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1. Einleitung

1.1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Fur das Verstandnis von Zellphysiologie und der Entstehung von Krankheiten ist es
von grof3er Bedeutung die intra- und interzellularen Signalvorgédnge des
menschlichen Koérpers auf biochemischer Ebene zu erforschen (Adamska et al.
2017, Dutt et al. 2023). Haufig gelingt es hierdurch, Ursachen und potentielle
Therapiemoglichkeiten zu identifizieren (Adamska et al. 2017). Die Kenntnis Uber
zellulare Kommunikation ist daher von hohem wissenschaftlichen Interesse und

wird maf3geblich durch glykobiologische Vorgange beeinflusst (Varki 2017).

Die Disziplin, welche die Interaktionen von Glykanen mit Proteinen und Lipiden
untersucht, wird als Glykobiologie bezeichnet und erfuhr erst in den 1990er Jahren
vermehrte Aufmerksamkeit (Van Den Steen et al. 1998, Cummings und Pierce
2014). Diese Arbeit dient daher der weiteren SchlieBung einer Wissensliicke der
Glykobiologie. Eine besondere Rolle spielen hierbei O- und N-glykosidische
Bindungen, durch welche Proteine posttranslationale Modifikationen erfahren (Van
Den Steen et al. 1998). Insbesondere die Reaktion der O-Glykosylierung, welche
durch  UDP-GalNAc-Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltransferasen  (GalNAc-
Transferasen, GalNT) initiiert wird, soll genauer untersucht werden (Elhammer und
Kornfeld 1986).

Da GalNAc-Transferasen durch posttranslationale Modifikationen Einfluss auf
Zellfunktionen vermitteln, beispielsweise auf die Malignitat von Tumorzellen des
Pankreas oder die Regulation von Blutfetten, ist es von essentieller Bedeutung die
Physiologie der GalNAc-Transferasen zu kennen (Kathiresan et al. 2008; Taniuchi
et al. 2011). Es konnten Varianten dieser Enzyme im menschlichen Pankreas sowie
in einigen Tumorlinien ausfindig gemacht werden (Sutherlin et al. 1997). Besonders
in Pankreaskarzinomzellinien zeigten sich erhdohte Werte der Polypeptid-N-

Acetylgalactosaminyltransferase 2 (Sutherlin et al. 1997).

Daher liegt die Hypothese nahe, dass eine organspezifische Uberexpression dieses
Enzyms eine Auswirkung auf die Organstruktur sowie Stoffwechselvorgange des
Pankreas haben konnte. Hierzu ist eine isolierte Betrachtung des Enzyms in Bezug
auf das murine Pankreas sinnvoll. In der Dissertation von Neuburg wurde bereits
eine Uberexpression von GalNT2 in Bezug auf einen Knockout des COSMC-Gens

untersucht (Neuburg 2021). Hierbei konnte gezeigt werden, dass es bei einer
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isolierten Uberexpression von GalNT2 im murinen Pankreas zu einer Binde- und
Fettgewebsvermehrung kommt (Neuburg 2021). Diese Arbeit zielt nun auf eine
genauere Charakterisierung der Zelltypen und des Metabolismus im murinen
Pankreas bei GaINT2 Uberexpression ab.

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden spezifische Farbungen und
Proteindetektionsmethoden herangezogen, um Ergebnisse zwischen Mauslinien
des Wildtyps und einer Linie mit konditionaler GalNT2-Uberexpression zu

vergleichen.

1.2 Funktionsweise der Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltransferase 2
(GaIlNT2)

Erstmalig wurde 1967 eine GalNAc-Transferase aus der submandibularen Drise
vom Schaf isoliert (McGuire und Roseman 1967). Die GalNAc-Transferasen wurden
seither weiter eingeteilt und es sind mittlerweile Uber 15 Isotypen aus verschiedenen
Wirten bekannt (White et al. 1995, Tian und Ten Hagen 2009, Levery et al. 2015).
Die Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltransferase-2 wird auch kurz GalNAc-
Transferase 2 oder, wie im Folgenden, GalINT2 genannt (White et al. 1995).
GalNAc-Transferasen sind in der Lage N-Acetylgalactosamin (GalNAc), von Uridin-
Diphosphat-N-Acetylgalactosamin (UDP-GalNAc) ausgehend, Uber eine a-
glykosidische Bindung mit einem Serin- oder Threoninrest (Thr) zu verbinden,
wodurch eine sogenannte O-glykosidische Bindung entsteht (Serafini-Cessi et al.
1983, Campbell et al. 1998; Iwai et al. 2002). Der initiale Schritt der Verkntpfung
von N-Acetylgalactosamin an Serin (Ser) geschieht hochstwahrscheinlich durch
Reaktion mit dem Monosaccharid und nicht mit einer Kohlenhydratkette (Strous
1979). FuUr die Reaktion wurden experimentell keine Kofaktoren oder
Tragermolekile benétigt (Sugiura et al. 1982). Die Bindungsstelle fir Galactosen
der GalNTs befindet sich an der a-Untereinheit (Imberty et al. 1997). Die
Lokalisation der GalNTs ist héchstwahrscheinlich in der Membran des Golgi-
Apparates anzufinden, genauer gesagt im nukleusnahen Anteil dessen (Roéttger et
al. 1998, Giraudo et al. 2001, Uliana et al. 2006). Fur die Lokalisation im Golgi-
Apparat sind fur die verschiedenen Isotypen auch unterschiedliche
Targetingmechanismen untersucht, so ist fir die korrekte Ziellokalisation der
GaIlNT2 die funktionierende Kombination aus zytoplasmatischer und

transmembraner Doméane erforderlich (Becker et al. 2018). Zudem konnte
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experimentell gezeigt werden, dass es zu einer Verdnderung der typischen
Lokalisation der GalNT2 vom Golgi-Apparat zum endoplasmatischen Retikulum
(ER) oder ins Zytoplasma kommen kann (Gill et al. 2010). Bei Fehlfunktion des
Targetings wurden auch zytoplasmatische GalNAc-Transferasen detektiert (Becker
et al. 2018).

1.3 O-Glykosylierung

Die O-Glykosylierung stellt eine posttranslationale Modifikation von Proteinen dar
und findet nach dem Vesikeltransport vom endoplasmatischen Retikulum im Golgi-
Apparat statt (Palade 1975; Rottger et al. 1998, Nelson und Cox 2005). O-
Glykosylierungen entstehen, wie bereits beschrieben, zum einen durch die
Verbindung von N-Acetylgalactosamin (GalNAc) mit der Hydroxlygruppe der
Aminosauren Threonin oder Serin (Winzler et al. 1967, White et al. 1995). Weitere
Moglichkeiten der O-glykosidischen Bindung von Proteinen stellen Verbindungen
mit B-N-Acetylglucosamin (GIcNAc), a-Mannose (Man), a-Fucose (Fuc), B-D-
Glucose (Glc) oder p-Galactose (Gal) dar (Levery et al. 2015).

Die O-glykosidische Verbindung in Form von GalNAc-a1-O-Ser/Thr wird auch Tn-
Antigen genannt (Tian et al. 2009, Ju et al. 2011). Der Name Tn-Antigen wurde
durch Dausset et al. gepragt und taucht in diesem Zusammenhang als abnormes
Agglutinin bei Blutgruppen auf (Dausset et al. 1959). Es konnte gezeigt werden,
dass es sich hierbei um N-Acetylgalactosamin, an Serin oder Threonin gebunden,
handelt, welches beispielsweise auf humanen Erythrozyten vorkommt (Winzler et
al. 1967, Dahr et al. 1974, Dahr et al. 1975). O-Glykosylierungen werden je nach
Modifikation auch Core-Strukturen genannt, welche in unterschiedliche Typen
eingeteilt werden und in der folgenden Abbildung (Abb.) 1 veranschaulicht werden
(Iwai et al. 2002).



GalNAcal-Ser/Thr | 5| NeuAca2-6GalNAcal-Ser/Thr
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Abb. 1: Die Abbildung ,Biosynthetic pathways for the core structures of mucin type

O-glycans.” aus (lwai et al. 2002).

Das ubiquitare Vorkommen der O-Glykosylierung wird durch verschiedene Studien
gestutzt (Yang et al. 2018). O-glykosylierte Proteine finden sich vor allem auf
Zelloberflachen, in der extrazellularen Matrix oder in Zellorganellen und sind
beispielsweise bei Zelladhasion und Degranulationsvorgangen beteiligt (Yang et al.
2018). Die O-Glykosylierung ist eine haufige Modifikation von Glykoproteinen, wie
zum Beispiel der Muzine (White et al. 1995). Diese sind mit einer Vielzahl an O-
glykosidisch gebundenen Zuckermolekilen versehen, welche 50% der gesamten

Molekilmasse ausmachen kénnen (Shimizu und Yamauchi 1982; Springer 1994).

Ebenfalls  befinden sich  O-Glykosylierungen auf dem  P-Selektin-
Glykoproteinliganden-1 von humanen Leukozyten, welcher fir das Rolling und die
Extravasation eine wichtige Rolle spielt, und sind damit an immunologischen
Vorgangen beteiligt (Mayadas et al. 1993; Wilkins et al. 1996). Das Zytokin
Interleukin-2 ist ebenfalls O-glykosyliert (Conradt et al. 1985). Dieses wiederum
kann die Verzweigung der O-Glykosylierungen von CD34* Zellen und die
Expression des P-Selektin-Liganden in CD8* Zellen bewirken (Carlow et al. 2001).
Die Aktivierung von humanen T-Lymphozyten geht auch mit einer Veranderung O-

glykosylierter Strukturen einher (Piller et al. 1988).



Bei der Angiogenese scheinen O-glykosylierte Core 1 Strukturen beteiligt zu sein
(Xia et al. 2004). Vorgange der Endozytose sind ebenfalls von O-Glykanen
beeinflusst, sodass bei verminderter Glykosylierungsrate eine vermehrte
Endozytose stattfindet (Altschuler et al. 2000). Bei intrazellularem Targeting
vermitteln O-Glykane durch ihre Polaritat den Zielort von funktionellen
Zellbestandteilen, zum Beispiel den des Neurotrophinrezeptors (Yeaman et al.
1997).

Verkiurzte O-Glykosylierungen werden im Zusammenhang mit Tumoren
beschrieben (Konska et al. 2006). Das Tn-Antigen konnte als frihe Veranderung
beim Mammakarzinom identifiziert werden (Konska et al. 2006). Es konnte fur
Brustkrebs eine signifikant erhfhte Tn-Antigen-Expression im Vergleich zu
Normalgewebe festgestellt werden (Gill et al. 2013). Tn und Sialyl-Tn (STN) wurden
bei adenomatdsen Polypen des Kolons detektiert (ltzkowitz et al. 1992). Beim
hereditaren nicht-polypdsem Kolonkarzinom (HNPCC), beim sporadischen
Kolonkarzinom und bei gesundem Gewebe konnte eine Expression des Tn-
Antigens festgestellt werden, wahrend nur die neoplastischen Proben positive
Ergebnisse fur sTn- und dem T-Antigen zeigten (Giuffré et al. 1996). sTn und Tn-
Antigen konnten immunhistochemisch beim Pankreaskarzinom identifiziert werden,
wobei das gesunde Azinuszellgewebe ebenfalls Tn exprimierte, duktale Zellen
hingegen nicht (Iltzkowitz et al. 1991). Ebenso wurde eine Expression von sTn und
Tn-Antigen bei der intraduktalen papillar-muzindsen Neoplasie des Pankreas
festgestellt (Terada und Nakanuma 1996). Es konnten Anzeichen fir eine humorale
Immunitat gegen O-glykosylierte Proteine bei Patient/-innen mit Mamma-, Kolon-
und Pankreaskarzinom festgestellt werden (Kotera et al. 1994). Des Weiteren
wiesen Melanom-Patient/-innen mit Anti-T-Antikdrpern eine bessere Antwort auf
eine Chemotherapie auf (Springer 1997). O-Glykosylierungen kénnten daher in
Zukunft als Zielstruktur fur Krebstherapien untersucht werden (Radhakrishnan et al.
2014).

Insgesamt zeigt diese Ubersicht die groRe Variabilitit des Einflusses von O-
Glykosylierungen auf zellulare Funktionen, dennoch ist die Bedeutung der O-

Glykosylierung derzeit noch nicht ausreichend erforscht (Hoffmann et al. 2016).
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1.4 Krankheitsrelevanz von GalNT2

Da Prozesse der O-Glykosylierung auf viele zellulare Funktionen Einfluss nehmen,
sollen im Folgenden einige spezifische Auswirkungen von GalNT2 auf
Zellphysiologie und Pathophysiologie beleuchtet werden (Levery et al. 2015).

Zum Beispiel spielt die GalNT2 fur den Fettstoffwechsel eine entscheidende Rolle,
da bestimmte genetische Polymorphismen der GalNT2 mit Stérungen dessen
assoziiert sind (Kathiresan et al. 2008; Kato et al. 2021). Der Genpolymorphismus
rs4846914 geht beispielsweise mit einem erniedrigten High-Density-Lipoprotein-
Cholesterin (HDL-C) und einem erhohten Triglyzeridwert einher, welcher als
Risikofaktor fur Arteriosklerose bekannt ist (Miller und Miller 1975, Kathiresan et al.
2008). Bei Uberexpression von GalNT2 im Mausmodell konnten verminderte HDL -
Cholesterin Werte festgestellt werden und bei Verminderung von GalNT2
entsprechend der umgekehrte Effekt, wodurch gezeigt wurde, dass GalNT2 im
engen Zusammenhang mit HDL-Cholesterin steht (Teslovich et al. 2010). Eine
Erh6hung der Cholesterinwerte im Serum ist bekanntermalRen mit der Entwicklung
der koronaren Herzkrankheit assoziiert (Kannel et al. 1961). Apolipoprotein C-lII
kann durch GalNT2 glykosyliert werden, wodurch es bei einer Loss-of-Function-

Mutation zu niedrigeren postprandialen Lipidwerten kommt (Holleboom et al. 2011).

Angiopoietin-dhnliches Protein 3, welches ein Inhibitor der endothelialen Lipase
darstellt und bei Knockout zu einem verminderten Plasma-HDL-Spiegel fuhrt, wird
von GalNT2 O-glykosyliert und scheint so dessen Aktivierung zu regulieren
(Shimamura et al. 2007, Schjoldager et al. 2010).

Weiterhin wird vermutet, dass GalNT2 in Prozesse der Tumormalignitat eingreift
(Wu et al. 2011, Ho et al. 2014). Der Insulin-like growth Faktor (IGF)-1-Rezeptor
wird von GalNT2 O-glykosyliert und inhibiert so dessen Signaltransduktion bei
Uberexpression von GalNT2 (Ho et al. 2014). In diesem Zusammenhang wird ein
positiver Einfluss auf das Uberleben von GalNT2 bei Neuroblastom Patient/-innen
vermutet und es kommt bei Verminderung von GalNT2 zu einem grol3eren
Tumorwachstum (Ho et al. 2014). Des Weiteren ist GalNT2 bei der Invasivitéat von
oralen Plattenepithelkarzinomen von Bedeutung und wird dort vermehrt exprimiert
(Lin et al. 2014). Als prognosebestimmender Faktor wird GalNT2 beim pulmonalen
Adenokarzinom beschrieben (Yu et al. 2021). In Zellen des hepatozellularen

Karzinoms wurde eine Herunterregulation von GalNT2 festgestellt (Wu et al. 2011).
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Die Uberexpression von GaINT2 in einer humanen hepatozellularen
Karzinomzelllinie fihrte zu einer Verminderung von Tumorvolumen und —gewicht
(Wu et al. 2011). Bei einer Zelllinie des humanen Magenkarzinoms konnte eine
vermehrte Expression von GalNT2 festgestellt werden (Hua et al. 2012). Hier kam
es bei einer gesteigerten Aktivitat von GalNT2 zu einer verminderten Proliferation
und Invasivitat der Tumorzellen (Hua et al. 2012). Zudem scheint es bei
Pankreaskarzinomzelllinien experimentell zu einer Vermehrung von GalNT2 zu
kommen (Sutherlin et al. 1997). Aufgrund dieser Erkenntnisse kdnnte GalNT2 ein
zukunftiges Target fur die Tumortherapieforschung sein (Lin et al. 2014).

1.5 Lektine

Lektine sind glykanbindende Proteine, die in der Lage sind, bestimmte
Kohlenhydratmuster auf Glykoproteinen zu erkennen (Berg et al. 2013). Es wird
davon ausgegangen, dass unter anderem Uber diesen Weg die Steuerung von
Zellfunktionen erfolgt (Berg et al. 2013). Lektine kénnen sich auf den Oberflachen
der Plasmamembranen befinden und so den Kontakt zwischen Zellen oder von
Zellen zu Zielmolekilen herstellen (Nelson und Cox 2005). Die Bindung erfolgt
durch nicht kovalente Wechselwirkungen (Berg et al. 2013). Beispiele fir bekannte
Zellfunktionen im Zusammenhang mit Lektinen sind der Mannose-6-Phosphat-
Rezeptor, der fur das lysosomale Targeting zustandig ist, oder der Abbau von
Ceruloplasmin in den Hepatozyten (Nelson und Cox 2005, Berg et al. 2013). Unter
experimentellen Bedingungen werden die Lektinbindungen genutzt, um
Glykoproteine aufzutrennen oder zu detektieren (Nelson und Cox 2005; Wolters-
Eisfeld und Schumacher 2017). Dieser Eigenschaft wurde sich in dieser Arbeit im
Rahmen des Lektin-Blots bzw. — Farbung bedient (Wolters-Eisfeld und Schumacher
2017).

1.6 Das Pankreas im Uberblick

Das Pankreas ist ein retroperitoneales, im Oberbauch gelegenes Driisenorgan mit
endokriner und exokriner Funktion (Wharton 1934, Birmingham 1896). Es liegt in
enger Lagebeziehung zu Duodenum, Jejunum, Niere, Magen, Kolon und zwischen
Leber und Milz (Birmingham 1896). Seine Anteile werden anatomisch in Caput,
Corpus und Cauda pancreatis eingeteilt (Birmingham 1896; Schinke et al. 2018).
Es ist in Lappchen mit bindegewebigen Septen gegliedert, die den

Ausfiihrungsgang fur das Pankreassekret umschliel3en (Wharton 1934, Langerhans
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1869, Harris und Gow 1893). Die Hauptmasse des Pankreas macht das exokrine
Gewebe aus (Schinke et al. 2018). Dieses wird durch die serbésen
Azinusdrisenzellen gebildet, welche die Verdauungsenzyme Amylase, Lipase,
Elastase, Trypsin, Chymotrypsin und Carboxypeptidasen sezernieren (Welsch et al.
2014). Das Sekret der Azinuszellen wird Uber die Pankreasgange durch die
Vatersche Papille ins Duodenum abgegeben (Wharton 1934). Die Langerhans-
Inseln stellen den endokrinen Anteil dar und sind fir die Sekretion von Insulin Gber
die B-Zellen ins Blut zustandig (Wharton 1934, Hard 1946). Auch sind die a-Zellen
in den Langerhans-Inseln lokalisiert und stellen die Quelle von Glucagon dar (
Sutherland und De Duve 1948, De Duve 1953). Sie wurden 1869 erstmals von Paul
Langerhans beschrieben (Langerhans 1869; Ramirez-Dominguez 2016). Sie
nehmen einen kleineren Anteil der Pankreasmasse ein und wurden historisch auch
als sekundéare Zellgruppe bezeichnet (Harris und Gow 1893). Ist die
Bauchspeicheldriise erkrankt, kann es zu Symptomen wie epigastrischen
Schmerzen, Ubelkeit, Ikterus, Stuhlveranderung oder Hyperglykamien kommen,
welche Hinweise auf beispielsweise eine Pankreatitis oder ein Pankreaskarzinom
geben kdonnen (Southwell 1944).

1.7 Pankreasentwicklung
Das Pankreas entsteht aus einer dorsal und ventral gelegenen Organknospe des
Vorderdarms, die sich spater hinter dem Duodenum vereinigen (Sadler 2014,

Coulier 2016). Es entwickelt sich in enger Beziehung zur Leber (Wharton 1934).

Das spatere interlobulare Bindegewebe entsteht aus dem dorsalen Mesenterium in
das die Pankreasanlage einwachst (Wharton 1934). Die primitiven Gefal3sprosse
erhalt es ebenfalls aus dem dorsalen Mesenterium (Wharton 1934). Auf molekularer
Ebene sind verschiedene Faktoren fur die Pankreasentwicklung verantwortlich (
Sadler 2014, Dassaye et al. 2016). Fur die epitheliale und endokrine Entwicklung
des Pankreas ist das pankreatische und duodenale Homeboxprotein 1 (PDX1)
entscheidend (Jonsson et al. 1994, Ahlgren et al.1996). So wurde experimentell in
Mausen mit homozygoter Loss-of-Funktion-Mutation des PDX 1 sogar das
komplette Fehlen des Pankreas gezeigt (Jonsson et al. 1994). Allerdings scheint
die mesenchymale Entwicklung von diesem Gen losgeldst zu sein (Ahlgren et al.
1996). Die Faktoren Activin-B und der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2 (FGF-2)

sind in der Lage die Expression des endodermalen Sonic Hedgehog Proteins (SHH)
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zu vermindern (Hebrok et al. 1998). Normalerweise exprimiert das pankreatische
Endoderm kein SHH (Hebrok et al. 1998). Sofern das pankreatische Endoderm
experimentell SHH exprimiert kommt es zu einer verminderten Produktion von PDX
1 und Insulin (Hebrok et al. 1998). Somit werden Activin- und FGF-2 als Faktoren
angesehen, die die Expression von PDX 1 und Insulin férdern kbnnen und somit zur
Pankreasentwicklung beitragen (Hebrok et al. 1998). Die Abwesenheit von SHH
wird auch als wichtiger Faktor fir die embryonale Pankreasentwicklung gesehen,
da es bei Anwesenheit des Proteins eher zu einer intestinalen Differenzierung des
pankreatischen Mesoderms kommt (Apelqgvist et al. 1997).

Des Weiteren ist PAX6 fur die Entwicklung der Langerhans-Inseln erforderlich, da
durch homozygote Mutation eine signifikante Verminderung der Insel-Zellen
beobachtet wurde (Sander et al. 1997). Wahrend das PAX6 Gen besonders fir die
Entwicklung der a-Zellen wichtig ist, ist PAX4 fur die Entwicklung der B-Zellen
entscheidend (Sosa-Pineda et al. 1997, St-Onge et al. 1997).

Das Prospero Homebox Protein 1 (PROX 1) wurde in der dorsalen Pankreasanlage
der Maus detektiert und zeigt sich ebenfalls wahrend der Morphogenese in
unterschiedlichen Konzentrationen (Oliver et al. 1993). Das Ptfla-Gen scheint
besonders fur die Entwicklung des exokrinen Gewebes entscheidend zu sein (Krapp
et al. 1998). Kawaguchi et al. konnten Ptfla allerdings auch in der Entwicklung der
duktalen und endokrinen Pankreaszellen ausfindig machen (Kawaguchi et al.
2002). Ptfla konnte sowohl in der ventralen als auch in der dorsalen
Pankreasanlage gefunden werden (Burlison et al. 2008). Ptfla und PDX 1 werden
zwar in pankreatischen Vorlauferzellen gleichzeitig exprimiert, doch scheinen ihre
Funktionen unabhangig zu sein (Burlison et al. 2008). Auch kommt es bei Knock-
out des HIxb9-Gens zu einer verminderten Expression von PDX 1, weshalb auch
fur dieses Gen ein Zusammenhang der weiteren Differenzierung der embryonalen
Zellen gesehen wird (Harrison et al. 1999). Die Transkriptionsfaktoren GATA-4 und
GATA-6 spielen ebenfalls eine Rolle bei der Pankreasentwicklung der Maus (Ketola
et al. 2004). Hierbei seien GATA-4 bei der exokrinen und GATA-6 bei der
endokrinen Entwicklung beteiligt (Ketola et al. 2004). Insgesamt spielen viele
Faktoren bei der Organogenese des Pankreas eine Rolle, weshalb hier nur einzelne
ausgewahlte beschrieben werden (Dassaye et al. 2016). Durch den engen
Zusammenhang der Organentwicklung von Pankreas und Leber vermutet man

auch in der Pathogenese von Krankheiten einen Zusammenhang (Wharton 1934).
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1.8 Das Pankreas in Bezug auf Stress des endoplasmatischen Retikulums
und Lipidhomdostase

Inflammationsreaktionen stehen im engen Zusammengang zu Stress des
endoplasmatischen Retikulums sowie oxidativem Stress (Bettaieb et al. 2016;
Zeeshan et al. 2016). Zum Abbau von fehlerhaften Proteinen gibt es sowohl die ER-
assoziierte Proteindegradation (ERAD) uber das Ubiquitin-Proteasom-System
sowie die Antwort auf ungefaltete Proteine, auf Englisch unfolded protein response
(UPR) (Plemper und Wolf 1999, Friedlander et al. 2000). Der letztgenannte
Mechanismus dient der Unterstiitzung des erstgenannten bei zellularem Stress
(Friedlander et al. 2000).

Die Reaktion der Zelle auf einen erhéhten Anfall von ungefalteten Proteinen und
demnach der UPR zeigte sich, indem erhohte Expressionen von
Hitzeschockproteinen beobachtet wurden (Chapman et al. 1998).

Hitzeschockproteine befinden sich im ER Lumen und dienen der Proteinfaltung
(Chapman et al. 1998; Yoshida et al. 2006). Die Antwort auf ungefaltete Proteine
scheint ebenfalls im Zusammenhang mit der Lipidhomodostase zu stehen (Volmer
und Ron 2015). So gibt es Transkriptionsfaktoren, die sowohl auf die Antwort der

ungefalteten Proteine wirken als auch auf die Lipogenese (Lee et al. 2008).

In Bezug auf das Pankreas ist es bekannt, dass eine chronische Pankreatitis mit
vermehrtem ER-Stress und der ungefalteten Proteinantwort einhergeht (Sah et al.
2014). Zudem scheint es bei Mechanismen der Pankreatitis neben dem ER-Stress
zu Auffalligkeiten des Lipidmetabolismus im Pankreas zu kommen (Biczo et al.
2018). Daher wurden in unserer Arbeit die Akteure dieser Mechanismen neben den

allgemeinen Veranderungen durch GalNT2 Uberexpression genauer untersucht.
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2. Material

2.1 Pufferlésungen

Tabelle (Tab.) 1: Allgemeine Materialien zur Erstellung der Pufferldsungen:

Material Hersteller, Ort Artikelnr.
Trizma® Base Sigma-Aldrich, Steinheim T1503
Glycine Reagent Plus® Sigma-Aldrich, Steinheim G7126
Tween® 20 Sigma-Aldrich, Steinheim P1379
SDS (Sodium Dodecyl Sigma-Aldrich, Steinheim L3771
Sulfate)

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, 3957.1

Karlsruhe
Methanol Sigma-Aldrich, Steinheim 322415
Tab. 2: Ansatze Pufferlésungen:
Pufferlésung Inhaltsstoffe Beschreibung
SDS PAGE Lauf Puffer Tris Base 30,3 g Fur die Gebrauchslésung
(10x) Glyzin 144g wurde der Ansatz
nochmals zehnfach mit
SDS 10g .
H>0 verdiunnt.
auf 1L H20
Transferpuffer (10x) Glyzin 288g Bestandteile in 1,8L H2O

Tris Base 60,49 auflosen und bis 2 L

auffullen.
Methanol 200ml

Der Ansatz wurde bei 4°C
aufbewahrt und vor
Gebrauch nochmals
zehnfach mit H20

verdinnt
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TBS-T

(Tris-buffered-Salin
mit Tween20) (10x)

Tris/HCL 60,579
NaCl 87,66 g

0,05% Tween

Tris und NaCL wurden in
zweifach destilliertem H20
geldst und dann auf einen
Liter aufgefillt. Der pH
wurde auf 7,4 gebracht.
Fir den Gebrauch wurde
die Ansatzlésung mit H20
zehnfach verdinnt und mit
Tween zu 0,05% versetzt

(5ml auf 10L).

Stripping Lésung NaCl 29,229 Die Komponenten wurden
29ml HCL auf einen Liter H2O
aufgefullt.

2.2 Kits und Reagenzien zur Bearbeitung von Paraffinschnitten

Tab.3 Materialien Entparaffinierung
Material Hersteller, Ort Artikelnr.
Xylol J.T. Baker, Deventer (NL) 28973.328
Ethanol J.T Baker, Deventer (NL) 8025.2500
Citrat Puffer Dako Dako, California, USA S1699
Target Retrieval
Solution  PH6  (10x

Konzentration)

TBS-T Puffer

(siehe Pufferlésungen)

Destilliertes Wasser

Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf
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Tab. 4: Materialien HE Farbung

Material Hersteller, Ort Artikelnr.
Mayers Hamalaun Solution  Merck, Darmstadt 109249
Entellan®Neu Merck, Darmstadt 1079610100
Eosin G-LOsung 0,5% Roth, Karlsruhe X883.1
wassrig

Salzsaure (HCL)

Merck, Darmstadt

109057.1000

Ethanol J.T Baker, Deventer (NL) 8025.2500

Xylol J.T. Baker, Deventer (NL) 28973.328

Deckglaser Roth, Karlsruhe 0657.2
Tab. 5: Materialien Masson Goldner

Material Hersteller, Ort Artikelnr.

Eisen(lllchlorid

Merck, Darmstadt

1.05512.0250

Hamatoxylin Merck, Darmstadt 104302

Saurefuchsin Merck, Darmstadt 1.05231

Ponceau de Xylidine Waldeck GmbH & Co KG, 1B207
Munster

Azophloxin Waldeck GmbH & Co KG, 1B103
Munster

HCL-Ethanol Merck, Darmstadt 100327

Lichtgrin Merck,Darmstadt 1.15941.0025

Molybdatphosphorsare- Merck, Darmstadt 1.00532

Hydrat

Orange G Waldek GmbH & Co.KG 1A116

Eukitt® Merck, Darmstadt 03989
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Tab. 6: Losungen Masson Goldner

Lésungen Masson Goldner

Stammlésung:

Im Verhaltnis 1:2 Lésung A mit Lésung
B gemischt

Losung A:

1g Saurefuchsin in
100ml Aqua dest
1ml Essigsaure

bei 56°C versetzen

Losung B :

1g Ponceau de Xylidine in
100ml Aqua dest

1ml Essigsaure

bei 56°C vermischen

Azophloxinlésung:

5g Azophloxin in
100ml Aqua dest

2ml Essigsaure

Masson-Goldner Gebrauchsldsung/
Masson LOosung:

50ml Stammlésung
10ml Azophloxinlésung

440ml Essig (0,2%)
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Eisenhaematoxylin nach Weigert:

Losung A und B im Verhaltnis 1:1 Ldsung A:

gemischt

475ml Aqua dest
5ml HCL 25%
20 ml Eisen-3-Chlloridldsung

Losung B:
10g Hamatoxylin
1000ml 96% Ethanol mischen

Phosphormyolybdéanséaure-Orange:

3g Molybdatphosphorsaurehydrat
2g Orange G
100ml Aqua dest

Lichtgrin 0,1%:

0,1g Lichtgrin
0,2ml Essigsaure 100%
100ml Aqua dest

Tab. 7: Pikro-Siriusrot-Farbung

Material

Hersteller, Ort Artikelnr

Sirius Red Farbstoff

Polysciences, Warrington (PA) 09400
USA

Pikrinsaure(2,4,6- Merck, Darmstadt 88891
Trinitrophenol), PA

Salzsaure (HCL) Merck, Darmstadt, 109057.1000
Eukitt® Merck, Darmstadt 03989
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Tab. 8: Materialien Lektinfarbung

Material Hersteller, Ort Artikelnr
Dako Pen Dako, Glostrup S200230-2
Cell & Tissue Staining Kit R&D Systems, Abingdon CTS005
Gibco Hank’s Balanced Salt (Biochrom GmbH, Berlin L2035
Solution

Mayers Hamalaun Solution Merck, Darmstadt 109249
Aquatex® Merck, Darmstadt 108562
Carbo-Free Blocking Vector Laboratories, Burlinggame, SP-5040

Solution (10x konzentriert) CA (USA

2.3 Allgemeine Materialien Western Blot / Lektin Blot

Tab. 9: Materialien Western Blot

Material Hersteller, Ort Artikelnr

Proteinlysat (siehe Materialien -
Organverarbeitung)

SDS Running Puffer (siehe Pufferlésungen) -

Transfer Puffer (siehe Pufferlésungen) -

TBS-T Puffer (siehe Pufferlésungen) -

Laemmli Sample Puffer Bio-Rad, Minchen 161-0737

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen M3148

Blotting-Grade Blocker Bio-Rad Laboratories GmbH, 1706404
Minchen

Precision Plus Protein™ Bio-Rad, Munchen 1610374

Dual Color Standards

Mini-PROTEAN® TGX Stain- Bio-Rad, Minchen 4568023,

Free™ Precast Gels 4568043
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Amersham™ Protran®
Western Blotting
Membranes

GE Healthcare Life Sciences, 10600002
Marlborough (MA,USA)

CL-XPosure Film

Thermo Fischer Scientific, 34091

Rockford (USA)

SuperSignal™ West Dura

Extended Duration
Substrate

Rockford (USA)

Thermo Fischer Scientific, 34075

Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad, Munchen 1703930

Ponceau S - Losung Sigma-Aldrich, Taufkirchen P7170
Tab. 10: Materialien Lektin Blot

Material Hersteller, Ort Artikelnr

Streptavidin-Protein-HRP

(USA)

Thermo Scientific, Rockford, IL 21126

Hanks’ Balanced Salt
Solution ohne Phenolrot

(Biochrom GmbH, Berlin L2035

Carbo-Free Blocking

Vector Laboratories, Burlingame, SP-5040
Solution (10x konzentriert) CA (USA)

2.4 Antikorper

Tab. 11: Priméarantiktrper

Antikorper

Hersteller, Ort

Verwendung Artikelnr

Anti-Bile salt-activated
lipase antibody

Abcam plc.

WB, IHC ab79131

(Rabbit)

Insulin Antikdrper Cell Signaling Technology, IHC #4590
(Rabbit) Inc

Perilipin (D1D8) XP® Cell Signaling Technology, IHC #9349
Rabbit mAb Inc

GALNT2 Polyclonal Thermo Fisher Scientific WB, IF PA5-
Antibody (Rabbit) GmbH 21541
Anti-Prox-1 Antik6rper Abcam plc WB, PD ab38692

(Rabbit)
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Anti-Prox-1 AntikGrper Abcam plc IF ab199359

(Rabhbit)

S6 Ribosomal Protein  Cell Signaling Technology, ICH, WB #2217

(5G10) Rabbit mAb Inc

Ubiquitin (P4D1) Cell Signaling Technology, WB #3936

Mouse mADb Inc

SUMO-1 Antibody Cell Signaling Technology, WB #4930

(Rabbit) Inc

HSP70 Antibody Cell Signaling Technology, WB #4872
Inc

HSP40 (C64B4) Rabbit Cell Signaling Technology, WB #4871

mADb Inc

HSP90 (C45G5) Rabbit Cell Signaling Technology, WB #ABTT

mADb Inc

IRE1a (14C10) Rabbit  Cell Signaling Technology, WB #3294

mADb Inc

BiP (C50B12) Rabbit Cell Signaling Technology, WB #3177

mADb Inc

PDI (C81H6) Rabbit Cell Signaling Technology, WB #3501

mADb Inc

C/EBPa (D56F10) XP Cell Signaling Technology, WB #8178

Rabbit mAb Inc

NF-kB p65 (D14E12) Cell Signaling Technology, WB #8242

XP® Rabbit mAb Inc

IkBa (L35A5) Mouse Cell Signaling Technology, WB #4814

mADb Inc

(N-terminal Antigen)

Acetyl-p53 (Lys379) Cell Signaling Technology, WB, IHC #2570

Rabbit Antibody Inc

Fatty Acid Synthase Cell Signaling Technology, WB #3180

(C20G5) Inc

Rabbit mAb

Calnexin (H-70) Santa Cruz Biotechnology, WB sc-11397

Antibody (Rabbit) Inc.

SBDS Polyclonal Thermo Fisher Scientific PA5-

Antibody GmbH 42760
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CHOP Mouse mAb
Inc

Cell Signaling Technology,

WB

L63F7

WB (Western Blot) , IHC (Immunhistochemie), IF (Immunfluoreszenz), PD (Pull

down)

Tab. 12: Sekundarantikorper

Antikorper Hersteller, Ort Artikelnr
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Thermo Fisher Scientific GmbH 31460
Secondary Antibody
Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Thermo Fisher Scientific GmbH A-11011
Cross-Adsorbed Secondary
Antibody, Alexa Fluor™ 568
Goat Anti-mouse IgG, HRP-  Cell Signaling Technology, Inc #7076
linked Antibody
Goat Anti-rabbit IgG, HRP- Cell Signaling Technology, Inc #7074
linked Antibody

2.5 Lektine

Tab. 13: Lektine
Lektin Hersteller, Ort Artikelnr
Biotinylated PNA Vector Laboratories, Burlingame  B-1075-5
Biotinylated VVA Vector Laboratories, Burlingame  B-1235-2
Biotinylated DBA Vector Laboratories, Burlingame  B-1035-5
Biotinylated SNA Vector Laboratories, Burlingame  B-1305-2
Biotinylated Jacalin Vector Laboratories, Burlingame  B-1155-5
PNA Alexa Fluor 488 Molecular Probes, Inc L-21409

2.6 Materialien Organverarbeitung

Tab. 14: Materialien Proteinlysat
Material Hersteller, Ort Artikelnr
Ripa-Buffer Thermo Fisher Scientific 89900
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Halt™ Protease and Thermo Fisher Scientific 78429
Phosphatase Inhibitor
Cocktail 100X
Eppendorf Zentrifuge Eppendorf SE Modell
5417R
Tab 15. Materialien BCA Test
Material Hersteller, Ort Artikelnr
Pierce™ BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific 23225
Kit
96-Well-Platte Thermo Fisher Scientific -
Fluostar Omega Microplate = BMG LABTECH GmbH -
Reader
2.7 Mausdatenbank
Tab. 16: Mausdatenbank zur Herstellung der Lysate transgen
Maus ID Genotyp Organ Alter in
Wochen
676 Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 4
(heterozygot)
283 Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 4
(heterozygot)
200 Ptfla-Cre; GalINT2-TG Pankreas 4
(heterozygot)
218 Ptfla-Cre; GalNT2-TG Pankreas 6
(heterozygot)
Ptfla-Cre; GalNT2-TG Pankreas 6
234 (heterozygot)
Ptfla-Cre; GalNT2-TG Pankreas 6

310 (heterozygot)

25



Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 6
312 (heterozygot)

Ptfla-Cre; GalNT2-TG Pankreas 12
679 (heterozygot)

Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 12
680 (heterozygot)

Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 12
681 (heterozygot)

Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 12
682 (heterozygot)

Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 12
683 (heterozygot)

Ptfla-Cre; GaINT2-TG Pankreas 24
684 (heterozygot)

Tab. 17: Mausdatenbank zur Herstellung der Lysate Wildtyp
Maus ID Genotyp Organ Alter in
Wochen

116 Wildtyp Pankreas 4
252 Wildtyp Pankreas 4
677 Wildtyp Pankreas 4
220 Wildtyp Pankreas 6
232 Wildtyp Pankreas 6
306 Wildtyp Pankreas 6
308 Wildtyp Pankreas 6
678 Wildtyp Pankreas 12
685 Wildtyp Pankreas 24
688 Wildtyp Pankreas 24
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3. Methoden

3.1 Vorwort Methoden

Die in dieser Arbeit angewandte Methodik lehnt sich an die Vorarbeit der
Dissertation von Neuburg an und dient der Erweiterung der bereits gewonnenen
Erkenntnisse (Neuburg 2021). Bei den Methoden handelt es sich um
Standardverfahren, welche den arbeitsgruppenintern angepassten Protokollen
unterliegen (Neuburg 2021).

3.2 Konditional transgene GalNT2 Mauslinie

Das Cre/loxP Rekombinase-System ist eine gangige Methode zur Etablierung einer
konditional transgenen Mauslinie (Jaisser 2000). Die Cre-Rekombinase ist in der
Lage genomische DNA-Fragmente zwischen zwei loxP-Stellen auszuschneiden
(Abremski und Hoess 1984). Sie kann in einem transgenen Mausmodell durch
Kombination mit einem gewebespezifische Promoter nur in dem entsprechenden
Gewebe exprimiert werden (Jaisser 2000). Fiir eine Uberexpression eines Gens ist
es somit moglich, ein gefloxtes Stopcodon (lox-stop-lox (LSL)) vor das Transgen zu
inserieren, sodass das Gen nach Ausschneiden des Stopcodons durch die Cre-
Recombinase exprimiert wird (Jaisser 2000). Dieses Vorgehen wurde auch in

dieser Arbeit angewandt, sowie in der Dissertation von Neuburg (Neuburg 2021).

Um die Cre-Rekombinase Pankreas-spezifisch zu exprimieren, wurde sie an das
Ptfla-Gen gekoppelt (Kawaguchi et al. 2002). Eine zusatzliche Kopie des Gens
GalNT2 wurde im Rosa26 Lokus eingefugt, welcher haufig fir Knock-in-Linien
transgener Mause verwendet wird (Casola 2010). Die Genexpression wird durch ein
gefloxtes Stopcodon (lox-stop-lox) vor dem CAG-Promotor unterbunden und kann
wie oben beschrieben durch einkreuzen einer gewebespezifischen Cre-

Rekombinase aktiviert werden (Abremski und Hoess 1984; Jaisser 2000).

Die verwendete Mauslinie (siehe Abb. 2) stellte die Nachkommengeneration von
transgenen Elterntieren dar. Dabei wies eines der beiden Elterntiere die
heterozygote Modifikation Ptfla *'C'¢ auf und das andere eine homozygote Anlage
von LSL-GalNT2 (GalNT2 mit einem von loxP-Stellen umgebenen Stopcodon) im
Rosa26 Genlocus. Somit entstanden die Genotypen der Nachkommen mit den
genetischen Varianten Ptfla**; Rosa 26 *CaNT2Tg g|s Wildtyp Mause (WT) zur
Kontrolle und Ptfla*c®; Rosa 26*¢aNT2-Tg g|s transgene Tiere (TG) bezeichnet

(siehe Abb. 2) (Neuburg 2021).
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+Cre LSL-GalNT2/LSL-GalNT2

Ptf1a Rosa?6

Prr1a+,r+; R05326+!G3|NT2-T9 w w Pif1 a+."C-I'e; Rosazﬁ—fGalNT?-Tg

Abb. 2: oben: Mauslinien der Elterngeneration gekreuzt aus den Genotypen

+/Cre LSL-GaINT2/LSL-GaINT2 . .
Ptf1a x Rosa26 , unten: Nachkommengeneration mit den

+/GaINT2-Tg +/Cre

Genotypen Ptf1a+/+; Rosa26 (Wildtyp Mause (WT)) sowie Ptf1la

+/GalNT2-Tg
Rosa26

Vorarbeit von Neuburg (Neuburg 2021).

(transgene Mause (TG)). Modellskizze entsprechend der

3.3 Aufbereitung der murinen Pankreata

Der Bezug der Mauslinie erfolgte aus der ansassigen Forschungstierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf. Die Totung der Tiere erfolgte mittels
Kohlenstoffdioxid. Danach wurden die Tiere auf Eis prapariert und die zu
untersuchenden Organe entnommen. Je nach Methode der Weiterverarbeitung
wurden die Organe entweder bei -80 Grad Celsius tiefgefroren, direkt

weiterverarbeitet oder in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (Neuburg 2021).

3.3.1 Proteinlysat

Zur Durchfihrung von Methoden zur Proteindetektion wurden Proteinlysate aus den
murinen Pankreata hergestellt. Die Organe wurden wie bereits beschrieben
entweder frisch enthommen oder von -80° aufgetaut und jeweils in einem
Eppendorf-Tube auf Eis gelagert. Es wurde ein Puffer angesetzt mit 990ul Ripa-
Buffer (Thermo Fisher Scientific) und 10 pl Halt™ Protease and Phosphatase
Inhibitor Cocktail (100X, Thermo Fisher Scientific). Das Pankreas wurde in einen
Glashomogenisator mit 2 cm? Kolbenflache gegeben und je nach OrgangréRe 500-

1000ul des Puffers hinzugegeben. Die Komponenten wurden mit dem passenden
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Zylinder in einer rhythmischen, drehenden Auf- und Abbewegung zu einer
homogenen Masse zerdrickt. Danach wurde die Flissigkeit in Eppendorf-Tubes
tberfuhrt und in der Eppendorf Zentrifuge (Modell 5417R) Uber 12 Minuten bei 4°C
bei 1400 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nur das Uberstehende Zelllysat
wurde hinterher abpipettiert und aufbewahrt. Die Pellets wurden verworfen. Danach
wurden die Proben auf Eis gelagert und weiterverwendet oder bei -30° eingefroren
(Neuburg 2021).

3.3.2. Bichionic Acid (BCA) Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Analyse der Proteinkonzentration wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fischer Scientific) verwendet. Die Lysate wurden aufgetaut, zentrifugiert
und 1:10 mit H>O verdinnt und dann zu je 10ul in einer 96-Well-Platte (Thermo
Fischer Scientific) appliziert. Dazu kamen 200ul des Ansatzes aus dem Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Ansatz: 7840 ul Reagent A und 160ul Reagent B (50:1)).
AnschlieRend inkubierte die 96-Wellplatte fir 30 Minuten im Warmeinkubator bei
37°C. Danach erfolgte eine photometrische Analyse der Proteinkonzentration
mittels Fluostar Omega Microplate Reader. Die Daten wurden mittels der Omega-
Software in die Proteinkonzentration der spezifischen Lysate umgerechnet
(Neuburg 2021).

3.4 Deparaffinierung der Paraffinschnitte

Die Superfrost Objekttrager mit den Paraffinschnitten wurden in einem Farbegestell
mit dem passenden Farbekasten aus Glas eingesetzt. Das Gestell mit den
Objekttragern wurde zu jeweils 5 Minuten unter dem Abzug bei Raumtemperatur in
Xylol getaucht. Danach erfolgte die Entparaffinierung zu jeweils 3 Minuten in
absteigender Alkoholreihe: zunéachst zweimal 3 Minuten in 100% Ethanol, zweimal
in 96% Ethanol, einmal in 80% Ethanol und schlie3lich einmal in 70% Ethanol. Die
Ethanolverdinnungen wurden dabei jeweils mit destilliertem Wasser angesetzt.
Schliellich erfolgte die Inkubation der Objekttrager fur zweimal 2 Minuten in H.O
(Neuburg 2021).

3.5 Hitzeinduzierte Epitopdemaskierung zur Vorbehandlung der
Lektinfarbung/ Immunhistochemie/ Floureszenzfarbung

Nach der Deparaffinierung wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten in
einen mikrowellengeeigneten Behélter eingesetzt. Das Behéltnis wurde mit dem

Citratpuffer aus Citrat (pH 6, Konzentration 10x) und H20 im Verhaltnis 1:10 befillt.
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Anschliel3end wurden die Praparate zweimal tber finf Minuten in der Mikrowelle
bei 600 Watt erhitzt. Jeweils nach dem Erhitzungsvorgang wurde die Pufferlosung
mit H2O bis zur vorherigen Fullhéhe aufgefillt. Nach dem Abkihlen wurden die
Proben fur zwei Minuten in ein Glasgestell mit H>O eingestellt und anschlielend
funf Minuten mit dem TBS-T-Puffer gewaschen. Diese Schritte dienten der

Vorbereitung verschiedener Farbemethoden (Shi et al. 1991, Neuburg 2021).

3.6 Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung

Bei diesem HE Farbe-Protokoll handelt es sich um ein arbeitsgruppenintern
etabliertes Schnellprotokoll (Neuburg 2021). Alle Schritte wurden bei
Raumtemperatur und unter dem Abzug durchgefuhrt.

Zunachst wurden die Paraffinschnitte deparaffiniert (siehe Deparaffinierung) und in
einem H2O beflllten Gefal aus Glas feucht gehalten. Um die Schnitte beim Farben

vor dem Aneinanderkleben zu schiitzen, wurden sie in einem Glasgestell stabilisiert.

Den ersten Schritt der Hamatoxylin-Eosin-Féarbung stellte das Eintauchen der
Schnitte in Mayers Hamalaunldsung fur funf Sekunden dar, zur Anfarbung der
Zellkerne. Nach jedem Schritt erfolgte ein Abtropfen Gber funf Sekunden. Im zweiten
Schritt wurden die Schnitte zur Differenzierung in 0,1% Salzsaure tUberfuhrt und dort
fur zehn Sekunden belassen. Das Blauen wurde mittels Leitungswasser
durchgefiihrt. Das Leitungswasser wurde mehrmals gewechselt, bis dieses sich

nicht mehr blau verfarbt hat. Danach wurden die Gewebeschnitte mit H.O gespililt.

Nun wurden die zu farbenden Schnitte mit Eosin G-Lésung 0,5% fur funf Sekunden

gegengefarbt. Danach lie3 man die Uberschissige Farbe abtropfen.

Anschliel3end erfolgte fur jeweils finf Sekunden ein Eintauchen der Schnitte in eine
aufsteigende Alkoholreihe. Die Glasgefal3e waren dabei mit 80% Ethanol, zweimal
96% Ethanol und zweimal 100% Ethanol befiillt.

Am Ende wurden die Schnitte zweimal finf Minuten in Xylol belassen.

Die Schnitte wurden mit Entellan® und Deckglasern der Firma Roth eingedeckelt.
Dabei wurde darauf geachtet, dass sich unter den Deckglasern keine Luftblasen
bildeten. Die Farbung diente der mikroskopischen Ubersichtsbeurteilung der
Praparate (Taboas und Ceremsak 1967, Neuburg 2021).
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3.7 Masson-Goldner Farbung

Die Paraffinschnitte wurden bis zu einer Alkoholkonzentration von 80%
deparaffiniert (siehe Deparaffinierung), dann finf Minuten in der
Eisenh&matoxylinldsung nach Weigert belassen. Anschliel3end wurden die Schnitte
in Leitungswasser gespult. Zur Differenzierung zwischen Zytoplasma und Kern

wurden die Schnitte wenige Sekunden in HCI-Ethanol (0,5%) eingetaucht.

Danach wurden die Proben funf Minuten in destilliertem Wasser belassen und dann
sieben Minuten in die Masson-Goldner-Gebrauchslosung getaucht. Schlief3lich
wurden die Proben mit 1%iger Essigséure gespult (ca. 30 Sekunden). Im folgenden
Schritt folgte die dreiminitige Inkubation im Phosphomolybdansaure-Orange-
Ansatz, danach erneutes Spulen fur 30 Sekunden in 1%iger Essigsaure. Fir funf
Minuten wurden die Schnitte nun in 0,1% Lichtgriinlésung belassen und hinterher
ebenfalls mit 1%iger Essigsaure gespult. Die Schnitte wurden in aufsteigender
Alkoholreihe entwassert, von 80% uber 96% auf 100% Ethanol zu jeweils zweimal
funf Minuten. Danach wurden die Proben zweimal funf Minuten in Xylol getaucht
und mit Eukitt eingedeckelt. Die Masson-Goldner Farbung ist eine seit Jahrzehnten
etablierte Farbemethode (Goldner 1938).

3.8 Pikro-Siriusrot-Farbung

Zunachst wurden die Paraffinschnitte deparaffiniert (siehe Deparaffinierung) und in
H20O feucht gehalten. Dann wurden die Gewebeproben fir eine Stunde mit 0,1%
Siriusrot Farbstoff in Pikrinsaure benetzt. AnschlieBend wurden die Schnitte fur

zweimal funf Minuten in 0,5%iger Salzsaurel6sung differenziert.

Nun erfolgte das Baden der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit jeweils
zweimal 80%, 96% und 100%igem Alkohol. AnschlieRend wurden die Schnitte
jeweils fur zweimal funf Minuten in Xylol getaucht. Das Eindeckeln erfolgte mit
Eukitt. Die Pikro-Siriusrot-Farbung wurde ebenfalls zur Detektion von

Kollagengewebe angewandt (Constantine und Mowry 1968; Lattouf et al. 2014).

3.9 Immunhistochemie

Im Anschluss an die Deparaffinierung und die Epitopdemaskierung erfolgte das
Aufzeichnen einer wasserabweisenden kreisformigen Begrenzung mit dem Dako
Pen. Im Anschluss wurden fur die Schnitte finf Minuten mit dem Peroxidase-

Blocking-Reagenz beschichtet und vorsichtig funf Minuten lang im TBS-T-Puffer
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gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Inkubation fir 15 Minuten mit dem Serum
Blocking Reagenz, welches je nach Primarantikbrper ausgewéhlt wurde. Die
Uberstehende Flussigkeit wurde anschlieRend von den Objekttrdgern vorsichtig
abgeklopft.

Den nachsten Schritt stellte das Einwirken von jeweils drei Tropfen der Avidin-
Blocking-L6sung fur 15 Minuten mit anschlieBendem funfminitigen Waschen in
TBS-T-Puffer. Danach erfolgte die Inkubation von drei Tropfen des Biotin-Blocking-
Reagenz fir 15 Minuten, ebenfalls mit anschlieendem Waschen in TBS-T-Puffer
fur finf Minuten. Uberstehende Fliissigkeit wurde vorsichtig abgeklopft und die
Gewebeschnitte nun mit dem Primarantikorper entsprechend der empfohlenen
Verdinnung im Datenblatt benetzt und Giber Nacht gekuhlt inkubiert. Der Ansatz des
Primarantikorpers wurde dabei mit einem Antibodydiluent (Dako) erstellt.

Nach der Inkubation wurden die Proben dreimal fir zehn Minuten gewaschen, der

Uberstehende Puffer wurde erneut abgeklopft.

Nun wurden die Gewebeschnitte fur 60 Minuten mit dem entsprechendem
biotinylierten Sekundarantikdrper des Farbekits benetzt und danach erneut dreimal

fur zehn Minuten in TBS-T-Puffer gewaschen.

Als nachstes wurden drei Tropfen der HSS-HRP-LAsung (Horseradishperoxidase
gekoppeltes Streptavidin in 0.01M PBS) fur 30 Minuten auf die Gewebeproben

gegeben, dann erneutes Waschen flr dreimal zwei Minuten.

Nun wurde erneut der Uberschissige Puffer abgeklopft und die jeweils 200ul AEC-
Chromogen-Lésung (1 Tropfen von 2%igem 3-Amino-9-Ethylcarbazol auf 2ml
Azetat-Puffer mit 0,1% H-0O,) fur drei bis 20 Minuten auf die Schnitte gegeben. Dann
erfolgte ein Waschvorgang fur zweimal funf Minuten in H2O. Die Gegenfarbung
erfolgte wie bei der Lektinfarbung mittels Inkubation in Mayers Hamalaunlésung fir
funf Sekunden mit anschlieRendem Waschen unter Leitungswasser bis dieses
keine Farbe mehr annahm. Das Eindeckeln erfolgte mit Aquatex®. Die
Immunhistochemie wurde zur Detektion bestimmter Proteine in fixierten
Gewebeschnitten durchgefihrt (Shi et al. 1997, Neuburg 2021).

3.10 Immunfluoreszenz und Lektincofarbung (fluoreszent)

Fur die Immunfluoreszenz erfolgten die gleichen Arbeitsschritte, wie bei der

Immunhistochemie bis zum Einwirken des Primarantikdrpers tiber Nacht. Nach der
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Inkubation des Priméarantikorpers wurden die Schnitte dreimal zehn Minuten in TBS-
T-Puffer gewaschen. Danach wurde eine LOsung mit dem fluoreszierenden
Sekundarantikorper in der Verdinnung 1:1000 und dem fluoreszierendem Lektin in
der Endkonzentration 5ug/ml in HBSS unter lichtgeschitzten Bedingungen
angesetzt. Die Schnitte wurden mit dieser Ansatzldosung fir eine Stunde benetzt und
in einer lichtdichten Farbekammer aufbewahrt. Danach erfolgte ein dreimal
zehnminutiger Waschschritt in TBS-T-Puffer, ebenfalls unter abgedunkelten
Bedingungen (Van Damme 2011; Neuburg 2021).

3.11 Lektinfarbung

Die Lektinfarbung stellt eine etablierte Methode zur Metastasenanalyse dar
(Wolters-Eisfeld und Schumacher 2017).

Alle folgenden Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Nach der Entparaffinierung
und Epitopdemaskierung wurden die Objekttrager in eine Farbekammer gelegt. Mit
dem Dako Pen wurde ein wasserabweisender Kreis um die Gewebeschnitte

gezeichnet, sodass Inkubationsldsungen nicht vom Objekttrager abflie3en konnten.

Zunachst wurden die Proben fur funf Minuten mit drei Tropfen der Peroxidase-
Blocking-L6sung (3% Wasserstoffperoxid) benetzt und anschlieBend fir funf
Minuten mit dem TBS-T-Puffer gespult. Um die unspezifischen Lektinbindungen zu
vermindern, wurden die Schnitte 15 Minuten mit einer glykoproteinfreien Blocking-
Losung (glyco-free blocking solution, Vector Laboratories) inkubiert (Wolters-
Eisfeld und Schumacher 2017). Die Gberschiissige Lésung wurde von den Schnitten
abgeklopft. Danach erfolgte die 15-minitige Benetzung mit dem Avidin-Blocking-
Reagenz (Avidinldsung mit 0,1% NaNs). Anschlielend wurden die Objekttrager
erneut funf Minuten in TBS-T-Puffer gewaschen. Die Ansatzlosung der Lektine
wurde entsprechend der im Datenblatt angegebenen Konzentration mit Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) verdinnt und zu je 200 ul auf die Proben gegeben.

Die Inkubationszeit betrug eine Stunde.

Danach wurden die Proben dreimal zu jeweils zehn Minuten mit dem TBS-T-Puffer

im Glasgestell gewaschen.

Anschlie3end wurden die Schnitte erneut in die Farbekammer gelegt und mit jeweils
drei Tropfen der HSS-HRP-L6sung (Horseradishperoxidase gekoppeltes
Streptavidin in 0.01M PBS) bedeckt. Dann erfolgte das Waschen der Schnitte zu

dreimal zwei Minuten in TBS-T.
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Den nachsten Schritt stellte die Inkubation mit jeweils 200 pl der AEC Ldsung (1
Tropfen von 2%igem 3-Amino-9-Ethylcarbazol auf 2ml Azetat-Puffer mit 0,1% H20>)
fur maximal 20 Minuten dar. Danach wurden die Proben fur funf Minuten in H2O

gewaschen.

Als Gegenfarbung wurden die Proben fur funf Sekunden mit Mayers
Hamalaunlosung unter dem Abzug gefarbt. AnschlieRend wurden die Praparate mit

Leitungswasser gewaschen, bis keine Farbung des Wassers mehr sichtbar war.

Die Proben wurden mit Aquatex® eingedeckelt. Diese Methode wurde zur Analyse
des Glykosylierungsprofils angewandt (Wolters-Eisfeld und Schumacher 2017,
Neuburg 2021).

3.12 Western Blot

Zur Vorbereitung wurden das Proteinlysat, der Laemmli-Ansatz und die Precision
Plus Protein™ Losung auf Eis gelagert. Die Proteinlysate wurden zunéchst 1:5 mit
Aqua dest. verdinnt und anschlielend die Laemmli-L6sung mit dem Lysatansatz

im Verhaltnis 1:5 versetzt.

AnschlieRend wurden die Laemmli-Ansatze kurz zentrifugiert und fur funf Minuten

bei 95°C im Heizblock zur Denaturierung erhitzt (Mahmood und Yang 2012).

Parallel wurde die Western-Blot-Vorrichtung (Mini Trans-Blot® Cell) mit den
vorgefertigten Mini-PROTEAN® Gelen vorbereitet und mit dem SDS-Running-Puffer
befullt.

Von der Precision Plus Protein™ Ldsung wurden je Probenreihe einmal 10 pl in
eine eigene Geltasche gegeben, um spater die GroR3en der gelaufenen Proteine

abschatzen zu konnen.

Entsprechend der Proteinkonzentrationen der Laemmli-Ansétze wurden jeweils
40ug Protein je Probe in je eine Geltasche hineingegeben. Teilweise wurde die

Proteinkonzentration auf 60 pg erhéht um bestimmte Proteine nachzuweisen.

AnschlieBend wurde die Western-Blot-Kammer verschlossen und fir zehn Minuten
eine Spannung von 80 Volt angelegt, dann wurde die Spannung fir 50 Minuten auf
100 Volt erhéht. Mittels Gelelektophorese sollten die negativ geladenen Proteine
zur positiven Elektrode wandern und sich so der Grof3e nach auftrennen (Mahmood
und Yang 2012).
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Der nachste Schritt stellte das Uberfilhren der Gele in die Blottingkammer dar.

Dafiir wurden zunachst Whatman® Filterpapiere entsprechend der GréRe des Gels
zurechtgeschnitten, jeweils zwei Schwamme mit Transferpuffer benetzt und das Gel
aus der Halterung entfernt. Aus diesen Komponenten wurde das Gel mit der
Nitrozellulosemembran in der Mitte mit auBen jeweils zwei Whatman®Filterpapieren
und jeweils einem Schwamm auf beiden Seiten geschichtet. Mit einer Rolle wurden
Uberschissige Luftblasen aus der Konstruktion entfernt. Schlie3lich wurde die
Schichtung in die Halterung fiir den Blottingvorgang eingespannt, sodass sich die
Nitrozellulosemembran zwischen Gel und positivem Pol befand, und die Blotting-
Kammer mit Transferpuffer und einem gefrorenen Kuihlakku befillt. Das Blotting
erfolgte fur eine Stunde bei 100 Volt im Kihlraum bei 4°C. Wé&hrend des Vorgangs
erfolgte das standige Ruhren durch einen Ruihrfisch.

Danach wurde das Gel mit der Nitrozellulosemembran aus der Vorrichtung

entnommen und die Geltaschen und Proteinbanden auf die Membran abgezeichnet.

Nun erfolgte ein dreimal fUnfmindtiger Waschschritt der Nitrozellulosemembran in
einem Gefal? mit TBS-T-Puffer auf dem Schiuittler.

AnschlieRend erfolgte die Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung (Romero-Calvo
et al. 2010). Danach erfolgte ein erneutes Waschen mit TBS-T Puffer bis die Farbe

entfernt war.

Fur eine Stunde wurde die Membran mit 5% Milchlésung (Blocking-Grade-Blocker
in TBS-T) oder BSA blockiert, dann wurde der Primarantikérper entsprechend der
im Datenblatt angegebenen Verdinnung hinzugegeben. Die Inkubation fand Gber

Nacht auf dem Schdttler im Kiihlraum statt.

Am Folgetag wurde die Membran funfmal funf Minuten in TBS-T-Puffer auf dem

Schiuttler gewaschen.

Entsprechend dem Datenblatt wurde nun ein mit Horseradishperoxidase
konjugierter Sekundarantikorper (meist in 5%-iger Milchlésung) hinzugegeben und

fur eine Stunde lichtgeschitzt auf dem Schittler zur Inkubation belassen.

Fur die Detektion des Signals wurden die Membranen fur drei Minuten mit dem
Reaktionsgemisch des SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate Kits

benetzt. Die Losung wurde dabei im Verhaltnis 1:1 der bereitgestellten Reagenzien
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angesetzt und zum Mischen gevortext. Es wurde darauf geachtet, dass beim

Benetzen keine Luftblasen entstanden sind.

Danach wurde die Membran in eine lichtabschirmende Kassette eingelegt und eine
durchsichtige Folie zwischengelegt, um den Kontakt der feuchten Membran zum
Rontgenfilm zu vermeiden. Danach erfolgte die Entwicklung des Roéntgenfilms in
der Dunkelkammer. Hierfir wurden unterschiedliche Rontgenfilme jeweils zu
einigen Sekunden bis mehreren Minuten in die Kassette mit der Membran
eingespannt und anschliel3end entwickelt. Die Ergebnisse wurden anschlie3end am
PC eingescannt. Durch die Western Blot Methode sollten Aussagen Uber die
Proteinmengen im Vergleich von Wildtyp zu transgen getroffen werden (Burnette
1981; Neuburg 2021).

3.13 Lektin Blot
Die Durchfuhrung des Lektin Blots erfolgte nach den gleichen Arbeitsschritten wie
der Western Blot bis zum dreimal finfminitigen Waschschritt in TBS-T nach dem

Blotting-Vorgang.

Der Blockiervorgang wurde dabei mittels einer glykoproteinfreien Blockierlésung
(Carbo-Free Blocking Solution in zehnfacher Verdiinnung mit HBSS) Giber Nacht auf

dem Schuttler im Kuhlraum durchgefihrt.

Fur den Lektinansatz wurden zunéchst 32 pl Lektin mit 2 pl Streptavidin-Protein-
HRP und 100 pl HBSS vermischt und 30 Minuten inkubiert. Dann wurde der
Lektinansatz entsprechend der gewinschten Zielkonzentration zur Blockierlésung
auf die Membran gegeben. Die Inkubationszeit bei Raumtemperatur betrug eine
Stunde.

AnschlieBend wurden die Membranen nochmals finfmal finf Minuten auf dem
Schiittler mit TBS-T-Puffer gewaschen. Die Detektion des Signals erfolgte auf die
gleiche Weise wie beim Western Blot (Van Damme 2011, Cao et al. 2013, Neuburg
2021).

3.14 Lektin-Pulldown

Zunachst wurden zwei Eppendorf-Tubes mit 400 ul Agarose Bound Lectin befullt,

dann mit 1 ml HBSS versetzt und geschwenkt. Die Emulsion wurde fur 30 Sekunden

bei 500 Umdrehungen pro Minute (27 g) zentrifugiert und der wassrige Uberstand

verworfen. Danach erfolgte ein erneutes versetzen mit 1 ml HBSS und
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Zentrifugation fir 30 Sekunden bei 100 g. Erneut wurde der wassrige Uberstand
verworfen. Dieses Prozedere stellte den Waschschritt des Agarose gebundenen
Lectins dar.

Die Eppendorf-Tubes mit Agarose gebundenem Lektin wurden nun mit 700 pl HBSS
versetzt und mit abgeschnittener Pipettenspitze gemischt. Um die gleichmé&Rige
Konzentration der Agarose Beads zu gewahrleisten, wurden die Emulsionen
nochmals in ein gemeinsames Gefald Uberfuhrt. Von der Gesamtemulsion wurden
die gewilinschte Anzahl Eppendorf-Tubes mit jeweils 300 pl beftllt und fur spater
aufbewahrt.

Nun wurden jeweils 200 pg Protein Pankreaslysat von Wildtyp und GalNT2
Uberexpression in neue Eppendorf-Tubes gegeben und mit 80 pl HBSS und 10 pl
Glykoprotein denaturierendem Puffer versetzt. AnschlieRend wurden die Ansatze
fur funf Minuten bei 98°C im Heizblock denaturiert.

Nun wurden die Tubes mit den 300 ul Agarose gebundenem Lektin mit 1 ml HBSS
aufgeflllt, vermischt und anschlieRend mit den denaturierten Proteinlysaten
aufgeflllt. Das Gemisch inkubierte fiir eine Stunde in einem Tube Rotator. Danach

wurden die Proben fir 30 Sekunden bei 100 g zentrifugiert.

Als N&chstes wurde der Uberstand verworfen und die Proben mit 1,5 ml HBSS
versetzt. Das Gemisch wurde fir eine Minute auf in dem Tube Rotator belassen.
AnschlieRend wurde es zentrifugiert und daraufhin der Uberstand verworfen. Dieser
Waschschritt wurde nochmals wiederholt und der Uberstand erneut verworfen. Es
wurden jeweils 20 pl des Laemmli-Ansatzes hinzugegeben und kurz gevortext. Die
Proben wurden anschlieRend erneut fur funf Minuten bei 98°C im Heizblock
denaturiert und danach kurz zentrifugiert. Dann waren die Proben bereit, um im
Western Blot verwendet zu werden. Durch diese Methode sollten
Proteinglykosylierungen passend zum ausgewahlten Lektin untersucht werden
(Van Damme 2011, Dutt et al. 2023).

3.15 Immunprazipitation

Zunachst wurde die gewtinschte Anzahl an Eppendorf-Tubes bereitgestellt und mit
200 pg Protein des Pankreaslysates, 600 pl HBSS und 40 ul Protein A/G PLUS
Agarose befillt. Fir das Pipettieren der Agaroselésung wurden abgeschnittene

Pipettenspitzen verwendet. Der Ansatz inkubierte 30 Minuten in dem Tube Rotator,
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wurde anschlieRend zentrifugiert und nur der Uberstand, in dem sich das geloste

Protein befindet, weiterverwendet.

AnschlieBend wurde der abgenommene Uberstand mit 10 pl des gewiinschten
Antikorpers in einem Eppendorf-Tube vermischt und inkubierte Gber Nacht bei 4°C
auf dem Tube Rotator.

Die Proben wurden erneut mit 40 ul Protein A/G PLUS Agarose versetzt, um eine
Bindung der AntikGrper-gebundenen Proteine herzustellen. Der Ansatz inkubierte
30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Tube Rotator. Dann wurden sie fur 30
Sekunden bei 100 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen, sodass die
Antikdrper-Proteinkomplexe welche Agarose gebunden hatten, Ubrigblieben. Die
Agaroselosung wurde mit 1 ml HBSS vermischt, hat auf dem Rotator fur finf
Minuten inkubiert, wurde fur 30 Sekunden bei 100 g zentrifugiert und schlie3lich

wurde erneut der Uberstand verworfen.

Nun wurden 20 pl des Laemmli-Ansatzes hinzugegeben und das Gemisch fir funf
Minuten bei 98°C auf dem Heizblock denaturiert. Anschlie3end standen die Proben
fur den Western Blot bereit. Dieses Verfahren sollte dazu dienen, Antikorper-

bindende Proteine aus einem Lysat zu extrahieren (DeCaprio und Kohl 2017).
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4. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit im Hinblick auf die Morphologie der
Pankreata und den Einfluss auf die Proteinexpression beschrieben. Hierfir werden
die Wildtyp-Tiere mit den transgenen Tieren verglichen.

4.1 Organmorphologie

4.1.1 Makroskopie

In der Beurteilung der Makroskopie der Organe direkt nach dem Entnahmezeitpunkt
lieBen sich die Ergebnisse von Neuburg reproduzieren, welche die gleiche
Mauslinie fur ihre Versuche verwendete (Neuburg 2021). In den Voruntersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die Organgewichte der GalNT2-transgenen Tiere im
Vergleich zum Wildtyp signifikant niedriger waren (Neuburg 2021). Bei Préparation
der Organe dieser Arbeit fiel passend zu den bekannten Ergebnissen auf, dass die
Pankreata der transgenen Tiere im Vergleich zu Wildtypen gleichen Alters fragiler

sowie von geringerer Grof3e und Gewicht erschienen.

4.1.2 Mikroskopie

Um den histomorphologischen Einfluss der GalNT2 Uberexpression auf das murine
Pankreas zu untersuchen, wurde eine HE-Farbereihe der unterschiedlichen
Altersstufen der Tiere angefertigt. Das Mausmodell wurde bereits in der Dissertation
von Neuburg mittels HE-Farbung analysiert (Neuburg 2021). In der aktuellen Arbeit
wurden Paraffinschnitte von 2, 4, 6, 7, 8 und 15 Wochen (W) alten Tieren verwendet.
Somit wurde die Beurteilung um die 6, 8, und 15 Wochen alten Tiere erweitert. Die
Schnitte wurden in toto mikroskopisch beurteilt und reprasentative Aufnahmen

angefertigt, siehe Abb. 3 und 4.
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Abb. 3: histologische Aufnahmen zur Gegeniberstellung der HE-Farbung,
Wildtypen (WT) links und transgene Tiere (TG) rechts, sortiert nach Alter in Wochen
(Wo), Altersstufen zwei bis sechs Wochen.
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Abb. 4: histologische Aufnahmen zur Gegeniberstellung der HE-Farbung,
Wildtypen (WT) links und transgene Tiere (TG) rechts, sortiert nach Alter in Wochen
(Wo), Altersstufen sieben bis 15 Wochen.

Die zwei Wochen alten Organe ahnelten sich strukturell stark (Neuburg 2021).
Sowohl die Wildtyp als auch die transgenen zwei Wochen alten Tiere wiesen eine
lockere Lappchenstruktur mit regelrecht angelegten und gut abgrenzbaren

Langerhans-Inseln auf. Ebenfalls zeigten sich physiologische Ganganschnitte.
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Bei vier Wochen traten im Gegensatz zu den Vorergebnissen von Neuburg die
ersten Veranderungen zwischen Wildtyp und transgen auf (Neuburg 2021). Die
Wildtypen wiesen nun eine dichte Lappchen- bzw. Azinistruktur auf, wahrend im
transgenen Modell (4 Wochen) die Azini in unterschiedlicher Grof3e erschienen.
Zudem waren bei den transgenen Pankreata (4 Wochen) bindegewebig anmutende
Strukturen erkennbar und es zeigte sich das Erscheinen von fettgewebsartigen
Zellen innerhalb der Pankreaslappchen.

Die Morphologie der Wildtypen von sieben bis 15 Wochen war strukturell nicht
unterscheidbar. Hingegen lieR sich im transgenen Modell mit dem Alterwerden eine
stetige Vermehrung verschiedener Zellreihen erkennen (Neuburg 2021). Bei den
transgenen Tieren von 6 bis 8 Wochen fiel zunehmend das interlobulare, am
ehesten als Fettgewebe zu bezeichnende, Gewebe auf und es waren vermehrt
bindegewebig anmutende Zellen zu erkennen (Neuburg 2021). Als zusatzliche
Erkenntnis im Vergleich zur Vorarbeit von Neuburg zeigten sich bei den élteren 15
Wochen alten transgenen Tieren deutlich weniger bindegewebige Strukturen als bei
6 bis 8 Wochen. Der bindegewebsartige Anteil erreichte somit im Alter von 6 bis 8
Wochen sein Maximum. Des Weiteren fand sich weiterhin bei 15 Wochen (transgen)

ein groRer Anteil an Fettgewebe.

4.2 Gewebestrukturanalyse
Zur genaueren Identifikation der Art der Gewebeveranderung beziehungsweise
zum Nachweis der Zellarten wurden spezifische Farbungen als Indikator

herangezogen.

4.2.1 Insulin

Zum Nachweis des pankreasspezifischen Zelltyps der insulinproduzierenden B-
Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln wurden immunhistochemische Farbungen
zur Detektion von Insulin mit einem Anti-Insulin Antikérper durchgefihrt (siehe Abb.
5 und 6) (Witt 2013). Hierbei zeigte sich bei beiden Mauslinien eine Reaktivitat im
Bereich der Langerhans-inseln. Ausgespart blieben dabei jeweils die aufl3eren
Areale, welche normalerweise von den Glucagon-produzierenden Zellen
eingenommen werden (Merino et al. 2015). Zusatzlich wurde beobachtet, dass es
bei den transgenen Tieren zu Aussparungen der Anfarbbarkeit in den

Innenbereichen der Inseln kam.
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Abb. 5: Links Wildtyp 4 Wochen, rechts transgen 4 Wochen, weil3e Kreise:

exemplarische Markierung von Langerhans-Inseln.

Abb. 6: Links Wildtyp 15 Wochen, rechts transgen 15 Wochen, weil3e Kreise:

exemplarische Markierung von Langerhans-Inseln.

4.2.2 Lipase

Zum Nachweis und Vergleich des exokrinen Azinuszellgewebes wurden
immunhistochemische Farbungen mit einem Anti-Lipase Antikorper durchgefihrt.
Es sind exemplarisch Schnitte von 4 und 15 Wochen alten Tieren aufgezeigt (siehe
Abb. 7 und 8). Optisch imponierte die Farbung der transgenen Tiere in beiden
Altersstufen dunkler. In beiden Modellen wirkte die Anordnung der positiven Areale
granuliert und die Lokalisation stimmte mit dem histologisch als exokrin
eingeordnetem Gewebe Uberein. Die Langerhans-Inseln beider Modelle sowie die
fett- und bindegewebsartigen Zellen exprimierten regelhaft keine Lipase.
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Abb. 7: Immunhistochemie (IHC) mit einem Anti-Lipase Antikorper; jeweils 4
Wochen alte Tiere, links Wildtyp, rechts transgenes Modell, weile Kreise:
exemplarische Markierung von Langerhans-Inseln.

Abb. 8: Immunhistochemie (IHC) mit einem Anti-Lipase Antikérper; jeweils 15
Wochen alte Tiere, links Wildtyp, rechts transgenes Modell, weie Kreise:

exemplarische Markierung von Langerhans-Inseln.

Erganzend zur Immunhistochemie wurde ein Western Blot mit einem Anti-Lipase-
Antikdrper durchgefuhrt, um mdogliche Unterschiede in der Quantitat der Expression
von Lipase aufzuzeigen. Bei gleicher Proteinmenge zeigten sich keine Unterschiede
der Bandenbreite zwischen Wildtyp und transgenem Modell. Zu sehen sind die
Proben aus Tieren mit 4, 12 und 24 Wochen, jeweils im Vergleich Wildtyp zu

transgen nebeneinander.
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WT-4 TG-4 WT-12 TG-12 WT-24 TG-24

Abb. 9: oben: Western Blot mit einem Anti-Lipase-Antikérper; Wildtyp (WT) und
transgen (TG) jeweils nebeneinander und nummeriert nach Alter von 4, 12 und 24
Wochen, Banden bei ca. 70 kDa, unten: Fotografie einer entsprechenden
Ladekontrolle einer Ponceau-Farbung.

4.2.3 Perilipin

Es wurden immunhistochemische Farbungen mittels Anti-Perilipin-Antikdrper
vorgenommen. Diese dienten dazu, das Fettgewebe als solches nachzuweisen.
Greenberg et al. identifizierten das 62 Kilodalton schwere Protein als spezifisch fur
Adipozyten, weshalb es in dieser Arbeit als Adipozytenmarker eingesetzt wurde
(Greenberg et al. 1991). Die Farbungen wurden in den Altersstufen mit den gréf3ten
als Fettzellen anmutenden Anteilen, also in den Altersstufen 8 und 15 Wochen,

durchgefuhrt.

Im transgenen Modell wurde eine deutliche netzartige Positivitat des
Interlobularraumes fir Perilipin erkennbar. Die Aussparung der Farbung war
passend zu den Adipozyten-typischen Lipidvakuolen. Daher wurde diese
Gewebeformation im Folgenden als Adipozyten betrachtet. Der identifizierte

Zelltypus anderte sich in den verschiedenen Altersstufen nicht.

Eine Positivkontrolle fiur Perilipin im Wildtyp-Gewebe ergab sich aus einem
randstandigen Anschnitt von peripankreatischem Fettgewebe eines untersuchten
Wildtyp-Organs. Im Interlobularraum konnte bei den wildtypischen Mausen kein

Fettgewebe ausfindig gemacht werden.
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Abb. 10: Perilipin Immunhistochemie (rot gefarbt) 15 Wochen alter Tiere, links
Wildtyp, rechts transgen.

4.2.4 Pikro-Siriusrot-Farbung

In der histologischen Ubersichtsfarbung fanden sich bindegewebig anmutende
Veranderungen (Neuburg 2021). Hier sollte geprift werden, ob es sich um
Kollagenfasern zwischen den Lappchen handelt, weshalb die Pikro-Siriusrot-
Farbung bei 15 Wochen alten Tieren angewandt wurde (Junqueira et al. 1979).

Im Wildtyp zeigte sich eine geringe Anfarbung des Kollagens. In den
Zwischenrdumen der L&ppchen sowie um die angeschnittenen Gange und
Blutgefalle wurde eine leichte Positivitat fur Kollagen festgestellt. Vergleichend
dazu war das ahnliche Grundmuster ebenfalls bei den transgenen Tieren zu
erkennen. Zusatzlich kam es bei den transgenen Tieren zu einer verstarkten
Kollagendetektion im interlobularen  Bereich aber auch zu einer
Kollagenummauerung einzelner Azini und Langerhans-Inseln. Somit war insgesamt
bei den transgenen Tieren ein verstarkter kollagendser, bindegewebiger

Organaufbau zu erkennen (Junqueira et al. 1979).
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Abb. 11: Pikro-Siriusrot-Farbung von Pankreas-Gewebeschnitten 15 Wochen alte
Tiere, links Wildtyp, rechts Transgen, Kollagenfasern rot gefarbt.

4.2.5 Masson-Goldner

Eine weitere Methode um kollagenes Gewebe erkennbar zu machen, ist die
Masson-Goldner Farbung (Chang und Kessler 2008). Diese Farbung wurde an
Proben von 2, 4, 6, 7, 8 und 15 Wochen alten Wildtyp und transgenen Tieren
durchgefuhrt.

Auch bei diesem Versuch ergaben sich beim Wildtyp nur leichte
Kollagenzeichnungen  (grunlich), im Interlobularbereich  aber deutliche
Kollagenanreicherung im Bereich der GefalRe oder Gange. Dieser Befund war bei

allen Altersstufen im Wildtyp zu finden.

Im Altersverlauf der transgenen Tiere fand man hingegen eine zunehmende
kollagenhaltige bindegewebige Vermehrung sowie Vermehrung des Fettgewebes
von 2 bis 8 Wochen. Wie bei der Pikro-Siriusrot-Farbung waren einzelne Azini von
Kollagengewebe umgeben. Bei 15 Wochen erkannte man, wie auch schon in der
HE-Farbereihe beobachtet, eine Verminderung der Kollagenanteile im Vergleich zu
7 Wochen.
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Abb. 12: Masson-Goldner Farbung links Wiltypen (WT) und rechts transgene Tiere
(TG) von oben nach unten im Alter von 4,7,15 Wochen (Wo), Kollagenfasern (grin
gefarbt).

4.3 Gewebereaktion

Aufgrund der Verschiebung der Gewebeanteile zu einem erhéhten Fettgewebs- und
Bindegewebsanteil des Pankreas im transgenen Modell wurden maogliche
Entzindungsreaktionen untersucht. Piao et al. nutzten zur Identifikation einer
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Inflammationsreaktion des Pankreas Kriterien wie die Vergro3erung von
Interlobulérsepten (Odem), Azinuszellnekrose, Hamorrhagie und
Entztindungszellinfiltrat (Piao et al. 2017).

Entsprechend dieser Kriterien beobachteten wir eine vermehrte bindegewebige
Reaktion sowie Erweiterung des Interlobularraumes innerhalb der transgenen

Gruppe ab Woche vier.

Eine eindeutige histologische Nekrosereaktion konnte weder unter den Wildtypen
noch in den transgenen Tieren festgestellt werden.

In keiner der Altersstufen der Modelle konnten Hamorrhagien festgestellt werden.

In beiden Mauslinien wurden mikroskopisch keine leukozytaren Infiltrate
aufgefunden. Die histologischen Befunde erfiillten daher nur eines von vier Kriterien
einer Pankreatitisreaktion (Piao et al. 2017).

4.4 Organmorphologie unter Betrachtung von Malignitatskriterien:

Wie bereits beschrieben, exprimieren verschiedene
Pankreasadenokarzinomzellinien erhohte Mengen an GalNT2-mRNA (Sutherlin et
al. 1997). Gangige Kriterien zur Untersuchung von Pankreasgewebe auf Malignitat
sind Variabilitat der Zellkerngrof3en, Pankreasgangabbriiche und
Gangdisorganisaiton (Hyland, Kheir, and Kashlan 1981). Uber die gesamten
Altersstufen der transgenen Tiere zeigten sich regelrechte Zellkern- und
Gangformationen des Gewebes. Des Weiteren wurden in keinem der untersuchten

Materialien Zellinvasion in Nerven- oder Gefafl3strukturen registriert.

Es konnte nach genannten Kriterien kein malignitatsverdachtiges Gewebe

festgestellt werden (Hyland et al. 1981).

4.5. Proteinexpression im Gewebe

4.5.1 GaINT2

Wie anhand der Abbildung des Western Blots mit einem Anti-GalNT2-Antikdrper zu
erkennen war, zeigte sich bei den Versuchstieren fur das Enzym GalNT2 sowohl im
Wildtyp als auch im transgenen Typ eine Positivitat. Die Bande ist hierbei im Wildtyp
deutlich schwéacher ausgepragt, was durch die genetische Modifikation der

Uberexpression von GalNT2 im transgenen Modell zu erwarten war. In der Arbeit
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von Neuburg fand sich keine Positivitat der Wildtyp-Linie (Neuburg 2021).
Gendatenbanken zeigen, dass GalNT2 physiologischerweise im Pankreas
exprimiert sein sollte (National Library of Medicine - National Institutes of Health,

2023).

|
WT-6 WT-6 TG-6 TG-6

Abb. 13: oben: Western Blot mit einem Anti-GalNT2-Antikbrper jeweils zweimal
Wildtyp (WT) und transgen (TG) von links nach rechts nebeneinander der
Altersgruppe 6 Wochen, Banden bei ca. 60 kDa, sowie unten: entsprechende
Ladekontrolle mittels Ponceau-Féarbung.

Die Anreicherung des Enzyms GalNT2 wurde in der Arbeit von Neuburg mittels
Chromogenfarbung detektiert (Neuburg 2021). Hierbei wurde sowohl im exokrinen
als auch im endokrinen Gewebe eine Positivitat fir GalNT2 festgestellt, wobei im
Wildtyp kein Nachweis des Enzyms erfolgte (Neuburg 2021). In unserer Arbeit
erfolgte die Detektion mittels Immunfluoreszenz. Im Bereich des transgenen
Gewebes wurde die Lokalisation von GalNT2 stark in den Langerhans-Inseln und
schwach im exokrinen Gewebe dargestellt. In den Wildtypen hingegen waren die
Langerhans-Inseln negativ fir GalNT2. Exemplarisch sind Bilder von 6 Wochen
alten Tieren gezeigt. Die Ergebnisse der Voruntersuchungen von Neuburg waren
somit mit einer alternativen Methode reproduzierbar. Neu hierbei war die
Untersuchung der alteren Gruppe der 15 Wochen alten Tiere. Im transgenen Modell
zeigte sich ebenso eine Positivitat der Langerhans-Inseln. Im Vergleich zu 6
Wochen alten transgenen Tieren zeigte sich bei 15 Wochen im Bereich der

exokrinen Zellen kaum mehr eine Positivitat fir GalNT2.
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TG 15 Wo

Abb.14: links jeweils Wildtyp, rechts transgen im Alter von 6 und 15 Wochen von
oben nach unten, Zellkerne (DAPI - blau), GalNT2 (rot), T-Antigen bindendes PNA

(gran).

4.5.2 Prox-1 Protein

Das Prox-1 Protein ist an der pankreatischen Organentwicklung beteiligt
(Westmoreland et al. 2012). Das Prox-1 Gen kodiert fur ein 83 Kilodalton (kDa)
groBes Protein, welches hoéchstwahrscheinlich einem alternativen Splicing
unterliegt (Zinovieva et al. 1996). Bei einem Mangel an Prox-1 konnte in Versuchen
gezeigt werden, dass es zu einer Abnahme des Azinuszellgewebes bei
gleichzeitiger Zunahme des Fettgewebes des Organs kommt (Westmoreland et al.
2012). AuBerdem scheint es tumorsupprimierende Eigenschaften zu besitzen
(Drosos et al. 2016).

Aufgrund der &hnlichen morphologischen Auffalligkeiten von unserem Modell im
Vergleich zu Prox-1 defizienten Pankreata untersuchten wir die Auswirkungen der

GalNT2 Uberexpression auf die Prox-1 Expression.
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Wie in der Literatur beschrieben, fanden wir Prox-1 tiberwiegend in den grof3en und
kleinen Gangen sowie zu geringem Anteil in den Randbereichen Langerhans-Insein
der Pankreata beider Mauslinien (Wang et al. 2005). Es zeigte sich insgesamt kein
deutlicher Unterschied in dem Verteilungsmuster von Prox-1 im Vergleich Wildtyp
zu transgen. Im zwei Wochen alten transgenen Modell gab es jedoch eine leichte

Tendenz von vermehrter Prox-1 Expression der Ganganschnitte.

Abb. 15: Prox-1 Immunfluoreszenz der Altersgruppe 2 Wochen, Zellkerne (blau),
Prox-1 (rot), T-Antigen (grtin), links WT - rechts TG.

Abb. 16: Prox-1 Immunfluoreszenz der Altersgruppe 15 Wochen, Zellkerne (blau),
Prox-1 (rot), T-Antigen (grtin), links WT - rechts TG.

Zudem wurde die Proteinexpression von Prox-1 mittels Western Blot untersucht.
Prox-1 Banden wurden in allen Wildtypen der Altersstufen vier, 12, und 24 Wochen
auf erwarteter Hohe beobachtet. Im transgenen Modell wurden zwei niedrigere
Banden bei 4 Wochen und ein Fehlen von Banden bei 12 und 24 Wochen

festgestellt.
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WT-4 TG-4 WT-12 TG-12 WT-24 TG-24

Abb. 17: oben: Prox-1 Western Blot jeweils Wildtyp (WT) und transgen (TG) in 4,
12, und 24 Wochen alten Tieren nebeneinander im Vergleich, hohe Banden bei ca.
90 kDa, die zwei niedrigeren Banden im transgenen Modell 4 Wochen alter Tiere

bei ca. 75 und 60 kDa, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

Prox-1 wird laut Hersteller der verwendeten Antikorper bei 83 kDa erwartet, dabei
wurden durch externe Forschungsgruppen weitere zusatzliche Banden beobachtet
(Abcam plc., 2023a). Passend hierzu fanden wir im Prox-1-Immunoprézipitat auf
verschiedenen Hohen Banden in beiden Mauslinien. Es zeigten sich bei der 90 kDa
Bande erniedrigte Werte fur Prox-1 im transgenen Modell (4 Wochen) und bei ca 75

sowie 60 kDa eine vermehrte Detektion im transgenen Modell (4 Wochen).

In den unbehandelten Lysaten erschien in beiden Linien zur kurzen Belichtungszeit
keine Bande. Bei langerer Belichtung wurde in den Nativpraparaten die hohe Bande

sichtbar.
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I | ca 90 kDa

WT-8 TG8 IP-WT-8 IP-TGS
Abb. 18: oben: Prox 1 Western Blot aus zwei Proben links nativ WT- und TG-Lysat
und zwei Proben aus der Prox-1 Immunoprazipitation (IP) rechts WT und TG im

Alter von 6 Wochen, Banden der Immunoprazipitation auf den Hohen ca 90, 60 und
45 kDa, kurze Belichtung, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

ca 120 kDa

Wi-6 TG6 IP-WT-8 IP-TG-8

Abb. 19: oben: Prox 1 Western Blot aus zwei Proben links nativ WT- und TG-Lysat
und zwei Proben aus der Prox-1 Immunoprazipitation (IP) rechts WT und TG im
Alter von 6 Wochen, Banden der Wildtyp Lysate links bei ca. 120 kDa, lange
Belichtung, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

54



4.6 Glycosilierungsprofil

4.6.1 Sambucus Nigra Lektin (SNA)

SNA ist ein Lektin, welches bevorzugt an Gal bzw GalNAc mit einer a 2,6-Bindung
an Sialinsdure (STn Antigen) bindet und von Malagolini et al. als Marker fir
Apoptose und Nekrose identifiziert wurde (Malagolini et al. 2008, Chandrasekaran
et al. 2016). Auch wurde gezeigt, dass im pankreatischen Normalgewebe
zentroazinare Zellen, endokrine Zellen, das Gangepithel und Bindegewebe reaktiv
fur SNA sind (Daten aus dem Meerschwein und Beagle-Hund) (Kameda et al. 1993;
Ning et al. 2012). Vermehrte SNA Bindung konnte ebenfalls in einer Tumorlinie
festgestellt werden und ging mit einer schlechten Prognose einher (dos-Santos et
al. 2014). Daher wurde eine Lektin-Farbung der Altersstufen 2, 4, 6, 7, 8, 15 Wochen
mit  SNA  durchgefuhrt, die zusatzlich zur Charakterisierung des
Glykosylierungsphanotyps beitragen sollte.

Bei den Wildtypen wurden in den Altersstufen 4 bis 15 Wochen die gleiche
Verteilung von SNA-Positivitdt, wie in der genannten Literatur beschrieben,
gefunden. Gange, GefalRe und Langerhans-Inseln stellten sich positiv dar, wahrend
das exokrine Pankreas negativ blieb. Die zentroazindren Zellen waren nicht

eindeutig beurteilbar.

Die Langerhans-Inseln bei GaINT2 Uberexpression erschienen schwacher positiv
bis negativ fir SNA. Das Fettgewebe stellte sich ebenfalls grofl3tenteils negativ dar.
Die Gange und Gefallumgebung stellten sich wie bei den Wildtypen rétlich dar. Wie
schon in Masson-Goldner und Pikro-Siriusrot-Farbungen wurde eine periazinare

und interlobuléare Anfarbung gesehen.
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Abb. 20: Lektinhistochemie mit SNA (rot), jeweils WT links, TG rechts, von oben

nach unten 4, 7, und 15 Wochen alte Tiere; weil3e Kreise — Markierung Langerhans-

Insel.

4.6.2 Peanut agglutinin (PNA)
PNA ist in der Lage an das T-Antigen und damit an O-Glykane zu binden (Lotan et
al. 1975, Chacko und Appukuttan 2001).
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Daher wurde die Verteilung von PNA mittels fluoreszierendem Lektin gleichzeitig
mit der Verteilung von GalNT2 untersucht, um mogliche Ruckschliisse aus der
Kolokalisation und damit die Auswirkung auf die O-Glykosylierung zu bilden. Wie in
Abbildung 14 durch grine Fluoreszenz zu erkennen ist, wurde eine granulare
Anheftung von PNA im Bereich des exokrinen Gewebes festgestellt; dies wurde
bereits in der Arbeit von Neuburg gezeigt (Neuburg 2021). Es fiel die Positivitat fur
PNA im Bereich der zentroazinaren Zellen auf, und wie bei Neuburg beschrieben,
fand sich in den 6 Wochen alten transgenen Tieren eine leicht vermehrte
Anreicherung von PNA in diesem Bereich (Neuburg 2021). Bei den &lteren Tieren
fand sich im Bereich des exokrinen Gewebes mit 15 Wochen kein Unterschied der
PNA Anreicherung.

Hingegen war ein deutlicher Unterschied der Langerhans-Inseln aller Altersgruppen
von 6 — 15 Wochen im Vergleich von Wildtyp und transgen zu erkennen, da es in
den Langerhans-Inseln der transgenen Tiere zu einer grinen Fluoreszenz kam,
welche im Wildtyp nicht sichtbar war. Somit ist im Bereich der Langerhans-Inseln
der transgenen Tiere, bei zuvor beschriebener vermehrter Detektion von GalNT2 im
direkten ortlichen Zusammenhang, ein vermehrtes Signal fiur PNA und damit der O-
Glykanstruktur T-Antigen festgestellt worden. In der Kofarbung von GalNT2 und
PNA lasst sich somit erstmals innerhalb eines Versuchsaufbaus die Lagebeziehung
zwischen GalNT2 und O-Glykanen bzw. dem T-Antigen feststellen. Dies wurde
durch die Arbeit von Neuburg bisher lediglich in separaten Versuchen beschrieben
(Neuburg 2021).

Des Weiteren sollte der Nachweis O-glykosylierter Strukturen auf Proteinebene

untersucht werden.

Wu et al. bedienten sich der Immunpréazipitation und anschlielendem
Immunoblotting mit dem Vicia villosa Lektin (VVA) zum Nachweis der Tn-Struktur
des EGFR Rezeptors (Wu et al. 2011). Wir gingen hierbei ahnlich vor und flhrten
eine Immunprazipitation. mittels Prox-1-Antikérper durch. Zum Nachweis eines
moglichen T-Antigens wurde mit den Proben aus dem Immunprazipitat ein
Lektinblot mittels PNA durchgefiihrt. Es zeigte sich in beiden Proben eine Reaktivitét
im PNA Immunoblot. Die Probe mit GalNT2 Uberexpression zeigte hierbei eine
erhohte Intensitat im Vergleich zum Wildtyp. Die Banden wurden Uber der 250 kDa

Marke beobachtet, anders als in den Prox-1 Kontrollen.
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IP-WT-6 IP-TG-6

Abb. 21: Prox1-Immunoprazipitation (IP) im PNA Immunoblot der Altersstufe 6
Wochen, links Wildtyp, rechts transgen, Banden tber 250 kDa.

Zudem wurde ein PNA-Pulldown vorgenommen und die Proben anschlielRend
mittels PNA Immunoblot untersucht. Im Bereich der kleineren Proteine zeigte sich
eine vermehrte Reaktivitat fir PNA unter den transgenen Tieren. Im Bereich der
groReren Proteine scheint die Reaktivitat der Wildtypen grol3er.

ca 30 kDa

Abb. 22: PNA-Pulldown (PD) im PNA Immunoblot links Wildtyp rechts transgen der

6 Wochen alten Tiere, am prominentesten sichtbare Bande bei ca. 30 kDa.

4.6.3 Jacalin-Blot

Jacalin ist ein Lektin, welches in der Lage ist, an O-glykosylierte Proteine zu binden
(Hortin 1990). Es diente somit zur weiteren Identifikation, inwieweit es sich bei Prox-
1 um ein O-glykosyliertes Protein handeln kdnnte. Die Reaktivitat fur Jacalin aus
Proben der Prox-1 Immunprazipitation scheint bei der Bande tber 200 kDa und der
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Bande um 60 kDa geringgradig erhoht. Die Hohe der Banden korrelierte mit der

Prox-1 Reaktivitat der Prox-1 Immunoprazipitatproben.

6 IP-TGH.

Abb. 23: Prox-1 Immunoprazipitation (IP) im Jacalin Immunoblot, links WT rechts
TG der 6 Wochen alten Tiere, Banden > 250 kDa.

4.7 Shwachman-Bodian-Diamond Syndrom (SBDS)-Protein

In der Literatur zeigte sich ein Mausmodell mit einem Verlust des SBDS-Gens mit
einem sehr &hnlichen Phanotyp zu unserem transgenen Modell (Tourlakis et al.
2012). Daher sollte die Expression des SBDS-Proteins bei GaINT2 Uberexpression
naher untersucht werden. Es fanden sich immunhistochemisch leichte Positivitaten
der exokrinen Zellen beider Modelle, doch gab es insgesamt keinen Unterschied in
der Intensitat der Anfarbbarkeit in der Immunhistochemie mit einem Anti-SBDS-
Protein-Antikérper.

Abb. 24: Immunhistochemie mittels Anti-SBDS-Protein-Antikorper (rot), 6 Wochen
alte Tiere, WT links, TG rechts.

59



4.8 Proteinstoffwechsel

4.8.1 Proteinprozession

Zur Untersuchung der Homoostase der Proteinfaltung und -degradation wurden
Untersuchungen mittels Western Blot-Technik durchgefuhrt. Es wurde zum Grol3tell
auf Proben 6 Wochen alter Tiere zurlickgegriffen, da dies der Zeitpunkt war, zudem
ein deutlicher bindegewebiger Umbau zu sehen war, wahrend man bei den alteren
Tieren ein homogeneres Zellbild fand. Somit sollten die Vorgadnge, zu dem
vermeintlich intensivsten Zeitpunkt der Umbauprozesse, noch besser analysiert

werden.

Als Indikator fur die Integritat der Proteinproduktion und -faltung wurden Antikdrper
ausgewahlt, welche das System des endoplasmatischen Retikulums und seiner
mitwirkenden Komplexe, wie beispielsweise Chaperone, reprasentieren (Lin et al.
2008).

4.8.2 Ubiquitin

Bei der Proteindegradation spielt die Ubiquitinylierung eine entscheidende Rolle
und hat so Einfluss auf Zellzyklus, Zellwachstum, Zellkommunikation und
maoglicherweise Apoptose (Hershko und Ciechanover 1998). Fehlgefaltete Proteine
untergehen einer Ubiquitinylierung, woraufhin sie im Proteasom abgebaut werden
(Adams et al. 2019).

In unserem Modell zeigten sich im Western Blot unter den transgenen Tieren eine

verstarkte Detektion von ubiquitinylierten Proteinen.
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Abb. 25: oben: Ubiquitin Western Blot der Altersgruppe 6, jeweils zwei Proben WT
links sowie zwei Proben TG rechts, Beschriftung links Proteingré3en in kDa, sowie

unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

4.8.3 SUMO-1

Small Ubiquitin Like Modifier 1 (SUMO-1) wird als verwandtes Protein von Ubiquitin
angesehen, welches vermutlich in Proteintransportvorgange involviert ist (Mahajan
et al. 1997). In unserem Modell stellten wir ein insgesamt vermindertes Signal im
Western Blot fur SUMO-1 innerhalb der Gruppe der 6 Wochen alten transgenen
Tiere fest. Die Hauptbanden wurden bei ca. 140, 90, 40 und 25 kDa beobachtet.

Besonders im Bereich der 140 und 90 kDa Banden zeigten sich verminderte Werte.
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Abb. 25: oben: SUMO-1 Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zweli
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Beschriftung links: ProteingréfR3en in

kDa, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

4.8.4 Hitzeschockprotein 70

Das Hitzeschockprotein (HSP) 70 spielt eine wichtige Rolle bei der lysosomalen
Degradation (Chiang et al. 1989). AuRerdem stiinden erhéhte Werte an HSP70 in
Verbindung mit Zellstress (Sanchez et al. 1993). Im Western Blot fir HSP70 zeigten
sich gleichbleibende bis leicht verminderte Mengen an HSP70 in den Proben der

transgenen Tiere auf der Hohe von ca. 70 kDa.

62



WT-6 WT-6 TG-6 TG-6
- @ &
4

Abb. 26: oben: HSP70 Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden bei ca. 70 kDa, unten:
Ladekontrolle mittels Ponceau-Féarbung.

4.8.5 HSP 40

Das Hitzeschockprotein 40 arbeitet im Zusammenhang mit HSP70 als sogenanntes
Cochaperon (Greene et al. 1998, Farinha et al. 2002). Aul3erdem wird HSP40 eine
wichtige Rolle bei der Stressantwort auf Proteinaggregation zugeschrieben (Klaips
et al. 2020). Es wurden erh6hte Werte der Hauptbande (bei ca. 40 kDa) von HSP40
in 6 Wochen alten transgenen Tieren im Vergleich zum Wildtyp beobachtet. Zudem
zeigten sich sowohl im Wildtyp als auch im transgenen Modell weitere Banden im

Bereich kleinerer Proteine, diese ebenfalls deutlicher im Typ transgen.

WT-6 WT-6 TG-6 TG-6
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Abb. 27: oben: HSP40 Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwel
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, unten: Ladekontrolle mittels

Ponceau-Farbung.
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4.8.6 HSP 90

Das Hitzeschockprotein 90 ist ebenfalls an der Proteinfaltung beteiligt (Wiech et al.
1992). Erhohte Level von HSP90 wurden zusammen mit einer erhohten
Apoptoserate beobachtet (Galea-Lauri et al. 1996). In unserem Modell wurden
gleichwertige bis erniedrigte Werte an HSP90 festgestellt (Banden bei ca. 90 kDa
detektiert).

WT-6 WT-6 TG-6 TG-6

Abb. 28: oben: HSP90 Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden bei ca. 90 kDa, unten:

Ladekontrolle mittels Ponceau-Féarbung.

Aufgrund der beobachteten erhéhten Werte einiger Chaperone sollte der Stress auf

das System des endoplasmatischen Retikulums weiter untersucht werden.

Weitere Akteure bei der zellularen Stressantwort der Proteinfaltung stellen hierbei
die Proteine Inositol Requiring Enzyme 1 (IRE1a) und das Immunoglobulin Heavy
Chain Binding Protein (BIP) dar (Pincus et al. 2010).

4.8.7 Inositol Requiring Enzyme-1 (IRE 1 a)

Das Inositol Requiring Enzyme-1 (IRE1) ist eine transmembrane Kinase sowie
Endoribonuklease und damit ein wichtiger Faktor der ungefalteten Proteinantwort
(Sidrauski und Walter 1997; Yoshida et al. 2001).

In unseren Versuchen konnten verminderte Mengen an IRE 1 alpha festgestellt

werden.
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Abb. 29: oben: IRE 1 a Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden auf der H6he von ca. 130
kDa, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

4.8.8 Immunoglobulin Heavy Chain Binding Protein (BiP)
Das Immunoglobulin Heavy Chain Binding Protein (BiP) gehort der Familie der
HSP70 an und ist in der Lage durch Dissoziation von IRE1 dieses zu aktivieren

(Okamura et al. 2000). Dieses Protein wurde im Vergleich zum Wildtyp zu

niedrigeren Anteilen gefunden.
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Abb. 30: oben: BiP Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei Proben
WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden bei ca. 75 kDa beobachtet, unten:

Ladekontrolle mittels Ponceau-Féarbung.

4.8.9 Proteindisulfidisomerase (PDI)

Die Proteindisulfidisomerase (PDI) ist ein Enzym im endoplasmatischen Retikulum,

welches durch Bildung von Disulfidbriicken die posttranslationale Modifikationen zur
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Bildung von Tertiar- und Quartarstruktur unterstutzt (Mazzarella et al. 1990;
Zeeshan et al. 2016, Adams et al. 2019). In den Proben der transgenen Tiere

wurden verminderte Mengen an PDI festgestellt.

WT-6 WT-6 TG-6 TG-6

Abb. 31: oben: PDI Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei Proben
WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden auf der Hohe von ca. 60 kDa, unten:
Ladekontrolle mittels Ponceau-Féarbung.

4.8.10 C/EBP Homologous Protein (CHOP)

C/EBP Homologous Protein (CHOP) ist ein bekanntes Protein, welches unter ER-
Stress Apoptose induzieren kann (Hu et al. 2019). AuRerdem ist es ein Inhibitor von
CCAAT/enhancer-binding proteinen (C/EBP) (Ron und Habener 1992) . In unseren
Versuchen zeigte sich im Western Blot mit einem Mausantikorper gegen CHOP
keine Bande auf der zu erwartenden Hohe, sondern zwei Banden bei 50 und 25
kDa, welche im transgenen Modell deutlich starker waren. Zusatzlich erschienen in

den transgenen Proben schwache Banden bei 60 kDa.
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Abb. 32: oben: CHOP Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zweli
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Bandengré3e von oben nach unten
bei 60, 50 und 25 kDa, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

4.8.11 Calnexin

Calnexin stellt ein lektinartiges Chaperon dar, welches in der Proteinfaltung fur
fehlmodifizierte Karbohydratgruppen zustandig ist (Chapman et al. 1998). Im
Western Blot zeigte sich, dass es im transgenen Modell zu einem verminderten

Vorkommen an Calnexin gekommen ist.

W e —
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Abb. 33: Calnexin Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei Proben
WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden auf der Hohe von ca. 90 kDa, unten:
reprasentative  Ladekontrolle mittels Ponceau Farbung des gleichen

Untersuchungstages eines identisch beladenen Western Blots.
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4.8.12 S6 ribosomales Protein

S6 ribosomales Protein (S6) ist an der Regulation von Zellgrof3e und
Glukosestoffwechsel beteiligt (Ruvinsky et al. 2005). Es ist in pankreatischen
Azinuszellen zu finden und wird Uber Insulin aktiviert (Sung und Williams 1989).
Ruvinsky et al. konnten zeigen, dass bei fehlender Aktivitat von S6 ribosomalem
Protein im murinen Pankreas die GrofRe der Betazellen vermindert und die der
Azinuszellen gleichbleibend ist (Ruvinsky et al. 2005). In unserem Modell zeigten
die transgenen Tiere, wie in der Literatur beschrieben, eine gleichbleibende GréiRe
der Azinuszellen im Vergleich zum Wildtyp bei erhohter Intensitat der Farbung im
Bereich der Azinuszellen bei 8 Wochen. Die Langerhans-Inseln farbten sich in

beiden Mauslinien schwach positiv.

Abb. 34: Immunhistochemie mittels Anti-S6 ribosomalem Protein-Antikorper,
positive Bereiche rot gefarbt, links WT, rechts TG, oben Altersstufe 2 Wochen, unten
8 Wochen.

Im Western Blot fanden sich in der Altersgruppe 4 und 12 Wochen der transgenen
Tiere verminderte Werte des S6 ribosomalen Proteins, bei den alteren Tieren zeigte

sich hingegen eine Vermehrung.
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Abb. 35: oben: Western Blot mit Anti-S6 ribosomalem Protein-Antikdrper von links
nach rechts, WT 4 Wochen, TG 4 Wochen, WT 12 Wochen, TG 12 Wochen, WT 24
Wochen, TG 24 Wochen, Banden bei 30 kDa beobachtet, unten: Ladekontrolle
mittels Ponceau-Farbung.

4.9 Lipidstoffwechsel
Aufgrund der erhéhten Mengen an Adipozyten im transgenen Modell, wie in zuvor
genannten Versuchen gezeigt, untersuchten wir die molekularen Auswirkungen auf
den Lipidstoffwechsel.

4.9.1 Acetyl-Coa-Carboxylase

Die Acetyl-CoA-Carboxylase dient der Malonyl-CoA-Produktion im Rahmen der
Fettsduresynthese (McCarthy und Hardie 1984). Anhand des Nachweises im
Western Blot konnte eine verminderte Expression von Acetyl-CoA-Carboxylase

unter den transgenen Tieren festgestellt werden.

. -

WT-6 WT-6 TG-6 TG-6
“y
-

Abb. 36: oben: Acetyl-CoA-Carboxylase Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen,
jeweils zwei Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden auf der Hohe

280 kDa, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

In der immunhistochemischen Farbung wurde eine leichte Positivitat der exokrinen
Anteile in beiden Mauslinien festgestellt. Zudem fielen im Modell der GalNT2

Uberexpression Positivitaten der Adipozyten und randbetont im Bereich der
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Langerhans-Inseln auf, welche unter den Wildtypen nicht gefunden wurden.
Zwischen dem exokrinen Gewebe der transgenen Tiere zeigten sich nicht
angefarbte Zellen, zum einem in gangartiger Konfiguration, zum anderen

bindegewebig anmutende Zellen.

Abb. 37: Immunhistochemie mittels Anti-Acetyl-CoA-Carboxylase-Antikorper,
positive Bereiche rot gefarbt, Altersstufe 7 Wochen, links WT, rechts TG.

4.9.2 Fettsaure-Synthase/ Fatty Acid Synthase (FAS)

Die Fettsaure-Synthase ist ein essenzielles Enzym der Fettsauresynthese
(McCarthy und Hardie 1984). Es wurden gleichbleibende Mengen an Fettsaure-
Synthase im Vergleich zwischen Wildtyp und transgen festgestellt. Zudem zeigte
sich eine zusétzliche Bande in einer der transgenen Proben.

WT-6 WT-6 TG-6 TG-6

Abb. 38: oben: Fettsdure-Synthase Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen,

jeweils zwei Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden bei ca. 250

kDa beobachtet, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.
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4.9.3 CCAAT enhancer-binding protein a (C/EBPa)

C/EBPa ist ein Transkriptionsfaktor welcher am Lipidmetabolismus beteiligt sein
konnte (Birkenmeier et al. 1989). Aul3erdem wurde es als wichtiger Faktor fur die
Adipozytendifferenzierung identifiziert (Porse et al. 2001). Wir beobachteten im
transgenen Modell von 6 Wochen verminderte Werte von C/EBPa.

WT-6 WT-6 TG-6 TG-6

.
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Abb. 39: oben: C/EBPa im Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, schwache Banden im Wildtyp auf
den Hoéhen 45, 40 und 30 kDa beobachtet, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-

Farbung.

4.9.4 Perilipin

Perilipin befindet sich auf den Oberflachen der lipidspeichernden Lipid Droplets, um
diese vor einer Lipolyse abzuschirmen (Sztalryd und Brasaemle 2017). Die
immunhistochemischen Ergebnisse fur Perilipin wurden bereits zuvor in dieser
Arbeit aufgezeigt (Abb. 40).

Im Western Blot fanden sich im transgenen Modell in einer einzelnen Probe der 6
Wochen alten transgenen Tiere bei ca. 62 kDa eine verstarkte Bande, welches die

zu erwartende Bande fir Perilipin darstellte.
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Abb. 40: oben: Perilipin im Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, prominenteste Bande (TG 6
Wochen) auf der Hohe von ca. 62 kDa, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-
Féarbung

4.10 Inflammation

4.10.1 Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-
KB)

NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, welcher in verschiedene Adaptationsprozesse
von Zellen, wie zum Beispiel der Immunantwort oder Zelldifferenzierung, involviert
ist (Hayden und Ghosh 2008; Oeckinghaus und Ghosh 2009).

Die Werte von NF-kB der transgenen Tiere zeigten sich leicht erhdht im Vergleich

zum Wildtyp.

-
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Abb. 41: oben: NF-kB im Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwel
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden auf der Hohe von ca. 65

kDa detektiert, unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.
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4.10.2 Inhibitor of NF-kB a (IkBa)

Das Protein IkBa dient der Inhibierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Baeuerle
und Baltimore 1988; Place et al. 2001). Bei Aktivierung von NF-kB dissoziiert [kBa
von diesem und wird nach Ubiquitinylierung durch das Proteasom abgebaut,
wodurch NF-kB als Transkriptionsfaktor fungieren kann (Li und Verma 2002;
Schulze-Luehrmann und Ghosh 2006). Im transgenen Modell wurden
gleichbleibende Werte an IkBa beobachtet.

WT-6 WT-6 TG-6 TG-6

Abb. 42: oben: IkBa im Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwei
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden bei ca. 35 kDa detektiert,

unten: Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.

4.10.3 IkB Kinase Komplex B (IKK-B)

IkB Kinase Komplex ermdéglicht die Phosphorylierung von IkBa, wodurch NF-kB
aktiviert wird (Brockman et al. 1995; Didonato et al. 1997; Zandi et al. 1997). Wir

beobachteten insgesamt erhéhte Mengen an IKK-f3.
WT-6 WT-6 TG-6 TG-6

Abb. 43: oben: IKK-B im Western Blot der Altersgruppe 6 Wochen, jeweils zwel
Proben WT links sowie zwei Proben TG rechts, Banden bei ca. 90 kDa, unten:

Ladekontrolle mittels Ponceau-Farbung.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein weiterer Beitrag geschaffen, um die Relevanz
glykobiologischer Vorgange in Bezug auf Zelldifferenzierung, Zellintegritat und
Stoffwechsel des murinen Pankreas zu verdeutlichen. Die konditionale
Uberexpression von GalNT2 fihrte zu einem komplexen Bild aus
Gewebeveranderung sowie Veranderungen der GalNT2-abhangigen O-
Glykosylierung und Proteinexpression auf molekularer Ebene. Wir konnten zeigen,
dass es im fortlaufenden Alter der transgenen Tiere mit GalNT2 Uberexpression
nachweislich zu vermehrtem Aufkommen an Binde- sowie Fettgewebe kam, wobei
der Anteil an Bindegewebe im Altersverlauf wieder abzunehmen schien und in den
alteren Gruppen (15 Wochen) hauptsachlich Adipozyten neben dem exo- und
endokrinen Gewebe verblieben. Die mdglichen Zusammenhénge und Ursachen

werden im Folgenden diskutiert.

5.1 Einordnung der Ergebnisse

In Bezug auf die rdumliche, zeitliche, molekulare und zelltypspezifische Darstellung

unseres Modells sind bei der Interpretation einige Aspekte zu bertcksichtigen.

Daher soll an dieser Stelle die Probengewinnung betrachtet werden. Ein zu
beachtender Faktor bei der Erstellung der Lysate war, dass makroskopisch nicht
objektivierbar war, wie grof3 die prozentualen Anteile an exokrinem, endokrinem,
lymphatischem und fetthaltigem Gewebe waren. Daher sind die Ergebnisse der
Western Blots stets der Summe dieser Zellarten und nicht einem einzelnen Zelltyp
zuzuordnen. Es fallen somit Gewebearten, welche zu einem grol3en Anteil
reprasentiert sind, starker ins Gewicht. Da beispielsweise Immunzellen im Pankreas
vermutlich einen geringen Teil der gesamten Masse ausmachten, kommen diese

Zellen im Western Blot mdglicherweise weniger stark zum Ausdruck.

In der Literatur wird ein Anteil von ca 82% an exokrinem Gewebe im Pankreas
beschrieben (Bolender 1974). Innerhalb dieser Gewebeart wird angenommen, dass
54% Zytoplasma, 22% raues endoplasmatisches Retikulum, jeweils 8% Zellkerne
und Mitochondrien sowie 6,4% Zymogengranula reprasentiert sind (Bolender 1974).
Das endokrine Gewebe ist entsprechend zu einem deutlich geringerem Anteil
vertreten (Tsuchitani et al. 2016). Daher stellt diese Gewichtung der Zelltypen eine
Orientierung fur die Western Blot Beurteilung dar. Die vorherige Sortierung der

Zelltypen in zukinftigen Arbeiten kdnnte spezifischere Ergebnisse bringen. Die
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Zuordnung einzelner Proteine zu den verschiedenen Gewebearten gelang uns
daher vor allem in immunhistochemischen Farbungen. Die Farbungen bildeten den
jeweiligen Istzustand der entsprechenden Probe ab und es konnte eine
Unterscheidung der Zellarten erfolgen. Eine Beurteilung des zeitlichen Verlaufes
durch diese Methode wurde durch die Untersuchung verschiedener Altersstufen der
Tiere unternommen. Um die Vorteile der Methoden zu nutzen und Schwachstellen
der jeweilig anderen abzudecken, wurden in dieser Arbeit unterschiedliche
Methoden angewandt.

5.2 Gewebezusammensetzung und Zelldifferenzierung
Fur die Untersuchung der Zelltypen und derer molekularer Eigenschaften fuhrten

wir immunhistochemische und histologische Farbungen durch.

Interessanterweise stellten wir die Lokalisation der GalNT2 im transgenen Modell
zu geringem Anteil im exokrinen Gewebe fest, wéhrend die Langerhans-Inseln eine
kraftige Anreicherung aufwiesen. Aufgrund der genetischen Lokalisation des
Zielgens, war der Anteil eher in den Azinuszellen zu erwarten (Kawaguchi et al.
2002). Eine mdgliche Ursache hierfir ware, dass Ptfla nicht spezifisch fir das
exokrine Gewebe ist, sondern auch bei der Entwicklung von endokrinem Gewebe
beteiligt sein kdnnte, wie es eine Studie von Nair et al. nahelegt (Nair et al. 2014).
Auch Kawaguchi et al. konnten entgegen der Annahme, dass Ptfla spezifisch fur
das exokrine Pankreas sei, zeigen, dass dieses auch in duktalen und endokrinen

Vorlauferzellen vorkommt (Kawaguchi et al. 2002).

Fur die weitere Charakterisierung des transgenen Modells wurden zunachst die

physiologisch relevanten Gewebearten des Pankreas untersucht.

Da es weiterhin im transgenen Modell zu einer regelhaften Expression von Insulin
in den Langerhans-Inseln in allen Altersstufen kam, gingen wir von funktionalem
Gewebe aus. Auffallig unter den transgenen Tieren waren einzelne insulinnegative
Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln und in den Randbereichen. In der Literatur
werden mechanistische Zusammenhange zwischen Insulin und O-Glykosylierung
beschrieben (Majumdar et al. 2004). Da GalNT2 vermehrt in den Randbereichen

der Langerhans-Inseln gefunden wurde, kénnte hier ein Zusammenhang bestehen.
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Die Azinuszellen von Wildtyp und transgenen Tieren exprimierten an typischer
Lokalisation Lipase in der Immunhistochemie. Bei der Lipase handelt es sich um ein
O-glykosyliertes Enzym, wobei der Vorgang der Sekretion durch Glykosilierung
gesteuert wird (Bruneau et al. 1997). Somit konnte an dieser Stelle diskutiert
werden, ob durch eine mogliche O-Glykosylierung ein Einfluss der GalNT2

Uberexpression auf die Lipase entstand.

Auffallig war, dass das exokrine Gewebe pro Blickfeld im transgenen Modell mit
zunehmendem Alter vermindert anmutete, die Intensitat der Lipase in der
Immunhistochemie jedoch ausgepragter erschien. Eine quantitative Aussage Uber

die Menge des Enzyms liel3 sich anhand der Immunhistochemie jedoch nicht treffen.

Im Westernblot zeigten sich keine Unterschiede der Lipase bei gleicher
Proteinmenge. Aufgrund der Inhomogenitéat der Zellarten innerhalb des transgenen
Modells wurde hier von einer Berechnung der Lipaseaktivitdt pro Gesamtorgan
abgesehen. Nach derzeitigem Kenntnisstand kommt es erst bei einer
Verminderung der Lipase auf unter 10% des physiologischen Wertes zu einer
exokrinen Insuffizienz (DiMagno et al. 1973). Zudem komme es sehr selten zu einer
manifesten exokrinen Insuffizienz bei Infiltration von Fettzellen in das Pankreas
(Coulier 2016).

Da das Pankreas, wie in der Literatur beschrieben, eine sehr hohe Toleranz an
Gewebeverlust bis zur Dysfunktionalitat aufweist, gingen wir aufgrund des
Nachweises physiologischer Lipase-exprimierender Zellen in typischer Verteilung
von einer erhaltenen Organintegritdt und ausreichenden exokrinen Funktion im

transgenen Modell aus (DiMagno et al. 1973).

In den Voruntersuchungen durch Neuburg wurde ein signifikant vermindertes
Kdrpergewicht der transgenen Tiere im Alter von 6 Wochen beschrieben, im Alter
schien dieser Unterscheid nicht mehr signifikant (Neuburg 2021). Aufgrund der
Interpretation unserer Untersuchungen, dass eine ausreichende exokrine Funktion
erhalten sein musste, ist die Gewichtsminderung demnach nicht durch eine exokrine

Pankreasinsuffizienz erklarlich.

Die S6 Kinase 1 (S6K1) ist in Zellwachstumsvorgdnge im Downstream des mTor
Signalweges involviert und dient der Phosphorylierung des S6 ribosomalen Proteins
(Hay und Sonenberg 2004; Pende et al. 2004). Fur die Regulation von Adipozyten
und somit des Kdrpergewichtes von Mausen scheint die S6 Kinase 1 einen Einfluss
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zu haben, wie Carnevalli et. al beschreiben (Carnevalli et al. 2010). Eine Aktivierung
der S6 Kinase (S6K) wird anabolen Stoffwechselvorgdngen zugeschrieben (Pende
et al. 2004). Ein Verlust der S6 Kinase 1 fihrte in Studien zu einem reduzierten
Korpergewicht der Mause und Verminderung der Adipozytengrof3e (Carnevalli et al.
2010). In dieser Arbeit zeigte sich das S6 ribosomale Protein in den jingeren somit
den ca. 4- 12 Wochen alten transgenen Tieren vermindert. In den 24 Wochen alten
Tieren eher erhoht. Die Verlaufe des S6 ribosomalem Protein verlaufen daher
ahnlich zu den Mausgewichten. Somit kénnte die verminderte Expression des S6
durch die GalNT2 Uberexpression einen &dhnlichen Einfluss wie die verminderte
Aktivierung des Proteins durch seine Kinase haben. Dies koénnte einen
Erklarungsansatz fur das verminderte Korpergewicht liefern, welches durch
Neuburg beschrieben wurde (Neuburg 2021).

Zudem ist eine vermehrte Aktivierung des S6 ribosomalem Proteins mit einer
vermehrten Genese von pankreatischen Neoplasien assoziiert, passend hierzu
fanden sich in unserem Modell kein Anhalt fir pankreatische Neoplasien bei
verminderten S6 Leveln (Hirashita et al. 2020). Des Weiteren wird eine Infiltration
des Pankreas durch Adipozyten eher als benigne Veranderung eingestuft (Coulier
2016).

Histologisch wurde im Altersverlauf eine verdnderte Zusammensetzung der
Gewebeanteile im Vergleich der wildtypischen Mause zu den transgenen
beobachtet (Neuburg 2021). Aus der HE-Féarbereihe entstand der Verdacht einer
Bindegewebsvermehrung neben dem vermehrten Auftreten von Adipozyten im

transgenen Modell (Neuburg 2021).

Durch Pikro-Siriusrot- sowie Masson-Goldner-Farbung konnte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden, dass es sich bei den bindegewebig anmutenden Anteilen
um  kollagenes Gewebe handelte (Junqueira et al. 1979). Die
Bindegewebsvermehrung konnte somit verifiziert werden. Sendler et al. nutzten
ebenfalls die  Masson-Goldner-Farbung, um die Fibrosierung des
Pankreasgewebes anzuzeigen (Sendler et al. 2015). Da sich die histologischen
Aufnahmen von Sendler et al. und die Bilder dieser Arbeit stark ahneln, kann auch
hier von einer Fibrosierung des Pankreasgewebes im Alter von 4-8 Wochen der
transgenen Mause ausgegangen werden. Bei den 15 Wochen alten transgenen

Tieren sahen wir deutlich weniger Fibrose. Parallel hierzu fand sich im exokrinen
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Gewebe der 15 Wochen alten transgenen Tiere kaum mehr eine Positivitat fur
GalNT2. Diese wurde hierbei lediglich in den Langerhans-Inseln nachgewiesen.
Somit konnte die Expression von GalNT2 in den exokrinen Zellen fir die
Umbauprozesse verantwortlich sein. Mdglicherweise sind im Alter von 15 Wochen
die Gewebeveranderungen durch GalNT2 Uberexpression bereits abgeschlossen.

Des Weiteren sollte der Zelltyp der mutmaldlichen Fettgewebsvermehrung gesichert
werden. Durch die typische Morphologie und die positive Perilipin Expression in der
Immunhistochemie sahen wir das Auftreten des Zelltyps der Adipozyten im

transgenen Modell als nachgewiesen an.

Insgesamt leitete sich die Frage ab, inwieweit es sich bei den Beobachtungen um
eine gerichtete Gewebereaktion oder um einen unspezifischen, moglicherweise

entzindlichen Prozess handelte.

5.3 Mechanismen Adipozyten versus Fibrose
Es blieb zu klaren, welche Mechanismen hinter dem vermehrten Auftreten der

Adipozyten und des Bindegewebes stehen.

In der Literatur werden verschiedene Mechanismen beschrieben, wie es zu einer
Adipozytenvermehrung und Fibrosierung im Pankreas kommen kann (Matsuda et
al. 2014).

Eine Adipozytenvermehrung muriner Pankreata koénnte zum einen durch
altersbedingte oder gewichtsassoziierte Faktoren bedingt sein, zum anderen wird
vermutet, dass dies durch einen Untergang von Azinuszellen und damit dem
Ersetzen dieser durch Fettgewebe verursacht werden konnte (Nolte et al. 2016).
Wie oben beschrieben, wiesen unsere Tiere ein vermindertes bis gleichbleibendes
Korpergewicht auf (Neuburg 2021). Zudem wurden fur histologische
Untersuchungen Tiere bis maximal 15 Wochen untersucht, weshalb in unserem
Modell eher ein Untergang der Azinuszellen aufgrund biochemischer Vorgange mit
einem Ersetzen durch Fettgewebe und nicht eine Alterserscheinung in Frage

kommt.

Ein Faktor, welcher zu einer erhdhten Fettgewebsvermehrung in Pankreata fihren
kann, ist der Pigment epithelium-derived factor (PEDF) (Paul J. Grippo et al. 2012).
Ein Knockout von PEDF in Zusammenhang einer KRAS Mutation fuhrt

beispielsweise zu einer Organverfettung des Pankreas (Paul J Grippo et al. 2012).
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Neben der Verfettung des Pankreas, wird dem Fehlen von PEDF eine
entscheidende Rolle in der Entstehung von Entziindung und Fibrose zugesprochen
(Grippo et al. 2012; Principe et al. 2016). Naturlicherweise wirde PEDF vermehrt in
Langerhans-Inseln und zentroazinaren Zellen angefunden werden (Samkharadze
et al. 2011). Auch in unserer Arbeit wurde GalNT2 vermehrt in den Langerhans-
Inseln vorgefunden, weswegen ein moglicher Einfluss von GalNT2 auf PEDF
bestehen konnte, da es sich bei PEDF um ein O-glykosyliertes Protein handelt
(Phang et al. 2016). Mdoglicherweise konnte es durch eine vermehrte O-
Glykosylierung durch GalNT2 zu einer Inaktivitdt von PEDF kommen.

Interessanterweise wurde durch Wu et al. keine Lipomatose der Modelle zur
chronischen Pankreatitis beschrieben, es ist jedoch auf den histologischen Bildern
ein vermehrtes Aufkommen von Fettgewebe zu erkennen, welche positiv fir NF-kB
gefarbt waren (Wu et al. 2021). Zudem gibt es Modelle, bei denen es unter Einfluss
von Ras-Onkogenen zu einer Metaplasie von Fibroblasten zu Adipozyten kommen
kann (Benito et al. 1991). Des Weiteren wird vermutet, dass es einen
mechanistischen Zusammenhang zwischen der  Vermehrung von
intrapankreatischem Fett und der Entstehung von Fibrose gibt (Matsuda et al.
2014). Somit scheinen die Mechanismen der Fibrosierung und Lipomatose nicht
ganzlich voneinander abtrennbar. Insgesamt scheinen weitere Untersuchungen
notwendig, um die genaue Pathogenese und die verschiedenen Ursachen hinter
einer Adipozyteninfiltration im Pankreas zu verstehen (Coulier 2016). Dies gilt es in

kunftigen Arbeiten weiter zu untersuchen.

Mechanismen der Fibrosierung und entzindlichen Verdnderungen muriner
Pankreata konnen durch verschiedene Signalwege beeinflusst werden (Mews et al.
2002). Beispielsweise kommt es bei entzindlichen Vorgangen im Rahmen von
Pankreatitiden zu einer Fibrosereaktion und einem Verlust des Drisengewebes
(Kl6ppel und Maillet 1993).

In diesem Rahmen spiele Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) bei der Stimulation
pankreatischer Sternzellen zur Kollagensynthese und damit Fibrosereaktion bei

chronischer Pankreatitis eine entscheidende Rolle (Mews et al. 2002).

Des Weiteren konnten Studien zeigen, dass der Tumornekrosefaktor alpha (TNF-
a) im pankreatischen Gewebe zu einer vermehrten Aktivierung von NF-kB und damit
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zu vermehrter Apoptose von pankreatischen Azinuszellen fuhren kann
(Gukovskaya et al. 1997). Die Ausschittung von TNF-a wirde beispielsweise durch
Makrophagen erfolgen, welche maf3geblich in die Pathophysiologie der chronischen
Pankreatitis involviert sind (Norman et al. 1995; Xue et al. 2015).

In unserem Modell fanden sich leicht erhohte Werte an NF-kB sowie IkB Kinase
Komplex [ bei gleichbleibenden Werten von IkBa, was fur eine verstarkte
Aktivierung von NF-kB sprechen konnte. Dies kdnnte somit eine Erklarung fur die
vermehrte Bindegewebsbildung und den Untergang von pankreatischen
Azinuszellen darstellen, mit méglichem Einfluss durch TNF-a.

Auch ist der Transforming growth factor 3 (TGF () bei der Aktivierung von
Pankreasfibrose beteiligt (Xue et al. 2015). Es wird vermutet, dass der NF-kB
Signalweg in pankreatischen Sternzellen durch TGF B induziert wird und so ein
Voranschreiten von Inflammation und Fibrose induziert wird (Wu et al. 2021). Auch
in unserem Modell sahen wir, wie bereits beschrieben, leicht erh6hte Werte von NF-
kB, was die Fibrosereaktion in unserem Modell erklaren kénnte. Zudem scheint
GalNT2 regulatorische Einflisse auf TGF 8 zu nehmen (Hua et al. 2012). Zwar wird
dort eine Uberexpression von GalNT2 eher mit vermindertem TGF B in
Zusammenhang gebracht, doch handelte es sich in der Versuchsreihe von Hua et
al. um eine andere Zellentitat, weswegen nicht auf gleichgerichtete Einflisse
geschlossen werden kann (Hua et al. 2012). Ferner ist es bekannt, dass
Corezeptoren des TGF B Signalweges O-glykosyliert sind (Zhang et al. 2021).
Somit konnte also die GalNT2 Uberexpression auf diesem Wege einen weiteren

maoglichen Einfluss auf die Fibrosesignalkaskaden des Pankreas haben.

In der Literatur wird beschrieben, dass der Transkriptionsfaktor CHOP im Rahmen
der chronischen Pankreatitis vermehrt exprimiert wird (Sah et al. 2014). Da auch wir
deutlich erhohte Werte von CHOP-positiven Banden im Western Blot der
transgenen Tiere feststellten, kénnte dies ein Indikator fur eine chronisch

entziindliche Reaktion in unserem Modell sein.

Beim Verwenden von Antikdrperkits mit murinem Ursprung, wie bei unserem
CHOP-Antikorper, kann nicht ganzlich ausgeschlossen werden, ob es sich bei einer
Detektion durch Sekundarantikbrper gegen Maus im Western Blot um das
nachzuweisende Protein oder residente Antikérper im Lysat handelte, obwohl wie

im Methodenteil beschrieben, Blockierschritte vorgenommen wurden, um diesen
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Einflussfaktor zu vermeiden. Daher wurden nach Mdglichkeit speziesfremde
Antikdrpersets verwendet. Durch andere Arbeitsgruppen wurde jedoch das
Verwenden von murinem Lysat und speziesgleichem Priméarantikdrper beschrieben,
und schien auch innerhalb einer Spezies zuverlassige Ergebnisse zu liefern
(Upadhaya et al. 2011).

Insgesamt ist es denkbar, dass Inflammationsvorgdnge in Bezug auf die
pathologischen Veradnderungen in unserem Modell eine Rolle spielen, da sich
Ahnlichkeiten zu einer chronischen Pankreatitisreaktion zeigten (Kloppel und Maillet
1993). Zusammenfassend entsprachen die vermehrten Adipozyten unseres
Modells nicht dem klassischen klinischen Bild einer chronischen Pankreatitis und es
konnten ebenfalls nicht die umfassenden histologischen Kriterien einer
Pankreatitisreaktion erfullt werden, sodass hier moglicherweise unterschiedliche

Pathomechanismen vorliegen (Kloppel und Maillet 1993; Piao et al. 2017).

5.4 Endoplasmatisches Retikulum assoziierte Degradation (ERAD) und
ungefaltete Protein-Antwort / Unfolded Protein Response (UPR)

Zellularer Stress kann zu einer erhohten Belastung des endoplasmatischen
Retikulums fuhren. Hierdurch kommt es beispielsweise zu vermehrtem Anfall von
oxidativem Stress und zur Akkumulation von Proteinen, welche mit der
Pathophysiologie von Krankheiten in Zusammenhang stehen kann (Zeeshan et al.
2016).

ERAD und UPR sind sich erganzende Systeme des Proteinabbaus (Friedlander et
al. 2000). Die ERAD ist dabei der spezifische Abbauweg fehlgefalteter Proteine des
endoplasmatischen Retikulums tber Ubiquitinylierung und anschlieendem Abbau
Uber das Proteasom (Meusser et al. 2005; Olzmann et al. 2013, Hwang und Qi
2018). Die ungefaltete Protein-Antwort wird bei Anfall fehlgefalteter Proteine tber
Activating transcription factor 6 (ATF6), RNA-like endoplasmic reticulum Kinase
(PERK), oder IREL1 aktiviert, sodass es zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
kommt, mit dem Ziel, die Proteinhomdostase wiederzuerlangen (Walter und Ron
2011). Bei beiden Vorgangen spielt das Gleichgewicht von Glykoproteinen eine

entscheidende Rolle (Cherepanova et al. 2016).

Eine in unseren Versuchen gezeigte Verstarkung der Ubiquitinylierung im
transgenen Modell kdnnte fir eine vermehrte Ubiquitinmarkierung von defekten

Proteinen sprechen. Eine andere Madoglichkeit ware eine Akkumulation von
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ubiquitinylierten Proteinen aufgrund eines verminderten Abbaus. Versuche von
Wang et al. deuten eine verminderte Proteindegradation mit Anfall von
ubiquitinylierten Proteinen bei erhdhtem oxidativem Zellstress an (Wang et al.
2010). Somit kénnte man eine erhodhte Stressantwort der Zellen auf die GalNT2

Uberexpression vermuten.

Ergénzend hierzu konnten unter den transgenen Tieren erhthte Level von HSP40
festgestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
HSP40 eine Proteinaggregation vermindern kann (Ye und Li 2009).

Da dieses Hitzeschockprotein bei der Reaktion auf Proteinaggregation beteiligt ist,
konnte dies zuséatzlich fur eine Proteinakkumulation im transgenen Modell sprechen
(Klaips et al. 2020).

Bei Initiierung der ungefalteten Proteinantwort spielt ebenfalls IRE1 eine wichtige
Rolle, welches durch BIP inaktiviert wird (Sidrauski und Walter 1997; Okamura et
al. 2000, Yoshida et al. 2001). In unseren Versuchen zeigten sich sowohl

verminderte Werte von IRE1 als auch BIP.

Der Mangel an IRE1l steht hierbei der erhdéhten ungefalteten Proteinantwort
entgegen, da diese von IRE1 abhéngig zu sein scheint (Okamura et al. 2000). Da,
wie beschrieben, zur Aktivierung von IRE1 die Dissoziation von BIP benétigt wird,
koénnte dies bedeuten, dass durch die gleichzeitig verminderten Anteile von BIP und
IRE1 die UPR verhaltnismaRig unbeeintrachtigt bleibt (Okamura et al. 2000).

Bei BIP handelt es sich um ein O-glykosyliertes Protein (Barel et al. 2016).

Es ware somit mdglich, dass die Proteine IRE1 und BIP bei GaINT2 Uberexpression

durch Aberration der Glykosylierung vermehrt abgebaut wirden.

Da in unserem Modell die IRE1 Werte vermindert und die Menge an ubiquitinylierten
Proteinen erhdht waren, konnte dies fur eine Akkumulation von Proteinen sprechen.
Auch Tusuru et al. konnten bei einer Defizienz von IRE1 eine Anhaufung von O-
glykosylierten Proteinen feststellen (Tsuru et al. 2013). Fiur die Bestatigung dieser

Hypothese sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Unsere Beobachtungen zeigen, dass erhdhte Werte an GalNT2 einen Einfluss auf
die Akteure der Proteinfaltung und -qualitatskontrolle haben. In unseren Versuchen
konnte sowohl eine vermehrte Ubiquitinylierung als auch eine Erhdhung von

Hitzeschockproteinen beobachtet werden. Dies konnte fur eine Aktivierung von
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beiden Abbauwegen ERAD / UPR durch einen erhdhten Anfall an missgefalteten,

maoglicherweise O-glykosylierten Proteinen sprechen.

Es gilt in Zukunft zu erklaren, inwiefern der beobachtete ER-Stress mit der
Uberexpression von GalNT2 mechanistisch zusammenhangen konnte. In der
Literatur wurde bereits ein Zusammenhang glykobiologischer Vorgange in Bezug
auf die Erkennung fehlgefalteter Proteine festgestellt (Ritter und Helenius 2000).
Zudem ist in Versuchen beschrieben, dass eine Translokation der GalNT2 von der
typischen Lokalisation des Golgi-Apparates in das endoplasmatische Retikulum
beobachtet wird (Storrie et al. 1998). Daher kénnte die Lokalisation dafir
verantwortlich sein, warum sich die beobachteten Veranderungen besonders in
diesem System abspielen. Dies kdnnte in kinftigen Versuchen naher untersucht

werden.

Insgesamt werden oxidativer Zellstress, Stress des endoplasmatischen Retikulums
und Entziindungsreaktionen in der Literatur in Zusammenhang mit einer

fibrotischen Gewebereaktion des Pankreas gebracht (Ren et al. 2016).

Die Zusammenschau unserer Beobachtungen aus fibrotischer Gewebereaktion,
vermehrter Ubiquitinylierung und veranderter Expression von Hitzeschockproteinen
ergeben daher das Bild einer zellularen Stressreaktion des murinen Pankreas bei

GalNT2 Uberexpression.

5.5 Untergang oder Transformation der transgenen Zellen

Im Folgenden sollen verschiedene Ursachen fir den Untergang des
Azinuszellgewebes wie beispielsweise Apoptose, Autophagie oder Metaplasie
beleuchtet werden (Longnecker 1982, Lee 2005, Bonal et al. 2009). Da bei den 15
Wochen alten Tieren in der Immunfluoreszenz eine Abschwéachung des GalNT2
Signals des exokrinen Gewebes vermerkt wurde, ware es moglich, dass im
transgenen Modell die Zellen untergegangen sind, welche eine besonders hohe

GalNT2 Uberexpression zeigten.

Die Ubiquitinylierung ist ebenfalls daran beteiligt, die NF-kB-Signalkaskade zu
aktivieren (Palombella et al. 1994). Im Rahmen der Pankreatitisforschung
korrelierten eine erhdohte Expression von NF-kB mit einer erhdhten Autophagie im
Gewebe (Piao et al. 2017). Entsprechend der Literatur konnten wir leichtgradig
erhéhte Werte von NF-kB und eine Verringerung des exokrinen Pankreasgewebes

bei GaINT2 Uberexpression beobachten. Es ist daher denkbar, dass die NF-kB
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Signalkaskade durch vermehrte Ubiquitinylierung aktiviert wurde, hierdurch die
Induktion von Autophagie geférdert wurde und folglich der verminderte Anteil an
Azinusgewebe zustande kam. Dieser Mechanismus wird auch im Rahmen
chronischer Pankreatitiden beschrieben, wobei es durch Schadigung der
Azinuszellen zu einer Freisetzung proteolytischer Enzyme und dadurch zu einer

Autophagie des Gewebes kommt (Longnecker 1982).

In der Literatur werden Defekte von IRE1 mit einem erhdhten programmierten
Zelltod oder Autophagie assoziiert (Huang et al. 2022; Storniolo et al. 2018). Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von XBP-1 im Rahmen der Antwort auf
ungefaltete Proteine und ER-Stress durch IRE1 erfolgt (Yoshida et al. 2001). In der
Literatur konnte ein programmierter apoptotischer Zelltod von pankreatischen
Azinuszellen bei Zellstress und Fehlen von XBP-1 festgestellt werden (Lee et al.
2005). Somit kdnnte hier ein Zusammenhang zu den verminderten Werten von IRE1

im transgenen Modell bestehen.

In Ubereinstimmung mit der Literatur beobachteten wir zudem verminderte Werte
der PDI im transgenen Modell. Bei einem Fehlen an XBP-1, welches im IRE1-
alpha/XBP-1 Signalweg involviert ist, konnten im murinen Pankreas verminderte
Werte der PDI festgestellt werden (Lee et al. 2005).

Insofern kénnte eine Verminderung von IRE1 und PDI im transgenen Modell in

Zusammenhang mit einem gerichteten Untergang der Azinuszellen stehen.

Weiterhin beobachteten wir das Phanomen eines vermehrten Aufkommens von
SNA positivem, bindegewebig, strangartig anmutendem Gewebe zwischen 4 und 7
Wochen in der Immunhistochemie. Malagolini et al konnten eine SNA-Reaktivitat
als Marker fur Apoptose oder Nekrose identifizieren (Malagolini et al. 2008). Das
Lektin SNA ist bekannt O-Glykane zu detektieren (Poiroux et al. 2017). Auffallig war
im Bereich der Langerhans-Inseln, dass es im transgenen Modell zu einer fehlenden

Anfarbbarkeit von SNA im Vergleich zum Wildtyp kam.

Die 8 und 15 Wochen alten Tiere wiesen deutlich weniger SNA positives Gewebe
auf, welches fur einen abgeschlossenen Zelluntergang zu diesen Zeitpunkten

sprechen kénnte.

Zusammenfassend ist also der Zelluntergang in unserem Modell nicht sicher der

Autophagie oder der Apoptose zuzuordnen. Da aus wissenschatftlicher Sicht diese
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beiden Prozesse nicht géanzlich voneinander abzugrenzen sind, ist es moglich, dass

es sich um ein lUbergreifendes Geschehen handelt (Thorburn 2008).

Neben dem Untergang der Azinuszellen durch Apoptose und dem Neuauftreten von
Fettgewebe, ware eine weitere Hypothese in unserem transgenen Modell, dass es
sich um eine Metaplasie der Azinuszellen zu Fettgewebe handelt. Dies scheint nach
Untersuchungen von Bonal et al. generell mdglich zu sein (Bonal et al. 2009). In
unserer immunhistochemischen Farbung fur Lipase, welcher uns als Marker fir das
exokrine Gewebe diente, konnten wir zu keinem Zeitpunkt eine Positivitat der
Adipozyten feststellen. Auch konnten wir weder PNA noch GalNT2 auf den
Oberflachen der Adipozyten im transgenen Modell feststellen, welche wir im
exokrinen Gewebe anfinden konnten. Zudem konnten wir keine vermehrte Perilipin-
Positivitdt des transgenen exokrinen Gewebes feststellen, sodass es keine
Uberschneidungen der typischen Antigene des jeweiligen Zelltyps gab. Ebenfalls
wird in der Literatur bei einem &hnlichen pankreatischen Phénotyp das Bestehen
einer Azinuszell-Adipozyten-Metaplasie als unwahrscheinlich beschrieben (Fahr et
al. 2020). Daher gehen wir bei fehlendem Anhalt von exokrinen Markern der
Adipozyten insgesamt nicht von einer Metaplasie des exokrinen Gewebes zu

Adipozyten aus.

5.6 Lipdstoffwechsel
Da es im transgenen Modell zu einem vermehrten Auftreten von Adipozyten kam,

wurden die Akteure des Lipidstoffwechsels untersucht.

Die Enzyme der Lipidsynthese wie Fettsaure-Synthase sowie Acetyl-Coa-
Carboxylase sollten hypothetisch vornehmlich in Adipozyten und damit im
transgenen Modell anzufinden sein (Wakil 1986, Oh et al. 2005). Diese zeigten sich
entgegen der Erwartung im Western Blot des transgenen Modells eher
gleichbleibend bzw. vermindert, wahrend in der Immunhistochemie im transgenen
Modell eine deutliche Anfarbbarkeit der Adipozyten fir Acetyl-Coa-Carboxylase
gezeigt wurde. Dies kénnte daflr sprechen, dass bei der Erstellung der Lysate das
Zytoplasma der Adipozyten nicht suffizient in die Lysate mit aufgenommen wurde,
sondern dass diese mdglicherweise im festen bzw. lipidhaltigen Anteil nach
Zentrifugation verblieben. Eine andere Mdglichkeit wéare, dass das Zytoplasma der
Adipozyten auf die Gesamtmenge der Zellen im Lysat dennoch nur einen geringen

Anteil ausmachte, da die histologisch sichtbare Zellgréf3e der Adipozyten aufgrund
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des lipidspeichernden Anteils zustande kommt. Passend zu dieser Vermutung
zeigte sich kein sicherer Anstieg des Perilipins im transgenen Modell der 6 Wochen
alten Tiere im Western Blot. Dies wirde insgesamt bedeuten, dass die Western-
Blot Ergebnisse eher repréasentativ fir das exo- und endokrine Gewebe sind.

Im Lipidprofil war auffallig, dass verminderte Werte von C/EBPa bei erhohtem Anteil
von Adipozyten aufgefunden wurden. Eine Erklarung konnte sein, dass sobald
Adipozyten ausdifferenziert sind, diese nicht mehr von C/EBPa beeinflusst sind, wie
es Versuche von Sikkeland et al. andeuten (Sikkeland et al. 2019). Dies kdnnte
dafursprechen, dass es bei einem Alter von 6 Wochen bereits zur vollendeten
Ausdifferenzierung der Adipozyten gekommen ist. Aul3erdem kdnnte die erhdhte
Expression von CHOP zu einer Verminderung von C/EBPa gefuhrt haben, da
CHOP in der Lage sein soll, dieses zu inhibieren (Ron und Habener 1992).

Interessanterweise scheint der Transkriptionsfaktor XBP-1 ebenfalls an der
Lipogenese sowie an Prozessen der O-Glykosylierung beteiligt zu sein (Lee et al.
2008; Wang et al. 2014). Da XBP-1 durch IRE aktiviert wird, konnte hier der
Zusammenhang fir die verminderten Enzyme der Lipogenese in unserem Modell
bestehen (Yoshida et al. 2001). Da wir verminderte Werte an IRE alpha feststellten,
ist es moglich, dass es zu einer verminderten Expression von XBP-1 kommt. Bei
einem Fehlen von XBP-1 konnten durch andere Arbeitsgruppen verminderte Werte
von Acetyl-CoA-Carboxylase festgestellt werden (Lee et al. 2008). Passend hierzu
zeigten sich unter den transgenen Tieren in unseren Versuchen verminderte Werte

an Acetyl-CoA-Carboxylase.

Die Expression von Hitzeschockproteinen, beispielsweise HSP70, scheint
auRerdem mit der Expression der Enzyme der Lipogenese, wie Fettsaure-Synthase
und Acetyl-Coa-Carboxylase, zu korrelieren (Zhang et al. 2018). Passend hierzu
fanden sich bei uns sowohl gleichbleibende bis verminderte Werte von HSP70

sowie verminderte Werte von Acetyl-Coa-Carboxylase.

Die Fettsdure-Synthase zeigte sich insgesamt gleichbleibend in den beiden
Modellen. Dies kénnte daran liegen, dass die Fettsdure-Synthase vor allem in
pankreatischen Beta-Zellen zu finden ist, welche bei unseren Modellen in der
immunhistochemischen Analyse von Anzahl und Grof3e eher unbeeinflusst blieben

(Tiano und Mauvais-Jarvis 2012). Fettsaure-Synthase scheint kaum in
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pankreatischen Azinuszellen oder in den Pankreasgangen exprimiert zu werden
(Nguyen und Lisanti 2008).

5.7 Zusammenhange zu dhnlichen Phanotypen an den Beispielen Prox-1 und
SBDS-Protein

Um mogliche Erklarungsansatze fur die Verminderung des exokrinen Gewebes
sowie Vermehrung von Adipozyten und Bindegewebe zu finden, verglichen wir

unser Modell mit &hnlichen Phanotypen.

Hierbei zeigte sich, dass beispielsweise eine Deletion im Prox-1 Gen ebenfalls zu
einer Abnahme des exokrinen Gewebes sowie zu einer vermehrten

Fettgewebsakkumulation im murinen Pankreas fuhrte (Westmoreland et al. 2012).

Prox-1 Polymorphismen wurden zudem im Zusammenhang mit einer schlechteren
Verstoffwechselung von Fettsauren untersucht (Kretowski et al. 2015). Es kommt
mehr im omentalen als im subkutanen Fettgewebe vor (Procino 2014).

Interessanterweise wird in der Literatur die Lokalisation von Prox-1 eher in duktalem
und endokrinem Pankreasgewebe beobachtet, wahrend ein Prox-1 Verlust zu
einem Verlust der Azinuszellen fuhrt (Wang et al. 2005; Westmoreland et al. 2012).
Dies konnte fur eine interzellulare Kommunikation zum exokrinen Gewebe
sprechen. Die intrapankreatischen Vorgange erscheinen somit als komplexes
System und eine ausschlief3liche Betrachtung einer Zelllinie des Organs ist daher

weniger sinnvoll.

Die doppelte Bande von Prox-1 im Western Blot der vier Wochen alten transgenen
Tiere (Abb. 17) konnte fUr ein alternatives Spleil3en sprechen (Zinovieva et al.
1996). Daher entstand die Vermutung, dass eine GalNT2 Uberexpression die
Proteinstruktur von Prox-1 beeinflussen kdnnte. Hierflr ware es naheliegend, dass
eine O-Glykosylierung vorliegt, welche mittels PNA und Jacalin Reaktivitat von
Prox-1 Immunoprazipitat untersucht werden sollte. Es konnten leicht erh6hte Werte
der Banden im transgenen Modell sowohl fur Jacalin als auch fir PNA festgestellt
werden. Hiermit handelt es sich um einen moglichen Hinweis auf eine O-

Glykosylierung von Prox-1, jedoch nicht um einen eindeutigen Beweis.

Auch im Prazipitat stellten wir mehrere Banden fur Prox-1 fest, wobei die niedrigeren
Banden im transgenen Modell zunahmen. Dies zeigte sich passend zu den vier

Wochen alten transgenen Tieren. Es konnte ebenfalls eine Bindung der Probe von
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PNA beobachtet werden. Der Grund fur die Detektion eines sehr grof3en Proteins

sollte in zukinftigen Projekten untersucht werden.

Teilweise fanden sich in Western Blots Banden anderer Grof3e als der, die erwartet

wurde, oder zusatzliche Banden.

In der Immunprazipitation fiel beispielsweise auf, dass ein deutlich grél3eres Protein,
als fur Prox-1 erwartet, nachgewiesen wurde. Andere Forschungsgruppen
beobachteten ebenfalls eine sehr hohe Bande im Western Blot fur Prox-1 (Abcam
plc., 2023b) Des Weiteren wurde in weiteren Blots eine kleinere Bande fur Prox-1
beobachtet, als zu erwarten war. Auch dies ist bereits durch den Hersteller
dokumentiert (Abcam plc., 2023b). Dies kénnte zum einen durch Kreuzreaktivitaten
gegentber einem Uber 250 kDa grof3en Protein oder zum anderen durch ein
alternatives Spleil3en erklarlich sein.

Neben Alterationen von Prox-1 fand sich bei einem murinen Modell des
Shwachman-Bodian-Diamond Syndroms (SBDS) ein &hnlicher Phénotyp zu
unserem Modell der GalNT2 Uberexpression (Tourlakis et al. 2012). Bei einem
Knockout des SBDS-Gens zeigte sich eine Abnahme des exokrinen Gewebes und
eine Zunahme der Adipozyten im Pankreas (Tourlakis et al. 2012). Auch in diesem
Modell wurde, wie in unserer Interpretation, eine Transdifferenzierung des

exokrinen Gewebes zu Adipozyten ausgeschlossen (Tourlakis et al. 2012).

Interessanterweise zeigten sich die Langerhans-Inseln weiterhin erhalten und es
fand sich ahnlich wie in unserem Modell ein Verlust der Insulin-Positivitat

vereinzelter Zellen im Inneren der Langerhans-Inseln (Tourlakis et al. 2012).

Studien konnten zeigen, dass das SBDS-Protein fur die Translation von C/EBP
wichtig ist (In et al. 2016). Da sich auch in unserem transgenen Modell verminderte
Werte von C/EBP auffanden, kdnnte hier ein Zusammenhang vermutet werden.
Insgesamt fand sich jedoch in der Immunhistochemie unseres Modells kein Hinweis
auf unterschiedliche Expression des SBDS-Proteins. Somit konnten wir keinen
hinreichenden Beweis liefern, dass der Phanotyp durch eine Alteration des SBDS-

Proteins bei Uberexpression von GalNT2 bedingt wird.
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5.8 Ausblick

Diese Arbeit schafft eine Grundlage zum Verstandnis der Polypeptid-GalNAc-
Transferase 2 (GalNT2) und der vermittelten O-Glykosylierung muriner
pankreatischer Proteine. Diese konnte in Zukunft durch weitere Untersuchungen
gestarkt werden. Da sich eine GaINT2 Uberexpression in einer Vermehrung von
Adipozyten und Bindegewebe widerspiegelte, ware es moglich GalNT2 als Target
bei der Entstehung von Organveranderungen, wie beispielsweise der
pankreatischen Lipomatose sowie der chronischen Pankreatitis, weiter zu
untersuchen. Wie in dieser Arbeit bereits beschrieben, schien ein Einfluss auf die
Genese von intrapankreatischem Fettgewebe sowie Proteinstoffwechsel zu
bestehen, welchen es auf biochemischer Ebene weiter zu evaluieren gilt. Um die
Anwendbarkeit auf den menschlichen Organismus herzustellen, kdnnten
Versuchsaufbauten mit humanen Pankreaszelllinien von Vorteil sein. Es wurde
somit ein weiterer wissenschaftlicher Beitrag zu glykobiologischen Vorgangen im

Pankreas geleistet, auf welchen kinftige Untersuchungen aufbauen kdonnen.
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6.1 Zusammenfassung

Die organspezifische Uberexpression von GalNT2 im murinen Pankreas fihrte zu
deutlichen morphologischen Veranderungen sowie Auffalligkeiten auf molekularer
Ebene. Es zeigte sich mit dem Alterwerden der transgenen Tiere bis zu 15 Wochen
das Fortbestehen physiologischer exo- und endokriner Zellreihen neben dem
zunehmend grol3er werdenden Anteil an Fettgewebe und Fibrose. Unsere Versuche
haben zudem gezeigt, dass sich die Uberexpression von GalNT2 auf molekularer
Ebene sowohl auf die Proteinhombostase, Inflammation sowie den
Lipidstoffwechsel auswirkt. Es fanden sich Anzeichen einer vermehrten
Proteinakkumulation sowie zellularem Stress. Die entziindlichen Reaktionen
konnten in Zusammenhang zur Fibrosereaktion der Pankreata stehen. Insgesamt
sprachen die Ergebnisse eher fur eine Infiltration des pankreatischen Gewebes
durch Adipozyten als eine Transdifferenzierung aus Azinuszellen. In Vergleichen zu
ahnlichen Phanotypen konnten wir die Vermutung aufstellen, dass die
feingeweblichen Verénderungen in Verbindung zu Alterationen von Prox-1 stehen
kénnten. Wir bewerteten die beobachteten Prozesse jedoch als Zusammenspiel
multipler Faktoren, wodurch es sich empfiehlt, in kiinftigen Arbeiten die einzelnen
Mechanismen weiter zu untersuchen. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein
weiterer Beitrag zum Verstandnis der Glykobiologie im murinen Pankreas
geschaffen werden. Dies dient somit als Ausgangspunkt weiterer wissenschaftlicher
Forschung in Bezug auf Pathophysiologie der pankreatischen Lipomatose, Fibrose

und Proteinhomoostase.
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6.2 Summary

This work demonstrates the impact of overexpression of GaINT2 in murine pancreas
and outlines the importance of glycobiology for organ morphology and protein
homeostasis. The mice model of overexpressed GalNT2 in pancreas could show,
that throughout different stages of age a development of increased adipocytes as
well as fibrotic tissue of the pancreatic organ arises. There were indications for an
increased level of protein accumulation as a potential sign of an inflammatory
process. So far we could not determine evidence for a transdifferentiation of
pancreatic exocrine tissue into adipocytes or fibroblasts. Therefore we assume an
infiltration of previously mentioned cell types into the murine pancreas of our mice
model. We concluded that the investigated morphological changes underlie a
multifactorial process. In summary further investigation can be performed based on
the current findings to evaluate the complex influence of GalNT2 for biochemical

signalling.
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7. AbklUrzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

Abb Abbildung

ATF6 Activating transcription factor 6

BIP Heavy Chain Binding Protein

BSA Bovine Serum Albumin

C/EBPa CCAAT enhancer-binding protein a
CHOP C/EBP Homologous Protein

DBA Dolichos Biflorus Agglutinin

ER Endoplasmatisches Retikulum
ERAD ER-assoziierte Proteindegradation
FGF-2 Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2
Fuc a-Fucose

Gal Galactose

GalNAc B-N-Acetylgalactosamin, N-Acetyl-D-

Galactosamin

GalNAc-Transferase

Polypeptid-N-
Acetylgalactosaminyltransferase

GalNT Polypeptid-N-
Acetylgalactosaminyltransferase

GIcNAC B-N-Acetylglucosamin

Glc Glucose

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HDL High-Density-Lipoprotein

HDL-C High Density Lipoprotein Cholesterin

HE Hamatoxylin-Eosin

HNPCC hereditares nicht-poliposes
Kolonkarzinom

HSP Hitzeschockprotein

HSS-HRP-L6sung

Horseradishperoxidase gekoppeltes
Streptavidin

IF

Immunfluoreszenz
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IGF Insulin-like growth Faktor

IHC Immunhistochemie

IKK-B IkB Kinase Komplex 3

IP Immunprazipitation

IRE1 Inositol Requiring Enzyme-1

IkBa Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha

kDa Kilodalton

Man a-Mannose

NF-kB Nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells

PD Pulldown

PDI Proteindisulfidisomerase

PDX1 pankreatisches und duodenales
Homeboxprotein 1

PEDF Pigment Epithelium-Derived Factor

PERK RNA-like endoplasmic reticulum kinase

PNA Peanut agglutinin

PROX 1 Prospero Homebox Protein 1

S6 S6 ribosomales Protein

S6K1 S6 ribosomale Protein Kinase 1

SBDS Shwachman-Bodian-Diamond
Syndrom

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

Ser Serin

SHH Sonic Hedgehoc Protein

SNA Sambucus Nigra Lectin

STN Sialyl-Tn

SUMO-1 Small ubiquitin-related modifier-1
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TBS-T Tris-buffered saline with Tween

TG Transgene Mause

Tab Tabelle

TGFB Transforming Growth Factor 3

Thr Threonin

TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

UDP Uridin-Diphosphat

UPR Antwort auf ungefaltete Proteine /
unfolded protein response

VVA Vicia Villosa Lectin

wW Woche

WB Western Blot

WT Wildtyp-Mause
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