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3.1 Formail med projektet.
At isolere og karakterisere proteiner fra vallefraktionen af bovin malk
3.2 Projektets baggrund, udferelse og resultater

For baggrund, specifikke resultater og diskussion af disse henvises til de refererede
publikationer (se vedlagte publikationsliste).

Introduktion

Valleproteinerne er traditionelt defineret som de proteiner der forbliver i oplesning efter
udfeldning af kaseinerne. Denne udfaeldning kan foretages ved justering af pH til 4,6 eller ved
koagulering som folge af tilsetning af ostelabe. I bovin melk udger valleproteinerne 20% af den
totale proteinmaengde. Hovedkomponenterne i vallefraktionen er B-laktoglobulin, a-
laktalbumin, serum albumin og immunoglobuliner som tilsammen udger 17% af malkeproteinet.
Udover disse proteiner, der alle er relativt velkarakteriserede med hensyn til struktur og funktion,
indeholder vallen en mangde hidtil ubeskrevne proteiner og peptider. En del af disse findes i den
varme og syrestabile fraktion af maelk, den sikaldte proteose-pepton fraktion. Denne fraktion er
en kompleks blanding af glykoproteiner, fosfoproteiner og peptider hvor hovedkomponenterne
udgeres af PP3, PP5 og PP8. Komponenterne PP5 og PP8 reprasenterer de kraftigt fosforylerede
fragmenter, 1-105(107) og 1-28, af B-kasein. Disse fragmenter er formodentlig et resultat af
plasmin aktiviteten 1 malken. Udover peptider fra kaseinerne, indeholder proteose-pepton
fraktionen en mangde darligt eller helt ubeskrevne proteiner. PP3 er hovedkomponenten i
fraktionen og udger omkring 25% af den totale proteinmangde. Hidtil har strukturen, funktionen
og oprindelsen af PP3 varet ukendt. Osteopontin, et kraftigt fosforyleret glykoprotein oprindeligt
oprenset fra knogleveev, har ogsa vist sig at vaere tilstede i proteose-pepton fraktionen af meelk.
Oprensningen af osteopontin fra malk har gjort det muligt at foretage strukturelle studier af dette
protein. Under FOTEK 1 har vi oprenset proteose-pepton komponent 3 (PP3) og osteopontin, to
for meelk hidtil ukarakteriserede valleproteiner og er pabegyndt karakteriseringen af disse. Begge
disse proteiner har ret specielle fysiske egenskaber idet de begge indeholder kulhydratgrupper,
store mangder sure aminosyrer, er kraftigt fosforylerede og calcium bindende.

3.2.1 PP3

PP3 er hovedkomponenten i proteose-pepton fraktionen og koncentrationen i komelk er min.
200 mg/l. Under dette projekt har vi udviklet en oprensningsprocedure og oprenset relativt store
mangder PP3 [1]. Folgende har vi bestemt aminosyresekvensen af proteinet, samt lokaliseret 5
fosforyleringer og 3 glykosyleringer i proteinet [2,3]. For at undersegge lokaliseringen af PP3 i
malken har vi med specifikke antistoffer mod PP3 underkastet forskellige melkefraktioner
Western blotting analyse. Resultatet af denne analyse viste at PP3 findes i sur valle og i
fedtkuglemembranen, derimod var der ikke spor af PP3 i kaseinmicellerne.

For at afgare om PP3 var et nativt protein og ikke blot et fragment har vi klonet proteinet. Den
efterfolgende cDNA sekventering viste at PP3 er et fuldstendigt protein. Analyse af cDNA
sekvensen viste at PP3 er homolog med immunoproteinet GlyCAM-1 [4], et protein der
oprindelig er opdaget i mus og rotte hvor det spiller en vigtig rolle i recirkulationen af



lymfocytter. Analyse af sekvensen for PP3 sandsynligger, at proteinet har en C-terminal
amfipatisk o-helix. En saddan helix kan fungere som anker 1 lipidmembraner og kan maske
forklare tilstedevarelsen af PP3 i fedtkuglemembranen.

3.2.2 Osteopontin
Osteopontin er oprindeligt oprenset fra knoglevav og har indtil for nyligt veret betragtet som et

knoglespecifikt protein. Vi har nu vist at proteinet er tilstede i betragtelige mengder i bovin
malk (min. 20 mg/l) [1]. Inden for de sidste par ar er det blevet pavist, at osteopontin spiller en
vigtig rolle 1 nesten alle fysiologiske processer, hvor kalcificering finder sted. Dette omfatter
bade godartede kalcificeringer som knogledannelse og vackst og ondartede kalcificeringer som
nyrestendannelse og arteriosklerose. Det er teorien at osteopontin vha. sine sure aminosyrer og
fosforyleringer er i stand til at indtage flere konformationer og derved kontrollere, moderere eller
haemme krystaldannelse i tilstedevearelse af kalcium salte.

Den relativ store koncentration af osteopontin ger melk til et vigtig udgangsmateriale for
oprensning af proteinet med henblik pa strukturelle og biologiske studier. Vi har sdledes leveret
bovin melke osteopontin til flere forskergrupper, der studerer biologiske og medicinske
processer der involverer osteopontin.

Western blotting analyser med antistoffer mod osteopontin har vist at proteinet findes i bade
valle- og kasein-fraktionen. Vi har vist, at osteopontin i malk fosforyleres pa seriner/threoniner
placeret i motiver genkendt af mammary gland kasein kinase og kasein kinase II [5]. Ved
kombination af massespektrometri og sekvensanalyse [6] har vi lokaliseret 28 fosforyleringer og
3 kulhydratgrupper i proteinet [7-10]. Endvidere har vi vist at osteopontin er substrat for
transglutaminase og lokaliseret de glutamin rester der kan indga i transglutaminase-katalyseret
krydsbindinger [11].

3.2.3 Metodeudvikling

I arbejdet med lokalisering af posttranslationelle modifikationer i osteopontin har vi sat metoder
op til identifikation af fosforylerede aminosyrer ved hjelp af massespektrometri og aminosyre
analyse.

Vi har observeret specielle fragmenteringsmeonstre for fosfopeptider ved MALDI
massespektrometri. Peptider indeholdende fosfoserin giver karakteristiske spektre med
massedifferencer pd 98 Da/fosfoserin mellem ionerne. Ved at optage et MALDI spektrum af et
peptid er det altsa muligt, med den rette laser intensitet, at bestemme om peptidet er fosforyleret
og ogsd mangden af fosfoseriner.

Ved optimering af OPA-derivatisering, kromatografi og detektion, har vi forbedret eksisterende
aminosyre analyse system til detektion af fosfoserin og fosfothreonin, séledes at det nu er muligt
at detektere 1 omradet under 10 pmol.



3.3 Tidsplan

Faser / aktiviteter

A: Kortleegning og karakterisering af proteiner i proteose-pepton fraktionen af valle.
B: Strukturstudier af PP3.
C: Strukturstudier af osteopontin.
D: Udvikling og optimering af metoder til identifikation af posttranslationelle
modifikationer.
Varighed
1992 1993 1994 1995 1996
a0 XX KXXKXKKXKKKK KXKXXKKKKKKK KXKKKKKKKKKK KXXXKK
B: XX XXXXKXXXKXKXKXKXKX XXXXAXXLXXKXXKXKX XXKXXKXKXXKXXKXXX XXXXXX
C XX XXXXKXXXKXKXKXKXKX XXXXXXKXXKXKXKXKX XXKXXKXXXKXXKXXX XXXXXX
D KXKXXXXKXXKKXX
Start: 1/11-1992 Slut: 30/6-1996

4. Konklusion

Formédlet med dette FOTEK 1 projekt var at isolere og karakterisere proteiner fra vallefraktionen.
Med isoleringen og karakteriseringen af PP3 og osteopontin, to proteiner der forst er blevet fuldt
identificeret og karakteriseret under dette FOTEK projekt, ma dette mal siges at vere néet.
Projektets resultater er udgivet i form af 11 publikationer i internationale peer reviewed
tidsskrifter. Resultaterne har ligeledes varet praesenteret pd nationale og internationale
konferencer. Derudover har projektet resulteret i en cand. scient. athandling og en Ph.D.
athandling. Endelig er de opndede resultater summeret i en oversigtsartikel 1 Melkeritidende.
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