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1. Abkiirzungsverzeichnis

e APS = Ammonium Persulfat

e ASL = Aquilibrierungs-Stammldsung

e ATP = Adenosintriphosphat

¢ Da = Dalton

e DTT = Dithiothreitol

e EDTA = Ethylethylendiamintetraessigsiure
e Eq = equator = Aquator

¢ HCI = Hydrochlorid

e HM = HMW= high molecular weight = hochmolekular
e [EF = Isoelektrofokussierung

e ID =identification = Identifizierung

e [P = Isoelektrischer Punkt

e kDa = Kilodalton

e LMW = low molecular weight = niedrigmolekular
¢ mA = Milliampere

¢ MG = Molekulargewicht

¢ PAGE = Polyacrylamin-Gelelektrophorese
e SDS = Sodiumdodecylsulfat

e TEMED = Tetramethylethylendiamin

® ui = urea-insoluble = harnstoffunl6slich

® us = urea-soluble = harnstoffloslich

® wi = water-insoluble = wasserunldslich

e ws = water-soluble = wasserldslich



2. Einleitung

2.1 Zielsetzung

Konnen Schweinelinsen eine Rolle bei der Erforschung der Katarakt-Genese spielen? Sind bei
diesen Tieren, die meist im Alter von zwei Jahren oder jiinger zum Verzehr getotet werden,
dieselben Altersverdnderungen in der Linse bereits sichtbar wie bei Rindern, die deutlich ilter
geschlachtet werden? Kann eine Schweinelinse als Modell fiir den Alterungsprozess einer
humanen Linse dienen? Verhalten sich die spezifischen Linsenproteine in den einzelnen
Altersschichten genauso wie in der menschlichen Augenlinse?

Um diesen Fragen ein wenig niher zu kommen sind die Linsenproteine in den verschiedenen
Altersschichten der Linse mittels Isoelektrofokussierung und  Zweidimensionaler
Sodiumdodecylsulfat-Gelelektrophorese in ihre einzelnen Untergruppen aufgetrennt und

beziiglich ihres Vorkommens in den einzelnen Altersschichten untersucht worden.

2.2 Problemstellung

Die Linsen diverser Spezies wurden in verschiedensten Arbeiten schon auf das Genaueste
untersucht. So gibt es mannigfaltige Forschungen iiber die Linsen von Ratten, Affen und Rindern,
um nur eine kleine Auswahl zu nennen. Bisher waren es meist die Linsen von Primaten, die zu
Forschungszwecken statt humaner Linsen eingesetzt wurden. Da es aber aufgrund der immensen
Kosten und der Schwierigkeiten sowie dem Aufwand, wihrend der Studien eine artgerechte
Haltung gewihrleisten zu konnen, zunehmend zu einer Abwendung von der Primatenforschung
kommt, miissen andere Tiermodelle gefunden werden, deren Linse eine so grofle Ahnlichkeit zu
der humanen Linse besitzt, dass eine Forschung daran sinnvoll ist und sich die
Forschungsergebnisse auf die humane Linse iibertragen lassen konnen.

In der Universitit Gottingen wurde 1961-1962 durch das Institut fiir Tierzucht und
Haustiergenetik mit dem Goéttinger Minipig ein Zwergschwein geziichtet, welches weltweit schon
zu einem bedeutenden Versuchstier geworden ist. Durch seine geringe Grofle und sein leichtes
Gewicht (Minischweine wiegen im ausgewachsenen Zustand nur bis zu 100 kg, wihrend
GroB3schweine bis zu 400 kg schwer werden konnen) ist es in Labors gut einsetzbar, und eine

artgerechte Haltung ist mit relativ wenig Aufwand und geringen Kosten moglich. Die Ziichtung
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ist eine Mischung aus einem vietnamesischen Hingebauchschwein und dem Minnesota Minipig
sowie der Deutschen Landrasse, durch deren Beiziichtung das initial stark pigmentierte Tier

wieder hellhdutig wurde und so zu Forschungszwecken besser eingesetzt werden kann.

Abb.1: Gottinger Minipig

Das Gottinger Minipig ist dem Menschen beziiglich seiner Anatomie, Physiologie und den
Organen in vielerlei Hinsicht sehr dhnlich und wird schon seit lingerem erfolgreich in der Herz-
Kreislauf-Forschung eingesetzt. Fiir die experimentelle Ophthalmologie ist es insofern
interessant, als die Augendimensionen des Schweineauges denen des menschlichen Auges sehr
dhnlich sind. Einige Unterschiede, wie zum Beispiel das Fehlen der Makula im Schweineauge,
unterscheiden sie zwar voneinander, aber im GroBen und Ganzen ist das Schweineauge eine
interessante Alternative zu den bisher in der Forschung meist eingesetzten Primatenaugen.

Ob die Linsen der Schweineaugen auch als Modell fiir die Erforschung von Verinderungen der
Kristalline im Alterungsprozess auf die diesbeziiglichen Gegebenheiten der humanen Linse
dienen konnen, dazu soll die vorliegende Arbeit einige Aspekte aufzeigen.

Zwar wurde in der vorliegenden Arbeit mit den Linsen von GroBBschweinen aus dem Schlachthof
und nicht mit solchen des Gottinger Minipigs gearbeitet, aber da bis auf den Groenunterschied
keine Unterschiede in den Linsen dieser Rassen bestehen, kann davon ausgegangen werden, dass
die Ergebnisse der Arbeit durchaus auf die Linsen der Gottinger Minipigs iibertragbar sind.

Ein zusitzliches Hilfsmittel, welches bei der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurde, ist das
softwaregesteuerte Bildanalysesystem MELANIE der Firma Genebio (Schweiz). Darauf,
inwiefern Computersysteme neue Moglichkeiten in der Forschung und in der Auswertung
isoelektrischer Trennverfahren bieten, soll in einem Nebenaspekt dieser Arbeit ebenfalls

eingegangen werden.
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2.3 Die historische Bedeutung der Blindheit — unter anderem durch Katarakt — und Wege

ihrer Erforschung und Therapie

Schon seit Anbeginn der Menschheit bedeutete Blindheit (gr. TupAdTng (typhlotes), duavpwoig
(amaurosis), aBAeyia (ablepsia); lat. caecitas) eine groBe Einschrinkung fiir den vor allem durch
seine Augen wahrnehmenden Menschen.
In der Antike war die Blindheit die wohl am héufigsten vorkommende Behinderung. So galt sie
auf der einen Seite als gottliche Strafe, wie beispielsweise von Ovid in seinen Metamorphosen
beschrieben:
0 verurteilte sie [Juno] die Augen ihres Richters [Tiresias] zu ewiger Nacht. “

(vgl. Ovid, Metamorphosen 3, 316ff). Hiufig hatte Blindheit daher eine gesellschaftliche
Achtung mit dem entsprechenden sozialen Abstieg der betroffenen Person zur Folge. Auf der
anderen Seite zeichnete sie oft Dichter (der Sage nach Homer), Musiker oder Seher (z.B.
Tiresias) aus.
Im Alten und Neuen Testament war die Blindheit hidufig Teil des gottlichen Heilsplans (vgl.
Isaak (Gen 27,1-40), Tobit (Tob 2-12), Saulus (Apg 9,8f.)). So vollbrachte auch Jesus an
mehreren Blinden Wunderheilungen, wie z.B. bei Lk 18,41-43 beschrieben:

,Herr, ich mochte wieder sehen konnen. Da sagte Jesus zu ihm: Du sollst wieder sehen.

Dein Glaube hat dir geholfen. Im gleichen Augenblick konnte er wieder sehen. *
Schon Aristoteles (384 — 322 v. Chr.) und Diodor (1. Jhd. v. Chr.) unterschieden eine erbliche
Blindheit, wie z.B. die Katarakt, von einer erworbenen Blindheit, die z.B. durch iiberméBigen
Weingenuss zustande kam (Aristoteles: EN 3,7. Diodor: IIla 26f.). Ob die dort beschriebene
erworbene Blindheit im Sinne eines Rausches oder durch Methanol im Sinne einer
Alkoholamblyopie gesehen werden muss, ldsst sich nicht mit Sicherheit sagen. Im altigyptischen
Papyrus Ebers, welcher um 1550 v. Chr. entstand, finden sich im dritten Abschnitt, der sich mit
der Behandlung innerer Krankheiten befasst und eine gro3e Rezeptsammlung enthilt, die dltesten
schriftlich iiberlieferten medikamentdsen Therapien des grauen Stars (Ebers, 1875):

»Andere Mittel gegen die Verschleierung im Auge am ersten Tage.

Sumpfwasser

am zweiten Tage

Honig

Stibium
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auf einen Tag.“ (LVI, 6-8)
An dieser Stelle sei aber darauf hingewiesen, dass man heute weill, dass Sumpfwasser
Huminstoffe enthilt, die eine antiseptische Wirkung haben. Daher muss man davon ausgehen,
dass als Ursache der Blindheit neben der Katarakt auch das beginnende Trachom eine Rolle
spielte, welches sich als bakterielle Infektion durch die Huminstoffe giinstig beeinflussen lief3.
An einer anderen Stelle des Papyrus ist beschrieben:

wAnderes zum Vertreiben der Blindheit in den Augen an dem Rundkorper. Trockene

Myrren zerrieben mit geronnener (saurer) Milch hernach auf die Augen thun. Ein

anderes:

Zwiebel vermischt mit 3. Honig

hernach auf die Augen thun.“ (LXVIIL, 21 — LVIII, 2)
Die Ingredienzien werden jeweils in bestimmten, in altigyptischen Maleinheiten angegebenen
Mengen genannt. Insgesamt enthilt der Papyrus Ebers iiber 100 Rezepte gegen Blindheit
wohingegen operative Vorgehen im alten Agypten scheinbar #uferst selten waren und iiber die
Anatomie des Auges nur rudimentédre Kenntnisse vorhanden gewesen zu sein scheinen.
In der Antike beschrieb der romische Schriftsteller Aulus Cornelius Celsus (1. Jhd. n. Chr.) in
dem allein erhaltenen medizinischen Teil seiner Enzyklopédie die Katarakt als eine Ansammlung
von triiber Fliissigkeit in einem leeren Raum (locus vacuus) zwischen Iris und Linse und schlug
eine konservative Therapie mittels Aderlass, Anregung vermehrter Schleimproduktion,
Riucherung und Salbung vor (Celsus, 1. Jhd. n. Chr. a) sowie bei chronischen Fillen eine
chirurgische Therapie. Diese solle aber erst dann eingesetzt werden, wenn die triibe Fliissigkeit
sich etwas verfestigt habe, weswegen vor der Operation iiber drei Tage eine bestimmte Diét
eingehalten werden solle. In der Operation wurde die Triibung mit einer Nadel hinter die Linse
gedriickt, das Auge anschlieBend mit einem in Eiklar getrinkten Tuch verbunden und der Patient
dann zu strikter Ruhe angehalten, bis die Wunde verheilt war (Celsus, 1. Jhd. n. Chr. b). Die aber
wahrscheinlich noch friiher als von Celsus berichtete und somit #lteste detaillierte Uberlieferung
einer Staroperation stammt von dem um 40 n. Chr. wirkenden griechischen Augenarzt
Demosthenes Philalethes aus der Schule des Herophilos von Alexandria (4./3. Jhd. v. Chr.), der
eine Methode anwendete, die in gleicher Weise bis ins 19. Jahrhundert zur Anwendung kam
(Nutton, 1997). Er fiihrte auch die anatomischen Studien des Herophilus weiter, durch den

erstmals ein fundiertes Wissen iiber das Auge und seine Strukturen begriindet wurde, wenn auch
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viele Auffassungen in der Zukunft noch revidiert werden mussten; unter anderem auch die, dass
es sich bei der Linse um eine kristallartige Fliissigkeit handele (Fischer, 2005).

Der griechische Arzt Galenos von Pergamon (129 bis etwa 199 n. Chr.) teilte den grauen Star in
drei Kategorien ein. Er unterschied jugendliche, komplizierte und unkomplizierte
Linsentriibungen.

Doch wie entstand aus den von den Griechen fiir die Linsentriibung verwendeten Worten Unéyupa
(hypochyma) und unoxuoig (hypochysis), beide abgeleitet von dem Verb undxéw (hypocheo, dt.
daruntergie3en), die Bezeichnung ,cataracta’, die heute, in z. T. abgeédnderter Schreibweise und
Aussprache, in vielen europdischen Sprachen fiir den Begriff ,grauer Star’ gebriduchlich ist?
Erstmalig tauchte der Begriff ,Katarakt’ als Bezeichnung einer Augenkrankheit gegen Ende des
11. Jahrhunderts n. Chr. im Werk des ersten Ubersetzers arabischer medizinischer Werke ins
Lateinische, Constantinus Africanus, auf (Baader, 1967).

Nach Klaus-Dietrich Fischer (2000) fufit der Gebrauch dieses damals mit einer Augenkrankheit
in keinster Weise in Verbindung stehenden Wortes schlichtweg auf einem Zuordnungsfehler des
Augenarztes und Medizinhistorikers Julius Hirschberg (18.09.1843 — 17.02.1925), der sich
eingehend mit den Texten des Constantinus Africanus beschiftigte und zu Studienzwecken
eigens Arabisch gelernt hatte. Er ordnete ndmlich den von Constantinus Africanus im arabischen
Urtext gebrauchten Wortern ,nuzill al-ma’ (HerabflieBen des Wassers) bzw. ,al-ma’ (das Wasser)
das Wort ,cataracta’ zu, dessen eine mogliche Bedeutung ,Wasserfall’ ist. Diese Ubersetzung
entsprach durchaus der damals angenommenen Pathogenese, der zufolge eine vom Gehirn
herabflieBende Fliissigkeit die Linse getriibt habe. So wurde ein zwar hédufig im Zusammenhang
mit Augenerkrankungen gebrauchtes, aber nie eben einer bestimmten Erkrankung zugeordnetes
Wort, zum Eigennamen einer Erkrankung, die urspriinglich bei den alten Griechen wie bereits
erwihnt als Undyxupa (hypochyma) oder unoxuoig (hypochysis) und bei den Romern als ,suffusio’
bezeichnet worden war.

War der eigentliche Sitz der Triibung lange Zeit unbekannt, beschrieben Remy Lasnier und
Francois Quarré 1650 den Ort der Triibung als ausschlieBlich die Linse betreffend. Diese These
wurde 1656 durch anatomische Studien von Prof. Werner Rolfinck (15.11.1599 — 06.05.1673)
bestitigt. Bis zur eigentlichen Anerkennung dieser Entdeckung sollte es allerdings noch
Jahrzehnte dauern.

1745 entwickelte der Ophthalmologe Jacques Daviel (1693 od. 1696 — 30.09.1762) die nach ihm

benannte Operationsmethode zur Entfernung der Augenlinse bei Katarakt, die er in seinem 1753
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veroffentlichten Werk ,,.Sur une nouvelle méthode de guérir la cataracte par 1’extraction du
cristalin® beschrieb (Daviel, 1753). Diese intrakapsulédre Staroperation, bei der der Linseninhalt
nach unten abgelassen wurde, wurde lange Jahre mit gutem Erfolg durchgefiihrt. Dass es aber
auch zu misslungenen Operationen mit der Folge volliger Blindheit kam, beschreibt z.B. Johann
Wolfgang von Goethe (28.08.1749 — 22.03.1832) in seinem zwischen 1809 und 1813
entstandenen Werk ,,Aus meinem Leben. Dichtung und Wahrheit“ im 16. Buch. Er schildert
ausfiihrlich die durch Johann Heinrich Jung-Stilling (12.09.1740 — 02.04.1817), einem zu seiner
Zeit weit iiber die Grenzen des deutschen Sprachraums hinaus bekannten Augenarzt und
Staroperateur, an einem Herrn Lersner durchgefiihrte beidseitige Kataraktoperation, die aber
misslang und zur volligen Blindheit des Patienten fiihrte.

Heute ist die extrakapsulidre Kataraktextraktion mit anschlieBender Einfiigung einer Kunstlinse in
den Kapselsack eine weitgehend unproblematische und hidufig durchgefiihrte Operation, da sie
noch immer die einzige Therapie der Katarakt ist.

Etwa 95% aller Katarakte sind erworben. Nur ca. 5% aller Katarakte entstehen congenital, z.B.
im Rahmen frithembryonaler Schidigungen durch Viren (v.a. Roteln, Mumps, Hepoatitis,
Toxoplasmose), oder werden vererbt (autosomal dominant, rezessiv, sporadisch oder X-
chromosomal gebunden). Die erworbenen Katarakte kommen vor allem als Cataracta senilis, die
ca. 80% aller erworbenen Katarakte ausmachen und worunter auch die Katarakte bei Diabetes
mellitus Typ II fallen, oder weit seltener im Rahmen von Allgemeinerkrankungen (z.B.
Galaktosdmie, Niereninsuffizienz), bei Augenerkrankungen (z.B. Heterochromie, chronische
Iridozyklitis), nach intraokuldren Eingriffen (z.B. Vitrektomie), nach Verletzungen (z.B.
Bulbuskontusion oder -perforation, Verblitzungen, Infrarotlicht) oder durch Medikamente (am
hiufigsten Kortison) bedingt vor (Phelps Brown et Bron, 1996, Graw, 2003, Graw et Loster,
2003). Dieser Begriff Cataracta senilis ist ein Sammelbegriff fiir verschiedene Kataraktformen
und besagt, dass die groBe Mehrzahl der Katarakte durch Addition von mehreren Noxen iiber den

Faktor Zeit, also durch Altern, entstanden ist (Miiller-Breitenkamp et Hockwin, 1991).

2.4 Anatomie und Physiologie der Linse

Die Transparenz der Augenlinse, die die Grundlage des Sehprozesses ist, ist einerseits durch die

Avaskularitit sowie das Fehlen von Nerven und Lymphbahnen gegeben, andererseits spielt das

komplexe Zusammenspiel der linsenspezifischen Proteine, der so genannten Kristalline, eine
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wesentliche Rolle. Durch verschiedene Ursachen, wie z.B. UV-Strahlen, medikamentds-toxische
Wirkungen oder Stoffwechselerkrankungen, kommt es zu Stérungen des Gleichgewichts der
Kristalline und des Stoffwechsels der Linse (Phelps Brown et Bron, 1996, Miiller-Breitenkamp
et Hockwin, 1991). Wie auch wihrend des normalen Alterungsprozesses der Linse fiihrt dies
dazu, dass der Anteil des wasserloslichen Kristallins ab- und der des wasserunldslichen
Kristallins zunimmt. Dies kommt dadurch zustande, dass die wasserloslichen Kristalline mit der
Zeit aggregieren und sich so neue, hochmolekulare Kiristalline und wasserunlosliche
Proteinkomplexe bilden (Hoenders und Bloemendal, 1982; Bloemendal et al., 1985). Je mehr
wasserunlosliche Komplexe sich bilden, desto mehr wird das enge Zusammenspiel der Kristalline
gestort, infolge dessen die Transparenz der Linse immer weiter abnimmt, wihrend sie unter
normalen Bedingungen erhalten bleibt (Bours J et al, 1990).

In der Linse lassen sich drei Gruppen von Kristallinen aufgrund ihrer Ladungsverhéltnisse
voneinander abgrenzen, die als a-, PB- und vy-Kristalline bezeichnet werden. Mittels
Elektrophorese, Isoelektrofokussierung und Chromatographie lassen sich diese Kristalline in
weitere Untergruppen aufteilen.

Den groften Anteil an den Linsenproteinen hat das a-Kristallin, welches durch seine besondere
Struktur und seine hohe Hitzestabilitdt das weniger hitzestabile - und y-Kristallin durch Bindung
stabilisiert und so vor Denaturierung und somit Prizipitation schiitzen kann (Rao et al., 1995;
Gopalakrishnan et al., 1994). Damit tibernimmt es eine Aufgabe dhnlich der der Chaperone oder
Hitzeschockproteine. Chaperone sind ATPasen, die die Aufgabe haben, Polypeptidketten
wihrend ihrer Faltung im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums vor Aggregation zu
schiitzen, indem sie sich wie eine Kappe an die freien Enden der Polypeptidkette binden. Ahnlich
dieser Chaperone reagieren die Hitzeschockproteine, die Eiweile vor Denaturierung schiitzen
indem sie bei Temperaturanstiegen in den Zellen in groBer Zahl synthetisiert werden und sich als
Schutz an die der Hitze ausgesetzten Eiweille binden.

Durch den geschichteten Aufbau der Linse, deren neu gebildete Fasern sich von auBlen auf die
bereits bestehenden Schichten auflagern, lassen sich sehr gut die Verdnderungen des
Linsenkristallins in den verschiedenen Altersschichten untersuchen. Bisher wurden neben
humanen Linsen vor allem Rinder- und Rattenlinsen als Versuchsobjekte gebraucht. Die
Schweinelinse wurde bisher wenig beachtet, da die Tiere in der Regel noch vor ihrem zweiten
Lebensjahr geschlachtet werden und somit meist noch zu jung sind, um an einer Katarakt zu

erkranken oder andere, altersspezifische Veridnderungen der Linse aufweisen zu konnen. Daher
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gibt es auch bisher nur wenig Literatur iiber die Kristalline in Schweinelinsen, so dass in dieser
Arbeit meist auf Literatur iiber andere Spezies zuriickgegriffen werden musste, um die

Grundinformationen iiber die Kristalline zusammen tragen zu kdnnen.

2.5 Wachstum und Entwicklung der Augenlinse

Schon frith in der Embryonalzeit des Menschen beginnt die Entwicklung der Augenlinse. Im
ersten Fetalmonat kommt es zur Einstiilpung von Oberflichenektoderm in die primitive
Augenblase welche aus Neuroektoderm besteht und sich um den 23. Tag der Embryogenese als
Ausbuchtung des Vorderhirnes bildet. Zunédchst kommt es zur Ausbildung des so genannten
Augenbechers, der sich durch Wiederverschluss des Oberflichenektoderms und Abschniirung
zum Linsenblidschen weiterentwickelt. Das Oberfldchenektoderm direkt iiber dem Linsenbldschen
entwickelt sich zur durchsichtigen Hornhaut. Die Zellen am hinteren Pol des Linsenblidschens
elongieren, bis sie das Lumen des Linsenblidschens als primire Linsenfasern vollstindig
ausfiillen. Sie bilden den Embryonalkern der Linse, auf den alle sekundidren Linsenfasern von
aulen aufgelagert werden. Die Zellen am vorderen Pol des Linsenbldschens bleiben als
einschichtige Epithelzellreihe erhalten und behalten auch im weiteren Verlauf der Entwicklung
ihre Teilungsfihigkeit, die sich allerdings auf die im Aquatorbereich liegenden Zellen beschriinkt.
Diese Zellen bilden zeitlebens die so genannten sekundiren Linsenfasern, die sich wie die
Jahresringe an einem Baum den é&lteren Fasern von auflen auflagern. Diesen im Korper
einmaligen Wachstumsprozess bezeichnet man als appositionelles Wachstum.

In der Linse lassen sich so verschiedene Kerne abgrenzen, die von innen nach auflen als
Embryonal-, Fetalkern, infantiler Kern und Erwachsenenkern bezeichnet werden. Die Bildung
des Embryonal- und des auf ihn folgenden Fetalkerns ist bei der Geburt abgeschlossen, und die
Bildung des infantilen Kerns beginnt. Mit der dritten Lebensdekade beginnt die Bildung des
Alterskerns.

Da die Linse fest von der tiberwiegend aus Kollagen bestehenden Linsenkapsel umschlossen ist,
gehen keine Zellen verloren, und es findet zeitlebens eine Gewebsverdichtung statt (Phelps

Brown et Bron, 1996).
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2.6 Stoffwechsel und Altern der Linse

Als rein epitheliales Organ enthilt die Linse weder Nerven noch Gefdfle oder Lymphbahnen.
Dies ist eine wesentliche Vorraussetzung fiir ihre Funktion. Der Prozess des Sehens besteht aus
einer Fokussierung des Lichtes auf die Retina, durch die ein scharfes Abbild der Umwelt entsteht.
Durch den Lichteinfall werden die Stibchen und Zipfchen in der Retina gereizt, die dann iiber
komplexe Bahnen die neuronalen Impulse an die Sehrinde weiterleiten, wo die eingehenden
Informationen zu einem wahrnehmbaren Bild verarbeitet werden. Damit dieser Prozess tiberhaupt
in Gang gesetzt werden kann, ist eine vollkommene Transparenz der Linse notig, durch die der
ungestorte Lichteinfall auf die Retina gewdhrleistet wird. Diese Transparenz ist einerseits durch
die bereits erwihnte Avaskularitit sowie das Fehlen von Nerven- und Lymphbahnen und
andererseits durch das komplexe Zusammenspiel der linsenspezifischen Proteine, den so
genannten Kristallinen, gewihrleistet. Auf der Stoffwechselebene spielt dafiir der iiberwiegend
glykotisch ablaufende Kohlenhydratmetabolismus eine wichtige Rolle.

Die Erndhrung der Linse erfolgt durch Diffusion des Kammerwassers. Der Transport von
Nihrstoffen, Mineralien und Wasser in der Linse erfolgt iiber das Linsenepithel durch eine als
,Pump-leak’-System bezeichnete Transportart, die sowohl die aktive Ubertragung von Natrium,
Kalium, Calcium und Aminoséduren aus dem Kammerwasser als auch die passive Diffusion durch
die hintere Linsenkapsel erlaubt. Der Wassergehalt der Linse ist normalerweise stabil, nimmt
aber mit dem Alter ab. Dies und eine Zunahme der wasserunldslichen Linsenproteine fithren im
Alter zu einer Verhirtung und einem Elastizititsverlust der Linse, durch die die
Akkomodationsfihigkeit nachldsst und die Transparenz der Linse abnimmt. Eine weitere Rolle
fiir den Verlust der Akkomodationsfidhigkeit spielt das appositionelle Wachstum der Linse, durch
welches im Laufe des Lebens die Linsengrofe stetig zu- und die somit die Elastizitit der Linse
abnimmt. Durch diesen feststehenden Prozess und durch einen Verlust der Zugféhigkeit der
Zilliarfasern kommt es dazu, dass jeder Mensch im Laufe seines Lebens eine mehr oder weniger

ausgepragte Altersweitsichtigkeit (Presbyopie) entwickelt (Rohen, 1952).

2.7 Proteine und Proteinfaltung

Proteine sind aus Aminosduren aufgebaute hochmolekulare Polypeptide, die durch

Saureamidbindungen, die so genannten Peptid-Bindungen, miteinander verkniipft sind. Die
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Bezeichnung ,Protein’” wurde von Berzelius gepridgt und leitet sich ab von dem griechischen
,proteuo’ (ich nehme den ersten Platz ein). Erstmals verwendet wurde die Bezeichnung von
Mulder in seinem 1840 erschienenen Lehrbuch.

Die Proteine sind neben den Nukleinsduren die wichtigsten molekularen Stoffe der tierischen
Zelle. Sie sind die Grundbausteine fiir Enzyme, Hormone, Stiitz-, Geriistbausubstanzen sowie
Regulationsstoffe und nehmen als Antikorper wichtige Funktionen wahr. Thr Molekulargewicht
liegt zwischen 10.000 und einigen 100.000 Dalton.

Die Funktion eines Proteins wird bestimmt durch die Reihenfolge der vorkommenden
Aminosduren, die auch die Konformation, das heif3t die Anordnung der Atome im Raum, festlegt.
Grundsitzlich unterscheidet man bei Proteinen eine Primérstruktur von einer Sekundéir-, Tertidr-
und Quartérstruktur. Die Primérstruktur entspricht der Reihenfolge der Aminosduren einer
Polypeptidkette (s. Abb. 2, links). Die Sekundirstruktur beschreibt eine bestimmte Art der
Faltung einer Polypeptidkette. Diese Art der Faltung ist durch die Primérstruktur festgelegt und
entsteht durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den >C=0 und den
HN-Gruppen der Peptidbindungen. Die wichtigsten Sekundirstrukturen sind die a-Helix- und die
B-Faltblattstrukturen (s. Abb. 3 und 4). Die Tertidrstruktur entsteht durch Zusammenlagerung der
Sekundérstrukturen zu so genannten Domédnen (s. Abb. 2, Mitte rechts). Neben Wasserstoff-
briickenbindungen spielen hier auch Disulfidbindungen eine wichtige Rolle. Daneben kommen
Ionenbindungen zwischen positiv und negativ geladenen Seitenketten sowie hydrophobe
Bindungen im Inneren der Polypeptidketten zum Tragen. SchlieBen sich diese zu globuldren
Proteinen zusammengefalteten Polypeptidketten zu hoheren Aggregaten zusammen, SO
bezeichnet man diese Aggregate als Quartérstrukturen und die einzelnen Peptidketten, aus denen

diese gebildet werden, als Untereinheiten (s. Abb. 2, rechts).
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Primary Secondary Tertiary » Quaternary

Abb. 2: Primirstruktur (links), Sekundéarstruktur (Helices, Faltblitter, Turns, Loops) (Mitte
links), Tertidrstruktur (Mitte rechts) und Quartirstruktur (rechts) von Proteinen (Branden, 1991)
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Abb. 4: B-Faltblatt: antiparalleles (links) und paralleles (rechts) B-Faltblatt (Branden, 1991)
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Vier antiparallele B-Stringe bilden oft ein so genanntes ,Greek-Key’ Motiv, dessen Aufbau
einem verbreiteten Ornament der griechischen Kunst, der so genannten Méanderform, @hnelt (s.
Abb. 5). Natiirlich ist das ,Greek-Key’ Motiv nicht die einzige Moglichkeit, aus vier
antiparallelen B-Stringen ein B-Faltblatt zu bilden. Sein hédufiges Auftreten in Proteinstrukturen
folgt moglicherweise daraus, dass es sich leicht durch Verformung aus einer lidngeren [-

Haarnadel erzeugen lésst; ein Vorgang, der die Faltung des Proteins erleichtern konnte.

T

Abb. 5: ,Greek-Key’ Motive und ihre Herleitung aus der griechischen Kunst (modifiziert nach
Richardson et al., 1992 und Branden, 1991))

2.8 Zusammensetzung der Linse

Als eines der proteinreichsten Organe des Korpers besitzt die Linse bezogen auf ihr
Frischgewicht einen Eiweilanteil von ca. 35%. Dieser Anteil setzt sich zum grof3ten Teil aus den
so genannten Kristallinen zusammen (Hockwin, 1983), die sich als linsenspezifische Proteine in
eine wasserlosliche und eine wasserunlosliche Gruppe aufteilen lassen (Mdorner, 1894).

Nach ihrer MolekiilgroBe und ihrer elektrischen Ladung lasst sich die wasserlosliche Fraktion
(water-soluble = ws) der Kristalline in drei groe Hauptgruppen, die o-, B- und y-Kristalline
unterteilen. Diese drei Hauptgruppen lassen sich mit Hilfe von IEF, Sadulenchromatographie,
Immunelektrophorese etc. in weitere Fraktionen zerlegen.

Neben den wasserloslichen Kristallinen die ca. 90% der Linsenproteine ausmachen existiert noch

die Gruppe der wasserunloslichen (water-insoluble = wi) Kristalline, deren prozentualer Anteil
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mit dem Alter zunimmt und je nach Lebensalter einen Anteil von 0,2-9% der Linsenproteine
ausmacht (Bours et al., 1987a). Dieser wasserunlosliche Anteil, der frither als Albuminoid
bezeichnet wurde, ldsst sich zum Teil in Harnstoff 16sen (urea-soluble = us). Der
harnstofflosliche Teil enthilt sowohl die Zytoskelettproteine der Linsenzellen als auch die
wasserunloslichen Kristalline (Hoenders und Bloemendal, 1985). Der harnstoffunlosliche Teil
(urea-insoluble = ui) enthélt hauptsidchlich Membranproteine, die aber in Sodiumdodecylsulfat
(SDS) 16slich sind.

Neben den oben beschriebenen Linsenproteinen besteht die Linse zum Grofteil (60-65%) aus

Wasser und enthélt des Weiteren noch 1-2% anorganische Bestandteile (Hockwin, 1983).

2.8.1 a-Kristallin

Das a-Kristallin ist eines der Hauptstrukturelemente in der komplexen Proteinmatrix und macht
ca. 40% der wasserloslichen Linsenkristalline aus (Bloemendal, 1981). Von ihm sind in
entscheidendem MaB3e die Transparenz und somit auch die Refraktion der Linse abhéngig.
Natives a-Kristallin besteht in seiner Quartérstruktur aus Polypeptidketten: oA und aB die im
Verhiiltnis 3:1 vorliegen (Horwitz et al., 1999). Chromatographisch lédsst es sich in drei Gruppen
auftrennen, die durch ihre verschiedenen Molekulargewichte charakterisiert sind (Spector et al.,
1971):

o-Low mit einem MG von 600 — 900 kDa,

a-High mit einem MG von 900 — 4000 kDa sowie

a-HM mit einem MG tiber 10000 kDa.
Alle drei o-Kristalline werden aus jeweils vier identischen Untereinheiten gebildet, die ein
Molekulargewicht zwischen 19500 und 22500 Da haben (Van Kamp et al., 1971). Mittels IEF-
Elektrophorese in 7M-Harnstoff ldsst sich das native a-Kristallin in diese Untereinheiten
auftrennen. Die Untereinheiten werden bezeichnet als

oAl und aA2 (saure Polypeptidketten) sowie

aB1 und aB2 (basische Polypeptidketten).
Wihrend aA2 und aB2 durch eine 14 bzw. 10S m-RNA genetisch determiniert sind (Bloemendal
et al, 1985), entstthen oAl und aBl erst nach der Embryonalzeit als postsynthetische
Deamidierungsprodukte aus A2 und aB2 (Harding und Dilley, 1976; Bloemendal et al., 1985).
Das native a-Kristallin hat einen IP zwischen pH 4,00 und pH 4,85 (Bours, 1975, 1984a).
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In Bezug auf die Quartirstruktur des a-Kristallins gibt es verschiedene Modelle, die diskutiert
werden. Das zurzeit als das Wahrscheinlichste anzusehende ist das Modell der Micellenstruktur,
das Singh et al. 1995 beschrieben haben. Hierbei bilden die Untereinheiten des a-Kristallins eine
micellenartige Struktur, bei der die C-terminalen Enden die duflere und die N-terminalen Enden

die innere Cavitit bilden. Dabei bildet sich im Inneren der Micelle ein molekularer Freiraum.

Abb. 6 (links): Sekundérstruktur des a-Kristallins. Die N-terminale Doméne (griin) enthélt drei a-
Helices, die C-terminale Doméne (rot) besteht aus sieben alternierenden B-Faltblittern sowie
zwei einzeln stehenden B-Faltblittern. (Modell nach Augusteyn, 2004)

Abb. 7 (rechts): Eine mogliche Quartérstruktur des a-Kristallins in der Micellen-Form. Die N-
terminalen Doménen (dunkelgrau) liegen im Inneren, die C-terminalen Doménen (hellgrau) an
der AuBenseite der Micelle, in der Mitte liegt der molekulare Freiraum. (Modell nach Augusteyn,

2004)

Kristallographische und spektroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass es sowohl reine
aA- als auch reine aB- Micellen gibt. Neben diesen reinen Formen kommen aber auch
Mischformen, idealerweise im Verhiltnis aA zu aB gleich 3:1, vor (Horwitz et al., 1999).

Durch seine hohe Hitzestabilitdt (bis 100 °C) (Maiti et al., 1988) kann das a-Kristallin als

molekulares Chaperon fungieren (Horwitz, 1992). Als solches schiitzt es andere Proteine vor
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Denaturierung oder dem Einfluss von Sduren und Basen sowie dem Abbau durch proteolytische
Enzyme, indem es sie in den molekularen Freiraum in der Mitte der Micelle aufnimmt und so
einem Zugriff von auflen entzieht. Dabei ist das native a-Kristallin deutlich hitzestabiler als das
oA oder aB alleine (Horwitz et al., 1999).

Klemenz et al. zeigten 1991 dass das a-Kristallin kein linsenspezifisches Protein ist — wie lange
angenommen wurde — sondern dass das oA auch in Gehirn-, Herz- und Milzgewebe gefunden
werden kann. Kurz danach gelang auch der Nachweis von oB in Milz- und Thymusgewebe (Kato
et al., 1991; Srinivasan et al., 1992). Eine Uberexpression von oB kann ebenfalls bei vielen
neurologischen Erkrankungen gefunden werden und es ist bekannt, dass Mutationen des aA- oder
aB-Kiristallins sowohl Katarakt verursachen konnen als auch bei der Genese von Myopathien
eine Rolle spielen (Horwitz, 2003). In der Linse ldsst sich aber die héchste Konzentration des o-
Kristallins finden. Im Vergleich dazu ist seine Konzentration in allen anderen Geweben sehr viel

niedriger.

2.8.2 B-Kristallin

Das B-Kristallin bildet die grofte und heterogenste Gruppe unter den wasserloslichen Kristallinen
(Bloemendal, 1981). In der Chromatographie lassen sich zwei Hauptgruppen unterscheiden (Van
Kleef, 1975):
hochmolekulares By-Kristallin (MG 100 — 200 kDa; IP pH 5,7 — pH 6,45)
niedermolekulares By -Kristallin (MG 40 — 90 kDa; IP pH 6,7 — pH 6,92)
Mittels Isoelektrofokussierung konnen beide Gruppen weiter aufgetrennt werden. Die dabei
entstehenden hochmolekularen ;- bis Bg-Fraktionen finden sich vor allem im Kern, wihrend die
niedermolekularen Bo- bis Bjp-Fraktionen vor allem im Cortex zu finden sind (Bours und
Hockwin, 1977; Bloemendal, 1981). Eine maximale Auftrennung in 28 B-Fraktionen ist in der
Isotachophorese moglich (Bours, 1984a; Bours 1984b; Bours 1987). Dies hat aber fiir das
Verstindnis der Funktion des B-Kristallins keine Bedeutung und ist somit fiir die Praxis
irrelevant.
Slingsby konnte 1989 den B-Kristallinen mit Hilfe der 2-D-Gelelektrophorese sieben Polypeptide
zuordnen. Diese sind:
sauer: BA; (MG 23 kDa), BA, (MG 23 kDa), A3z (MG 25 kDa), BA4s (MG 23 kDa)
basisch: BB, (MG 32 kDa), BB, (MG 31 kDa), BB, (MG 26 kDa), B3 (MG 27 kDa)
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Von diesen lassen sich BB, und BB} allerdings nur in hochmolekularen B-Kristallinen finden.
Die B-Kristalline werden in ihrer Quartérstruktur aus jeweils zwei Doméinen gebildet, die sich aus
so genannten ,Greek-Key’ Motiven zusammensetzen. Diese wiederum bestehen aus f-

Faltblittern in antiparalleler Orientierung (Slingsby et al., 1988).

Abb. 8: Die verschiedenen dreidimensionalen Strukturen der B-Kristalline (van Montfort et al.,

2003)

Im Gegensatz zu den o- und y- Kristallinen, deren Konzentration im Alterungsprozess abnimmt,
nimmt die Konzentration der Py-Kristalline mit dem Alter zu (Bours et al., 1991a). Diese
Zunahme kommt dadurch zustande, dass niedermolekulares B-Kristallin zu hochmolekularem -
Kristallin aggregiert und hochmolekulare [-Kristalline, wie auch andere wasserlosliche
Kristalline, in die wasserunloslichen Fraktionen eingebaut werden (Bours, 1984b). Im
wasserunloslichen Anteil findet sich allerdings mit steigendem Lebensalter ein Abfall der [-
Kristalline, da diese zunehmend an das a-HM-Kristallin gebunden werden (Bours, 1984b; Bours

etal., 1991a).
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Im Gegensatz zu dem o-Kristallin, welches auch bei Temperaturen bis zu 100 °C nicht
denaturiert (Maiti et al., 1988), ist das B-Kristallin weniger hitzestabil, kann aber in Anwesenheit
von a-Kristallin vor Denaturierung geschiitzt werden, indem es in den ,molekularen Hohlraum’
in der o-Kristallin-Micelle bindet (Rao et al., 1995).

Eine Sonderstellung in der Gruppe der B-Kristalline nimmt das Bgs/ys-Kristallin ein. Durch seine
Primir- und Tertidirstruktur hat es eine groBere Ahnlichkeit mit den monomeren y-Kristallinen als
mit den oligomeren B-Kristallinen (Bessems et al., 1986) und ldsst sich in der Chromatographie
auch nur unvollstindig von den vy-Kristallinen trennen, verhidlt sich aber in der
Isoelektrofokussierung und in der Elektrophorese wie die P-Kristalline (Van Dam, 1966;
Bessems, 1985; Bessems et al., 1986). Die Konzentration des Ps/ys-Kristallins in der Linse
verhilt sich genau wie die des B-Kristallins, sein Molekulargewicht liegt bei ungefihr 28 kDa und
sein isoelektrischer Punkt zwischen pH 6,85 und pH 7,00.

2.8.3 y-Kristallin

Die y-Kristalline sind mit Molekulargewichten zwischen 20 kDa und 24 kDa die kleinsten
Kristalline. Sie liegen als Monomere vor und haben im Vergleich zu den anderen Kristallinen die
geringste elektrophoretische Beweglichkeit. Thr isoelektrischer Punkt liegt zwischen pH 7,1 und
pH 8,1 (Bours, 1977).

In der Isoelektrofokussierung lassen sich die y-Kristalline in vier Fraktionen auftrennen, die mit
v1 bis y4 bezeichnet werden.

Grundbausteine der Quartdrstruktur der y-Kristalline sind wie bei den B-Kristallinen die ,Greek-
Key’ Motive, die auch hier aus antiparallelen B-Faltblittern bestehen. Zwei ,Greek-Key’ Motive
lagern sich zu einer Doméne zusammen. Zwei sich autonom faltende Dominen bilden dann das
native y-Kristallin.

Bei den zu unterscheidenden Fraktionen der vy-Kristalline findet sich eine 50-60%ige
Sequenzhomologie, deren Gemeinsamkeit die vierfache Wiederholung eines bestimmten
Sequenzmusters ist, welches fiir die Konformation der Proteine verantwortlich ist. Das gleiche
Wiederholungsmuster wurde auch bei den B-Kristallinen nachgewiesen (Driessen et al., 1981;
Inana et al., 1983, Summers et al., 1986, Chirgadze et al., 1987). Die hohe Ahnlichkeit und das
Vorkommen gleicher Muster auf Genebene sowohl bei den B- als auch bei den y-Kristallinen

deutet auf ein gemeinsames Urgen hin, welches sich nach zweifacher Genduplikation und Fusion
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im weiteren Verlauf auf der einen Seite als Bestandteil der B-Kristallingene und auf der anderen
Seite als Bestandteil der vy-Kristallingene entwickelt hat, weswegen diese beiden
Kristallingruppen zu einer -y-Superfamilie zusammengefasst werden (Quax-Jeuken et al. 1985,

Lubsen et al. 1988, Winstow et al. 1988).

Domain | Domain Il

Abb. 9: Die dreidimensionale Struktur des y-Kristallins (Basak et al., 2003)

Da die Synthese der y-Kristalline vor allem in der Fetal- und Embryonalzeit ablduft, ist ihre
Konzentration im Kern am hochsten (Papaconstantinou, 1965). Im weiteren Verlauf des Lebens
nimmt die Synthese immer weiter ab, so dass sich in den Regionen des Cortex die geringsten
Konzentrationen der y-Kristalline finden lassen (Bours und Hockwin, 1976). Wihrend im v-
Kristallin der Kernregion alle vier Fraktionen des y-Kristallins zu finden sind, kommen im
Aquatorbereich nur die Komponenten y; und y3; vor, was darauf hindeutet, dass die embryonalen
v-Kristalline anders strukturiert sind als die spiter synthetisierten y-Kristalline (Bours und
Hockwin 1977). Es wird angenommen, dass die y-Kristalline eine Rolle bei Redoxreaktionen und
Elektronentransfers in den Faserzellen spielen.

Die Konzentration der vy-Kristalline nimmt mit zunehmendem Lebensalter in allen
Linsenschichten ab, da sie, wie auch die B-Kristalline, zunehmend an a-HM-Komplexe gebunden
werden (Bours et al., 1991a) und mit weiterem Altern in die Fraktion der wasserunloslichen
Kristalline eingehen.

Denaturiert das y-Kristallin, wird in Anwesenheit von a-Kristallin eine Ausfédllung verhindert,

indem das y-Kristallin von dem o-Kristallin inkorporiert wird (Gopalakrishnan et al., 1994).
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2.9 Altersabhiingige Verinderungen der Linsenproteine

Bestehen die Linsenkristalline in jiingeren Jahren zum groften Teil aus wasserloslichen
Proteinen, nimmt der Anteil der wasserunloslichen Kristalline im Laufe des Lebens stetig zu. Da
die Kristalline nicht einem proteolytischen Abbau unterliegen wie andere Zellen des Korpers,
sondern ihr Alterungsprozess sich in verschiedenen posttranslationalen biochemischen
Modifikationen zeigt, die zu einer zunehmenden Wasserunloslichkeit der Kristalline fiihren,
kommt es zu einer stetigen Zunahme dieser Fraktion. Diese posttranslationalen biochemischen
Verdnderungen sind u.a. Disulfidbriickenbildungen (Harding, 1969; Zigman und Lerman, 1968),
Glycosilierung (Hockwin, 1981), Racemisierung (Hockwin, 1985), Deamidierung und
Phosphorylierung (Hockwin, 1981) sowie Oxidation von Eiweiflen (Jedziniak et al., 1987).
Laufen diese Verdnderungen ab, kommt es zunéchst zu einer Zusammenlagerung wasserloslicher
Kristalline zu hochmolekularen Kristallinen, die dann im Verlauf weiterer Aggregation zunéchst
wasserunloslich aber noch harnstoffloslich und dann schlieBlich auch harnstoffunloslich werden
(Hoenders und Bloemendal, 1982; Bloemendal et al., 1985). Dieser Prozess findet sich am
ausgeprigtesten im Kern der Linse, der den hochsten Anteil der wasserunloslichen Kristalline
und den niedrigsten Anteil der wasserloslichen Kristalline sowie weniger freies Wasser als die
anderen Linsenabschnitte enthilt (Bours et al., 1987b).

Die prozentuale Verteilung der einzelnen Kristallingruppen in den verschiedenen Altersschichten
der Linse zeigt eine ganz charakteristische Verteilung. Da die y-Kristalline vor allem in der
Embryonalzeit gebildet werden, nimmt ihr Anteil ab, je jiinger die Linsenfasern sind (Bindels et
al., 1983). Das heifit, der groBte Anteil des vy-Kristallins findet sich in den iltesten
Linsenschichten (Embryonal- und Fetalkern). Ebenso verhilt es sich mit den o-Kristallinen.
Deren Abnahme im Verlauf des Alterungsprozesses der Linse ist allerdings nicht durch eine
verminderte Syntheseleistung bedingt, sondern liegt an einem erhohten Einbau in die
wasserunloslichen Kristalline und somit in einer verminderten Loslichkeit dieser Fraktion. Im
Gegensatz dazu steigt der Anteil der B-Kristalline im Verlauf des Alterungsprozesses (Bours und
Hockwin, 1977). Ebenfalls verdndert sich das Verhiltnis der niedermolekularen o- und f-
Kristalline, die vor allem in dlteren Linsenfasern vorkommen, zu den hochmolekularen a- und f-
Kristallinen, welche vor allem in jiingeren Linsenfasern zu finden sind (van Kamp und Hoenders,

1973).



28

Ozaki und Mizuno zeigten 1992, dass dem Alterungsprozess der Linse bei verschiedenen Spezies
auf molekularer Ebene zwar der gleiche Mechanismus zugrunde liegen muss, die Alterung der
Linse aber je nach Lebenserwartung der Spezies in einer unterschiedlichen Geschwindigkeit
abléduft. So zeigt zum Beispiel eine Ratte wihrend ihres ca. zwei- bis dreijdahrigen Lebens dieselbe
Verteilung von Altersverdnderungen wie der Mensch wihrend seines sechzig- bis achzigjdhrigen

Lebens.
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3. Material und Methoden

Untersucht wurden die wasserloslichen und wasserunloslichen Kiristalline in verschiedenen
Schichten der Schweinelinse (Schnitt 1-12) sowie im Aquatorbereich (Schnitt 13-18). Mittels
Isoelektrofokussierung und 2-D-Elektrophorese konnte eine Trennung der Kristalline nach ihrem
isoelektrischen Punkt in der ersten Dimension und ihrem Molekulargewicht in der zweiten
Dimension durchgefithrt werden. Die Auswertung der Gele erfolgte mit Hilfe des

Computerprogramms MELANIE.

3.1 Elektrophorese

Da Proteine aus Aminosiduren zusammengesetzt sind, besitzen auch die Proteine negative und
positive Ladungen. Fiir die negativen Ladungen spielen vor allem Lysin, Histidin und Arginin,
fiir die positiven Ladungen Glutamin- und Asparaginsédure eine Rolle. Wesentlich beim Protein
sind allerdings nicht die Einzelladungen der verschiedenen Aminosduren, sondern die daraus
resultierende Gesamtladung.
Setzt man ein geladenes Teilchen einem elektrischen Feld aus, wirken auf dieses verschiedene
Krifte, die eine Bewegung des geladenen Teilchens im elektrischen Feld bewirken. Man
unterscheidet eine beschleunigende Kraft F. sowie eine Reibungskraft Fy, die auf die Ladung q
des Teilchens wirken:

Fo=q-e

Frp=1f."v
Hierbei ist e die elektrische Feldstirke, v die Wanderungsgeschwindigkeit des Teilchens und f,
der Reibungskoeffizient. Letzterer ist abhidngig von der Viskositit des Mediums sowie der
Porengrofle der Matrix. Ist F. = Fy , so bewegt sich das geladene Teilchen mit einer konstanten
Geschwindigkeit im elektrischen Feld. Das Erreichen dieses Zeitpunktes ist substanzspezifisch
und héngt von der Mobilitit des jeweiligen Teilchens ab.
Neben dem elektrischen Feld spielt auch noch der pH-Wert fiir die Wanderung der geladenen
Teilchen eine Rolle, da die Ladung eines Teilchens von dem pH-Wert seiner Umgebung abhéngt

(Vesterberg und Svensson, 1966).
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Negativ geladene Proteine erhalten ihre Ladung vor allem durch die Carbonsiure-Reste der
Aminosduren Glutamin- und Asparaginsidure. Gibt man diese Proteine in eine saure Umgebung,
so bindet ein Proton an den Carbonsdure-Rest und das Protein wird neutral.

R-COO + H" <—> R-COOH
In einer alkalischen Umgebung hingegen sind die Carboxylgruppen negativ geladen.

R-COOH + OH" <—> R-COO+H,0
Bei positiv geladenen Proteinen, deren Ladung vor allem durch die Aminosduren Arginin,
Histidin und Lysin bedingt wird, nehmen die freien Aminogruppen im sauren Milieu ein Proton
auf und erhalten dadurch eine positive Ladung.

R-NH, +H" <—> R-NH;"
Im alkalischen Milieu hingegen kommt es zu einer Abspaltung von einem Proton, wodurch die
Aminogruppe neutral wird.

R-NH;" + OH <—> R-NH, + H,O

3.2 Das Prinzip der Isoelektrofokussierung

Im Jahre 1966 wurde die isoelektrische Fokussierung zum ersten Mal durchgefiihrt. Die Idee
hinter dieser Methode basiert auf der Uberlegung, dass jedes Protein einen spezifischen so
genannten isoelektrischen Punkt besitzt. Dieser Punkt entspricht dem pH-Wert, bei dem die
negative und die positive Ladung eines Proteins genau gleich groB ist. Das heif3t, die Nettoladung
des Proteins ist an diesem Punkt gleich Null. Ein Protein wandert also in einem angelegten
elektrischen Feld durch einen pH-Gradienten genau bis zu dem Punkt, an dem der pH-Wert
seinem isoelektrischen Punkt entspricht. Dort ist die Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins
gleich Null. Die isoelektrische Fokussierung ist also ein sich selbst limitierender Vorgang, der
dann beendet ist, wenn alle Proteine an ihrem isoelektrischen Punkt angekommen sind. Wihrend
der Trennung der Proteine steigt die angelegte Spannung kontinuierlich an, wéhrend die
Stromstérke abfillt. Die Beendigung der Trennung wird durch eine nicht mehr weiter absinkende
Stromstédrke angezeigt.

Seit Einfithrung der Polyacrylamidgele als Trennmedium sind deutlich schérfere Trennungen
moglich, da diese Gele gegeniiber den bis dahin verwendeten Agarosegelen den Vorteil haben,
dass sie weniger Hintergrundfdarbung und eine geringere Elektroendosmose zeigen. Auflerdem

wird eine Vermischung der Proteine verhindert und dadurch, dass es zu keinerlei Reaktionen
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zwischen den Polyacrylamidgelen und den Proteinproben kommt, kann die Wanderung der
Proteine ungestort ablaufen. Ein weiterer Vorteil ist, dass auch Gele mit sehr hohen
Harnstoffkonzentrationen hergestellt werden konnen, die eine optimale Auftrennung auch
wasserunloslicher Proteine gewihrleisten.

Um in den Gelen den zur isoelektrischen Fokussierung bendtigten pH-Gradienten aufzubauen,
werden den Gelen Puffer verschiedener pH-Bereiche zugesetzt. Diese ordnen sich von selbst
ihrer Ladung nach an, so dass in dem Gel ein pH-Gradient entsteht, in dem die Proteine bis zu

dem pH-Wert wandern konnen, der ihrem isoelektrischen Punkt entspricht.

3.3 Das Prinzip der Zweidimensionalen- (2-D-) Elektrophorese

Shapiro, Vifiuela und Maizel entwickelten 1967 die Elektrophorese mit Sodiumdodecylsulfat
(SDS), mit deren Hilfe Proteine anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden konnen.
Durch das SDS, welches als anionisches Detergenz die Eigenladung der Proteine iiberdeckt,
entstehen Micellen mit einer konstant negativen Ladung pro Masseneinheit. Das heifit: Die
Ladung der Proteine spielt im weiteren Verlauf fiir die Auftrennung keine Rolle mehr. Einzig die
GroBe der Proteine ist der entscheidende Faktor, bis wohin diese durch das Porenwerk des
Trenngels im Verlauf der Trennung wandern.

Im Jahre 1975 kombinierten O’Farrel und Klose die isoelektrische Fokussierung mit der SDS-
Elektrophorese zur Zweidimensionalen- (2-D-) Elektrophorese. Mit dieser Methode konnen
Proteine in der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt und somit nach ihrer Ladung

und in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

3.4 Aufarbeitung der Schweinelinsen

3.4.1 Priparation

Zunichst wurde die vordere Augenkammer durch einen limbusnahen Schnitt erdffnet und
anschlieBend die Cornea vollstindig entfernt. Mit Hilfe einer gebogenen Préparationsschere
wurden die Zonulafasern, an denen die Linse aufgehingt ist, vorsichtig durchtrennt, so dass die
Linse dann einschlieBlich ihrer Kapsel mit einer anatomischen Pinzette unterfasst und vom

Glaskorper abgehoben werden konnte. Durch vorsichtiges Rollen auf trockenem Filterpapier
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wurden Glaskorper- und Zonularfaserreste von der Linse entfernt und die Linsen dann bei -20 °C

eingefroren, um sie anschlieend mittels Mikroschnitttechnik schneiden zu kdnnen.

3.4.2 Mikroschnitttechnik

Durch die Mikroschnitttechnik ist es moglich, diinne Schnitte der Linse zu untersuchen, und so
ein moglichst genaues Abbild der in den einzelnen Altersschichten der Linse vorliegenden
Proteine zu bekommen.

Um die Aquatoren gesondert untersuchen zu konnen, wurde zunichst die Linsenmitte mit einem
Trepan, der einen Innendurchmesser von 8 mm hatte, ausgestanzt. Die Aquatoren wurden in
Reagenzglisern gesammelt. Der ausgestanzte Linsenzylinder wurde mit dem Trepan in einem
Schneideblock festgeschraubt, der eine konstante Temperatur von -10 °C hatte. Ein Kolben
driickte nun den Linsenzylinder von unten millimeterweise nach oben, so dass der Linsenzylinder
mit einem Messer in 0,5 mm dicke Scheiben geschnitten werden konnte. Je nach Dicke der Linse
konnten so 10-12 Scheiben pro Linse gewonnen werden, die dann auf Bechergldser verteilt
wurden. In dieser Weise wurde mit allen Linsen verfahren, so dass am Ende 12 Bechergliser
(Schnitt 1-12), die jeweils Schnitte einer bestimmten Linsenschicht enthielten, sowie 6

Bechergliser (Schnitt 13-18) mit Aquatoren zur weiteren Verarbeitung zur Verfiigung standen.

3.4.3 Homogenisierung und Aufarbeitung mit Aqua Bidest

Nachdem die Linsen mit Hilfe des Mikrotom geschnitten worden waren, wurden die Schnitte der

einzelnen Linsenschichten in Aqua Bidest mittels Ultraschall homogenisiert.

3.4.4 Zentrifugierung

Nach der Homogenisierung mittels Ultraschall wurden die einzelnen Proben iiber eine Stunde bei
32.000 - g zentrifugiert. So wurde eine Trennung der in den Proben enthaltenen Proteine in einen
wasserloslichen Teil (im Uberstand) sowie das Sediment, welches die wasserunloslichen Anteile
enthilt, erreicht. Der Uberstand wurde bei -20 °C eingefroren und das Sediment so lange
aufgeschwemmt und erneut zentrifugiert, bis der Uberstand, durch Kontrollmessungen bestiitigt,

frei von Kristallinen war. Das Sediment wurde dann ebenfalls bei -20 °C eingefroren.
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3.5 Herstellung der Trenngele und Isoelektrofokussierung

3.5.11EF-Gele

Zur Herstellung der IEF-Gelplatten musste zunédchst mit Hilfe zweier Glasplatten, von denen eine
mit Dichlordimethyl-Silan 10% silikonisiert war, sowie einem 0,5 mm dicken Gummiband eine
Polymerisationskammer gebaut werden.

Zu diesem Zweck wurde auf die nicht-silikonisierte Glasplatte die Kunststofffolie, auf der spéter
das gegossene Gel haften sollte, aufgelegt. Um eine Kammer fiir die Gelfliissigkeit zu schaffen,
wurde auf die Kunststofffolie ein, diese an drei Seiten begrenzendes, 0,5 mm dickes Gummiband
aufgelegt. Abgedeckt wurde das Ganze mit der silikonisierten Glasplatte, deren silikonisierte,
hydrophobe Seite dem Gel zugewandt lag. Die ganze Konstruktion wurde dann mit Hilfe von
Metallklammern so fixiert, dass die Gelfliissigkeit nicht hinauslaufen konnte.

Die Losung fiir ein Gel besteht aus:

n 4 ml Acrylamid-Stammldsung

n 16 ml Aqua Bidest

n 20 ul APS-Losung (40%ig)

n 10 ul TEMED

Die APS-Losung und das TEMED diirfen erst kurz vor dem GieBBen des Geles hinzugegeben
werden, da diese beiden Losungen die Polymerisation der Acrylamidlosung in Gang setzen.

Die Acrylamidlosung wurde mit Hilfe einer Pumpe bis Smm unter den oberen Rand der
Glasplatten luftblasenfrei eingefiillt und anschlieBend mit 60%igem Isopropanol iiberschichtet.
Danach wurden die Kammern zunédchst 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann,
zur vollstindigen Polymerisation, fiir 15 min bei 60 °C im Brutschrank erwérmt.

Nach 15miniitiger Erwdrmung und anschlieBender Entfernung der Metallklammern wurden die
Polymerisationskammern in ein kaltes Wasserbad gelegt und die Glasplatten vorsichtig von der
nun polymerisierten Gelplatte gelost.

Um Riickstinde zu entfernen, wurde die Gelplatte anschlieBend in drei Waschgéngen a 10 min in
Aqua Dest gespiilt und dann, um die Gelplatte ,,geschmeidig® zu halten, 10 min in 1,5%iger
Glycerin-Losung gewaschen. Anschliefend wurde sie bei Raumtemperatur iiber Nacht trocknen

gelassen.
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Um die trockenen Gele fiir die Isoelektrofokussierung vorzubereiten, mussten diese zunichst
rehydratisiert werden. Dies erfolgte je nach Fragestellung in zwei unterschiedlichen Losungen,
welche aus folgenden Komponenten bestehen:
a) Rehydratationslosung fiir native Gele: (Rehydratationszeit 1 Stunde)

n 2 g Sorbitol

n 1 ml Ampholine (pH 3 - 10)

n mit Aqua Bidest auf 20 ml auffiillen
b) Rehydratationslosung fiir denaturierende Gele: (Rehydratationszeit 2 Stunden)

n 2 g Sorbitol

n 8,4 g7M Urea

n 1 ml Ampholine (20 pl pH 3,5-5 plus 500 ul pH 5-8)

n mit Aqua Bidest auf 20 ml auffiillen

Zur Durchfithrung der Gelelektrophorese wurde die Elektrophoresekammer mit 1,5 ml Kerosin
benetzt und dann die rehydratisierte Gelplatte luftblasenfrei aufgelegt. Uberschiissiges Kerosin
wurde mit Filterpapier entfernt. AnschlieBend wurden in gleicher Anzahl wie die Anzahl der zu
laufenden Proben halbe Probenplittchen auf das Gel gelegt und pro Plittchen 7.5 pl der
jeweiligen Probe aufgetragen. Sodann wurde das Elektrophoresegerit mit den Einstellungen 2000
Volt, 14 mA und 14 Watt gestartet. Nach 15 min Laufzeit wurden die Probenplittchen wieder
entfernt und anschliefend fiir 75 min fokussiert. Die Gesamtzeit fiir die Fokussierung betrug 1,5
Stunden.
Nach erfolgter elektrophoretischer Trennung wurden die Gelplatten zunéichst mit Aqua Dest von
der Riickseite abgespiilt, um die dort haftenden Kerosinreste vollstindig zu entfernen, und
anschlieBend fiir 15 min in 20 %iger Trichloressigsdure fixiert. Danach folgten drei Waschginge
a 10 min in Aqua Dest um die aufgetrennten Proteine mit CBB R 25 anzufidrben und
anschlieBend die tiberfliissige Férbelosung wieder auswaschen zu konnen. Die dazu bendtigten
Losungen setzten sich wie folgt zusammen:
a) Firbelosung: (Einwirkzeit: 30 min bei 60 °C oder iiber Nacht bei Raumtemperatur)

n 100 ml Stammldsung (1 g CBB R 240 gelost in 1 1 Methanol)

n 100 ml 20%ige Essigsidure
b) Entféarbelosung: (Einwirkzeit: Bis der Hintergrund klar ist)

n 100 ml 100%ige Essigsdure
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n 300 ml Methanol

n 600 ml Aqua Dest
Um die auf den IEF-Gelplatten aufgetrennten Proben fiir die zweidimensionale Trennung mit
Hilfe der SDS-Gelelektrophorese benutzen zu konnen, entfielen die Fixierung und die Fiarbung
der Gelplatten. Stattdessen wurden die einzelnen Bahnen, auf denen die Proteine der jeweiligen
Proben aufgetrennt worden waren, aus der Gelplatte herausgeschnitten, so dass die einzelnen
Proben getrennt weiter verarbeitet werden konnten. Diese Gelstreifen wurden entweder sofort in

der SDS-Gelelektrophorese weiterverarbeitet, oder bis dahin bei -80 °C eingefroren.

3.5.2 SDS-Gele

Zur Herstellung der SDS-Gele, auf denen im Anschluss an die Auftrennung der Proben in der
IEF-Gelelektrophorese die Trennung der einzelnen Proteinfraktionen in der zweiten Dimension
erfolgen sollte, wurden folgende Grundlésungen benétigt:
a) Acrylamid-Stammldsung:
n 30% Acrylamid
n 0,8% Bis-Acrylamid
n gelost in 100 ml Aqua Dest
b) SDS-Laufpuffer:
n 30,28 g Tris-Base
144.2 ¢ Glycin
10 g SDS

3

3

3

gelostin 1 1 Aqua Bidest

3

ist 10fach konzentriert und muss vor Gebrauch verdiinnt werden (100 ml Laufpuffer
mit Aqua Bidest auf 1 1 auffiillen)
c) SDS-Probepuffer:
n 950 pul Laemmli Sample-Buffer (als fertige Losung gekauft)
n 50 pl 2-Mercaptoethanol
d) SDS-Sammelgelpuffer:
n 6,06 g Tris-Base
n 4 ml 10%ige SDS-Stammldsung

n mit Aqua Bidest zunédchst auf 80 ml auffiillen
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n mit Salzsiure auf pH 6,8 einstellen

n anschliefend mit Aqua Bidest auf 100 ml auffiillen
e) SDS-Trenngelpuffer (4x):

n 18,71 Tris-Base

n 4 ml 10%ige SDS-Stammldsung

n mit Aqua Bidest zunédchst auf 80 ml auffiillen

n mit Salzsdure auf pH 8,8 einstellen

n anschliefend mit Aqua Bidest auf 100 ml auffiillen

Um ein SDS-Gel gieen zu konnen, musste zundchst die Gelkammer (dhnlich wie bei der IEF-
Gelelektrophorese), bestehend aus zwei Glasplatten, einem Gummiring, der als Abdichtung dient,
und Fixierklammern zusammengesetzt werden. In diese Kammer wurde dann das Trenngel
gegossen, welches sich wie folgt zusammensetzte: (Mengenangaben sind fiir 4 Trenngele)

n 20 ml Aqua Bidest

n 15 ml 4x Trenngelpuffer

n 25 ml Acrylamid-Stammldsung
300 pl 10%ige APS-Losung
30 ul TEMED

Nach dem GieBen und Uberschichten mit 2 ml 60%igem Isopropanol wurde das Ganze iiber

3

3

Nacht zum Polymerisieren bei Raumtemperatur stehengelassen.
Nach abgeschlossener Polymerisation des Trenngels konnte iiber das Trenngel, nach sorgféltiger
Entfernung des Isopropanols, das Sammelgel gegossen werden. Dieses setzte sich wie folgt
zusammen: (Mengenangaben sind fiir 4 Sammelgele)

n 13 ml Aqua Bidest

n 5 ml 4x Sammelgelpuffer

n 2 ml Acrylamid-Stammldsung
120 pl 10%ige APS-Losung
n 40 ul TEMED

3

Nach dem GieBen wurde das Sammelgel ebenfalls mit 60%igem Isopropanol iiberschichtet. Die
Polymerisationszeit fiir das Sammelgel betrug etwa 15 min.
Nach diesen 15 min konnte das noch nicht verdunstete Isopropanol sorgfiltig entfernt, die

Fixierklammern gelost und der Gummiring entfernt werden. AnschlieBend wurden die
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Glasplatten, zwischen denen sich das SDS-Gel befand, in die Elektrophoresekammer Biometra
eingesetzt.
Uber das Sammelgel wurde nun jeweils ein IEF-Gelstreifen, der jeweils eine Probe enthielt
aufgelegt, nachdem dieser wie folgt uméquilibriert wurde:
n 10 min in ASL 1
n 15 minin 10 ml ASL 2 + 100 mg DTT
n 15 min in 10 ml ASL 2 + 480 mg Jodacetamid
Die dazu bendtigten Losungen setzten sich wie folgt zusammen:
a) Tris 1M Stammldsung:

n 12,114 g Tris

n in zundchst 80 ml Aqua Bidest gelost

n mit IM Salzsdure auf pH 6,8 einstellen

n mit Aqua Bidest auf 100 ml auffiillen
b) ASL 1: (pH 6,8)

n 12,8 ml Tris 1M Stamml&sung

n 36 g Urea

n 4 mg EDTA

n 10 mg Bromphenolblau

n 35 ml 87%ige Glycerin-Losung

n pH-Wert kontrollieren und eventuell mit 1M Salzsédure korrigieren

n mit Aqua Bidest auf 100 ml auffiillen
¢) ASL 2: (pH 6,8)

n 10ml ASL 1

n 200 mg SDS

n pH-Wert kontrollieren und eventuell mit 1M Salzsédure korrigieren
Eingebettet wurde dieser IEF-Gelstreifen in fliissige Agarose. Rechts neben den Gelstreifen
wurde ein Kontrollmarker (LMW-SDS-Marker) eingefiillt. AnschlieBend wurde die
Gelelektrophorese gestartet. Bis zum Erreichen des Trenngels lief das Gerdt mit 30 mA, dann
wurde auf 50 mA umgestellt.
Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Gele mit den wasserloslichen Kristallinen mit Roti-

Blue und die Gele mit den wasserunldslichen Kristallinen mit Silbernitrat-Losung gefirbt.
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3.6 Auswertung der Gele

Die Auswertung der Gele erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms MELANIE (Medical
Electrophoresis Analysis Interactive Expert System) Version 4 der Firma Genebio (Schweiz).
Dieses Programm kann nach Digitalisierung der Gele die einzelnen Protein-Spots auf den Gelen
ausmessen und ihre genaue Lage bestimmen, indem es ihnen Koordinaten zuteilt. Dadurch
konnen mehrere Gele miteinander verglichen werden und die einzelnen Spots beziiglich u.a.
GroBe, Volumen und prozentualem Volumen in Bezug auf das Volumen der gesamten Spots
eines Geles verglichen werden. Das Volumen wird aus der optischen Dichte der Pixel eines Spots
und dessen Fldche auf dem Gel berechnet. Um die Gele mit MELANIE auswerten zu kdnnen,
miissen diese zunichst eingescannt werden, und dann, da das Programm farbige Bilder nicht
verarbeiten kann, in eine Schwarz-Wei3-Datei umgewandelt werden. Bei der vorliegenden Arbeit
wurden die Gele vor ihrer Auswertung in eine tif-Datei umgewandelt. Da die multiplen
Arbeitsschritte vor der Endauswertung der Gele fiir die Qualitit der Endbilder natiirlich nicht sehr
forderlich war, wurde jedes Bild nach der Auswertung von Hand iiberpriift und gegebenenfalls

nachbearbeitet.

3.7 Das Software-System MELANIE

Das verwendete Computerprogramm MELANIE (Medical Electrophoresis Analysis Interactive
Expert System) Version 4 der Firma Genebio (Schweiz) zeigt ein weites Angebot von Funktionen
auf, die der Analysierung des Gels dienlich sind. Bei der vorliegenden Arbeit wurde nur ein Teil
der multiplen Funktionen verwendet: Editierung der Proteinspots auf dem Gel, Anderung der
Farbintensitidt der Gele zur besseren Erkennung auch von blassen Proteinspots, Nummerierung
der gefundenen Proteinspots, um einen Vergleich verschiedener Gele eines Schnitts miteinander
zu ermoglichen, sowie Auswertung der Gele hinsichtlich Fliche, Volumen und Prozentvolumen
der einzelnen Spots sowie Uberpriifung der Korrelation verschiedener Gele eines Schnitts zur
Verifikation der Reproduzierbarkeit der Analysen.

Funktionen wie z.B. das Erstellen eines idealisierten Gels aus mehreren vergleichbaren Gelen
sowie dreidimensionale Darstellung der Spots eines Gels, sind weitere Moglichkeiten, die das

Programm bietet.
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Im Folgenden sollen die Arbeitsschritte, die zur Auswertung der Proteinspots eines Gels mittels
MELANIE nétig sind, kurz erldutert und anhand von Beispielbildern verdeutlicht werden.

Zunichst miissen die Gele mit Hilfe eines Scanners in Computerdateien umgewandelt werden.
Dies geschieht, indem die reflektierten Lichtsignale, die beim Beleuchten der Bildvorlage durch
den Scanner entstehen, pixelweise durch Analog-Digital-Wandlung in Digitalsignale

umgewandelt werden.

Abb. 10: Eingescanntes Gel (2-D-SDS-Page; Firbung: Kolloidale Coomassie-Farbung Roti-Blue,
Firma Roth)

Die Spots auf den Gelen sind in der Regel durch die verwendeten Proteinfiarbungen farbig. Damit
das Computerprogramm die Gele iiberhaupt bearbeiten kann, da es mit Grauwerttiefen arbeitet,
miissen die Bilder nach dem Einscannen in Schwarz-Weil-Dateien (zum Beispiel tif-Dateien)

umgewandelt werden.
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Abb. 11: Eingescanntes Gel (2-D-SDS-Page) nach Umwandlung in eine tif-Datei

Nach diesem Schritt sind zunichst die Grundlagen fiir eine Auswertung der Gele mittels
MELANIE geschaffen.

Das Programm detektiert nun Spots auf dem Gel, indem es deren Pixeldichte, deren
Grauwerttiefe und deren Fldche auf dem eingescannten Gel berechnet. Dies geschieht mittels
Planimetrie, das heiflit der Flicheninhaltsberechnung in der Ebene, und mittels Densitometrie, das
hei3t der Bestimmung der Farbdichte, also der Farbmenge pro Flicheneinheit.

Da die Grauwerttiefe, das heillt die Anzahl der Helligkeitsstufen zwischen Schwarz und Weil3,
eng mit der Qualitdt des verwendeten Scanners zusammenhingt, wurden alle Gele mit dem
selben Scanner eingescannt.

Da das Programm keine Unterscheidung zwischen Proteinspots und zum Beispiel
Verunreinigungen auf den Gelen treffen kann, miissen alle Gele von Hand nachdetektiert werden.
Dabei gibt es sowohl die Option, von MELANIE detektierte Spots zu 16schen, zu verkleinern
oder zu vergroBern sowie Spots zusammenzufassen oder zu teilen und nicht detektierte Flichen

als Spots hinzuzufiigen.
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Abb. 12: Editiertes Gel (2-D-SDS-Page), die editierten Spots sind umrandet

Ist dies geschehen, kann das Computerprogramm aus den gewonnen Informationen die Fldche
(,Area’) des Spots berechnen und das Volumen (,Vol’) des Spots bestimmen. Dieses errechnet
sich als dreidimensionaler Parameter aus der Fliche des Spots, dessen Pixeldichte und der
Grauwerttiefe.

In der vorliegenden Arbeit wurden jeweils mehrere Gele eines Schnittes angefertigt, um die
Reproduzierbarkeit der angewandten Trennverfahren tiberpriifen zu konnen. Um Aussagen iiber
die Reproduzierbarkeit treffen zu konnen, mussten diese Gele hinsichtlich der Proteinspots
miteinander verglichen werden. Auch dies erfolgte mit Hilfe von MELANIE. Den einzelnen
Proteinspots werden von dem Computerprogramm willkiirlich Nummern (,Spot-IDs’)

zugeordnet. Vom Untersucher mussten dann charakteristischen Spots auf den zu vergleichenden



42

Gelen so genannte ,Landmarks’ zugeordnet werden. Das heif3t, ein bestimmter Proteinspot bekam
auf allen zu vergleichenden Gelen zum Beispiel die ,Landmark’ mit der Nummer 6. Je mehr
solcher Markierungen gesetzt wurden, desto zutreffender war die Bildung der Proteinpaare auf
den Gelen, wobei sich ab einer bestimmten Anzahl von ,Landmarks’ keine signifikante
Verbesserung der Zuordnungssicherheit der Proteinpaare durch das Computerprogramm mehr
zeigte.

Waren diese ,Landmarks’ gesetzt, konnte das Computerprogramm die Gele miteinander
vergleichen und so genannte ,Pair-Reports’ erstellen, aus denen ersichtlich war, welcher Spot auf
dem einen Gel, welchem Spot auf den anderen Gelen entspricht. Durch die Bestimmung der
Korrelation der verschiedenen Gele eines Schnittes, die im Idealfall 1 betragen wiirde, konnte die

Reproduzierbarkeit des verwendeten Verfahrens tiberpriift werden.
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4. Ergebnisse

4.1 Gele

4.1.1 IEF-Gelelektrophorese

In den Versuchen wurden von den Schweinelinsen zunichst IEF-Gelelektrophoresen erstellt, in
denen die Proteine der einzelnen Schnitte nach ihrem pH-Wert entlang eines pH-Gradienten
aufgetrennt wurden. In den folgenden Darstellungen sind die Bezeichnungen der Schnitte (S1-
S12) horizontal angegeben, wobei die Schnitte 1 und 12 der Cortex-Region und Schnitt 6 der
Kernregion entsprechen. ,Eq’ bezeichnet die Aquatorregion. Der pH-Gradient ist in der
vertikalen Ebene zu sehen. ,REF’ bezeichnet einen Referenzmarker, der angibt in welcher Hohe

des Gels welcher pH-Wert zu liegen gekommen ist.

pH Kristalline
9’3- L e — - - - | - e - — -
86- .
8,4- - — _—— _— — — _- -
8,15- -_— e = = 2 S = == = = = - s
¥ Y
7,35- S B W, T =
- - - - o
- - P
68-
6,5'— poge » . o ! i' ﬁ B
58- 1
52- —
45 - a
\
35- A
REF Eq. S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

Abb. 13: IEF-Gelelektrophorese (nativ) der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse
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pH Kristalline
9,3 _— — C— - - - — -~ - e — - — p—
8,15— - -— — - o~ - - — - Y
- & 8§ i figss)
—_ - -—_ = = = ce—
52 _ e e - N = = ‘ = = = 2 T =
’ CEE &5 SN TN g TR e R T e e e, e
45 - ~ N — a

Eq. S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

Abb. 14: IEF-Gelelektrophorese (in Urea) der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse

pH Kristalline

93 - —_— e e e e e e e e e e

8,15 - &b e o P " 2 - - - . Y

= I B = =x B
592 - -— - = - - - e ~
’ i . ST cE ST QU @S  aERen G e e e
- . e - - —

45 - AN e :: e - a

. ~—~ -

Eq. S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

Abb. 15: IEF-Gelelektrophorese (in Urea) der wasserunldslichen Proteine der Schweinelinse
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4.1.2 2-D-SDS-Gele der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse

Nach Auftrennung der Proteine der einzelnen Schnittebenen entlang eines pH-Gradienten erfolgte
die Auftrennung in der zweiten Ebene beziiglich ihres Molekulargewichts in der 2-D-SDS-
Gelelektrophorese.

Zu diesem Zweck wurde der IEF-Gelelektrophoresestreifen des einzelnen Schnittes am oberen
Rand der Gelplatte aufgelegt und dann in einem Polyacrylamid-Gel -elektrophoretisch
aufgetrennt. Die anschlieBende Farbung der wasserloslichen Proteine erfolgte mit der kolloidalen
Coomassie-Fiarbung Roti-Blue der Firma Roth.

Obwohl von jedem Schnitt mehrere Gele angefertigt wurden, ist hier zur Dokumentation nur
jeweils ein Gel pro Schnittebene dargestellt, da sich gezeigt hat, dass die jeweiligen Gele eines
Schnittes eine sehr hohe Ahnlichkeit aufweisen.

Die Gele stellen sich wie folgt dar: Meist auf der rechten Randseite ist der Marker zu erkennen,
der das Molekulargewicht der Spots festlegt — bei versehentlicher Auftragung zum Teil auch auf
der linken Randseite. Auf der horizontalen Ebene am unteren Rand der Bilder ist die Angabe iiber
den pH-Wert, welcher nicht linear zu lesen ist, da sich durch nicht beeinflussbare
UnregelméBigkeiten in der Netzstruktur der Polyacrylamidgele eine regelmiflige Ausbildung des
pH-Gradienten nicht garantieren lédsst. In der Regel ist der pH-Gradient von links (saurerer pH)
nach rechts (basischerer pH) zu lesen, wobei auch hier in Einzelféllen aufgrund von Fehlern beim
Einscannen der Gele die Bilder spiegelverkehrt zu lesen sind, d.h. von rechts nach links.

,Schnitt’ 1-18 bezeichnet um welchen Schnitt es sich handelt, und die in Klammern gesetzte Zahl
hinter der Schnittbezeichnung gibt an, um welches Gel des Schnittes es sich handelt, da von den
einzelnen Schnittebenen der Linse bis zu sieben Gele gegossen wurden, um eine
Reproduzierbarkeit der Untersuchungen dokumentieren zu konnen. Fiir die vorliegende Arbeit

wurden nur die technisch besten Gele zur Dokumentation ausgewéhlt.
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kD
- 66
-45
-30
s O T
- - 20,1
-14,4
9,0 50 pH (nicht linear)

Abb. 16: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 1 (5)

kD

- 66

-45

-30

-20,1

-14,4

»
>

5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb. 17: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 2 (3)



47

kD

5,0

v

9,0

- 66

- 45

-30

- 20,1

-14,4

pH (nicht linear)

Abb. 18: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 3 (3)

kD

5,0

»
»

9,0

- 66

-45

-30

- 20,1

-14,4

pH (nicht linear)

Abb. 19: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 4 (3)
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kD
w— - 66
- 45
- 30
-
e @
- -
- ™ -
- - - »
- - 20,1
- 148
5,0 90  pH (nichtlinear)

Abb. 20: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 5 (1)

kD
- 66
. -45
- 30
-
- -
- e
-
v 9 » -20,1
=
o 144
5,0 90  pH (nicht linear)

Abb. 21: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 6 (1)
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kD
- 66

-45

-30

- - 20,1

-14,4

»

5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb. 22: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 7 (1)

kD
o - 66
-45
-30
e
- -
-21,1
e - -
- -
144
5,0 90  pH(nichtlinear)

Abb. 23: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 8 (1)
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kD
- 66

-45

-30

- - -20,1

-14,4

»

9,0 5,0 g pH (nicht linear)

Abb. 24: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 9 (1)

kD
- 66

-45

-30
-

-20,1

-14,4

»
|

9,0 5,0 pH (nicht linear)

Abb. 25: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 10 (3)
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kD
- 66

-45

- e . - 20,1

-14,4

»
»

5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb. 26: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 11 (4)

kD
- 66

-45

-30

» v . - 20,1

-14,4

»
»

9,0 5,0 pH (nicht linear)

Abb. 27: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 12 (4)
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kD
- 66
e -45
-30
oW =
- *
- -
- - -20,1
- -144
5,0 90 pH (nicht linear)

Abb. 2.28: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 18 (5)

4.1.3 2-D-SDS-Gele der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse

Auch hier erfolgte nach Auftrennung der Proteine entlang eines pH-Gradienten die Auftrennung
in der zweiten Ebene — analog zum Verfahren bei den wasserunldslichen Proteinen — nach dem
Molekulargewicht.

Die Polyacrylamid-Gele wurden nur, da sich mit dem bei den wasserloslichen Proteinen
verwendetem Fiarbemedium keine zufrieden stellende Anfarbung der Proteine erreichen lieB3, statt
mit kolloidaler Coomassie-Fiarbung Roti-Blue der Firma Roth mit einer Silber-Farbung (PlusOne

Silver Staining Kit, Protein) der Firma Amersham angefirbt.



53

kD
- - 66
- -45
B
- -
- -30
- O™
- o
i O
-0 o -20,1
5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb. 29: 2-D-SDS-Page der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 1 (4)

kD
- 66
o -45
-1 - 30
.= Mo
- -
‘oD r .
‘ ’ e d Q . _20,1
-
5,0 9,0 " pH (nicht linear)

Abb. 30: 2-D-SDS-Page der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 3 (1)
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kD
P - 66
' -45
v -
.- - ‘ ' —
& 30
L
. -
L L 3 -20,1
- o
5,0 9,0 - pH (nicht linear)

Abb. 31: 2-D-SDS-Page der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 5 (1)

kD

- 5

‘ -45

r AR o

‘ . - 20,1
- " .” ..‘ a’
. .

-30

\

- 14,4

»

5,0 9,0 g pH (nicht linear)

Abb. 32: 2-D-SDS-Page der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 7 (7)
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kD

- 66

-45

-30
we-"TT -

-20,1

-14,4

v

5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb. 33: 2-D-SDS-Page der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 9 (4)

kD
w  -66
» -4
- 30
-.
-
-
- . @
- - L -201
-
-14,4
5,0 90  pH (nichtlinear)

Abb. 34: 2-D- SDS-Page der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 12 (4)
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kD
- %
— ® -
. ’
- -
- 3
-
- ra -20,1
e - -
-14,4
-
5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb. 35: 2-D-SDS-Page der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 18 (7)
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4.2 2-D-SDS-Page mit Zuordnung der Kristallinfraktionen

Am Beispiel eines Geles der wasserunloslichen Linsenproteine soll im Folgenden aufgezeigt

werden, wo die einzelnen Kristalline auf dem 2-D-Page zu liegen kommen.

kD
- GAPD =
i3 -d boe - — 45
BR3 PB2 BBla g
BBS % Blb = 30
: Tyl y3y4
BA4 BB Y Y Y - 20,1
/ﬁ ? s <
GAlE § BAD Wi \ Yza\ /5b
JoA2 o aB2 y2b = 144
T T » pH (nicht linear)
5,0 9,0

Abb. 36: 2-D-SDS-Page der wasserunloslichen Kristalline der Schweinelinse:

Kristallinzuordnung
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4.3 Spot-IDs

Um die Gele hinsichtlich des Vorkommens einzelner Spots, der Fliche der Spots und dem
prozentualen Anteil der Fliche einzelner Spots an der Gesamtfliche aller Spots auf dem
jeweiligen Gel miteinander vergleichen zu konnen und die Reproduzierbarkeit der angewandten
Methode darstellen zu konnen, mussten den einzelnen Proteinspots auf den Gelen Kennziffern,
sogenannte IDs, zugeordnet werden, d.h. Zahlen, die einen bestimmten Spot auf einem
bestimmten Gel kennzeichnen. Dies wurde durch das Computerprogramm MELANIE
vorgenommen und war beziiglich der zugeordneten Zahlen nicht beeinflussbar. Wohl zu
beeinflussen war die Detektierung der einzelnen Spots, die das Programm vorgenommen hatte.
Diese waren von Hand zu iiberarbeiten und gegebenenfalls hinsichtlich der GroBe und
Genauigkeit zu korrigieren. Auch konnten Spots, die das Programm als einen Spot detektiert
hatte, in zwei oder mehrere Spots getrennt werden, oder zwei detektierte Spots zu einem
zusammengefasst werden. Des Weiteren wurden detektierte Spots, die eindeutig als

Verunreinigung auf dem Gel erkenntlich waren, geloscht.

4.3.1 Spot-1IDs der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins

kDa

- 66

-45

-30

60 —¥ .\ - - 20,1
T 44 ; \
48 38

54 7 9 6
52 49 40 e -14,4
/ 59 39 47
55
5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb. 37: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (3): Spot-IDs
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66 -

45-

30 -

20,1 -

14,4 -

kDa

120—>
/ 119 / \
o f 129 | 197 117 L 122
128 12
1 130
148 37
5,0 9,0

pH (nicht linear)

Abb.38: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (5): Spot-IDs

kDa
58 -
52 2l 56
/53 61
\%A‘ 64 = =
\ /
17 /‘\68 /
72 75 89 81 77
~ 4

5,0

9,0

- 66

-45

-30

-20,1

-14,4

pH (nicht linear)

Abb.39: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 02 (5): Spot-IDs
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kDa
- 66
-45
21
/ 15 -30
/ 31
4— 20
26 -20,1
\ a4
35
5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.40: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 03 (3,7): Spot-IDs

kDa
— - 66
142 149 - 45

145
147 152 .
146 141
153 ;‘4143 - 30
150
\

/
-e———148

158
160 - \d < 159
—3 3 ¥ A - /173
. f - -20,1
/ / 154 \ \ 174
e 16311 168 181 175
157 164 166 167 - 144
180 161 — 185
5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.41: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 05 (1): Spot-1IDs
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kDa
- 66

18
10 - 45

15 12
25 / -30
/19

e e T TE—— Y | - 20,1

TN

39
50 46 35 34 41 38 47 45 42

<+—— 53

—_

- 14,4

v

5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.42: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 05 (3): Spot-1Ds

kDa
66
-45
114
116 79 115
- 30
/86
101 98
- 20,1
-
111 X 92X \>‘\\
S
144
%8 104 93 105 [ 99 1a -
e o RS
5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.43: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 05 (4): Spot-1Ds
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kDa
- 66

22 -45

A

o - 144

v

5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.44: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 06 (1): Spot-1Ds

kDa
- 66
-45
/5 8
- \ /16 -30
22 19 —b 23
24
/ \ \ \ ,\ -20,1
38 33 252 \
-14,4
5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.45: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 06 (2): Spot-1Ds
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Abb.46: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 06 (3): Spot-1Ds
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48 20 o9 4
41

50 9,0

kDa
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-20,1

-14,4
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Abb. 47: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 06 (4): Spot-IDs
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Abb.48: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 07 (1): Spot-1IDs
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Abb.49: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 07 (2): Spot-IDs
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Abb.50: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 07 (4): Spot-1Ds
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Abb.51: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 08 (1): Spot-1Ds
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Abb.52: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 08 (2): Spot-1Ds

kDa
— - 66
- -45
/13
- -30
15
4—16
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5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.53: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 08 (4): Spot-1Ds
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Abb.54: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 09 (1): Spot-IDs
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Abb.55: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 09 (2): Spot-1Ds
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Abb.56: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 09 (3): Spot-IDs
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Abb.57: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 10 (1): Spot-1Ds
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Abb.58: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 10 (3): Spot-1Ds
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5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.59: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 10 (4,1): Spot-IDs
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Abb.60: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 11 (3,1): Spot-IDs

kDa
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- 45
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5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.61: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 11 (4): Spot-1Ds
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Abb.62: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 12 (1,1): Spot-IDs
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Abb.63: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 12 (3,1): Spot-IDs
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Abb.64: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 12 (4): Spot-1Ds

An dieser Stelle sollten nun die Abbildungen ,Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins —
Schnitt 18 (5) und 18 (6): Spot-ID’ folgen. Leider sind diese aufgrund eines nicht mehr zu
behebenden Festplattenfehlers, der plotzlich bei der Auswertung der Gele entstanden war, nicht
mehr vorhanden. Die Tabellen mit den Werten der Spots und die Darstellung der Korrelation der

Gele konnten allerdings rechtzeitig auf ein externes Speichermedium iibertragen werden und sind

im Anhang zu finden.
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4.3.2 Spot-1Ds der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins

kDa
E— ]

- - 45

26
\4 / / >
30 32
20— = 28
52 3 — — 39

43 42 L, .

\
* \ -20,1
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-14,1

»
»

5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.65: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (2): Spot-IDs
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5,0 9,0 pH (nicht linear)

Abb.66: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (3): Spot-1Ds
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Abb.67: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (4): Spot-1Ds
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<+«— g0
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Abb.68: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 03 (1): Spot-IDs
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Abb.69: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 03 (2): Spot-IDs
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Abb.70: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 05 (1): Spot-IDs
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Abb.71: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 07 (7): Spot-1Ds
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Abb.72: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 09 (3): Spot-1Ds
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Abb.73: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 09 (4): Spot-IDs
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Abb.74: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 12 (3): Spot-1Ds
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Abb.75: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 12 (4): Spot-1Ds
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Abb. 76: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 18 (7): Spot-IDs
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Abb.77: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 18 (8): Spot-1Ds

4.4 Spot-Reports

Die durch das Computerprogramm MELANIE erstellten Spot-Reports mit den Daten der
einzelnen Proteinspots auf den Gelen befinden sich im Anhang und beinhalten unter anderem
Informationen iiber die Lage des Spots auf dem Gel (,X’ und ,Y’), welche fiir die Software beim
Vergleich von einzelnen Spots und der Erstellung der Korrelationen wichtig waren. Des Weiteren
finden sich Angaben tiber die Fliche (,Area’), die ein bestimmter Spot auf dem Gel einnimmt,
und dessen Volumen (,Vol’), welches aus der Pixeldichte und der Flidche errechnet wurde. Eine
weitere Information ist, welchen prozentualen Volumenanteil (,%Vol’) ein bestimmter

Proteinspot in Bezug auf das Gesamtvolumen aller Spots auf dem Gel einnimmt.
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4.5. Pair-Reports

Die Pair-Reports zeigen, welcher der von MELANIE detektierten Spots auf dem einen Gel zu
welchem Spot auf den anderen Gelen des gleichen Schnittes gehort. Die Spot-IDs eines gleichen
Spots auf zwei Gelen unterscheiden sich durch das System, mit dem MELANIE die Gele
auswertet. Das heif3t, gleiche Spots haben nur zufillig gleiche Spot-IDs.

Da das Programm nur eine grenzwertige Sensibilitit besitzt, konnten einige Spots, die
technikbedingt durch das Einscannen der Gele nur sehr schwach in den Computerdateien
wiedergegeben werden, durch das Programm nicht erfasst und ausgewertet werden. Diese
technikbedingt fehlenden Spots werden in den Pair-Reports durch ein Sternchen (*)

gekennzeichnet.
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4.5.1 Pair-Reports der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins

Schnitt 01 (3) | Schnitt 01 (5)
29 71
30 73
31 97
32 95
33 90
34 94
36 101
37 196
38 122
39 112
40 108
42 110
43 124
44 116
45 117
46 126
47 123
48 119
49 121
52 129
54 130
55 148
56 195
57 197
58 102
59 128
60 120
61 111
62 193
63 194

Tab. 1: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 01
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Schnitt 05 (1) | Schnitt 05 (3) | Schnitt 05 (4)
142 10 79
143 12 80
145 16 83
148 17 84
149 18 85
150 19 86
157 21 87
153 25 89
159 28 90
163 31 91
161 34 92
164 35 93
166 38 94
173 36 95
168 41 96
167 40 98
174 42 99
177 44 101
178 46 103
181 * 106
175 47 109
180 43 118
152 23 119
140 8 *
141 9 *
147 15 *
158 24 *
185 52 *

Tab. 2: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 05



83

Schnitt 06 (1) | Schnitt 06 (2) | Schnitt 06 (3) | Schnitt 06 (4)
15 5 36 6
17 7 37 7
19 8 38 10
21 13 * 14
23 14 42 15
22 15 41 16
28 18 45 17
25 16 43 18
26 17 44 19
30 21 47 20
34 * * 21
32 * * 22
33 22 * 23
31 20 48 24
35 23 49 25
39 25 * 27
36 26 50 28
40 27 51 29
41 28 54 30
46 29 55 31
45 30 53 32
43 31 56 33
44 34 57 34
55 33 61 36
47 36 58 38
51 37 59 39
53 38 60 40
54 40 63 41
56 - * 43
59 * * 48
27 19 66 49
12 4 * *
38 24 * *

Tab. 3: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 06
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Schnitt 07 (1) | Schnitt 07 (2) | Schnitt 07 (4)
15 2 5
16 3 6
20 4 7
21 5 8
25 6 10
26 7 11
27 8 12
29 9 13
30 10 14
31 11 15
33 13 16
34 14 17
35 12 18
32 * 19
44 19 20
41 16 21
39 21 22
45 20 23
51 24 24
50 23 25
52 25 26
54 26 27
53 27 28
57 28 29
68 31 30
55 32 32
66 35 33
67 37 34
59 30 35
61 33 36
69 38 37
65 36 38
64 * 40
70 39 41
43 17 *
42 18 *
49 22 *
56 34 *

Tab. 4: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 07
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Schnitt 08 (1) | Schnitt 08 (2) | Schnitt 08 (4)
9 4 6
10 5 7
11 6 9
14 9 10
15 8 11
18 11 12
17 10 13
19 12 14
21 13 15
22 14 16
24 15 17
27 17 18
26 16 19
28 18 20
55 40 21
33 20 22
32 21 23
34 22 24
36 23 25
38 25 26
35 27 28
46 29 29
44 41 30
41 26 31
47 30 32
43 28 33
49 * 34
50 33 36
51 34 38
37 24 41
20 37 42
29 38 43
8 3 44
13 7 45
16 39 46
31 19 47
52 42 48
48 32 *

Tab. 5: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 08
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Schnitt 09 (1) | Schnitt 09 (2) | Schnitt 09 (3)
11 3 5
16 4 7
14 * 8
21 6 10
20 7 11
22 9 12
23 8 13
24 10 14
53 37 15
27 34 17
29 11 18
28 12 19
35 36 20
37 13 21
38 14 22
39 15 23
34 19 24
36 23 25
42 18 26
41 16 27
46 25 29
44 20 31
43 33 32
47 24 34
50 * 39
49 28 41
45 17 43
18 5 44
48 30 *
30 35 *

Tab. 6: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 09
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Schnitt 10 (1) | Schnitt 10 (3) [ Schnitt 10 (4,1)
17 14 10
18 15 11
24 18 19
25 19 20
29 23 22
27 22 23
30 26 25
33 28 27
35 29 28
32 30 29
42 31 31
44 35 34
47 41 40
45 40 41
54 43 42
57 60 43
55 45 45
63 58 51
64 * 53
37 33 *
38 36 *
40 37 *
51 44 *
52 52 *
23 59 -

Tab. 7: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 10
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Schnitt 11 (3,1) | Schnitt 11 (4)
9 7
10 9
13 11
14 13
15 14
16 15
17 19
18 20
19 17
20 18
21 22
22 21
23 23
24 24
25 26
26 63
27 25
28 61
29 27
30 28
31 29
32 30
33 32
34 31
35 34
36 35
37 36
38 37
39 33
40 40
41 39
42 38
43 45
44 47
45 42
46 44
47 46
48 48
49 49
51 50
52 51
53 53
55 54
56 55
57 56
59 58
60 41
61 62
63 64

Tab. 8: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 11
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Schnitt 12 (1,1) | Schnitt 12 (3,1) | Schnitt 12 (4)
7 32 10
8 35 13

10 36 14
12 66 17
16 40 19
15 39 20
17 38 21
18 41 23
44 70 24
20 43 25
21 47 26
22 42 27
23 50 29
25 51 30
24 53 32
28 54 34
27 55 35
30 58 37
31 57 38
33 61 39
32 60 40
36 64 44
13 65 45
43 46 47
42 49 48
41 45 49
14 37 18
26 52 31
38 56 36
40 59 *
11 69 *

Tab. 9: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 12
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Schnitt 18 (5) Eq | Schnitt 18 (6) Eq
37 38
31 29
39 39
40 *
13 10
14 11
16 12
17 15
18 16
19 18
22 19
23 20
24 21
26 22
45 24
28 26
30 28
32 32
35 34
36 37
441 42
42 43

Tab. 10: Pair-Report der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 18
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4.5.2 Pair-Reports der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins

Schnitt 01 (2) | Schnitt 01 (4) | Schnitt 01 (3)
25 28 38
24 27 39
26 31 40
30 34 44
29 36 46
28 37 47
31 39 48
32 40 49
33 45 51
36 44 52
34 43 53
37 42 54
38 47 55
40 49 56
41 50 57
39 51 58
42 52 59
52 56 60
43 55 61
45 53 62
44 59 63
49 61 66
35 46 -

Tab. 11: Pair-Report der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 01
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Schnitt 03 (1) | Schnitt 03 (2)
39 44
41 45
42 43
43 42
44 48
45 47
46 49
47 50
48 54
49 51
50 52
51 53
52 59
53 55
54 56
55 57
56 63
57 61
58 58
61 64
63 65
64 66
65 70
67 72
68 73
69 75
71 79
72 80
73 81
74 83
75 82
76 84
77 85
78 86
79 87
80 90
81 91

Tab. 12: Pair-Report der wasserunldslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 03
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Schnitt 09 (3) | Schnitt 09 (4)
10 14
11 15
12 16
13 17
14 18
15 19
16 20
17 21
18 24
19 25
20 26
21 27
22 28
23 29
24 32
25 35
26 34
28 37
29 31
30 36
31 38
32 39
33 40
34 41
36 43
37 45
38 47
39 46
40 48
41 50
42 52
43 53
44 55
46 58
48 60

Tab. 13: Pair-Report der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 09
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Schnitt 12 (3) | Schnitt 12 (4)
13 15
14 17
15 16
16 14
17 20
18 18
19 19
20 21
21 23
22 24
23 28
25 26
26 27
27 25
28 29
29 34
31 35
32 36
33 39
34 38
35 42
37 44
38 47
39 13
40 33
41 37
42 32

Tab. 14: Pair-Report der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 12
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Schnitt 18 (7) | Schnitt 18 (8)
57 50
58 52
59 53
61 59
62 57
63 60
64 58
66 64
67 68
68 70
69 66
70 67
71 72
72 69
73 75
74 74
75 79
77 81
78 83
79 85
80 88
81 94

Tab. 15: Pair-Report der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins, Schnitt 18
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4.6 Korrelationen

Um nachzupriifen, ob das angewendete Verfahren zur Herstellung der Gele sowie die
Auswertung mittels der softwaregesteuerten Bildanalyse eine Reproduzierbarkeit besitzt, wurden
pro untersuchtem Schnitt bis zu sieben Gele hergestellt und ausgewertet. Die unten folgenden
Grafiken zeigen, inwieweit die durch das Computerprogramm MELANIE detektierten
Proteinspots in den verschiedenen Gelen miteinander korrelieren. Um die Korrelationen
bestimmen zu konnen, wurde jeweils ein Gel als Referenzgel bestimmt. In der Regel war dies das
Gel, auf dem die meisten Spots detektiert wurden. Dieses Referenzgel ist in den Grafiken links
senkrecht stehend dargestellt.

In einigen Grafiken fehlen einzelne Gele, was daran liegt, dass diese aufgrund von schon vor der
Digitalisierung auftretenden Mingeln (z.B. nicht ausreichend aufgetrennte Proteine bei der
Isoelektrofokussierung, gerissene Gele etc.) nicht weiter ausgewertet werden konnten und somit
nicht beriicksichtigt wurden.

Die Punkte in den Diagrammen bezeichnen die von der Software detektierten Proteinspots. Die
Bezeichnung ,Count’ gibt an, wie viele Paare das Programm auf den jeweils dargestellten Gelen
gefunden hat (min. 22, max. 49). Im Idealfall wire die Korrelation 1 und die eingezeichnete Linie
liefe als Winkelhalbierende durch das Diagramm. Mit Korrelationen von im Mittel 0,803 ist

dieser Idealfall einigermafen gut erreicht.
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4.6.1 Korrelationen der wasserloslichen Linsenproteine des Schweins
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Abb.78: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 01: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb.79: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 05: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb.80: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 06: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb.81: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 07: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb.82: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 08: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 83: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 09

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 84: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 10: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 85: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 11: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 86: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 12: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 87: Wasserlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 18: Korrelationen zwischen den

verschiedenen Gelen desselben Schnittes

4.6.2 Korrelationen der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins
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Abb. 88: Wasserunlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt O1: Korrelationen zwischen

den verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 89: Wasserunlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 03: Korrelationen zwischen

den verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb.90: Wasserunlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 09: Korrelationen zwischen

den verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 91: Wasserunlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 12: Korrelationen zwischen

den verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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Abb. 92: Wasserunlosliche Linsenproteine vom Schwein — Schnitt 18: Korrelationen zwischen
den verschiedenen Gelen desselben Schnittes
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5. Diskussion

Mittels eines softwaregestiitzten Analyseprogramms wurden in der vorliegenden Arbeit
hochauflosende 2-D-Gelelektrophoresen der Proteine von Schweinelinsen ausgewertet. Dies
geschah mit dem Ziel, die Verdnderungen der Kristalline wihrend des Alterungsprozesses in der
Schweinelinse zu charakterisieren, und die Moglichkeit der Schweinelinse als Modell fiir die
humane Linse zu bewerten. Des Weiteren sollte ein Augenmerk auf die Moglichkeiten und

Grenzen der softwaregestiitzten Auswertung von 2-D-Gelelektrophoresen gerichtet werden.

5.1 Prolegomena zum aktuellen Stand der Kristallinforschung und zur Einordnung der

vorliegenden Studie

Der Mensch nimmt seine Umwelt in ganz entscheidendem Maf3e visuell wahr. An diesem Prozess
des Sehens hat die Linse einen wesentlichen Anteil und eine wichtige Funktion. Nicht zuletzt
deswegen haben die Weisen der griechischen Antike die von ihnen als kpuoTaAhogideg Uypov
(krystalloeides hygron) bezeichnete Linse als Ort des Sehens angesehen. Erst sehr viel spiter
wurde erkannt, dass die Linse nicht der eigentliche Ort des Sehens, aber fiir den Prozess des
Sehens unverzichtbar ist, da die Transparenz der Linse und ihre FEigenschaft zur
Formverdnderung wihrend der Akkommodation das scharfe Sehen erst ermoglichen.

Fiir die Transparenz der Linse ist auf makroskopischer und mikroskopischer Ebene die
Avaskularitit sowie das Fehlen von Lymph- und Nervenbahnen eine wichtige Voraussetzung.
Auf molekularer Ebene spielen die linsenspezifischen Proteine, die a-, B- und y-Kristalline, mit
ithrem engen Zusammenspiel sowie ihrer komplexen Struktur und Funktion einen wesentliche
Rolle fiir die Stabilitdt und Funktionalitit der Linse.

Seit den ersten Forschungen iiber die Kristalline und ihre Unterteilung in verschiedene Gruppen
durch Morner (1894) sind viele verschiedene Arbeiten iiber die Kristalline, ihre Struktur, ihre
Unterteilung und nicht zuletzt auch immer wieder iiber ihre Verinderungen im Alterungsprozess
geschrieben worden. Diese Vielzahl der Studien ist wenig verwunderlich, nehmen doch die
Kristalline mit ihrem Anteil von iiber 90% an den Proteinen der Linse die wesentlichste Gruppe
ein.

So zeigte die Forschung immer wieder, dass die Kristalline mit ihren Verdnderungen, die sie im

Laufe des Alterungsprozesses durch verschiedenste postsynthetische Modifikationen
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durchmachen, einen erheblichen Einfluss auf die physikalischen Eigenschaften der Linse und
somit auch auf die Sehkraft eines Individuums haben.

Diverse Wissenschaftler haben in den letzten Jahrzehnten mit unterschiedlichsten Methoden die
genaue Struktur der einzelnen Kristallingruppen sowie deren Verdnderungen im Altern bei
verschiedenen Spezies untersucht. Hingewiesen werden sollte an dieser Stelle besonders auf die
ausfiihrlichen Arbeiten von Bours und seinen Mitarbeitern, die die Linsen verschiedenster
Spezies und deren Verdnderungen in unterschiedlichen Altersstufen miteinander verglichen
haben.

Hierbei wurden allerdings im Gegensatz zum Vorgehen in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich
ganze Linsen bzw. Linsen, die in Cortexbereich und inneren Linsenzylinder aufgetrennt waren,
untersucht, die mittels Immunelektrophorese nach ihrem pH-Gradienten aufgetrennt wurden, und
somit eine Differenzierung der einzelnen Kristallingruppen ermdglicht wurde. Die in der
vorliegenden Studie untersuchten Schweinelinsen wurden hingegen nicht nur in Linsencortex und
inneren Linsenzylinder, sondern letzterer noch einmal in zwolf Schichten aufgetrennt, was eine
wesentlich differenziertere Aussage iiber das Verhalten der Kristalline in den verschiedenen
Linsenschichten erlaubt. Des Weiteren wurde nach der Auftrennung der Linsen mittels
Immunelektrophorese anhand eines pH-Gradienten eine weitere Trenntechnik verwendet und mit
dieser die bereits in einer Ebene aufgetrennten Proteine zusitzlich noch in einer zweiten Ebene
mittels hochauflosender SDS-Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Dieses differenzierte Verfahren erlaubt eine deutlich genauere Zuordnung der einzelnen
Proteinspots zu den Kiristallingruppen und eine sehr viel weitergehendere Aussage iiber
Kristalline im Alterungsprozess als die bisherigen Arbeiten.

Zur Auswertung der Gele wurde mit der computergestiitzten Bildanalyse-Software MELANIE
Version 4 (Genebio, Schweiz) ein Verfahren gewdhlt, welches sich die mannigfaltigen
Moglichkeiten eines Computerprogramms zu Nutzen macht und nicht nur durch die enorm hohe
Rechenleistung eines Computers das Spektrum der bisherigen Auswertungsmoglichkeiten von
Gelen mittels Planimetrie und Densitometrie erweitert. Genauer wird auf die Moglichkeiten
dieser Methode in einem eigenen Abschnitt der Diskussion eingegangen.

Im Folgenden soll nun noch einmal zusammenfassend auf die Altersverdnderungen der
linsenspezifischen Proteine zunichst in den Linsen von Menschen und dann in denen von

Rindern, Ratten und Primaten eingegangen werden, um im Weiteren einen Vergleich mit den aus
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der vorliegenden Studie hervorgegangenen Ergebnissen beziiglich der Altersverinderungen der

linsenspezifischen Proteine in der Schweinelinse zu ermoglichen.

5.2 Die Kristallinstruktur und der Alterungsprozess der humanen Linse

Im Alterungsprozess der humanen Linse zeigt sich eine Verdnderung der Kristalline
dahingehend, dass im wasserloslichen Anteil der Linsenproteine die Konzentration der a- und vy-
Kristalline im Alterungsprozess abnimmt, wihrend die Konzentration der B-Kristalline zunimmt
(Bours et al., 1991a).

Diesen Verinderungen liegen verschiedene Prozesse zugrunde, die im Weiteren noch einmal
genauer dargestellt werden sollen.

Bei den p-Kristallinen kommt es im Alterungsprozess zu einer Aggregation der
niedermolekularen Formen zu hochmolekularen Formen und einem Einbau in die
wasserunloslichen Proteinfraktionen der Linse (Bours, 1984b). Durch mit steigendem Lebensalter
zunehmende Bindung an das a-HM-KTristallin kommt es im Weiteren aber zu einem Abfall der
Konzentration der B-Kristalline im wasserunloslichen Proteinanteil der Linse (Bours, 1984b;
Bours et al., 1991a).

Bei den a-Kristallinen zeigt sich hingegen im Alterungsprozess im wasserloslichen Proteinanteil
der Linse ein Abfall der Konzentration, welcher durch einen zunehmenden Einbau in die
wasserunldsliche Kristallinfraktion und somit durch eine Abnahme der Loslichkeit bedingt ist. Im
wasserunloslichen Anteil der Linsenproteine steigt antiparallel dazu die Konzentration der o-
Kristalline mit zunehmendem Alter.

Die y-Kristalline verhalten sich im wasserldslichen Anteil genau wie die a-Kristalline. Dies ist
aber nicht durch eine Abnahme der Loslichkeit, sondern durch die Tatsache bedingt, dass die y-
Kristalline vor allem in der Embryonal- und Fetalzeit gebildet werden (Papaconstantinou, 1965)
und somit die Synthese in jlingeren Linsenabschnitten per se nur in sehr geringer Konzentration
stattfindet. Im wasserunloslichen Proteinanteil ist die Konzentration dquivalent.
Zusammenfassend lieBen sich die Verinderungen in einer tabellarischen Ubersicht wie folgt

darstellen:
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Humane Linse a-Kristalline B-Kristalline v-Kristalline
wi Nucleus: ++ + ++

Cortex: + ++ +
ws Nucleus: + + ++

Cortex: ++ ++ +

Tab. 16: Veridnderungen der Kristalline in verschiedenen Linsenabschnitten der humanen Linse
(+ = Vorkommen der Kristallinfraktion im Linsenabschnitt, o = kein Nachweis der

Kristallinfraktion in dem Linsenabschnitt)

5.3 Die Kristallinstruktur im Alterungsprozess der humanen Linse im Vergleich zur

Kristallinstruktur im Alterungsprozess der Linsen anderer Spezies

1977 untersuchten Bours und Hockwin mittels Isoelektrofokussierung das Vorkommen der
Kristalline in humanen Linse verschiedenen Alters und verglichen diese mit den Linsen von
Ratten und Rindern in verschiedenen Altersklassen. Zu diesem Zweck wurden ganze Linsen
untersucht, wobei die menschlichen Linsen allesamt aus Augen stammten, die wegen
intraokularen Tumoren entfernt werden mussten und unauffillige Linsen zeigten.

Durch die Isoelektrofokussierung wurden die Proteine mit Hilfe eines pH-Gradienten aufgetrennt,
und die entstehenden Proteinbanden konnten anhand ihrer Lage im Gradienten den einzelnen
Kristallingruppen zugeordnet werden.

Alle in dieser Studie untersuchten Spezies zeigen dhnliche Verinderungen der Konzentration der
Kristallingruppen im Alterungsprozess.

In der humanen Linse nimmt die Konzentration der a-Kristalline erheblich zu, zusammen mit den
B-Kristallin-Komponenten f; bis [g, deren Konzentrationen ebenfalls ansteigen. Die
Komponenten 9 bis ;> hingegen nehmen in der Konzentration ab. Die Gruppe der y-Kristalline
verschwindet wihrend des Alterungsprozesses fast vollstdndig (siehe Abb. 93, ¢, d und e).

In der Gesamtkristallinkonzentration der Linse bei den Rinderlinsen zeigt sich eine Zunahme der
B-Kristallinfraktionen sowie eine Abnahme der a- und y-Kristallinfraktionen (sieche Abbildung

93, aund b).
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Abb. 93 a-e: Isoelektrofokussierung von Linsenextrakten (ganze Linse) von Rind und Mensch in
Abhingigkeit vom Lebensalter. Pro Muster 300 pg Linsenkristallin. Das Alter ist in Klammern
angegeben. Die Skala am rechten Rand zeigt den gemessenen pH-Wert bei 4 °C.

a = Kalb (0,3 Jahre), b = Rind (18,8 Jahre), ¢ = Mensch (5,5 Jahre), d = Mensch 36 Jahre, e =
Mensch (50 Jahre). (modifiziert nach Bours, 1977)

Auch die Altersverdnderungen in der Rattenlinse verhalten sich analog dazu: Die Konzentration
der B-Kristalline steigt, wihrend die der y-Kristalline deutlich abnimmt. Nur hier zeigt sich im
Gegensatz zu Rinder- und humanen Linsen insgesamt eine Zunahme der a-Kristalline (siche Abb.

94, aund b).
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Abb. 94 a und b: Isoelektrofokussierung von Rattenlinsenextrakten (ganze Linse) Pro Muster 300
ug Linsenkristallin. Das Alter ist in Klammern angegeben. Die Skala am rechten Rand zeigt den
gemessenen pH-Wert bei 4 °C.

a = Ratte (37 Tage), b = Ratte (625 Tage). (modifiziert nach Bours, 1977)

Anhand der von Bours und Hockwin 1977 gewihlten Methode zeigt sich, dass die
Verianderungen der Gesamtkristallinkonzentrationen einer jiingeren Linse einer Spezies im
Vergleich mit einer dlteren Linse derselben Spezies bei Rindern, Ratten und Menschen sehr
dhnlich sind. Uber den Alterungsprozess innerhalb einer Linse, das heiBt wie sich die Kristalline
in den jiingeren Linsenschichten (Cortexregion) im Vergleich zu denen in den d&lteren
Linsenschichten (Kernregion) verhalten, lassen sich anhand dieser Studien keine Aussagen
treffen. Aber genau dieser ,intralentikuldre’ Alterungsprozess sollte in der vorliegenden Studie an
Schweinelinsen untersucht werden und in einen Zusammenhang mit der Frage gestellt werden, in
wieweit sich die Schweinelinse als Modell fiir die humane Linse eignet, und ob diese Vorteile

gegeniiber der bisher in Studien hiufig verwendeten Rinderlinse aufweist.
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5.4 Die Kristalline in den verschiedenen Altersschichten der Schweinelinse

In der vorliegenden Arbeit wurden 35 Linsen aus den Augen von in einem Kolner Schlachthof
geschlachteten Schweinen untersucht, die nach Trennung der Linse in den Aquatorbereich und
einen inneren Linsenzylinder mittels Mikroschnitttechnik in diinne Scheiben geschnitten wurden.
Es wurden nicht ganze Linsen miteinander verglichen, sondern, da gezeigt werden sollte wie sich
die Kristalline in den verschiedenen Schichten, also den verschiedenen Altersabschnitten der
Linse verhalten, die Linsen in zwolf diinne Scheiben geschnitten und, um die Probenmenge zu
erhohen, die altersentsprechenden Schnitte der jeweiligen Linsen vereinigt und dann untersucht.
Die Aquatorregionen wurden nicht noch einmal eigens aufgeteilt, sondern im Ganzen untersucht.
Von den zwélf verschiedenen Linsenabschnitten sowie dem Aquatorbereich wurden mittels IEF-
und hochauflosender 2-D-SDS-Gelelektrophorese Gele erstellt, von denen letzten Endes 23 Gele
ausgewertet wurden und in diese Arbeit mit eingingen.

Die hochauflosende 2-D-SDS-Gelelektrophorese ist zurzeit das Verfahren, mit dem Proteine
elektrophoretisch am genauesten aufgetrennt werden konnen. War lange Zeit die eindimensionale
Gelelektrophorese das Mittel der Wahl, so ist seit Mitte der 70er Jahre mit Entwicklung der
zweidimensionalen Proteintrennung eine sehr viel genauere Auftrennung und somit eine sehr viel
differenziertere Einteilung der Kristalline méglich.

Die Auswertung der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Gele erfolgte, nach Digitalisierung
der Bilder, mit Hilfe der computergestiitzten Bildanalyse-Software MELANIE Version 4
(Genebio, Schweiz), auf deren Moglichkeiten spiter in einem eigenen Abschnitt noch genauer
eingegangen werden wird. Um die Reproduzierbarkeit der Methode testen zu koénnen, wurden
jeweils mehrere Gele desselben Schnittes hergestellt und miteinander verglichen.

In der Schweinelinse zeigte sich genau wie in der humanen Linse - und der Linse von Rindern
oder Ratten - eine eindeutige Verdnderung im Vorkommen der einzelnen Kristallingruppen in
den verschiedenen Altersschichten.

Schon in der IEF-Gelelektrophorese, die die Auftrennung der Kristalline in der ersten Dimension
anhand eines pH-Gradienten darstellt, zeigte sich sowohl in der Auftrennung der wasserloslichen
Kristalline als auch in der Auftrennung der wasserunloslichen Kristalline in den verschiedenen
Schnittebenen ein deutlicher Unterschied im Vorkommen der einzelnen Kristallingruppen in den

verschiedenen Altersschichten.
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Abb. 96: IEF-Gelelektrophorese (in Urea) der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse
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Abb. 97: IEF-Gelelektrophorese (in Urea) der wasserunloslichen Proteine der Schweinelinse

So zeigt sich im wasserloslichen Anteil der Proteine in jiingeren Bereichen nahe der
Aquatorregion (z.B. Schnitt 2) kaum ein Vorkommen von y-Kristallinen, wihrend diese in der
Kernregion (z.B. Schnitt 6) in deutlich groBerer Anzahl vorkommen. Aquivalent zur Verteilung
in der humanen Linse muss auch hier davon ausgegangen werden, dass dies durch eine deutlich
hohere Bildungsrate dieser Kristalline in der Embryonal- und Fetalzeit verursacht wird. Im
wasserunloslichen Teil der Linsenproteine zeigt sich ebenfalls eine hohere Konzentration der vy-
Kfristalline in der Kernregion im Vergleich zu den jiingeren Rindenregionen.

Die a-Kristalline zeigen im wasserloslichen Proteinanteil eine hohere Konzentration in den
jiingeren Linsenabschnitten (Aquatorregion) als in der #lteren Kernregion, wihrend sie in dem
wasserunloslichen Proteinanteil eine deutlich hohere Konzentration in der Kernregion als in der
Aquatorregion zeigen. Dies kann dquivalent zu den Mechanismen der Alterung in den Linsen
anderer Sdugetierspezies durch die zunehmende Bildung hochmolekularer Komplexe, welche in
den wasserunloslichen Anteil der Linsenproteine eingehen, erklidrt werden.

Auch bei den B-Kristallinen kommt es mit zunehmendem Alter zu einer Aggregation zu

hochmolekularen Formen, die in den wasserunloslichen Proteinanteil der Linse eingehen. Dort
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kommt es zu einer Abnahme der hochmolekularen B-Komplexe, die durch einen zunehmenden

Einbau in a-HM-Komplexe erklirt werden kann.

Tabellarisch lassen sich diese Ergebnisse wie folgt darstellen:

Schweinelinse a-Kristalline B-Kristalline v-Kristalline
wi Nucleus: ++ + ++

Cortex: + ++ +
ws Nucleus: + + ++

Cortex: ++ ++ +

Tab. 17: Veridnderungen der Kristalline in verschiedenen Linsenabschnitten der Schweinelinse

(+ = Vorkommen der Kiristallinfraktion

Kristallinfraktion in dem Linsenabschnitt)

im Linsenabschnitt,

kein Nachweis der

Im Vergleich zur Schweinelinse sei hier noch die Kiristallinverteilung in der Rinderlinse

betrachtet, die sich analog zur humanen Linse und somit auch zur Schweinelinse verhiilt.

Rinderlinse a-Kristalline B-Kristalline v-Kristalline
wi Nucleus: ++ + ++

Cortex: + ++ 0
ws Nucleus: + + ++

Cortex: ++ ++ 0

Tab. 18: Verdnderungen der Kristalline in verschiedenen Linsenabschnitten der Rinderlinse
(+ = Vorkommen der Kristallinfraktion im Linsenabschnitt, o = kein Nachweis der

Kristallinfraktion in dem Linsenabschnitt)

Auch hier erklirt sich die deutliche Zunahme der a-Kristalline und die Abnahme der anderen
Kristallin-Fraktionen im Alterungsprozess mit der Chaperon-Funktion, der a-Kristalline, die die
B- und y-Kristalline durch Bindung in ihre zentrale Cavitit vor Denaturierung schiitzen. Das
fehlende Vorkommen der y-Kristalline im Cortex ist ebenfalls durch die fehlende Synthese dieser

Kiristallin-Fraktion nach der Embryonalphase erklirbar.
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Wie aus den Zusammenfassungen in den Tabellen ersichtlich zeigen sowohl die humane Linse,
als auch die Schweine- und Rinderlinse auf qualitativer Ebene in den wasserldslichen und —
unloslichen Proteinanteilen der jeweiligen Linse eine gleiche Verteilung der einzelnen

Kristallinfraktionen in den verschiedenen Altersschichten.

Mittels der hochauflosenden 2-D-SDS-Gelelektrophorese wurden dann diese durch IEF-
Gelelektrophorese aufgetrennten Kristalline in einer zweiten Ebene zusitzlich noch anhand ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt. Dieses Verfahren ermoglichte eine Unterteilung der einzelnen
Kristallingruppen in ihre Untergruppen, woraus sich dann wiederum eine sehr viel
differenziertere Aussage iiber das Verhalten der einzelnen Untergruppen im Alterungsprozess
gewinnen lieB3.

Bei der zweidimensionalen Auftrennung der Kristalline wurden in der vorliegenden Arbeit die
wasserloslichen und wasserunloslichen Kristallinfraktionen getrennt untersucht. Betrachtet man
die einzelnen Untergruppen der Kiristalline, ergibt sich beziiglich des Vorkommens der

Kristallingruppen in der Cortexregion im Vergleich zur Nucleusregion folgendes Bild:
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wi Cortex (Schnitt 12) Nucleus (Schnitt 7)
a-Kristalline

aAl + ++
aA2 + ++
aB1 + ++
aB2 + ++
B-Kristalline

BA1 + ++
BA2 + 0
BA3 + ++
BA4 + 0
Bla 0 0
BB1b o +
B2 + ++
B3 0 +
B4 + ++
pBS + ++
v-Kristalline

vl 0 0
v2a 0 0
v2b 0 0
Y3 0 +
v4 0 +
y5a + -+
v5b 0 0
Bs/vys + ++

Tab. 19: Vorkommen der Kristallinuntergruppen der wasserunloslichen Fraktionen in
verschiedenen Linsenabschnitten der Schweinelinse (+ = Vorkommen der Kristallinfraktion im

Linsenabschnitt, o = kein Nachweis der Kristallinfraktion in dem Linsenabschnitt)
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WS Cortex (Schnitt 12) Nucleus (Schnitt 7)
a-Kristalline

aAl ++ +
aA2 + ++
aB1 ++ +
aB2 ++ +
B-Kristalline

BA1 + ++
BA2 + ++
BA3 + 0
BA4 + ++
Bla ++ +
BB1b + ++
B2 ++ +
BB3 + ++
B4 ++ +
BB5 ++ +
v-Kristalline

vl + 0
v2a ++ +
v2b 0 +
v3 0 +
v4 0 +
vS5a + ++
vSb 0 +
Bs/vys ++ +

Tab. 20: Vorkommen der Kristallinuntergruppen der wasserloslichen Fraktionen in verschiedenen

Linsenabschnitten der Schweinelinse (+ = Vorkommen der Kristallinfraktion im Linsenabschnitt,

o = kein Nachweis der Kristallinfraktion in dem Linsenabschnitt)
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Betrachtet man die absolute Konzentration der wasserloslichen zu den wasserunldslichen

Kristallinen in den verschiedenen Schnittebenen zeigt sich folgende Verteilung, wobei sich ,Vol’

aus der Pixeldichte errechnet und dimensionslos angegeben ist:

Schnitt ws (Vol) wi (Vol)
3 203,433 377,952
5 135,036 506,762
7 93,812 631,021
9 148,439 240,707
12 173,889 181,341
18 (Eq) 160,524 265,107

Tab. 21: Verteilung der wasserldslichen und wasserunloslichen Fraktionen der Kristalline in den

einzelnen Schnittebenen der Schweinelinse (tabellarische Darstellung)

Stellt man dies als Grafik dar, sieht man noch besser, dass sich die Konzentrationen der

wasserloslichen und —unldslichen Kristalline immer antiparallel verhalten:
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Abb. 98: Verteilung der wasserloslichen und wasserunloslichen Fraktionen der Kristalline in den

einzelnen Schnittebenen der Schweinelinse (graphische Darstellung)

Durch die Kombination zweier Trennmethoden fiir Proteingemische — der Isoelektrofokussierung

und der hochauflosenden 2-D-SDS-Gelelektrophorese — konnten, in Ergidnzung durch die
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Auswertung mittels der softwaregestiitzten Bildanalyse, die Kristalline der Schweinelinse mit
einer hohen Genauigkeit aufgetrennt und sehr differenziert analysiert werden, was mit den bisher
angewandten Methoden in solchem MafBe nicht moglich war.

Im Vergleich zu bisherigen Studien an anderen Spezies zeigt es sich, dass sich die
Altersverdnderungen der Kristalline in der Schweinelinse nahtlos in die der bisher erforschten
Spezies einreihen lassen.

Wiirde man die einzelnen Proteinspots der erstellten Gele mit ergédnzenden Methoden noch
genauer analysieren, lieBen sich noch viele weitere Erkenntnisse iiber die auf molekularer Ebene
stattfindenden Prozesse in den Kristallingruppen gewinnen. Dies wiirde allerdings den Rahmen
der vorliegenden Arbeit bei weitem iiberschreiten, bietet allerdings Moglichkeiten fiir weitere

Studien.

5.5 Die softwaregestiitzte Bildanalyse — Moglichkeiten und Grenzen

Durch ein besonderes Augenmerk auf eine systematische Versuchsdurchfithrung sollten
Versuchsfehler so gering wie moglich gehalten werden, um eine mdoglichst hohe
Reproduzierbarkeit der verwendeten Methoden erreichen zu konnen. Mit einer durchgehend
gleichen Vorgehensweise bei der Bearbeitung der Proben sollte dies gewéhrleistet werden.

Wie verhilt es sich aber mit einem Computerprogramm, in diesem Fall mit dem Programm
MELANIE (Medical Electrophoresis Analysis Interactive Expert System) Version 4 (Genebio,
Schweiz), mit Hilfe dessen die hergestellten Gele ausgewertet und analysiert wurden? Wie
reproduzierbar sind die Ergebnisse und wo liegen Moglichkeiten, aber auch Grenzen der
computergestiitzten Bildanalyse?

Um die gewonnenen Gele iiberhaupt digital bearbeiten zu koénnen, mussten diese zunichst
eingescannt werden und wurden dann von farbigen Dateien (durch die Proteinfarbungen bedingt)
in Schwarz-Wei3-Dateien (in dieser Arbeit z.B. tif-Dateien) umgewandelt, da das
Computerprogramm unter anderem mit Grauwerttiefen arbeitet, das heiBit die Abbildungen
anhand der Helligkeitsunterschiede auswertet.

Im néchsten Schritt wurde von dem Computerprogramm die auszuwertende Bilddatei ,gelesen’,
Proteinspots wurden detektiert und durch Umrandung markiert. Schon in diesem Schritt zeigte
sich, dass eine automatische Auswertung mittels MELANIE nicht moglich ist, und eine

Bearbeitung der Bilder durch den Bediener des Programms vor der Analyse notwendig wird. Das
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Computerprogramm erkennt keinen Unterschied zwischen Proteinspots, Luftblasen, Réndern
oder Verschmutzungen, und so wurden alle auf der Bilddatei vorkommenden Muster detektiert
und markiert. Durch ein Einstellen der Sensitivitit lieBe sich dies etwas einschrinken, so dass
z.B. sehr schwache Muster nicht erkannt wiirden, nur wiirden so gleichzeitig auch schwache
Proteinspots nicht detektiert. Dariiber hinaus wurden sehr nahe beieinander liegende Spots hiufig
als ein Spot detektiert, oder schwache Muster zu mehreren kleinen Spots erklédrt. So war jedes
Mal ein Bearbeiten von Hand nétig, um mit den vorliegenden Computerwerkzeugen
(,Markierungen trennen’, ,Markierungen vergrolern’, ,Markierungen verkleinern’,
,Markierungen 16schen’ und ,Markierungen hinzufiigen’) die Proteinspots optimal zu editieren.
Als zweiter Schritt wurden den editierten Spots vom Computer Koordinaten zugeteilt, um einen
Vergleich von mehreren Gelen untereinander zu ermoglichen, und die einzelnen Spots beziiglich
u. a. GroBe, Volumen und prozentualem Volumen in Bezug auf das Volumen der gesamten Spots
eines Geles vergleichen zu konnen. Zu diesem Zweck wurden bestimmten Spots auf den zu
vergleichenden Gelen so genannte Landmarks zugeteilt, d.h. in der Regel wurden ca. 10-15
markante Spots als Anhalt fiir das Computerprogramm markiert, und somit vorgegeben, welche
Spots auf den verschiedenen Gelen auf jeden Fall zusammengehoren. Auf diese Art und Weise
konnte das Programm je nach Schnitt zwischen 22 und 49 Spots auf den verschiedenen Gelen
eines Schnittes einander zuordnen und so genannte Pairs bilden. Diese Ergebnisse lieBen sich
auch durch eine grolere Anzahl von initial gesetzten Landmarks nicht verbessern, was
diesbeziiglich eine relativ hohe Wiederholbarkeit des Programms zeigt.

Aus der optischen Dichte der Pixel eines Spots sowie der Fldache des Spots auf dem Gel und der
Grauwerttiefe des Spots konnte das Programm das Volumen und die Fliche einzelner Spots
bestimmen und diese miteinander vergleichen. Dieser Anteil der Arbeit wire ohne die
softwaregestiitzte Bildanalyse sicher so einfach nicht machbar gewesen und hitte mittels der
konventionellen Methoden der Planimetrie und Densitometrie einigen Aufwandes mehr bedurft.
AbschlieBend lisst sich sagen, dass der Einsatz von Computerprogrammen zur Auswertung von
Gelelektrophoresen trotz einiger methodisch bedingter Grenzen die Analyse von
Gelelektrophoresen erheblich vereinfacht und verbessert und durch die ungleich hohere
Rechenleistung eines Computers wertvolle Moglichkeiten bietet, eine sehr viel genauere,
effizientere und auch effektivere Auswertung der gewonnenen Informationen erreichen zu

kOnnen.
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5.6 Synopsis

Durch die Kombination zweier Trennverfahren fiir Proteine — die Isoelektrofokussierung und die
hochauflosende 2-D-SDS-Gelelektrophorese — mit der Bonner Gefrierschnitttechnik konnte die
Linse des Schweins nicht nur beziiglich des Vorkommens der einzelnen Kristallingruppen in den
verschiedenen Altersschichten der Linse genau untersucht werden, sondern es gelang zusétzlich,
ein raumliches Bild des Verteilungsmusters der linsenspezifischen Kristalline zu erstellen.

Zunichst wurden die Proteine der einzelnen Schnittebenen und somit der Altersschichten der
Linse anhand ihres pH-Gradienten (Ladungsverteilung) mittels Isoelektrofokussierung

aufgetrennt, wobei sich am Beispiel der wasserloslichen Kristalline folgendes Bild ergab:

pH Kristalline
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6,5 - < ) - - ! 3‘ '? B
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Abb. 99: IEF-Gelelektrophorese (nativ) der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse

Danach erfolgte die Auftrennung der einzelnen Schnittebenen anhand eines zweiten Parameters,
des Molekulargewichtes, indem das IEF-Gelelektrophoreseband der einzelnen Schnittebenen aus

dem oben dargestellten Gel herausgeschnitten, in ein Acrylamid-Gel eingebettet und dann mittels
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hochauflosender 2-D-SDS-Gelelektrophorese in der zweiten Dimension aufgetrennt wurde.
Beispielhaft sei hier die somit gewonnene 2-D-SDS-Gelelektrophorese des Schnittes 5 der
wasserloslichen Kristalline gezeigt. Um eine Vorstellung davon zu bekommen, wo sich die
einzelnen Kiristallingruppen in den beiden Gelen wiederfinden lassen, sind als Beispiel die

Kristalline a A2 (griin umrandet) sowie BB, und B4 (rot umrandet) in beiden Gelen markiert.
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Abb. 100: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 05(1)

Durch die Kombination dieser drei Methoden gelang es, anhand des Molekulargewichtes und der
Ladung eine sehr differenzierte raumliche Verteilung der Kristalline der Schweinelinse in den
verschiedenen Altersschichten zu erstellen. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich dabei
bewusst auf die optisch aktiven Proteine der Linse, die Kristalline, da diese die strukturelle Basis
fiir die hohe Transparenz der jungen Linse und anschlieend durch ihre Aggregatbildung fiir die
steigende Lichtstreuung im Alter darstellen (Bours et al., 1990). Die optisch inaktiven Proteine,

welche das Zytoskelett der Linse bilden, sind nicht beriicksichtigt worden. Die rdumliche
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Darstellung des molekularbiologischen Korrelates des Lichtstreuungsprofils der Linse kann in

vivo mit Scheimpflug Photographie vermessen werden.

5.7 Ausblick

Bietet die Schweinelinse Moglichkeiten, sie als Ersatz fiir die Primatenlinse und als geeignetes
Modell fiir die humane Linse zu verwenden? Sind die Altersverdnderungen in den Linsen beider
Spezies hinreichend dhnlich oder doch grundverschieden?

In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigt sich eindeutig, dass auch schon bei noch sehr
jungen, im Durchschnitt ca. zwei Jahre alten Schweinelinsen, zunédchst einmal tiberhaupt ein
Alterungsprozess nachzuweisen ist. Dieser wurde auf der molekularen Ebene durch
Verinderungen der Kristalline in ihren drei groen Fraktionen, den o-, B- und y-Kristallinen, in
den verschiedenen Schichten und somit Altersabschnitten der Linse sowohl im wasserloslichen
als auch im wasserunloslichen Proteinanteil mittels der Kombination zweier Methoden, der
Isoelektrofokussierung und der hochauflosenden 2-D-Gelelektrophorese, und anschlieBender
Auswertung mit Hilfe eines softwaregestiitzten Bildanalyseprogramms (MELANIE Version 4,
Genebio, Schweiz) gezeigt.

Im Vergleich zu der humanen Linse zeigen sich in der Schweinelinse qualitativ auf molekularer
Ebene identische Verinderungen wihrend des Altersprozesses. Uber die quantitativen
Verdnderungen lédsst sich aus dieser Arbeit heraus keine Aussage machen. Die Schweinelinse
lasst sich daher nahtlos in die bereits von Bours 1979 erarbeitete Studie mit Rinder-,
Meerschweinchen-, Hunde-, Ratten- und humanen Linsen einfiigen, die schon damals gezeigt hat,
dass die Linsen der untersuchten Sdugetiere, mit einer Ausnahme, sich beziiglich der
Kristallinverteilung gleich verhalten. Bei der erwihnten Ausnahme handelt es sich um die Linse
der Ratte, bei der sich ebenso wie in der Linse der Maus Besonderheiten beziiglich des y-
Kiristallins ergeben (Bours, 1979).

Aufgrund der auf qualitativer Ebene nachgewiesenen Gleichheit in den altersbedingten
Verinderungen der Kristallinstruktur in der humanen Linse und in der Schweinelinse muss davon
ausgegangen werden, dass die Schweinelinse prinzipiell als Ersatz fiir die Primatenlinse und als
geeignetes Modell fiir die humane Linse in der experimentellen Ophthalmologie und
insbesondere in der Kataraktforschung dienen kann. Besonders im Zusammenhang mit der

Ziichtung des Gottinger Minipigs, welches aufgrund seiner besonderen Zuchtmerkmale fiir die
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Laborforschung deutlich handhabbarer und dazu kostengiinstiger ist als Primaten, bietet die
Schweinelinse eine wichtige Alternative zu der Primatenforschung beziiglich Haltung und Pflege
des Minipigs bei in vivo durchgefiihrten Medikamenten-Studien.

Im Vergleich zu, aufgrund der gleichen Altersveridnderungen in der Kristallinstruktur der Linse,
ebenfalls moglichen Studien an anderen Séugetieren, ldsst sich sagen, dass das Schwein
hinsichtlich seiner Physiologie dem Menschen wesentlich &hnlicher ist, als z.B. das
Meerschweinchen oder das Rind es sein konnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Schweinelinse in ihrer
Kristallinzusammensetzung der humanen Linse nahezu identisch ist. Sie besitzt eine fast
deckungsgleiche dreidimensionale Proteinstruktur und ein vergleichbares Altersprofil.

Damit kann die Schweinelinse — und somit auch das Gottinger Minipig — als ein gleichwertiges
Modell sowohl in der Katarakt-Ursachenforschung und -Priventionsforschung, als auch in der
experimentellen Toxikologie bei der Erfassung von Arzneimittelnebenwirkungen eingesetzt
werden. Manche kostspieligen und ethisch zunehmend umstrittenen Primatenversuche konnen
durch Versuche mit Minipigs bzw. extrahierten Schweinelinsen von Tieren aus dem Schlachthof
vollkommen problemfrei ersetzt werden. Die weit entwickelten Inkubationstechniken fiir
Augenlinsen erweitern hier noch die Moglichkeit, manchen Tierversuch durch ex-vitro Studien

Zu ersetzen.

So wie bereits der Mensch seit Anbeginn bestrebt war, seine Sehkraft als eminent wesentliche
Verbindung zu seiner Umwelt zu erhalten (,,Hiite etwas Wichtiges wie deinen Augapfel®) und
zunichst mit einfachsten Mitteln versuchte, zu verstehen, wie der Prozess des Sehens von statten
ging, kann die Menschheit heute in einer Art und Weise wie nie zuvor in die kleinsten Bausteine
dieses Prozesses hineinsehen und ihn Schritt fiir Schritt entschliisseln.

Waren in der Zeit der dgyptischen Antike noch einfache Salben aus Honig, Milch oder Zwiebeln
das Mittel der Wahl bei Linsentriibungen, so wurden von Celsus im ersten Jahrhundert nach
Christus bereits die ersten, einfachen Staroperationen beschrieben, in denen die triibbe Linse
einfach nach unten — und somit aus dem Sichtfeld — gedriickt wurde. Heute dagegen ist die
Katarakt-Operation mit dem Einsatz von Kunstlinsen eine héufig durchgefiihrte und
unproblematische Mdoglichkeit, an Katarakt leidenden Menschen die ungetriibte Sicht auf ihre

Umwelt wieder zu ermoglichen.
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Dennoch treibt der Drang, die Entstehung der Katarakt bis ins kleinste Detail zu verstehen und
bereits ursdchlich tidtig werden zu konnen, die Forschung immer weiter voran; und mit jedem
neuen Schritt zeigen sich weitere, bis dahin ungeahnte Perspektiven, so dass es mit jeder neuen
Studie ebenso wieder dringende Fragen fiir weitere geben wird.
Und doch werden auch immer wieder Grenzen aufgezeigt, an denen ein Weiterkommen nicht
moglich sein wird und an denen umgedacht werden muss, um dem Drang, die Dinge bis in das
kleinste Detail verstehen zu wollen, nicht bis zur Unsinnigkeit nachzugeben. Denn wie schon der
griechische Philosoph Aristoteles in der Einleitung seiner Nikomachischen Ethik schrieb:
,, EMAIOEULEVOU Ydp EOTIV i TOOOUTOV TAKDIBES EMICNTEIV kaB ' ekaoTov yevog, @ "doov n Tod
npayuarog puoic EMOEXETar’
(Es zeichnet einen gebildeten Geist aus, sich mit jenem Grad an Genauigkeit zufrieden zu geben,
den die Natur der Dinge zulidsst, das heifit nicht dort nach Exaktheit zu suchen, wo nur
Annidherung moglich ist.)
Oder wie es der Dichter Johann Wolfgang von Goethe in seinen ,Xenien’ mit der ihm eigenen
Prignanz und Schonheit ausdriickte:
., Was ist das Schwerste von allem? Was dir das Leichteste diinkt:

Mit den Augen zu sehen, was vor Augen Dir liegt.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 35 Schweinelinsen aus einem Kolner Schlachthof mit Hilfe
der Schneidemaschine ,Bonner Modell’ in zwolf Scheiben (Schnitt 1-12) geschnitten, welche den
verschiedenen Altersschichten der Linse entsprechen, und hinsichtlich der Kristallinverteilung in
den wasserloslichen und wasserunloslichen Proteinanteilen der einzelnen Altersschichten mittels
hochauflosender 2-D-Gelelektrophorese untersucht. Der Linsendquator wurde, bezeichnet als
Schnitt 18, gesondert untersucht. Die Auswertung der Gele erfolgte nach ihrer Digitalisierung
mittels des softwaregesteuerten Bildanalysesystems MELANIE Version 4 (Genebio, Schweiz).
Von jeder Probe wurden mehrere Gele angefertigt, um eine befriedigende Aussage iiber die
Reproduzierbarkeit der Analysemethoden machen zu kénnen. Durch MELANIE konnten die
verschiedenen Gele eines Schnittes miteinander verglichen werden, und nach Festlegung jeweils
eines Referenzgels konnten die Korrelationen berechnet werden. Mit einer durchschnittlichen
Korrelation von 0,803 (zwischen 0,331 und 0,972) zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung
zwischen den unterschiedlichen Gelen eines Schnittes und somit eine hohe Reproduzierbarkeit.
Mittels der softwaregestiitzten Bildanalyse konnten die Proteinspots auf den Gelen beziiglich
ihrer GroBe, ihrer Dichte und des prozentualen Volumens genau ausgemessen und miteinander
verglichen werden. In der Arbeit mit der Software hat sich gezeigt, dass sich mit Hilfe des
Computerprogramms und den Analyse- und Rechenleistungen eines Computers zahlreiche
Moglichkeiten bieten, Polyacrylamid-Gele mit einer Prédzision auszuwerten, die mit bisher
angewandten Methoden — wenn iiberhaupt — nur mit sehr viel groBerem Aufwand moglich
gewesen ware.

Durch die nétige Digitalisierung der Gele bieten sich allerdings wieder zahlreiche Moglichkeiten
fiir das Auftreten von Fehlern, welche aber bei der guten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im
vorliegenden Fall als gering einzustufen waren. Insgesamt ldsst sich sagen, dass MELANIE oder
dhnliche Programme durch die hohe Prézision und durch das Erkennen von Veridnderungen, die
mit bisher angewandten Methoden nicht sichtbar sind, zahlreiche wissenschaftlich wertvolle
Moglichkeiten in der Auswertung von hochaufldsenden 2-D-Gelelektrophoresen aufzeigen.

In der Kiristallinverteilung zeigte sich im Alterungsprozess im wasserloslichen Proteinanteil eine
Abnahme der a- und y-Kristalline und antiparallel dazu eine Zunahme der B-Kristalline. Im
wasserunloslichen Anteil der Linsenproteine zeigte sich ebenfalls eine Abnahme der fy-

Kristalline, wihrend die o- und B-Kristalline in ihrer Konzentration zunahmen. Diese Ergebnisse
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stimmen mit diversen Studien iiber die Kristallinverinderungen im Alterungsprozess bei
verschiedenen Sdugetier-Spezies iberein, d.h. die Schweinelinse verhidlt sich 1m
Alterungsprozess bei den qualitativen Verdnderungen der Kristalline analog zur humanen Linse
und den Linsen anderer Sidugetiere wie z.B. Hund, Rind und Meerschweinchen (Bours, 1980).

In Zusammenhang mit der Entwicklung des Goéttinger Minipigs und der ethisch komplexen
Diskussion iiber den Einsatz von Primaten in der Forschung zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass durchaus geeignete Moglichkeiten bestehen, das Schwein als Modell fiir die humane Linse
in der experimentellen Ophthalmologie und insbesondere in der Kataraktforschung einzusetzen,
zumal das Schwein aufgrund seiner Physiologie dem Menschen deutlich néher ist als
beispielsweise das Rind. Und mit der Ziichtung des Gottinger Minipigs ist der Universitit
Gottingen eine wichtige Voraussetzung dafiir gelungen, dass sich Forschungen an Schweinen mit
verhiltnisméBig wenig Aufwand und Kosten betreiben lassen.

Auf dem Hintergrund dieser Ergebnisse legt sich die Schlussfolgerung nahe, in der

Linsenforschung zukiinftig vermehrt den Einsatz von Schweinelinsen zu priferieren.
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7. Anhang

Die ,Id’ ist die Kennzeichnung des Geles welches ausgewertet worden ist. Auf dem Gel ist jedem
einzelnen Spot eine bestimmte ,SpotID’ zugeordnet. Die Merkmale ,X’ und ,Y’ bezeichnen die
Koordinaten, in denen der jeweilige Spot auf dem Gel zu finden ist. ,Area’ gibt die Fliche eines
Spots in mm? wieder und ,Vol’ das aus der gemessenen Pixeldichte und der Flachenausdehnung
sowie der Grauwerttiefe berechnete Volumen des Spots, welches dimensionslos angegeben wird.
Das ,%Vol” hingegen gibt an, welches Volumen der einzelne Spot prozentual in Bezug auf das
Gesamtvolumen aller Spots auf dem Gel hat. Dieser Wert kann z.B. als Vergleichsparameter bei
Arzneimittelstudien dienen, da durch die Zu- oder Abnahme des ,%Vol’ Aussagen iiber die
Auswirkung eines Medikamentes auf die einzelnen Linsenproteingruppen gemacht werden

konnen.
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Id SpotiD | X Y Area Vol %Vol
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 29| 710]400| 6,07172| 280,403| 6,042
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 30| 610] 402) 3,53407| 33,0683| 0,713
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 31| 586|478| 3,21149| 284,36 6,127
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 32| 631|478| 10,595| 1210,19( 26,077
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 33| 701]|464| 3,26167| 34,309| 0,739
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 34| 517|475] 3,5269| 48,2074| 1,039
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 35| 800| 478| 2,98926| 34,8891| 0,752
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 36| 720| 485| 3,44805| 40,9966| 0,883
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 37| 636|501) 2,89607| 74,0714| 1,596
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 38| 1059] 516| 5,41222{ 113,479 2,445
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 39| 609|519] 4,50899| 81,3195| 1,752
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 40| 694| 517| 6,03588| 42,2962| 0,911
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 42| 511]|523| 3,16848| 16,7625| 0,361
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 43| 886| 542| 5,81365| 77,6433| 1,673
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 44| 656] 550| 4,96777| 286,425 6,172
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 45| 760| 558) 9,66314| 735,997| 15,859
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 46| 922| 556| 4,86741| 136,46] 2,940
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 47| 848|555| 4,38712| 130,006/ 2,801
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 48| 513| 557| 3,56991| 27,3059| 0,588
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 49| 622]| 557| 4,65953| 182,883| 3,941
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 51| 645|584| 4,78139| 57,0398| 1,229
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 52 364]|598| 5,0753| 54,5248| 1,175
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 54 418]|602| 4,86741| 230,384| 4,964
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 55 379| 725] 1,62008| 8,27962| 0,178
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 56| 724]425] 3,37636| 77,9073| 1,679
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 57| 657]564] 1,53406| 39,8927| 0,860
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 58| 771|484 2,17206] 19,8424| 0,428
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 59 459|593] 1,96417| 18,1865| 0,392
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 60 463]553| 1,41219| 3,48389| 0,075
cc3dal1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 61| 464|521]| 2,49464| 11,0108| 0,237
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 62] 583|463| 2,50181| 126,28| 2,721
cc3da1d6-1c4f-4988-8a0b-e48382b96e1f 63| 608] 462| 2,32259| 122,869| 2,648

Tab. 22: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (3): Spot-Report
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id SpotiD | X Y Area Vol %Vol
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 71| 684]324] 6,18642{ 79304,1 3,585
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 73| 603]326] 4,95343[ 22354,5[ 1,011
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 90 682]384] 3,61292( 28307 1,280
b4e1{7¢c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 94| 521|388 5,4624| 56488,7| 2,554
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 95 626]394] 12,7098 489389( 22,126
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 97| 581]398] 4,60218( 156331 7,068
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 101 711] 405] 9,91404{ 18872,5[ 0,853
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 102 745]406] 10,4803| 12399,2[ 0,561
b4e1{7¢c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 108 679]430] 12,5162{ 30990,2| 1,401
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 110 523] 434| 5,68462[ 59915,4[ 2,709
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 111 462] 439] 3,79214f 19545| 0,884
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 112 603] 433 5,2115| 36157,1] 1,635
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 116 644] 461] 5,00361( 103491| 4,679
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 117 733]470] 11,9857 435657|19,697
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 119] 516] 465| 5,24017| 25958,1| 1,174
b4e1{7¢c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 120 463] 465| 4,28676| 14913,5| 0,674
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 121 616] 468] 2,76704| 33607,3] 1,519
b4e1{7¢c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 122{ 1025] 475] 11,0682[ 58068,2| 2,625
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 123| 827]|474| 4,63802| 72712,1| 3,287
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 124 852]470] 3,29751| 34714,5[ 1,569
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 126 887|487| 5,57709| 38124,7| 1,724
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 127 0| 484| 0,781367| 22,7562 0,001
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 128 471]502] 10,0287 32066| 1,450
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 129 362] 506] 2,21507{ 14863,7[ 0,672
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 130 423] 509 5,0753] 153307| 6,931
b4e1{7¢c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 134| 646] 528| 7,79216{ 36702,4| 1,659
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 148| 392] 627] 0,924737{ 2391,31 0,108
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 150{ 1078] 638] 0,824378| 458,293| 0,021
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 193| 582] 384 1,38352[ 31403,9 1,420
b4e1{7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 194 604] 380] 1,80646{ 31916,6 1,443
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 195 691]342] 3,92834 27898| 1,261
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 196| 627] 414| 1,63442| 18714,1] 0,846
b4e1f7c2-dbb2-4792-ae06-78e62dd964de 197| 644|480| 2,70252| 34782,7| 1,573

Tab. 23: Wasserlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (5): Spot-Report
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Id SpotiD | X | Y Area Vol %Vol
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 51| 508| 316 3,47672( 26,9088 0,788
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 52[ 428| 319 3,60576{ 41,9636 1,229
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 53| 504| 339 4,81006{ 24,5712 0,719
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 54| 423| 342 3,26884| 21,9564 0,643
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 56{ 531| 380 5,0968{ 350,936 10,275
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 57| 595| 381| 4,42297| 120,105| 3,517
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 58| 492| 385 7,49108( 629,457( 18,430
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 59( 431| 382 3,24016{ 20,1757 0,591
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 60| 487]| 407| 4,14339| 56,254| 1,647
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 61| 513| 427| 9,41224| 91,1027| 2,667
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 63| 604| 428 3,94268| 68,276 1,999
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 64| 584| 428| 3,74196{ 48,153| 1,410
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 65[ 439 433| 3,49823[ 21,529 0,630
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 66| 473| 460 4,53049( 171,083 5,009
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 67| 605| 462| 4,22225| 55,1362| 1,614
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 68| 586| 463| 3,09679( 51,1791 1,499
97¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 69| 501| 465| 4,07171| 185,273| 5,425
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 70] 390] 475| 4,09321| 442,712{ 12,963
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 72| 264| 479| 7,56277{ 102,503 3,001
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 73| 85| 483[ 10,0072 103,972| 3,044
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 75( 288| 487 4,59501( 149,192 4,368
97¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 77| 764| 490| 4,48031| 106,799| 3,127
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 78| 703| 495 4,00719{ 219,105 6,415
97¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 79| 226 499| 6,96778| 61,8825 1,812
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 81| 417| 509| 6,93194( 21,1485 0,619
97c¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 83| 477| 528| 8,58786( 67,2116 1,968
97¢f3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 89| 413| 473 1,88532( 102,803 3,010
97cf3473-6683-47e5-a9ba-530153737fc4 90 473| 481 2,50181| 53,9143 1,579
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583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 4| 522| 310] 7,15416] 57,054] 0,971
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 5] 617] 319] 8,20076| 294,694| 5,015
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 6] 522] 331] 5,42656| 35,8766| 0,611
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 7] 625| 340| 5,24017| 163,005| 2,774
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 11] 491] 379] 5,36204| 239,04] 4,068
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 12] 535] 390] 13,5126] 1060,35] 18,044
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 14] 617] 406] 5,89968| 153,121| 2,606
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 15| 694| 409| 5,75631| 157,412] 2,679
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 16| 365| 415| 12,6237| 49,4578| 0,842
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 17] 538] 412] 2,91041| 88,9527| 1,514
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 18| 411| 422] 4,46598] 24,4405| 0,416
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 19] 507] 429] 10,6309| 161,761] 2,753
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 20] 587| 432] 10,3513] 141,858 2,414
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 21| 332| 445] 6,27244| 20,0684| 0,341
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 22| 410 453| 3,87816] 28,3563| 0,483
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 23| 433| 456 2,85306] 26,7352] 0,455
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 24] 550 464| 7,76349] 266,61| 4,537
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 25| 518| 471| 7,46958] 343,322 5,842
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 26| 249| 477| 6,86742| 88,5321| 1,507
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 27] 359| 480| 8,40148] 50,1703 0,854
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 28| 648| 484| 9,58429] 697,731| 11,873
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 29| 596 480| 8,66672] 183,839 3,128
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 30| 777| 482] 8,77425] 224,433] 3,819
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 31| 976| 483] 7,20434| 272,317| 4,634
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 33| 316 488| 5,23301] 233,403] 3,972
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 34] 736 490 6,05021] 283,286| 4,821
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 35] 539 493| 5,01795] 47,2892| 0,805
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 36| 815| 497] 12,7958] 280,211] 4,768
583051d6-04cb-4d73-9880-714ae91dbe45 38| 597| 514] 15,8424| 203,244| 3,459
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039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 5| 410] 263] 5,16132] 36,011] 0,449
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 6| 495]| 271] 6,99646]| 302,077| 3,769
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 7| 413] 289| 7,63445| 48,5838| 0,606
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 8| 503] 297| 5,37638| 247,554| 3,088
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 9| 603] 300] 5,25451| 6,84797] 0,085
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 10| 511] 313] 3,07529| 74,7676 0,933
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 11] 331] 335] 9,84235| 33,8927| 0,423
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 12]| 382] 329| 2,48747| 85,1303| 1,062
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 13| 411| 333| 3,45522| 244,127| 3,046
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 14] 489] 342| 5,67028]| 67,7573] 0,845
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 15| 427| 350| 10,1219] 988,144| 12,328
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 17| 386] 345| 2,48747] 125,301] 1,563
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 18] 457] 367| 4,52332]| 81,4382] 1,016
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 19| 506] 370| 6,26527]| 280,565| 3,500
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 20| 547| 370{ 6,55201{ 104,381 1,302
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 21| 578| 371| 4,77422| 293,947 3,667
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 22| 431| 376{ 4,40863| 80,1568 1,000
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 23| 485] 383| 4,53049( 111,092 1,386
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 24) 403| 397| 11,8925| 194,229 2,423
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 26| 263| 394| 9,72766| 44,2225 0,552
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 27| 314| 395| 4,34411{ 20,6656| 0,258
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 28| 477] 401{ 8,06456{ 159,262 1,987
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 29| 273| 426] 5,7348| 13,6788| 0,171
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 30| 446 432[ 5,69896{ 192,269 2,399
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 31| 336 433| 3,49106{ 32,7798| 0,409
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 32| 537| 445] 7,77065] 682,985 8,521
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 33| 417| 443| 7,31904| 454,835 5,674
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 34| 486| 447| 16,4947| 418,347 5,219
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 35| 829 448 8,60937| 443,593| 5,534
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 36| 621| 452| 8,37281] 571,59 7,131
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 37| 658| 452 8,02155[ 345,141 4,306
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 38| 712| 453] 3,84232| 99,4827( 1,241
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 39| 571| 455| 5,14698| 33,142 0,413
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 40| 745] 456 5,85667| 40,5438[ 0,506
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 41| 275| 458| 4,65236{ 11,6938| 0,146
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 42)| 692| 471| 8,75274| 207,386 2,587
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 43| 152| 475| 5,72763| 63,6037 0,793
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 44) 438| 478] 10,3943| 114,978| 1,434
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 45| 220| 483| 5,08247 267,58 3,338
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 46| 406| 483| 8,37998| 105,965 1,322
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 47] 491 494] 13,3908| 145,946( 1,821
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 48] 622| 495[ 4,88175[ 64,0736 0,799
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 51 182| 619 2,65951| 9,63974| 0,120
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 52| 621| 696 2,84589| 11,6497| 0,145
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 54{ 110{ 728 4,552| 8,31539( 0,104
039e1ec3-0cab-4630-8826-e2df53be73cf 55[ 405| 369 3,08246] 46,287| 0,577
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cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 140] 694 624 1,70427| 14,6527| 0,374
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 141 865| 628 1,9462| 58,6594| 1,498
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 142 699] 667| 1,94799] 45,2291| 1,155
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 143| 878| 671 2,3082] 115,043| 2,937
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 145 703] 738| 5,14865| 548,099| 13,994
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 146 496] 729| 1,84943] 41,2438| 1,053
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 147| 633] 735 3,1684| 302,054 7,712
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 148 1017] 780] 1,98025| 117,045] 2,988
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 149| 770| 789| 2,97844| 49,8969| 1,274
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 150f 870] 789| 2,60569| 154,637| 3,948
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 151 597| 796| 0,543001] 3,85181| 0,098
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 152 827] 809| 2,80819] 69,5659| 1,776
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 153| 474| 813| 2,45336] 117,062] 2,989
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 154 520| 817| 1,54478| 17,6355| 0,450
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 157 666] 822| 6,05007] 225,2] 5,750
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 158 392| 825| 3,70244| 183,916] 4,696
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 159 808] 840| 3,19708] 66,957| 1,710
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 160| 391| 862| 2,61644| 97,954] 2,501
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 161| 741] 868| 2,08598| 43,7924| 1,118
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 163| 520] 872| 1,54836] 43,3282| 1,106
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 164| 688| 884| 3,29922| 240,406| 6,138
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 166 936] 886] 2,36555| 177,405| 4,529
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 167] 1076] 894| 3,67198| 291,702 7,448
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 168 823] 901| 4,70063] 80,6603] 2,059
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 173| 1540] 922| 3,12898| 109,045| 2,784
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 174] 1281] 918| 1,74728| 12,3964| 0,316
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 175(1176] 925| 1,87631] 17,896| 0,457
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 177| 182] 935 2,82611] 53,386] 1,363
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 178 306] 946] 5,54112] 580,43]| 14,819
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 180 386] 945| 2,33508] 12,0694| 0,308
cd82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 181| 1075] 962| 2,30462| 24,4875| 0,625
€d82130f-3be0-496¢-9f04-83bd6064b815 185| 1192] 1314 0,116485] 1,02248| 0,026
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f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 8] 400] 305] 6,51617| 34,8165| 0,594
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 9| 508] 312] 6,58068| 136,987| 2,339
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 10| 406] 326] 13,2044| 100,151] 1,710
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98chb0 12| 515] 333] 8,58786| 195,117| 3,332
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 13] 353] 356] 2,81005| 34,8348| 0,595
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 14] 386] 357] 4,37279| 95,2132| 1,626
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 15| 359] 372| 3,8925| 73,2496| 1,251
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 16]| 404] 375| 6,2366 312,4 5,334
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 17| 577| 391| 6,07172| 243,136| 4,152
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 18] 435] 390] 5,81365| 101,639| 1,735
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 19] 491] 394| 8,68105| 283,042| 4,833
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 21| 385] 407{ 18,7815] 320,137| 5,466
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 22| 539 401 6,05021]| 107,548 1,836
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 23| 459 402| 3,46955| 53,6773| 0,917
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 24| 218{ 411{ 10,0932| 31,8221 0,543
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 25| 270{ 412{ 6,70972] 20,2567| 0,346
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 28] 460{ 421{ 9,06815] 151,706 2,590
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 31| 269 443 4,25092| 11,0795] 0,189
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 34| 426| 445| 5,16132| 131,649 2,248
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 35| 391 451 5,90684| 200,634| 3,426
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 36| 859| 456 11,699] 431,505| 7,368
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 37| 655] 456( 7,97137| 266,468| 4,550
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 38| 530| 458 8,12908] 441,999| 7,547
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 39| 765] 462 14,5521] 96,7753] 1,652
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 40| 605] 467| 7,97854| 613,81] 10,481
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 41| 462| 467| 11,2832| 301,388| 5,146
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 42| 708| 466 6,32262| 221,504| 3,782
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 43| 221{ 477{ 14,9033] 43,9193 0,750
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 44| 99| 476| 10,6165| 72,4591 1,237
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 45| 687| 474| 6,63086] 213,33] 3,643
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 46| 169| 481| 5,21867| 127,43| 2,176
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 47| 655| 484| 10,3657| 212,967 3,636
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 48| 376| 483| 10,5305| 94,4508 1,613
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 49| 862| 503 5,06096] 32,1709]| 0,549
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 51| 126| 586 4,78856( 10,4384 0,178
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 52| 612| 650 4,20791| 16,1781 0,276
f9e041ef-d377-4730-bf4b-5b6a0cb98cb0 53| 48| 676( 7,31187{ 20,6152 0,352
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5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 79[ 495 319( 8,25094( 108,094| 2,550
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 80| 604| 322 8,44449( 182,154| 4,296
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 82| 448| 358| 4,53049( 144,174| 3,401
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 83| 492 361 4,94627( 299,328| 7,060
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 84| 641 376 8,65238( 107,226| 2,529
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 85[ 515 377| 6,22943( 77,5816] 1,830
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 86| 568 377 4,98211{ 170,833| 4,029
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 87| 464 396( 14,3012 177,339| 4,183
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 89( 372 398( 6,32262( 48,7887| 1,151
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 90 536( 405( 8,86027( 104,451| 2,464
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 91[ 391 431 4,63085( 40,0523| 0,945
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 92[ 509( 430( 4,60935( 64,3042| 1,517
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 03[ 474|438 5,0968( 141,208| 3,331
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 94| 603 443| 5,36921( 228,475| 5,389
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 95| 878| 445| 8,31546{ 227,083| 5,356
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 96| 540| 447{ 12,7098{ 216,754 5,112
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 97| 808| 448 9,38357{ 20,4897| 0,483
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 98| 667 452 6,2581( 287,032 6,770
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 99 747|453 10,3943( 166,408| 3,925
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 101] 196 457 12,466| 231,951| 5,471
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 103] 267| 464| 5,16849| 194,047| 4,577
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 104] 461 471| 12,3011| 107,547| 2,537
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 105[ 534 482 15,2761 166,62 3,930
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 106| 668 483 6,27244 147,95| 3,490
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 109[ 709( 485 16,1506[ 196,793| 4,642
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 110{ 880 489( 4,79573| 50,7893| 1,198
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 111{ 221| 564 3,57708[ 10,363| 0,244
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 113[ 143 650( 7,11832[ 19,2752| 0,455
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 114{ 505 308 5,55559( 46,5164| 1,097
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 115[ 605) 310( 4,07888| 43,7494| 1,032
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 116] 469| 347| 3,44805] 115,829]| 2,732
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 117{ 440( 343| 2,18639| 46,3085| 1,092
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 118| 328 461 4,47314 33,993| 0,802
5aa7bacd-55f0-498¢-9734-cdc4975760a5 119f 549( 381 1,27599( 16,1816] 0,382
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79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 12 685] 609] 2,7831] 33,5009] 0,776
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 15| 854| 616| 2,66662| 78,3502 1,815
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 17] 692| 653| 4,5053| 82,0088| 1,900
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 19 871] 660] 3,65585] 176,557 4,091
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 21] 498] 719] 3,32431] 53,2993| 1,235
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 22| 701] 729| 5,43539| 511,447] 11,850
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 23| 631] 725| 3,37987] 259,469| 6,012
79ef42{2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 25| 767]| 775| 4,43003| 96,0841| 2,226
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 26| 866| 778| 3,72395| 177,404 4,110
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 27| 663]| 775| 3,05013] 46,1627| 1,070
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 28| 1009] 781] 2,41214] 141,977] 3,289
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 30| 664| 809| 6,72748] 211,08] 4,891
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 31| 481]| 808| 4,41928] 120,55| 2,793
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 32| 338]| 815| 2,77235| 40,0678| 0,928
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 33| 397| 820] 3,98559| 120,41] 2,790
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 34| 271] 815| 2,18096| 11,3315] 0,263
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 35| 804| 826] 5,61101] 133,882| 3,102
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 36| 742] 858 2,77952 51,54 1,194
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 38| 398]| 860| 3,12718] 73,0017] 1,691
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 39| 523| 868| 3,31894| 54,7397| 1,268
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 40| 688] 875] 3,6899| 176,52|] 4,090
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 41] 935| 884| 2,74726] 183,638| 4,255
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 43| 820| 894| 10,3744| 173,63] 4,023
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 44] 1069] 902] 4,65404| 375,338| 8,696
79ef42{2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 45 1519] 906| 4,1648| 167,016] 3,870
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 46| 1163] 908| 5,17195| 99,9045| 2,315
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 471 1262) 912| 7,71492] 149,82| 3,471
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 51| 188] 939| 4,01427]| 49,8664| 1,155
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 53| 312| 947] 4,25978| 367,731 8,520
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 54| 659| 944| 4,79561| 36,0907| 0,836
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 55| 392| 942| 1,62004| 8,44084| 0,196
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 56] 1069] 969] 3,39958| 54,0477| 1,252
79ef42f2-0090-4ebb-b978-0665f2b6e148 59| 117] 1240| 0,33512] 1,18928| 0,028
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51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 4| 362 317| 4,83157| 36,0982 0,926
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 5| 444| 323] 4,20074| 83,5501 2,144
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 7] 366] 343| 5,7348] 73,3837| 1,883
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 8| 452| 348| 6,16491| 180,11| 4,622
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 10| 275] 377] 7,09682| 32,9046| 0,844
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 11] 335] 378] 2,50898| 63,1406/ 1,620
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 12]| 362| 378] 3,48389| 112,854| 2,896
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 13] 270] 392| 4,50182| 23,0309| 0,591
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 14] 337] 393] 3,36203| 115,723| 2,970
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 15| 373| 396| 5,24734| 277,072| 7,111
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 16| 405] 412 7,87101| 141,407 3,629
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 17] 454] 415] 8,90328| 244,53| 6,276
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 18] 523] 416] 4,78856| 175,615| 4,507
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 19| 353] 427| 8,53768| 187,538| 4,813
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 20| 261| 437] 4,32261| 58,9774| 1,514
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 21| 355| 439 5,41939] 90,5341| 2,323
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 22| 224| 441] 5,80649]| 65,329 1,677
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 23| 423| 441] 6,8961] 126,295| 3,241
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 24| 224| 470] 4,91042] 40,2285] 1,032
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 25| 280| 470 6,60219] 47,6368 1,223
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 26| 391| 472| 4,85308] 63,9349| 1,641
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 27] 364| 478 5,5986] 171,248| 4,395
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 28| 484| 485| 4,46598] 184,545| 4,736
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 29| 599| 485 6,83875] 106,983 2,746
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 30| 770{ 491{ 9,11833] 198,417| 5,092
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 31| 431] 494| 10,8388] 152,086 3,903
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 33| 223| 500 8,3298] 34,0837| 0,875
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 34| 554| 500{ 5,90684| 305,425| 7,838
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 36| 651| 501{ 8,98213] 135,45| 3,476
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 37| 120{ 502{ 10,2295| 73,9304| 1,897
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 38] 180f 509 4,63085] 170,736| 4,382
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 39| 599 512 7,33338| 74,598] 1,914
51d701cb-542e-40df-9ae5-ac4d57002d02 40| 350| 513| 6,77423] 49,133| 1,261
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1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 36| 468] 332 7,26169| 95,3619| 2,127
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 37| 364| 349] 10,5807| 61,8466 1,379
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 38| 474| 354] 11,0825| 204,635 4,563
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 39| 346] 380 4,48031| 81,2651| 1,812
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 40| 312| 383] 3,16848| 36,3602 0,811
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 41] 364| 398| 6,15774| 228,414| 5,093
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 42| 317{ 398| 4,09321| 63,9398 1,426
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 43| 393] 414| 5,93552| 84,5184| 1,885
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 44| 450] 415( 10,2295| 237,968| 5,307
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 45| 536| 414] 6,2366] 191,524 4,271
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 47] 339] 443| 8,83159| 142,588| 3,180
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 48| 230{ 439| 3,72762| 17,7317 0,395
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 49| 419] 444| 10,0431| 140,66] 3,137
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 50| 384 468| 4,83157| 86,5051 1,929
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 51| 349 477| 6,07172| 157,055| 3,502
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 53| 831] 484| 12,6094| 348,085| 7,762
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 54| 490 483] 7,89252| 325,351| 7,255
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 55| 621] 484| 7,97854| 195,225| 4,353
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 56| 422{ 490] 13,0682| 279,125 6,224
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 57| 567] 497| 7,64162| 543,727 12,125
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 58| 674] 497 12,1578| 321,498| 7,169
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 59 70f 501] 10,1076f 47,9903 1,070
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 60| 131] 508 5,0968| 140,839| 3,141
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 61| 181[ 503] 9,59862| 32,9028 0,734
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 62| 620] 511| 12,7958| 191,27| 4,265
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 63| 336] 513| 8,25811| 61,123] 1,363
1d795bab-91a4-40dd-a444-843581efbb61 66| 345[ 421] 9,87103| 166,94 3,723
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d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 6| 522| 283| 6,01437| 89,7732| 1,556
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 7]1417]299| 10,6667] 99,9201 1,732
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 10] 535] 305| 10,4947| 367,465| 6,369
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 11] 303] 329] 4,27959| 33,035/ 0,573
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 12) 391] 330] 3,01794| 97,4448| 1,689
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 13) 364 330] 2,4588| 74,539| 1,292
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 14] 302] 342| 3,53407| 30,3342| 0,526
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 15] 369| 343| 3,48389| 130,195| 2,257
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 16) 413] 346] 6,41581| 372,119| 6,450
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 17] 5711 360] 6,5305| 168,162| 2,915
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 18] 438] 361| 5,74197| 110,003| 1,907
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 19] 495]| 363| 6,3943| 178,316/ 3,091
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 20| 386 387 6,74556] 150,524| 2,609
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 21]173[ 379 5,97136] 30,0729| 0,521
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 22| 207{ 379 5,13981] 49,1164| 0,851
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 23] 237| 381{ 10,8316] 132,793 2,302
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 24| 293| 382 7,54126| 109,883| 1,904
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 25| 462| 388] 8,09324| 122,397| 2,121
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 27| 314| 415 3,28317] 56,1473| 0,973
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 28| 432[ 415 3,98569| 109,864| 1,904
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 29| 396( 423( 5,10397| 221,949| 3,847
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 30| 532| 427 6,26527] 349,087 6,050
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 31| 633[ 435 12,294| 235,215 4,077
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 32| 803| 431{ 7,26169] 238,294| 4,130
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 33| 464 434 11,4696| 263,316| 4,564
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 34| 595] 434 6,18642| 434,919 7,538
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 36| 242| 444] 10,2151]| 74,0889| 1,284
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 38| 671] 441{ 10,4517] 253,575| 4,395
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 39| 114 443| 9,49109] 397,501| 6,889
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 40| 187| 450( 6,41581] 441,978| 7,660
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 41| 383| 454 7,42657| 78,6565| 1,363
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 43] 594 465| 4,75272] 68,6601| 1,190
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 48| 70[ 634 5,17566] 21,2303| 0,368
d4b8df6a-c4f7-4ea9-9213-ed6ae604889c 49| 387 368 8,12908| 179,098| 3,104
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ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 15| 626 647| 2,91393| 30,4214| 0,696
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 16| 795 658] 3,41929 85,6205 1,958
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 20| 633] 695 5,55367| 85,8442 1,963
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 21| 811| 708| 4,71497| 183,898 4,206
ec6035d2-14e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 25| 434| 767 2,86554| 19,4604 0,445
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 26| 562| 767 2,18276| 63,9989 1,464
ec6035d2-14e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 27| 618| 768 2,9426 114,6] 2,621
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 29| 425| 794 2,24369| 15,198 0,348
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 30| 568| 796| 3,07342| 126,828 2,901
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 31| 644| 804 4,65762| 329,123| 7,528
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9el0bad4fa 32| 602] 836| 4,63074| 74,5141| 1,704
ec6035d2-14e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 33| 702] 839| 5,74542| 124,352 2,844
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 34| 802| 843 6,3601] 221,925| 5,076
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9el0bad4fa 35| 944| 842| 4,22752| 172,983| 3,957
ec6035d2-14e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 36| 1843| 854 0,587803| 1,59681( 0,037
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 39| 604| 883 9,56255| 335,65 7,677
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 41| 407| 888 3,86731| 66,2411 1,515
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 42| 273| 889 2,16663| 15,8069 0,362
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 43| 210| 890 2,49458| 6,18093| 0,141
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9el0bad4fa 44| 332| 894 4,06265| 67,0325/ 1,533
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 45| 739| 898 6,01602| 129,644 2,965
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 49| 333| 954 3,69348| 39,7825 0,910
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 50{ 678] 956 3,60926] 51,9355/ 1,188
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 51 457] 961 2,57881| 27,8011| 0,636
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9el0bad4fa 52| 624| 973| 4,40494| 153,775| 3,517
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 53[1100] 981 5,79201] 108,06 2,472
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 54 870] 983[ 3,90674| 216,852| 4,960
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 55 1468| 986| 4,76336| 157,692| 3,607
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 56[ 1313] 997 4,76156] 16,0691| 0,368
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 57| 750] 999 12,5338| 189,837| 4,342
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9el0bad4fa 59( 1003] 1007 5,76692| 343,181| 7,849
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 61] 1210] 1011] 6,00527| 108,743| 2,487
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 64| 1473] 1023 3,81355| 63,6562| 1,456
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 65[ 1103] 1032 7,87441| 79,0748| 1,809
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 66| 124] 1030| 4,17018{ 24,1481| 0,552
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 67| 245] 1047] 10,1056{ 424,424 9,708
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 68| 328] 1041 3,04296] 11,8759| 0,272
ec6035d2-4e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 69| 595| 1046 4,83146| 33,2201| 0,760
ec6035d2-14e8-4d53-b77b-c0a9e0bad4fa 70{ 1002] 1068[ 3,44797| 50,9944| 1,166
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67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 2| 336| 348| 5,39071| 25,7604| 0,908
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 3| 423] 350| 4,95343| 50,2502| 1,771
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 4| 339| 374| 8,65955| 61,1732| 2,156
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 5| 430] 377] 7,99288| 119,156| 4,199
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 6| 239] 407] 8,20076| 19,9036| 0,701
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 7] 304] 409] 3,03228| 36,7493| 1,295
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 8| 333] 409] 3,64877| 52,7513| 1,859
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 9| 232] 427] 4,52332| 16,6438| 0,586
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 10| 306] 428] 3,84948| 82,1766| 2,896
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 11] 345] 430] 4,8029| 163,049| 5,746
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 12] 499] 448] 6,84592| 90,8568| 3,202
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 13| 376| 447| 7,16133| 59,4747| 2,096
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 14) 428] 448] 6,98929| 103,116 3,634
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 15| 323| 465| 13,1542| 123,322| 4,346
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 16| 224| 476| 5,97853| 49,1735| 1,733
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 17| 118] 477| 6,86742| 17,4759 0,616
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 18| 152| 478| 4,02153| 20,1735| 0,711
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 19| 182] 478| 5,77064| 50,3144 1,773
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 20| 398| 483] 10,2725| 84,4938 2,977
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 21| 326| 482] 5,36204| 47,2887| 1,666
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 22| 182| 509| 4,42297| 26,6022 0,937
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 23| 363| 512{ 4,53049] 29,1888] 1,029
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 24| 248| 514] 3,90683] 21,7579| 0,767
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 25| 335] 520 5,17566] 81,5335| 2,873
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 26| 462| 525| 4,84591] 109,659 3,864
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 27| 579| 537{ 7,79933| 84,8365| 2,989
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 28| 406{ 538 6,16491| 36,6324| 1,291
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 30| 532| 540 6,56635]| 212,751 7,497
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 31| 181| 542] 4,55917] 11,3486] 0,400
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 32| 761| 547| 9,75633| 184,866| 6,514
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 33| 628| 547 12,8029 117,228 4,131
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 34| 680| 550| 15,1184] 42,5724] 1,500
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 35| 72| 554| 12,1434 41,6045 1,466
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 36| 579| 572{ 10,5234| 73,3075| 2,583
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 37| 136] 568| 9,44808| 341,127] 12,021
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 38| 321] 565[ 11,6201| 44,3358] 1,562
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 39| 532| 578 6,05738] 57,8623] 2,039
67475c8e-5394-4703-bd7b-21fdef7ccf14 41| 762| 598| 7,99288| 47,3352| 1,668
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f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 5| 392] 311] 3,08246] 16,0138 0,498
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 6] 490| 315] 3,92834| 44,3185| 1,377
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 7] 396] 332| 6,12907| 52,9469| 1,645
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 8| 496] 338| 7,46241| 113,881 3,539
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 10]| 297] 362| 3,21866| 10,6497| 0,331
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 11] 352] 365| 2,45163| 40,7192| 1,265
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 12] 378] 365| 3,62009| 70,3809| 2,187
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 13] 295| 380| 2,8674| 9,4855| 0,295
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 14) 358] 383| 3,74196| 83,4612| 2,593
f7fc0d99-a363-4138-8¢c21-95b669e1b0c8 15] 395] 386] 5,83516| 241,008| 7,489
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 16] 420] 401] 5,78498| 83,3579| 2,590
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 17| 471] 402 5,51258| 121,342| 3,771
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 18] 545] 404| 5,37638| 80,3417| 2,497
f7fc0d99-a363-4138-8¢c21-95b669e1b0c8 19]| 374] 415] 9,03948| 134,143| 4,168
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 20| 227{ 420{ 8,94629| 40,6801| 1,264
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 21]| 283 424] 5,14698| 41,4145| 1,287
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 22| 372| 430{ 6,95345] 82,0486| 2,550
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 23] 440 433| 9,40507] 95,3224| 2,962
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 24| 302| 461 3,75629| 32,0984| 0,997
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 25| 413| 464]| 3,79214] 52,2173] 1,623
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 26] 380[ 472 6,15774] 169,915| 5,280
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 27| 505] 481 5,33336| 211,547| 6,574
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 28| 617| 482 4,88175| 22,0058| 0,684
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 29| 444 488| 11,3692| 196,286| 6,099
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 30| 232| 493| 8,34413| 36,8484| 1,145
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 32| 790 489 6,17208] 150,951| 4,691
f7fc0d99-a363-4138-8¢c21-95b669e1b0c8 33] 109 487{ 10,1291] 185,686| 5,770
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 34| 178] 495| 4,81006] 163,821| 5,091
f7fc0d99-a363-4138-8¢c21-95b669e1b0c8 35| 572| 495| 5,51258] 252,16 7,836
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 36| 657 499 8,8531| 124,58| 3,871
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 37| 367|507 8,70256| 68,3777| 2,125
f7fc0d99-a363-4138-8¢c21-95b669e1b0c8 38| 617 523] 11,8782| 70,7172| 2,197
f7fc0d99-a363-4138-8c21-95b669e1b0c8 40| 790| 514] 6,43015] 78,1574 2,429
f7fc0d99-a363-4138-8¢21-95b669e1b0c8 41] 571| 527] 4,26526] 41,2701 1,282
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Id SpotlD X Y Area Vol %Vol
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 8| 637[ 684] 2,36017f 22,881 0,590
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 9] 810| 691 2,54655| 63,4762| 1,636
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 10| 642] 730( 3,54474| 64,2517] 1,656
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 11 825] 739] 3,3046] 135,522 3,492
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 13| 440| 798| 2,12362| 14,3891| 0,371
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 14 567| 801 2,01251] 63,6106] 1,639
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 15| 622| 801[ 2,52504| 99,2446| 2,557
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 16 430| 828] 2,13079| 16,2484| 0,419
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 17 651] 835] 4,31354| 355,048] 9,149
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 18| 573] 831[ 2,69888| 133,563| 3,442
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 19 709| 870] 4,71855] 96,1085| 2,477
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 20| 604| 869| 4,62537| 59,739| 1,539
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218¢c0 21| 810 873 4,44257| 163,895| 4,223
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 22| 953 874| 2,92468| 149,055| 3,841
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 24| 602 902| 4,77411] 119,163] 3,071
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 26| 413 919] 3,19887| 68,0897 1,755
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 27| 338| 921| 3,57879| 67,5841| 1,742
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 28| 748 928| 4,84938| 95,1585 2,452
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 29| 610f 928| 4,3924| 85,4949| 2,203
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 31] 338 983 3,55728| 35,9259| 0,926
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218¢c0 32| 683 989| 2,49816] 46,5891 1,201
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 33| 460| 991| 2,3082| 25,5496| 0,658
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 34| 629 1004] 3,5089| 136,54 3,518
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 35| 1476| 1021| 9,82957| 469,081| 12,087
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 36| 878 1012] 3,02504| 190,075 4,898
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218¢c0 37| 1109{ 1020] 3,08776{ 56,085 1,445
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 38| 760| 1028| 7,92101| 134,558| 3,467
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 41| 1008{ 1040] 4,98378| 390,757{ 10,069
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 43] 1204| 1041| 5,27948| 115,43| 2,974
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 44| 336[ 1046] 4,59132| 20,1898 0,520
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 46| 135[ 1057] 3,85119| 23,5555 0,607
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 47] 253| 1071] 3,72395| 207,643| 5,351
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 48| 1111{ 1071] 5,93359| 59,9617 1,545
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218¢0 49| 595| 1077| 3,3512| 17,5777] 0,453
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 50| 1010{ 1101f 2,81178| 32,1636 0,829
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 51] 1482 1110] 2,9659| 14,1788] 0,365
c696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218c0 52| 254 1108] 1,89602] 16,9991| 0,438
€696f7f9-121c-4b1d-87f2-c52f5a5218¢c0 55| 419 985| 1,78133| 15,394 0,397
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95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 3| 352| 336| 5,10397| 37,8701| 1,106
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 4| 441] 338| 4,50899| 69,5984 2,033
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 5] 353] 361| 6,98929]| 67,537| 1,973
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 6| 449| 366| 5,76347| 111,747 3,265
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 7] 255] 395| 7,66313] 33,1653| 0,969
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 8| 347| 399| 3,80647| 77,9224 2,277
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 9| 320] 401] 3,18281] 58,4761| 1,708
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 10]| 361] 420] 5,90684| 239,356/ 6,993
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 11| 322| 421| 4,37279| 124,008| 3,623
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 12| 394 435| 6,60219| 79,5641| 2,324
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 13| 445| 440| 9,46242| 180,78| 5,282
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 14| 517| 442| 6,16491| 121,251| 3,542
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 15| 336] 456] 7,44807| 131,621| 3,845
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 16| 244| 462| 7,97137| 79,6401| 2,327
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 17] 196] 463] 7,86385| 80,1652| 2,342
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 18| 413 471] 10,294 111,245| 3,250
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 19| 199 495| 5,41222| 40,2777| 1,177
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 20| 264| 503 4,3011] 32,6293 0,953
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 21] 380| 503 5,64878] 45,9806| 1,343
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 22] 350{ 511 5,97853] 121,676] 3,555
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 23] 477| 521] 4,52332] 134,927| 3,942
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 24| 596| 529 6,3728] 57,5404 1,681
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 25| 419| 530{ 16,6381] 120,852| 3,531
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 26| 547| 537] 7,21151] 237,937| 6,951
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 27| 777|539 9,74199] 172,491 5,039
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 28| 646| 541| 13,4409]| 132,201| 3,862
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 29| 92| 541] 11,147] 60,8565 1,778
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 30| 154| 550 5,64878] 184,259| 5,383
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 32| 597 559 11,19] 92,4342| 2,700
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 33| 547| 572] 4,98928| 54,1415] 1,582
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 34| 778| 589 8,51618] 45,6383| 1,333
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 37| 344| 439] 4,04303| 48,4232] 1,415
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 38| 339| 474 5,46957| 88,0722| 2,573
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 39| 249| 413] 4,48748| 44,3443 1,296
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 40] 241{ 498( 2,50181] 20,3084 0,593
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 41] 199 533 5,08964| 38,4518 1,123
95b458bc-85d3-4dbc-9038-7d2¢f3d51f50 42] 156| 568 3,58425| 45,4913 1,329
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e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 6] 501] 292| 5,37638 57,3 1,427
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 7] 399] 307] 9,30471] 108,209| 2,694
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 9| 510] 315] 8,63087] 132,471 3,298
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 10| 350] 340| 2,68819| 48,9658| 1,219
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 11] 376] 341] 3,62009| 73,4885/ 1,830
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 12] 355] 357| 4,12189] 96,8018| 2,410
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 13] 395] 360| 6,28678| 261,811| 6,518
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 14| 423| 376| 7,58427| 98,6464| 2,456
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 15| 477| 378| 4,73838| 128,225| 3,192
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 16| 557] 381] 5,51975| 108,304| 2,696
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 17| 371| 391| 8,86027| 172,08| 4,284
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 18] 225] 395] 13,5055| 105,81| 2,634
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 19| 277] 398] 6,83875| 55,5323| 1,383
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 20| 437] 405[ 9,80651] 93,4958| 2,328
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 21] 276| 429 5,26885| 33,8145| 0,842
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 22| 299| 435] 4,35128] 42,3744] 1,055
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 23| 417| 437] 5,45523| 71,7794 1,787
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 24| 378| 443| 6,31545] 162,596| 4,048
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 25| 515| 452] 4,48031] 205,813| 5,124
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 26| 446| 456] 11,7563] 197,234 4,911
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 28| 806| 461| 6,70972| 116,972| 2,912
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 29| 108| 460] 10,5234| 290,826| 7,241
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 30| 231| 465[ 13,6345] 80,525| 2,005
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 31| 584| 464| 4,75988| 212,622| 5,294
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 32| 175] 467{ 5,92835| 333,149| 8,294
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 33| 665| 467| 11,0323 103,615| 2,580
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 34| 363| 476 8,43733] 65,0968| 1,621
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 36| 584| 495| 4,96777| 69,2792] 1,725
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 37| 627| 507| 7,65596] 56,6414| 1,410
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 38| 808| 506( 5,44806] 27,5438| 0,686
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 41| 628| 466{ 5,96419| 63,3337| 1,577
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 42) 371| 373] 3,18281| 51,4985| 1,282
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 43| 367| 409| 4,52332] 60,3014 1,501
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 44] 394| 285 3,34769| 24,3514 0,606
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 45]| 291| 337| 2,50181] 24,8747] 0,619
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 46] 290| 354| 2,50181] 25,4052| 0,633
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 47| 226 427| 5,82082] 65,4843| 1,630
e3aae8d1-1aff-4631-bc11-06dd9e2d2a81 48] 174] 481 3,8925| 90,3016| 2,248
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b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 11] 388] 335| 6,99646| 173,38 2,516
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 14] 528] 358] 13,6058| 80,8796| 1,174
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 16]| 384] 361| 8,25094| 243,535| 3,534
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 18| 582] 398| 4,37995| 64,2845| 0,933
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 20| 546] 419 10,509] 335,272 4,865
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 21] 606| 416{ 5,33336] 83,3914 1,210
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 22| 373| 433| 7,13983] 298,567| 4,333
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 23] 460| 433] 8,14342] 281,714 4,088
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 24| 418| 436| 7,84234| 246,4| 3,576
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 27| 695] 460 6,2366] 67,4138| 0,978
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 28| 505| 461] 12,3298| 222,64| 3,231
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 29| 585] 459( 12,3585] 191,514 2,779
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 30| 697| 491 6,18642] 44,9541 0,652
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 32| 307| 498| 8,3298| 167,011| 2,424
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 33| 273 499 8,466| 222,774 3,233
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 34| 99| 502 8,95346| 254,731| 3,697
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 35| 673| 497( 2,63084| 42,8748 0,622
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 36| 178] 505[ 17,0252 123,102| 1,786
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 37| 541] 500{ 7,88535] 111,665| 1,620
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 38| 577| 505( 7,31187] 201,581| 2,925
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 39| 430{ 513| 11,4338| 650,318 9,437
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 41] 508] 519| 13,4768] 346,288| 5,025
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 42] 363| 525[ 11,3692| 669,754| 9,719
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 43]| 741| 523] 8,8746] 80,6672| 1,171
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 44| 857| 524] 12,4517] 211,644 3,071
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 45| 461| 522| 5,04662| 128,738| 1,868
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 46] 265| 526( 13,8065| 499,743| 7,252
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 47| 797| 529{ 8,60937| 367,78| 5,337
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 48] 310| 533] 9,71332] 146,824 2,131
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 49| 99| 531 8,17926] 113,69| 1,650
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 50( 843| 644 5,31186| 25,2967| 0,367
b545aca7-41a9-4bdb-9249-c35d77bccd48 53| 534| 432 5,71329( 192,682| 2,796
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73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 3| 418 326| 5,4624| 50,1478 1,958
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 4] 412] 349| 9,54844| 97,9084 3,823
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 5| 595] 375] 3,69178] 29,3551 1,146
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aecbab 6] 622 381| 4,22225]| 31,1687| 1,217
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 7] 561| 388] 5,2115| 110,244| 4,304
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 8| 480] 412] 6,53767] 90,9107 3,550
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 9| 395/ 413] 5,4624] 101,662| 3,969
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 10| 437] 420] 8,8746| 103,672| 4,048
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 11] 598] 430] 9,72766| 49,3658| 1,927
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38eb6acbab 12| 518| 439| 6,82441| 67,2821| 2,627
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 13| 555| 461| 4,17207| 26,1649| 1,022
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38eb6acbab 14] 590] 469]| 4,8029| 75,4991| 2,948
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 15| 446] 479] 7,66313| 244,175| 9,534
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 16]| 521] 481] 11,233 128,801| 5,029
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38ebacbab 17| 477| 484) 9,19719| 58,829| 2,297
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 18] 385] 489] 9,07532| 252,147| 9,845
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38eb6acbab 19| 123] 493] 8,12908| 118,597| 4,631
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 20| 878] 493[ 8,5807| 74,9174 2,925
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 23| 209{ 497{ 6,38713| 14,4352| 0,564
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 24]808| 498 5,0753] 91,0646| 3,556
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 25| 302| 508| 12,1291] 212,259| 8,288
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 26| 521| 519( 6,97495] 40,2143]| 1,570
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 27| 385| 524 5,45523] 97,6325| 3,812
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38ebacbab 28] 124| 535 4,47314] 30,8612] 1,205
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38eb6acbab 29| 298| 535( 7,62012] 74,0794 2,892
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 30| 332| 542{ 9,16851] 64,5157| 2,519
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 33| 757| 494 4,39429] 14,5592 0,568
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 34| 709| 428( 4,40146] 24,208 0,945
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6acbab 35| 707{ 459{ 2,50181| 13,7564| 0,537
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 36| 683| 461| 2,50181] 13,9069| 0,543
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38e6aebab 37| 550] 410 5,16849] 66,0649| 2,579
73dae163-fbd9-45a9-b474-2bb38eb6acbab 38| 282| 491 4,04303] 92,7819| 3,623
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dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 5| 369 338] 5,24017] 91,721] 1,799
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 6| 470] 339| 7,88535| 50,3092| 0,987
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 7] 350] 363] 14,9248| 295,672| 5,800
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 8| 468| 364| 11,0036| 85,6568| 1,680
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 10| 502| 405| 5,47673| 132,244| 2,594
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 11] 460] 411] 5,54842| 383,558| 7,524
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 12] 300] 430] 4,63802| 109,725| 2,152
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 13| 382| 433| 7,42657| 126,426] 2,480
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 14| 331{ 437 11,5771] 111,454] 2,186
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 15| 441| 433| 7,41223| 148,481| 2,913
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 17] 571] 449] 5,61294| 36,4958| 0,716
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 18| 481| 452| 10,0287 136,115| 2,670
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 19] 405] 465| 9,87103| 111,557| 2,188
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 20| 556/ 483| 5,00361] 53,5458 1,050
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 21| 431 489] 7,60578] 115,896 2,274
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 22| 474] 492 4,78139] 188,544| 3,699
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 23| 343| 496 5,69896| 565,15]| 11,086
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 24| 65| 498] 7,48391] 217,263| 4,262
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 25| 140| 511] 12,3513] 56,2879 1,104
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 26| 271| 510| 7,35488] 390,856| 7,667
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 27] 405| 509] 7,29753] 127,141] 2,494
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 29| 193| 513| 12,5234| 337,357| 6,618
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 31| 732| 519] 11,2761] 169,33] 3,322
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 32| 624 521] 14,9678] 102,138] 2,004
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 33| 560f 522 8,40865| 41,483| 0,814
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 34| 670[ 524 5,51975] 220,786| 4,331
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 35| 488| 526| 19,8998| 167,416]| 3,284
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 36| 271[ 541| 5,40505| 143,863 2,822
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 37| 406 545( 10,7312| 78,0788] 1,532
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 39| 715] 646{ 4,00002| 13,2598| 0,260
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 41| 65]528| 4,62368| 58,5236 1,148
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 42] 196{ 539 5,90684| 76,9108] 1,509
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5c6fc 43]362[ 501| 3,97135] 104,23] 2,045
dcf86b94-ff0f-4cea-83ab-16f124f5¢c6fc 441 479] 399 1,85664| 50,201| 0,985
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3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 15| 481] 318] 8,55919| 64,8748| 0,954
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 17| 477| 342| 12,7313| 108,915| 1,601
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 18] 363] 343] 8,37281| 353,728| 5,200
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 24| 495] 408| 9,48393| 578,595| 8,506
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 25| 557| 405 4,39429| 72,0346] 1,059
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 27| 354| 416 5,75631| 332,766] 4,892
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 29| 419| 417] 7,3047] 322,995| 4,748
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 30| 489 428 5,44806| 147,565| 2,169
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 32| 458| 450( 11,0682]| 266,455| 3,917
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 33| 654 453 5,77781| 54,6446] 0,803
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 35| 704| 456] 12,5449 91,642| 1,347
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 37| 655 483| 6,73122]| 27,1095] 0,399
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 38| 396 495[ 10,1148] 831,852] 12,229
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 40| 74| 495| 7,98571| 272,164 4,001
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 42] 490{ 493 4,7097| 115,655] 1,700
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 44| 524| 499] 6,38713] 302,647| 4,449
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 45| 345] 506 8,55919| 790,592] 11,622
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 47| 260f 511{ 14,3155| 496,453 7,298
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 48] 420{ 511 4,33694| 107,507 1,580
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 51{ 699 522 10,0144 81,6567 1,200
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 52| 74| 525| 8,53768| 185,865 2,732
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 54 833| 525( 12,4373| 474,834 6,980
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 55| 761| 529| 7,42657| 487,573| 7,168
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 57| 265| 539| 8,15059| 154,707| 2,274
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 63| 334| 713| 5,78498( 34,1049( 0,501
3fe021a1-623d-4d0a-9446-5a6048714331 64| 886| 759 8,51618| 45,5057 0,669
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a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 12| 486] 306] 9,82801| 78,4019| 1,597
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 14] 484] 329| 6,48032| 68,2464| 1,390
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 15] 380] 332| 9,56278| 171,218| 3,488
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202¢073dd 17] 626] 371| 10,6739| 70,3733| 1,434
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 18] 475] 375| 6,58785| 696,162| 14,184
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 19| 517| 371| 5,30469| 222,134| 4,526
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 20| 575[ 373| 7,60578] 79,5606| 1,621
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 22| 319| 397| 4,70254| 137,669]| 2,805
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202¢073dd 23| 397| 397 6,02154| 136,045| 2,772
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 26| 480f 397 5,5986| 115,976] 2,363
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 28| 582| 420 5,4839| 63,5712] 1,295
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 29| 638| 422 10,4445| 69,658 1,419
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 30| 420{ 423| 11,2832] 173,853] 3,542
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202¢073dd 31| 454| 448] 3,67027| 55,9767| 1,141
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 33| 568| 451 5,04662| 84,8029| 1,728
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 35| 487 456 5,60577| 268,129| 5,463
a2c287ba-aibf-4860-b904-333202c073dd 36| 361| 461 6,81724| 488,537| 9,954
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 37| 66]463| 8,7169] 131,887| 2,687
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202¢073dd 40| 288| 472| 6,84592| 313,148| 6,380
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 41] 210| 477] 9,67748] 235,492 4,798
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 43| 749 484| 9,50543| 252,689| 5,148
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 44)| 631| 486] 12,2223] 115,472] 2,353
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 45| 680 489 6,49466| 362,187 7,379
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202¢073dd 46| 573| 487| 8,27245| 52,1758 1,063
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 47] 498| 491| 14,3657| 139,798| 2,848
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 52| 66| 506( 6,04305( 56,335[ 1,148
a2c287ba-aibf-4860-b904-333202c073dd 58| 285| 680 3,21149( 13,1857 0,269
a2c287ba-albf-4860-b904-333202c073dd 59( 494| 365 2,0717{ 108,753 2,216
a2c¢287ba-albf-4860-b904-333202¢073dd 60{ 219{ 500 9,785| 146,639 2,988
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a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 7] 663| 341] 7,87101]| 71,0002] 1,802
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 10| 661| 364| 8,47317| 87,8442| 2,229
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 11| 563| 370] 6,82441]| 123,803| 3,142
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 17| 749{ 410] 4,75988| 55,2323| 1,402
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 18| 797| 410] 6,77423]| 49,4274 1,254
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 19] 650] 416] 6,57351| 401,445]| 10,188
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 20] 690| 412| 3,67744| 151,178] 3,837
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 22| 571| 435 7,37639| 143,617| 3,645
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 23| 485 435 4,66669| 107,839| 2,737
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 25] 652| 439| 6,38713| 114,224| 2,899
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 27| 757| 457| 5,54125| 63,8053 1,619
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 28] 810| 457| 11,8925| 83,8061| 2,127
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 29| 595( 465 9,83518[ 125,92| 3,196
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 31| 629 491 6,45165] 95,356| 2,420
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 32| 743 493| 5,23301{ 85,6376 2,173
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 34| 661| 501 6,21509( 244,034| 6,193
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 35| 533| 508 7,08248| 408,921| 10,378
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 36| 236{ 512 8,50901| 197,53] 5,013
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 40] 361| 517| 8,1936| 126,52] 3,211
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 41{ 450{ 518 5,56992 229,19| 5,817
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 42{ 918| 530[ 9,65597| 196,009| 4,975
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 43| 376{ 535 6,17925[ 103,98| 2,639
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 44] 747| 534| 7,74915] 41,6541| 1,057
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 45( 851| 537 7,29037| 326,969| 8,298
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 46| 673| 538 21,2259( 155,609| 3,949
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 51{ 446{ 739| 7,01079{ 21,2173] 0,538
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 53| 962 760[ 9,49826| 35,4324| 0,899
a94fc38a-73f7-4e4f-9efc-0b81340ebe22 55[ 234 548 7,60578 93,04| 2,361
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5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 9| 601]|323| 7,13983| 122,478| 1,129
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 10| 703| 325| 6,9176] 204,711] 1,887
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 13| 604 345[ 7,36205{ 117,252 1,081
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 14| 715| 346| 7,79216{ 155,76 1,436
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 15| 417| 379| 8,65238( 74,3049 0,685
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 16| 460 383| 13,8567( 244,528 2,254
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 17| 511|386 7,52693| 189,838 1,750
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 18| 571|389 5,55559( 619,86 5,715
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 19| 616 394| 9,44808[ 1389,91| 12,814
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 20| 683]| 390| 6,18642| 54,7756] 0,505
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 21| 697|412 4,32977]| 106,305 0,980
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 22| 779] 411 4,22225| 91,7365| 0,846
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0ee1 23| 749| 420| 12,4517| 124,941 1,152
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 24| 609]| 416| 5,6201| 167,098| 1,541
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 25| 505| 431| 6,66671| 170,176] 1,569
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 26| 386| 431| 7,34054| 46,7374| 0,431
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0ee 27| 449| 432] 8,55919| 157,236] 1,450
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 28| 419]|432| 4,1864| 55,2701| 0,510
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 29| 594) 436 9,71332| 276,226| 2,547
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 30| 675| 446| 9,60579| 133,855| 1,234
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 31| 420| 457| 3,95701| 47,178| 0,435
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 32| 453| 459| 6,63086] 107,209] 0,988
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 33| 520| 464| 6,45165| 161,803| 1,492
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 34| 634| 468| 3,67744| 68,7085| 0,633
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 35| 734|478| 10,6022| 987,311 9,102
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 36| 602| 473| 8,78858| 493,965| 4,554
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 37| 853]| 478| 5,92835| 128,303 1,183
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 38| 1013] 480| 7,91402| 348,857| 3,216
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 39| 657|476] 4,8029| 79,9109| 0,737
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 40| 937| 486| 5,86383| 46,9789| 0,433
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 41| 811| 488| 6,69538| 509,875| 4,701
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 42| 677) 492 9,2617| 170,351 1,571
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 43| 879]| 499| 11,4696 472,304| 4,354
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 44| 449] 498| 12,8101| 225,678| 2,081
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 45| 275| 494| 5,97853| 63,0838| 0,582
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 46| 338| 499| 9,44808| 553,77] 5,105
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 47| 404] 505| 9,38357| 835,327| 7,701
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 48| 516] 501| 8,49467| 93,0449| 0,858
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 49| 593| 506| 13,8926] 191,981| 1,770
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 51| 811] 520] 4,84591| 69,166] 0,638
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 52| 854|537] 11,9356| 133,776] 1,233
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 53| 586] 548| 14,6596| 112,968] 1,041
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 55| 356| 627| 3,84948| 48,7112] 0,449
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 56| 409] 640] 3,93551| 22,222] 0,205
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 57| 456]639] 5,11114]| 20,8232] 0,192
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 59| 816]696] 3,16848| 15,226] 0,140
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 60 900] 486] 3,74196]| 130,961] 1,207
5431e3f8-217¢c-4e47-808d-642ab54c0eef 61| 596| 378| 2,11471| 169,169| 1,560
5431e3f8-217¢-4e47-808d-642ab54c0eef 63| 389] 462| 2,98926| 35,0898| 0,324
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6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 7| 473| 319] 10,4517] 173,822] 1,667
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 9| 569]| 322| 8,53052| 277,048| 2,658
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 11] 476] 340] 9,06098| 146,383| 1,404
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 13] 579] 345| 7,39072| 201,951| 1,937
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 14) 304 377] 10,552| 105,806] 1,015
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 15] 343] 382 11,9786] 229,94| 2,206
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 17| 491| 392| 10,3011| 1185,02| 11,367
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 18] 557] 383] 5,93552| 76,3971| 0,733
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 19] 391] 385| 6,98212| 146,918| 1,409
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 20| 447 388| 6,24376| 538,24| 5,163
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 21| 650| 405| 4,76705] 114,375| 1,097
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 22| 569 406{ 7,06097| 148,59| 1,425
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 23| 617| 411{ 9,33339] 100,679| 0,966
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 24| 488| 415| 5,79215] 165,669 1,589
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 25| 335] 431 8,59503] 202,238 1,940
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 26| 385| 431 5,34053] 122,64| 1,176
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 27)| 470| 434] 9,80651] 244,705] 2,347
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 28| 548| 436| 9,56278]| 172,587 1,656
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 29| 306 459( 4,32261] 56,4219| 0,541
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 30| 337 460 6,96778] 102,809 0,986
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 31| 507| 462| 4,02153| 86,7208| 0,832
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 32| 395] 465 6,44448] 152,158 1,460
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 33| 532| 470{ 4,95343| 87,9276] 0,843
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 34| 601] 480[ 12,0431] 932,812| 8,948
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 35| 478| 475[ 10,8388] 463,061| 4,442
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 36| 725| 478| 6,84592| 140,894 1,352
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 37| 888| 480[ 8,20076] 333,603| 3,200
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 38| 553| 484 7,77782] 140,899 1,352
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 39| 684 485| 6,80291] 339,665| 3,258
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 40| 810 487 9,73482| 100,353] 0,963
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 41| 766 483| 9,04665| 235,919] 2,263
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 42] 150{ 499 11,914] 95,007| 0,911
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 44] 220| 505| 12,4517] 489,697 4,697
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 45| 754] 502{ 9,60579] 249,223| 2,391
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 46] 290{ 511{ 10,8674] 705,907 6,771
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 47] 332| 504] 12,3943] 243,012] 2,331
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 48] 394 505 7,75632| 79,5663 0,763
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 49| 469| 508] 15,9141] 221,461] 2,124
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 50( 684| 520 4,97494( 73,4747| 0,705
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 51| 723| 538| 17,2187| 168,042 1,612
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 53| 464| 548| 13,8997| 122,849 1,178
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 54| 242| 625 5,16132[ 54,3394| 0,521
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 55( 295| 635| 6,43731( 49,3485| 0,473
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 56| 340| 641 6,94628( 40,2441| 0,386
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 58| 686| 698 3,84232( 18,8892| 0,181
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 61] 307| 432| 3,97135| 77,4377] 0,743
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 62] 471| 374| 2,37994| 121,599 1,166
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 63| 274| 430 3,18281 41,3479| 0,397
6fb69e35-1b8b-4d45-9d60-d5ad695440f5 64| 274| 464| 3,54124| 47,2834| 0,454
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6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 6| 804) 318] 4,89609| 52,4628| 1,429
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 7] 667{ 320] 12,1004]| 41,9192] 1,141
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 8| 839] 320] 5,16132] 127,729| 3,478
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 10| 841| 343| 6,27244| 90,2239 2,457
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 11| 473| 379| 5,95702| 40,9092| 1,114
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 12| 587] 381] 2,82439| 54,8294| 1,493
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 13] 617] 381] 3,62009| 76,0771| 2,072
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 14)| 473] 395| 5,31903| 37,5927| 1,024
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 15| 514] 395]| 3,56274| 32,3062| 0,880
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 16]| 657] 405] 10,2079| 702,779 19,137
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 17] 594 397| 4,0502| 142,876| 3,891
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 18] 733] 415] 3,84948| 40,1533| 1,093
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 19] 615] 431] 5,0753| 45,273| 1,233
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 20| 510] 440 3,69178 18,49 0,503
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 21] 695] 448[ 7,31904] 52,0503 1,417
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 22| 613| 448 6,80291] 65,9993| 1,797
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 23| 508| 476| 5,76347| 28,8674| 0,786
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 24| 765| 491] 9,74199] 761,551] 20,737
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 25| 622| 484] 6,24376] 270,31| 7,361
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 26| 683| 484 6,45165| 95,5331| 2,601
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 27| 832| 496] 5,08247| 84,4162] 2,299
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 28| 691 497{ 5,18283| 90,4653| 2,463
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 30| 271[ 503 5,28319| 27,282| 0,743
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 31| 802] 504 8,93912| 84,0131| 2,288
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 32| 356 507 5,29752| 153,391| 4,177
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 33| 410] 508 5,54842| 209,104| 5,694
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 36| 367| 625[ 4,61651] 18,0311] 0,491
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 38| 923| 503 5,56276] 120,66| 3,286
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 39| 613| 501 1,44804] 13,2115] 0,360
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 40| 471] 505 3,72762| 30,2654| 0,824
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 41] 469 438( 1,79213] 10,6882| 0,291
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 42)| 471| 471] 2,07887] 11,9857]| 0,326
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 43)| 428| 441] 1,98567] 12,4732] 0,340
6849b1fe-89fc-4cc0-a066-6d4957cdd946 44] 651| 425[ 1,05377| 28,4518| 0,775
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7854f2e7-161¢-4190-a02e-4b70a0572440 32| 479| 224 4,32977| 37,062] 0,855
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 33| 396] 224 3,5054]| 12,5201 0,289
7854f2e7-f61c-4190-a02e-4b70a0572440 34| 582| 224 3,39787| 18,6613| 0,431
7854f2e7-161¢c-4190-a02e-4b70a0572440 35| 619| 225| 4,1649| 59,4244 1,371
7854f2e7-f61c-4190-a02e-4b70a0572440 36| 626] 247| 5,16849] 40,5108 0,935
785412e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 37| 350| 289 4,58067| 177,829 4,102
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 38| 453| 292| 3,78497| 324,468 7,485
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 39| 388| 288 5,72763] 176,314| 4,067
7854f2e7-161¢c-4190-a02e-4b70a0572440 40| 498| 294| 6,21509] 710,886| 16,400
7854f2e7-f61c-4190-a02e-4b70a0572440 41] 574| 311| 2,64518] 36,5906| 0,844
7854f2e7-161¢-4190-a02e-4b70a0572440 42] 474| 332 8,36564| 127,908| 2,951
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 43| 386 332| 4,20791] 69,1709 1,596
785412e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 45| 333| 334 8,03589| 79,6182| 1,837
7854f2e7-161¢-4190-a02e-4b70a0572440 46| 307| 335| 4,12189] 38,8477| 0,896
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 47| 555| 338| 4,91042] 33,6182| 0,776
785412e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 48] 308| 361 4,67386] 33,3552| 0,769
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 49| 336 363| 6,40864] 50,0828 1,155
785412e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 50{ 386| 365| 6,50183[ 90,0695 2,078
7854f2e7-161¢-4190-a02e-4b70a0572440 51| 481| 370 6,02871{ 171,513 3,957
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 52{ 536| 370 5,83516{ 61,625 1,422
785412e7-161¢-4190-a02e-4b70a0572440 53| 614| 377| 7,27603| 510,799| 11,784
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 54{ 557| 383 7,56994| 84,4825 1,949
785412e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 55( 692| 382 4,32977{ 61,0103 1,407
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 56( 771| 392 6,21509( 66,0811 1,524
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 57| 658 397 7,58427{ 66,0455 1,524
785412e7-161¢-4190-a02e-4b70a0572440 58| 172]| 395] 4,26526| 52,9715| 1,222
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 59( 339| 396 7,92836{ 119,564| 2,758
785412e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 60| 241| 399| 6,58068( 293,156| 6,763
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 61] 294| 400{ 6,15774| 279,525 6,449
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 62| 396| 398 5,36204{ 56,3419 1,300
7854f2e7-161¢c-4190-a02e-4b70a0572440 63| 477 400 12,38| 126,198| 2,911
7854f2e7-f61c-4190-a02e-4b70a0572440 64| 253| 520 2,4588( 14,8654 0,343
785412e7-161¢-4190-a02e-4b70a0572440 65| 478| 281| 1,31184| 52,5021 1,211
7854f2e7-f61c-4190-a02e-4b70a0572440 66| 446| 278| 2,04302| 111,413 2,570
7854f2e7-161c-4190-a02e-4b70a0572440 69| 340| 276| 1,75628| 46,4017 1,070
7854f2e7-161¢c-4190-a02e-4b70a0572440 70{ 491| 313 1,51255( 43,2906| 0,999
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id SpotiD | X | Y Area Vol %Vol
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 10| 415] 336] 9,59862 79,11 1,894
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 11] 337] 340] 8,57353| 29,1087| 0,697
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 12] 507] 337] 6,03588| 51,8104| 1,240
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 13| 536| 338| 6,44448| 119,557| 2,862
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 14] 553] 362| 4,85308| 67,5332| 1,617
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 16| 282| 391| 7,03947| 49,2397| 1,179
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 17] 388] 393] 3,39787| 111,322| 2,665
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 18] 291] 407] 7,25452| 76,6664| 1,835
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 19| 433] 411| 7,53409( 762,162| 18,244
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 20| 332| 408| 3,74196] 66,2997 1,587
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 211 392| 409| 3,78497| 184,118| 4,407
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 23| 507| 425 3,2545| 48,587| 1,163
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 24| 430| 435] 4,97494| 71,6346] 1,715
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 25| 330 453| 4,95343| 37,5635| 0,899
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 26| 489 456 5,79932] 42,2556 1,012
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 27| 415] 459( 6,48032] 73,5483 1,761
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 28] 260 482| 4,52332] 50,4304 1,207
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 29| 329 488| 4,98928] 64,9047| 1,554
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 30| 419] 493| 8,22944| 181,77| 4,351
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 31] 465] 490( 8,12908] 76,2926 1,826
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 32| 542| 501]| 8,41582] 606,428] 14,517
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 34| 494| 503| 5,01078] 85,5891| 2,049
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 35| 624| 504| 5,11831] 110,127| 2,636
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 36| 695| 522| 11,3334| 135,968 3,255
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 37| 113| 521 4,73838| 56,0981| 1,343
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 38| 590| 527 8,69539] 100,018| 2,394
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 39| 244 528 5,30469] 190,016] 4,549
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 40| 187| 528| 7,13266] 278,166 6,659
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 41| 337| 526| 6,22226| 36,8782| 0,883
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 42) 416| 527| 14,7313] 154,472] 3,698
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 441 201| 652| 7,01796] 31,1498 0,746
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 45] 414] 392 1,59858] 58,9466| 1,411
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 47| 269| 451 2,62367| 27,5414 0,659
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 48| 284| 483| 4,85308] 41,8238| 1,001
7bf2baf0-ca39-4ccf-9255-e9bb141d081a 49| 287| 454 1,82797] 20,3729| 0,488
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Id SpotiD| X | Y Area Vol %Vol
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 13| 243| 301| 4,7097] 40,1819] 1,202
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fbh799c2baf8 14] 443] 337| 5,69179] 696,413] 20,837
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fbh799c2baf8 16]| 543] 335] 4,8029] 85,559| 2,560
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 17] 390] 342| 5,83516| 488,723| 14,623
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 18] 546] 363| 6,73839] 111,888 3,348
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 19] 439] 360] 3,75629| 115,23| 3,448
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 22| 424| 384| 8,27245| 98,9677| 2,961
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 23| 513| 382 3,3907{ 43,1014 1,290
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 24| 354| 386| 6,28678] 42,379 1,268
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 26| 589 405[ 5,13981[ 40,2964| 1,206
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 28| 364| 420{ 5,86383| 76,8284 2,299
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fbh799c2baf8 30| 289 424 4,08605[ 310,075[ 9,278
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 31| 655] 429 7,62012{ 542,705 16,238
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 32| 544| 430{ 8,63087| 124,723| 3,732
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 35| 426 436( 5,78498[ 131,583| 3,937
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 36| 189 440( 3,41221| 12,3487| 0,369
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 37| 352| 453[ 15,0969| 134,087 4,012
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 39| 226 458| 6,05738| 31,3885 0,939
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 40| 505] 465[ 13,9857 65,152 1,949
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 41]431| 470{ 9,61296{ 106,498| 3,186
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fb799c2baf8 42| 643| 540| 3,54841| 21,6245 0,647
dd20dd26-cb1e-4b50-8d6e-8fh799c2baf8 45)| 492| 411] 1,19714] 22,4589| 0,672
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890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 10| 244]329| 6,83875| 56,0746 1,381
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 11| 446]370| 7,13266| 545,43| 13,437
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 12| 540]368| 6,43731| 112,186| 2,764
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 15(393| 377| 8,73123| 922,744| 22,733
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 16| 5441397 10,0502| 105,763| 2,606
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 18| 440] 393| 5,22584| 74,4132] 1,833
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 19| 428|416] 9,2617| 95,6584| 2,357
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 20| 511|417] 4,4158] 71,104] 1,752
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 21| 356 420| 5,12548| 37,7112] 0,929
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 22| 583[ 439] 5,55559] 39,1375| 0,964
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 24| 492| 450] 2,83156] 29,4736] 0,726
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 26| 360{ 460] 12,0503| 185,206| 4,563
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 28] 292{ 463| 8,00722| 557,033| 13,723
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 29| 650[ 468| 7,89969| 315,122| 7,763
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 31] 229[469| 6,33695| 55,755| 1,374
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 32| 538/ 472| 10,2366] 135,348| 3,334
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 34| 431| 472] 7,98571] 149,207| 3,676
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 35| 498[473| 4,29393| 37,9675| 0,935
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 37| 193] 475| 4,95343| 24,4488| 0,602
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 38| 357{493| 12,3298| 160,95| 3,965
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 39| 229{494| 6,47316] 65,338| 1,610
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 41| 388[ 499 9,104 109,878| 2,707
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546f44 42) 435/ 508] 11,4911] 143,376] 3,532
890fa7a5-6a67-44d1-8847-06edcf546144 43| 640| 585| 4,17924| 29,7943| 0,734
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7.2 Spot-Reports der wasserunloslichen Linsenproteine des Schweins

Id SpotlD | X | Y Area Vol %Vol
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 24| 464| 444| 686.742{ 700.090] 6,751
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 25| 514| 446 788.535( 844.464| 8,143
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 26| 379| 443| 454.483| 931.619] 8,984
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 28| 656| 474| 151.972( 146.534] 1,413
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 29| 459| 476| 417.924 539.350] 5,201
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 30| 516| 479| 253.765| 103.900f 1,002
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 31| 371] 495 235.127{ 333.497| 3,216
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 32| 560| 506| 355.558| 138.743| 1,338
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 33| 370| 535| 269.536| 252.497| 2,435
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 34| 396| 537| 151.972| 556.848| 5,370
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 35| 447] 541| 429.393| 300.575] 2,898
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 36| 491| 545 343.371| 280.642] 2,706
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 37| 627]| 550| 665.954| 669.749| 6,458
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 38| 543| 547 267.385| 964.167| 9,297
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 39| 926| 558| 556.992( 213.766] 2,061
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 40| 440| 556( 192.116] 149.779] 1,444
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 41| 537| 562 177.779] 908.141| 8,757
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 42| 270| 577| 774.915{ 726.936] 7,010
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 43| 221| 574| 356.991| 166.517 1,606
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 44| 331| 577| 600.720{ 627.010] 6,046
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 45| 380| 578| 356.991| 299.928| 2,892
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 49| 548| 653 329.751( 126.424] 1,219
ccd604e3-6a24-42e3-9f25-72b187ed2a3f 52| 205| 572] 116.130] 389.035| 3,751
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3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 38| 503| 497] 131.399] 1.518] 0,014
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 39| 454]| 499] 105.162| 1.391] 0,013
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 40| 384] 498| 252.331| 145.126] 1,347
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 41| 339| 500] 513.265| 474.520| 4,405
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 42] 561] 499| 215.772| 414.067| 3,844
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 44 503| 529] 569.179| 524.544| 4,869
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 45( 606| 524] 226.525| 947.056] 8,791
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 46] 451] 531| 395.701| 161.242| 1,497
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 47| 634| 533] 162.725| 175.798| 1,632
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 48| 374| 557] 183.514| 379.956| 3,527
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 49| 541] 563| 292.475| 237.436] 2,204
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 50{ 374| 568] 136.202| 195.355| 1,813
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 51| 372| 601] 286.740| 929.889| 8,632
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 52| 473| 606] 686.742| 590.617| 5,483
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 53| 391]| 600] 181.363| 107.237] 0,995
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 54{ 607]| 608] 816.492| 966.986| 8,976
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 55[ 528| 607] 313.263| 195.396] 1,814
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 56| 437] 622]| 234.410| 254.143] 2,359
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 57| 523| 624] 248.747| 203.386] 1,888
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 58| 906| 635] 559.143| 536.757| 4,983
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 59| 270| 652] 847.317| 860.482| 7,988
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 60| 192]| 644] 338.353| 939.748| 8,724
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 61| 215| 650] 451.616| 218.479| 2,028
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 62| 387| 650] 313.980| 368.278| 3,419
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 63| 326| 651] 827.245| 630.752] 5,855
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 64| 462| 653] 876.708| 132.462| 1,230
3e67ecd2-210d-49a4-b010-a555309c5¢c2a 66| 533] 729] 315.414| 179.915] 1,670

Tab. 54: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 01 (3): Spot-Report



161

Id SpotlD | X | Y Area Vol %\Vol
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 27| 446| 500] 107.886] 1.026] 0,013
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 28| 509| 505] 121.076] 1.416] 0,017
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 29| 385| 505| 421.508| 281.696| 3,479
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 30{ 568 505] 316.131| 644.118] 7,955
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 31{ 341] 507] 516.132| 125.893] 1,555
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 33| 616| 528] 271.686| 236.647| 2,923
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 34| 506| 535] 550.541| 503.614| 6,220
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 36{ 450| 534] 425.092| 177.195] 2,188
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 37| 644| 536] 194.983| 369.373| 4,562
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 39| 374| 566] 243.012| 563.364| 6,958
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 40[ 545| 568| 384.948| 427.761| 5,283
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 41| 374| 576] 202.869| 439.291| 5,425
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 42| 618| 609] 949.826] 1.032] 0,013
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 43| 393| 607] 221.507]| 146.528] 1,810
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 44( 476| 610] 604.305| 513.604| 6,343
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 45| 373 612] 366.310| 157.858] 1,950
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 46| 441]| 608] 397.135| 653.921| 8,076
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 47| 533| 612] 413.622| 260.613] 3,219
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 49| 436| 626] 242.295| 266.050| 3,286
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 50[ 526| 630] 270.969| 212.646| 2,626
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 51{ 910| 635] 763.445| 378.048| 4,669
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 52| 267]| 660] 113.907|] 1.216] 0,015
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 55[ 216| 659] 713.983| 681.532| 8,417
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 56{ 192]| 656] 365.594| 233.820| 2,888
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 57| 461] 657| 100.144| 103.829| 1,282
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 58| 388| 658] 363.443| 428.695| 5,294
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 59 333| 658] 879.575| 113.672] 1,404
04345749-3214-44e8-ad4a-aa4d519c01ae 61| 537| 737| 430.110| 172.574] 2,131
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37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 39| 301 415 5,40505| 79,5137| 0,669
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 40| 16| 413] 2,68819] 13,3218] 0,112
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 41)| 343| 420] 4,38712] 174,572 1,469
37875c1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 42| 455| 419| 9,08249| 627,526| 5,279
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 43| 412| 422] 4,65236] 330,22| 2,778
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 44| 618| 440] 5,64161] 250,923] 2,111
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 45| 537 447| 3,44805] 93,5548| 0,787
37875¢1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 46| 417] 452| 5,63444| 132,79 1,117
37875c1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 47| 455| 453| 3,92834| 45,2835| 0,381
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 48] 506{ 471| 6,62369| 33,5883| 0,283
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 49] 292{ 472 6,81008] 34,6216 0,291
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 50{ 331| 473 3,29034{ 90,1255 0,758
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 51| 428| 476 7,34054| 123,089 1,035
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 52[ 568| 517 13,0538{ 1391,03| 11,702
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 53| 352| 516[ 10,0646{ 780,451 6,565
37875c1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 54{302| 510 5,4839( 140,04 1,178
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 55| 441] 519| 13,0108| 1459,07| 12,274
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 56( 882| 517| 11,7348 859,62 7,231
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 57| 488| 516 5,29752( 335,107 2,819
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 58| 398| 519| 6,65237 515,52 4,337
37875c1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 61| 802| 525| 4,96777| 143,18| 1,204
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 63| 176| 545 12,932 955,184 8,035
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 64| 234| 552{ 19,8137 2017,4| 16,971
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 65[ 286| 552 6,2581| 210,649 1,772
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 67| 344| 556 6,07889( 99,8302 0,840
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 68| 313| 558 3,78497( 90,8914 0,765
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 69| 417 559 5,51975[ 158,058 1,330
37875c1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 71| 491| 614 4,10038( 18,6186| 0,157
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 72| 232| 640 3,87816( 38,7715[ 0,326
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 73| 179| 650| 5,77781| 37,2232 0,313
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 74] 413] 654 3,41937| 26,4012 0,222
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 75[ 307| 655 3,51257 42,399| 0,357
37875c1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 76| 566| 659 2,10037| 54,8729( 0,462
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 77] 773]| 664| 2,86023| 194,574| 1,637
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 78| 187| 685 3,72762| 56,6835| 0,477
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 79| 337| 702 4,25809( 29,457 0,248
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 80| 804| 735 2,39428( 45,187 0,380
37875c1b-b20c-4¢59-a4e8-238d3bfb22ce 81| 137| 775| 4,20074| 15,038| 0,127
37875c1b-b20c-4c59-a4e8-238d3bfb22ce 82| 836 526 3,31902[ 142,94 1,202
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45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 42| 487] 401| 7,63445| 605,81 3,534
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 43| 533] 403| 12,6237| 1455,25| 8,489
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 44| 375] 402| 7,07531| 165,667| 0,966
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 45| 417| 402{ 6,53767| 217,741 1,270
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 46| 564| 428| 9,06098] 226,163] 1,319
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 47| 624| 428| 6,84592] 241,847| 1,411
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 48] 695| 429 7,9427| 209,238| 1,221
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 49| 498| 430[ 8,92478| 308,751| 1,801
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 50| 537] 433| 4,22942| 153,997| 0,898
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 51| 364| 453| 7,18284| 58,1258| 0,339
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 52| 406] 453| 4,09321| 107,846] 0,629
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 53| 507] 458| 8,94629| 159,22| 0,929
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 54| 586| 461| 5,72763] 104,221| 0,608
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 55[ 429] 497 11,57 1046,89| 6,107
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 56| 378] 497| 11,5556| 684,705 3,994
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 57| 519] 503| 12,3083] 1430,17| 8,343
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 58| 476] 500| 9,67031| 916,627| 5,347
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 59| 655] 507] 12,8603] 1601,44] 9,342
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 61| 568| 504| 8,09324| 590,854| 3,447
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 63| 964| 511| 4,90325| 223,208| 1,302
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 64| 886] 517 7,87101| 24,4488 0,143
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 65| 251| 528 22,251| 2172,53| 12,674
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 66[ 308] 531| 21,8783| 2719,39| 15,864
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 70{ 359| 534| 7,66313| 420,661| 2,454
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 72] 419] 534| 6,18642| 97,2147 0,567
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 73] 390| 537{ 3,97135] 127,042] 0,741
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 75| 496] 542| 6,86026| 206,393| 1,204
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 79| 575] 602| 4,07171] 61,6029| 0,359
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 80[ 308] 618 4,3011] 94,5279| 0,551
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 81| 259] 630| 7,56994| 81,2116] 0,474
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 82| 388| 631| 3,41937| 58,5955| 0,342
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 83| 496] 635| 3,74196| 86,9412| 0,507
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 84| 655| 651| 2,78138| 88,6632 0,517
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 85| 860] 659| 2,93192] 169,307| 0,988
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 86| 268| 665| 4,42297| 111,009] 0,648
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 87| 418| 677| 4,66669| 42,8746] 0,250
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 90| 894| 734| 3,36203| 22,7625| 0,133
45489e44-da85-4487-9770-bf2eb35be10d 91| 218| 768| 5,39071] 48,906] 0,285
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4f2e7292-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 147] 380| 664| 12,1936] 452,748| 4,467
4f2e7292-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 148( 273| 662| 9,77783[ 89,555| 0,884
4f2e7292-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 149 313| 662| 7,82083| 84,0977| 0,830
4f2e7292-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 150 447] 664| 13,8854| 508,926] 5,021
4f2e7a92-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 153[ 611] 705| 13,828[ 428,684| 4,230
4f2e7292-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 154(449] 702| 16,208 389,18 3,840
4f2e7292-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 156| 388| 703| 14,4804 326,47 3,221
4f2e7292-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 157( 538 706| 13,5485( 376,919] 3,719
4f2e7292-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 159( 843| 752| 13,9714 392,627| 3,874
4f2e7a92-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 161| 330 765| 7,92836{ 387,086 3,819
4f2e7a92-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 162[ 425| 768| 15,3478| 739,126| 7,293
4f2e7292-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 163| 787| 764| 6,1219{ 30,4063] 0,300
4f2e7a92-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 164| 369| 766| 8,16492( 436,882| 4,311
4f2e7292-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 165[ 568| 773| 24,3299 1676,2]| 16,538
4f2e7292-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 166| 468| 773| 13,699( 596,277| 5,883
4f2e7292-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 168| 70| 774| 9,39074[ 205,292 2,026
4f2e7292-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 169[ 126 786| 24,0575[ 1376,56] 13,582
4f2e7a92-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 171{ 199] 794| 23,8424( 1377,33] 13,590
4f2e7a92-8829-42e5-9707-1ac60395f7¢c3 172| 265 794 8,466| 213,602| 2,108
4f2e7292-8829-4ae5-9707-1ac60395f7¢c3 174[387| 809| 4,01436( 47,276] 0,466
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c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 34| 435| 473| 25,6346 1847,8] 8,613
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 35| 340] 470{ 9,02514| 90,8305| 0,423
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 36| 522]| 470{ 9,60579| 96,3968 0,449
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 38| 598] 510{ 7,45524| 105,598| 0,492
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 39| 485| 517| 23,1399| 950,611| 4,431
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 40[ 633| 515| 5,76347| 281,621] 1,313
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 41| 538| 519( 15,3047| 671,854| 3,131
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 42| 422| 522 20,0288| 682,96] 3,183
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 46| 914| 571| 23,9428| 1684,14| 7,850
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 49| 569| 582 30,122| 3071,03] 14,314
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 50| 95| 574| 12,1578] 529,315| 2,467
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 52| 494| 582 18,9248| 1611,46] 7,511
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 53| 825| 576 6,75273| 276,658| 1,289
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 54| 864| 575| 6,34412] 242,334] 1,130
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 56| 434] 589| 19,0037| 2144,93] 9,997
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 57| 343] 581| 7,24019] 493,513] 2,300
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 58| 387] 582| 8,22227| 722,685| 3,368
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 61| 160] 589| 15,3191] 1243,55| 5,796
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 63| 227] 593| 13,8209 1254,46| 5,847
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 65| 308] 613| 6,62369| 104,377| 0,486
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 66| 230] 622| 7,0323| 606,594| 2,827
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 67| 409] 619| 9,72049| 780,448| 3,638
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 68| 340| 615| 7,09682| 117,962] 0,550
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 69| 153] 617| 5,03229| 124,777| 0,582
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 71| 501] 669 5,18283] 112,968 0,527
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 73| 78] 686| 11,6847] 171,788] 0,801
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 74| 226] 690| 8,1936] 44,6754 0,208
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 75| 164] 699| 6,2581] 107,417] 0,501
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 76| 305] 705| 19,8854 72,1989| 0,337
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 771 411] 707| 6,22226| 375,243] 1,749
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 79| 796] 724| 3,35486] 59,4232| 0,277
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 80| 177] 749| 3,86382| 89,0532| 0,415
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 82| 832] 810f 2,7527| 102,624| 0,478
c4c2071b-63e9-4dc1-9042-bb1fced081be 83| 101] 856 8,56636] 583,431] 2,719
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5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 10] 380( 369]| 6,76706| 28,3133[ 0,422
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 11] 422| 372| 3,92117] 25,1972 0,376
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 12] 485 373| 4,25809| 86,4733[ 1,290
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 13] 543 379] 3,84948[ 199,851| 2,981
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 14] 493 405] 7,49825| 65,2964| 0,974
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 15| 550( 405] 5,80649| 53,3608 0,796
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 16| 623 407] 4,20791 65,7629| 0,981
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 17] 704 409] 3,10396 53,4516| 0,797
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 18] 430( 453] 3,6631| 254,097 3,790
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 19| 476| 456] 3,32618| 120,473| 1,797
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 20] 513] 464| 8,16492( 787,667| 11,749
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 21] 652] 469] 11,4768[ 1289,03] 19,228
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 22| 568| 466| 4,07888| 168,449| 2,513
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 23[ 153| 477] 13,656| 99,9386] 1,491
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 24| 99| 483| 13,5556 70,936| 1,058
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 25[923| 483] 4,8029| 54,3229| 0,810
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 26] 970] 488| 8,31546| 454,119]| 6,774
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 28[ 892]| 487] 4,93193| 63,4943]| 0,947
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 29[ 232| 489] 15,2331 815,804| 12,169
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 30{ 303]| 497| 14,5879 929,83| 13,870
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 31[ 363| 492| 4,89609| 90,8189 1,355
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 32] 389] 491] 3,23299| 76,7081| 1,144
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 33| 427]| 494| 4,26526| 33,9458| 0,506
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 34[ 490| 500| 3,41937| 139,196| 2,076
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 36| 574]| 554| 3,5269| 14,1321] 0,211
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 37{ 303]| 573] 7,85668| 54,8996| 0,819
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 38| 386| 579] 10,9176 39,5427| 0,590
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 39 98| 579] 9,23303| 55,2253| 0,824
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 40[ 239| 584| 6,38713| 76,7376| 1,145
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 41[ 490| 585] 2,56632| 24,7418| 0,369
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 42| 254| 613] 3,16848| 45,1081| 0,673
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 43| 864| 619] 5,01078| 25,7685| 0,384
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 44| 741]| 650| 3,55558| 14,7381 0,220
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 46| 892| 689| 3,21149| 57,0046| 0,850
5b005884-94da-4772-823e-c00ffcf9e091 48] 162] 717| 7,02513| 269,434| 4,019

Tab. 60: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 09 (3): Spot-Report
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Id SpotlD | X | Y Area Vol %Vol
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 14) 388] 377| 7,58427| 66,7026 0,657
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 15]| 430] 378| 3,64877| 45,1368 0,445
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 16| 495] 380] 5,44089| 133,259 1,313
50c3406a-4880-415f-a7c6-07e2bbc66d5e 17| 557] 385| 5,17566| 261,509 2,578
50c3406a-4880-45f-a7c6-07e2bbc66d5e 18| 503]| 414] 8,38715| 89,8364| 0,885
50c3406a-4880-415f-a7c6-07e2bbc66d5e 19| 566] 413] 10,8531 165,542 1,632
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 20| 641| 416] 7,34771| 107,925| 1,064
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 21| 728| 418] 3,84948| 71,1697| 0,701
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 24] 438] 460] 4,92476] 341,74| 3,368
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 25| 485] 463| 4,83874| 256,906| 2,532
50c3406a-4880-415f-a7c6-07e2bbc66d5e 26] 526] 471] 10,8173] 953,179] 9,395
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 27| 674| 474] 12,423] 1229,79] 12,121
50c3406a-4880-415f-a7c6-07e2bbc66d5e 28| 581| 468| 7,39072| 452,611| 4,461
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 29| 161| 477] 13,2689| 211,425| 2,084
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 31] 236] 493|] 22,208]| 1908,15] 18,808
50c3406a-4880-45f-a7c6-07e2bbc66d5e 32] 111] 484] 9,88536] 104,453| 1,030
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 34]992] 491| 9,65597| 394,852| 3,892
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 35] 945] 488 5,37638| 60,785| 0,599
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 36] 309] 501] 19,0825]| 1396,09] 13,760
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 37]917] 490] 7,02513] 83,3003| 0,821
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 38| 371] 497| 5,4624| 160,609| 1,583
50c3406a-4880-45f-a7c6-07e2bbc66d5e 39| 397| 498] 3,79214| 148,52| 1,464
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 40] 435] 499| 5,91401] 80,5135| 0,794
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 41] 501] 506 4,65953| 208,575| 2,056
50c3406a-4880-415f-a7c6-07e2bbc66d5e 43] 589] 558| 4,49465| 57,4581| 0,566
50c3406a-4880-45f-a7c6-07e2bbc66d5e 45] 309] 575] 9,25453| 106,747| 1,052
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 46] 108] 578] 12,3943]| 91,0348| 0,897
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 47] 394] 583| 7,06814]| 59,8607| 0,590
50c3406a-4880-415f-a7c6-07e2bbc66d5e 48] 243] 586| 8,00005| 148,187| 1,461
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 50{ 501 590 5,06813| 100,377 0,989
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 52| 257| 616 5,61294| 109,656] 1,081
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 53[ 891| 620 7,79933| 43,5474| 0,429
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 55( 768| 653| 5,08964| 30,0392 0,296
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 58[ 920 689| 4,65953| 80,2194| 0,791
50c3406a-4880-4f5f-a7c6-07e2bbc66d5e 60[ 164| 715| 8,93912[ 385,947| 3,804

Tab. 61: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 09 (4): Spot-Report
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Id SpotiD | X | Y Area Vol %Vol
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 13| 466] 397| 5,11114] 342,326 7,937
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 14| 530] 398| 7,43374| 655,412 15,195
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 15| 490] 396| 3,39787| 137,298 3,183
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 16| 400] 398| 4,95343| 74,3329 1,723
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 17| 675] 417| 3,77063]| 24,4204 0,566
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 18| 469] 425| 5,5986| 75,0808[ 1,741
44755686-337¢e-4bb5-b36b-dea54020e79a 19| 530] 424 3,276] 146,311] 3,392
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 20| 387| 447| 4,65236| 37,6156| 0,872
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 21| 574| 446| 4,51616] 18,6151 0,432
44755686-337¢e-4bb5-b36b-dea54020e79a 22| 386 480| 3,21149| 39,5531| 0,917
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 23] 649| 487| 7,8065| 796,766| 18,473
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 24| 957 482] 4,8029| 107,745| 2,498
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 25| 460{ 485| 5,17566] 41,822] 0,970
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 26| 498 487| 4,78856] 358,823| 8,319
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 27| 412| 485| 2,63801| 92,6596| 2,148
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 28] 561 485| 3,28317| 115,986| 2,689
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 29| 887| 488| 9,34772| 35,1675| 0,815
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 31] 280 524| 6,58785| 503,153| 11,665
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 32| 218| 524| 4,58067| 239,937| 5,563
44755686-337¢e-4bb5-b36b-dea54020e79a 33| 480 523| 10,0789| 90,5832] 2,100
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 34| 406 523| 4,35128] 32,7836 0,760
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 35| 568| 581| 4,20791| 39,7964 0,923
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 37] 230 655| 4,58067| 118,647| 2,751
44755686-337¢e-4bb5-b36b-dea54020e79a 38| 745[ 667| 3,0036] 21,6523| 0,502
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 39| 347{ 400| 1,44087| 13,0753] 0,303
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 40] 200 522| 2,48747| 99,4773] 2,306
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 41] 350{ 522| 1,90682| 17,6775| 0,410
44755686-337e-4bb5-b36b-dea54020e79a 42] 550| 498| 1,74195] 36,502| 0,846

Tab. 62: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 12 (3): Spot-Report



169

Id SpotlD | X | Y Area Vol %Vol
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 13] 324 377] 9,30471f 113,053| 2,007
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 14] 364 379] 6,09323| 124,36| 2,207
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 15| 427| 381| 4,8244| 321,83| 5,712
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 16| 451] 380] 3,26167| 153,643| 2,727
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7ab 17| 488| 385| 7,58427| 676,857| 12,014
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 18] 429 408| 5,24734| 83,8204 1,488
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 19] 487]| 410] 3,12547| 140,728 2,498
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 20[ 623 411] 5,26168| 38,5517| 0,684
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 21] 350] 427] 7,42657{ 95,9261| 1,703
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 23| 528| 436] 5,08964| 27,5154| 0,488
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 24| 348| 460| 4,21508| 61,916] 1,099
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 25| 374] 464] 3,07529| 120,199] 2,134
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 26| 419| 467| 6,17925| 60,1527| 1,068
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 27] 455] 471] 5,6201| 429,98| 7,632
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 28] 599| 479] 8,59503| 892,335| 15,839
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 29| 513]| 474] 3,87816{ 125,222| 2,223
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7ab 32]| 504] 487] 1,92116{ 41,4597| 0,736
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 33[ 171] 495] 5,30469| 254,229| 4,513
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 34[917] 495] 5,15415| 100,66] 1,787
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 35[247]| 501] 10,2438| 784,975| 13,933
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7ab 36[ 192]| 497| 4,84591| 263,703| 4,681
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 37{ 315| 501] 12,1004 191,429| 3,398
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 38| 367| 501] 7,0538| 88,5062 1,571
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7ab 39[ 434| 505| 12,6237 162,433| 2,883
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5f79b0d7a6 42[517]| 570] 3,85665| 42,0207| 0,746
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 44(200| 624] 5,39071| 207,583 3,685
d6a354ae-b8ea-42c3-af40-2f5{79b0d7a6 47[692| 666| 2,9821| 30,7386| 0,546

Tab. 63: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 12 (4): Spot-Report
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alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 57| 1434| 862| 2,83866| 21,3693| 0,462
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 58| 808| 936 11,7256 1071,46] 23,157
a0c2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 59| 717] 929| 3,20066| 166,815] 3,605
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 61| 802| 987| 2,79923| 126,481 2,734
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 62| 1122] 989| 2,36197| 98,9949| 2,140
a0c2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 63| 1161] 1001| 3,25263| 107,708] 2,328
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 64| 982| 997| 5,69703| 29,727| 0,642
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 66| 1135| 1097| 2,35659| 27,766] 0,600
a0c2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 67| 1678] 1116| 8,15577| 513,282] 11,093
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 68| 1585| 1120 6,12713| 55,7256 1,204
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 69| 1056] 1143| 11,5141| 1402,86] 30,319
a0c2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 701 602] 1128| 1,35123| 22,3838] 0,484
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 711 897| 1136 2,99278| 73,5959| 1,591
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 72| 784| 1144| 4,10387| 359,199| 7,763
a0c2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 73| 227] 1167| 4,42645| 23,4758 0,507
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 74| 378| 1185 3,65047| 231,231| 4,997
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 75| 909| 1328 3,1917| 14,0648| 0,304
a0c2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 77| 283] 1478| 2,97486| 145,218] 3,139
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 78| 1279] 1518 1,95516| 14,8083| 0,320
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 79| 1540 1593| 2,21322| 26,4438 0,572
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 80| 139] 1695| 5,81889| 36,7477 0,794
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 81| 1331] 1818 3,0107| 47,6172| 1,029
alc2aca2-7ec8-48d3-a956-9cf91fcbac38 83| 1255| 1840| 0,369169| 9,95953| 0,215

Tab. 64: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 18 (7): Spot-Report

Id SpotiD X Y Area Vol %Vol
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2¢c11e21 50| 1418| 885| 1,51431| 20,8114 0,264
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 52| 829| 936| 10,2758| 903,345| 11,439
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 53| 737| 942| 9,23998| 823,291| 10,425
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 54| 610 934| 6,14684| 380,095| 4,813
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2¢c11e21 57| 1127 994| 2,99278| 131,067 1,660
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 58| 998| 994| 7,06439| 75,2651| 0,953
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 59| 815| 996| 3,22754| 162,097| 2,053
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 60| 1169| 1002| 2,84583| 132,927| 1,683
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 64| 1138| 1104] 2,62899| 31,1741 0,395
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 66] 1060| 1152| 9,15396| 1448,25| 18,339
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 67| 625| 1134] 3,43901| 168,486 2,134
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 68| 1697| 1155| 6,94611| 443,02] 5,610
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 69| 796| 1154| 5,49632| 495,851| 6,279
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 70] 1506| 1149| 3,40496| 30,6187| 0,388
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 71| 714| 1152| 4,23648| 240,865| 3,050
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 72| 908| 1154| 3,91032| 326,592| 4,136
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 74| 364| 1183] 10,6719] 998,611| 12,645
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 75| 225| 1171] 7,73642| 328,218 4,156
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 79| 753| 1399| 2,81357| 21,6187 0,274
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 81| 266] 1480| 4,00889| 284,021| 3,597
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 83| 1262] 1527| 1,98742| 48,1812] 0,610
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 85[ 1522| 1611| 1,7204| 26,9995| 0,342
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fch2c11e21 88| 132] 1701| 5,49811| 54,7655| 0,693
833434ef-6¢23-4ec8-9487-07fcb2c11e21 94| 1302| 1832 6,15043| 320,85| 4,063

Tab. 65: Wasserunlosliche Linsenproteine des Schweins — Schnitt 18 (8): Spot-Report
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8. Liste der verwendeten Substanzen

e Agarose IEF, Amersham, Code Number 17-0468-01

* Ampholine, narrow range pH 3,5-5,0, Amersham, Code Number 80-1125-89

¢ Ampholine, narrow range pH 5-8, Amersham, Code Number 80-1127-19

¢ Bromphenol Blue, Amersham, Code Number 17-1329-01

e (CHAPS, Amersham, Code Number 17-1314-01

e Dithiothreitol, Mr 154,24, M.a. 99%, Amersham, Code Number 17-1318-01

e HCI, Firma Fluka

¢ Jodacetamide Sigma Ultra, Sigma, Code Number 1149-25G

¢ Kolloidale Coomassie-Firbung Roti-Blue, Roth

e LMW-SDS Marker Kit, Quantity: 10vials; 575ug/vial, Amersham, Code Number
17-0446-01

¢ PlusOne Acrylamide IEF, Amersham, Code-Number 17-1300-01

® PlusOne Acrylamide PAGE, Amersham, Code-Number 17-1302-01

¢  PlusOne Ammonium Persulfate (APS), Amersham, Code-Number 17-1311-01

e PlusOne EDTA disodium salt, Amersham, Code-Number 17-1324-01

e PlusOne Formamide, Amersham, Code-Number 17-1320-01

¢ PlusOne Glycerol, Amersham, Code-Number 17-1325-01

¢ PlusOne Glycine, Amersham, Code-Number 17-1323-01

¢ PlusOne Mercaptoethanol, Amersham, Code-Number 17-1317-01

® PlusOne N,N’-Methylene-bisacrylamide, Amersham, Code-Number 17-1304-01

¢ PlusOne Repel-Silane, Amersham, Code-Number 17-1332-01

® PlusOne Silver Staining Kit, Protein, Amersham, Code-Number 17-1150-01

¢  PlusOne TEMED, Amersham, Code-Number 17-1312-01

e Saccharose, Firma Fluka

¢ Sodium Dodecylsulfate (SDS), Amersham, Code-Number 17-1313-01

e Sorbitol, Firma Fluka

e Tris, Amersham, Code-Number 17-1321-01

e Urea, Amersham, Code-Number 17-1319-01
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9. Liste der verwendeten Geriite

e Homogenisator: Sonifier 250, Branson

¢ [EF-Elektrophoresegerit: Power Supply EPS 3500 XL, Amersham
¢ [EF-Fokussierungskammer: Multiphor 2, Amersham

¢ Rocking Platform, Biometra

e Schneidemaschine Bonner Modell

e SDS-Elektrophoresegerit: Power Pack 25, Biometra

e SDS-Fokussierungskammer, Biometra

e Vortex-Genie 2, Scientific industries

e Waage: Mettler, Spoerhase A.G. Giessen

e  Wirmeschrank: Typ 2712, Kottermann

e Zentrifuge: Super T 21, Sorwall
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10. Abbildungsverzeichnis

e Abb. 1: Gottinger Mini Pig

e Abb. 2: Primirstruktur (links), Sekundirstruktur (Helices, Faltblitter, Turns, Loops)

(Mitte links), Tertidrstruktur (Mitte rechts) und Quartérstruktur (rechts) von Proteinen

e Abb.
e Abb.
e Abb.
e Abb.
e Abb.
e Abb.
e Abb.
e Abb.

3: o-Helix

4: B-Faltblatt: antiparalleles (links) und paralleles (rechts) B-Faltblatt

5:,,Greek-Key* Motive und ihre Herleitung aus der griechischen Kunst

: Sekundirstruktur des a-Kristallins

: Die verschiedenen dreidimensionalen Strukturen der B-Kristalline

6
7: Eine mogliche Quartérstruktur des a-Kristallins in der Micellen-Form
8
9

: Die dreidimensionale Struktur des y-Kristallins

10:

Eingescanntes Gel (2-D-SDS-Page; Firbung: Kolloidale Coomassie-Fiarbung

Roti-Blue, Firma Roth)

e Abb. 11: Eingescanntes Gel (2-D-SDS-Page) nach Umwandlung in eine tif-Datei
e Abb. 12: Editiertes Gel (2-D-SDS-Page), die editierten Spots sind umrandet

e Abb. 13: IEF-Gelelektrophorese (nativ) der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse

e Abb. 14: IEF-Gelelektrophorese (in Urea) der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse

e Abb. 15: IEF-Gelelektrophorese (in Urea) der wasserunloslichen Proteine der

Schweinelinse
e Abb. 16: 2-D-SDS-Page der wasserloslichen Proteine der Schweinelinse Schnitt 1 (5)
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