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Charakterisierung verschiedener Formen von TFF3 im humanen Kolon, der
Lunge und im Speichel: Bildung eines Komplexes mit IgG Fc Binding Protein
(FCGBP) und seine mogliche Rolle bei der angeborenen mukosalen Immunabwehr
Till Houben

Zusammenfassung

TFF3 ist ein 59 Aminosduren langes, sezerniertes Polypeptid und gehort zur
Trefoil-Factor-Familie (TFF). Ungewohnlich ist die Anzahl von 7 Cysteinresten,
von denen 6 intramolekulare Disulfidbriicken die namensgebende TFF-Doméne
bilden. Durch das C-terminale, 7. Cystein ist TFF3 in der Lage Homodimere
und Heteromere zu bilden. TFF3 spielt eine Rolle bei mukosalen Schutz- und
Reparaturmechanismen.

Ziel dieser Arbeit war es, die TFF3-Formen im humanen Kolon, Lunge, und
Speichel zu analysieren und zu vergleichen. Dazu wurden Proteinextrakte von hu-
manem Kolongewebe, Bronchialgewebe, bronchoalveolaere Lavage, Bronchialsekret
und Speichel durch Grolenausschlusschromatographie, verschiedene Gelelektropho-
resesysteme und anschlieende Westernblot-Analysen charakterisiert. Im Rahmen
einer Kooperation wurden Proteomanalysen von TFF3 sowie Bindungsstudien
mit ?°I-TFF3 durchgefiihrt.

In allen untersuchten Proben lag TFF3 als hochmolekulares TFF3-FCGBP und
niedermolekulares TFF3-Homodimer und -Monomer vor. Auch in Kolontumoren
wurden dhnliche TFF3-Formen gefunden. Bei den Analysen konnte keine Wechsel-
wirkung von TFF3 oder TFF3-FCGBP mit Muzinen oder DMBT1 beobachtet
werden. Die Proteomanalysen zeigten N- und C-terminale Verkiirzungen des redu-
zierten TFF3-Monomers. Diese Verkiirzung werden vermutlich durch Proteasen,
wie Elastase in der Lunge oder Chymotrypsin im Darm verursacht.

Durch ein stufenweises Extraktionsprotokoll konnten auswaschbare Proteine (E0)
von 16slichen Proteinen (E1) und schwerloslichen Proteinen (E2) getrennt werden.
Die Analyse von TFF3-FCGBP in diesen Extrakten deutet auf eine geringere
Loslichkeit von FCGBP in Abhéngigkeit vom TFF3-Gehalt hin. Somit ist TFF3
vermutlich an der Bildung einer schwerloslichen Matrix im Mukus beteiligt, was es
moglicherweise zu einem wichtigen Faktor fiir angeborenen mukosale Immunabwehr
macht.



Characterization of different forms of TFF3 in the human colon, lung and saliva:
formation of a complex with IgG Fc binding protein (FCGBP) and its possible
role in innate mucosal immune defense
Till Houben

Abstract

TFF3 is a 59 amino acid long, secreted polypeptide and belongs to the trefoil
factor family (TFF). Unusual is the number of 7 cysteines, of which 6 form the
intramolecular TFF domain that gives it its name. Via the 7th cysteine, TFF3 is
able to form homodimers and heteromers. TFF3 plays a role in mucosal protection
and repair mechanisms.

The aim of this work was to analyze and compare the TFF3 forms in human
colon, lung, and saliva. For this purpose, protein extracts from human colon tissue,
bronchial tissue, BAL fluid, bronchial secretions and saliva were analyzed by size
exclusion chromatography, various gel electrophoreses and subsequent Western
blotting. As part of a cooperation, proteome analyses of TFF3 and binding studies
with 2’I-TFF3 were carried out.

In all samples analyzed, TFF3 was present as high molecular weight TFF3-FCGBP
and low molecular weight TFF3-homodimer and monomer. Also in colon tumors
similar TFF3-forms were found. No interaction of TFF3 or TFF3-FCGBP with
mucins or DMBT1 was observed in the analyses. The proteomic analyses showed
N- and C-terminal truncations of the reduced TFF3-monomer. This shortening is
probably caused by proteases, such as elastase in the lung or chymotrypsin in the
intestine. A stepwise extraction protocol was used to separate easy soluble proteins
(E0) from soluble proteins (E1) and poorly soluble proteins (E2). The analysis of
TFF3-FCGBP in these extracts indicates a low solubility of FCGBP depending on
the TFF3 content. Thus, TFF3 is probably involved in the formation of a heavy
soluble matrix in the mucus, making it an important factor for innate mucosal
immune defense.
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1 Einleitung

1.1 Mukosa

Die inneren Organe des menschlichen Koérpers schiitzen sich durch Schleimhaute
(Mucosae) vor den Folgen von eingedrungen Fremdkorpern und schidlichen Sub-
stanzen. Organspezifisch bestehen Mukosen aus einer ein- oder mehrschichtigen,
flach- bis hochprismatischen Epithelschicht (Lamina epithelialis mucosae), der
darunter liegenden Bindegewebsschicht (Lamina propria mucosae), die von der
epithelialen Muskelschicht (Lamina muscularis mucosae) abgeschlossenen wird.
Die Mukosen sitzen auf der Tela submucosa und dienen der Abgrenzung des Gewe-
bes zum Lumen und dem Schutz des darunter liegenden Gewebes. Viele Mukosen
realisieren hauptséchlich Aufgaben wie Sekretions- und Resorptionsprozesse ().
In dieser Arbeit wurden die Schleimhaute und Sekrete von Diinndarm, Kolon,
Speichel und Lunge untersucht. Dementsprechend wird im Folgenden auf die

Mukosen dieser Organe niaher eingegangen.

1.1.1 Gastrointestinaltrakt

Der Gastrointestinaltrakt (GI Trakt) reicht von der Speiserdhre (Osophagus) iiber
den Magen, Diinndarm, Dickdarm (Colon) bis zum Anus und besitzt die ange-
schlossenen Driisen Pankreas und Leber mit Gallenblase. Nachfolgend werden nur
der Diinndarm und das Kolon néher betrachtet.

Der Diinndarm, bestehend aus Duodenum, Jejunum und Ileum, geht in den
Dickdarm (Colon ascendens, transversum, descendens und sigmoideum) tiber.
Im Diinndarm bildet das Epithel Krypten, die tief in der Bindegewebsschicht
liegen, und der Regeneration und des Schutzes des Epithels dienen. Die fin-
gerformigen Ausstiilpungen des Epitels werden Zotten genannt und dienen der
Oberflachenvergrofferung, wodurch die Nahrstoffresorption verbessert wird. Der
Dickdarm besitzt nur Krypten (Abb. , da er in erster Linie den verbleibenden
Speisebrei speichert und durch Wasserentzug eindickt. Abgesehen von kurzkettigen
Fettsduren aus meist bakterieller Garung, nimmt der Dickdarm keine Néhrstoffe
mehr auf @), Die Lamina epithelialis mucosae von Diinn- und Dickdarm ist aus
einem hochprismatischen, einschichtigen Zellverbund aufgebaut (). Durch tief in

den Krypten liegende Stamm- und Vorlauferzellen wird das Epithel permanent



homéostatisch erneuert. In Richtung Lumen differenzieren sich die Vorlauferzellen

immer weiter in Enterozyten, Becherzellen und enteroendokrine Zellen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Epithels mit Mukusschicht in Diinndarm (A) und
Kolon (B) nach JOHANSSON und HaNssoN )

Am Boden der Krypten des Dunndarms gibt es zusétzlich Paneth-Zellen. Die
Paneth-Zellen sezernieren antibakterielle Proteine zum Schutz der im Kryp-
tengrund befindlichen Stammzellen ©©). Das Epithel der Diinndarmzotten und
auch das Epithel des Kolon bestehen hauptséichlich aus Enterozyten, welche
einen Birstensaum zur Oberflichenvergroflerung besitzen und fiir die Resorption
zustandig sind.

Im gesamten Darm sind zwischen den Enterozyten Becherzellen und enteroendo-
krine Zellen () angesiedelt. Die Becherzellen sezernieren Mukus, der durch die
Speicherung von Wasser das Epithel vor Austrocknung schiitzt (). Die Anzahl
der Becherzellen nimmt in Richtung des Rektums zu. Ihre Anzahl korreliert mit
der zunehmenden Anzahl an Bakterien im Verlauf des Darmtrakts (&),

Eine Besonderheit des Diinndarms sind die Brunner'schen Driisen, die einen alka-

lischen Mukus sezernieren um den sauren Speisebrei des Magens zu neutralisieren



@)
Ein Verstandnis des zelluldren Aufbaus der Schleimhaut ist wichtig, um zu ver-

stehen wie homoostatische Regeneration, Resorption von Néahrstoffen und Schutz

der Schleimhaut gleichzeitig realisiert werden konnen.

1.1.2 Mundhohle

Die Mundhohle wird durch die Tunica mucosa oris ausgekleidet. Sie besteht aus
einem mehrschichtigen Plattenepithel, das in stark beanspruchten Bereichen ver-
hornt ist 9. Das Plattenepithel besteht neben den Epithelzellen aus Melanozyten,
Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen. In der Lamina propria sitzen Lymphozyten
und Makrophagen fir die Immunabwehr. Anders als bei intestinalen Mukosen
ist das Epithel in der Mundhohle nicht von Becherzellen durchsetzt, die Mukus
produzieren, sondern es gibt drei Hauptdriisen (Unterzungendriise ( Glandula sub-
lingualis), Unterkieferdriise (Glandula submandibularis) und die Ohrspeicheldriise
(Glandula parotis)) ). Die Driisen produzieren Speichel in einem zweigeteilten
Prozess. Im ersten Schritt wird der Speichel vom Azinus im Driisengrund sezerniert
und auf dem Weg durch den Driisenhals mit Wasser verdiinnt. Kontrolliert wird
die Sekretion des Speichels durch das autonome Nervensystem ). Der Speichel
besteht zu 99% aus Wasser. Die tibrigen 1% sind Muzine und Proteine wie a-
Amylase und Immunglobulin A U2, Durch seine Zusammensetzung befeuchtet
der Speichel die Mundhéhle und schiitzt vor Noxen ©2). AuBerdem fordert er die
Wundheilung, nicht nur die der Mundschleimhaut. Auch auf der &uflerer Haut
kann eine verbesserte Heilung beobachtet werden, wenn sterilisierter Speichel
appliziert wird U2). Folglich beeintrichtigt eine geschidigte Speichelproduktion
die Immunabwehr der Mundschleimhaut und fithrt zu einem erhéhten Risiko von

Infektionen U9,

1.1.3 Lunge

Der respiratorische Trakt der Lunge besteht aus der Luftrohre (Trachea), die sich
in den rechten und linken Bronchus spaltet. Die Bronchien verdsteln zu immer
kleineren Bronchioli und enden in den Lungenbldschen (Alveolen), in denen der
Sauerstoffaustausch stattfindet.

Die Schleimhaut der Luftrohre (Tunica mucosa respiratoria) besteht aus einem

mehrreihigen, hochprismatischen Flimmerepithel, gebildet durch Basalzellen, Flim-
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merzellen und Becherzellen. In der darunter liegenden Lamina propia gibt es
seromukése Driisen (Glandulae tracheales) ). Vom Bronchus zum Bronchiolus
wird die Schleimhaut diinner und besteht schliefllich noch aus einem einschichtigen,
hochprismatischem Flimmerepithel. Das einschichtige Epithel enthalt Keulenzellen
(Clara Zellen, club cells) statt Becherzellen, auch die tiefliegenden Bronchialdriisen
fehlen U4). Die Keulenzellen sezernieren Club Cell Secretory Protein (CCSP),
welches die Integritit des Bronchiolus aufrechterhéilt und im Falle einer Verwun-
dung zu seiner Heilung beitriagt @) . In den Lungenbléischen geht das bronchiale
Epithel in das Alveolarepithel iiber, welches aus Pneumozyten Typ I und Typ
IT besteht. Typ I sind sehr flache Zellen, die den Grofiteil der Oberflache der
Alveolen bedecken und fiir den Gasaustausch verantwortlich sind. Typ II sind
kleine kubische Zellen, die das Surfactant (surface active agent) exprimieren,
welches durch Herabsetzen der Oberflichenspannung den Gasaustausch erleichtert
(L6117 Zusatzlich wird durch die Typ II Zellen noch das Surfactant Protein C
(SFTPC) sezerniert, welches eine analoge Funktion wie CCSP aufweist (),

Dies zeigt, dass sich die Schleimhaut des Bronchus deutlich von der Schleimhaut
der Bronchioli und Alveolen unterscheidet. Nur die mit Becherzellen durchsetzte
Schleimhaut des Bronchus ist in der Lage Muzine zu sezernieren und Mukus zu
bilden.

1.2 Mukus

Als Mukus wird die Schleimschicht bezeichnet, die an das Epithel der Mukosa
angrenzt und diese vor mechanischen, chemischen und biologischen Einfliissen
schiitzt (©). Muzine (grofie Glycoproteine) geben dem Mukus seine viskoelastischen
Eigenschaften %), Dabei besteht der Mukus zu iiber 90% aus Wasser. Je nach
Organ unterscheiden sich die Anforderungen an den Mukus und damit seine
Beschaffenheit und Zusammensetzung 09,

Der Mukus des Diinndarms (Abb. I} A) muss durchlissig sein fiir Nahrstoffe,
damit diese vom Epithel resorbiert werden kénnen. Diese Durchlassigkeit kann
von Pathogenen ausgenutzt werden, um dem Epithel zu schaden 9. Dies wird
durch die Ausschiittung von anti-bakteriellen Proteinen durch die Paneth-Zellen

21122) Der Mukus wandert vom Epithel, sezerniert

im Kryptengrund verhindert ¢
von Becherzellen, in Richtung Lumen, wo er durch das Mikrobiom zersetzt und

mit dem Chymus ausgeschieden wird 4.
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Im Dickdarm ist der Mukus (Abb. [I] B) zweischichtig, die innere kompakte
Schicht ist frei von Bakterien *?). Die duBlere Schicht des Mukus ist weniger kom-
pakt und lose. Die Stabilitdt der inneren Mukusschicht nimmt durch die Wirkung
von Proteasen ab 24, Die erhohte Durchlissigkeit der auBeren Mukusschicht
ermoglicht eine Besiedlung durch das Mikrobiom. Die Zweischichtigkeit des Mukus
im Kolon verhindert, dass das Mikrobiom mit dem Epithel in Kontakt kommt und
einen pathogenen Einfluss auf das Epithel ausiibt 22727 Das Epithel des Kolon
ist fir die Resorption von Wasser und Ionen zustdndig, sowie der Aufnahme von
Metaboliten aus der mikrobiellen Tatigkeit, wie kurzkettige Fettsauren 9.

Der Mukus der Lunge variiert in seiner Beschaffenheit im Verlauf von Luftréhre zu
den Lungenblaschen. Aufgrund unterschiedlicher Funktionen wird im Bereich der
Trachea und des Bronchus ein Muzin-haltiger Mukus sezerniert, der das Epithel
schiitzt. Auftretende Noxen werden gegen die Schwerkraft durch das Flimmere-
pithel aus der Lunge zum Osophagus transportiert, wo er iiber den GI Trakt

29:130) Tn den Bronchioli und Aveolen wird das Surfactant

ausgeschieden wird ¢
sezerniert. Die oberen Atemwege besitzen, dhnlich wie der Darm, submukdse
Driisen, die Muzine produzieren. Zuséatzlich gibt es im Epithel Becherzellen, die
ebenfalls Muzine ausschiitten.

In der Mundhdle wird die Mukusschicht aus Speichel gebildet, der sich schiitzend
und befeuchtend auf das Epithel legt 2). Der Speichel wird in den Speicheldriisen
produziert und nicht durch das Epithel selbst (1),

Auf Grund der unterschiedlichen Anforderung an den Mukus von Mundhéhle,
Lunge und Darm gib es verschiedene Muzine aus denen sich der Mukus zusam-

mensetzt.

1.2.1 Muzine

Muzine sind grofie Glykoproteine, die von Schleimhéuten sezerniert werden, um
sich schiitzend auf das Oberfléchenepithel zu legen. Strukturell werden Muzine
haufig mit einem Flaschenbiirsten Modell beschrieben, da sie ein Proteinriickgrat
besitzen, das iiber O-glykosidische Bindungen stark mit Polysacchariden besetzt ist
(Abb. [2). Die Polysaccharide machen dabei 50-70% der Molekiilmasse der Muzine
aus . Durch die Glykostrukturen kénnen Muzine Wasser binden, wodurch sie
ihre viskoelastischen Eingenschaften erhalten ¥). Bis heute wurden 20 verschie-

dene humane Muzine, die in der Reihenfolge ihrer Entdeckung nummeriert sind



(MUC1-MUC20), identifiziert (©). Dabei wird zwischen Transmembran-Muzinen
und sezernierte Muzinen unterschieden.

Transmembran-Muzine sind in der Plasmamembran verankert und sind iiber
den intrazelluldren C-Terminus an Signaltransduktionsprozessen beteiligt (#2).
Bei sezernierten Muzinen werden die nicht-Gel-bildenden Muzine wie MUC?,
MUCS8 und MUC9 von den Gel-bildenden Muzinen wie MUC2, MUC5AC, MUC5B,
MUC6 und MUC19 unterschieden ©®?). Die sezernierten Muzine werden via Exo-
cytose ins Lumen der jeweiligen Organe sezerniert und sind nicht an die produzie-
renden Zellen gebunden. Die Muzine MUC2, MUC5AC, MUC5B und MUC6 sind
auf dem Chromosom 11p15.5 lokalisiert. Speicheldriisen und Lungengewebe expri-
mieren zusatzlich MUCT7 (Speicheldriise, Chromosom 4q13.3), MUCS8 (Bronchus,

Chromosom 12q24.3) und MUC19 (Speicheldriise, Bronchus, Chromosone 12q12)
@)

Gel-bildende Muzine dimerisieren im endoplasmatischen Retikulum (ER). Die
Muzin-Dimere werden anschlieBend im Golgi O-glykosiliert 4. AbschlieBend mul-
timerisieren die Muzin-Dimere und werden, in Granula verpackt, zur Zellmembran
transportiert, wo sie via Exocytose ins Lumen sezerniert werden (1%135)

Die Gel-bildenden Muzine sind aus repetitiven Peptidsequenzen aufgebaut (Abb. .
Terminal sind cysteinreiche Sequenzen fiir die Di- und Multimerisierung zustandig
Sequenzen zu finden. Den Grofiteil des Proteinriickgrats bilden prolin-, threonin-

und serinreiche Sequenzen, die fiir die O-Glykosilierung verantwortlich sind @9,

RUTTAAG T GTRRACT M ATRREAANT]
AT TRHEAT TRAT IR IAT IR ATIMATA A
I I T N

Signal vwC VWD Cystein 8 Cystein Trypsin Cystein  Prolin, Threonin und Serin
Sequenz Domé&ne Doméane reiche  Domane Inhibitor-like  Knoten (PTS)
Domane  (C8) Cr\éis;rflen Domane reiche Doméane
(CysD) Domane (CK)

(TIL)

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Muzins am Beispiel von MUC2 (1)

Mit den verschiedenen Anforderungen an die Schleimhaut &ndert sich auch die
Zusammensetzung des Mukus (Tabelle . Beispielsweise ist das Hauptmuzin im
Speichel MUC5B ©9 | wie auch in der Trachea und dem Bronchus 9. Zusétzlich
wird in der Lunge noch MUC5AC sezerniert. Im Magen sind die Hauptmuzine
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MUC6 und MUC5AC “¥ Im Diinn- und Dickdarm wird iiberwiegend MUC2
sezerniert. Allerdings wird im Duodenum von den Brunnerschen Driisen zuséatzlich
MUC6 produziert. Im Kolon wird der Mukus durch MUC5B ergéinzt (34),

Gewebe Gel-bildende Muzine weitere Bestandteile
des Mukus
Mundhoéhle MUC5B TFF3
MUC7 FCGBP
MUC19
Diinndarm MUC?2 (Becherzellen) TFF3
MUCS6 (Brunnersche Driisen) FCGBP
Dickdarm MUC?2 (Becherzellen) TFF3
MUCS5AC FCGBP
Lunge MUC5B (submukése Driisen) TFF3
MUCS5AC (Becherzellen) FCGBP
MUC7
MUCS8
MUC19

Tabelle 1: Ubersicht Vorkommen von Muzinen und weiterer sezernierter Proteine (29 131:136}157)

Das Auftreten unterschiedlicher Muzine in unterschiedlichen Organen zeigt, dass
die Eigenschaften der Muzine angepasst an die physiologischen Aufgaben der
sezernierenden Organe sind. Auch variiert die Dicke der Mukusschicht stark in
den verschiedenen Organen bzw. den verschiedenen Abschnitten eines Organs
(29 Tm GI Trakt ist das Epithel von einer durchgiangigen Mukusschicht bedeckt,
die unterschiedlich stark ausgeprigt und Zusammengesetzt ist ®4). Der Mukus
der Lunge zeigt dagegen keine flichendeckende Mukusschicht, sondern Biindel
aus MUC5B und MUC5AC, die vom Flimmerepithel Richtung oral transportiert
werden und dabei Pathogene und Fremdkorper binden %),

Neben den Muzinen gibt es weitere Bestandteile, die den Mukus bei der ange-
borenen Immunabwehr unterstiitzen. Dazu gehoéren neben TFF3, FCGBP und
DMBT-1 auch Immunglobuline (A und G) #!18).

1.2.2 Trefoil Factor Family 3 (TFF3)

Trefoil Factor (TFF) Polypeptide sind wichtige Bestandteile des Mukus in unter-
schiedlichen Organen. Die Trefoil Factor Family hat 3 humane Vertreter, TFF1
(frither pS2)UY TFF2 (frither SP)%? und TFF3 (frither ITF bzw. hP1.B)4.
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Alle TFF Peptide besitzen mindestens eine P- oder TFF Doméne (Abb. . Die
TFF Doméne ist definiert als eine 38-39 Aminoséduren lange Sequenz mit sechs
konservierten Cysteinenresten, die drei Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen C;-
Cv, Ci-Cryv und Cypp-Cyp bilden (42143 Durch die Disulfidbriicken entstehen drei
Schleifen, die an ein Kleeblatt (engl. Trefoil) erinnern und damit namensgebend
sind. Die Trefoil Struktur macht die TFFSs relativ resistent gegentiber Sduren und
enzymatischem Abbau ¥4 TFF1 und TFF3 besitzen nur eine TFF Doméne und
sind in der Lage tiber einen siebenten Cysteinrest Homodimere und Heterodimere
zu bilden “216) TFF2 besitzt zwei TFF Doménen. In der Magenmukosa von
Froschen (Xenopus laevis) wurde xP4 entdeckt, ein TFF2- Analogon mit vier TFF
Doménen U7

A COOH

DO o
41
P

Loop2

25 I
N-Terminus
P-Domain oder Trefoil Domain C-Terminus

NH,

Abbildung 3: A Schematische Darstellung der Struktur von humanem TFF3 unter
Beriicksichtigung der Disulfidbriicken B 3D Struktur des TFF3 mit intramolekularen
Disulfidbindungen (https://www.rcsb.org, 1E9T)

Das Gen fiir das 59 Aminoséduren lange TFF3 liegt wie alle humanen TFF Ge-
ne auf dem Chromosom 21¢22.3 @9 TFF3 wird im Menschen vor allem im
Gastrointestinaltrakt gebildet, kann aber auch in Speicheldriisen, Lunge, Bauch-
speicheldriise, Gehirn und weiteren Geweben nachgewiesen werden (50152) TFF3
wird iiberwiegend exokrin zusammen mit Muzinen sezerniert und ist Bestandteil
des Mukus. Im Mukus des Kolon wird TFF3 in 3 Formen gefunden: Monomer,
Homodimer und Heterodimer mit IgG Binding Protein (FCGBP) #9) . Kleinere
Mengen von TFF3 wurden auch endokrin nachgewiesen (2354

8



Gewebe Literatur
Gehirn (55), (56)

Auge (57), (58)

Speicheldriisen (51)), (50))

Osophagus (59),(50)
Magen (59)
Gallenblase/-gang (50)
Bauchspeicheldriise (50)
Dinndarm (51)
Dickdarm (50)

Luftrohre (50), (50))

Lunge (60), (50))

Weiblicher Genitaltrakt | (52)), (50)

Milchdriise/ Milch (50)), (61))
ménnlicher Urogenitaltrakt (62)
Milz (50)
Schilddriise (50)
Knochen (54)

Tabelle 2: Nachweise von TFF3 in humanen Geweben

Da TFF3 im Darm, wie auch Muzine, hauptsachlich Becherzellenprodukte sind,
wird angenommen, dass auch TFF3 zum Schutz der Mukosa beitrigt “%). TFF3-
defizierte (TFF3 -/-) Méuse zeigen keine morphologischen Verinderung im Dick-
darmepithel im Vergleich zu Wildtyp Mausen % TFF3 -/~ Mause entwickeln
keinen pathologischen Phanotyp und kénnen in Aussehen und Gewicht nicht
von Wildtyp-Tieren unterschieden werden. Allerdings konnte eine geringere Mi-
grationsgeschwindigkeit von Zellen entlang der Kypt-Willus-Achse nachgewiesen
werden (¢2). Damit scheint TFF3 Einfluss auf die natiirliche Selbsterneuerung
der Mukosa zu haben und kénnte ein wichtigen Faktor bei der Aktivierung von
Regenerationsprozessen des Kolonepithels darstellen.

DSS-Colits-Modell-Versuche (¢4 an TFF3 -/~ Miusen zeigten, dass 50% der TFF3
-/~ Tiere starben und die andere Halfte der Tiere einen starken Gewichtsverlust
verzeichneten 2. In der Kontrollgruppe zeigten nur 10% der Wildtyp Tiere Sym-

ptome und nur 5% der Tiere verstarb (¢ Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
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eine Verwundung des Kolon mit Essigsaure durch eine Behandlung mit luminal
verabreichten rekombinantem TFF3 geheilt werden konnte (¢%). Die protektive
Wirkung von TFF3 konnte in vielen Studien belegt werden (6% 162:166)

Wie genau TFF3 wirkt, ist bis heute nur ansatzweise verstanden. Durch 3D
Modellierung der Trefoil Domain von TFF2 wurde eine hydrophobe Doméne als
Lektin-Bindungsstelle identifiziert ¢7). Dadurch kénnte TFF2 mit seinen zwei
TFF Doménen an Oligosaccharide von Muzinen binden und diese quer-vernetzen
©8) " Dies fithrt zu einer Viskosititszunahme des Mukus, die ebenfalls fiir das
TFF3-Homodimer in abgeschwéichter Form nachweisbar ist (¢2). Es konnte gezeigt
werden, dass TFF3 mit N-Acetylglucosamin-a-1,4-Galactose (GleNAc-a-1,4-Gal)
einen Komplex bildet (") Die Kristallisation bestitigte die Bindung des GleNAc-
a-1,4-Gal in der Tasche zwischen Loop 2 und Loop 3 des TFF3. Allerdings wurde
diese Lektin-Bindung bisher nie an Zuckern des Kolon-Muzin MUC2 gezeigt.
Interessanterweise kann TFF3 auch in Organen ohne Mukusschicht nachgewiesen
werden. So kann TFF3 in Knochen und Gelenkfliissigkeit nachgewiesen werden und
ist vermutlich an der Heilung von Knochenbriichen auf Grund pro-migratorischer

44171)  Bei Patienten nach einem Kniegelenkaustausch ist

Eigenschaften beteiligt {
die TFF3 Konzentration im Serum erhoht ©4). Auch im humanen Gehirn lisst sich
TFF3 nachweisen ©©9 . Eine Dysregulation von TFF3 im Gehirn steht vermutlich
im Zusammenhang mit Depression und degenerativen Erkrankung wie Alzheimer
(29) | Dies verdeutlicht, dass TFF3 mehr als nur ein Bestandteil der Mukusschicht
ist.

Die Restitution ist ein Wundheilungseffekt bei dem die intakten Zellen der Mukosa
am Rand einer Wunde beginnen in den verwundeten Bereich einzuwandern und so
den Zellverband schlieen ("), Bei einer Beschidigung des Epithels realisieren die
Zellen den Verlust ihrer Nachbarzellen auf Grund fehlender Zell-Zell Kontakte (%),
Dies fithrt zu einer Verdnderung der Morphologie der intakten Zellen von polaren
Zellen hin zu wandernden Zellen 4). Der als epitheliale-mesenchymale Transition
(EMT) bezeichnete Prozess ist umkehrbar sobald die wandernde Zelle auf eine
intakte Zelle trifft ’¥). Wahrend der Wanderung verlieren die Zellen nicht den
Kontakt zum Epithel sondern ziehen es mit. Nach Verschluss des verwundeten
Bereichs wird die Polaritat der wandernden Zellen wieder hergestellt und durch
Proliferation der Zellverlust ausgeglichen (7).

TFF3 zeigt einen positiven Effekt auf die Restitution im Darm und verschiedenen
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Zelltypen (%) in dem es Einfluss auf verschiedene Schritte des Restitutionsprozess
nimmt . TFF3 reduziert beispielsweise die E-Cadherin, a- und S-Catenin Level
und tragt so zur EMT bei ®). Durch den Abbau von strukturbildenden Proteinen
wie E-Cadherin und Catenin verlieren die Zellen ihre Polaritdt und kénnen besser
migrieren. Zusétzlich beschleunigte TFF3 die Zellmigration in verschiedenen Zell-
linen durch Aktivierung des ERK1/2 Signalweges (7.

Im Jahr 2016 wurden die Chemokinrezeptoren 4 und 7 (CXCR 4/7) als Bin-
dungsstellen fiir rekombinantes humanes TFF3 (thTFF3) in humanen Cornea
Zellen entdeckt ") TFF3 unterstiitzt die Zellmigration durch Aktivierung des
MAP Kinase Pfads (Mitogen-activated protein kinase MAPK) und Zellprolifera-
tion durch Phosphorylierung von ERK ( Eztracellular-signal Regulated Kinases).
Allerdings wurde auch gezeigt, dass die TFF3 abhéngige Phosphorylierung von
ERK auch aktiv ist, wenn CXCR 4/7 durch Antagonisten blockiert sind (/). Dies

weist auf einen weiteren Rezeptor fir TFF3 hin.

Effekt Zellline Referenz
Proliferation LoVo, SW837 (80 )7
Anti-Apoptose IEC18, HCT116, IEC6, HT-29, AGS | (81), (82)), (83)
Streuung und Invasion Rat-2, MDCK (184)),(85)
Migration und Restitution Monozyten, HT29, IECG, (86)), (87), (88)
NHBE, BEAS-2B, (89), (90), (91)

Hornhautepitel des Auges,
Keratinozyten der Mundhole

Angiogenese HUVEC (92)
Muzin Synergie und IEC18, IEC6 (76)), (93), (94)
Interaktion (69), (95), (45)
Verbesserung der Barrierefunktion HT29/B6 (96))
Schutz und Reparatur Mé&use und (97), (63), (98)

TFF3 -/~ Miuse (99), (100)

Tabelle 3: Biologische Aktivitat von TFF3 in verschiedenen Systemen

Im selben Jahr wurde eine verringerte Ausschiittung der Interleukine IL-6 und
IL-8 in der epithelialen Zelllinie HT29 durch den Zusatz von hTFF3 beschrieben
(@1) Die erhohte Interleukin-Ausschiittung konnte durch den Zusatz eines Pro-
tease Activated Receptor 2 (PAR-2) Antagonisten oder einer siRNA gegen PAR-2
abgeschwicht werden (¥ Damit kénnte PAR2 einen weiteren Rezeptor fiir TFF3

darstellen.
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2019 wurde eine Interaktion von TFF3 mit Leucine Rich Repeat Receptor and
Nogo-interacting Protein 2 (LINGO2) beschrieben “%0. TINGO2 ist ein Trans-
membranprotein das mit der intrazellularen Domain an den Epidermal Growth
Factor Receptor (EFGR, HER-1 oder ERBB-1) bindet und ihn blockiert (92
Durch die Interaktion des TFF3 mit der extrazellularen Domain des LINGO2
wurde die inhibierende Wirkung des LINGO2 auf den EGFR aufgehoben (2%2), Der
EGFR aktiviert iiber MAPK Signalkaskaden Proliferation und inhibiert Apoptose,

weshalb seine Inhibition ein mégliches Ziel der Tumortherapie darstellt 205

TFF3
I | I I
LINiSOZ PAR-2 TLR4/NF-kB CXCR-4/7
EGFR IL-6 / IL-8
C&'Mobilisation TNF-a MAP Kinase
Transkription Entzindungs- Zellwanderung
regulation

Abbildung 4: mogliche TFF3-Rezeptoraktivitiat im GI; Es konnte LINGO2 als Rezeptor mit
schwacher Affinitdt fiir TFF3 identifiziert werden. Durch die Bindung von TFF3 wird die
Deaktivierung des EGFR aufgehoben und STAT3 wird aktiviert 122), Uber die Bindung von
hTFF3 an PAR2 von HT-29 Zellen wird einer verminderte Interleukin-Produktion und eine
erhoht Calciumionen-Mobilisation festgestellt (¢2:1204)  Tm Miusemodell fiir IBD reduziert TFF3
die Entziindungssymptome durch Verringerung der mRNA von TLR4 und NF-x B, wodurch die
Produktion von TNF-a gehemmt wurde2??). In humanen Hornhaut-Epithelzellen hat thTFF3
eine die Wanderung der Zellen durch Aktivierung der MAP-Kinase verbessert. Dies wurde
vermutlich durch CXCR-4/7 ausgelost(7)

Es ist allerdings zu berticksichtigen, dass diese Untersuchungen in vitro statt fanden
und TFF3-Konzentrationen verwendet wurden, die weit iiber dem physiologischen
Bereich lagen (9. Des weiteren zeigten Versuche mit synthetischem TFF3 in
Konzentrationen bis 10 uM keine Interaktionen mit CXCR4 oder LINGO2 (196),
Dies zeigt wie unvollstdndig die Mechanismen von TFF3 bis heute verstanden

107

werden und wie viel Forschung noch nétig ist %7, Trotz des geringen Versténdnis

12



wird seit einiger Zeit eine therapeutische Anwendung fiir TFF3 diskutiert und

1081109 Um das volle Potenzial von TFF3 nutzen zu konnen, miissen

getestet (
seine Mechanismen besser verstanden werden. Die Vielzahl an Publikationen
zu den unterschiedlichen Mechanismen und biologischen Aktivitdten von TFF3

zeigen, dass TFF3 mehr zu sein scheint als ein Strukturbestandteil des Mukus.

1.2.3 IgG Fc binding Protein (FCGBP)

FCGBP wurde als Partner des TFF3 zum ersten Mal im Mukus des humanen Kolon
nachgewiesen “2). Die Rolle von FCGBP im Mukus ist bis heute nicht abschlieend
geklart 19 Entdeckt wurde FCGBP bereits 1989 im Darmepithel und erhielt
seinen Namen, da es in der Lage war das Fc Fragment des Immunglubolin G (Ig G)
zu binden U1 FCGBP konnte im Diinndarm, Dickdarm, Trachea, Schilddriise,
Plazenta, Prostata, Gebarmutter, Speicheldriisen, Thymus, Gehirn und Nebenniere

112) - Analysen zur Struktur zeigten, dass es sich

auf mRNA Ebene nachweisen
um ein aus 5405 Aminosduren bestehendes, repetitiv aufgebautes Glykoprotein
handelt !9 N-terminal besitzt das FCGBP eine 450 Aminosduren lange Doméne
(Abb. [5| H), die fiir die Bindung des Fc Fragments verantwortlich ist. Der darauf
folgende Hauptteil ist aus 12 Repeats aufgebaut (Abb. |5} r1-12) . Das C-terminale
Ende des FCGBP (Abb. [5 T) ist mit 170 Aminoséuren ein verkiirzten Repeat.
Ein kompletter Repeat (r1-12) besteht aus 400 Aminosduren und setzt sich aus
dem VON WILLEBRAND Faktor D (VWD) und den cysteinreichen Modulen C8
und TIL (Trypisn Inhibitor Like) zusammen. Die Abschnitte R1-3 sind zu 95 %
identisch (Abb. . Neben einigen N- und O-Glykosilierungsstellen, sind besonders
die vielen Cysteine (8%) im repetitiven Hauptteil auffillig. Hervorzuheben ist die
konservierte CXXC Sequenz (Abb. [5)). Diese Sequenz befindet sich auch im VON
WILLEBRAND Faktor (vWF) oder MUC2 und ist charakteristisch fiir Thioredoxin
und Protein Disulfide Isomerase(PDI) 19),

Thiorexdoxin und PDI besitzen eine oder mehrere CXXC-Motive und koénnen
damit Thiole oxidieren oder Disulfidbriicken reduzieren und sind dadurch in Lage
Disulfidbriicken zu katalysieren und so die Struktur von Proteinen zu beeinflussen
(L15,1116) Das Redoxpotenzial der CXXC Motive ist dabei abhangig vom pKa -Wert

(117) ynd damit von den umgebenden Aminoséuren /8) PDIs sind vornehmlich

im endoplasmatischen Retikulum zu finden (12
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von FCGBP: repetitiver Aufbau von FCGBP: H- Head
Domain, r1-12 sind Cystein-, Serin- und Threonin-reiche Repeat Doménen, T- Tail Doméne,
R1-3 sind zu 95 % identisch; Aufbau eines Repeats (r): vWD- von Willebrand Faktor D, C8-
Cysteinreiches Modul mit 8 Cysteinen, TIL- Trypisn Inhibitor &hnliche Doméne, Anzahl der
Cysteine sind oberhalb der Doméne angegeben. Spaltstelle (GDPH) und PDI (CXXC) sind
unterhalb markiert (124).

Die Repeats r1-11 des FCGBP (Abb. 5| A) enthalten alle eine GDPH Sequenz
, die zwischen D und P autokatalytisch gespalten wird. Diese Sequenz ist
auch in MUC2 und MUCHAC zu finden. Die Fragmente werden jedoch
von Disulfidbriicken zusammengehalten. Durch Reduktion der Disulfidbriicken
kann FCGBP deshalb in Fragmente gespalten werden, die N-terminal mit Prolin
beginnen. Die Asparaginsdure des neuen C-Terminus bildet moglicherweise ein
reaktives Anhydrid, das in der Lage wére primére Amine- oder Hydroxid-Gruppen
zu binden @20 Allerdings wird die Asparaginsiure durch FCGBP selbst abge-
schirmt und vermutlich hydrolysiert (10

FCGBP ist als Becherzellenprodukt Bestandteil des Mukus und damit auch Teil
des angeborenen Immunsystems. Die Funktion von FCGBP ist bis heute nicht
vollstandig verstanden, genau so wie seine Rolle in verschiedenen Erkrankun-
gen (22 Aufgrund der cysteinreichen Doménen wird iiber eine Funktion als
Verbindungsglied des Mukusnetzwerkes spekuliert (221) Experimente mit Mukus-
produzierenden Becherzellen zeigen, dass Becherzellen, die nicht in der Lange sind
FCGBP zu sezernieren, einen durchlassigeren Mukus produzieren und anfalliger
sind gegen Infektion mit Salmonella enterica 2. Damit hat FCGBP offen-
sichtlich Einfluss auf die Eigenschaften des Mukus. Bis heute ist allerdings kein
Phénotyp fiir Fegbp 7/~ Méuse beschrieben (24
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FCGBP konnte ein Virusfianger sein, der zum Beispiel den HI-1 Virus im zervikalen
Mukus einfingt U2%) oder bei der Abwehr von SARS-CoV-2 unterstiitzt 26, In
den Mukus gelangtes IgG bindet die Viruspartikel, die als FCGBP-IgG-Virus
Komplex mit dem Mukus ausgeschieden werden (29

Proteomanalytische Untersuchungen bronchoalveoldrer Lavage (BAL) von Nicht-
rauchern, asymtomatischen Rauchern und COPD- (chronisch obstruktive Lunge-
nerkrankung) Patienten zeigten eine erhohte Expression von FCGBP und TFF3
bei COPD Patienten im Vergleich zu Nichtrauchern 22),

Durch Tumorgenese wird die FCGBP-Expression ebenfalls moduliert. In Pro-
statakarzinomen ist FCGBP bei Menschen und Méusen signifikant reduziert im

112) Tn Schilddriisen-Karzinomen

Vergleich zu umliegendem gesunden Gewebe ¢
wurde ebenfalls weniger FCGBP mRNA nachgewiesen als im dazugehorigen be-
nignen Schilddriisengewebe. Schilddriisen-Adenome und hyperplastische, benigne
Schilddriisenknoten zeigen dagegen eine erhohte FCGBP Produktion im Vergleich

27) Tn malignem Gallenblasengewebe ist die

zum normalen Schilddriisengewebe ¢
Expression von FCGBP erhoht, was vermutlich die EMT férdert und damit die
Metastasierung ?4). Ebenso ist die Expression von FCGBP bei Eierstockkrebs
deutlich erhoht 29 Durch Konzentrationsbestimmung von FCGBP lassen sich
moglicherweise Prognosen zum Verlauf von Krebserkrankungen ableiten?#) . Ei-
ne erhohte Expression bedeutet eine schlechtere Prognose fiir Patientinnen mit
Eierstockkrebs oder niedergradigem malignen Gliom. Bei Gliomen wurde eine
Korrelation zwischen erhohtem FCGBP und der Anwesenheit von Immunzellen,
wie B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und dendritische
Zellen festgestellt 159 Entgegengesetzt verhlt es sich beim Rektumkarzinom und
Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom. In beiden Féllen bedeutete eine geringere Ex-

(229) ~ Auch im Falle des papilldren

pression von FCGBP eine schlechtere Prognose
Schilddriisenkrebs wurde eine verminderte FCGBP Expression nachgewiesen und
eine damit korrelierende schlechtere Prognose fiir Patienten 232). Des Weiteren
wird auch das gemeinsam mit FCGBP sezernierte TFF3 in deutlich geringerem
Mafle exprimiert. Die Infiltration des Schilddriisentumors durch Immunzellen

131) Damit scheint die Infiltration des Tumors durch

ist aber trotzdem erhoht ¢
Immunzellen unabhéngig von FCGBP angeregt zu werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass TFF3 und FCGBP zusammen einen
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wichtigen Bestandteil des Mukus im Kolon darstellen und vermutlich Teil des
angeborenen Immunsystems sind. Seit 2010 ist bekannt, dass TFF3 im humanen
Kolon als Heterodimer mit FCGBP exprimiert wird 42). Vermutlich bindet TFF3
tiber das C-terminale Cystein (Cys57, Abb. [3)) an eines der Cysteine des FCGBP
in den Modulen H, 12 oder T 42114 MUC2 wird mit TFF3 und FCGBP co-
sezerniert, zeigt aber keine kovalente Bindung mit dem Komplex, wie anfanglich

110) Tnwieweit Lektin-artige Wechselwirkungen zwischen dem TFF3-

angenommen
FCGBP-Komplex und MUC2 oder FCGBP bestehen, ist bisher nicht bekannt.
Auflerdem wurde eine Kalzium-abhéangige Wechselwirkung von rekombinanten
TFF3-Homodimer mit DMBT1 in vitro beschrieben 1321139 Eg wird vermutet,
dass der TFF3-DMBT1-Komplex Teil der angeborenen Immunabwehr ist und

Einfluss auf die Homéostase des Epithels hat ¢72),

1.3 Zielstellung

Zeil dieser Arbeit ist es, die verschiedenen Formen von TFF3 in humanem Bron-
chalsekret, BAL-Fliissigkeit, Lungengewebe und Speichel zu charakterisieren. Es
wurde untersucht, ob hochmolekulares TFF3-FCGBP auch in genannten Proben
existiert. Weiter wurde niedermolekulares TFF3 charakterisiert, um das Vorkom-
men verschiedener TFF3-Entitédten zu verstehen.

Des weiteren wurden Bindungsstudien von rekombinantem niedermolekularen
TFF3 und gereinigten Proteinfraktionen verschiedener humaner Proben durch-

gefiihrt.
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2 Ergebnisse

2.1 Kolon

Zur Untersuchung von TFF3 im Mukus wurden 15 humane Kolongewebepro-
ben mit verschiedenen Extraktionsmethoden analysiert. Das untersuchte humane
Kolongewebe stammt von Spendern, bei denen eine Operation notwendig war.
Grund fiir die Operationen waren die Entfernung von Hyperplasien, deren Ursache
teilweise auf chronisch entziindliche Darmerkrankungen (IBD) zuriickzufiihren ist.
TFF3 und andere Proteine wurden nach SDS-PAGE und anschlieSendem Western
Blot (Methoden oder Agarosgelelektrophorese (AgGE) und Kapillar Blot
(Methoden mit spezifischen Antiseren nachgewiesen. Zum Nachweis von TFF3
wurde standardméflig das Antiserum a-hTFF3-8 verwendet, dass die C-terminale
Peptidsequenz 49-59 erkennt. Dies wurde in Abbildungen immer als TFF3 ab-
gekiirzt. Das N-terminale Antiserum a-hTFF3NanoTools, welches die Aminosduren
1-12 erkennt, wurde bei Verwendung als TFF3-15C6 gekennzeichnet. Rekombinan-
tes TFF3-Monomer und -Homodimer werden von C-terminalen Antikérpern (aa
49-59) unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen erkannt. Der
a-hTFF3-8 Antikorper erkennt auch das hochmolekulare TFF3-FCGBP (Abb. [f]).
Der N-terminale Antikorper (a-hTFF3-15C6) erkennt nur reduziertes TFF3.
FCGBP wurde standardméfig mit einem C-terminalen Antiserum analysiert, der
die Aminosduren 5176-5344 erkennt. Seine Verwendung wurde durch die Abkiirzung
FCGBP gekennzeichnet. Bei Verwendung des N-terminalen Antikorpers (289-420)
wurde dies durch FCGBP-N gekennzeichnet.
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Abbildung 6: Vergleich TFF3-Antiseren; Rekombinantes TFF3-Homodimer und -Monomer
wurde auf Immunreaktivitit gegeniiber dem C-terminalen Antiserum a-hTFF3-3 getestet. a-
hTFF3-3 erkennt die selbe Aminosiuresequenz wie das verwendete a-hTFF3-8-Antiserum. Dieses
Antiserum erkennt in {iber SEC gereinigte BAL-Fliissigkeit (BAL-49) unter nicht reduzierenden
Bedingungen verschiedene TFF3-Formen. Das N-terminale Antiserum (a-hTFF3-15C6) erkennt
TFF3 nur unter reduzierenden Bedingungen.

2.1.1 TFF3 im humanen Kolon

Bereits ALBERT et al. zeigten, dass TFF3 im humanen Kolon ein hochmolekulares
Heterodimer mit FCGBP bildet und in niedermolekularen Formen vorliegt “2).
Um diese Untersuchungen zu vertiefen und auszuweiten, wurde analysiert, ob im
Kolon nieder- bzw. hochmolekulares TFF3 auch ohne Kochen und die denaturie-
renden Eigenschaften von SDS nachweisbar ist.

Die Mukusschicht wurde fiir die Analyse vorsichtig vom Kolongewebe ohne patho-
logischen Befund abgewaschen (Methoden und das Extrakt mittels Blue
Native Gelelektrophorese analysiert. Bei Blue Native Gelen wird das denaturie-
rende SDS durch Coomassie Brilliant Blue G 250 ersetzt, das die native Struktur
von Proteinen und Proteinkomplexen erhélt, aber trotzdem einen negativ gela-
denen Protein-Farbstoffkomplex bildet. Nach der 1D Blue Native PAGE wurde
anschlieffend eine 2D SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt

(Methoden [5.6)).
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Abbildung 7: 2D SDS-PAGE nach Blue Native PAGE eines Kolonextrakts (K4.2), NM nieder-
molekularer Bereich, HM hochmolekularer Bereich; Ein wéssriges Kolonextrakt (E0) wurde
in 1. Dimension auf einem Blue Native Gel und in 2. Dimension auf einem reduzierenden
SDS-PAGE getrennt. A TFF3 (6,6 kDa) wurde nach der Reduktion mit Mercaptoethanol mittels
spezifischen Antikorpern (a-hTFF3-8) als Monomer nachgewiesen. Die 3 Signale stammen von
drei verschiedenen TFF3-Formen: TFF3, TFF3-Homodimer und TFF3-FCGBP. B FCGBP
(572 kDa) wurde mit einem C-terminalen Antikérper (FCGBP) im hochmolekularen Bereich
nachgewiesen. Ein Teil des FCGBP ist so grof, dass es nicht aus der Tasche in das Trenngel
migriert ist. Dies fithrt zu den zwei Signalen fiir FCGBP.

Die Analyse von TFF3 zeigte das Protein in seiner monomeren Form sowohl im
hochmolekularen als auch im niedermolekularen Bereich des Blue Native Gels
(Abb[7, A). Wie von ALBERT et al. beschreiben, liegt TFF3 hauptsichlich im
hochmolekularen Bereich vor %), FCGBP hingegen wurde nur oberhalb des hoch-
molekularen TFF3 nachgewiesen (Abb[7 B). Das FCGBP konnte auf Grund seiner
Grofle nur teilweise in das 2D SDS-PAGE migrieren, so dass FCGBP ebenfalls
in der Tasche nachweisbar ist. Dies zeigt, dass TFF3 trotz moglichst nativer Be-
dingungen als TFF3, TFF3-Homodimer und TFF3-FCGBP vorliegt. Im weiteren
Verlauf wird TFF3 und sein Homodimer auch als niedermolekulares TFF3 und
TFF3-FCGBP als hochmolekulares TFF3 bezeichnet.

Hoch- und niedermolekulares TFF3 konnten nach méglichst nativem Versuchsauf-
bau nachgewiesen werden, wobei das hochmolekulare TFF3-FCGBP tiberwiegt
(Abb. [7). Um das Verhéltnis der verschiedenen TFF3-Entititen im Mukus genauer
zu analysieren, wurde Kolongewebe ohne pathologischen Befund von 5 Patienten
mit Precellys homogenisiert und die Proteine des Extrakts tiber Groflenausschluss-

chromatographie (SEC) aufgetrennt.
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Abbildung 8: SEC eines Kolongewebeextrakts: Exemplarisch abgebildet ist die Trennung eines
von fiinf Kolongewebe (K-5.2) ohne pathologischen Befund nach Aufschluss mit Precellyes durch
SEC. (A) Elutionsprofil nach SEC bestimmt durch die Absorption bei 280 nm (B) Analyse auf
TFF3 durch reduzierende 15% SDS-PAGE mit anschlieflendem Western Blot. (C) PAS-Féarbung
von Glykoproteinen/Muzine nach Dot-Blot (D) Relative Verteilung von TFF3 (blaue Linie, B)
bestimmt durch semiquantitative Auswertung des TFF3-Monomers nach reduzierendem Western
Blot und PAS Férbung (violette Linie, C). Die Angaben in Prozent, zeigen die Verteilung von
hochmolekularem (42 %) zu niedermolekularem (58 %) TFF3. (E) Hochmolekulare Fraktionen
18-23 wurden nach nicht reduzierender 15% SDS-PAGE und Western Blot beziiglich TFF3

analysiert. (F') Niedermolekulare Fraktionen 39-43 wurden nach nicht reduzierender 15% SDS-

PAGE und Western Blot beziiglich TFF3 (a-hTFF3-8) analysiert.

Das Elutionsprofil zeigt einen breiten Peak im hochmolekularen Bereich (Abb. (8 A,
Fr. 19-30). Dieser PAS-positive Bereich zeigt die Muzine des Kolonextrakts (Abb.[]
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C,D). Die Analyse der einzelnen Fraktionen auf TFF3 zeigt das monomere TFF3
nach Reduktion in den PAS-positiven Fraktionen 19-26 sowie im niedermolekularen
Bereich 40-44 (Abb. [§, B). Die Untersuchung der TFF3-positiven Fraktionen
unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigten fiir das hochmolekulare TFF3 fiinf
verschiedene TFF3-Entitdten (Abb. [§ E), hochmolekulares TFF3-FCGBP, TFF3
mit einer Gréfle von 60 K und 30 K, sowie homodimeres und monomeres TFF3.
Die TFF3-positiven Fraktionen 40-43 zeigen nur die homodimere und monomere
Form des TFF3 (Abb. [§| F). Durch semiquantitative Auswertung des reduzierten
TFF3 wurden das Verhéltnis zwischen hoch- und niedermolekularem TFF3 von
42 % zu 58 % ermittelt ((Abb. [§] D). Die Verteilung des TFF3 variiert in den
Geweben verschiedener Patienten (n=>5), liegt aber bei den verwendeten Proben
auf Seiten des niedermolekularen TFF3 (Tab. [4)).

Probe Extraktion HM TFF3 [%] | NM TFF3 [%)]
K-4.1 | Precellys Extr. 34 66
K-5.2 | Precellys Extr. 42 58
K-11 | Precellys Extr. 15 85
K-12 | Precellys Extr. 45 55
K-13 | Precellys Extr. 39 61

Tabelle 4: relative TFF3-Verteilung im Kolon nach Precellys Extraktion

Zusammenfassend lésst sich, dass TFF3 in allen untersuchten Kolongeweben in
nieder- und hochmolekularen Formen vorkommt, wobei die Verhéltnisse individuell
variieren. Anders als im Blue Native Gel liegt TFF3 nach Precylles Extraktion

und SEC tiberwiegend als niedermolekulares TFF3 vor.

Zur Verifizierung der TFF3-positiven Proteine und Proteinkomplexe nach nicht
reduzierender SDS-PAGE und Western Blot (Abb. 8| E, F) wurde eine Coomassie
Blue Farbung einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE angefertigt (Abb. @, A C).
Aus dem Coomassie Gel wurde die TFF3-positiven Proteinkomplex eluiert und
reduzierend als TFF3-Monomer nachgewiesen. In der hochmolekularen Fraktion
20 wurde TFF3 in den eluierten Bereichen 2-4, also hochmolekulares TFF3, TFF3-
Homodimer und -Monomer nachgewiesen (Abb.[9] B). Aus den Bereichen bei 30K
und 60K konnte in identischen Experimenten kein TFF3 eluiert werden,vermutlich

wegen zu geringer Konzentration (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9: Elution verschiedener TFF3-Entitaten aus einem Coomassie Gel; Die hochmo-
lekulare Fraktion 20 und die niedermolekulare Fraktion 43 des Kolongewebes 4 wurden nach
nicht-reduzierendem 15% SDS-PAGE mit Coomassie Blau gefarbt (A und C). Aus den markier-
ten Bereichen 1-4 bzw. 1-2 wurden die Proteine eluiert und mittels reduzierendem Western Blot
auf TFF3 analysiert (B und D).

Aus der niedermolekularen Fraktion 43 konnte in beiden untersuchten Bereichen
TFF3 nachgewiesen werden (Abb. [0} D). Damit liegt TFF3 in den niedermolekula-
ren Fraktionen als Homodimer und Monomer vor. Bemerkenswert ist die Existenz
von 2 unterschiedlichen monomeren TFF3-Formen, die aus dem Bereich des nicht
reduzierten TFF3-Monomers (Abb. |§|, D.1) eluiert werden konnten. Dabei handelt
es sich vermutlich um ein vollstdndiges und ein verkiirztes TFF3-Monomer. Das
Homodimer hingegen ist nach Reduktion nur als vollstdndiges Monomer nachweis-
bar (Abb.[9] D,2).

Durch das Experiment konnte gezeigt werden, dass TFF3 durch SEC in hoch- und
niedermolekulares TFF3 getrennt werden kann. Allerdings liegt nach der Trennung
durch SEC noch niedermolekulares TFF3 in hochmolekularen Fraktionen vor.
Zusatzlich wurde eine verkiirzte TFF3-Form in niedermolekularen Fraktionen

nachgewiesen.

2.1.2 Stufenweise Extraktion von humanem Kolongewebe

Die SEC nach mechanischer Lyse von Kolongewebe zeigte, dass TFF3 als hoch-
molekulares TFF3-FCGBP und niedermolekulares TFF3 vorliegt (Abb. [8). Durch

eine stufenweise Extraktion wurde untersucht, ob sich unterschiedliche TFF3-
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Entitaten in unterschiedlichen Extrakten anreichen lassen. Im Magen konnten
durch stufenweise Extraktion von Gewebe bereits verschiedene Entitaten von
TFF1 und TFF2 extrahiert werden®8 134

Im ersten Schritt wurden der Mukus des Kolongewebe im Rotationsschiittler
abgewaschen (E0). AnschlieBend wurde das verbleibende Gewebe mit Precellys
aufgeschlossen und die Proteine extrahiert (E1). AbschlieBend wurde das verblei-
bende Pellet mit in 1% SDS gekocht um schwerlosliche Bestandteile zu extrahieren
(E2). Fiir Details siehe Methoden Die Extrakte wurden durch reduzierende
SDS-PAGE und Agarose Gele beziiglich TFF3 und FCGBP untersucht (Abb. .

A

0,2 g Gewebe Zentrifugation Pellet Zentrifugation Pellet + 1%SDS _ 7qntritugation

+1 mL Ep/LP, pH=7 +1 mL Ep/LP, pH= +1 mL Ep/LP, pH=7
1 h, 6°C, Karussellschiittler EO Precylles Aufschluss E1l 5min, 100°C
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Abbildung 10: Stufenweise Extraktion von Kolongewebe (K-2, K-9, K-6); (A) Schema der
stufenweisen Extraktion, fiir Details siehe Methoden Seite Der Extrakt E1* des
Gewebes K-6 enthélt zusétzlich 1% SDS (B-D) Die Extrakte (E0-E2, n=3 bzw. 4) wurden
mittels reduzierender SDS-PAGE auf TFF3 analysiert. Die Signale wurden densitometrisch
ausgewertet. (E-J) Die Extrakte (E0-E2, n=3) wurden auf einem 1 % Agarose Gel auf TFF3 (E-
G) und FCGBP (H-J) untersucht. BPB-Bromphenolblau, markiert die Lauffront im Agarosegel
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Die Extrakte nach Precellys Extraktion (E1) enthalten am meisten TFF3, gefolgt
von EO, den abgewaschenen Proteinen (Abb. (10| B-D). In E2 ist deutlich weniger
TFF3 enthalten. Offensichtlich ist TFF3 somit gut wasserloslich, da bereits ohne
Detergenzien ein betrachtlicher Teil des TFF3 aus dem Mukus gelost werden
kann. In den Extrakten EO und E1 ist unterhalb des TFF3-Monomers, auch das
verkiirzte TFF3-Monomer zu erkennen (Abb. [10| B-D).

Zum Nachweis des hochmolekularen TFF3-FCGBP hat sich die Verwendung von
Agarosegelen bewahrt. Zum Vergleich von relativen molekularen Massen (M,)
wurde daher die RF-Werte herangezogen, die sich aus dem Quotienten der elek-
trophoretischen Gesamtlaufstrecke und der Laufstrecke des zu untersuchenden
Proteins berechnen. Nach der Trennung der stufenweise extrahierten Proteine im
Agarosegel wurde verschiedene TFF3-Entitdten nachgewiesen (Abb. , E-J). Die
grofite TFEF3-Entitdt (1) mit einem RF-Wert von 0,45 wurde in den Extrakten EO
und E1 gefunden. In denselben Extrakten wurde auch FCGBP mit einem RF-Wert
von 0,45 identifiziert. In den Extrakten E2 und E1* wurde eine Verschiebung des
TFF3-FCGBP zu einer kleineren M, festgestellt. Die RF-Werte der SDS-haltigen
Extrakte liegen bei 0,6-0,68. Diese Verschiebung ist unabhéngig vom Kochen der
Extrakte zu beobachten.

Im M, Bereich unterhalb des TFF3-FCGBP liegt in den Extrakten EO und E1
die zweitgroBte Entitat (2) des TFF3 mit einem RF-Wert von 0,55 vor. Dieser
Bereich ist negativ fiir FCGBP.

TFF3-Homodimer und -Monomer wurden unterhalb des Bromphenolblau (BPB)
in den Extrakten EO und E1 nachgewiesen (3, RF-Wert = 0,74-0,84).

Mit diesem Experiment konnte keine Anreicherung einzelner Formen des TFF3 in
Abhéngigkeit der Extraktionsmethode festgestellt werden. In allen Extrakten kann
TFF3-FCGBP und niedermolekulares TFF3 nachgewiesen werden. Um mogliche
Unterschiede in den Konzentrationen der einzelnen Entitdten zu identifizieren,

wurden die einzelnen Extrakte durch SEC der Grofle nach getrennt werden.

SEC der stufenweisen Extrakte Da die stufenweise Extraktion zeigte, dass
hoch- und niedermolekulare Formen des TFF3 vorhanden sind, wurden die Ex-
trakte EO und E1 zur Bestimmung der Verhéltnisse von hochmolekularem und

niedermolekularem TFF3 mittels SEC getrennt.
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Abbildung 11: SEC nach stufenweiser Extraktion von Kolongewebe (K-9);(A und B) Elutions-
profile der Extrakte EO und E1 nach SEC gemessen durch Absorption bei 280 nm. (C und
D) Relative Verteilung des TFF3 bestimmt nach Western Blot Analyse und semiquantitati-
ver Auswertung der Bande des TFF3-Monomers (blaue Linie). Muzine (Glykoproteine) nach
PAS-Farbung sind als pinke Linie dargestellt. (E und F) Hoch- und niedermolekulare TFF3
Entitéten unter reduzierenden (R) und nicht reduzierenden (NR) Bedingungen nach Western-

Blot-Analyse. (G) Hoch- und niedermolekulare TFF Entitdten nach 1% AgGE untersucht auf
TFF3 und FCGBP.

Dabei zeigt die Trennung von EO (Abb. [11] A) zwei Absorptionsmaxima (Fr. 22/25)
und einer kleinen Schulter (Fr. 28). Damit ist das Absorptionsspekrum der E0O
Extraktion (Abb. , A) sehr ahnlich zu dem Absorptionsspektrum nach mechani-
scher Lyse (Abb. 8| A). Der Nachweis von Glykoproteinen, vorwiegend Muzinen,
durch PAS-Farbung (Abb. , C, pinke Kurve) ist in den Fraktionen 16-29 positiv.
In den PAS-positiven hochmolekularen Fraktionen wurde auch TFF3 (Abb. C,
blaue Kurve) nachgewiesen. Der Hauptteil des TFF3 (68 %) wird allerdings im
niedermolekularen Bereich (Fr. 39-44) gefunden.
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Bei der Trennung des Extrakts E1 ist der Absorptionspeak (Abb. B, Fr. 18-33)
etwas breiter im Vergleich zur EQ Extraktion und besitzt drei Maxima (Fr. 22, 26,
29). Insgesamt ist die Absorption in EQ stirker als die der E1 Extraktion, was auf
mehr Protein in der EO Extraktion hinweist. PAS-positive Muzine wurden, wie in
der EO Extraktion, in den hochmolekularen Fraktionen 17-26 (Abb. D, pinke
Linie) der E1 Extraktion nachgewiesen. In hochmolekularen Bereich sind 61 %
des TFF3 nachweisbar.

Vergleichende SDS-PAGESs der Peak-Fraktionen von EO und E1 unter reduzierten
(Abb. E) bzw. nicht reduzierenden (Abb. F) Bedingungen zeigen, dass es
keine Unterschiede zwischen den TFF3-Formen in den Extrakren Eo und E1 gibt.
In beiden Extraktionen konnten sowohl nieder- als auch hochmolekulares TFF3
nachgewiesen werden.

Nach Reduktion liegt hochmolekulares TFF3 in beiden Extraktionen als Monomer
vor (Abb. [11} E,F). Dagegen erscheint niedermolekulares TFF3 in beiden Extrak-
tionen als Doppelbande, bestehend aus Monomer und verkiirztem TFF3-Monomer
(Abb. EF).

TFF3 und FCGBP laufen im 1 % Agarosegel auf gleicher Hohe (Abb. [11] G). In
der hochmolekularen Fraktion der Extraktion E1 existiert zusétzlich eine kleinere
Bande fir TFF3, die nur vom TFF3-Antikérper erkannt wird. Das niedermolekula-
re TFF3 kann ebenfalls im Agarosgel unterhalb der Lauffront (BPB) nachgewiesen
werden.

Die SEC der Extrakte E0O und E1 nach stufenweise Extraktion zeigen keine
unterschiedlichen TFF3-Entitaten. In beiden Extrakten wurde hoch- und nieder-
molekulares TFF3 nachgewiesen. Die Verteilung von hoch- zu niedermolekularem
TFF3 in Abbildung [11] zeigt prozentual mehr TFF3-FCGBP in Extraktion E1,
allerdings variiert dies von Probe zu Probe von 9-91% hochmolekularem TFF3
(Tab. [f]). Auch das verkiirzte TFF3-Monomer ist im niedermolekularen Bereich
der SEC deutlich zu erkennen (Abb. [L1).

26



Probe | Extraktion | HM TFF3 [%] | NM TFF3 [%]
K-2 EO 68 32
E1l 38 62
K4 EO 75 25
El 50 50
K-6 EO 76 24
E1l 91 9
K-9 EO 32 68
E1l 61 39
K-10 EO 9 91
E1l 72 28

Tabelle 5: relative TFF3-Verteilung in den Extrakten EO und E1

2.1.3 Hochmolekulares TFF3 im humanen Kolon

In den hochmolekularen TFF3-positiven Fraktionen einer SEC von Kolongewebe
befinden sich neben TFF3 auch Glykoproteine. Daher wurden die hochmolekularen
Fraktionen (19-26) nach Precylles Extraktion durch Agarosgel-Elektrophorese
getrennt und auf TFF3, FCGBP, Muzin 2 (MUC2), das Hauptmuzin des Darms
und DMBT-1 untersucht (Abb. [12).

TFF3 ist in den Fraktionen 20-24 (RF-Wert = 0,30) mit FCGBP (Fr. 20-23,
RF-Wert = 0,30) assoziiert nachweisbar (Abb.[12)). Unterhalb des TFF3-FCGBP
existiert ein breiter TFF3-positiver Bereich (RF-Wert = 0,40), der FCGBP-negativ
ist. Dieser war schon in den Extraktionsexperimenten zu beobachten (Abb. , .
DMBT1 zeigt eine breite Bande (RF-Wert = 0,37) im Bereich von 2000 bis 3000
Basenpaaren. MUC?2 ist in den Fraktionen 20-24 positiv und zeigt eine breites
Signal, das im Bereich zwischen 10.000 - 2000 Basenpaaren liegt.

In den hochmolekularen, PAS-positiven Fraktionen kénnen TFF3, FCGBP, MUC2
und DMBT1 nachgewiesen werden. Allerdings zeigen nur TFF3 und FCGBP
ein sehr dhnliches Laufverhalten im Agarosegel. MUC2 und DMBT1 sind zwar
ebenfalls in den analysierten Fraktionen enthalten, co-migrieren allerdings nicht
mit FCGBP-TFF3 im Agarosegel.
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Abbildung 12: Analyse von hochmolekulare TFF3-Fraktionen beziiglich FCGBP, DMBT1
(GP340) und MUC2; (A) Hochmolekulare Fraktionen des Kolongewebes K-12 wurde nach
reduzierendem Western Blot auf TFF3 analysiert. (B) Die TFF3-positiven Fraktionen 19-26
wurden nach 1% AgGE auf TFF3, FCGBP (N-Terminal), DMBT1 (GP340) und MUC2 analy-
siert. Als Groenmarker wurde ein DNA-Marker (Basenpaare) verwendet.

Aus dem vorhergehenden Experiment wurde geschlussfolgert (Abb. , dass ein
hochmolekularer Proteinkomplex oder ein Gelnetzwerk aus MUC2, DMBT1 und
TFF3-FCGBP durch die SEC nicht aufgetrennt werden kann und in den selben
Fraktionen eluiert . Um die Co-Migration dieser Proteine weiter zu untersuchen,
wurden TFF3-FCGBP-positive Fraktionen (Abb. A) nach SEC in einem

weiteren Trennungsschritt durch Ionenaustauschchromatografie gereinigt (Abb.

a B'E)-
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Abbildung 13: Trennung von hochmolekularen TFF3-haltigen Fraktionen durch Ionenaustausch-
chromatographie (ResQ); Das Kolonextrakt E0 des Kolongewebes K-1 wurde durch SEC getrennt.
(A) Die hochmolekularen, TFF3-FCGBP-haltigen Fraktionen 19-24 wurden zur weiteren Rei-
nigung durch Ionenaustauschchromatografie nach ihrem isoelektronischen Punkt getrennt.(B)
Dazu wurde die Konzentration von NaCl (orange Linie) kontinuierlich angehoben und die Elution
der Proteine durch Absorption (blaue Linie) bei 280 nm {iberwacht. (C) Die semiquantitative
Auswertungen von TFF3 (blau), FCGBP (griin) und der PAS-Farbung (pink) graphisch zu-
sammengefasst. (D) TFF3 wurde durch reduzierende Western Blot in den Fraktionen 19-27
nachgewiesen. (E) FCGBP wurde nach AgGE in den Fraktionen 21-37 mit einem Maximum in
Fraktion 23 nachgewiesen.

Nach dem zweiten Trennungsschritt durch Ionenaustauschchromatografie wurde
TFF3 in den Fraktionen 19-27 nachgewiesen (Abb. [13] D). Auch FCGBP konnte
in den Fraktionen 22-37 nachgewiesen werden (Abb. 13| E). Beide Proteine haben
eine Konzentrationsmaximum in den Fraktionen 23 und 24. MUC2 und DMBT1
konnten mit Antikdrpern nicht nachgewiesen werden. Allerdings zeigte die PAS-
Farbung, Glykoproteine in den Fraktionen 19-24 mit einem Maximum in Fraktion
19.

Dies zeigt, das TFF3 und FCGBP nach Trennung mittels SEC und Ionenaustausch-
chromatographie co-migrieren. Die PAS-positiven Proteine und TFF3-FCGBP
zeigen dagegen eine Trennung, da die Maxima nicht mehr in den gleichen Fraktio-

nen nach Ionenaustauschchromatografie eluieren.
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2.1.4 Grofle des TFF3-FCGBP-Hetero(di)mers im humanen Kolon

Welche Grofie das TFF3-FCGBP Hetero(di)mer besitzt ist bis heute nicht geklért.
Wie bereits besprochen ist FCGBP repetitiv aufgebaut, wird autokatalytisch
gespalten und dennoch sind die Fragmente tiber Disulfidbriicken miteinander
verkniipft (Kapitel [1.2.3] Seite [13)ZZ2. Daher ist schwer zu sagen welche relative
Molare Masse (M,) FCGBP wirklich besitzt. Selbst bei einer 7 % SDS-PAGE lauft
FCGBP so gut wie nicht in das Gel ein und verbleibt im Sammelgel (Anhang
Abb. ).

Die standardméfig verwendeten Proteinmarker decken in der Regel nur einen
Massenbereich bis 300 k ab. FCGBP hat allerdings ein Molekulargewicht von
572017 g/mol (572 k) ohne Glykosylierung (UniProt, QIY6RT). Als Alternative
zum SDS-PAGE haben sich zur Trennung von Proteinen dieser Grofie Agarosegele
bewédhrt. Nur gibt es fur Agarosegele keine Proteinmarker zur Abschatzung
der relativen molekularen Masse. Als Orientierung und Grofenvergleich wurde
ein DNA-Marker auf Agarosegelen verwendet. Dadurch konnten Proteingrofien
verglichen und ihre RF-Werte bestimmt werden.

Zur Abschétzung der GroBle des TFF3-FCGBP Komplexes wurden ein DNA-
Marker und 3 kommerzielle prestained Proteinmarker bis 300 k zusammen mit
einer TFF3-FCGBP-haltigen Fraktion aus dem Kolon auf einem 1 % Agarosegel
getrennt (Abb. [I4). Der Gelsteifen mit dem DNA-Marker wurde vor dem Blotten
vom Gel abgeschnitten. Der DNA-Marker wurde im Gel mit Fluoreszenzfarbstoft
(GelRed Nucleic Acid Gel Stain) geférbt und die fluoreszierenden DNA Fragmente
im UV Licht aufgenommen. Diese Aufnahme wird digital auf den Blot angepasst
(Abb. D).

Nach dem blotten des restlichen Gels, wurden die prestained Proteinmarker auf
der Membran mit Bleistift markiert (Abb. [14] B). Die im SDS-PAGE gut zu
unterscheidenden Banden der Proteinmarker (Abb. [14] A) sind nach AgGE nur
als breite, farbige Banden zu erkennen. Abschliefend wurde auf der Membran
TFF3 nachgewiesen (Abb. [14] C).

Die Bestimmung der RF-Werte der DNA- und Protein-Marker zeigt einen linearen
Zusammenhang zwischen RF-Wert und dem Logarithmus der relativen molaren
Masse (Abb. [14] E).
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Abbildung 14: Abschitzung der Grofle des TFF3-FCGBP Heteromers; Auf einen 1% Agarose
Gel wurde der DNA Marker (Gene Ruler 1 kB Plus DNA Ladder, Thermo Scientific), drei
prestained Protein Marker (1, QuadColor; 2, Spectra; 3, Protein Ladder) und eine FCGBP-TFF3
haltige Kolonfraktion nach SEC aufgetragen (4, native Probe; 4*, Probe gekocht mit SDS). Die
Elektrophorese lief fiir 120 min bei 40V. (A) zeigt die Proteinbanden der prestained Proteinmarker
nach Herstellerangaben. (B) Die Proteinbanden der prestained Proteinmarker nach dem Blotten
und markieren der Banden, die fiir die Bestimmung der RF-Werte benutzt wurden. (C) Nach
dem Nachweis von TFF3 wurden eingezeichnete Banden der prestained Proteinmarker digital
iibertragen. (D) Der DNA-Marker wurde nach dem Férben mit GelRed Flouressenzfarbstoff
und Dokumentation unter UV Licht digital an den Agarose Western angepasst. Dazu dienten die
Tasche und das Gelende als Markierung. (E) Der RF-Wert des DNA Marker bzw. der Marker
Proteine wurden mit Lablmage bestimmt und gegen den Logarithmus der relativen molaren
Masse (g/mol) aufgetragen. Mit Violett wurde der RF-Wert von TFF3-FCGBP eingezeichnet.

Die Auswertung der verschiedenen Marker zeigte, dass die RF-Werte mit dem
dazugehorigen Logarithmus der Molmassen aller Protein- und DNA-Marker in
linearem Zusammenhang stehen. Dabei verhalten sich die Ausgleichsgeraden der
Protein-Marker sehr dhnlich. Die Steigung der Ausgleichsgeraden des DNA-Markers

unterscheidet sich allerdings deutlich von der der Protein-Marker. Damit kann

31



der DNA-Marker zwar als interner Standard verwendet werden aber nicht fiir die
GroBenbestimmung von Proteinen herangezogen werden. Durch die Extrapolation
der Ausgleichsgeraden der Markerproteine konnten relative molare Massen (Tabelle
|§[) fiir TFF3-FCGBP néherungsweise bestimmt werden. Diese schwanken zwischen
4635 k und 13779 k, je nach zu Grunde liegendem Protein Marker. Damit liegen die
geschétzten relativen molaren Massen deutlich {iber der theoretisch zu erwartenden
Masse von 572 k fiir ein FCGBP-Monomer. Diese Beobachtungen wurden auch
bei murinem Fegbp gemacht, dass ebenfalls deutlich gréfer ist als ein monomeres
Fegbp 24) . Auch nach nicht-reduzierender Denaturierung durch Kochen mit SDS
ist TFF3-FCGBP immer noch deutlich gréBer (Tabelle [6] 4*) als die theoretisch
zu erwartenden 572 k. Offensichtlich ist diese Art der Denaturierung nicht stark
genug um FCGBP in ein Monomer zu iiberfithren. Eine weitere Denaturierung
der Probe durch Reduktion ist jedoch nicht moglich, da diese FCGBP in einzelne
proteolytische Fragmente (r1-12, Abb. |5)) trennen wiirde.

Marker Gleichung Natives TFF3-FCGBP | gekochtes TFF3-FCGBP
4 (RF=0,41) 4* (RF=0,47)
rel. mol. Masse [K] rel. mol. Masse [K]
DNA Marker y=—2,28x+ 7,43 3151 2299
1 Quad Color y = —5,56x 4+ 9,08 6392 2966
2 Spectra y=—6,21x + 9,69 13779 5841
3 Protein Ladder | y = —5,53z 4 8,93 4635 2547

Tabelle 6: Berechnete Groe von TFF3-FCGBP, natives TFF3-FCGBP (4) nach normaler Agarose
Gel Elektrophorese, gekochtes TFF3-FCGBP (4*) wurde vor der Agarose Gel Elektrophorese 5
min mit 1% SDS gekocht

Dies lasst vermuten, dass hochmolekulares TFF3-FCGBP-Heteromer aus mehre-
ren FCGBP Monomeren besteht, da seine ndherungsweise bestimmte Molmasse
deutlich iiber der Molmasse eines FCGBP-Monomers von 572 k liegt.
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2.1.5 TRIzol-Extraktion von humanem Kolongewebe

Chloroform
Precellys - Abnahme des - Abnahme der
AufschluB Uberstand wéssrigen Phase
+Zentrifugation - versetzen Inkubation und - Zugabe von EtOH
mit Chloroform Zentrifugation
— Uberstand —| assrige Phasie/
Interphase
——org. Phase —
—Pellet
Uberstand
/-Isopropanol
l6sen des Pellets Waschen und - Inkubation und 1 - Inkubation
trocknen Zentrifugation
des Pellets
—Uberstand
—Extrakt
getrocknetes .
Protienpellet —Proteinpellet

Abbildung 15: Schematische TRIzol-Extraktion; Das Gewebe wird mittels Precellys und Trizol-
Reagenz mechanisch aufgeschlossen. Durch Zentrifugation werden die Zelltriimmer abgetrennt.
Durch Extraktion des Uberstands mit Chloroform und anschlieBender Zentrifugation wurden
3 Phasen erhalten. Die wisserige Phase enthélt die RNA und wird verworfen. Die Inter- und
org. Phase werden mit Etanol (EtOH) und Isopropanol versetzt, extrahiert und zentrifugiert.
Das Proteinpellet wird nach Zentrifugation vom Uberstand separiert, gewaschen und getrocknet.
Das trockene Pellet wird gel6st und der erhaltene Extrakt kann analysiert werden. Fiir Details

siehe ISE', Seite @

Bisher wurde in allen hier untersuchten humanen Kolongeweben TFF3 in nieder-
und hochmolekularen Formen nachgewiesen. Ungeklédrt ist bis heute wie die
verschiedenen Formen zustande kommen. Eine Moglichkeit ist der Abbau des
hochmolekularen TFF3-FCGBP Komplexes, wodurch TFF3 und sein Homodimer
freigesetzt werden. Um dies zu untersuchen, wurde Kolongewebe mit TRIzol
extrahiert. TRIzol ist eine Fliissigkeit, die unter anderem Guanidinhydrochlorid
enthélt und normalerweise zur RNA-Extraktion verwendet wird. Dabei werden
die chaotropen Eigenschaften des Guanidinhydrochlorid genutzt um Enzyme zu
denaturieren und dadurch den Abbau der RNA oder der Proteine zu verhindern.
Der Extrakt nach TIRzol-Extraktion wurde mittels SEC gereinigt und mit Western
Blot auf TFF3 untersucht.
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Abbildung 16: Analyse von Kolongewebe K-4.5 nach Trizol-Extraktion; Das Kolonextrakt nach
TRIzol-Extraktion wurde durch SEC der Grofle nach getrennt. (A) Elutionsprofile nach SEC
wurde durch die Absorption bei 280 nm aufgenommen. (B) Die Verteilung des TFF3 (blau) in den
Fraktionen der SEC wurde durch die typische 7k-Bande des TFF3-Monomers nach reduzierendem
Western und semiquantitativer Auswertung bestimmt. Glykoproteine (pink) wurden durch PAS-
Féarbung nachgewiesen und semiquantitativ Ausgewertet. Die Angaben in Prozent zeigen das
Verhéltnis von hoch- zu niedermolekularem TFF3. (C) TFF3 in hochmolekularen Fraktionen
19-25 der SEC nach nicht-reduzierendem 15% SDS-PAGE und Western Blot. (D) TFF3 in
niedermolekularen Fraktionen 39-45 der SEC nach nicht-reduzierendem 15% SDS-PAGE und
Western Blot. (E) Hochmolekulares TFF3 der Fraktion 21 wurde durch nicht-reduzierendes 15%
SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie Blau gefirbt. Die Bereiche 1-6 wurde ausgeschnitten
und eluiert. (F) Die Eluate 1-6 wurden reduzierend (SME, 100°C, 5min) nach Westernblot
auf TFF3 analysiert. (G) Niedermolekulares TFF3 der Fraktion 43 und 44 wurde durch nicht-
reduzierendes 15% SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie Blau gefirbt. Die Bereiche 1-5 wurde
ausgeschnitten und eluiert. (H/I) Die Eluate 1-5 wurden unter reduzierenden Bedingungen
(BME, 100°C, 5min) mittels SDS-PAGE und Westernblot auf TFF3 analysiert.
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TFF3 konnte nach SEC sowohl hoch- als auch niedermolekular nachgewiesen
werden (Abb. [16{B). Die semiquantitative Auswertung des TFF3-Monomers nach
reduzierenden Western Blot zeigte, das 29% des TFF3 hochmolekularen, PAS-
positiven Bereich vorliegen. Der Grofiteil des TFF3 (71%) liegt damit deutlich im
niedermolekularen Bereich. Es muss allerdings beriicksichtigt werden, dass das
Protein-Pellet nach der TRIzol-Extraktion nicht vollstandig in Losung gebracht
werden konnte. Dadurch kann die prozentuale Verteilung verzerrt sein.

Dies zeigt bereits, das trotz denaturierender TRIzol Extraktion TFF3 sowohl
hoch- als auch niedermolekular vorliegt. Dies bedeutet, dass das niedermolekulare
TFF3 bereits vor der Extraktion im Mukus vorlag.

Beide TFF3-Entitaten wurden nach nicht-reduzierendem SDS-PAGE untersucht,
um die verschiedenen Formen des TFF3 zu identifizieren. Die hochmolekularen
Fraktionen 19-25 (Abb. [16] C) zeigen nach nicht-reduzierendem Western ver-
schiedene TFF3 Formen in den Bereichen 116k (TFF3-FCGBP), 60k, 40k, sowie
Homodimer bei 18,4k und Monomer unterhalb von 14,4k. In den niedermoleku-
laren Fraktionen 39-45 (Abb. [16] D) werden vor allem TFF3-Homodimer und
-Monomer erkannt.

Damit existieren dieselben TFF3-Formen im Kolongewebe und sind keine Arte-
fakte, die durch die Extraktionsmethode verursacht werden.

Da die Immunreaktivitdt des TFF3 durch das FCGBP maskiert wird, wurde un-
tersucht in welchem Verhéltnis die verschiedenen Formen des TFF3 in den nieder-
und hochmolekularen Fraktionen vorliegen. Die Abbildung [16] C lasst vermuten,
das TFF3 hauptsichlich als Monomer unterhalb von 14,4k vorliegt. Daher wurde
ein Coomassie Gel unter nicht reduzierenden Bedingungen angefertigt und aus
der hochmolekularen Fraktion 6 Banden E) und aus den niedermolekularen
Fraktionen 5 Banden G) ausgeschnitten. AnschlieBend wurden die Proteine aus
den Banden eluiert, mit 8-Mercaptoethanol (BME) reduziert und nach Western
Blot auf TFF3 untersucht.

In der hochmolekularen Fraktion 21 E) ist das meiste TFF3 in der Bande 6
oberhalb von 116 kDa, gefolgt vom TFF3-Homodimer bei 18,4 k und Monomer
unterhalb von 14,4 k F). Auch im Bereich bei 60 k und 40 k konnten Spuren
von TFF3 nachgewiesen werden.

Um die Verteilung des TFF3 in hochmolekularen Fraktionen zu bestétigen, wurden

hochmolekulare Fraktionen erneut durch SEC getrennt.
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Abbildung 17: SEC von hochmolekularem, TFF3-positiven Fraktion 18-26 (K-4.5); (A) Elutions-
profil nach SEC aufgenommen durch die Absorption bei 280 nm. (B) Verteilung des TFF3 in den
Fraktionen der SEC bestimmt durch semiquantitative Auswertung des TFF3-Monomers (blau)
nach reduzierendem Western. Glykoproteine (pink), wie Muzine, wurden nach PAS-Farbung se-
miquantitative ausgewertet. (C) TFF3 nachgewiesen als Monomer nach reduzierendem Western
Blot in hochmolekularen Fraktionen 18-23 und niedermolekularen Fraktionen 40-43.

Nach dieser zweiten Trennung hochmolekularer Fraktionen konnten 83 % des
TFF3 als hochmolekulares TFF3 und 17 % als niedermolekulares TFF3 nachge-
wiesen werden. Die 60k und 40k groflen TFF3-Komplexe konnte nach der erneuten
Trennung nicht nachgewiesen werden. Die SEC bestatigt die Maskierung des TFF3
durch FCGBP und zeigt deutlich, dass das hochmolekulare TFF3-FCGBP die
Hauptentitat des TFF3 in hochmolekularen Fraktionen darstellt.
Niedermolekulares TFF3 wurde ebenfalls beziiglich der verschiedenen TFF3-
Formen analysiert (Abb. [16| G). Dabei konnte vor allem TFF3-Homodimer nach-
gewiesen werden und weniger TFF3-Monomer (Abb. (16| H,I). Schwach ist sogar
das verkiirzte TFF3-Momomer zu erkennen (Abb. 16|, Pfeil).

Somit konnten trotz denaturierender TRIzol-Extraktion simtliche TFF3-Formen

nachgewiesen werden.

2.1.6 Proteomanalyse von niedermolekularem TFF3 aus dem humanen
Kolon

Niedermolekulares TFF3 liegt unter nicht-reduzierenden Bedingungen als Homo-
dimer und als Monomer vor (Abb. [11| F). Unter reduzierenden Bedingungen gibt
es neben dem Monomer noch eine verkiirzte Form des Monomers (Abb. [11| E).
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Zur weiteren Charakterisierung der beiden Monomere, wurde in Kooperation mit
Frau Dr. Haupenthal Kolongewebe mechanisch aufgeschlossen und durch Ionen-
austauschchromatographie getrennt. In den ersten Fraktionen (Abb. [18] A) wurde
TFF3 unter reduzierenden Bedingungen (SME, 100°C, 5min) iiberwiegend in den
kleinen Formen nachgewiesen. Die Fraktionen 1 bis 5 wurden daher anschliefend
durch SEC weiter gereinigt. Das TFF3 wurde in den Fraktionen 40-47 identifiziert
(Abb. (1§ B). Unter reduzierenden Bedingungen zeigte sich in diesen Fraktionen
nur das verkiirzte TFF3-Monomer (Abb. 1§ C). So konnte die verkiirzte Form des
TFF3 erfolgreich isoliert werden. Zur Identifikation der Aminosduresequenz des
verkiirzten TFF3-Monomers wurde das isolierte TFF3 tryptisch verdaut und mit-
tels Massenspektroskopie (MS) analysiert (Kooperation mit Herrn Prof. Schliiter,
UKE Hamburg). Dazu wurde die gereinigte verkiirzte Form des TFF3 tiber redu-
zierendes SDS-PAGE getrennt und nach Coomassie Blue Farbung aus dem Gel
eluiert.

Nach der Elution der Bereiche 1-3 aus dem Coomassie Gel (Abb. (1§ D) konnte
TFF3 vor allem in der Bande 2 nachgewiesen werden (Abb. E). Dieselben
Bereiche wurden aus einem Coomassie Gel unter reduzierenden und nicht reduzie-
renden Bedingungen proteomanalytisch untersucht (Abb. [L8] G). Die Proteine in
den Bereichen A und B bzw. a und b wurden im Gel tryptisch verdaut, eluiert
und mittels MS auf Fragmente von TFF3 untersucht.

Nach Elution aus einem reduzierendem Coomassie Gel (R) konnte der vollstandige
N-Terminus des TFF3 im Bereich B nachgewiesen werden. Am C-Terminalen Ende
fehlte jedoch ein Phenylalanin (F59) (Abb. [18| G, rot markierte Aminoséuren
wurden vom MS nachgewiesen). In der Gelbande A konnte kein TFF3 nachgewie-
sen werden.

Die Fragmente des TFF3, eluiert aus dem nicht reduzierenden Coomassie Gel (NR)
zeigen Verkiirzungen von TFF3 am N-Terminus um 3 bis 5 Aminosduren. Der
C-Terminus von TFF3 konnte durch die MS Analysen leider nicht nachgewiesen
werden. Allerdings wurde das verwendetet Antiserum (a-hTFF3-8, Abb. , A,
C, E) gegen das C-terminale Epitop 49-59 generiert ©2). Da dieser TFF3 nach
der Elution erkennt (Abb. E), kann der C-Terminus nicht vollstdndig fehlen.
Damit wurde gezeigt, dass es im Kolonextrakt tatséchlich verkiirzte Formen des
TFF3-Monomers gibt.
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Abbildung 18: Proteomanalyse von niedermolekularem TFF3; Kolongewebe wurde mit Precel-
lys aufgeschlossen und durch Anionenaustauschchromatographie aufgetrennt. (A) Die TFF3-
positiven Fraktionen 1-5 wurden vereinigt und mittels SEC weiter gereinigt. (B) Nach der SEC
wurde TFF3 im niedermolekularen Bereich durch reduzierende Western-Blot-Analyse nachge-
wiesen und semiquantitativ ausgewertet. (C) TFF3-positive Fraktionen 41-43 analysiert mittels
reduzierendem (SME, 100°C, 5min) (R) und nicht-reduzierendem (NR) Western-Blot. (D) Die
nicht-reduzierende SDS-PAGE der Fraktion 44 wurde zur Elution des TFF3 mit Coomassie-Blau
geféarbt. (E) Die eluierten Banden 1-3 wurden mittels reduzierendem Western Blot auf TFF3
untersucht. (G) Aus einem Coomassie-Blau gefarbten Gel wurden die Bereich A und B (NR)
bzw. a und b (R) ausgeschnitten. Die Proteine dieser Gelbanden wurden tryptisch verdaut
und mittels LC-ESI-MS/MS analysiert. Die rot gefirbten Aminosiuren des TFF3 wurden
massenspektrometrisch identifiziert. In der Bande A konnte kein TFF3 nachgewiesen werden.

2.1.7 TFF3 im Kolontumorgewebe

Kolontumore zeigen eine erhohte TFF3-Expression U729, Bisher ungeklért ist die
Frage, ob TFF3 im Tumor in den selben Formen vorkommt, wie in gesundem
Kolongewebe. Um das Vorkommen von verkiirztem TFF3 zu untersuchen, wurden
Kolontumore und deren umliegendes Gewebe ohne pathologischen Befund von

drei Individuen verglichen.
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Abbildung 19: SEC von Kolongewebe und dazugehorigem Kolontumor; Kolongewebe K-11 und
Kolon Tumor K-11Tu wurden mit Precellys aufgeschlossen und durch SEC getrennt. (A und
B) Die Elutionsprofile der SEC wurden durch die Absorption bei 280 nm aufgenommen. (C
und D) Die Verteilung des TFF3 (blau) in den Fraktionen der SEC wurde durch reduzierende
Western-Blot-Analysen untersucht und die charakteristische 7k Bande des TFF3-Monomers
semiquantitativ ausgewertet. Muzine und Glykoproteine (pink) wurde mittels PAS-Farbung
analysiert und semiquantitativ ausgewertet. Die Prozentangaben beziehen sich auf TFF3 und
geben das Verhéltnis zwischen hoch- und niedermolekularem TFF3 an. (E) TFF-positive
Fraktionen wurden mit verschiedenen Antiseren gegen TFF3 nach reduzierendem (R) und
nicht-reduzierendem (NR) Western-Blot analysiert. Das Epitop, das vom Antikorper erkannt
wird, ist unter dem Antikérper in Klammer vermerkt. (F) Die hochmolekularen Fraktionen 21
wurden nach AgGE auf TFF3, FCGBP, DMBT-1 und MUC2 analysiert.

Die Kolongewebe und -tumore wurden mechanisch mit Precellys aufgeschlossen und
die Extrakte mittels SEC getrennt. Im Kolongewebe ohne pathologischen Befund
liegen 15% des TFF3 (Abb. |19] C) in den Fraktion 19-22 vor. Im dazugehorigen
Tumorgewebe (Abb. [19 D) liegen 26% des TFF3 hochmolekular vor.

In den Proben aller drei Individuen, unabhéngig ob Kolontumor oder Kolongewebe
ohne pathologischen Befund iiberwiegt das niedermolekulare TFF3 mit 55 % - 85 %

(Tabelle [7)). Diese Ergebnisse ahneln somit den vorangegangenen Untersuchungen
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von Kolongeweben.

Probe HM TFF3 [%] | NM TFF3 [%]
K-11 Precylles 15 85
K-11Tu | Precylles 26 74

K-12 Precylles 45 95
K-12Tu | Precylles 21 79

K-13 | Precylles 39 61
K-13Tu | Precylles 20 80

Tabelle 7: relative TFF3-Verteilung Kolontumoren

Zur weiteren Untersuchung der verschiedenen TFF3-Entitadten wurden nieder-
und hochmolekulares TFF3 mittels SDS-PAGE bzw. Agarosegel getrennt. Die
TFF3-reichsten nieder- und hochmolekularen Fraktionen ( Abb. |19/ E) aus der
SEC des Kolongewebes und dem Kolontumor wurden unter reduzierenden bzw.
nicht-reduzierenden Bedingungen mit dem C-terminalen Antiserum TFF3-8 (2%
und dem N-terminalen Antiserum TFF3-15C-6 (NanoTools) untersucht.

Die Fraktion 21 zeigen TFF3 nach nicht-reduzierendem Western Blot in den
Bereichen oberhalb 116k (TFF3-FCGBP), 40k, 18k (Homodimer) und unterhalb
14k Monomer. In den niedermolekularen Fraktionen 43 liegt TFF3 nur als Monomer
(unterhalb 14k), Homodimer (18k) und in einer 20k grofien Form vor.

Nach Reduktion (8ME, 100°C, 5 min) der Fraktionen 21 und 43 kann TFF3 nur als
Monomer nachgewiesen werden. Allerdings zeigt das C-terminale Antiserum TFF3-
8 fiir die Fraktion 43 eine deutliche und fiir Fraktion 21 eine schwache Doppelbande.
Das N-terminale TFF3-15C5 Antiserum erkennt unter reduzierenden Bedingungen
nur das TFF3-Monomer aber nicht die verkiirzte Form des TFF3-Monomers. Unter
nicht reduzierenden Bedingungen zeigt das TFF3-15C6 Antiserum tiberhaupt keine
Immunreaktivitat gegeniiber TFF3, da vermutlich die Disulfidbriicke zwischen
C11 und C37 die Anlagerung des Antikdrper verhindert (Abb. 37 [61). Dies zeigt
wieder die N-Terminale Verkiirzung des TFF3-Monomers, die bereits in Kapitel
besprochen wurde.

Im Vergleich zwischen Kolongewebe ohne patologischen Befund und Tumorgewebe
( Abb. zeigte sich, dass mehr TFF3 im Tumor ist, als in den Geweben ohne
pathologischen Befund. Vor allem in den niedermolekularen Fraktionen wird dies

deutlich. Es gibt jedoch keine Unterschiede beim Nachweis der verschiedenen
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TFF3-Formen zwischen nicht pathologischem Gewebe und Tumor. In allen Proben
der 3 Patienten wurde TFF3 in nieder- und hochmolekularer Form nachgewiesen,

welche sich aus dem Monomer und dem verkirzten Monomer zusammensetzen.
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Abbildung 20: Vergleich von Tumor- und Normal-Gewebe des Kolon; (A)Die Hauptfraktionen
der verschiedenen Entitdten von Tumor und angrenzendem Kolongewebe ohne Befund wurden
im reduzierenden SDS-PAGE beziiglich TFF3 verglichen. K/D-Kontrolle Darm. (B)Die Immun-
reaktivitdt wurde semiquantitativ ausgewertet.

Zur Untersuchung der Assoziation von TFF3 mit Glykoproteinen des Mukus
wurden die Proben nach AgGE mit Antiseren beziiglich TFF3, FCGBP, MUC2
und DMBT-1 analysiert (Abb. (L9 F). TFF3 und FCGBP sind als deutliche Bande
mit vergleichbarer Laufhthe nachweisbar (Abb. [19 F). Dies bestétigt das TFF3-
FCGBP auch im Tumor vorliegt. Allerdings kann dabei eine unterschiedliche
relative molare Massen des TFF3-FCGBP im Kolongewebe und des Kolontumor
beobachtet werden. DMBT-1 kann im gesunden Kolongewebe (Abb. [19|F) deutlich
unterhalb des TFF3-FCGBP-Komplex nachgewiesen werden. Im Tumor ist deutlich
weniger DMBT-1 vorhanden. Ebenfalls ist das Hauptmuzin des Kolon MUC2 als
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breiter Bereich nachweisbar (Abb. [19 F).

Unterschiede bei den verschiedenen Formen des TFF3 konnten nicht festgestellt
werden. Damit sind im Kolon immer die selben Formen des TFF3 gefunden wurden.
Ob diese Formen auch in anderen TFF3 sezernierenden Geweben auftreten wird

in den nachsten Kapiteln untersucht.

2.2 Speichel

TFF3 kommt nicht nur im Mukus des Kolon vor, sondern konnte auch im Gewebe
der Speicheldriisen nachgewiesen werden ©*). Im Rahmen dieser Dissertation
wurde untersucht, in welchen Formen TFF3 im Speichel vorliegt.

Dazu wurde Speichel von 5 gesunden Individuen untersucht. Von einigen Pro-
banden wurden mehrfach Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten gesammelt.
Dadurch wurden insgesamt 17 Trennungen von Speichelproben durch SEC durch-
gefithrt. In Abbildung ist exemplarisch die Trennung des Speichels S-6.3
dargestellt.

Individuum | Probe | HM TFF3 [%] | NM TFF3 [%]
Spender 1 S-1 41 58
S-1.1 43 57
Spender 2 S-2 53 47
S-2.1 56 44
S-2.2 56 44
S-3 48 52
S-3.1 58 42
S-3.2 78 21
S-4 68 32
S-5 64 36
Spender 3 S-6 46 64
S-6.1 18 82
S-6.2 55 45
S-6.3 39 70
Spender 4 S-7 44 56
Spender 5 S-8 70 30

Tabelle 8: relative TFF3-Verteilung im Speichel, Die unterschiedlichen Probennummern sind
auf unterschiedliche Zeitpunkte der Probenahme und Reinigung zuriickzufithren. HM TFF3-
hochmolekularer TFF3-FCGBP Komplex; NM TFF3- niedermolekulares TFF3 (Monomer, sein
Homodimer und das verkiirzte TFF3
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Abbildung 21: SEC von humanem Speichel; (A) Die SEC von zentrifugiertem Speichel (S-6)
wurde durch Absorption bei 280 nm dokumentiert . (B) Relative Verteilung von TFF3 nach SEC
bestimmt durch semiquantitative Auswertung der typischen 7k Bande des TFF3-Monomers nach
reduzierenden Western Blot Analysen. Muzine und Glykoproteine wurde durch PAS-Farbung
analysiert und semiquantitativ ausgewertet. (C) Die hochmolekularen Fraktionen 19-21 wurden
nach reduzierendem (R) und nicht-reduzierendem (NR) Western-Blot auf TFF3 untersucht.
(D) Die niedermolekularen Fraktionen 36, 37 und 41, 42 wurde nach reduzierendem (R) und
nicht-reduzierendem (NR) Western-Blot auf TFF3 untersucht.

Das Chromatogramm der SEC zeigt hochmolekulare Proteine in den Fraktionen
18-24 mit einem Maximum in Fraktion 21 (Abb. 21| A). Die Absorption bei 280
nm nimmt im niedermolekularen Bereich (Fr. 34-45) mit 2 Maxima (Fr. 36 &
41) stark zu. Dies stellt einen Unterschied zu den SEC der Kolonextrakte dar,
bei denen der Grofiteil der Proteine hochmolekular vorliegt. Im hochmolekularen
Bereich wurden durch PAS-Farbung Muzine und Glykoproteine nachgewiesen
(Abb. 21] B). Die Analyse von TFF3 nach reduzierendem Western Blot zeigt
TFF3 in hochmolekularen- und niedermolekularen Fraktionen (Abb. 21 B). Das
hochmolekulare TFF3 ist im nicht-reduzierenden Western Blot als im Startbe-
reich des Gels oberhalb von 116k als TFF3-FCGBP nachweisbar (Abb. 21] C).
Niedermolekulares TFF3 liegt nach nicht-reduzierendem Wester iiberwiegend als
Homodimer vor (Abb. 21| D). In den Fraktionen 41 und 42 wird TFF3 unter
nicht-reduzierenden Bedingungen auch in monomerer Form nachgewiesen. In der

abgebildeten Speichelanalyse liegen hoch- und niedermolekulares TFF3 in einem
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Verhaltnis von 55,6% zu 44,4% vor. Die prozentuale Verteilung variiert allerdings.
So wurden in allen Analysen hochmolekulares TFF3 in einem Bereich von 18%
bis 78% gefunden. Selbst beim selben Individuum variiert dieses Verhéltnis in
Abhéngigkeit des Probenahmezeitpunkts. So schwankt der Anteil des hochmole-
kularen TFF3 in 4 Proben eines Probanden zwischen 48% und 78% (Tabelle [8).
Des weiteren wurden die auftretenden TFF3-Formen von 3 verschiedene Spei-

chelproben verglichen. Dazu wurden hoch- und niedermolekulares TFF3 nach
SDS-PAGE und AgGE analysiert.

A Fr. 19 Fr. 36 B Fr. 19 C Fr. 36
1 2 3|1 2 3123 123 1 2 3 1 2 3 1 2 3
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Abbildung 22: TFF3 im Speichel drei verschiedener Individuen (1 S-1, 2 S-2, 3 S-6); (A) Hochmo-
lekulares (Fr. 19) und niedermolekulares (Fr. 36) TFF3 wurden nach AgGE mit Antiseren gegen
TFF3 und FCGBP untersucht. (B) Die hochmolekularen Fraktionen 19 aller drei Speichelproben
wurden beziiglich TFF3 nach reduzierendem (R) und nicht-reduzierendem (NR) Western Blot
mit einander verglichen. (C) Die verschiedenen TFF3-Formen in den niedermolekularen Fraktio-
nen 36 aller drei Speichelproben wurden nach reduzierendem (R) und nicht-reduzierendem (NR)
Western Blot analysiert.

Im Speicheldriisengewebe wurde FCGBP nachgewiesen (1961237 - Auch im Speichel
wurde FCGBP zusammen mit TFF3 nachgewiesen (Abb. 22| A). Beide Proteine
zeigen ein dhnliches Laufverhalten im Agarosegel. Allerdings unterscheiden sich
die relativen molaren Massen des TFF3-FCGBP zwischen den Proben der ver-
schiedenen Probanden.

Der direkte Vergleich von hochmolekularem TFF3 unter reduzierenden und nicht
reduzierenden Bedingungen, zeigt eine deutliche Abnahme der Immunreaktivitét
des TFF3-FCGBP Heterodimers gegentiber dem TFF3-Monomer (Abb. 22 B). In
der Probe des Individuums 1 wurde unter reduzierenden Bedingungen neben dem
Monomer eine verkiirzte TFF3-Form nachgewiesen (Abb. [22( B).

Das niedermolekulare TFF3 kann im Agarose Gel ebenfalls unterhalb der Brom-
phenolblau-Lauffront (BPB) gefirbt werden (Abb. A, Fr. 36). Aufgrund der

begrenzten Trennschérfe des Agarosegels, gibt es keine Auftrennung der nieder-
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molekularen TFF3-Formen. Eine vergleichende SDS-PAGE unter reduzierenden
und nicht reduzierenden Bedingungen von niedermolekularem TFF3 (Fr.36) zeigt
deutlich die Reduktion des TFF3-Homodimers zum TFF3-Monomer (Abb. 22/ C).
Somit wurde TFF3 im Speichel in hochmolekularer Form zusammen mit FCGBP

und in niedermolekularer Form nachgewiesen.

2.2.1 Hochmolekulares TFF3-FCGBP in humanem Speichel

Der Speichel enthalt neben TFF3 und FCGBP weitere Proteine, die seine Ei-
genschaften bestimmen. Dazu zéhlt auch das Muzin MUC5B, das als gelbinden-
des Muzin maBgeblich fiir die Viskositéit des Speichels verantwortlich ist (29
Der hochmolekulare PAS-positive Bereich nach SEC wurde deshalb mit spezifi-
schen Antikérpern beziiglich MUC5B bzw. MUC5AC untersucht (Abb. . Auch
wurden durch das Lektin GSAII Glykoproteine nachgewiesen, die eine « -1-4-
Acetylglukosamin-Einheit besitzen (Abb. [23).
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Abbildung 23: Mukus-assoziierte Proteine im Speichel nach SEC; Hochmolekulare Fraktionen
einer SEC von humanem Speichel (S-5) wurden im 1 % Agarosgel getrennt und nach Kapillar-Blot
mit spezifischen Antikérpern beziiglich TFF3 (A), FCGBP (B), MUC5B (C), MUC5AC (D)
und mit dem N-Acetylglucosamin-spezifischen Lektin GSAII (F) analysiert. (F) PAS-Farbung
und TFF3-Monomer nach reduzierendem Western Blot wurden semiquantitativ ausgewertet.

46



Um zu untersuchen, ob diese Proteine im Speichel assoziiert sind wurden hoch-
molekulare Fraktionen durch Ionenaustauschchromatographie nach ihrem isoelek-
trischen Punkt getrennt. Die UV Absorption bei 280 nm detektierte Proteine in
den ersten Fraktionen und in den Fraktionen 20 bis 35 (Abb. 24| A). In diesen
Fraktionen wurde auch die stéarkste PAS-Farbung nachgewiesen (Abb. B)
Die Analyse von TFF3 war dagegen nur in den Fraktionen 24 bis 33 positiv
(Abb. 24| B). Im selben Bereich konnte auch FCGBP (Abb. 24 E) im Agarose
Gel nachgewiesen werden. Beide Proteine zeigen ihr Maximum in Fraktion 29.
MUCHB und MUC5AC wurden dagegen in den PAS positiven Fraktionen 18-31
mit einem Maximum in Fraktion 24 detektiert (Abb. 24| F,G).
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Abbildung 24: Tonenaustauschchromatographie von hochmolekularem TFF3 im Speichel (S-
6); A Das Elutionsprofil der hochmolekularen Fraktionen (S-6.1-3, Fr. 17-21) wéhrend der
Tonenaustauschchromatographie wurde durch die Absorption bei 280 nm aufgezeichnet. B
Relative Verteilung von TFF3 bestimmt durch die charakteristische 7k Bande des TFF3-
Monomer nach Reduktion. In violett ist die relative Verteilung der PAS-positiven Fraktionen
dargestellt. C Die Fraktionen 25-32 zeigen TFF3-Monomer nach reduzierendem (R) Western
Blot. D In den Fraktionen 27-32 liegt TFF3 als hochmolekulares TFF3 unter nicht-reduzierenden
Bedingungen (NR) vor. E Nach Agarose-Gelelektrophorese kann in den Fraktionen 27-33 FCGBP
nachgewiesen werden. F,G Die Analyse beziiglich MUC5AC bzw. MUCS5B erfolgte nach Agarose-
Gelelektrophorese der Fraktionen 17-32.
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Muzine und TFF3-FCGBP zeigen eine dhnliches Laufverhalten bei der Trennung
durch SEC. Durch Ionenaustauschchromatographie eluieren die Maxima von Mu-
zinen (Fr.24) und TFF3-FCGBP (Fr.29) dagegen in unterschiedlichen Fraktionen
(Abb. . Erwahnenswert ist dabei der Nachweis von MUC5AC im Speichel, da
es hauptsichlich im Magen und der Lunge exprimiert wird #8. MUC5AC konnte
auch in Proteomanalysen von hochmolekularem Speichel nachgewiesen werden
(Abb. 25/ C). TFF3 konnte nur durch Western Blot Analysen in den markierten
Bereichen nachgewiesen werden (Abb. [25(B).
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Abbildung 25: Proteomanalyse von hochmolekularem Speichel (S-3); A Die mittels SEC und an-
schlieBender Tonenaustauschchromatographie gereinigten, hochmolekularen Speichel-Fraktionen
22-25 (A) wurden vereinigt, durch 15% SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen
getrennt und mit Coomassie Blau gefdrbt. Die markierten Bereiche wurden ausgeschnitten. B
Nach Elution der Proteine aus den ausgeschnitten Gel-Banden wurde diese reduzierend auf
TFF3 untersucht. C Die Proteine der ausgeschnittenen Gel-Banden wurden danach tryptisch
verdaut und mittels LC-ESI-MS/MS analysiert.

2.2.2 Niedermolekulares TFF3 in humanem Speichel

In niedermolekularen TFF3-haltigen Fraktionen des humanen Speichels konnten,
wie bereits im Kolon, unterschiedlich grofle TFF3-Formen nachgewiesen werden
(Abb. 21| D; Abb. 22| C'). Es ist von Interesse, die verkiirzten TFF3-Formen mit
denen im Speichel zu vergleichen, da im Speichel bzw. Kolon unterschiedliche
Proteasen aktiv sind. Zur Untersuchung der verschiedenen niedermolekularen
Formen des TFF3 wurden die niedermolekularen Fraktionen des Speichels ei-
nes Individuums nach SEC vereinigt und die Proteine dieser Fraktionen durch

Anionenaustauschchromatographie aufgetrennt.
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Abbildung 26: Proteomanalyse von gereinigtem niedermolekularem TFF3 aus humanem Speichel
(S-3); A Die relative Verteilung von TFF3 nach Ionenaustauschchromatografie des niedermo-
lekularen TFF3 wurde durch semiquantitative Auswertung der charakteristischen 7k Banden
des TFF3-Monomers nach reduzierendem (R) Western Blot bestimmt. B TFF3 wurde in den
Fraktionen 23-27 durch nicht-reduzierende (NR) SDS-PAGE nachgewiesen. C Ein Konzentrat
aus den Fraktionen 20 bis 27 wurde durch 15% SDS-PAGE getrennt und mit Coomassie Blau
gefiarbt. Die markierten Bereiche wurden ausgeschnitten. D Die Proteine der ausgeschnittenen
Gel-Banden wurden eluiert und unter reduzierenden Bedingungen auf TFF3 analysiert. E
Nach tryptischer Verdauung der ausgeschnittenen, nicht-reduzierten Gel-Banden (C,) wurden
die Proteine mit LC-ESI-MS/MS analysiert. Die rot markierten Aminosiduren wurden vom
LC-ESI-MS/MS identifiziert.

TFF3 wurde unter reduzierenden Bedingungen nach SDS-PAGE als Monomer
in den Fraktionen 20-27 nachgewiesen (Abb. A). Nicht-reduzierend wurde
TFF3 als Homodimer bei 18,4k und Monomer 14,4k detektiert. Das zweifach
gereinigte niedermolekulare TFF3 wurde durch nicht-reduzierende SDS-PAGE
getrennt und mit Coomassie Blue gefirbt (Abb. 26| C). Aus dem Coomassie Gel
wurden 4 Bereiche zwischen 20k und 6k ausgeschnitten, eluiert und reduzierend
nach SDS-PAGE auf TFF3 untersucht (Abb. 26| D). TFF3-Monomer konnte in
den Gel-Banden 1 bis 3 nachgewiesen werden. In den Gel-Banden 2 bis 4 wurde
zusétzlich eine verkiirzte Form des TFF3-Monomers durch das Antiserum erkannt.
Die 4 Gelbanden wurden tryptisch verdaut und mit Massenspektroskopie (LC-
ESI-MS/MS) charakterisiert (Abb. 26| C). Dabei konnten in den Banden 2-4
TFF3-Fragmente nachgewiesen werden (Abb. 26, E). In Bande 3 wurden ein um
eine Aminosaure (F) verkiirztes C-terminales Fragment identifiziert.

Damit wurde zum ersten Mal gezeigt, das TFF3 im Speichel in hoch- und nieder-

molekularer Form vorliegt.
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2.3 Lunge

Es ist bekannt, das TFF3 und FCGBP in der Lunge sezerniert werden (¢2) (139)
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob TFF3 in der Lunge, so wie im Kolon und
im Speichel, ein Heterodimer mit FCGBP bildet. Zuséatzlich wurde gepriift, ob
verkiirzte TFF3-Formen auch in der Lunge nachweisbar sind. Dazu wurden Ex-
trakte von humanem Lungengewebe nach SEC auf TFF3 und FCGBP untersucht.
Dabei wurde zwischen Gewebe des Bronchus und des Parenchyms unterschieden.
Die SEC des Bronchus-Extrakts zeigt TFF3 in 3 Entititen (Abb. 27 B). Die
Western-Blot-Analysen der grofiten Entitat (Fr. 20 und 21) zeigten unter nicht-
reduzierenden Bedingungen ein hochmolekulares TFF3 bei 116k (Abb. 27/ C). Die
Signale bei 35k und 14,4k sind vermutlich unspezifisch, da sie durch Reduktion
unverdndert bleiben (Abb. [27| C).
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Abbildung 27: SEC von humanem Lungengewebe; A Das Elutionsprofil des Lungengewebe-
Extrakts (L-2) nach SEC wurde durch die Absorption bei 280 nm aufgenommen. B Die relative
Verteilung von TFF3 wurde durch semiquantitative Auswertung des TFF3 nach reduzieren-
dem Western Blot bestimmt (blaue Kurve). Die Verteilung der PAS-positiven Proteine durch
semiquantitative Auswertung des Dot Blots ermittelt (violette Kurve). C Die hochmolekulare
Fraktionen 20; 21 und 31 wurden unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedin-
gungen beziiglich TFF3 nach Western Blot analysiert. D Die niedermolekularen Fraktionen 39 bis
42 wurden unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen beziiglich TFF3
nach Western Blot analysiert. E Nach Agarose-Gelelektrophorese wurden die hochmolekularen
Fraktionen 20; 21; 31 mit spezifischen Antikérpern beziiglich TFF3, MUC5AC und FCGBP
analysiert.

20



Die mittlere TFF3-Entitat (Fr. 31-34) liegt unter reduzierenden und nicht-redu-
zierenden Bedingungen 14,4k vor und bildet eine Banden-Quartett (Abb. 27/ C),
von dem nur die kleinste Bande einem TFF3-Monomer entspréche. Die niedermo-
lekulare TFF3-Entitét (Fr. 39-45) ist nach nicht-reduzierendem Western-Blot als
Homodimer und Monomer nachweisbar und kann durch Reduktion vollsténdig in
ein Monomer tiberfithrt werden (Abb. [27| D). Die Analyse der hochmolekularen
und mittleren TFF3-Entitat beziiglich TFF3, MUCSAC und FCGBP zeigen, das
alle drei Proteine nur in den hochmolekularen Fraktionen 20 und 21 nachweisbar
sind (Abb. 27 E). TFF3 und FCGBP bilden zwei Banden mit dhnlichen Laufei-
genschaften. Die mittlere Entitét zeigt ein Signal fiir alle 3 Proteine unterhalb
der Bromphenolblau Lauffront. Es muss allerdings berticksichtigt werden, dass
die Proben von Tumorpatienten oder Patienten mit einem COPD Hintergrund
stammen und damit artifiziell sein konnen. Frithere Untersuchung weiterer Bron-
chialgewebe zeigten nur hochmolekulares TFF3-FCGBP und niedermolekulares
TFF3 (sein Homodimer und verkiirztes TFF3-Monomer) 24) All diese Indizien
legen nahe, dass es sich bei der mittleren TFF3-Entitat (Fr. 31-34) vermutlich um
eine Artefakt handelt.

Da Lungengewebe schwerer zuginglich ist als die Sekrete der Lunge, wurden in
erster Linie Bronchialsekret (BS) und Broncho-Alveolédre Lavage (BAL-Flissigkeit)
untersucht. Die Sekrete stammen von Patienten mit chronisch obstruktiven Lun-
generkrankungen (COPD). Da es sich bei Bronchialsekret und BAL-Fliissigkeit
um viskose Fliissigkeiten handelt, mussten sie fiir die Analysen aufbereitet werden
(Methoden [5.1.2] Seite [30).

In der BAL-Fliissigkeit sind nach SEC hoch- und niedermolekulares TFF3 nachweis-
bar (Abb. |28 B). Dabei iiberwiegt die niedermolekulare Form in den 3 untersuchten
BAL-Flissigkeiten mit 71% bis 93%. Western-Blot-Analysen der hochmolekularen
Fraktionen 22 bis 24 beziiglich TFF3 zeigen unter nicht-reduzierenden Bedingun-
gen ein TFF3-FCGBP oberhalb von 116,0k und Spuren eines TFF3-Monomers
(Abb. |28/ C). Nach Reduktion liegt TFF3 als Monomer und verkiirztes Monomer
vor. Identische Analysen der niedermolekularen Fraktionen 45 bis 47 zeigen unter
nicht-reduzierenden Bedingungen ein Banden-Triplett aus TFF3-Monomer, Ho-
modimer und einer TFF3-Form mit einer Grofle von etwa 20k (Abb. 28 C). Die
Analyse des hochmolekularen TFF3 (Fr. 22-24) nach Agarose-Gelelektrophorese
zeigt ein dhnliches Laufverhalten von TFF3 und FCGBP (Abb[2§ D).
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Abbildung 28: SEC von humaner BAL-Fliissigkeit; A Das Elutionsprofil der BAL-Fliissigkeit
(BAL 49) nach SEC wurde durch die Absorption bei 280 nm aufgenommen. B Die relative
Verteilung von TFF3 wurde durch semiquantitative Auswertung der charakteristischen 7k Bande
des TFF3-Monomers nach reduzierendem Western Blot bestimmt (blaue Kurve). Die Verteilung
der PAS-positiven Proteine durch semiquantitative Auswertung des Dot Blots ermittelt (violette
Kurve). C Die hochmolekularen Fraktionen 22 bis 24 und die niedermolekularen Fraktionen 45
bis 47 wurden unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen beziiglich
TFF3 nach Western Blot analysiert. D Die hochmolekulare Fraktionen 22 bis 24 und die
niedermolekularen Fraktionen 45 bis 47 wurden beziiglich FCGBP (aa 5176-5344) und TFF3
nach Agarose-Gelelektrophores untersucht.

Die Untersuchung von Bronchialsekret zeigt nach SEC TFF3 in hoch- und nieder-
molekularer Form (Abb. [29| B). Die Western-Blot-Analyse der hochmolekularen
Fraktionen 18, 23, 26 und 27 zeigten unter-nicht reduzierenden Bedingungen ein
TFF3-FCGBP oberhalb von 116k und 3 kleinere TFF3-Proteinkomplexe (Abb.
C). Nach Reduktion dieser Fraktionen liegt TFF3 nur noch als Monomer und
verkiirztes Monomer vor. Das niedermolekulare TFF3 der Fraktionen 39, 41 und
43 wurde als Homodimer und Monomer unter nicht-reduzierenden Bedingungen
nachgewiesen (Abb. 29/ D). Durch Reduktion wurde das TFF3 in Monomer und
verkiirztes Monomer tiberfiihrt. Die Analyse von TFF3-FCGBP in den hochmole-
kularen Fraktionen 19-23 nach Agarose Gelelektrophorese war positiv und zeigt ein
ahnliches Laufverhalten fiir beide Proteine (Abb. 29 E). TFF3 bildet zusatzlich,
anders als FCGBP, einen breiten Schmier unterhalb der TFF3-FCGBP Banden.

52



C [xi182326 27 [ 18232627]
TFF3-
FCGBP

0D [mAu]

e
45,0 —
35,0 —
25,0 —
18,4 —
14,4 — - ~a——Monomer
-3 ~—verkiirztes
Monomer
R NR

Faktionen ) [[K__39 41 43 | 39 4143 |
25,0—

18,4— ~— Homodimer
14,4— % " . ~«—Monomer (NR)
—— . ~—Monomer (R)
-l ~—verkiirrtes
TFF3 Monomer

R NR

E [19 2021 22 23]19 20 2122 23]
Start—

rel. Gehalt [%]

* --— TFF3-FCGBP

Fraktionen BPB—

TFF3 FCGBP

Abbildung 29: SEC von von humanem Bronchialsekret; A Das Elutionsprofil des Bronchialsekrets
(BS-9) nach SEC wurde durch die Absorption bei 280 nm aufgenommen. B Die relative Verteilung
von TFF3 wurde durch semiquantitative Auswertung des TFF3 nach reduzierendem Western
Blot bestimmt (blaue Kurve). Die Verteilung der PAS-positiven Proteine durch semiquantitative
Auswertung des Dot-Blots ermittelt (violette Kurve). C Die hochmolekulare Fraktionen 18,
23, 26 und 27 wurden unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen
beziiglich TFF3 nach Western-Blot analysiert. D Die niedermolekularen Fraktionen 39, 41 und
43 wurden unter reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen beziiglich TFF3
nach Western-Blot analysiert. E Die hochmolekularen Fraktionen 19 bis 23 wurden beziiglich
FCGBP (aa 5176-5344) und TFF3 nach Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

Der Vergleich des hoch- und niedermolekularen TFF3 aus Bronchialgewebe, Bron-
chialsekret und BAL-Fliissigkeit zeigt, dass es sich um die selben Formen handelt
(Abb. 30). Nach Agarose-Gelelektrophorese zeigen TFF3 und FCGBP dhnliche
Banden (Abb. [30] A). Das TFF3-FCGBP des Bronchialsekrets schmiert dabei
stark und ist etwas kleiner als TFF3-FCGBP aus dem Bronchialgewebe. In der
BAL-Fliissigkeit ist TFF3-FCGBP nur schwach nachweisbar und kleiner als TFF3-
FCGBP aus dem Bronchialgewebe. Das hochmolekulare TFF3 kann nach nicht-
reduzierendem SDS-PAGE in allen 3 Proben oberhalb von 116,0k und schwach als
Homodimer und Monomer nachgewiesen werden (Abb. 30| B). Durch Reduktion
kann das TFF3 nur noch als Monomer und verkiirztes Monomer unterhalb von
14,4k vom Antiserum erkannt werden. Die niedermolekularen Fraktionen enthalten
TFF3 als Homodimer und Monomer (Abb. [30] B). Im Bronchialgewebe (L) ist

zusatzlich noch eine TFF3-Form mit einer Grofie von ca. 20k zu finden. Durch
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Reduktion kénnen alle Formen wieder in TFF3-Monomer und verkiirztes Monomer
iiberfithrt werden.

Damit kann gezeigt werden, das TFF3 in Bronchialgewebe, Bronchialsekret und
BAL-Fliissigkeit in den gleichen Formen vorkommt, als hochmolekulares TFF3-
FCGBP und niedermolekulares TFF3.
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Abbildung 30: Ubersicht TFF3 in Bronchialgewebe (L), Bronchialsekret (BS) und BAL-
Fliissigkeit (BAL); A. Hochmolekulare Fraktionen (I-13, BS-8, BAL-22) nach SEC wurden nach
Agarose-Gelelektrophorese beziiglich TFF3, FCGBP (aa 5176-5344) und MUC5AC analysiert.
B Hoch- (HM) und niedermolekulare (NM) Fraktionen (L-13, BS-9, BAL-49) wurden unter
reduzierenden (R) und nicht-reduzierenden (NR) Bedingungen nach Western Blot auf TFF3
untersucht.

Hochmolekulares TFF3 in der humanen Lunge Hochmolekulare Frak-
tionen nach SEC einer BAL-Fliissigkeit wurden nach Agrose-Gelelektrophorese
beziiglich MUC5AC, MUC5B und DMBT1 untersucht.

[21 22 23 24 25 21 22 23 24 25 |[21 22 23 24 25 |

Start — - B

BPB — » - -

DMBT1 MUC5B MUCS5AC

Abbildung 31: Mukus assoziierte Proteine in BAL-Fliissigkeit; Hochmolekulare Fraktionen (Fr.
21-25) der SEC von BAL-Flussigkeit (BAL-3) untersucht mit spezifischen Antikérpern auf
DMBT1, MUC5B und MUC5AC nach Agarosegel.
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Die gelbildenden Muzine der Lunge sind MUC5B und MUC5AC ©9 . Allerdings
konnte MUC5HB mit 2 unterschiedlichen Antiseren (a-hMUC5B-1, a-hMUC5B-
4) nicht nachgewiesen werden (Abb. B1)). Die verwendenden Antiseren konnten
allerdings MUC5B im Speichel erkennen (Abb. 23[ C). MUC5AC kann jedoch in
hochmolekularen Fraktionen nach SEC von BAL-Flissigkeit nachgewiesen werden
(Abb. BI)). Dabei ist auffillig, dass MUC5AC im Bronchialsekret eine geringere
relative Molmasse aufweist als im Speichel (Abb. 23] D) oder im Magen (Abb. [32)).
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Abbildung 32: Hochmolekulares TFF3 der Lunge im Agarosegel; 1% Agarose Gel nach 120 min
Laufzeit bei 40V. Aufgetragen wurden Magen Antrum; Magen Corpus; Lunge; BAL. Der DNA
Marker ist in BP angegeben. Das Agarose Gel wurde nach Kapillar Blot mit Antikérpern gegen
MUC5AC-2, FCGBP (C-terminal), TFF3-8, DMBT-1 untersucht.

Im direkten Vergleich von hochmolekularen Fraktionen nach SEC aus dem Magen,
der Lunge und der BAL-Fliissigkeit beziiglich MUC5AC, FCGBP, TFF3 und
DMBT1 wird offensichtlich, dass TFF3-FCGBP sich von DMBT1 trennt (Abb.
. Auch der Groflenunterschied zwischen MUC5AC in Magen und Lunge ist
deutlich zu erkennen. Dies zeigt, dass TFF3-FCGBP neben MUC5AC und DMBT1
hochmolekular in der Lunge vorliegt, sich die Proteine allerdings durch Agarose

Gelelektrophorese trennen lassen.
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Niedermolekulares TFF3 in der humanen Lunge Die Analyse von hoch-
(Fr. 21-24) und niedermolekularen (Fr. 44-47) Fraktionen nach reduzierendem
Western-Blot beziiglich TFF3 zeigt unter Verwendung des C-terminalen Antiser-
ums TFF3-8 eine Doppelbande, bestehend aus Monomer und verkiirztem Monomer
(Abb. . Das N-terminale Antiserum TFF3-15C6 hingegen erkennt unter redu-
zierenden Bedingungen nur das gréfere TEFF3-Monomer aber nicht das N-terminal
verkiirzte TFF3-Monomer. Unter nicht reduzierenden Bedingungen erkennt das
N-terminale Antiserum TFF3 nicht, vermutlich verhindert die Disulfidbriicke
zwischen C11 und C37 eine Anlagerung des Antikorpers(Abb. [6]) .
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Abbildung 33: Anaylse verschiedener TFF3-Formen nach reduzierender Western-Blot-Analyse
mit verschiedenen TFF3 Antiseren.; Hoch- (A, Fr. 21-24) und niedermolekulare (B, Fr. 44-47)
Fraktionen nach SEC einer BAL-Fliissigkeit (BAL-3) wurden nach reduzierendem Western Blot
mit C-terminalem TFF3-8 und N-terminalem TFF3-15C6-Antiseren analysiert.

2.4 Bindungsstudien von TFF3 in verschiedenen humanen

Mukuspriparationen

Fir TFF1 und TFF2 sind Bindungen als Lektine an Glykoproteine beschrie-
ben #6134 Auch TFF3 bindet als Lektin an ,,Sigma-Muzin“, einer kommerziell
erhéltlichen Muzin-Priparation aus dem Schweinemagen 7. Allerdings kommt
TFF3 physiologisch kaum im Magen vor. Daher wurde die Bindungsaffinitiat von
TFF3-Monomer und TFF3-Homodimer gegentiber TFF3-positiven hochmolekula-
ren Fraktionen aus Kolon, Lunge und Speichel getestet. Dazu wurden FCGBP
und organ-spezifische Muzine durch Agarose-Gelelektrophorese und Kapillar Blot
membrangebunden und anschliefend mit ?I-markiertem TFF3-Monomer bzw.
-Homodimer inkubiert. In einem weiteren Experiment wurden die Muzin- und
FCGBP-haltigen Fraktionen direkt mit **I-TFF3 inkubiert. Das Gemisch wurde
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dann durch nicht reduzierende SDS-PAGE und Western Blot getrennt. Durch
Autoradiografie wurde die mogliche Bindung des radioaktiv markierten TFF3 an
Proteine der hochmolekularen Fraktion dokumentiert. Diese Arbeit mit radioakti-
vem Material wurde von Herrn Stiirmer durchgefiihrt.

Das als Positivkontrolle verwendetet ,Sigma-Muzin“ aus dem Schwein bindet
2L TFF3 und »°I-TFF3-Homodimer, wodurch bekannte Ergebnisse reproduziert
werden konnten (/2. An die hochmolekularen Proteine FCGBP und Muzine aus
Kolon, Speichel und Lunge war keine Bindung des '?I-TFF3 nachweisbar, un-
abhéngig ob TFF3-Monomer oder TFF3-Homodimer verwendet wurde.

Es konnte somit gezeigt werden, dass weder das chemisch synthetisierte TFF3-
Monomer noch das TFF3-Homodimer an humanen Mukus aus Kolon, Lunge und
Speichel bindet. Allerdings konnte die aus der Literatur bekannte Bindung von

TFF3 an Mukus aus dem Schweinemagen reproduziert werden.

2 3 2 ? 3 2 z 2

Q [} Q [ Q [ Q © Q

s2% ES& 273 ES 23% ES 23 E 5?3
0O 3 2 92 9 35 2o 2 % 35 2o 2 % 35 2o 2 9% 3 =2
¥ J 0 0w ¥ da v [7)) N4 =l n 0w X a (7)) A 1))
— '

' g.
BPB — — — — —
2I_TFF3 Monomer TFF3 MUC5AC FCGBP *I-TFF3 Dimer

Abbildung 34: Bindungsstudie mit 12°I-TFF3 an Mukuspriparationen, Reprisentative hochmole-
kularen Fraktionen von humanem Kolon (K-2), Speichel (S-6), Lunge (L-13) sowie Sigma-Muzin
(kommerziell erhiltliche Mukuspréparation aus dem Schweinemagen) wurden nach 1 % Agarose
Gel (NR) und Kapillar Blot auf Membran iibertragen. Die Membran wurde in 5 Steifen geteilt.
Einer wurden mit ?°I-TFF3-Monomer und einer mit '?°I-TFF3-Homodimer inkubiert. Beide
wurde mittels Autoradiographie auf Spuren von 251 untersucht. Die iibrigen 3 Membran-Streifen
wurden mit spezifischen Antikérpern gegen TFF3, FCGBP und MUC5AC untersucht.

Deglykosylierung von TFF3-FCGBP Rohextrakte aus Duodenum und
Kolon wurde mit N- und O-Glykosidase inkubiert und anschlieBend nach Agarose-
Gelelektrophorese beziiglich TFF3 analysiert. Die Versuche, eine mogliche Bindung
von TFF3 und FCGBP tber eine Lektinwechselwirkung mittels Glykosidase zu
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16sen, waren erfolglos (Abb. . Nur die Inkubation mit Mercaptoethanol (0,178
M, 100°C, 5min) war in der Lage TFF3-FCGBP zu spalten, so dass TFF3 nach
Agarose-Gelelektorphorese nur noch im niedermolekularen Bereich nachweisbar ist
(Abb.[35). Bemerkenswert ist, dass die Proben aus dem Duodenum (D-14) und dem

Kolon (K-14) von einer Person unterschiedlich grofe TFF3-FCGBP-Heteromer
bilden (Abb. [35)).

Duodenum D-14

Duodenum D-14
Duodenum D-14

Kolon K-14
Kolon K-15
Kolon K-14
Kolon K-15
Kolon K-14
Kolon K-15
Kolon K-14

" |Duodenum D-14
Duodenum D-14

Kolon K-15
Kolon K-14
Kolon K-15

Start —

:
:
i
s
.
R
i
.
:

BPB —

70 h, 37°C 70 h, 37°C
ohne 70 h, 37°C 70 h, 37°C + Mercapto-
Normal Zusétze + O-Glykosidase + N-Glykosidase ethanol

Abbildung 35: Deglykosylierung von Mukusextrakten, Rohextrakte aus Geweben des Duodenum
(D-14) und Kolon (K-14, K-15) wurden mit Mercaptoethanol (0,178 M, 100°C, 5min) bzw. O-

oder N-Glykosidase (70h, 37°C) inkubiert und mittels Agarose-Gel und Kapillar-Blot beziiglich
TFF3 untersucht.
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3 Diskussion

TFF3-Expression konnte bis heute in vielen humanen Geweben auf mRNA- und
Protein-Ebene nachgewiesen werden (Tab. [2) 49, Dabei wurde auf Proteinebene
meistens nur die Existenz von niedermolekularem TFF3 in den jeweiligen Geweben
mit Hilfe von Westernblots nach reduzierender SDS-PAGE untersucht. Bisher
wurde nur im Kolon TFF3 systematisch analysiert. Dabei zeigt sich, dass TFF3
vermutlich kovalent an FCGBP bindet 42

In der vorliegenden Arbeit konnte aufler im Lungenparenchym, in allen unter-
suchten humanen mukosen Geweben und Flissigkeiten TFF3 sowohl als hoch-
molekulare Form in Assoziation mit FCGBP als auch als niedermolekulare Form
nachgewiesen werden (Kolon Abb. [8) Speichel Abb. 21] Lunge Abb. [28). Die
prozentuale Verteilung in den Geweben und Fliissigkeiten zeigt grofie individuelle
Unterschiede. Dabei ist zu berticksichtigen, dass die Gewebeproben zwar meist
ohne pathologischen Befund sind, allerdings von erkrankten Spendern stammen.
Es ist bekannt, dass verschiedene entziindliche Erkrankungen und Tumore die

TFF3-Sekretion verandern kénnen (0712140

). Sogar in den untersuchten Speichel-
proben, die von gesunden Spendern stammen, variierte die prozentuale Verteilung
stark.

Durch die Trennung der Gewebeextrakte und Fliissigkeiten nach ihrer Gréfe liegt
TFF3 als hochmolekulares TFF3-FCGBP und niedermolekulares TFF3 (Monomer
und Homodimer) vor (Abb. [36). Die nicht-reduzierenden Westernblot-Analysen
zeigen, dass in hochmolekularen Fraktionen nach SEC nicht nur hochmolekulares
TFF3-FCGBP Heteromer vorliegt, sondern auch kleinere TFF3-Formen nachweis-
bar sind, nadmlich 60k und 30k grole TFF3-Heterodimere sowie TFF3-Homodimer
und -Monomer (Abb. [§). Vermutlich 1ésen sich die kleineren TFF3-Formen aus
dem TFF3-FCGBP Komplex wahrend der Probenvorbereitung oder des SDS-
PAGE. Die 60k grole TFF3-Form wurde auch proteomanalytisch in der Lunge
nachgewiesen 4). Niedermolekulares TFF3 ist als Homodimer und Monomer

nach nicht-reduzierendem Westernblot nachweisbar. Durch Reduktion werden alle

TFF3-Formen in Monomere oder verkiirzte Monomere tiberfihrt.
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Abbildung 36: Schematische Ubersicht der verschiedenen TFF3-Formen nach Auftrennung durch
SEC und anschlieBender Westernblot-Analyse.

3.1 Niedermolekulares TFF3

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass es zwei Formen des niedermolekularen
TFF3 gibt. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen liegt TFF3 als Homodimer
und Monomer vor. Nach der Reduktion mit Mercaptoethanol ist TFF3 nur als
Monomer und verkiirztes Monomer nachweisbar (Abb. [9] [11)). Durch Elution
aus einem nicht-reduzierenden Coomassie Gel konnte gezeigt werden, dass das
Homodimer aus vollstdndigen TFF3-Monomeren besteht. Das nicht-reduzierte
Monomer verhélt sich nach Elution und Reduktion wie eine verkiirzte Form des
TFF3-Monomers (Abb. |§|, . Ob die Verkiirzung fiir die Bildung des Monomers
verantwortlich ist oder nur das Monomer abgebaut werden kann, ist unklar. Das
vermehrte Auftreten der verkiirzten TFF3-Form in niedermolekularen Fraktionen
legt nahe, dass eine Heteromerisierung mit FCGBP vor dem Abbau schiitzt. Eine
dhnliche Beobachtung fiir TFF3 wurde in zervikalem Mukus gemacht (4.

Ob TFF3-Monomere direkt ins Lumen des Darms sezerniert oder erst durch
Reduktion im Mukus gebildet werden, ist nicht bekannt. Rekombinant in Hefe
gebildetes TFF3 bildet ebenfalls Homodimere U42). Selbst synthetisches TFF3
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106) - Allgemein

dimerisiert sofern das C-terminale Cystein nicht geschiitzt ist ¢
sind ungepaarte Cysteinreste in sezernierten Proteinen ungewohnlich, da sie im
endoplasmatischen Retikulum (ER) in der Regel zu Disulfidbriicken verkniipft
werden (49)

Ein verkiirztes TFF3-Monomer wurde erstmals im humanen Magensaft nachgewie-
sen 9 Es wurde vermutet, dass es sich um einen Abbau durch Pepsin handelt
%, Bei Abbauexperimenten von synthetischem TFF3-Monomer und Homodi-
mer mit Pepsin (pH 1,3) oder Pankreasenzymen (pH 6,8), wiesen diese N- und
C-terminale Verkiirzungen auf %) Allerdings gibt es einen TFF3-Metaboliten
(TFF37.54/55) der nicht weiter abgebaut wird %) . Die Proteomanalysen von TFF3
zeigen vor allem N-terminale Verkiirzungen um drei bis fiinf Aminoséduren (EEY
bzw. EEYVG)(Abb. [18). Dadurch kann das verkiirzte TFF3-Monomer nicht vom
N-terminalen Antiserum (TFF3-15C6, AS 1 bis 12) erkannt werden (Abb. [37).
Das Antiserum TFF3-15C6 erkennt nur reduziertes TFF3, da die Disulfidbriicke
zwischen C11 und C37 die Bindungsstelle vermutlich maskiert (Abb. [f]). Eine
weitere Verkiirzung um die C-terminale Aminoséure (F) wurde ebenfalls durch
Proteomanalysen von TFF3 im Speichel und Kolon nachgewiesen (Abb. , Abb.
. Diese terminalen Verkiirzungen sind vermutlich auf enzymatischen Abbau
zurlickzufithren, was interessant ist, da TFF-Peptide gemeinhin als resistent ge-

geniiber Proteolyse gelten ¢4),

Proteinase K

Pepsin

Chymotrypsin Pepsin
Pepsin Proteinase.K
Thermolysin Thermolysin

| 10 20 30 40 50 |
TFF3 EEYVGLSANQ CI-AVPAKDRVD (lﬁGYPHVTPKE ClNNRG|C?FDS RIPGVPWCFK PLQEAECTF

1 1 1|
Loop1 1 Loop3
Antikérper Loop2 Antikérper

15C6 TFF3-8

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Schnittstellen verschiedener Proteasen an TFF3
an den Aminosduren 3-5 und 58/59 nach Expasy Peptide Cutter. Die Cysteine sind rot und
konservierte Aminoséduren der TFF-Doméne sind griin markiert.

Der systematische Abbau von synthetischem TFF3 und seinem Homodimer wur-
den in wvitro durch Inkubation in gastrischer Umgebung (Pepsin, pH 1,3) und
in intestinaler Umgebung (Pankreasenzyme, pH 6,8) untersucht %), In beiden

Umgebungen konnten verkiirzte TFF3-Monomere nachgewiesen werden. Die Di-
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sulfidbriicke des TFF3-Homodimers wird wihrend der Inkubation gebrochen (29

Erst im Anschluss beginnt der Abbau des TFF3-Monomers %) Das TFF3-
Monomer wird stiickchenweise verkiirzt und bildet einen gastrointestinal stabilen
Metaboliten (TFF37.54/55), das N-terminal um 6 und C-terminal um 5 bzw. 4
Aminosduren verkiirzt ist 429, Dabei bleibt die Trefoil Domain erhalten und auch
die anti-apoptotische Aktivitat in Zellassays ist vergleichbar mit der des TFF3s
und seinem Homodimer %) Theoretisch kann das F59 des TFF3 durch Pepsin,
Proteinase K, und Thermolysin abgespalten werden (Abb. . Allerdings kénnen
diese drei Proteasen die Verkiirzung in vivo im Kolon, in der Lunge oder im Spei-
chel nicht erkléren. Pepsin wird bei einem pH-Wert von 7 irreversibel denaturiert
und verliert somit seine Aktivitdt nach der Neutralisation im Duodenum. In Lunge
und Mundhole wird kein Pepsin sezerniert. Thermolysin und Proteinase K werden

145) natiirlich

nur von Bakterien (Bacillus thermoproteolyticus) 44 bzw. Pilzen (
produziert.

Die N-terminalen Aminosauren 3-5 kénnen ebenfalls durch Pepsin, Thermolysin
und Proteinase K und zusétzlich durch Chymotrypsin gespaltet werden (Abb.
. Chymotrypsin wird im Pankreas exprimiert und ins Duodenum abgegeben
(119)  Daher kénnte Chymotrypsin fiir die N-terminale Spaltung von TFF3 im
Duodenum und Kolon verantwortlich sein. Allerdings werden diese Verkiirzungen
auch im TFF3 des Speichels und der Lunge gefunden, wo Chymotrypsin nicht
vorkommt.

Metalloproteasen (MMP) sind im Gastrointestinaltrakt zu finden, wie Carboxy-
peptidase A1, die mit dem Pankreassaft sezerniert wird, oder Aminopeptidase, die
im Diinndarm N-terminal Proteine abbaut (/%149 Die MMP Calcium-activated
Chloride Channel Regulator 1 (CACL1) wird eine Rolle bei der Umwandlung von
innerem, sterilem Mukus in duBeren, losen Mukus im Kolon zugeschrieben (24),
In der Lunge gibt es die neutrophile Elastase, ein zentrales Enzym der Immun-

147

abwehr 47 Sie gehort zu den Serinproteasen. Produziert wird die neutrophile

Elastase von neutrophilen Zellen, die als erste Immunzellen am Entziindungsherd

147148)  Da die unterschiedlichen Lungengewebe, Bronchialsekrete

eintreffen
und BAL-Fliissigkeiten von Patienten mit COPD-Erkrankung stammen, ist die
Préasenz von neutrophiler Elastase sehr wahrscheinlich, da neutrophile Elastase bei

779

Entziindungen vermehrt sezerniert wird U4%) . AuBerdem wird vermutet, dass neu-

trophile Elastase mit weiteren Proteasen zusammenarbeitet, wie beispielsweise der
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Metalloprotease (MMP) MMP-12 4% MMP2 und MMP14 sind unter physiologi-
schen Bedingungen in der Lunge nachweisbar (12%:1191) = Aych CACL1 wird in der

152

Lunge unter entziindlichen Bedingungen sezerniert 222). Im Speichel kénnen grofie

Mengen an Serpinen (Serinprotease-Inhibitoren) nachgewiesen werden, die zur
Regulation von Serinproteasen, wie beispielsweise Lactoferrin, nétig sind (122 154)
Bei Patienten mit Parodontitis ist die MMPS8 Produktion erhoht im Vergleich zum

155

Speichel gesunder Menschen 22). Des Weiteren miissen auch pathogene Proteasen

berticksichtigt werden, wie beispielsweise von Candida albicans, ein Pilz der die
Mundhohle befillt und dort Aspartatproteasen sezerniert (126),

Wie die C- und N-terminalen Verkiirzungen des TFF3 zustande kommen, ist somit
weiterhin unklar. In dieser Arbeit wurde niedermolekulares TFF3 nach Reduktion
in allen untersuchten Geweben als vollstandiges und verkiirztes TFF3-Monomeren
nachgewiesen. Moglicherweise handelt es sich bei diesen beiden TFF3-Formen um
das vollstandige TFF3 und den gastrointestinal stabilen Metaboliten (TFF37.54/55)
(196)  Ein Vergleich des in dieser Arbeit beschrieben verkiirzten TFF3-Monomers
mit dem TFF37.54/55 ware erforderlich, um dies zu bestatigen. Es ist denkbar, dass
die verwendeten Antikérper (a-hTFF3-8 und a-hTFF3 15C6) das TFF37.54/55 nicht
erkennen und weitere verkiirzte TFF3-Monomere existieren. Eine Moglichkeit wére
die Generierung eines neuen Antikorpers, der den Mittelteil des TFF3 erkennt,
allerdings zeigten institutseigene Antikorper (a-hTFF3-7,a-rTFF3-11, a-rTFF3-15)
kaum Immunreaktivitat gegen TFF3, nicht einmal unter reduzierenden Bedingun-

gen (SME, 100°C, 5min).

3.1.1 Potenzielle Lektin-Aktivitat von TFF3

TFF3 zeigt in vielen in vitro Versuchen mannigfaltige biologische Effekte (Tab.
) (157) Bis heute ist nicht geklirt, wie TFF3 diese vollig unterschiedlichen und
teilweise gegensétzlichen Effekte auslosen kann. Die gemessenen Effekte wurden
im Konzentrationsbereich von 10 bis 10" M TFF3 beobachtet 27 und konn-

106) ' Diese

ten bisher nicht durch unabhéngige Forschung reproduziert werden ¢
Konzentrationen liegen weit iiber der Konzentration von typischen hoch-affinen
Peptid-Liganden. Es sind zwar mittlerweile die Bindungsstellen CXCX4 /7, LIN-
GO und PAR2 mit geringer Affinitét fiir TFF3 beschrieben, allerdings ist nicht
bekannt, auf welche Art TFF3 an diese bindet ©%17%1201)  Da auf Grund der

Konzentration nicht von einer klassischen Peptid-Rezeptor-Wechselwirkung auszu-
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gehen ist, liegt eine Bindung als Lektin nahe.

Fiir alle 3 humanen TFF-Peptide ist eine Lektin-Aktivitdt beschrieben, die mit ter-

minalem a-N-Acetylglucosamin (a-1-4-GleNAc) im Zusammenhang steht (7%1198)

Fiir die Biosynthese von terminalem a-1-4-GlcNAc ist a-1,4-N-Acetylglucosaminyl-
Transferase (A4GNT) notig 29, A4GNT ist in MUCG6 sezernierenden Zellen

im Magen (Nebenzellen und Antrum-Driisenzellen) sowie in den Brunner “schen

Driisen im Duodenum und in ,,deep crypt secretory cells* im Kolon zu finden
(66 [160)

Untersuchungen von TFF2 legen die Vermutung nahe, dass die Tasche zwischen
Loop 2 und 3 der TFF-Doméne als mogliche Bindungsstelle fiir Zucker ver-

43:167) " Diese Tasche konnte somit eine wichtige Rolle bei der

antwortlich ist
Lektin-Aktivitat der TFFs spielen. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Bindung
von ?I-markiertem TFF3-Monomer und -Homodimer an Muzine aus dem Schwei-
nemagen nachgewiesen (Abb. [34). Dies bestétigte Literatur bekannte Ergebnisse
und diente als Positivkontrolle "9 Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit
keine Bindung von '?°I-markiertem TFF3-Monomer oder -Homodimer an Muzine
und FCGBP aus Kolon, Lunge oder Speichel des Menschen nachgewiesen werden.
Die in der Literatur beschriebene Lektin-Aktivitat von TFF-Peptiden wurde mit
Hilfe einer kommerziell erhéltlichen Muzin Praparation aus dem Schweinemagen
(Sigma-Aldrich) untersucht ™. Wenn a-GlcNAc enzymatisch aus der Muzin-
praparation entfernt wurde, konnte keine Lektin-Bindung von TFF-Peptiden
mehr nachgewiesen werden "%, Auch Untersuchungen von TFF1, zeigen eine
Lektin-Bindung an MUC6 aber nicht an MUC5AC im menschlichen Magen “9).
Im Gegensatz zu MUC5AC ist MUC6 a-GlcNAc positivi4?). Weiter wurde be-
schrieben, dass TFF-Peptide nicht an a-D-GlcNAc als Monosaccharid binden. Fir
die Lektin-Bindung ist vermutlich mindestens ein GlcNAc-a-1,4-Gal Disaccharid

notig U9,
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Abbildung 38: 3D Struktur von TFF3

Die Analysen von Zuckerstrukturen in verschiedenen Abschnitten des Duodenums
und des Kolons zeigten keine GleNAc-a-1,4-Gal Disaccaride @) Bei der Analyse
von MUC2, dem Hauptmuzin des Kolon, mittels Massenspektroskopie wurden iiber
100 O-Glykane mit Léngen zwischen 2 und 12 Monosacchariden nachgewiesen
(163) Unter den nachgewiesenen Zuckerstrukturen ist aber kein GlcNAc-a-1,4-Gal
Disaccharid. Es konnte jedoch eine grofle Heterogenitéit in der Glykosylierung
von Muzinen in verschiedenen Darmregionen eines Individuums gezeigt werden
(162) Dies passt zu eigenen Beobachtungen, dass TFF3-FCGBP Heteromere eines
Individuums im Kolon und Duodenum unterschiedlich gro8 sind (Abb. .

Eine Bindung von TFF3 an Muzine des Darms konnte nicht nachgewiesen werden
(Abb. . Dies liegt vermutlich daran, dass nur wenige Zellen im Darm in der
Lage sind GleNAc-a-1,4-Gal fiir Glykosylierung zu verwenden (8169 TFF1 und

TFF2 binden ebenfalls nicht an Mukuspréaparationen aus dem humanen Speichel

(Anhang, Abb. [45).
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Des Weiteren ist beschrieben, das TFF1 und TFF3 an Glyko-Strukturen von
Helicobacter pylori bindet, allerdings nicht TFF2 (%) Auch in diesem Fall ist
ebenfalls ein GlcNAc relevant fiir die Bindung als Lektin U9, H. pylori kommt
hauptsédchlich im Magen vor und hat somit kaum Kontakt mit TFF3. Allerdings
kénnte auf Grund der Lektin-artigen Wechselwirkung von TFF3 mit H. pylori auch
Bindungen von Zuckerstrukturen des intestinalen Mikrobioms in Betracht gezogen
werden und TFF3 so eine Rolle in der angeborenen Immunabwehr einnehmen.

Die N- oder C-terminalen Verkiirzungen des TFF3 sollten eine potenzielle Lektin-
Aktivitdt von TFF3 nicht beeinflussen, da die Verkiirzungen auflerhalb der TFF-

Doméne liegen.

3.2 Hochmolekulares TFF3

Nach JOHANSSON et al. (2009) besteht der Mukus des humanen Kolon aus zwei
Schichten 20, Diese werden als duBerer, loser und innerer, fester, steriler Mu-
kus beschrieben. Die duflere Mukusschicht ist besiedelt mit den Bakterien des
Mikrobioms, die innere Schicht ist dagegen frei von Bakterien. Als Ursache fiir die
unterschiedlichen Schichten wurde unter anderem die kovalente Verkniipfung von
MUC2 und FCGBP in der inneren Mukusschicht diskutiert 42 In darauffolgen-
den Arbeiten derselben Arbeitsgruppe wurden keine Indizien fir eine kovalente
Bindung zwischen MUC2 und FCGBP gefunden 24 Auch in der vorliegenden
Arbeit wurden keine Hinweise fiir eine kovalente Bindung zwischen MUC2 und
FCGBP gefunden.

MUC2 lasst sich durch AgGE von TFF3-FCGBP nicht direkt trennen, aber TFF3-
FCGBP bildet eine definierte Bande, wohingegen MUC2 einen breiten Schmier
bildet (Abb. . Wenn MUC2 und FCGBP kovalent verkniipft wéren, sollte das
Laufverhalten beider Proteine im Agarosegel dhnlich sein.

Um die beiden Mukusschichten des Kolon ndher zu untersuchen wurde eine stufen-
weise Extraktion (Kapitel durchgefiihrt. Dazu wurde die lose Mukusschicht
unter milden Bedingungen aus Kolongewebe herausgewaschen (leicht lésliche Frak-
tion E0). Das verbleibende Gewebe wurde mechanisch aufgeschlossen, um die
Mukussicht aus dem Kolongewebe zu extrahieren (I6sliche Fraktion E1). Das rest-
liche Pellet wurde mit 1% SDS gekocht, um mogliche schwerlosliche TFF3-Formen
zu extrahieren (schwerlosliche Fraktion E2 )(Abb. [39).
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Abbildung 39: Durch stufenweise Extraktion lassen sich die verschiedenen TFF3-Formen in
unterschiedlichen Verhéltnissen aus mukosem Gewebe herauslésen.

Es zeigte sich, dass TFF3 und FCGBP sehr gut 1oslich sind (EO) und sich ohne
mechanischen Aufschluss aus dem Mukus herauswaschen lassen. Die SEC des
EO0-Extraktes enthélt TFF3 tiberwiegend als niedermolekulares TFF3-Homodimer
sowie als Monomer (Abb. [11). Das Extrakt nach mechanischem Aufschluss (E1)
enthélt am meisten TFF3, das allerdings tiberwiegend als TFF3-FCGBP vorliegt.
Der Vergleich der Immunreaktivitiat von TFF3 und FCGBP nach AgGE zeigt,
dass der TFF3-Anteil des TFF3-FCGBP zunimmt von E0 nach E2 (Abb. [10).
Das deutet darauf hin, dass TFF3 das Herauslosen von FCGBP aus dem Mukus
erschwert.

Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von Untersuchungen des zervikalen Mu-
kus U40) Auf welche Art und Weise die Stabilisierung des FCGBP durch TFF3
im Mukus (MUC2) erfolgt, ist jedoch noch unklar, da eine kovalente Bindung
zwischen MUC2 und FCGBP nicht bestétigt wurde (19

Vor Kurzem zeigte GORMAN et al., dass FCGBP und MUC2 in gemeinsam ge-

166) - Sje konnten ebenfalls

packten Granula aus Becherzellen sezerniert werden ¢
keine kovalente Bindung zwischen MUC2 und FCGBP nachweisen. Allerdings
sind laut GORMAN et al. die Mukus-assoziierten Proteine (MAP) TFF3, CLCAL1
und Zymogen Granule Protein 16 (ZG16) durch Protein-Protein Wechselwirkung
mit FCGBP verkniipft (%), Diese MAPs interagieren wiederum durch nicht-
kovalente Bindung mit N-Glykanen des MUC2 U%) Die dadurch entstehende
Vernetzung von MUC2 und FCGBP wiirde eine erhohte Permeabilitit des Mukus
von ,FCGBP-knock-out* Becherzellen gegeniiber Parasiten und fluoreszierenden

63| [123] [167

Partikeln oder den Phéanotyp von T3/~ Mausen erkléren ¢ ). Dies weist
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auf eine Stabilisierung von FCGBP im Mukus durch eine mogliche Lektin- Aktivitat
von TFF3 hin.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen auf eine kovalente Bindung zwischen
TFF3 und FCGBP durch Bildung einer Disulfidbriicke hin, da sich TFF3-FCGBP
nur durch Reduktion aber nicht durch kochen mit SDS separieren lassen. Aller-
dings kann eine starke Lektin-Bindung nicht ausgeschlossen werden, ganz ahnlich
wie sie zwischen TFF2 und MUC6 im Schweinemagen beschrieben ist 16%).

Eine weitere Moglichkeit ware die Vernetzung von FCGBP durch TFF3 ohne die
Beteiligung von MUC2. Beide Méglichkeiten wiirden erklaren, warum ein starker
TFF3-dekoriertes FCGBP schwerer aus dem Mukus zu 16sen ist.

Eine grobe Abschiatzung der Grole des TFF3-FCGBP Proteinkomplexes nach
AgGE (Abb. legt nahe, dass der Proteinkomplex nicht nur monomeres FCGBP
enthélt. Die ermittelten Massen des Proteinkomplex (Tab. @ entsprechen je nach
verwendetem Marker einem FCGBP-Tri bzw. Oligomer. Die Masse des TFF3
wurde gegeniiber FCGBP vernachléssigt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit Bestimmung der Masse von oligomerem, murinem Fegbp (mFcgbp) 24, Das
mFcgbp wurde durch native PAGE und SEC auf eine relative Gréfle von 720k
geschétzt. Durch den Einfluss von SDS sinkt die relative Grofle auf 460k, was
immer noch einem Trimer des mFcgbp (Monomer 127 kDa, UniProt, Q8K0P6)
entspricht U24) Ein dhnlicher Einfluss von SDS auf das TFF3-FCGBP wurde im
humanen Kolon und im zervikalen Mukus beobachtet (Abb. [14) Y41, Das humane
TFF3-FCGBP nimmt zwar durch Kochen mit SDS in seiner Grofle ab, ist aber
immer noch grofer als ein monomeres FCGBP. Dies kann an der Verdnderung
des hydrodynamischen Radius von denaturiertem TFF3-FCGBP liegen oder an
einer Verkleinerung bzw. Fragmentierung des TFF3-FCGBP.

Im Proteom des Speichels ist neben MUC5B und MUC5AC auch DMBT1 nach-
weisbar (Abb. Seite . Dieses Glykoprotein ist in der Lage, verschiedene

152) - In witro wurde gezeigt, dass DMBT1 an

Bakterien und Viren zu binden ¢
immobilisierte TFF3-Homodimere bindet, aber nicht an monomeres TFF3 oder
an TFF2. Vergleichende AgGE von Kolon, Lungengewebe und BAL-Fliissigkeit
(Abb. [12] Seite 28} Abb.[32] Seite [55) zeigen, dass TFF3, FCGBP, DMBT1 und
gewebespezifisches Muzin (MUC2, MUC5AC) in den selben Fraktionen nach SEC
vorhanden sind. Da sich TFF3-FCGBP, DMBT-1 und Muzine (MUC2, MUC5AC)

durch AgGE trennen lassen (Abb. Abb. , gibt es vermutlich keine Bindung
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zwischen diesen Proteinen.
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Abbildung 40: Vergleich von hochmolekularen Fraktionen; Die hochmolekularen Fraktionen
(19-26) des Kolonextrakt K-12 wurde nach SEC beziiglich TFF3, FCGBP, DMBT1 und MUC2
nach Agarosegel-Elektrophorese untersucht.

DMBT-1 ist ein Agglutinin, das Bakterien binden kann und damit eine Funktion
in der angeboren Immunabwehr hat ©#2). Die Funktion von FCGBP dagegen wird
auch als strukturbildend beschrieben und weniger als Bindungspartner fiir Im-
munglobulin G (IgG) %4, Im Gegensatz zum humanen FCGBP besitzt murines
Fegbp kein IgG-bindendes Fragment (UniProt, Q8KOP6).

Bei COPD-Patienten fithrt eine erhohte Expression von FCGBP und TFF3 zu
einer Veranderung des Bronchialmukus hin zu einem zwei-schichtigem Mukus, der
dem des Kolon dhnelt 22) Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass FCGBP in
vitro MUC2 stabilisiert und die Durchléssigkeit des Mukus gegeniiber Salmonella
enterica verringert (23)

Kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen von rekombinantem mFcghp weisen
auf eine N-terminale Dimerbildung hin. Dies konnte zur Bildung eines elasti-
schen Knéuels fithren, wodurch mFcgbp in der Lage wére, Stofle zu dampfen
(24) Die GroBe des humanen FCGBP im nativen PAGE legt die Bildung eines
Tetramers nahe 24 Dadurch hatte humanes FCGBP die Moglichkeit, grofere
Komplexe zu bilden, die mit den extrapolierten Molekiilmassen von TFF3-FCGBP
itbereinstimmen (Tab. [6]).

FCGBP besteht aus Cystein-reichen Modulen, allerdings sind die meisten Cy-
114)  Nur die C- und N-terminalen
Abschnitte r1 und r12 des FCGBPs besitzen eine ungerade Anzahl an Cystein-

resten (Abb. [5]). Somit wére eine Di- bzw. Multimerisierung vor allem in diesen

steinreste vermutlich intramolekular verkniipft ¢

Abschnitten moglich. Diese Cysteinreste sind vermutlich auch die Bindungsstellen
fir TFF3, wodurch TFF3 die Linge des FCGBP-Multimers regulieren kénnte
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(114)

Uber die Rolle von TFF3 in dem Proteinkomplex kann bisher nur spekuliert
werden. Eigene Ergebnisse zeigen, dass eine Bindung von TFF3 an FCGBP die
Loslichkeit des Proteinkomplexes erniedrigt. Vermutlich beruht die Stabilisierung
des FCGBP-Komplexes durch TFF3 auf Lektin-artigen Wechselwirkungen. Auch
die Regulation der Grole des FCGBP durch Blockierung eines Cysteinrestes, wel-
ches fiir die Modulation der Oligomerisierung nétig ist, ist durch TFF3 denkbar.
Dies verdeutlicht, dass die Funktionen von TFF3 und FCGBP immer noch nicht

abschlieffend geklart sind, aber vieles auf eine strukturgebende Rolle hinweist.

3.3 TFF3 in humanen Kolon-Tumoren

Der Vergleich von 3 Kolontumoren mit ihrem umliegenden Gewebe ohne patholo-
gischen Befund, zeigte eine hohere TFF3-Konzentration im Tumorgewebe (Abb.
20). Eine erhohte Expression von TFF-Peptiden wurde bereits fiir kolorektale

Karzinome beschrieben (1691170

). Die nachgewiesenen TFF3-Formen unterscheiden
sich dabei nicht zwischen Kolontumor und umliegendem Gewebe. Es wurde in
allen Geweben hoch- und niedermolekulares TFF3 gefunden, so wie im Speichel
oder der Lunge (Abb.[19)). Dabei wurde ebenfalls das verkiirzte TFF3 Monomer
nachgewiesen.

Fir die erhohte TFF3-Expression in Tumoren gibt es verschiedene Erklarungs-
moglichkeiten. Einerseits wird eine epigenetische Regulation durch Methylierung

171 172) - Andererseits wird TFF3-Expression auch

173

des TFF3-Promoters vermutet
durch Entziindungsmediatoren erhoht U7 TFF3 kann sogar seine eigene Genex-

pression aktivieren (74).

3.4 Zustandekommen der verschiedenen TFF3-Formen

Es gibt verschiedene Formen des TFF3: TFF3-FCGBP, 60k und 30k grofie TFF3-
Formen, TFF3-Homodimer, TFF3-Monomer und verkiirztes TFF3. Im folgenden
werden Hypothesen zur Entstehung der verschiedenen TFF3-Formen diskutiert.

Kiirzlich wurde FCGBP in den MUC2-Granula von Becherzellen nachgewiesen
(266) " daher ist von einem &hnlichen Sekretionsweg fiir beide Proteine auszugehen.

Nach der Translokation des Peptidriickgrats ins ER, werden Cysteinreste zu in-
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tramolekularen Disulfidbriicken verkniipft und die N-Glykosilierung findet statt
(181143 1179) Mugzine bilden im ER bereits Dimere, méglicherweise tut FCGBP dies
auch. Im Golgi-Apparat findet dann die O-Glykosilierung der PTS-Doméne der
Muzine statt. Abschliefend werden die Muzin-Dimere polymerisiert und mit Ca2*
in Granula verpackt (& 175)

Auf welchem Weg freies TFF3 seinen Weg ins Lumen findet, ist nicht genau
bekannt. Nach Translokation ins ER gibt es mehrere Moglichkeiten. Beispielswei-
se konnte TFF3-Monomer iiber den siebenten Cysteinrest kovalent an FCGBP
gebunden werden und dort bis zur gemeinsamen Sekretion verharren. Da TFF3 of-
fensichtlich eine wichtige Rolle im Mukus spielt, wird es vermutlich im Uberschuss
gebildet, so dass immer genug TFF3 vorhanden ist, um an FCGBP zu binden.
Ungebundenes TFF3-Monomer kénnte zu Homodimeren verkniipft und ebenfalls
mit den Granula ins Lumen sezerniert werden. Die Bildung des TFF3-Monomers
konnte aber auch auf eine Reduktion zuriickzufithren sein. TFF3-FCGBP und
TFF3-Homodimer kénnen zum Beispiel durch HyS reduziert werden “2). H,S
wird unter anderem von Darmbakterien gebildet 176 1177) Die Moglichkeit, auf
diese Weise reduktive Einfliisse im Darm zu neutralisieren, wurde bereits frither
als mogliche Funktion von TFF3 diskutiert “2).

Eine weitere Moglichkeit der Verkniipfung von TFF3-Homodimeren und FCGBP,
wire durch die PDI-Doménen des FCGBP gegeben %), Die Verkniipfung durch
Isomerisierung von Disulfidbriicken kénnte durch Anderung der Umgebungsbedin-
gungen im Lumen des Darms wieder zurtick reagieren und so TFF3-Homodimer
und -Monomer im Lumen freisetzen.

Bei den 60k und 30k groflen TFF3-Entitdten konnte es sich um Fragmente des
FCGBP handeln, an denen noch TFF3 gebunden ist %2).

Bei dem verkiirzten TFF3-Monomer handelt es sich vermutlich um einen Abbau
durch Proteasen. Da das verkiirzte TFF3-Monomer tiberwiegend im niedermo-
lekularen Bereich zu finden ist, liegt die Vermutung nahe, dass die Bindung mit
FCGBP vor einem Abbau schiitzt. Ein ganz &hnliches Ergebnis wurde bei Unter-
suchungen der Zervix erhalten U421

Dies verdeutlicht, dass die Entstehung der verschiedenen TFF3-Entitaten nicht
ohne weiteres zu erklaren ist und mit der Funktion von TFF3 zusammenhangen
konnte. Wenn TFF3 den Mukus modulieren soll, wére die Sekretion als Pro-
teinkomplex mit FCGBP zielfithrend. Sollte die Hauptfunktion des TFF3 die
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Regeneration der Mukosa sein, wére eine Sekretion als Homodimer oder Monomer

vermutlich von Vorteil.

3.5 Mogliche Funktionen der verschiedenen TFF3-Formen

Fir TFF3 wurden unterschiedliche biologische Aktivitédten beschrieben (Tab.
Seite , darunter anti-apoptotische 7%) und motogene Eigenschaften (4179,
Dabei muss allerdings in Betracht gezogen werden, dass die Effekte nur bei relativ
hohen TFF3-Konzentrationen von 107 bis 10”7 M nachweisbar waren °”). Hochaf-
fine Peptid- Liganden , wie beispielsweise der epitheliale Wachstumsfaktor (EGF),

179)  Das sezernierte

wirken allerdings bereits bei Konzentrationen von 1019 M ¢
TFF3-Homodimer und -Monomer sind vermutlich an der Homdéostase des Epithels
beteiligt, da T3/ Miuse eine gehemmte Zellmigration in den Kolonkrypten
zeigen (9. Bei einer Verwundung des Epithels kommt TFF3 mit dem basolatera-
len Teil der Epithelzellen in Beriithrung, wodurch es die Migration (Restitution)

beeinflusst und auch seine anti-apoptotischen Eigenschaften zum tragen kommen
(79)

Des Weiteren erhoht TFF3 die Mukusstabilitat und ist somit Teil des angeborenen
Immunsystems ©%17)  Auch als Heteromer mit FCGBP ist TFF3 im Mukus
enthalten. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass TFF3-FCGBP
schlechter 16slich ist als FCGBP allein. Dies ist vermutlich auf Lektin-artige Bin-
dungen von TFF3 zuriickzufithren (21264 Diese Lektin-Aktivitéit konnte auch
zu einer Bindung von Viren und Bakterien im Mukus beitragen und so auch

36), [125) [126] [166], [150

Teil des angeborenen Immunsystem sein ¢ ). Zusétzlich kénnte

FCGBP Immunglobulin G (IgG) nach Transzytose im Mukus fixieren und so eine

Verbindung von angeborenem und adaptivem Immunsystem darstellen U582

3.6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass TFF3 in Proben aus humanem Kolon, der
Lunge und im Speichel sowohl als hochmolekulares TFF3-FCGBP als auch in
niedermolekularen Formen vorkommt. Diese TFF3-Formen wurden auch in Kolon-
Tumoren nachgewiesen. Auflerdem konnten N- und C-terminal verkiirzte TFF3-

Formen im Kolon und im Speichel nachgewiesen werden. Die Untersuchungen zur
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Lektin-Aktivitat von TFF3 gegeniiber Muzinen aus Kolon, Speichel und Lunge
waren negativ. Nur die aus der Literatur bekannte, Lektin-artige Bindung von

TFF3 an Muzine aus dem Schweinemagen konnte bestitigt werden 79,
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4 Material

Die in diesem Kapitel beschrieben Methoden sind nach Standardprotokollen des In-
stituts fir Molekularbiologie und Medizinische Chemie (IMMC) der medizinischen
Fakultdat (FME) der Otto-von-Guerike-Universitat Magdeburgs durchgefithrt und
teilweise individuell modifiziert wurden. In dieser Arbeit wurden, soweit nicht an-
deres deklariert, Chemikalien in analysenreiner Qualitidt der Firmen Sigma-Aldrich
(Deisenhofen, D), Merck (Darmstadt, D), Riedel-de-Haén (Seelze, D), Roth (Karls-
ruhe, D), Fisher Scientific GmbH (Schwerte, D) verwendet. Vollentsalztes (VE)
Wasser (Ultra Clear TWF, SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH,
Barsbiittel, D) wurde zum Ansetzen aller Losungen und Puffer verwendet. Werden
keine Angaben beziiglich der Temperatur gemacht, wurde bei Raumtemperatur

gearbeitet.

4.1 Gewebe

Die Untersuchungen, einschlieBlich der Entnahme aller menschlichen Gewebe und
Sekrete wurden durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Uni-
versitat Magdeburg genehmigt (Ethikkommissionsvotum: 102/03 Lungengewebe,
82/11 Bronchialsekret und bronchoalveoldare Lavage (BAL), 95/06 Kolongewebe,
51/99 Speichel) und unter Einhaltung der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.
Die Entnahme der Kolon-Proben wurde durch die Mitarbeiter von Prof. Meyer
des Universitatsklinikums Magdeburg, Klinik fiir Chirurgie durchgefithrt und
nach histologischer Befundung durch das Institut fiir Pathologie bis zur Ver-
wendung bei -80°C gelagert. Speichelproben wurden von gesunden, freiwilligen
Probanden gesammelt, mit Proteasehemmer (50uL/mL, cOmplete™, EDTA-free,
Roche, Schweiz) versetzt und bei -80°C gelagert. Lungengewebe, Pleuraergiisse,
Bronchoalveolare Lavage (BAL) Proben und Bronchialsekrete wurden durch die
Mitarbeiter von Prof. Schreiber des Universitatsklinikums Magdeburg, Klinik fiir
Pneumologie gewonnen. Bronchalsekrete, Pleuraergiisse und BAL-Proben wurden
mit Proteasehemmer (cOmplete™, EDTA-free, Roche, Schweiz) versetzt und bei
-80°C gelagert. Gewebe wurde ohne weitere Behandlung eingefroren und bei -80°C
gelagert. Die verwendeten Gewebe sind zwar teilweise ohne pathologischen Befund,
allerdings sind sie immer bei notwendigen Operationen entnommen worden und

stammen aus einer pathologischen Umgebung. Dies gilt auch fiir die analysier-
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ten Bronchialsekrete und BAL-Proben. Eine Ausnahme bilden die verwendeten

Speichelproben, die von freiwilligen gesunden Spendern stammen.

4.2 Antiseren

Fir den Nachweis von TFF3, MUC5AC und MUC5B wurden hauseigene, affi-
nitiatsgereinigte, polyklonale Antiseren verwendet. Aulerdem wurden Antiseren
zum Nachweis von TFF3, MUC2 und FCGBP kommerziell erworben. Sofern nicht
anders angegeben, wurde fiir den Nachweis von FCGBP immer der C-terminale
Antikérper von Cloud-Clone Corp. verwendet. Das Antiserum gegen DMBT-1
wurde von der Arbeitsgruppe HOLMSKOV (University of Southern Denmark,) zur
Verfiigung gestellt!*2). Peroxidase-markierte Antiseren gegen Kaninchen- und

Mause-Antikorper wurden als sekundéare Antiseren verwendet.

Antikorper Antigen Kopplung | Verdiinnung Literatur
a-hTFF3-7 aa 1-14 KLH 1:500 -
a-hTFF3-8 aa 49-59 KLH 1:4000 (59)
a-r'TFF3-11 aa 1-23 KLH 1:500 -
a-r'TFF3-15 aa 2-20 KLH 1:500 -
a-hTFF3 NanoTools aa 1-12 KLH 1:500 15C6,
NanoTools, D
a-hMUC5AC-2 RNQDQQGPFKMC KLH 1:2000 (59)
a-hMUC5B-4 PQGFEYKRVAGQC KLH 1:500 -
a-hMUC5B-1 RNREQVGKFKMC KLH 1:500 -
a-hMUC2 unbekannt KLH 1:500 GTX100664,
GeneTex, USA
FCGBP aa 5176-5344 KLH 1 pg/mL PAP389HuO01,
Cloud-Clone Corp., USA
FCGBP-N aa 289-420 KLH 1:500 HPA003564,
Sigma-Aldrich, D
DMBT1 Hyb-213-06 unbekannt KLH 1:1000 (182)
anti Kaninchen - Peroxidase 1:4000 PI-1000
anti Maus - Peroxidase 1:1000 PI-2000
Vector Laboratories, USA

Tabelle 9: Ubersicht verwendeter Primér- und Sekundéarantikérper

4.2.1 Affinititsreinigung von Antiseren

Durch diese Reinigung der Antiseren werden Antikérper angereichert, die spezifisch
an das zur Immunisierung verwendete Epitop binden. Dieses Verfahren minimiert
unspezifische Bindungen zwischen Proteinen. Zur Isolierung der Antiseren aus

dem Endserum wurde auf einer Membran das Peptid fixiert, das als Antigen
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verwendet wurde. Dazu wurde die Membran mit dem in PBS gelosten Antigen
inkubiert und gewaschen. Die Peptid-iiberzogene Membran wurde iiber Nacht
mit dem Endserum inkubiert, damit die Antigen-spezifischen Antikérper an das
Peptid binden kénnen. Bei einem pH-Wert von 2,5 wurde die Bindung zwischen
Antigenen und Antikorpern denaturiert. Die gelosten Antikoérper wurde durch
Dialyse umgepuffert und renaturiert. Das renaturierte Antiserum wurde mit Hilfe
von Filtrationszentrifugation (Sorvall-Zentrifuge, SS34-Rotor, 4000 rpm, 4°C;

Sartorius, Vivaspin 20) auf eine geeignete Konzentration eingeengt. (62

Beschichtung der Membran Eine Nitrozellulosemembran (6,5 x 9 cm, Amers-
ham, Protran 0.1 pm NC, GH Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, England)
wurde fiir 5 min in PBS (10 mM Na,HPO,/KH,PO,, pH 7,4, 155 mM NaCl)
gewaschen. Nach dem Waschen wurde die Membran mit 20 mL PBS inkubiert und
200 L KLH-MBS gekoppeltes Peptid (1 mg/mL) dazugegeben. Uber Nacht wurde
das Gemisch bei Raumtemperatur leicht geschiittelt (Taumler). Am néchsten Tag
wurde die Membran 3 x mit PBS gewaschen. Die Membran kann zwischen 2 Filter-
papieren (Sartorius Stedim, Blotting Paper, BF2, 195 g/cm?) im Kiihlschrank
bis zu 6 Monaten gelagert werden. Zum Abschluss der Beschichtung wird die
Membran fiir 1 h mit Normal Goat Serum (NGS, Pan-Systems P30/1001, 5%,
filtriert durch 0,2 pm Filteraufsatz (Millex GV Filter, Merck, Darmstadt, D)
blockiert.

Reinigung der Antiseren Jede Membran wurden mit 20 ml Losung aus
Antiserum und Blockierungslosung (5 % NGS, 0,05 % NaNj3) im Verhéltnis
1:50 iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am néchsten Tag wurde die
Losung abgenommen und mittels Westernblot-Analyse auf Antiseren gepriift. Die
Membran wurde 3 x mit PBS gewaschen und anschliefend mit 10 mL Elutionspuffer
(0,167 M Glycin, 0,15 M NaCl, 0,1 % (w/v) BSA, pH 2,5) fiir 30 min inkubiert. Das
Eluat wurde abgenommen und mit 1/5 (2 mL) 2M Tris/HCI (pH 8) neutralisiert.
Der pH-Wert wurde mit Indikatorpapier (Roth, pH-Fix 0-14) gepriift. Die Losung
wurde tiber Nacht bei 4°C dialysiert (Visking, Typ 20/32, Roth, Karlsruhe, D)
gegen 2 L PBS. Nach 3 Stunden wurde das PBS einmal gewechselt. Das Antiserum
im Dialyseschlauch wurde durch Zentrifugation (Sorvall-Zentrifuge, SS34-Rotor,
4000 rpm, 4°C; Sartorius, Vivaspin 20 ) auf 5 mL konzentriert und mittels SDS-
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PAGE und Western-Blot getestet.

4.3 Lektine

Griffonia simplicifolia Lectin II (GSA II) wurde zum Nachweis von N-AcGlc
Strukturen verwendet. Diese Zuckerstruktur des MUC6 wird ausschliefflich in den
Nebenzellen des Magen und den Brunner “schen Driisen exprimiert /%%). Das GSA
IT ist Biotin-gekoppelt und wird tiber Meerrettichperoxidase (POD) markiertes

Streptavidin nachgewiesen.

Lektin Abkiirzung | Bindungsmotiv | Verdinnung Bezug
biotiniertes Griffonia GSAII a-und S - 1:1000 Biozol Diagnostica
stmplicifolia Lectin 11 N-AcGlc Vertrieb GmbH,

Eching ,DE
Streptavidin-POD-Konjugat - Biotin 1:1250 Roche AG, CH

Tabelle 10: verwendete Lektine

4.4 Peptide

Fir Bindungsstudien und Kontrollgele wurden rekombinante und synthetische
TFF3-Peptide verwendet. Das synthetische TFF3-Monomer ist durch eine Acet-
aminomethyl-Schutzgruppe am Cystein (C57) vor Dimerisierung geschiitzt. Die

synthetischen TFF3-Peptide wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Muttenthaler

106

zur Verfiigung gestellt U29  Die rekombinanten TFF3-Peptide stammen von Dr.

L. Thim 42,

Bezeichnung | Peptide | Herstellung
rekKTFF3,,.0n0 Monomer | rekombinant
rekKTFF3gimer Dimer rekombinant

synthTFF3,,0n0 | Monomer | synthetisch
synthTFF3 ;e Dimer synthetisch

Tabelle 11: verwendete TFF3-Peptide

4.5 Software und Datenbanken zur Datenanalyse

Zur Erstellung dieser Arbeit und zur Auswertung der Ergebnisse wurden folgende

Software verwendet.

« Latex (freeware)
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 Bibtex (freeware)

o Gimp (freeware)

o PubMed

o Mircrosoft Office 2016 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)
» LabImage (Kapelan, Leipzig, D)

o GeneTools (SynGene, Cambrige, UK)

o GeneSnap (SynGene, Cambrige, UK)

o ChemDraw (PerkinElmer, Waltham, USA)

o UNIProt

« MEROPS

5 Methoden

5.1 Gewebeextraktion
5.1.1 Humanes Kolon

Standard Gewebeextraktion Die Gewebeextraktion wurde nach einem Pro-
tokoll des IMMC durchgefiihrt U84 Wihrend der gesamten Extraktion wurden
das Gewebe und die Extrakte auf Eis gelagert. Das bei -80°C gelagerte Gewebe
wurde auf einer gekiihlten und desinfizierten Glasplatte mit einem Einwegskalpell
in diinne Scheiben geschnitten. Das eingewogene Gewebe wurde mit der 5-fachen
Menge Extraktionspuffer (EP, 30 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7, 0,5 mM
Benzamidin, 0,1 mM PefaBloc SC, 1ug/mL Leupeptin) versetzt und mit Kera-
mikkiigelchen bestiickt. Das Gewebe wurde im Reaktionsgefafl in Fliissigstickstoff
eingefroren und dann mit Precellys 24 (30 s, 6800 RPM; peglab, Biotechnologie
GmBH, Erlangen, D) mechanisch homogenisiert. Nach 5 min im Eisbad wurde
der Homogenisierungsprozess wiederholt. Die Zelltrimmer und Keramikkiigelchen
wurden durch Zentrifugation (Hettich Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, D)
abgetrennt (16000 x g, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen, in ein
2 mL. Eppendorfgefafl iiberfithrt und mit gleicher Menge Chloroform extrahiert.
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Nach der Abtrennung (16000 x g, 10 min, 4°C) der organischen Phase, wurde die

wassrige Phase fiir Analysen und Reinigungsschritte weiterverwendet.

Stufenweise Gewebeextraktion Die stufenweise Extraktion (Abb. 10| A, Abb.
39) nach einem Protokoll des IMMC %) wurde leicht modifiziert. Wahrend der
gesamten Extraktion wurde das Gewebe auf Eis gelagert. Das bei -80°C gelagerte
Gewebe wurde auf einer gekiihlten und desinfizierten Glasplatte in diinne Scheiben
geschnitten. Das eingewogene Gewebe wurde mit der 5-fachen Menge EP versetzt.
Anschlielend wurde das Reaktionsgefa$ fur 1h im Karussellschiittler (Mixing Rotor,
Variotim/Variospeed, Renner GmbH, Dannstadt, D) bei mittlerer Geschwindigkeit
und 4-6°C gedreht und anschlieend zentrifugiert (16000 x g, 10 min, 4°C). Der
Uberstand wurde mit der selben Menge Chloroform extrahiert. Die wéssrige Phase
wurde in weiteren Analyse als EQ bezeichnet. Das Pellet wurde erneut mit der
5-fachen Menge EP versetzt und die Standard Gewebeextraktion (siche oben)
durchgefithrt. Die wéssrige Phase wurde in weiteren Analysen als E1 bezeichnet.
Das Pellet wurde wieder mit der 5-fachen Menge EP und 1% SDS resuspendiert, 5
min im Wasserbad gekocht (100°C) und zentrifugiert (16000 x ¢, 10 min, 4°C). Der
Uberstand wurde abgenommen und in der selben Menge Chloroform extrahiert.

Die wéssrige Phase wurde als E2 bezeichnet.

TRIzol-Gewebeextraktion Diese Extraktion basiert auf einer Publikation
von Chomeczynski und Sacchi (1987) U89 Etwa 0,2 g Gewebe wurden in ein
Reaktionsgefafl eingewogen, analog zur Standard-Gewebeextraktion. Zum Gewebe
und den Keramikkiigelchen wurde die 5-fache Menge TRIzol-Reagenz (ambion by
life technologies, Waltham Massachusetts, USA) gegeben, mit fliissigem Stickstoff
eingefroren und mittels Precellys (30s bei 6800 RPM) homogenisiert. Das Einfrieren
und Homogenisieren wurde nach 5 min im Eisbad wiederholt. Durch Zentrifugation
(22000 x g, 10 min, 4°C) wurden Zelltrimmer und Keramikkiigelchen abgetrennt
und der Uberstand mit der selben Menge Chloroform versetzt. Nach kurzem
Vortexen und 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde zentrifugiert (16000
X g, 15 min, 4°C). Es entstehen 3 Phasen. Die wissrige Phase und Interphase
wurde entnommen und verworfen. Die organische Phase wurde mit 1/5 Volumen
Ethanol versetzt, gevortext und inkubiert (5 min, RT). Das Gemisch wurde mit

1,5 mL 7-Propanol versetzt. Nach kurzem Vortexen und 10 min Inkubation bei
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Raumtemperatur wurde zentrifugiert (12000 x ¢, 10 min, 4°C). Der Uberstand
wurde mittels SDS-PAGE und Westernblot auf Proteine gepriift und verworfen.
Das Protein-Pellet wurde 3x fiir 20 min mit Guanidiniumhydrochlorid-Loésung
(0,3 M GuHCL in 95% EtOH) bei Raumtemperatur gewaschen. Zum Abschuss
wurde das Protein-Pellet mit 100% Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur
getrocknet. Das Protein-Pellet wurde in 200 pL. 1% SDS Losung auf 50°C erhitzt
und gelost. Nach abschlieBender Zentrifugation (10000 x ¢, 10 min, 4°C) konnte

der Uberstand fiir Analysen genutzt werden.

5.1.2 Humane Lunge

Gewebe Lungengewebe (Bronchus oder Parenchym) wurde nach der Standard
Gewebeextraktion (5.1.1]) aufgeschlossen.

Bronchialsekrete Bronchialsekrete wurden zentrifugiert (20 min, 23000 x g,
4°C). Der Uberstand wurde mit 1/3 Volumen EP verdiinnt um die Viskositét fiir die
GroBenausschlusschromatographie zu verringern. Die verdiinnten Bronchialsekrete

wurden direkt analysiert oder bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

Bronchoalveolidre Lavage (BAL) Aufgrund des schlechten Laufverhaltens
in der SDS-PAGE wurden die Proteine der BAL-Proben mit Ammoniumsulfat
gefillt und anschlieBend gelést. Dazu wurde die viskdse BAL-Fliissigkeit aufgetaut
und je 1 mL in ein 2 mL Eppendorfgefaf pipettiert. Diese wurde fiir 20 min bei
23000 x ¢ und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit dem
doppelten Volumen gesattigter Ammoniumsulfat-Losung versetzt. Das Gemisch
wurde 1 h bei 4°C im Karussellschiittler inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
(30 min, 4°C, 23000 x ¢) wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. Das
Proteinpellet wurde in 200 pL. EP gelost und wurde bis zur Analyse bei -20°C
gelagert werden. Proben mit hoher Viskositdt und sehr hohem TFF3-Gehalt
wurden verdinnt (siche Brochialsekrete). Proben mit geringer Viskositdt wurden
zentrifugiert (20 min, 23000 x g, 4°C) und der Uberstand direkt verwendet.

5.1.3 Humaner Speichel

Der Speichel wurde mit einem cOmplte™Proteasehemmer-Cocktail (50uL/mL,
EDTA-free, Roche, CH) versetzt. Dazu wurde eine 25-fach konzentrierte Stamm-
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losung hergestellt (1 Tablette, 2 mL VE-Wasser) und 50 uli pro 1 mL Probe
dazugegeben. Die Proben wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Nach
dem Auftauen der Proben wurde zentrifugiert (12000 x g, 15 min, 4°C) und der

Uberstand fiir die Analysen weiterverwendet.

5.2 Proteinreinigung iiber Fast Protein Liquid Chroma-
toraphie (FPLC)

Fiir die Proteinreinigung wurden alle Puffer und Losungen steril filtriert (Millipore
Express PLUS (PES), Filter 22 pm, Merck) und fir 15 min im Ultraschall-
bad entgast (Emmi-H22, Morfelden-Walldorf, DE). Die Puffer wurden fiir die
GroBenausschlusschromatographie (SEC) auf pH 7 und bei der Ionenaustausch-

chromatographie auf pH 8 eingestellt.

5.2.1 GroBlenausschlusschromatographie (SEC)

Bei der SEC werden Molekiile nach ihrer Grofle getrennt. Als stationédre Pha-
se dient poroses Material mit definierter Porengrofie. Das Proteinextrakt wird
durch die mobile Phase (Laufpuffer (LP), 30 mM NaCl, 20 Tris/HCl,mM pH 7,
0,5 mM Benzamidin, 0,1 mM PefaBloc SC, 1ug/mL Leupeptin) tiber die Saule
gefiihrt. Dabei liegt eine leichter Druck an. Die Proteine migrieren entsprechend
ihrer Grole unterschiedlich schnell in der Saule. Kleinere Proteine legen einen
langeren Weg zuriick, da sie besser in die Poren eindringen konnen und eluie-
ren damit spater von der Séule als grofle Proteine. Proteine die zu grof fiir die
Poren sind, eluieren direkt nach dem Totvoulmen der Sdule. Die SEC wurde
mit einem FPLC-System (AKTA™ Prime Plus oder AKTA™-UPC-900, Amers-
ham Biosciences, Freiburg, D) und Sdulen mit unterschiedlicher Trennleistung
durchgefiihrt. Hauptsichlich wurde eine HiLoad™ 16,/600 Superdex™ 75 prep
grade Saule (120 mL Sdulenvolumen,GE Healthcare Life Science, Little Calfont,
UK) verwendet. Fiir die Trennung gréfierer Proteine wurde eine HiLoad™ 16/60
Sepharcyl™ S-500 HR-Séule (120 mL Séulenvolumen,GE Healthcare Life Science,
Little Calfont, UK) genutzt. Vor Beginn wurde die Sdule mit 1,5 Sdulenvolumen
(SV) LP equilibriert. AnschlieBend wurde max. 5 mL proteinhaltiges Extrakt
aufgetragen und getrennt. Die Flussrate (Flowrate) betrug 1 mL/min und wurde

bei Druckproblemen auf 0,5 mL/min reduziert. Ein Elutionsprofil wurde durch
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Messung der Absorption bei 280 nm aufgenommen. Das Eluat wurde in 2 mL
Fraktionen aufgefangen und in Eppendorfgefiafe tiberfiihrt. Das Eluat wurde bei
-20°C bzw. bei langerer Lagerung bei -80 °C eingefroren.

5.2.2 TJTonenaustauschchromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie trennt Stoffe nach ihrem isoelektrischen
Punkt. Die stationédre Phase besitzt funktionelle, geladene Gruppen, die in Anionen-
und Kationenaustauscher unterschieden werden. Die Proteine der Probe binden
an die geladenen funktionellen Gruppen. Durch Erhéhung der Salzkonzentration
werden die Proteine von der stationdren Phase verdrangt und gehen in die mobile
Phase iiber. Die freien Proteine werden mit dem Eluat aufgefangen. Vor der Nut-
zung des Anionenaustauschers Resource™ 6 (ResQ 6, Anionenaustauscherséule, 6
mL Sdulenvolumen (SV), GE Healthcare Life Science, Little Calfont, UK) wurde
die Saule gewaschen und equilibriert (Tabelle [12)).

Losung Volumen
VE Wasser 7SV
2 M NaCl 5 SV
VE Wasser 5 SV
1 M NaOH 58SV
VE Wasser 5 SV

1M HCI 5 SV
VE Wasser 5 SV
2M NaCl 5 SV
VE Wasser 5 SV
Puffer A 5 SV

Tabelle 12: Wasch- und Equilibrierungsschritte der Anionenaustauschersiule, SV - Sdulenvolumen

Nach der Aquilibrierung der ResQ 6 mit 5 SV Puffer A (20 mM Tris/HCI, pH 7,
0,5 mM Benzamidin, 0,1 mM PefaBloc SC, 1ug/mL Leupeptin) wurde die Probe
injiziert und das Durchlaufvolumen aufgefangen. Wéahrend des Laufs wurde die
Konzentration von Puffer B (20 mM Tris/HCI, 1M NaCl pH 7, 0,5 mM Benzamidin,
0,1 mM PefaBloc SC, 1 pg/mL Leupeptin) kontinuierlich erhéht. Zu Beginn tiber
1,5 SV auf 5 % Puffer B, dann iiber 4 SV auf 100 %. Diese Konzentration wurde
noch fiir 2 SV gehalten und anschlieBend der Lauf beendet. Die Laufgeschwindigkeit
betrug 5 mL/min und es wurden 1 mL-Fraktionen gesammelt. Der Lauf wurde
durch die Messung der UV-Absorption bei 280 nm dokumentiert. Die Fraktionen
wurden bei -20°C bzw. -80°C gelagert.
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5.3 SDS-PAGE nach Lammli

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat, SDS)-Polyacrylamid- Gelelek-
trophorese (SDS-PAGE) ist eine Standardmethode der Biochemie zur Trennung

186) Die zu trennenden Proteine werden

von Proteinen im elektrischen Feld
erhitzt und denaturiert. In Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat kommt es
zur Anlagerung des anionischen Tensids, wodurch eine Renaturierung verhindert
wird. Es bildet sich ein negativ geladener Protein-SDS-Komplex bei dem Ladung
und Masse proportional zueinander sind. Der Protein-SDS-Komplex wird auf ein
Polyacrylamid Gel aufgetragen und wandert durch Anlegen eines elektrischen

Feldes zur Anode. Dabei wandern kleine Proteine schneller als grofie. 157

Probenvorbereitung Alle Proben wurden mit reduzierendem- (RPP; 0,125
M Tris/HCL, pH 6,8, 39 % (w/v; 5,47 M) Glycerin, 5 % (w/v; 2,86 M) 2-
Mercaptoethanol, 1 Spatelspitze Bromphenolblau, 1 % SDS) oder nicht- redu-
zierendem Probenpuffer (NRPP; 0,125 M Tris/HCI, pH 6,8; 39 % (w/v; 5,47
M) Glycerin, 1 Spatelspitze Bromphenolblau, 1 % SDS) im Verhaltnis (1:4) ge-
mischt, 5 min im Wasserbad gekocht, auf Eis abgekiihlt und abzentrifugiert. Stark

konzentrierte Proben wurden mit VE-Wasser verdiinnt.

Herstellung der Polyacrylamid Gele Vor dem Zusammenbau der Gelgielap-
paraturen (BioRAD, MiniProteane III) wurden die Glasplatten mit 70 % Ethanol
gereinigt. Zuerst wurde eine Losung fiir das Trenngel hergestellt (Mischverhaltnisse
in Tabelle . Davon wurde 1 mL abgenommen, mit 5 uL. Tetramethylethylen-
diamin (TEMED) und 10 gL, Ammoniumperoxodisulfat (APS, 20 %) gemischt
und zwischen die Glasplatten der GelgieBvorrichtung pipettiert. Nach ca. 5 min
war das Fufigel ausgehartet und das restliche Trenngel wurde gegossen. Dieses
wurde mit 50 % i-Propanol iiberschichtet. Nach der vollstandigen Polymerisation
wurde das i-Propanol mit VE-Wasser abgewaschen, mit Filterpapier getrocknet
und das Sammelgel (Mischverhéltnisse in Tabelle gegossen. In dieses wurden
die Probenkédmme eingesetzt. Ausgehirtete Gele wurden bis zu einer Woche in

feuchtem Milieu bei 4-6°C gelagert.
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Chemikalien 15 % 7% 6 %

Trenngel Trenngel Sammelgel

VE-Wasser 20 mL 10,33 mL 7,2 mL
30 % Acylamid/ 20 mL 4,67 mL 2,5 mL
Bisacryamid-Lsg. 37,5:1

Trenngelpuffer 10 mL 5 mL -

Sammelgelpuffer - - 2,5 mL

20 % SDS - - 100 plL

20 % APS 120 plL 60 pL 100 plL

TEMED 56 pL 28 ulL 10 pL

Tabelle 13: Mischungsverhéltnis verschieden konzentrierter SDS-PAGE Gele, Trenngelpuffer: 1,5
M Tris/HCI, pH 8,8, 1 % (w/v) SDS, Sammelgelpuffer: 1 M Tris/HCI, pH 6,8

Durchfiihrung Die diskontinuierliche SDS-PAGE wurde nach LAMMmLIU2%)
durchgefiihrt. Die Gele wurden in die Laufkammern eingespannt und mit Laufpuffer
nach Lammli (25 mM Tris/HCI, pH 8,5, 190 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS)
gefillt. Nach Befiillen der Taschen im Sammelgel mit Markerproteinen (siehe
Tabel [I4} Unstained Protein Molecular Weight, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), Kontrolle (2 uL. Rohextrakt Kolon, 20,5 ul. VE-Wasser, 7,5
pL Probenpuffer (reduzierend)) und Proben (siehe Probenvorbereitung), wurde
an das vertikal stehende Gel eine Spannung von 70 V angelegt (BioRad, PowerPac
Basic, USA). Diese wurde auf 100 V erhéht sobald die Proben aus dem Sammelgel
ins Trenngel eingedrungen waren. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald das

Bromphenolblau das untere Ende des Gels erreichte.

Protein M,
[-Galaktosidase 116,0 k

Bovines Serumalbumin 66,2 k

Ovalbumin 45,0 k
Laktat-Dehydrogenase 35,0 k
REase Bsp98I 25,0 k
[-Laktoglobulin 18,4 k
Lysozym 14,4 k

Tabelle 14: verwendete Markerproteine
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5.4 Western-Blot-Analyse

Da Proteine im Polyacrylamid-Gel schwer zu untersuchen sind, werden sie nach
ihrer Trennung auf eine Membran tibertragen. Dazu wird das Gel auf eine Membran
gelegt und ein elektrischen Feld angelegt. Die zur Anode wandernden Proteine
sind nicht in der Lage die Membran zu penetrieren und lagern sich an ihr ab (Abb.
A). Gel und Nitrozellulosemembran (Amersham, Protran 0,1 ym NC, GH
Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, England) werden zwischen puffer-
getriankte Filterpapiere (Sartorius Stedim, Blotting Paper, BF2, 195 g/cm?) im
Semi Dry Blotter (20x20 cm, BioStep GmbH, Jahnsdorf, D) platziert. Filterpapiere
und Membran wurden vor Verwendung in Transferpuffer (48 mM Tris, 39 mM
Glycin, 23 mM SDS, 20 % (v/v) Methanol, pH 8,8) getréankt. Es wurde darauf
geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen Membran und Gel befanden. Der
Transfer erfolgte fiir 70 min bei einem Stromfluss von 0,8 mA/cm?. Um die
Diffusion kleiner Proteine bei spéiteren Arbeitsschritten zu verhindern wurde die
Membran fiir 30 min mit Glutaraldehyd (10 mM Na,HPO,/KH,POy, pH 7,4, 155
mM NaCl, 2,1 mM Glutaraldehyd) fixiert, anschlieffend 2x 5 min mit PBS-T (10
mM Na,HPO,4/NaH,POy, pH 7.4, 155 mM NaCl, 0,1 % Tween 20) und 1x 5 min
TBS-T (20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 155 mM NaCl, 0,1 % Tween 20) gewaschen.

A Semidry-Blot B Kapillarblot
— ——Graphitplatte, Kathode Gewicht
¥ b phit A Glasplatte
Filterpapier mit Puffer
Zellstoff
Gel
Membran Filterpapier
Filterpapier mit Puffer Membran
+ ! .—Graphitplatte, Anode Gel
1 Filterpapierbricke
| Glasplatte
—— Transferpuffer

Abbildung 41: A Semydry-Blot, B Kapillarblot

5.4.1 Ponceau S Farbung

Die Membran wurde fiir 3-5 min mit Ponceau S Losung (3 mM Ponceau S, 18 mM
Trichloressigsaure) inkubiert und anschlielend mit VE-Wasser gewaschen. Die Ban-
den des verwendeten Markers wurden mit einem Bleistift markiert. Proteinbanden

wurden durch Scan oder Photo dokumentiert.
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5.4.2 Immunologische Detektion von Proteinen

Um Proteine auf Membranen nachzuweisen, wurden Primér-Antiseren (Tabelle [J)
und Lektine (Tabelle verwendet, die an spezifische Proteine binden. Zur Detek-
tion der Protein-Antikorper-Bindung wurde ein Sekundéar-Antikérper verwendet,
der an den Primér-Antikorper bindet. Der Sekundar-Antikorper besitzt eine Mo-
difikation, die ihn nachweisbar macht. Dies konnen Chromophore, Fluorophore
oder Enzyme sein. Hier wurde ein Meerrettichperoxidase-gekoppelter Sekundér-
Antikorper verwendet, der iiber enhanced Chemiluminiscence (ECL) nachgewiesen
wurde. Nach einsttiindiger Blockierung (20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 0,1 % Tween
20, 1 % BSA, 1 % Trockenmilch) wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C mit
dem Primér-Antikorper (Verdiinnung siehe Tabelle @) inkubiert. Uberschiissiger
Primér-Antikorper wurde durch 3 x 5min Waschen mit TBS-T entfernt. Fur 45
min wurde die Membran mit dem Sekundér-Antikorper (Verdiinnung siehe Tabelle
@ inkubiert und 2 x 10 min mit TBS-T gewaschen. Die Peroxidase-gekoppelten
Sekundéar-Antikorper wurden durch ECL detektiert. Dazu wurden 2 Lésungen
hergestellt, Losung 1 (2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Cumarsdure, 100 mM Tris/HCI,
pH 8,5) und Lésung 2 (100 mM Tris/HCI, pH 8,5, 0,02 % (w/v) Hy0,). Diese
wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und direkt auf die Membran gegeben. Nach
2-minttiger Inkubation wurden die licht-emittierenden Proteinbanden mit einem
Gel-Imager (GeneGnome, Synegene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, GBR
bzw. ChemoStar, Intas, Gottingen, D) detektiert. Mit der dazugehorigen Analyse-
software (Syngene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, GBR bzw. Lablmage,
Kapelan, Leipzig, D) wurden die Aufnahmen dokumentiert und semi-quantitativ

ausgewertet.

5.4.3 Kompetitive Inhibition

Die kompetitive Inhibition dient zur Kontrolle der erhaltenen Signale durch die
immunologische Detektion von Proteinen, hier der Signale von TFF3. Dabei wurde
dem Primér-Antikorper das Peptid zugesetzt, das als Immunogen verwendet wurde.
Die Primér-Antikorper binden das Immunogen, wodurch die Immunreaktivitat
des Membran gebundenen Proteins abgeschwécht wird oder erlischt. Dazu wurden
eine Losung aus 4 pug Immunogen je 1 pl. Antikorper angesetzt. Mit dieser

wurde die Membran tiber Nacht inkubiert. Anschliefende wurde wie im Abschnitt
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immunologische Detektion von Proteinen (siehe [5.4.2) weiter verfahren.

5.4.4 ’Stripping’ von Membranen

Um Western-Blots erneut zu verwenden, wurden zuvor gebundene Antikorper
durch Reduktion mit ,Stripping* Puffer (1,6 % SDS (w/v); 62,5 mM Tris/HCI, pH
6,8; 0,7 % 2-Mercaptoetanol) von der Membran gewaschen. Die membran-fixierten
Proteine konnten so mit weiteren Antiseren analysiert werden. Dazu wurde die
Membran 1 h mit ’Stripping’ Puffer bei 50°C im Trockenschrank (innica™, New
Brunswick Scientific, Edison, USA) inkubiert. Anschliefflend wurde die Membran
3 x 5 min mit VE-Wasser und 3 x 5 min mit TBS-T gewaschen. Dann konnte die
Membran erneut blockiert und mit neuem Primér-Antikorper inkubiert werden.

Fiir Details siehe immunologische Detektion von Proteinen (siehe [5.4.2)).

5.4.5 Nachweis mit Hilfe von Lektinen

Lektine binden spezifisch an bestimmte Zuckerstrukturen. Sie sind mit z.B. Biotin
gekoppelt, das einen Nachweis moglich macht. Dabei muss auf die Fixierung mit
Glutaraldehyd verzichtet werden, da diese die Lektin-Anlagerung stort. Nach dem
Transfer der Proteine auf eine Membran mittels Kapillarblot, wurde mit 2 %
Gelatine-Losung (2 % Gelatine in TBS-T) fiir 1 h blockiert. Das in 1 % Gelatine-
Losung (1 % Gelatine in TBS-T) geloste Lektin (Verdiinnung siche Tabelle
wurde zur Inkubation fir 30 min auf die Membran gegeben. Zur Beseitigung
von iiberschiissigem Lektin wurde 2 x fiir 10 min mit TBS-T und 2 x fiir 10
min mit 1 % Gelatine gewaschen. Zur Detektion des Lektins wurde 30 min mit
Streptavidin-Peroxidase (Roche, F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH) inkubiert.
AbschlieSend wurde noch 4 x fiir 10 min mit TBS-T gewaschen. Der Nachweis
durch ECL ist unter Kapitel zu finden.

5.4.6 Silberfarbung von Proteinen

Bei der Silberfarbung handelt es sich um eine Proteinfarbung im Gel. Silberionen
(Ag™) lagern sich an negative geladenen Teile der im Gel befindlichen Proteine an.
Nach einem Waschschritt werden die Silberionen reduziert und das ausgefallene Sil-
ber wird im Gel sichtbar. Die Farbung ist unspezifisch, aber sehr empfindlich und
wurde genutzt um die Reinheit von Proben zu priifen. 37 Nach der SDS-PAGE
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wurden die Proteine im Gel fir 1 h bei Raumtemperatur fixiert (Fixierlésung; 40
% (v/v)Ethanol, 10 % (v/v) Essigsdure, VE-Wasser). Anschlieflend wurde 2 x mit
30 % (v/v) Ethanol und 1 x mit VE-Wasser fiir 20 min gewaschen. Die Sensi-
bilisierung erfolgte mit 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat Lésung. Uberschiissiges
Natriumthiosulfat wurde mit VE-Wasser (3 x 20 sec) entfernt und das Gel fir
20 min mit Féarbelosung (0,2 % (w/v) Silbernitrat, 0,02 % (v/v) Formaldehyd
(37 %)) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (3 x 20 sec, VE-Wasser)
wurden die Silberionen mit Entwicklungslosung (3 % (w/v) Natriumcarbonat,
0,0005 % (w/v) Natriumthiosulfat, 0,05 %(w/v) Formaldehyd (37 %)) gefallt.
Dieser Prozess ist abhédngig von der Menge an Protein im Gel und kann zwischen 5
und 15 min dauern. Beendet wurde der Entwicklungsprozess durch Inkubation mit
Fixierlosung fiir 5 min. Die Dokumentation erfolgte mit Scanner(CanoScan8800F,
Canon, JPN) und Gel-Imager (GeneGnome, Synegene Bioimaging, Synoptics Ltd.,
Cambridge, GBR bzw. ChemoStar, Intas, Gottingen, D).

5.4.7 Farbung mit Hilfe der Periodsdure-Schiff-Reaktion

Die Periodséure-Schiff-Reaktion (PAS) wird zum Nachweis von Oligosacchariden
verwendet. Vicinale Diole in Zuckerstrukturen werden durch Periodsdure zu Al-
dehyden oxidiert. Diese bilden mit Fuchsin unter schwefelsauren Bedingungen
violette Komplexe. Es wurde ein Dot-Blot angefertigt. Dazu wurden auf einer
Membran Punkte aus 5 ul. Probenlosung in 1 cm Abstidnden aufgetragen. Nach-
dem die Proben vollstiandig getrocknet waren, wurde die Membran fir 5 min
mit VE-Wasser gewaschen. Anschlieend wurde die Membran 30 min in einer
Losung aus 1 % (w/v) Periodséure, 3 % (v/v) Eisessig inkubiert. Um tiberschiissige
Periodséure zu reduzieren, wurde die Membran 2 x mit Natriumthiosulfat (0,1 %
(w/v) Natriumthiosulfat, 1mM HCI) gewaschen. Zur Farbung wurde die Mem-
bran mit Schiff-Reagenz (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) behandelt. Je nach
Stirke der Farbung wurde die Behandlung nach 5-20 min beendet und erneut
2 x in Natriumthiosulfat-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen der Membran
wurde das Ergebnis mittels Scanner (CanoScan8800F, Canon, JPN) und Gel-
Imager (GeneGnome, Synegene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, GBR
bzw. ChemoStar, Intas, Goéttingen, D) dokumentiert.
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5.4.8 Coomassie-Fiarbung von Proteinen

Die Coomassie-Blau-Farbung ist die Methode der Wahl um Proteine im SDS-
Polyacrylamid-Gel sichtbar zu machen und die Banden weiter zu analysieren,

187 Coomasse-Blau gehért zu den

z.B. durch Elution und Proteomanalysen®
Triphenylmethanfarbstoffen und hat den Vorteil, unspezifisch an Proteine durch
kationische und hydrophobe Wechselwirkung zu binden ohne deren Struktur zu
verandern. Da die Nachweisgrenze dieser Methode je nach verwendetem Protokoll

187) mussten die Proben haufig konzentriert

zwischen 100 ng und 1 pg liegt!
werden (Concentrator plus, Eppendorf, Hamburg, D; mit Kiihlfalle, Bachhofer,
Reutlingen, D; und Vakuumpumpe, Vacuumbrand GmbH+CO KG, Wertheim, D).
Dadurch steigt auch die Salzkonzentration, die sich storend auf die SDS-PAGE
auswirkt. Das Salz wurde mittels Entsalzungssiulen entfernt (siehe [5.4.9). Nach
SDS-PAGE (siehe wurde das Gel 3 x 5 min mit VE-Wasser gewaschen und fiir
1 h in Coomassie Losung (Bio-Safe Coomassie G250, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, D) inkubiert. Anschliefend wurde das Gel mit VE-Wasser entférbt, bis
die Banden oder der Marker sichtbar wurden. Dokumentiert wurde die Farbung
mittels Scanner (CanoScan8800F, Canon, JPN) und Gel-Imager (GeneGnome,
Synegene Bioimaging, Synoptics Ltd., Cambridge, GBR bzw. ChemoStar, Intas,

Gottingen, D).

5.4.9 Entsalzungssiulen

Bei Proteinanreicherungen erhoht sich oft die Salzkonzentration. Dies kann die
Trennung mit elektrophoretischen Trennmethoden storen. Dasselbe gilt fiir die
Reaktionen mit Dimedon und Maleimid gekoppeltes Polyethylenglycol (PEG). Um
die Proteine von den stérenden Salzen und kleinen Molekiilen zu trennen wurde,
diese iiber eine Entsalzungsiule gereinigt. Die Entsalzungen wurden mit einer
PD-10 Séule (GE Healthcare Life Scienes™ | Little Chalfont, UK) durchgefiihrt.
Zuerst wurde die Sdule mit 1 SV des entsprechenden Eluent (VE Wasser oder
Elutionspuffer) equillibriert. Dann wurde die Probe (max. 2,5 mL) aufgetragen
und mit dem gewéhlten Eluenten eluiert. In 1,5 mL Eppendorfgefdfien wurden 1
mL Fraktionen gesammelt und durch Westernblot-Analysen die interessierenden

Fraktionen identifiziert. Diese wurden vereinigt und konzentriert.
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5.5 Agarose-Gelelektrophorese

Hochmolekulare Proteine wurden in 1 %, horizontalen Agarosegelen getrennt
(187,1188)  Dazu wurde 0,8 g Agarose (peqGOLD MegaBase Agarose, peglab, Er-
langen, D) in 80 mL Laufpuffer (40 mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM EDTA, 0,1 %
(w/v) SDS) in der Mikrowelle (MICROMAT Typ EEH8733, AEG-Electrolux,
Nirnberg,D) aufgekocht und gelost. Die Losung wurde unter leichtem Schiitteln
(Taumelschiittler, Heidolph, Polymax 1040, Roth, DE) abgekiihlt und handwarm
in eine Gelkammer (WIDE MINI-SUB-CELL GT, BioRAD) gegossen. Nach
vollstdndigem Erkalten des Gels wurde die Kammer mit Laufpuffer gefiillt und die
Proben (3:1 Probe:Puffer; 40 mM Tris/HCI, pH 8, 1 mM EDTA, 0,1 % (w/v) SDS,
30 % (w/v) Glycerin, 1 Spatelspitze Bromphenolblau) aufgetragen. In die erste
Tasche des Gels wurden 15 pl. eines DNA Markers (Gene Ruler 1 kB Plus DNA
Ladder, Thermo Scientific, Waltham, USA) gegeben. Die néchste Tasche wurde
frei gelassen, dann folgten die Proben. Die Elektrophorese wurde fiir 90 bis 120 min
bei 40 V durchgefiihrt. Nach Entnahme des Agarosegels wurde der DNA-Marker
abgeschnitten und Proteine mittels Kapillar-Blot auf eine Nitrozellulosemembran

transferiert.

Kapillar-Blot Das Agarosegel wurde auf die Nitrozellulosemembran gelegt und
die Taschen, das Gel-Ende und die Lauffront des Bromphenolblau auf der Membran
markiert. Dadurch konnte mittels digitaler Bearbeitung der DNA Marker wieder
angepasst werden. Membran und Aragosegel wurden zwischen Filterpapier gelegt
(Abb. 41| B). Dazu wurden zwei Schalen mit Transferpuffer (0,6 M NaCl, 0,06 M
Tri-Natriumcitrat) gefillt und so positioniert, dass mittels einer Glasplatte eine
Briicke gebildete werden konnte. Auf die Glasplatte wurde eine Filterpapierstreifen
gelegt, so dass er mit beiden Enden in den Tansferpuffer tauchte. Anschlieffend
wurde auf den Filterpapierstreifen das Gel, die Membran und ein Stapel saugfahiges
Papier (ZickZack, Handtiicher weif}, 24 x 23 cm) platziert. Das Papier wurde noch
mit einer weiteren Glasplatte und einer 2 L Schott-Flasche beschwert. Nach 24 h

konnte der Blot angebaut und die Membran analysiert werden. 87

Groflenstandard Agarose-Gel Der Gelstreifen mit dem DNA-Marker wurde
10 min in bidest. Wasser gewaschen und 30 min in Farbelosung (GelRed Nucleic
Acid Gel Stain, 10000x, Biotium, Fremont, USA) in TAE-Puffer (40 mM Tris, 20
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mM Eisessig, 0,4 mM EDTA)) inkubiert. Der Gelstreifen wurde tiber Nacht in
einem 50 mL Falcon (Plastikreagenzglas mit Schraubverschluss) im Kiihlschrank
gelagert und die fluoreszierenden Marker-Banden am néchsten Tag im Fluoreszenz
Imager (ChemoStar, Intas, Gottingen,D) detektiert. Das Ergebnis wurde digital
in den Blot eingefiigt.

5.5.1 Vergleich Grofienstandard auf Agarose-Gel

Um grofie Proteine wie Muzine oder FCGBP zu trennen eigenen sich Agarosgele
sehr gut. Leider gibt es in diesem Groflenbereich keine Protein-Marker. Daher
wurde ein DNA-Marker als relativer Standard verwendet. Zum Vergleich von
DNA Marker mit Protein-Marker wurden 3 Prestained Marker im Bereich von
300 - 4,6 KDa verwendet (ProSieve QuadColor Protein Marker, Biozym, Hessisch
Oldendortf, D; Spectra mehrfarbige Proteinleiter, Thermo Scientific, Waltham,
USA; PageRule Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific, Waltham,
USA). Der DNA-Marker wurde digital an das Bild des Blot mit den Markern
angeglichen, als Referenz dienten der Start (Taschen im Gel) und das Gelende. Auf
dem Blot wurden die Protein-Marker-Banden mit Bleistift markiert. Da diese keine
klaren Banden zeigen, wurden die Grenzen zwischen den Farben markiert (Abb.
,C). Ist einer Farbe eine einzelne Molmasse zuzuordnen, wurde die Mitte dieser
Bande zur RF-Wert Bestimmung herangezogen. Sind einem Farbbereich mehrere
Molmassen zugehorig, wurde der hohere Wert am oberen Rand und niedriger
Wert am unteren Rand abgetragen. Die genauen Messpunkte sind in Abbildung
14| B markiert. Aus dem zusammengefiigten Bild (Abb. [14,A+B) wurden mittels
Lablmage die RF-Werte bestimmt. Als Lauffront wurde die kleinste Protein-
Marker-Bande verwendet, da diese weiter gelaufen ist als das Bromphenolblau

(BPB). Die RF-Wert wurden gegen den Logarithmus des Molgewichts aufgetragen

(Abb. [ F).

5.6 Native Gelelektrophorese (Blue Native), 2D Gelelek-

trophorese

Die Native Gelelektrophorese wurde mit dem SERVAGel™ N Native Gel Starter
Kit (Kat.-Nr. 43204.01) durchgefiihrt und, soweit nicht weiter angegeben, nach
Herstelleranleitung verwendet. Als Probe wurde ein Rohextrakt (K-620, EO)
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verwendet und davon je 10, 15, 20, 25 uL aufgetragen. Die Laufzeit betrug 10
min bei 50 V und wurde dann auf 200 V fiir 90 min erh6ht. Dem Anodenpuffer
wurde Coomassie Blue beigemischt (siehe Herstellerangaben). Das Gel wurde
ohne Entfarbung per Scanner dokumentiert und fiir die 2D Gel-Elektrophorese
und Proteindetektion weiter verwendet. Das Gel wurde in feuchtem Milieu im

Kiihlschrank gelagert.

2D Gel-Elektrophorese Aus dem Blue Native Gel wurden die Trennspuren
ausgeschnitten und in reduzierendem Probenpuffer (2x RPP, 0,250 M Tris/HCI,
pH 6,8, 10,5 M Glycerin, 10 % (5,5 M) 2-Mercaptoetanol, 1 Spatelspitze Brom-
phenolblau, 2 % SDS) fir 20 s in der Mikrowelle (MICROMAT Typ EEH8733,
AEG-Electrolux, Niirnberg, D) erhitzt. Nach 15 min bei Raumtemperatur wurde
der abgekiihlte Probenpuffer entfernt und der Gel-Streifen 3 x fiir 2 min mit
VE-Wasser gewaschen. Der reduzierte Gel-Streifen wurde auf ein 15 % SDS-PAGE
aufgelegt und lief als SDS-PAGE (siehe , Durchfithrung) @87, Die Elektropho-
rese wurde beendet als das Bromphenolblau der mitlaufenden Markerproteine
das untere Ende des Gels erreichte (ca. 2h). Das Gel wurde inklusive reduzier-
tem Gel-Streifen per Semi Dry Blot (siehe auf eine Nitrozellulosemembran

iibertragen.

5.7 Verdau mit verschiedenen Glycosidasen

O-Glycosidase Fiir die Spaltung von O-gebundenen Zuckern wurden 21 pl
Probe mit 6 uL Puffer (250 mM NagPOy, pH 5) und 3 pL. O-Glycosidase (Advan-
ceBio O-Glycanase, ProZyme, GK80090, 12 Einheiten/mL) gemischt und ca. 3
Tage bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Acetonfillung gestoppt. Dazu
wurden 100 pL -20°C kaltes Aceton zum Ansatz gegeben und fiir 1 h bei -20°C
im Gefrierschrank inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (23000 x g, 15
min, 4°C) wurde das Aceton abgenommen und das Pellet bei Raumtemperatur
getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet im Ultraschallbad in Elutionspuffer

gelost und nach Auftrennung iiber ein Agarosegel analysiert.

N-Glycosidase In einem 1 ml Eppendorfgefal wurden 20 puL. Probe mit 100
pL VE-Wasser, 15 uLb Puffer (0,5 M NagHPO,, pH 7) und 20 puL. N-Glycosidase
(Roche, rekombinant aus E.Coli, 1 Einheit/ul) gemischt und ca. 3 Tage bei 37°C
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inkubiert. AnschlieBend die Reaktion durch Acetonfiallung abgebrochen (siehe
O-Glycosidase).

5.8 Nachwies von Thiolen

Zum Nachweis von freien Thiolen wird Maleimid (1H-Pyrrol-2,5-dion) eingesetzt 157,

Dieses wird nukleophil von Thiolen angegriffen und bildet eine kovalente Bin-
dung aus. Hierzu wurde an Polyethylenglycol gekoppeltes Maleimid verwendet.
Durch die zusitzliche Masse (PEG, M,,=5000 g/mol, M,=20000 g/mol) kann eine
Verschiebung der Proteinbande in der SDS-PAGE besser beobachtet werden.

0 o]
N N
Protein—SH + | N N‘[~/\O]H —_— N {/\OIH
Y \/\g n Protein—S % V\g/ =

freies Thiol PEG-Maleimid

Abbildung 42: Nachweis von Thiolen mit PEG-Maleimid

Es wurde eine 1 mM Stammlosung aus PEG-Maleimid (CAS-NR: 99126-64-4,
M, =5 k; JKA3115, M,,=20 k , Sigma-Aldrich, USA) in Dimethylsulfoxid hergestellt.
Ein Gemisch (0,75 mM PEG-Maleimid) aus Probe und Stammlésung reagierte
tiber Nacht bei 4°C. Die Reaktion wurde durch Acetonfillung gestoppt (siehe [5.7)).
Das Pellet wurde in selben Volumen der eingesetzten Probe mit EP gelost und
entsalzt (siehe [5.4.9). Das Ergebnis wurde nach SDS-PAGE und Western Blot mit

Antikérpern analysiert.

5.9 Nachweis von Sulfensiduren

H :
Proluinhs,é:;H F"roiemxs
0 0 0 "] d) 0 (0}
Protein—=S0OH + = —_—

freie Sulfensdure Dimedon

Abbildung 43: Nachweis von Sulfensiuren mit Dimedon
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Dimedon (5,5-Dimethylcyclohexan-1,3-dion) reagiert selektiv mit Sulfensduren und

189) Es wurde normales und Biotin gekoppel-

wurde als Nachweis dieser verwendet
tes Dimedon (DCP-Biol, Kerafast, Newark, USA) verwendet. Die TFF3-haltigen
Proben wurden mit gelostem Dimedon versetzt, so dass eine Zielkonzentration
von 1 mM Dimedon eingestellt wurde. Dieses Gemisch wurde iiber Nacht bei
6°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde der Ansatz gekocht und per SDS-PAGE,

Western Blot und Antikorper analysiert.

5.10 Bindungsstudien mit ?°I-TFF3

Versuche mit radioaktivem Material wurde ausschliefSlich von Herrn Stiirmer
durchgefithrt. Um eine lektin-artige Bindung von TFF3 an FCGBP zu priifen,
wurde TFF3 mit '2°1 radioaktiv markiert. Bindet das radioaktiv markierte TFF3
an ein Protein auf dem Blot (Overlay Assay) oder in der fliissigen Probe (Misch-
experiment), kann es durch Autoradiographie nachgewiesen werden. Die Autora-
diographie ist eine der empfindlichsten Nachweismethoden fiir elektrophoretisch

getrennte Proteine87).

Iodierung mit Iodogen Iodogen ist in der Lage ?°T auf Tyrosin und Histidin

190)  Dies wird genutzt um Proteine radioaktiv zu markieren.

zu iibertragen
Eine iodogenhaltigen Losung (20 pl; 0,46 mM/L Iodogen in Dichlormethan,
Sigma-Aldrich, USA) wurde in ein 1,5 mL Eppendorfgefdl pipettiert. Im Eisbad
verdampft das Dichlormethan und es bildet sich ein Film aus lodogen auf der Wand
des Eppendorfgefafles. Zum immobilisierten lodogen wurden 6 ul einer rekTFF3
Losung (1 pg/pl TFF3 in 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,4) und 5 plL einer
Natriumiodid Losung (Na'?1, 100 pCi/ulL; 2000 Ci/mmol, Hartmann Analytic,
Braunschweig, D) gegeben. Das Gemisch wurde 20 min im Eisbad inkubiert.
Anschlieend wurde die Losung in ein unbeschichtetes Eppendorfgefafl iberfithrt
und weitere 40 min im Eisbad inkubiert. 11 L des lodierungsansatz wurden mit
50 pL Natriumphosphatpuffer (0,1 M, pH 7.4, 0,1 % Natriumazid) gemischt und
saulenchromatografisch (Bio-Spin 6-Saule, Bio-Rad, 732-6227; Material: 800 pul
Bio-Gel P-6) getrennt. Es wurden 30 Fraktionen zu je 50 puL. gesammelt und mit
einem Hidex-Counter (Software MikroWin 300 SL) vermessen. Dazu wurden 10 uL
Szintillationsflussigkeit (Rotiszint®eco plus, LSC-Universalcocktail, Roth, D) mit

2 uL Fraktion gemischt. Die '?I-TFF3 positiven Fraktionen wurden gesammelt
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und in einem Bleigefafl bei 4°C gelagert.

Overlay Assay mit ?I-TFF3 Um die Bindung von TFF3 an FCGBP zu un-
tersuchen, wurden FCGBP-haltige Fraktionen nach Agarose-Gelelektrophorese und
Kapillarblot mit '?°T markiertem TFF3 inkubiert 2. Eine Protein-beschichtete
Nitrozellulosemembran (Agarose Gelelektrophorese und Kapillarblot wur-
de fiir eine Stunde blockiert (20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 0,1 % Tween 20, 1 % BSA,
1 % Trockenmilch), 3 mal 5 min mit TBS-T (20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 155 mM
NaCl, 0,1 % Tween 20) gewaschen und 4 h mit **I-TFF3 (ca. 10000 cpm/10 mL,
ca. 5 pg/ulL, 20 mM Tris/HCI, pH 7,0; 0,5 M NaCl, 2,5 mM CaCly) inkubiert ¢
Der pH-Wert wurde variiert. Im Anschluss wurde die Membran 3 mal 5 min mit
TBS-T gewaschen. Die Membran wurde getrocknet und ein Film (Carestream®
Kodak® BioMax® MS Film, Sigma-Aldrich, USA) auflegt. Membran und Film
wurden je nach Signalstérke in einer lichtundurchlassigen Kassette exposizioniert.
Die Expositionszeit konnte zwischen 4 h und 1 Woche betragen. Die Filme wurden
ausschliefllich in einer Dunkelkammer bearbeitet. Nach Abschluss der Exposition,
wurde der Film eine Minute entwickelt (Carestream® Kodak® autoradiography
GBX developer, Sigma-Aldrich, U.S.A), mit VE-Wasser gewaschen und fir eine
Minute fixiert (Carestream® Kodak® autoradiography GBX fixer, Sigma-Aldrich,
U.S.A). Zum Abschluss wurde der Film mit VE-Wasser gewaschen, getrocknet
und mittels Scanner (CanoScan8800F, Canon, JPN) dokumentiert.

Mischexperimente Zur Testung einer Lektinbindug zwischen TFF3 und FCGBP
wurde 12 I-markiertes TFF3 mit 22,5 uL. FCGBP-haltigen Proben fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert @22 AnschlieBend wurden die Proteine durch
SDS-PAGE getrennt und durch Western Blot auf Nitrozellulosemen-
bran iibertragen. Das 1?°T wurde durch Autoradiographie detektiert (siche Overlay

Assay).
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6 Anhang

Probe Gewebe Extraktion HM TFF3 [%] | NM TFF3 [%]
K-1 K-583 EO 86 15
K-2.1 K-599 EO 68 32
K-2.2 K-599 El 38 62
K-3 K-601 Extrakt, 1% Mercapto, 0 100
5 min, 100°C
K-4.1 K-620 Precylles Extr. 34 66
K-4.2 K-620 EO 75 25
K-4.3 K-620 El 50 50
K-4.4 K-620 E0 +1% SDS, 15 mM EDTA, 75 25
5 min, 100°C
K-4.5 K-620 TRIzol Extr. 28 72
K-5.1 K-626 TRIzol Extr. 80 20
K-5.2 K-626 Precyles Extr. 42 58
K-6.1 K-670 EO 76 24
K-6.2 K-670 El 91 9
K-7.1 K-674 EO 70 30
K-7.2 K-674 TRIzol Extr. 29 71
K-7.3 K-674 TRIzol Extr. 40 60
K-74 K-674 TRIzol Extr. 26 74
K-7.5 K-674 TRIzol Extr. 50 50
K-8 K-675 TRIzol Extr. 25 75
K-9.1 K-675 TRIzol Extr. 50 50
K-9.2 K-675 EO 32 68
K-9.3 K-675 El 61 39
K-10.1 K-695 EO 9 91
K-10.2 K-695 E1l 72 28
K-11 K-555 Precylles 15 85
K-11 Tu | K-555 Tumor Precylles 26 74
K-12 K-578 Precylles 45 55
K-12 Tu | K-578 Tumor Precylles 21 79
K-13 K-580 Precylles 39 61
K-13 Tu | K-580 Tumor Precylles 20 80
D-14 D-680 Rohextrakt - -
K-14 K-680 Rohextrakt - -
K-15 K-677 Rohextrakt - -

Tabelle 15: Relative TFF3-Verteilung im Kolon; die unterschiedlichen Probennummern sind
auf unterschiedliche Zeitpunkte der Aufreinigungen oder der Durchfithrung mehrerer Laufe
zuriickzufiihren.
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A | 192021222324 25| B [19 20 21 22 23 24 25|

116,2 116,2

66,2 66,2

45,0
35,0

45,0
35,0
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184 18,4

TFF3 FCGBP

Abbildung 44: Hochmolekulare Fraktionen von gewaschenem Kolongewebe (E0) nach SEC
wurden im nicht-reduzierenden 7% SDS-PAGE getrennt und nach Western-Blot mit spezifischen
Antikérpern gegen TFF3 (A) bzw. FCGBP (B) analysiert.

Abbildung 45: Mischexperiment mit '2°I-TFFs; Hochmolekulare Fraktionen nach SEC von hu-
manem Speichel und humanem Kolon wurden mit '2°T markierten TFFs inkubiert. Die Gemische
wurde per nicht-reduzierender 15 % SDS-PAGE getrennt. Nach anschlieBendem Western-Blot
wurden die radioaktiven TFFs mittels Autoradiographie auf einem Film nachgewiesen.
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