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Resumé

Fedt 1 malk findes i form af fedtkugler, der er omgivet af en membran kaldet
fedtkuglemembranen (MFGM). Fedtet syntetiseres centralt i malkekirtelcellerne, hvor der
frigives smé fedtdraber til cytoplasmaet omgivet af et enkelt lag af fosfolipider. Draberne
fusionerer og bliver storre pa deres vej] mod plasmamembranen, og umiddelbart inden
udskillelsen dannes der et proteindeklag omkring fedtdraberne. Derefter frigives den fardige
fedtkugle 1 en afsneret del af cellens membran. Fedtkuglens overflade er derfor stort set
identisk med den apikale plasmamembran pd de malkproducerende celler hvorfra de
secerneres. Fedtkuglen bestidr altsd inderst af fedt omkranset af en enkeltlaget
fosfolipidmembran, et deklag af protein, en dobbeltlaget fosfolipidmembran, og yderst et lag
af  kulhydrat. Til dette membransystem er knytte wukendt antal proteiner,
fedtkuglemembranproteiner

Proteinerne i fedtkuglemembranen udger kun ca. 1% af malkens protein, men det til trods
har de stor betydning for membranens integritet og derved afgerende indflydelse pd malkens
egenskaber. Fedtkuglemembranens vigtigste opgave er selvfolgelig at holde malkens fedt 1
oplesning. Vil man opnd en dybere forstdelse af fedtkuglemembranens betydning og
funktioner kraever det endvidere et indgdende kendskab til membranens proteiner. I den
forbindelse kan sammenligning med andre proteiner bringes os narmere en opklaring af en
eventuel funktion.

Af historiske grunde har proteinerne 1 fedtkuglemembranen fiet navn efter deres storrelse og
indhold af kulhydrat, vurderet ud fra analyse i elektroforese-geler. Det giver imidlertid ikke
en fyldestgorende beskrivelse, idet proteinerne kan vare kendt i anden sammenhang. Det
kunne vare fra andet vaev end malkekirtlen eller sdgar fra et andre dyr. Kendskab til
proteinernes aminosyresekvens giver mulighed for pa uimodsigelig vis at fastsla pracist
hvilket protein man har at gore med. Séledes har resultaterne opniet under FOTEK projektet
medvirket til, at der kunne blive ryddet op i det vivar af navne, der gennem tiden er blevet
foreslaet for de selv samme proteiner.

Proteinerne fra fedtkuglemembranen kan opdeles i tre hovedgrupper: 1) Perifere lost
associerede proteiner, 2) integrale membrangennemskarende proteiner og 3) proteiner
stammende fra daeklaget. Vi har under dette projekt lavet studier pd seks af de mest
dominerende fedtkuglemembranproteiner; lactadherin (PAS 6/7) fra den forste gruppe,
MUCI, PAS 3 og CD36 fra anden gruppe samt xanthinoxidoreduktase og adipophilin fra den
sidste gruppe af proteiner. proteiners struktur, samt

Indtil nu er der etapbleret oprensingsmetoder for alle seks proteiner, og ud fra de
korresponderende cDNA er deres komplete aminosyresekvens bestemt (undtagen for PAS 3).
Dertil kommer data, der til en hvis udstraeking bekriver proteinernes sekundare modification
(glykosyleringer) og disulfidbroer. Endelig, beskriver studierne interessante aspekter af deres
fysisk-kemiske egenskaber og mulige biologiske funktion, specielt hvad angar xanthin-
oxidoreduktase og lactadherin.



Summary

The fat droplets in milk are surrounded by a membrane generally called the milk fat globule
membrane (MFGM). The membrane system arises during the process where intracellular
lipid droplets are enveloped as they bud off from the apical membrane and are released into
the milk. Proteins from MFGM constitute about 1% of all the protein in milk and are
important for the integrity of the membrane.

Historically, the MFGM proteins have been named according to their mobility in SDS-PAGE
gels and ability to be stained with either Coomassie blue and periodic acid/Schiff’s reagent
(PAS). However, in the literature this has led to misconceptions and problems of identity due
to the use of different nomenclature for the same proteins. Availability of sequence data will
enable an unambiguous identification of the specific proteins and they can be assigned more
appropriate names. We have in this project been engaged in characterizing six of the major
MFGM proteins, using a biochemical approach and molecular cloning techniques. The results
acquired during this project migth in future enable a more exact identification and description
of MFGM proteins under study.

Bovine MFGM proteins can be divided into three categories: 1) Peripheral associated
proteins, 2) integral membrane spanning proteins, and 3) proteins assigned to the electron
dense coat material inside the phospholipid bilayer. Investigation has been performed on
lactadherin (PAS-6/7) belonging to the first group of proteins, MUCI1, PAS 3 and CD36 from
the second group, and finally the coat proteins xanthine oxidoreductase and adipophilin.

So far there have been established purification methods for all six proteins together with
deduction of the complete amino acid sequence from the corresponding cDNA’s (except for
PAS-3). Peptide mapping has given an ample amount of confirmatory evidence to the derived
amino acid sequences. To some extent, data has been generated describing secondary
modifications (glycosylations) along with disulfide bridge patterns. Finally, interesting
aspects concerning physiological function and physicochemical properties have been dealt
with, especially in relation to lactadherin and xanthine oxidoreductase.



Projektets hovedformal

Isolere, karakterisere og beskrive de proteiner, der findes i fedtkuglernes membran i bovin
melk. Det endelige mél vil vare at opné en detaljeret model for opbygningen af membranen,
og at fa en forstaelse af membranproteinernes funktion i maelk. Det forventes, at projektet vil
tilvejebringe ny vide om malkens proteiner, som vil kunne bidrage til oget forstéelse af
mealkens mejeriteknologiske og ernaringsmessige egenskaber samt skabe grundlag for
produktion af nye produkter, der har malk som basismatariale.

Projektets forleb, resultater og kommentarer
Xanthinoxidoreduktase (XOD):

Analyser af cystein-interaktioner

Mammal XOD kan forekomme 1 to forskellige former. Intracellulert befinder enzymet sig
som oftest pa en dehydrogenaseform, hvor NAD+ er elektronacceptor, mens det udenfor dette
reducerende miljo transformeres til en oxidaseform med molekylert ilt som elektronacceptor.
Denne transformation finder ogsé sted i malken i den perioden, der gér fra fedtkuglen
afsneres til malken benyttes. Faktisk er langt den overvejende del pd oxidaseform allerede
lige efter malkning. Vekselvirkningen mellem de to former kan kontrolleres med reaktive
svovlforbindelse, hvilket antyder at der dannes eller ophaves disulfidbroer under processen.

De pégaende studier har haft til formal at afdeekke dele af mekanismen bag denne omlejring,
og eventuelt udpege nogle af de involverede cysteiner. Det viste sig muligt ved brug af
reduktionsmidlet DTE, at genskabe dehydrogenaseaktivitet og efterfolgende opmarke de
mest reaktive cysteiner. De teoretiske overvejelser og faktiske data har udmentet sig i to
arbejder (Rasmussen et al., 1996 og Rasmussen et al., 2000).

Interaktion med andre proteiner

For at undersege eventuelle interaktioner/bindinger mellem XOD og ferst og fremmest
butyrophilin, men ogsa PAS 6/7 og CD36, blev der i forste omgang lavet bindingsforseg i
mikrotitterbakker. Senere blev der udfert eksperimenter med kemisk krydsbinding af
proteinerne i1 fedtkuglemembranen (MFGM).

Andre har tidligere foresldet, at der skulle vere interaktion mellem XOD og butyrophilin.
Derfor var det intentionen at se om dette kunne verificeres i et immunoassay i
mikrotitterbakker. De forste forsog tegnede lovende, men det viste sig senere, at det med
denne teknik ikke var muligt at vise binding/interaktion mellem XOD og butyrophilin, ¢j
heller til oprenset PAS 6/7 eller CD36.

Det naeste skridt blev at se pd, om bestemte proteiner ville kunne krydsbindes til XOD ved
brug af en kemisk crosslinker. Hertil blev benyttet tre seet udgangsmaterialer: a) Krydsbundet
total fedtkuglemembran protein og isoleret materiale vha. anti-XOD sgjle; b) krydsbundet
oprenset XOD; og c) ikke krydsbundet XOD. Alle tre prover blev efterfolgende reduceret,
alkyleret og fordejet med trypsin, for til sidst at analysere og sammenligne de fremkomne
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peptider. Det var imidlertid ikke muligt at se nogen forskel pd de 3 typer af krydsbundet
materiale, hvilket viser, at der ved brug af denne metode ikke kunne vises interaktion mellem
XOD og andre MFGM proteiner.

Strukturopklaring ved rontgenkrystallografi

Pa trods af anvendelse af meget rene praparationer af XOD, var det ikke muligt at producere
tilstrekkeligt ensartede krystaller af enzymet. Der blev endda forsegt med en fraktion
indeholdende et kompleks mellem XOD og en inhibitor, hvilket sommetider faciliterer
dannelse af krystaller.

Plasmins betydning for enzymaktiviteten

Et pilotprojekt med nedbrydning af XOD med plasmin er udfert som tidsstudie med
efterfolgende monitorering via SDS-PAGE. Dette forste eksperiment med fordejelse af XOD
med plasmin viser, at enzymet hurtigt nedbrydes fra et 150 kDa band til et ca 130 og et ca 20
kDa band. Efter 24 timer er der ikke mere af badndet ved 150 kDa. Dermed er proteinet ikke
resistent overfor plasmin. Hvilken betydning plasmin dermed havde for aktiviteten, blev ikke
undersogt. Det er dog forventeligt, at fragmenteringen som folge af plaminaktivitet vil betyde,
at enzymet fastholdes pé sin oxidaseform, men at enzymet stadig er aktivt, eftersom det ikke
nedbrydes totalt.

Karakterisering af sekundcere modifikationer

Det har vaeret foreslaet, at XOD (samt CD36 og adipophilin) er acylerede med fedtsyrer, og at
det har indflydelse pa bindingen til membranen. Indledningsvis forsegte vi om der kunne
detekteres fedtsyrer direkte pd oprenset XOD, CD36 og PAS 6/7 vha. basisk hydrolyse,
ekstraktion og analyse pd gaskromatograf. Det gav desvarre ikke noget resultat.
Konklusionen af det hidtidige arbejde er, at de tilgengelige metoder til undersogelse af
acyleringssites pa proteiner ikke er tilstreekkelige. Det er derfor nedvendigt at udvikle nye
metoder for dette, hvilket imidlertid er meget tidskrevende. Udviklingsarbejdet er padbegyndt,
og den nuverende status for dette vil fremgé af Rune L. Nielsens specialerapport.

Analyse af enzymet i meelkefraktioner

Det blev vurderet at XOD aktiviteten i maelk, malkefraktioner og produkter i evrigt var
ganske godt undersogt jvf. flg. publikationer: Kitchen et al., J. Dairy Res. 37: 279-288,
Zikakis & Wooters, J. Dairy Sci. 63: 893-904, og Girotti et al., Analytical Lett. 29: 2097-
2114.

Fysisk-kemiske egenskaber

I samarbejde med D. Kristensen (KVL) samt T. Nylander, M. Paulsson og A. Carlsson (alle
Lund Universitet), er der blevet foretaget omfattende fysisk-kemiske studier af XOD’s
opforsel, specielt overfor fosfolipid 1 luft/vand overgangsfasen. Arbejdet resulterede i to
arbejder (Krisensen et al., 1996 og Kristensen ef al., 1998)



Ekspression af XOD og frakmenter heraf

Fragmenter af cDNA'en for XOD, der koder for domane 1 og 2 blev syntetiseret med PCR-
teknik, séledes at de kunne indsettes 1 den nye vektor pPICZa-LB4. Gearkloner blev
frembragt med henholdsvis XOD-domane 1 og XOD-domane 2 indsat i AOX1 genet. Dette
gen er involveret 1 forbrending af alkohol og kan induceres med methanol. Klonerne blev
anvendt i en raekke fermenteringsforseg under varierende betingelser, og det lykkedes at
identificere et protein pa et Western-blot, som reagerer med anti-XOD.

Konstuktionen af de forskellige kloner er et led i et samarbejde med Russ Hill, University of
Medical Center, Ohio State University, der forseger at give en mere detaljeret beskrivelse af
de elektrontransporterende centre i XOD.

PAS 6/7 (lactadherin):

Analyse af glykosyleringer i hhv. PAS 6 og 7

Sammensatningen af kulhydratet fra de enkelte glykosyleringer pa PAS-6 og 7 blev bestemt.
Sammen med massespektrometriske analyser var det sédledes muligt at foresla hvilken type af
kulhydratstruk-turer der er tale om. Resultaterne er offentliggjort (Hvaaregaard et al., 1996).

Veevsfordeling

Reproducerbare immunologiske tests (Western blots) af PAS 6/7's tilstedeverelse i1 en lang
raekke vev blev foretaget. Resultaterne viste, at PAS 6/7 findes i mange forskellige vev, med
undtagelse af blod. Denne store udbredelse af PAS 6/7 antyder en mere generel funktion, som
ikke wudelukkende findes henlagt til melkekirtelveev. Resultaterne er offentliggjort
(Hvaaregaard et al., 1996).

Immunohistokemiske data vedrerende PAS 6/7 i lakterende vaev viser, at proteinet primaert
findes ved epitelvavets apikale membran, og i melken associeret med fedtkugler. Herved
bekraftes antagelserne baseret pa de strukturelle data. I evrigt henvises til Mikkel H.
Andersens specialerapport, hvori disse underseggelser er ngjere beskrevet.

Analyse af interaktionen med membranen og eventuelt andre proteiner

PAS 6/7 kan binde til fosfolipider og til ayfs-integrinen:

Ved affinitetskromatografi har vi analyseret om der skulle findes en receptor for PAS 6/7 i
yvervaev. Det var rent faktisk tilfeldet, og det viste sig at vare en oyps-integrin-receptor.
Omfattende studier er foretaget af PAS 6/7's binding til lipider og til ayps-integrinen. Ved
brug af et "solid phase ligand binding" assay er det lykkedes at demonstrere at bindingen
mellem PAS 6/7 og ayps-integrinen er athangig af en lille tri-peptid sekvens arg-gly-asp
(RGD). Desuden har vi vist, at PAS 6/7 binder til en overflade coated med negativt ladede
fosfolipider. Allerbedst binder PAS 6/7 dog til lipid udvundet fra MFGM. Séledes er det vist,
at PAS 6/7 er et protein, der optreder i flere vev, og at det kan binde til membraner vha. to
forskellige mekanismer, 1) via en integrin og 2) via direkte fosfolipidinteraktion. Resultaterne
er offentliggjort (Andersen et al., 1997).



Kloning af den bovine ayf3s-integrin receptor:

For pracist at kunne beskrive bindingen mellem PAS 6/7 og ayfs-integrin receptoren, er der
gjort forsgg pa at finde receptorens korresponderende ¢cDNA i fire forskellige bovine
biblioteker. Det er ogsa lykkedes og resultaterne seges publiceret 1 lgbet af &r 2000.
(Andersen, 2000).

Annexin V:

Det har vist sig, at et 35 kDa protein “folger med” nér oyfs-integrinen oprenses vha. en PAS
6/7-affinitetssgjle. Det ligger nu fast at dette 35 kDa protein er identificeret som annexin V.
Annexin V tilherer en familie af calcium- og fosfolipidbindende proteiner, som findes 1 en hel
reekke celler og vevstyper. Det er et cytosolisk protein. Man kender ikke den fuldstendige
funktion af annexin V, men det har varet rapporteret at det skulle vare involveret i
membrantransport under exo- og endocytose. Det har ogsd veret foreslaet, at det skulle
deltage 1 regulation af ion-kanaler og inhibere blodkoagulation. Interaktionen mellem PAS
6/7, ayPs-integrinen og annexin V er et hidtil ubeskrevet fenomen.

Andre udferte eksperimenter viser, at annexinen binder til integrinen og ikke til PAS 6/7.
Hermed er deres indbyrdes "roller" fordelt. Det er vist i et ligandblot, at annexin-V kan binde
til Bs subuniten af integrinen. Kun fosforylerede Bs-fragmenter binder til annexin-V, hvilket
muligvis har regulatorisk betydning i1 cellen. Resultaterne vedrerende annexin-V sgges
offentliggjort (Andersen et. al., 2000b)

Funktionel analyse PAS 6/7's to bindingssite:

I forbindelse med studier af hvorledes PAS-6/7 bindes til fosfolipidmembraner, har vi
undersogt bindingen af PAS 6/7-fragmenter. Der er tale om domanerne C1C2 og C2 alene,
begge fragmenter er fremstillet ved rekombinant ekspression. Resultaterne viser, at PAS-6/7
er bundet til membranen af fedt-kuglen via den C-terminale del af C2-domanet. Dette var for
kun en antagelse.

Det har tidligere veret vist at den humane homolog til PAS 6/7 interaggerer med oyf3s-
integrinen, og vi har jo selv set binding af bovine PAS 6/7 til ayps-integrinen. Vi har derfor
undersagt den pracise bindingspecificitet af bovin PAS 6/7. Til dette formal har vi benyttet et
cellebindings-assay med forskellige celler, der udtrykker forskellige integriner. Resultaterne
viser, at bovin PAS 6/7 er i stand til at binde til bade oyPs- og ayPs-integriner.
Vavsfordelingen af ayfs-integrinen har imidlertid samme profil som PAS 6/7, hvorfor det er
sandsynligt, at interaktionen mellem netop disse to proteiner har sterst fysiologisk signifikans.
Resultaterne med analyse af de to bindingssites er offentliggjort (Andersen ef al., 2000a).

Krydsbindingsstudier:

Pé lignende vis, som beskrevet for XOD, blev der lavet forseg med kemisk krydsbinding og
PAS 6/7. Det blev gjort for pd denne méade at se om PAS 6/7 interagerer med andre
fedtkuglemembranproteiner Krydsbindingsstudier viste, at PAS-6/7 krydsbinder til sig selv i
meget svag grad, men det var ikke muligt med denne teknik at se association til andre
partnere/proteiner fra fedtkugle-membranen (Andersen, 2000).

Disulfid-broer



Det samlede disulfidbromenster for PAS 6/7 er endeligt afklaret, og resultaterne er gengivet i
en artikel (Hvaaregaard et al., 1996), som 1 gvrigt beskriver de samlede strukturelle data
opnéet for PAS 6/7.

CD36 (PAS 4)

Isolation og indledende karakterisering

Etablering af en oprensningsmetode for bovin CD36/PAS-4 er opnéet. Den involverer
benyttelse af Triton X-114 til adskillelse af integrale og opleselige proteiner. Efterfolgende
benyttes ionbytning og reverse phase kromatografi. Processen er gennem flere oprensninger
blevet raffineret, sa der kan oprenses 4-6 mg fra 24 1 melk.

Bestemmelse af proteinets aminosyresekvens

Den isolerede fuldlengde CD36 cDNA koder for et protein pa 472 aminosyrer. Sekventering
af N-terminalen af proteinet viser at start-methioninen ikke findes pa det modne protein.
Aminosyresekventering af peptider fra klovning af PAS-4 viste ingen afvigelser fra den
translaterede cDNA sekvens, séledes er 43% af proteinet blevet sekventeret pa proteinniveau.
Det modne protein har 471 aminosyrerester og stor lighed (ca. 80 % identitet) med
aminosyresekvensen fra human CD36.

Northern blot-analysen viste, at mRNA'en for bovin CD36 var pd ca. 2800 nukleotider,
hvilket viser, at den isolerede cDNA pa 2772 nukleotider reprasenterer hele eller det meste af
CD36 transkriptet. Intensiteten af det hybridiserende band var svagt, hvilket viser, at der ikke
er den store ekspression af CD36 genet.

Aminosyresekvensen viste, at der er 8 potentielle N-glykosylerings-sites. Biokemiske
analyser viste, at de alle er glykosyleret (se understaende).

Analyse af glykosyleringer, disulfidbroer og interaktion med fedtkuglemembranen

Analyse af kulhydratet fra oprensede glykopeptider angiver, at bovin CD36 indeholder alle
tre typer N-bundne kulhydrat-komplekser (ogsa kaldet glykaner), komplekse-, hybride- og
high mannose glykaner. Der optraeder formodentlig ogsé flere slags pa samme site. Desuden
ses det, at CD36 sandsynligvis har en GalNAc(B1-4)GlcNAc siddende terminalt i kulhydratet
fra 5 sites. Dette er tilsyneladende kendetegnende for N-glykosylerede
fedtkuglemembranproteiner.

Analyse af aminosyresekvensen af bovin CD36 viste, at der er to meget hydrofobe omrader i
proteinet, et ner N-terminalen (6-28) og et ner C-terminalen (439-460). Disse omréader er

sandsynligvis ansvarlige for bindingen af CD36 til fedtkuglemembranen.

Alle ovenstaende resultater omhandlende CD36 er gengivet i artikelform (Berglund et al.,
1996).

Med kortleeggelsen af disulfid-bromensteret i CD36/PAS-4 blev opklaringen af den primare
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struktur fuldbragt. Det er sdledes sandsynligt, at fire af CD36's 10 cysteiner er acylerede, som
befinder sig pa indersiden af membranen. De resterende 6 cysteiner indgar i et I-II1, II-VI og
IV-V menster. Dette monster er ikke helt almindeligt. Disse resultater er udgivet i en artikel,
som 1 evrigt indeholder en lengere diskussion af CD36's strukturelle karakteristika
(Rasmussen et al., 1998).

Adipophilin (ADRP)

Oprensning og indledende karakterisering

Vi har identificeret og oprenset adipophilin (ADRP) fra den "detergent uopleselige" fraktion
af MFGM. Adipophilin var tidligere kun delvist beskrevet i bovin sammenhang, mens det er
bedre kendt i mus og lidt i menneske. Proteinet er en af de tidligste markerer for
differentiering af adipocyter. Den biologiske funktion af ADRP er imidlertid ukendt, men
proteinet findes altsdé i MFGM, og i stekiometriske mengder i forhold til XOD og
buyrophilin. Det anses derfor for sandsynligt, at disse tre proteiner optraeder i en eller anden
form for kompleks.

En oprensningsmetode er etableret til analytiske formal. Adipophilin er stort set uopleseligt,
men en lidt hardhandet behandling (10% SDS og 10 mM DTE ved 70EC i 4 timer) kan
bringe det i oplesning. Herefter kan det isoleres pd reverse-phase HPLC. Det oprensede
protein blev fordgjet, og fra oprensende peptid-fraktioner er fremkommet information om ca.
30% af hele proteinets sekvens. Fra denne viden om dele af proteinets sekvens er det
lykkedes at finde frem til en fuldlengde cDNA klon, hvorfra proteinets samlede
aminosyresekvens kan deduceres.Den bestar af 1841 nukleotider, hvilket giver ophav til et
protein pa 470 aminosyrer. Den fremkomne aminosyresekvens er hhv. 87% og 80% identisk
med sekvensen for det tilsvarende protein i menneske og mus.

Adipophilin menes at stamme fra proteincoaten, der befinder sig mellem den indre lipid-kerne
og den omkringliggende fosfolipidmembran. Den lipidbindende del af adipophilin kan tenkes
at hidrere fra den N-terminale del af proteinet, idet der 1 denne region er stor lighed til
proteinerne TIP47 og perilipin, som ogsd er fosfolipidbindende. Det er sandsynligt, at
adipophilin binder til den indre membran af lipidkernen vha. en amfipatisk a-helix. En artikel
omhandlende de opnéede resultater er offentliggjort (Nielsen et al., 1999).

MUCTI (PAS 1)

Oprensning og identifakation

Fedtkuglemembraner fra gnavere, drevtyggere og primater indeholder alle (naesten) kraftigt
glykosylerede mucin-lignende proteiner med hgj molekylevaegt. De er kendetegnet ved i
SDS-geler at kunne farves med PAS-farve, men kun svagt, hvis overhovedet, med Coomassie
Brilliant Blue.

Navnet “mucin” kommer af, at denne protein-type udger en stor del af mucus, det lag som
dekker luminale overflader af epiterielle celler. Overfladen udger en selektiv barriere mellem
det ekstracellulare miljo, plasmamembranen og cellens indre.
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Den dominerende bovine mucin har strukturelle ligheder med den humane MUC1 mucin.
Derfor er det foreslet, at det bovine protein ogsé kaldes MUCI i stedet for tidligere anvendte
navne, som f.eks. PAS-1.

Vi har med held udviklet en metode til oprensning af bovin MUCI. Pa en SDS-gel ses MUC1
som et PAS-farvet band lige over XOD. Pga. allelisk polymorfi kan det optrede som et
diffust bdnd ved analyse af malk fra flere koer, mens det ses som diskrete bdnd fra
individuelle dyr. I den kommercielle pool af malk, som vi arbejder med, ses det som to
tydelige band i omradet 160-180 kDa.

Vi har faet fastslaet identiteten pa det oprensede protein ved N-terminal sekventering direkte
pa det oprensede protein. Dertil kommer, at det, omend med besver, er lykkedes at nedbryde
proteinet med proteaser, for derefter at fa partiel sekvensinformation fra de genererede
peptider.

Bestemmelse af aminosyresekvens

Sekvensen for bovin MUCI var tidligere kun delvist kendt. Den resterende del (N-
terminalen/5"-enden) blev seogt isoleret vha. RT-PCR og PCR direkte pa cDNA fra
melkekirtel mRNA. P& nuvarende tidspunkt er det lykkedes at klone hele det kodende
omrade. Disse resultater soges sammenfattet i artikelform (Pallesen et al., 2000)

En oversigtsartikel omhandlende bla. MUCI er under udarbejdelse til Melkeritidende
(Rasmussen & Petersen, 2000)

PAS 3

Oprensning og identifikation

Oprensningsmetoden for MUC1 gav endvidere en anden fraktion indeholdende et relativt rent
glykoproteinprotein med mole-kylevagt lidt over 100 kDa. Det formodes at vaere ekvivalent
med PAS-3. Udover at PAS-3 formodentlig ogsa er en mucin vides der utroligt lidt om
proteinet.

Ved brug af peptide-mapping og sekventering har vi fundet ca. 10 brudstykker af
aminosyresekvensen. Til trods for at sekvenserne fremtreeder som meget pélidelige, er det
ikke lykkedes at finde korresponderende cDNA. Vi har sdledes ikke fdet den totale
aminosyresekvens, og det har derfor ikke veret muligt at afgere om der er tale om et totalt
ukendt protein, eller en homolog til et kendt fra andre arter. Arbejdet med at beskrive og
eventuelt identificerer dette “nye” protein kan forhdbentlig fortseettes.
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Vurdering af resultaternes praktiske og videnskabelige betydning

I anvendelsesgjemed vurderes det, at den erhvervede viden om fedtkuglemembran-
proteinernes fysisk/kemiske egenskaber, og ikke mindst vedreende deres fysiologiske
funktion, vil give mejeriindustrien et godt handtag, nar der skal tages nye initiativer i retning
af udvikling af melkprodukter med serlige egenskaber eller fremstilles specialprodukter
baseret pa naturligt foreckommende melkeprotein.

I videnskabelig sammenhang er der under projektet genereret en ikke ubetydelig mangde
viden om fedtkuglmembranassocierede proteiner. Faktisk overstiger det alle forudgaende
forventninger. Resultaterne opnéet under FOTEK projektet har desuden 1 hgj grad medvirket
til, at der kunne blive ryddet op i det virvar af navne, der gennem tiden er blevet foreslaet for
de selv samme fedtkuglemembranproteiner.
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