3 17.2 241 1 367386 | K.AEAESLYQSKYEELQITAGR.H
309 1 5904000 162.88 2 15.1 773] 0 K.YEELQITAGR.H
208 1 517.3000 7415 2 124 50.0] 0 RTLLEGEESR.M o i}
57 | 1 | 7954000 orefs| 110] e26] o SSYGSGGGSYGSGEGGGGAR G
37 1 5468000  82.20) 2 7.7 421| 0 GR.G 1

108



Anhang

Protein 3: Ig lambda-2 chain C regions OS=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 SV=1
Accession: LACZ2_HUMAN Score: 31341
Database: SwissProt{SwissProt_2010x.fasta) MW [kDa]: 113
Database Date: 2010-09-02 pl: 7.7
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 63.2
No. of unique Peptides: 5
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amjz | 2 Rt Score P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
434 2 993.5001) 184 s07| 0 5-23 | K AAPSWTLFPPSSEELOANK.A
55 1 495.8000) 85 74T| O 51-60 | KAGVETTTPSK.Q
497 1 872.5000) 02| 564 ¢ 66-80 | K.YAASSYLSLTPEQWK.S
123 | 1 8564000 1t 103 8r8| o 84-98 | R.SYSCOVTHEGSTVEK.T Carbamidomethyl: 4
100 | 1 432.7000. 96 435] 0 | | Carbami T
Protein 7: Hemoglobin subunit beta - Homo sapiens (Human)
Accession: HBB_HUMAN Score: 200.2
Database: SwissProt(SwissProt_55.3.fasta) MW [kDa]: 16.0
Database Date: 2008-09-07 pl: 6.9
Sequence Coverage [%]: 21.8
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amiz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
404 | 1 4669000 29215 2 | 175| 450| © 10-18 | K.SAVTALWGK.Y
313 | 1 657.9000  97.22 2 | 15.1 06| 0 19-31 | K.VNVDEVGGEALGR.L
527 | 1 6379000 5264 2| 208| B46| O 32-41 | RLLVWYPWTQR.F
7.1.5. Bande 5
Search title : HCT_SP_Hum_Tryp
MS data file : 5066549580987111.mgf
Database : SwissProt 2018x (519348 sequences; 183273162 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)
Timestamp : 26 Oct 2010 at ©9:00:31 GMT

Protein hits IGKC_HUMAN TIg kappa chain C region OS=Homo sapiens GN=IGKC PE=1 SV=1

IGJ_HUMAN Immunoglobulin J chain 0S=Homo sapiens GN=IG] PE=1 SV=4

LAC1 HUMAN Ig lambda-1 chain C regions 0S=Homo sapiens GN=IGLC1 PE=1 SvV=1

LAC2 HUMAN Ig lambda-2 chain C regions 0S=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 Sv=1

KV118 HUMAN Ig kappa chain V-I region WEA 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1

KV302 HUMAN Ig kappa chain V-III region SIE OS=Homo sapiens PE=1 SV=1

K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6

LV3@2 HUMAN Ig lambda chain V-III region LOI OS=Homo sapiens PE=1 SV=1

KV102 HUMAN Ig kappa chain V-I region AU OS=Homo sapiens PE=1 SV=1

PRDX4 _HUMAN Peroxiredoxin-4 0S=Homo sapiens GN=PRDX4 PE=1 SV=1

IGHA1 HUMAN Ig alpha-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA1l PE=1 SV=2

K22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2
TRY3_HUMAN Trypsin-3 O0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2

KV201 HUMAN Ig kappa chain V-II region Cum OS=Homo sapiens PE=1 SV=1

KV1e6_HUMAN Ig kappa chain V-I region EU 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1

ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1

GSTP1_HUMAN Glutathione S-transferase P 0S=Homo sapiens GN=GSTP1 PE=1 SV=2

KV309 HUMAN Ig kappa chain V-III region VG (Fragment) 0OS=Homo sapiens PE=1 SV=1

KV4@1 HUMAN Ig kappa chain V-IV region (Fragment) OS=Homo sapiens GN=IGKV4-1 PE=4 SV=1
KV113 HUMAN Ig kappa chain V-I region Lay 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1

HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2

TRIPB_HUMAN Thyroid receptor-interacting protein 11 0S=Homo sapiens GN=TRIP11l PE=1 SV=3
RTEL1 HUMAN Regulator of telomere elongation helicase 1 OS=Homo sapiens GN=RTEL1 PE=1 SV=2
MANEL_HUMAN Glycoprotein endo-alpha-1,2-mannosidase-like protein 0S=Homo sapiens GN=MANEAL PE=2 SvV=1
SHRM3_HUMAN Protein Shroom3 0S=Homo sapiens GN=SHROOM3 PE=1 SV=2

LV381 HUMAN Ig lambda chain V-III region SH OS=Homo sapiens PE=1 SV=1

PCD15_HUMAN Protocadherin-15 0S=Homo sapiens GN=PCDH15 PE=1 SV=2

ATD3B_HUMAN ATPase family AAA domain-containing protein 3B OS=Homo sapiens GN=ATAD3B PE=1 SV=1
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Protein 1: Ig kappa chain C region OS=Homo sapiens GN=IGKC PE=1 SV=1
Accession: IGKC_HUMAN Score: 3712
Database: SwissProt(SwissProt_57.3 fasta) MW [kDa]: 116
Database Date:  2009-06-03 pl: 5.5
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 88.7
No. of unique Peptides: 7
Cmpd. | No.of | mizmeas. | aAmjz | 2 Rt Score P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
s92 | 2 649.3000 7264 3| 214]  aes[ o 1-18 | - TVAAPSVFIFPPSDEQLK.S
678 1 899.5000 542002 | 235  s19( 0 19-34 | K.SGTASVVCLLNNFYPR.E Carbamigomathyl: &
203 1 10684000 8238 2| 118 774 0 42-61 | K.VDNALQSGNSQESVTEQDSK.D
487 1 75180000 2280 2 | 183 565 0 62-75 | K.DSTYSLSSTLTLSK.A
214 1 7143000 -9115 3| 122|  278| 1 81-99 | K.HKVYACEVTHOGLSSPYTK.S Carbamidomethyl: &
277 1 9385000 3506 2 | 136| 820( 0 83-99 | K.VYACEVTHQGLSSPVTK.S Carbamigomethyl: 4
87 1 4352000 4101 2 89|  280| 1 | 100-106 | K.SFNRGEC.- Carbamidomethyl: 7
Protein 2: Immunoglobulin J chain 0S=Homo sapiens GN=IGJ PE=1 SV=4
Accession: 1GJ_HUMAN Score: 31T
Database: SwissProt(SwissProt_2010x.fasta) MW [kDa]: 18.1
Database Date: 2010-09-02 pl: 5.0
Modification{s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 28.3
No. of unique Peptides: 5
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Am/z | 2 Rt Score P Range |Sequence Maodification
Cmipds. [ppm] [min]
239 | 1 400.80000 13112 2| 127] 60| 0 28-34 | RIVLVDNK.C
217 1 69530000 1447 2| 122| 822 0 47-58 | R.SSEDPNEDIVER.M |
382 1 6413000 2877 2| 162| 634 0 83-92 | R.FVYHLSDLCK. K | Carbamidomethyl: 9
336 1 7054000 4830 2| 149|  39.5| 1 83-93 | R.FVYHLSDLCKK.C | Carbamidomethyl: 9
477 1 82940000 58061 2| 186| 688| 0 | 131145 | KCYTAVVPLVYGGETK.M | Carbamidomethyl: 1
Protein 10: Peroxiredoxin-4 OS=Homo sapiens GN=PRDX4 PE=1 SV=1
Accession: PRDX4 HUMAN Score: 107.8
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 30.5
Database Date:  2009-03-05 pl: 5.8
Sequence Coverage [%]: 13.3
No. of unique Peptides: 3
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amjz | 2 Rt Score P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
542 1 48900000 97758 3| 202]  210] 0 | 174-186 | RIPLLSOLTHQISK.D
552 1 45400000 138,57 3 20.5 324 1 201-212 | R.GLFIDDKGILR.Q
A5E6 1 613, 4000 83,81 2 18.1 544 0 213-223 | R.QITLMDLPFVGR.S
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Anhang

7.1.6. Bande 6

Search title : HCT_SP_Hum_Tryp

MS data file : 5066549580987112.mgf

Database SwissProt 2010x (519348 sequences; 183273162 residues)

Taxonomy Homo sapiens (human) (20359 sequences)

Timestamp : 26 Oct 2010 at ©9:00:55 GMT

Protein hits : K2€C1 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
K1C9_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
K1C10 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 1@ OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6
K22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 0S=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2
HPT_HUMAN Haptoglobin 0S=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1
IGHA1 HUMAN Ig alpha-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA1l PE=1 SV=2
TFF2_HUMAN Trefoil factor 2 0OS=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2
TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2
LAC2 HUMAN Ig lambda-2 chain C regions OS=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 SV=1
KV382 HUMAN Ig kappa chain V-III region SIE OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2
GKN2_HUMAN Gastrokine-2 0S=Homo sapiens GN=GKN2 PE=1 SV=2
LEG3_HUMAN Galectin-3 0S=Homo sapiens GN=LGALS3 PE=1 SV=5
PSMD1_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 O0S=Homo sapiens GN=PSMD1 PE=1 SV=2
HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha 0S=Homo sapiens GN=HBA1l PE=1 SV=2
PRDX1_HUMAN Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens GN=PRDX1 PE=1 SV=1
IGJ_HUMAN Immunoglobulin J chain OS=Homo sapiens GN=IGJ PE=1 SV=4
PCD15_HUMAN Protocadherin-15 OS=Homo sapiens GN=PCDH15 PE=1 SV=2

PR

Protein 5: Haptoglobin 0S=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1
Accession: HPT_HUMAN Score: 326.1
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 45.2
Database Date: 2009-03-05 pl: 6.1
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 13.1
No. of unique Peptides: 7
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amiz | 2 Rt Score P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]

253 | 1 65630000 1034 2| 131|778 0 _60-71 | RTEGDGVYTLNDK.K
194 | 1 48060000 5839 3| 114 332 1 _60-72 | R.TEGDGVYTLNDKK.Q_
_m 1 408.8000(  146.88 2 95 22| 1 7277 | KKQWINK.A

239 1 5703000 2069 3| 127|334 1 | 117-131| KLRTEGDGVYTLNNEK.G

244 1 72030000 -50.08 2| 128 874 0 | 119131 | RTEGDGVYTLNNEK.Q

161 1 69430000 -56.25 2| 105| 478 1 | 142-153 | KLPECEAVCGKPK.N | Carbamidomethyl: 4, 8

100 1 4483000 131,94 2 91]  277| 0 | 154-181 KNPANPVOR.| |
Protein 7: Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2
Accession: TFF2_HUMAN Score: 229.7
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 14.3
Database Date:  2008-06-03 pl: 54
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 28.7

No. of unique Peptides: ©
10 20 30 40 50 60 70 80

MGRRDAQLLA ALLVLGLCAL AGSEKPSPCQ CSRLSPHNRT NCGFPGITSD QCFDNGCCFD SSVIGVPWCF HPLPKQESDQ

90 100 110 120 130
CVMEVSDRRN CGYPGISPEE CASFEKCCFSN FIFEVPWCFF PEKSVEDCHY
—FE

Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amjz | 2 Rt Score P Range |Segquence Meodification
Cmpds. [ppm] [min]
1685 1 T99.8000  -30.87) 2 0.7 735 0 T6-88 | K.OQESDQCYMEVSDR.R Carbamidomethyl: 6;
Oxidation: 8
208 1 580.2000  -93.56 3 118 386 1 76-88 | KQESDQCVMEYSDRR.N Carbamidomethyl: &
141 1 5856000 2404 3 10.2 229 1 76-88 | KQESDQCVMEVSDRR.N Carbamidomeathyl: &;
Cixidation: 8
263 | 1 | 8493000 52267 2 134 426| 0 90-104 | R.NCGYPGISPEECASR.K Carbamidomethyl: 2, 12
20 | 1 | 9129000 417/ 2| 122| 360| 1 | 90-105| RNCGYPGISPEECASRK.C | Carbamidomethyl: 2, 12
144 ' 1 4552000 5714 2 10.2 39.0] 0 123-129 | K.SVEDCHY - | Carbamidomethyl: 5

111



Anhang

Protein 12: Gastrokine-2 OS=Homo sapiens GN=GKN2 PE=1 SV=2

Accession: GKN2_HUMAN Score: 55.8
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 20.5
Database Date:  2009-06-03 pl: 7.8
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 14.1
No. of unique Peptides: 2
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Amjz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
526 1 538.90000 180.11| 2 20.4 281 @0 120-128 | K.YNPLESLIK.D
17 | 1 56730000 64619 3 9.4 277 O 151-167 | K.GEVVENTHNVGAGGCAK.A Carbamidomathyl: 15

7.1.7. Bande 7

Search title HCT_SP_Hum_Tryp

MS data file : 5066549580987113.mgf

Database : SwissProt 2010x (519348 sequences; 183273162 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)

Timestamp : 26 Oct 201@ at ©9:01:18 GMT

Protein hits : K2C€1 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6

K1C9 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
TFF2_HUMAN Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2

LEG3 _HUMAN Galectin-3 0S=Homo sapiens GN=LGALS3 PE=1 SV=5

IGHA1 HUMAN Ig alpha-1 chain C region 0S=Homo sapiens GN=IGHA1l PE=1 SV=2
TAGL_HUMAN Transgelin OS=Homo sapiens GN=TAGLN PE=1 Sv=4

HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta O0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2

K2C6B_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 6B 0S=Homo sapiens GN=KRT6B PE=1 SV=5
K1C10 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 1@ OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6
TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2

AGR2_HUMAN Anterior gradient protein 2 homolog OS=Homo sapiens GN=AGR2 PE=1 SV=1
PDIA3 _HUMAN Protein disulfide-isomerase A3 0S=Homo sapiens GN=PDIA3 PE=1 SV=4
F194B_HUMAN Protein FAM194B OS=Homo sapiens GN=FAM194B PE=2 SV=1

PSMD1_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 OS=Homo sapiens GN=PSMD1 PE=1 SV=2
GCP4_HUMAN Gamma-tubulin complex component 4 OS=Homo sapiens GN=TUBGCP4 PE=1 SV=1
ZN292 HUMAN Zinc finger protein 292 0S=Homo sapiens GN=ZNF292 PE=1 SV=3

Protein 3: Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2
Accession: TFF2_HUMAN Score: 2391
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 14.3
Database Date:  2009-06-03 pl: 5.4
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 28.7
No. of unique Peptides: 6
10 20 30 40 50 60 70 80

MGRRDAQLLA ALLVLGLCAL AGSEKPSPCQ CSRLSPHNRT NCGFPGITSD QCFDNGCCFD SSVIGVPWCF HPLPEKQESDQ

90 100 110 120 130
CVMEVSDREN CGYPGISPEE CASRKCCFSN FIFEVPWCFF PKSVEDCHY
L ]

Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amfz | Z Rt Score | P Range | Seguence Modification

Cmpds. [ppm] [rmin]
230 | 1 791.8000 -3440 2 12.7 72z 0 76-88 | K.OESDOQCVMEYSDR.R Carbamidomethyl: 6
181 | 1 799.8000 -3087 2 10.6 V44| 0 76-88 | K.OESDOCVMEVSDR.R Carbamidomethyl: &;

| Cwidation: &
201 1 580.2000) -93.56 3 1n.7 39.2| 1 76-89 | K.QESDQCVYMEVSDRR.N Carbamidomethyl: &
254 1 848.8000)  -66.36 2 13.4 616 0 90-104 | R.NCGYPGISPEECASR.K Carbamidomathyl: 2, 12
215 1 912.9000 417 2 12.2 T4 1 90-105 | RNCGYPGISPEECASRK.C Carbamidomethyl: 2, 12
130 1 4552000 5714 2 10.0 276 0 123-129 | K.SVEDCHY - Carbamidomethyl: 5
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Protein 4: Galectin-3 OS=Homo sapiens GN=LGALS3 PE=1 SV=5

Accession: LEG3_HUMAN Score: 216.5
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 26.1
Database Date:  2009-03-05 pl: 9.1
Modification{s): Oxidation Sequence Coverage [%]: 14.8

No. of unique Peptides: 4

Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amiz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
423 1 sa77o00f 8145 3| 178 57.3] 1 130-144 | R.MLITILGTVKPNANR|
410 1 82000000 2785 2| 175 31.5] 1 130-144 | RLMLITILGTVKPNANR.| Oxidation: 1
312 1 §37.40000 14552 2 | 149 656 0 | 152-162 | R GNDVAFHFNPRF
349 1 56280000 5035 2 | 159 83.7| 0 | 200-210 | KIOQVLVEPDHFK.V
Protein 6: Transgelin 0S=Homo sapiens GN=TAGLN PE=1 SV=4
Accession: TAGL_HUMAN Score: 186.6
Database: SwissProt{SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 226
Database Date: 2009-06-03 pl: 9.4
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 18.4
No. of unique Peptides: 4
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Amiz | 2 Rt Score P Range | Sequence Meodification
Cmpds. [ppm] [min]
467 1 7038000 13048 3| 193 735 1 30-47 | RLVEWINQCGPDVGRPOR.G Carbamidemethyl: 9
178 | A 3858000 20081 2| 110 425 0 58-54 | K.MGVILSK.L
449 | 1 G02.8000 T4 2 18.7 51.0| O 126-140 | R.TLMALGSLAVTE.N
400 | 1 5100000 8254 2| 173 706 0 | 128-140 | R TLMALGSLAVTK.N Oxidation: 3
7.1.8. Bande 8
Search title : HCT_SP_Hum_Tryp
MS data file : 5066549580987114.mgf
Database : SwissProt 2810x (519348 sequences; 183273162 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)
Timestamp : 26 Oct 2010 at ©9:01:40 GMT

Protein hits : HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2
HPT_HUMAN Haptoglobin 0S=Homo sapiens GN=HP PE=1 SV=1
HBD_HUMAN Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens GN=HBD PE=1 SV=2
TFF2_HUMAN Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2
LYSC HUMAN Lysozyme C 0S=Homo sapiens GN=LYZ PE=1 SV=1
LEG1 HUMAN Galectin-1 OS=Homo sapiens GN=LGALS1 PE=1 SV=2
K2C1_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2
ACTA_HUMAN Actin, aortic smooth muscle 0S=Homo sapiens GN=ACTA2 PE=1 SV=1
HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens GN=HBA1l PE=1 SV=2
K22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 0S=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2
TAGL_HUMAN Transgelin O0S=Homo sapiens GN=TAGLN PE=1 SV=4
PROF1_HUMAN Profilin-1 0S=Homo sapiens GN=PFN1 PE=1 SV=2
GCP4_HUMAN Gamma-tubulin complex component 4 0OS=Homo sapiens GN=TUBGCP4 PE=1 Sv=1
TRY1 HUMAN Trypsin-1 OS=Homo sapiens GN=PRSS1 PE=1 SV=1
AFF4_HUMAN AF4/FMR2 family member 4 0S=Homo sapiens GN=AFF4 PE=1 SV=1
LAC2 HUMAN Ig lambda-2 chain C regions 0S=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 Sv=1
CBAAl1 HUMAN Calcium-binding atopy-related autoantigen 1 OS=Homo sapiens GN=CBARA1l PE=1 SV=1
NUP54 HUMAN Nucleoporin p54 0S=Homo sapiens GN=NUP54 PE=1 SV=2
SHRM3_HUMAN Protein Shroom3 0S=Homo sapiens GN=SHROOM3 PE=1 SV=2
TXND5_HUMAN Thioredoxin domain-containing protein 5 0S=Homo sapiens GN=TXNDC5 PE=1 SV=2
ZN292 HUMAN Zinc finger protein 292 0S=Homo sapiens GN=ZNF292 PE=1 SV=3
PCD15_HUMAN Protocadherin-15 0S=Homo sapiens GN=PCDH15 PE=1 SV=2
NUCB1 _HUMAN Nucleobindin-1 OS=Homo sapiens GN=NUCB1 PE=1 SV=4
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Protein 4: Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2

Accession: TFF2_HUMAN Score: 196.9
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 14.3
Database Date:  2009-06-03 pl: 54
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 28.7

No. of unique Peptides: 6

10 20 30 40 50 60 70 80
MGRRDAQLLA ALLVLGLCAL AGSEKFSPCQ CSRELSPHNRT NCGFPGITSD QCFDNGCCFD SSVIGVEWCF HPLPKQESDQ
90 100 110 120 130
CVMEVSDRRN CGYPGISPEE CASRKCCFSN FIFEVPWCFF PKSVEDCHY
= ______—}
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Amiz | Rt Score P Range [Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
“o | 1 70880000 -30.87) 2| 10.5| 51.0] © 76-88 | K.QESDQCVMEVSDR.R Carbamidomethyl; 6;
Orxidation: 8
178 1 580.5000 42348 3| 116| 26.6| 1 76-89 | K.QESDQCVMEVSDRR.N Garbamidomethyl: &
119 j 5856000 2404 3| 10.0| 362| 1 76-89 | K.QESDQCVMEVSDRR.N Carbamidomethyl: 6;
- Oxidation: 8
240 | _848.8000) 563§ 2| 133 664 0 80-104 | R.NCGYPGISPEECASRK | Carbamidomethyl: 2, 12
200 1 912.9000 417 2| 122  20.0( 1 |  90-105 | RNCGYPGISPEECASRK.C | Carbamidomethyl: 2, 12
122 1 45520000 574 2| 10.1|  254| 0 | 123-129|K.SVEDCHY.- | Carbamidomethyl: 5
Protein 5: Lysozyme C OS=Homo sapiens GN=LYZ PE=1 SV=1
Accession: LYSC_HUMAN Score: 1344
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 16.5
Database Date: 2009-03-05 pl: 10.6
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 27.0
No. of unique Peptides: 4
Cmpd. | No.of | mizmeas. | aAmjz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
a7 1 41420000 2548 2 95| 350 0 33-39 | RLGMDGYR.G Oidation: 3
588 | 1 68240000 7814 2| 27| 230| 0 40-51 | R.GISLANWMCLAK. W Carbamidomethyl: 8
a7 | 1 4912000 -46.54 2 81| 223 0 60-68 | RATNYNAGDR.S
427 1 7014000 79351 2| 184| 540] 0 69-80 | R.STDYGIFQINSR.Y
Protein 6: Galectin-1 0S=Homo sapiens GN=LGALS1 PE=1 SV=2
Accession: LEG1_HUMAN Score: 117.0
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 14.7
Database Date:  2009-03-05 pl: 5.2

Sequence Coverage [%]: 20.7
No. of unique Peptides: 3

Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amfz | 2 Rt Score P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
41 1 521.3000 23.01) 2 7.9 2749| 1 20-29 | RVRGEVAPDAK.S
401 | 1 4393000 8940 2 17.7 475| 0 30-37 | K.SFVLNLGK.D
182 | 1 538.70000 -TE.88 2 11.1 16| 0 B5-74 | K.DGGAWGTEQR.E
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7.1.9. Bande 9

Search title : HCT_SP_Hum_Tryp

MS data file : 5066549580987115.mgf

Database : SwissProt 201@x (519348 sequences; 183273162 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20359 sequences)

Timestamp : 26 Oct 2010 at ©9:02:00 GMT

Protein hits : K1C9 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3

K2C1 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 0S=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6

HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 0S=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2

HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens GN=HBA1l PE=1 SV=2

K22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2
K1C1@ HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 10 0OS=Homo sapiens GN=KRT1@ PE=1 SV=6

THIO _HUMAN Thioredoxin 0S=Homo sapiens GN=TXN PE=1 SV=3

HBD_HUMAN Hemoglobin subunit delta 0S=Homo sapiens GN=HBD PE=1 SV=2

KRT81 HUMAN Keratin, type II cuticular Hbl OS=Homo sapiens GN=KRT81 PE=1 SV=2

LRC15 _HUMAN Leucine-rich repeat-containing protein 15 0S=Homo sapiens GN=LRRC15 PE=1 SV=1
K2C5_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens GN=KRT5 PE=1 SV=3

K1C14 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 14 0S=Homo sapiens GN=KRT14 PE=1 SV=4

TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2

K1H1 HUMAN Keratin, type I cuticular Hal OS=Homo sapiens GN=KRT31 PE=1 SV=3

FIBA_HUMAN Fibrinogen alpha chain 0S=Homo sapiens GN=FGA PE=1 SV=2

TFF1_HUMAN Trefoil factor 1 0S=Homo sapiens GN=TFF1 PE=1 SV=1

LEG1 HUMAN Galectin-1 OS=Homo sapiens GN=LGALS1 PE=1 SV=2

DCD_HUMAN Dermcidin OS=Homo sapiens GN=DCD PE=1 SV=2

PKP1 HUMAN Plakophilin-1 0S=Homo sapiens GN=PKP1 PE=1 SV=2

PSMD1_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 OS=Homo sapiens GN=PSMD1 PE=1 SV=2
TFF2 HUMAN Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2

ACTA_HUMAN Actin, aortic smooth muscle OS=Homo sapiens GN=ACTA2 PE=1 SV=1

SHRM3_HUMAN Protein Shroom3 0S=Homo sapiens GN=SHROOM3 PE=1 SV=2

NUP54 HUMAN Nucleoporin p54 0S=Homo sapiens GN=NUP54 PE=1 SV=2

RTEL1 HUMAN Regulator of telomere elongation helicase 1 0S=Homo sapiens GN=RTEL1 PE=1 SV=2
NUCB1 HUMAN Nucleobindin-1 OS=Homo sapiens GN=NUCB1 PE=1 SV=4

Protein 7: Thioredoxin OS=Homo sapiens GN=TXN PE=1 SV=3
Accession: THIO_HUMAN Score: 256.8
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 1.7
Database Date:  2009-03-05 pl: 4.7
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 49.5
No. of unique Peptides: 5
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amfz | 2 Rt Score P Range | Segquence Madification
Cmpds. [ppm] [min]
382 1 668.8000 3380 2 | 17.0] 07.8] o 4-21 | K. TAFQEALDAAGDK.L
335 1 488.6000 949 3| 157|  225] 4 37-48 | K MIKPFFHSLSEK.Y
462 1 61130000 4058 2 | 19.4| 364| 0 73-81 | K.CMPTFQFFK.K Carbamidemethyl: 1;
| Oxidation: 2
10 | 1 4547000  50.92 2| 10.0] 430] o 86-04 | K.VGEFSGANK.E
492 1 501.4000 24075 2 | 202| 482] o 97-105 | K LEATINELV -

Protein 16: Trefoil factor 1 0S=Homo sapiens GN=TFF1 PE=1 SV=1

Accession: TFF1_HUMAN Score: 52.2
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 9.1
Database Date: 2009-06-03 pl: 4.1
Modification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 10.7
No. of unique Peptides: 1
10 20 30 40 50 60 70 80
MATMENKVIC ALVLVSMLAL GTLAEAQTET CTVAPRERQN CGFPGVTPSQ CANKGCCFDD TVRGVPWCEFY PNTIDVPPEE
T —_——
20
ECEF
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | aAmjz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
203 | 4 se5.2000 4191 2| 123] s22| 0 55-63 | K.GCCFDDTVR.G Carbamidomethyl: 2, 3
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Protein 17: Galectin-1 OS=Homo sapiens GN=LGALS1 PE=1 SV=2

Accession: LEG1_HUMAN Score: 51.3
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 14.7
Database Date:  2009-03-05 pl: 52

Sequence Coverage [%]: 13.3
No. of unique Peptides: 2

Cmpd. | No.of | mizmeas. | amjz | z Rt Score P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
48 1 521.3000 2301 2 8.0 208| 1 20-29 | RVRGEVAPDAK.S
413 1 439.3000 8940 2 178 304 0 30-37 | KSFVLNLGK.D

7.2. Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchungen der
gereinigten Probe 343Mc (Tascheninhalt des Agarosegels)

7.2.1. Bande 1

Search title : HCT_SP_Hum_semiTryp
MS data file : 5066549580994418.mgf
Database SwissProt 2011 (525207 sequences; 185522689 residues)

Homo sapiens (human) (20326 sequences)

16 Mar 2011 at ©9:43:11 GMT

K2C1 HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
K1C1@ _HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 10 OS=Homo sapiens GN=KRT1@ PE=1 SV=6
K1C9 HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 0S=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
K22E_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 0S=Homo sapiens GN=KRT2 PE=1 SV=2
MUCSA_HUMAN Mucin-5AC (Fragments) OS=Homo sapiens GN=MUC5AC PE=1 SV=3
MUC6_HUMAN Mucin-6 0S=Homo sapiens GN=MUC6 PE=1 SV=2

K1C16_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 16 OS=Homo sapiens GN=KRT16 PE=1 SV=4
K2C6B_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 6B 0S=Homo sapiens GN=KRT6B PE=1 SV=5
K2C5 _HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens GN=KRT5 PE=1 SV=3
MUC1 _HUMAN Mucin-1 OS=Homo sapiens GN=MUC1 PE=1 SV=3

NIBL2 HUMAN Niban-like protein 2 0S=Homo sapiens GN=FAM129C PE=1 SV=2

Taxonomy
Timestamp
Protein hits

Protein 5: Mucin-5AC (Fragments) OS=Homo sapiens GN=MUC5AC PE=1 SV=3
Accession: MUCS5A_ HUMAN Score: 4819
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 526.3
Database Date: 2009-03-05 pl: 6.6
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 2.8

No. of unique Peptides: 12

Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amiz | 2 Rt Score P Range |Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]

526 | 1 6393000 -49.36 2 16.5 28| 0 230-240 | KLTPMEFGNLQK.M

685 | 1 512.3000 525 2| 203 489 0 966-974 | KIFLGGFELK.L

534 1 7703000 -B4.54 2 167 a0.5| 0 1401- | R.GTDSGDFDTLENLR.A
1414

543 1 84040000 -16.82 2 16.9 482 0 1655- | K.INQLPPICYNYEIR. Carbamidomethyl: 7
1667

609 1 586.6000 -382 3 18.4 249( 0 1752- | KWFDVDFPSPGPHGGDK.E
1767

443 1 GE8.3000 42247 3 14.6 358| 0 1796- | K.SHPEVSIEHLGOVVQCSR.E Carbamidomeathyl: 16
1813

208 1 531.20000 -101.95 2 95 489 0 1821- | RNQDQQGPFK.M
1829

394 1 54270000 -20.92 2 136 671 0 1830- | KMCLNYEVR.V Carbamidomethyl: 2
1837

283 1 550.70000 -B4.98 2 1.1 776 0O 1830- | KMCLNYEVR W Carbamidemethyl: 2;
1837 Oxidation: 1

187 A 503, 7000 -78.323 2 9.2 S04 0O 2211- | RVLCCETPK.G Carbamidomathyl: 3, 4
2218

456 1 75500000 39410 3 14.9 471 0 2697- | R AESHPEVSIEHLGQWVVQCSR.E Carbamidomethyl: 18
2716

414 1 06,5000 158.65 2 139 224 0 4979- | RAFSYTEVEECGCMGR.R Carbamidemethyl: 10, 12;
4953 Cwidation: 13
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Protein 6: Mucin-6 OS=Homo sapiens GN=MUC6 PE=1 SV=2
Accession: MUCE_HUMAN Score: 4272
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 252.0
Database Date: 2009-06-03 pl: 7.4
Moaodification(s): Carbamidomethyl Sequence Coverage [%]: 4.8
No. of unique Peptides: 10
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amjz | 2 Rt Score P Range |Sequence Madification
Cmpds. [ppm] [min]
| S11 | 1 | 7340000 -22.01 3| 162] 223| 0 | 206-224| KLDDPGEICTFQDIPSTHVR.Q | Carbamidomethyl: 8
726 1 4938000 3613 2| 213 267 0 | 646653 RGVLLWGWR.S |
266 1 5112000 -11814 2 | 108  340| 0 | 759-767 | M.FLASCQAPK.T | Carbamidomethyl: 5
427 1 9404000 5707 2 | 143 68.8| 0 | 909-925) KILTENVICGMSGVTCSR.A | Carbamidomethyl: 8, 15
841 1 8128000 -14085 2 | 193| 715 0 1018- | R.YVASSELELVNSWI E
1031
802 1 7313000 -11325 2 | 182| 61.3] 0 1019- | Y.VASSELELYNSWK.E
1031 |
850 1 864.30000 12322 2 | 195| 780| O 1038- | G.DVSFVTDPCSLNAFR.R Carbamidomethyl: 8
1052
280 1 580.5000 -171.38 3 111 235 0 1060- | K.CSVINSQTFATCHSH.W | Carbamidomeathyl: 1,12
1074
462 1 523.90000 4225 3| 151| 375 0 1075- | K.VYHLPYYEACVR.D Carbamidomathyl: 10
1086
387 1 4452000 -2401 2 | 134| 284| 0 1115- | K.GVCVDWR.T Carbamidomethyl: 3
1121

Protein 10:

Mucin-1 0S=Homo sapiens GN=MUC1 PE=1 SV=3

Accession: MUC1_HUMAN Score: 122.9
Database: SwissProt{SwissProt_2010x.fasta) MW [kDa]: 122.0
Database Date: 2010-09-02 pl: 7.0
Modification(s): Oxidation Sequence Coverage [%]: 1.8
No. of unique Peptides: 2
Cmpd. | No.of | mlzmeas. | Amiz | z Rt Score P Range [Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [miin]
665 1 7o1.8000 7092 2| 19.8| T14| © 1072- | R.DISEMFLQIYK.Q Oxidation: 5
1082
580 | 1 ser.3oof -3403 2| 178 s27| 0 | 1083-|KQGGFLGLSNIKF
1083
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7.2.2. Bande 2

Search title
MS data file
Database
Taxonomy
Timestamp
Protein hits

: HCT_SP_Hum_semiTryp

: 5066549580994419.mgf

: SwissProt 2011 (525207 sequences; 185522689 residues)
: Homo sapiens (human) (20326 sequences)

: 16 Mar 2011
: K2C1_HUMAN
TFF2_HUMAN
K1CS_HUMAN
TRY3_HUMAN

MUC19_HUMAN
K1C1e_HUMAN

at ©9:44:04 GMT

Keratin, type II cytoskeletal 1 0S=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2

Keratin, type I cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2

Mucin-19 0S=Homo sapiens GN=MUC19 PE=1 SV=2

Keratin, type I cytoskeletal 10 0S=Homo sapiens GN=KRT1@ PE=1 SV=6

Protein 2:

Trefoil factor 2 0S=Homo sapiens GN=TFF2 PE=1 SV=2

Accession: TFF2_HUMAN Score: 166.6
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 14.3
Database Date:  2009-06-03 pl: 5.4
Modification(s): Carbamidomethyl, Oxidation Sequence Coverage [%]: 27.9
No. of unique Peptides: 6
| 10 20 30 40 50 60 70 80
MGRRDAQLLA ALLVLGLCAL AGSEKPSPCQ CSRLSPHNRT NCGFPGITSD QCFDNGCCFD SSVTGVPWCF HPLPKQESDQ
——
90 100 110 120 130
CVMEVSDRRN CGYPGISPEE CASRKCCFSN FIFEVPWCFF PKSVEDCHY
RS ]
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amiz | 2z Rt Score P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
215 1 7917000 -16069 2| 118] 878| 0 76-88 | K QESDQCVMEVSDR R Carbamidomethyl: 6
144 1 800.2000 469.23 2 97| 748| 0 76-88 | K QESDQCVMEVSDR R Carbamidomethyl: 6;
| Oxidation: 8
188 1 5802000 9356 3| 110/ 298| 1 76-89 | K.QESDQCVMEVSDRR.N | Carbamidomethyl: 6
112 1 585,5000( -146.73 3 91| 316] 1 76-89 | K.QESDQCVMEVSDRR.N | Carbamidomethyl: 6;
| Oxidation: 8
301 1 84930000 52267 2| 134 238| 0 90-104 | R.NCGYPGISPEECASR.K | Carbamidomethyl: 2, 12
130 1 45520000 5714 2 94| 271| 0 | 123-129|K.SVEDCHY.- | Carbamidomethyl: 5
Protein 4: Trypsin-3 OS=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2
Accession: TRY3_HUMAN Score: 65.9
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 325
Database Date: 2009-03-05 pl: 88
Sequence Coverage [%]: 3.3
No. of unique Peptides: 1
Cmpd. | Mo.of | mlzmeas. | Amiz | 2 Rt Score P Range |Sequence Medification
Cmpds. [ppm] [min]
485 1 5683000 -3611 2| 176]  67.0] 0 | 160-168 | D.TLONDIMLIK.L
Protein 5: Mucin-19 OS=Homo sapiens GN=MUC19 PE=1 SV=2
Accession: MUC19 HUMAN Score: 52.9
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 597.8
Database Date:  2009-03-05 pl: 48
Sequence Coverage [%]: 0.3
No. of unique Peptides: 2
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amfz | 2 Rt Score | P Range | Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
233 | 1 | 4673000 9493 2| 20| 212| 0 | T50-757)KIVAFQDQN
408 1 523.20000 -198.08 2 | 158| 407| © 5273- | V. TGITGLSAGLR.G
5283
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7.2.3. Bande 3

Search title : HCT_SP_Hum_semiTryp

MS data file : 5066549580994420.mgf

Database : SwissProt 2011 (525207 sequences; 185522689 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20326 sequences)

Timestamp : 16 Mar 2011 at ©9:48:18 GMT

Protein hits : HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens GN=HBB PE=1 SV=2

K2C€C1 _HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1l PE=1 SV=6
K1C9_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 9 0OS=Homo sapiens GN=KRT9 PE=1 SV=3
HBA_HUMAN Hemoglobin subunit alpha 0S=Homo sapiens GN=HBA1l PE=1 SV=2
DCD_HUMAN Dermcidin OS=Homo sapiens GN=DCD PE=1 SV=2

K1C1@ HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 1@ OS=Homo sapiens GN=KRT10 PE=1 SV=6
S10A7_HUMAN Protein S100-A7 0S=Homo sapiens GN=S100A7 PE=1 SV=4

LYSC_HUMAN Lysozyme C OS=Homo sapiens GN=LYZ PE=1 SvV=1

TRY3_HUMAN Trypsin-3 0S=Homo sapiens GN=PRSS3 PE=1 SV=2

S1@A9_HUMAN Protein S100-A9 0S=Homo sapiens GN=S100A9 PE=1 SV=1

DBPA_HUMAN DNA-binding protein A 0OS=Homo sapiens GN=CSDA PE=1 SV=4
S10A8_HUMAN Protein S100-A8 0S=Homo sapiens GN=S100A8 PE=1 SV=1

RL4©_HUMAN Ubiquitin-60S ribosomal protein L4@ OS=Homo sapiens GN=UBA52 PE=1 SV=2

Protein 5: Dermcidin OS=Homo sapiens GN=DCD PE=1 SV=2

Accession: DCD_HUMAN Score: 86.1
Database: SwissProt(SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 11.3
Database Date:  2009-03-05 pl: 6.1

Sequence Coverage [%]: 12.7
No. of unique Peptides: 2

Cmpd. | No.of | mizmeas. | am/z | 2 Rt Score P Range |Sequence Madification
Cmpds. [ppm] [min]
337 | 1 730.30000 11718 2| 152 338] 1 83-96 | K. LGKDAVEDLESVGK.G
346 | 1 58130000 2525 2| 154 522| 0 86-96 | K. DAVEDLESVGK.G
Protein 7: Protein $100-A7 OS=Homo sapiens GN=S100A7 PE=1 SV=4
Accession: S10A7_HUMAN Score: 68.5
Database: SwissProt(SwissProt_57.3.fasta) MW [kDa]: 11.5
Database Date: 2009-06-03 pl: 6.4

Sequence Coverage [%]: 10.9
No. of unique Peptides: 1

Cmpd. | No.of | mlzmeas. | aomz | z Rt Score P Range [Sequence Madification
Cmpds. [ppm] [miin]
498 1 s2s.8000f 1830 2| 88| 897| © 51-61 | K. GTNYLADVFEK K
Protein 8: Lysozyme C OS=Homo sapiens GN=LYZ PE=1 SV=1
Accession: LYSC HUMAN Score: 58.7
Database: SwissProt{SwissProt_56.9.fasta) MW [kDa]: 16.5
Database Date: 2008-03-05 pl: 10.6
Modification(s): Oxidation Sequence Coverage [%]: 12.8
No. of unique Peptides: 2
Cmpd. | No.of | mizmeas. | Amjz | 2 Rt Score P Range [ Sequence Modification
Cmpds. [ppm] [min]
84 | 1 | 4142000 2548 2| 88 217 0 |  33-39| RLGMDGYR.G _| Oxidation: 3
438 | 1 | 70140000 78351 2| 75| 394] 0 | 6980 | RSTDYGIFQINSRY 1

119



8. Ehrenerklarung

Ich versichere hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulassige Hilfe Dritter und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; verwendete

fremde und eigene Quellen sind als solche kenntlich gemacht.
Ich habe insbesondere nicht wissentlich:
* Ergebnisse erfunden oder widerspriichliche Ergebnisse verschwiegen,

« statistische Verfahren absichtlich missbraucht, um Daten in ungerechtfertigter

Weise zu interpretieren,
« fremde Ergebnisse oder Veréffentlichungen plagiiert,
« fremde Forschungsergebnisse verzerrt wiedergegeben.

Mir ist bekannt, dass Verstole gegen das Urheberrecht Unterlassungs- und
Schadensersatzanspriiche des Urhebers sowie eine strafrechtliche Ahndung durch die
Strafverfolgungsbehérden begriinden kann.

Ich erklare mich damit einverstanden, dass die Arbeit ggf. mit Mitteln der elektronischen
Datenverarbeitung auf Plagiate Uberpruft werden kann.

Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder ahnlicher Form

als Dissertation eingereicht und ist als Ganzes auch noch nicht veréffentlicht.

/"/Ltéd'i’é ?a&((*

Magdeburg, den 18.01.2022 Hubert Ragge
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