UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie

Leitung: Prof. Dr. med. Dr. h. c. J. R. Izbicki

Auswirkungen von differentiellen O-GalNAc-Modifikationen im

Cosmc-KO-Mausmodell auf die exokrine Pankreasfunktion

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von:

Thomas Wolpers
aus Nurnberg

Hamburg 2018



Angenommen von der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg am: 20.11.2018

Verdffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Priufungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Maximilian Bockhorn

Prufungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: Prof. Dr. Udo Schumacher



Inhaltsverzeichnis

1

2

3

ZIelSetZUNG der ATDEIT .......ccvi e 6
] LT (N oo PRSP RTRN 7
0 R €1 1Y (0 o =] 0] o [ PSS 7
211 UDEIOIICK oottt 7
2.1.2  AUDaU UNd SYNNESE ..o 8
2.1.21 N — GlYKOSYIIEIUNG ...t 9
2.1.2.2 O — GlYKOSYIEIUNG ....cveiieiieiee e e 10
2.1.3  Funktionen von Glykanen im OrganiSImuS ..........cccoverieereeriesieeseeseseesveenns 13
2.2 DaS TN-ANTIZEN. ..ottt 14
2.2.1  Die Entdeckung des TN-ANtIGENS.........ccveiiiiiiiiiiie e 14
2.2.2  T-Synthase und sein Chaperon COSMC........cccuerveieieereerieseesieeieseesieeeeseeas 15
2.2.3  Die Rolle des Tn-Antigens in der Tumorbiologie...........cccceoviiiiiinciennnn 17
2.2.4  Das Tn-Antigen beim PankreaskarzinOm..........c.ccccovvevveneiiiesieseesiesieseenes 20
2.3 Exokrine und endokrine Pankreasfunktion.............cccoooviiiiiniiiniiincee 21
Material uUnd MEtNOTEN ...........oooiiiiiiii s 23
3L MALEIIAL ... 23
311 ChemiKalIBN ..o 23
3.1.2  Materialien UNd GEraLE ..........cceiiiieiiii e 23
3.1.3  LOSUNGEN UN PUTTET ..o 23
3.1.4  ANtIKOrper und LEKLINE ......cceeiii i 25
3.1.4.1  Primare AnNtIKOIPEr ......ccvv et 25
3.1.4.2  Sekundare ANTIKOIPEL .....ccoiiiiiiiiiiieeeee e 25
3143 LEKEINE ..ot 25
3.1.5 Entwicklung eines Cosmc-KO-Mausmodells ...........cccovviiiiinincncien 25
3.2 MEINOUEN ... s 27
3.2.1  Molekularbiologische Methoden...........cccocviiiiieiiiie i 27



3.2.1.1  Herstellung von MauslySaten ...........ccccveveiieieeiie i 27

3.2.1.2  Primére Zellkultur und Stimulation der Sekretion ..........cccccoeeviieinnnne 27
3.2.2  Biochemische MethOden ..ot 28
32,21 Bl A s 28
3.2.2.2  ENZYM-SUDSLIAt-ASSAYS ....eeveriiiriiriieiieieiesie sttt 28
3.2.2.3  SDS-PAGE ... e 30
3.2.2.4  Western Blot und DeteKtion ..........cocuvieieiiiiiinireeseeeeee e 30
3.2.2.5  Low pressure liquid chromatography (LPLC) ......c.cccoeviviiieiieeiieiien, 31
3226 VVL-PUUOWN ..ot 31
3227 ELISA . e 31
3.2.2.8  Massenspektrometrische Proteomanalyse...........cccccooveveiiicieeveciesinennn. 32
3.2.3  Histologische Methoden...........ccccoiiiiiiiiiiiee e 32
3.2.3.1  Histologische Gewebefarbung .........ccccoooviieiiiiiiiii 32

3.3 SHALISTIK .ottt 33
3.4 STUAIENZUSTIMMIUNG. ....veiiieiieieie ittt 33
O 1 (01=] o] LTSI PSSR 34
4.1  Kontrolle des erfolgreichen Cosmc-Knock-Outs im Mausmodell ....................... 34
4.2 Vergleich der Enzymaktivitaten im Knock-out und Wildtyp .........cccccereriennen, 35
4.2.1  Uberblick zytoplasmatischer AKLIVITAIEN ..........c.ccovevvieeeceeeeeeeeee s 35

4.2.2  Einfluss der aberranten O-Glykosylierungen auf die intrazellulare Verteilung

und Funktion von pankreatisChen ENZYMeN...........ccooooiiiniiene e, 37
4,221 UBEIDHCK....cviveiviiiicieice et 37
4.2.2.2  TIYPSIN oottt 38
4.2.2.3  LIPASE ...veeeeciie ettt 38
4,224 EIBSLASE.......ceeiciieeee e 40
4.2.2.5  ESEBIASE...c.eiiiiiictic e 41

4.3  Einfluss von aberranten O-Glykosylierungen auf die Stimulierbarkeit des
PANKIBAS ...t ettt ettt e et e Rt re et e e e e e e neeneenreenreenes 42



O R I o - TSRS PPS 43

4.3.2  ESBIASE....ei ittt 43

4.4 ldentifizierung O-GalNAc-glykosylierter Proteine ..........ccccocvevveeveeiieeviecineenn, 44
441  LPLC UNd VVL-PUHAOWN......ciiiiiiiiiicseee e 44
4.4.2  Massenspektrometrische Proteomanalyse ... 46
4.4.3  Verifizierung der Elastase als O-GalNAc-glykosyliertes Protein................. 49

5 DISKUSSION ...ttt bbbttt b et b bbbttt nre s 51
5.1 TN-ANtIgeN-EXPreSSION.....cccviiiiieiieeiiee it esiee st esee e s e re e s e e sre e sbeesraeesreeaneeas 51
5.2 Auswirkung aberranter O-GlyKOSYHEruUNgeN.........cccuevveiieieeresiesie e see e 52
5.2.1 Einfluss auf die enzymatische AKEIVITAL ............cccooiiiiiiiiicc 52
5.2.2  Einfluss auf die Zymogengranula und die Stimulierbarkeit.......................... 54
5.2.3 LIPSttt bbb 57
5.2.4  EIBSLASE ..ottt 58

5.3  Weitere Auswirkungen aberranter O-Glykosylierungen ...........ccccccvvveveviveieennns 60
5.4 AUSDIICK ..o s 62

6 ZUSAMMENTASSUNG ...veiiiiiiieiie et e et e e e ba e sra e e sbe e s e e e taesnnaens 64
B.1  DBULSCI ...t 64
6.2 ENGIISCRN...ciiiie et 65

7 LIteraturverzZeiChNiS ... oot 66
8 ANNANG. ...t n e 80
8.1  ADDIAUNGEN ... 80
8.2 TADBHEN. ..o 82

O DANKSAQUNG -ttt bbbt bbbt n bbb 83
10 LEDENSIAUT ... 84
11  Eidesstattliche ErKIAIUNG .........coooiiiiiiiiieee e 85



1 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit steht im Kontext der verkilrzten O-Glykosylierung mit Expression des Tn-
Antigens, wie sie beim Adenokarzinom des Pankreas auftritt. Im Rahmen dieser Arbeit soll
geklart werden, welche von der Bauchspeicheldriise exprimierten Proteine O-GalNAc
modifiziert sind und wie sich die, durch das molekulare Ausschalten des Gens Cosmc,
verkirzten Zuckerketten auf die Funktion des exokrinen Pankreas und die enzymatische

Aktivitat auswirken.

Wir haben ein Mausmodell generiert, in dem pankreas-spezifisch das Gen Cosmc
abgeschaltet wird. Dies hat zur Folge, dass alle O-glykosylierten Proteine das Tn-Antigen
tragen, welches zur Proteinaufreinigung oder dem Nachweis genutzt werden kann. Es soll
geklart werden, was O-Glykosylierungsveranderungen zur Folge haben, welchen Einfluss
sie auf das exokrine Pankreas nehmen und wie diese ggfs. zum Pathomechanismus des

Pankreaskarzinoms beitragen.

Murine Bauchspeicheldriisen werden nach einem etablierten Protokoll subfraktioniert und
die Zellfraktionen auf Tn-Antigen tragende Proteine untersucht. Diese Proteine sollen
durch Lektinchromatographie und angeschlossener Massenspektrometrie-Proteomik
analysiert werden und mittels Western Blot und histologischer Verfahren untersucht
werden. AufRerdem soll mittels biochemischer Methoden der Einfluss der O-
Glykosylierungsveranderungen auf die enzymatische Aktivitat des exokrinen Pankreas

dargestellt werden.



2 Einleitung

2.1 Glykopeptide
2.1.1 Uberblick

In der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts waren die Chemie und der Metabolismus der
Kohlenhydrate wichtige Forschungsschwerpunkte. Dabei wurden die Kohlenhydrate
jedoch noch hauptséachlich als Energielieferanten und Baumaterial gesehen, die keine
weiteren biologischen Eigenschaften haben. Dieses Bild wandelte sich jedoch im Laufe des
20. Jahrhunderts.

1953 wurde von Watson und Crick erstmals der strukturelle Aufbau der DNA beschrieben
(Watson und Crick 1953). Die Forschung der folgenden Jahre konzentrierte sich auf die
Synthese, den Aufbau und die Funktion von Proteinen, mit dem Verstandnis, dass das
Wissen hiertiber den Aufbau von Zellen bis zum kompletten Organismus erklart. Weitere
Grilnde, die die Forschung der Glykane behinderte, waren die strukturelle Komplexitat der
Kohlenhydratstrukturen, die Schwierigkeit, deren Aufbau mit den damals verfiigbaren
Analysetechniken zu ermitteln und die Unféahigkeit, aus der DNA-Struktur die
Kohlenhydrat-Modifikationen sicher zu ermitteln (Varki und Sharon 2015-2017).

Das alleinige Wissen tber das Genom kann jedoch die Vielfalt der komplexen
biologischen Funktionen des Organismus nicht erklaren. Bereits in der ersten Halfte des
20. Jahrhunderts war bekannt, dass sich eine gro3e Vielzahl an Kohlenhydraten auf
Zelloberflachen befinden — die so genannte ,,Glykokalyx‘. Zudem beobachtete man, dass
Parasiten spezifisch anhand der Oberflachen-Glykane an Wirtszellen binden und selbst
komplexe Kohlenhydratketten auf ihren Oberflachen exprimieren, die wiederum einen
Einfluss auf die Funktion des Parasiten und die der Wirtszelle haben (Varki 2017). Weitere
Anzeichen einer wichtigen biologischen Funktion waren u.a. die Entdeckung des ABO-
Blutgruppensystems, die aufgrund unterschiedlicher Auspragungen der Oberflachen-
Glykane existieren (Watkins und Morgan 1955), sowie die Aufdeckung der
pharmakologischen Wirkung des Heparins, einem Glykosaminoglykan, auf Antithrombin
(Lindahl et al. 1979). Spéatestens in den 1980er-Jahren wurde daher wieder ein vermehrter
Fokus auf die Forschung der Kohlenhydrate und deren Interaktionen mit Proteinen und
Lipiden gelegt, der Begriff der Glykobiologie entstand (Varki und Sharon 2015-2017).
Waéhrend zunéchst davon ausgegangen wurde, dass Glykosylierungen nur auf

Zelloberflachen und sekretorischen Proteinen zu finden sind, der Zellkern und das



Zytoplasma allerdings frei von Glykanen sei, musste diese Einschatzung spatestens nach
der Entdeckung von intrazellularen O-GIcNAc-Glykanen in Leberzellen von Raten
revidiert werden (Holt und Hart 1986). Heute sind die Glykane die strukturell komplexeste

und am schnellsten wachsende Gruppe in der Molekularbiologie (Varki 2017).

2.1.2 Aufbau und Synthese

Die Komplexitat und Vielseitigkeit des Proteoms wird wéhrend allen Syntheseschritten
durch Modifikationen stetig erhdht, so dass aus einem relativ kleinem Genom mit ca.
25.000 Genen ein Proteom aus ca. 200.000 Proteinen entsteht, welche durch weitere
posttranslationale Veranderung weiter verandert werden kénnen (Koch et al. 2014). Erste
Modifikationen des Genoms werden bereits auf DNA-Ebene durch Methylierungen (Brix
et al. 2014) und auf transkriptionaler Ebene durch alternative Promotoren, alternatives
Splicen oder mRNA-editing hervorgerufen, so dass das Transkriptom bereits ein
Vielfaches des Genoms darstellt. Durch co- und posttranslationale Modifikationen wird

das Protein weiter modifiziert (Brix et al. 2014).

Eine wichtige posttranslationale Modifikation stellt die Proteinglykosylierung dar. Bei
diesem Vorgang werden (Oligo-)Saccharide mittels N- oder O-glykosidischer Bindungen
mit Aminosédureresten verbunden (Muller und Graeve 2014). Typische beteiligte
Monosaccharide sind Hexosen wie D-Glucose oder Hexosamine wie N-Acteyl-D-
glucosamin (GIcNAc) oder N-acetylgalactosamine (GalNAc) (Varki und Sharon 2015-
2017). Viele sekretorische Proteine und Zelloberflachenproteine sind stark glykosyliert.
Nachdem sie cotranslational in das endoplasmatische Retikulum (ER) verbracht werden,
durchlaufen sie nach Faltung und Qualitatskontrolle den Golgi-Apparat, bevor die Proteine
anschlieBend vom trans-Golgi-Netzwerk an ihre Bestimmungsorte verteilt werden.
Wahrend die ersten Schritte der N-Glykosylierung bereits im ER durchlaufen werden,
beginnt die O-Glykosylierung von sekretorischen und Membranproteinen erst im Golgi-
Apparat (Stanley et al. 2015-2017). N-Glykosylierungen finden nur im ER statt und fihren
daher dazu, dass ausschliellich sekretorische und membrangebundene Proteine betroffen
sein konnen. O-Glykosylierungen von nukleozytoplasmatischen Proteinen sind hingegen
maoglich (Stanley et al. 2015-2017; Zachara et al. 2015-2017; Steentoft et al. 2013).

Waéhrend bei N-Glykosylierungen ein ,,en-bloc*“-Transfer eines Polysaccharids auf einen
Asparaginylrest (Asn) stattfindet, ist bei O-Glykosylierungen eine schrittweise

Erweiterung des bereits gebundenen Glykans mit Monosacchariden typisch (Colley et al.



2015-2017). Um die Reaktion zur Bildung der glykosidischen Bindung zu ermdéglichen,
muss der Zucker zundchst energetisch aufgeladen werden. Hierfir wird eine glykosidische
Bindung des Monosaccharids zu einem Nukleosiddiphosphat (Uridindiphosphat,
Guanosindiphosphat oder Cytidindiphosphat) gekniipft. Mdglich sind entweder die
Aktivierung des Saccharids mittels einer Kinase oder der Austausch mit dem
Nukleosiddiphosphat-Rests eines anderen, bereits aktivierten Monosaccharids (Freeze et
al. 2015-2017).

Die Modifikation des entstehenden Oligosaccharid-Rests erfolgt durch
Glykosyltransferasen und Glykosidasen. Wéhrend Pflanzen eine groRere Anzahl an
Glykosyltransferase-Genen besitzen, weist der Mensch eine besonders hohe Vielfalt an
unterschiedlichen Glykosyltransferase-Kategorien auf (43 CAZy-Kategorien). Weiterhin
existieren im humanen Genom nur an die 100 Gene, die fir Glykosidasen kodieren, was,
verglichen zu einigen Pflanzen, die bis zu 600 besitzen, gering ist. Zudem besteht in
unterschiedlichen Geweben eine Expression von unterschiedlichen Glykosyltransferasen
und Glykosidasen, so dass gewebespezifische Glykome entstehen (Henrissat et al. 2015-
2017).

2.1.2.1 N - Glykosylierung

Protein-Datenbanken zeigen, dass 2/3 aller Proteine potentielle N-Glykosylierungs-
Sequenzen tragen und diese mit einer Haufigkeit von 3,1 potentiellen Stellen pro Protein
zu finden sind. Insgesamt finden sich N-Glykosylierungen in 90% aller Glykoproteine und
weisen eine Haufigkeit von 1,9 Glykosylierungen pro Protein auf (Apweiler et al. 1999).
Bislang wird davon ausgegangen, dass N-Glykosylierungen ausschlief3lich im ER
stattfinden kénnen und daher nur sekretorische oder Membranproteine betroffen sind,

letztere zudem ausschlieBlich mit ihren extrazellularen Anteilen.

Die meisten N-Glykosierungen finden an Asn-X-Ser/Thr-Sequenzen statt, seltener sind
Sequenzen mit Cystein oder anderen Aminosduren an der dritten Position betroffen. Die
Aminosdure in der zweiten Position (X) kann die Wahrscheinlichkeit einer Glykosylierung
beeinflussen: Prolin verhindert die Reaktion (Rini und Esko 2015-2017), saure
Aminosauren fihren zu einer Abnahme, Phenylalanin zu einer Zunahme der
Wahrscheinlichkeit. Asn-X-Ser/Thr befinden sich in 70% der Proteine und 70% dieser
Sequenzen tragen ein N-Gylkan. Somit kénnen diese DNA-Sequenzen als potientielle N-

Glykosierungs-Stellen angesehen werden, das tatsachliche Vorhandensein eines N-Glykans



und dessen Struktur ist jedoch von weiteren Umstanden abhédngig, wie beispielsweise dem

Gewebetyp.

Die Bindungszone eines N-Glykans besteht bei Eukaryonten immer aus der gleichen
Struktur: Mano1-3(Mana1-6)Manf1-4GlcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn. Diese wird bereits an
der Membran des ER gebunden an einem Dolichol-Phosphat-Anker (Dol-P) gebildet und
im ER ,,en-Block* auf das Protein libertragen. Dazu wird zunichst im Zytosol GICNAc-1-
Phosphat aus UDP-GIcNAc durch eine Phosphotransferase auf einen membranstéandigen
Dolichol-Anker transferiert. AnschlieRend erfolgt die Bindung eines weiteren GICNAcs
sowie mehrerer Mannose-Monosaccharide. Das entstehende Oligosaccharid
GlcsMangGIcNAc, wird nach Translokation in das ER und Bindung weiterer
Monosaccharide in Form von Glucose und Mannose durch eine Oligosaccharyltransferase
auf einen Asparaginylrest iibertragen. AnschlieBend erfolgt durch a-Glucosidasen und a-
Mannosidasen die Bildung des ,,core*“-Glykans MansGICNAc2-Asn, der anschlielfend im
Golgi-Apparat weiter modifiziert wird (Stanley et al. 2015-2017). Dies fuhrt zu einer
Vielzahl unterschiedlicher Strukturen, die protein- und zellspezifisch sein konnen. Eine
fehlende Entfernung der Glucose-Monosaccharide flihrt zu einem Ausbleiben der
Transportation in den Golgi-Apparat, hervorgerufen durch die Chaperone Calnexin und
Calreticulin (Miller und Graeve 2014).

2.1.2.2 O - Glykosylierung

Waéhrend humane N-Glykane immer eine identische ,,core*“-Region besitzen, Gber die die
Bindung an den Asparaginylrest erfolgt, ist dies bei O-Glykanen nicht der Fall. Typische
an der Bindung beteiligte Monosaccharide sind N-Acetylgalactosamin (GalNAc), aber
auch Fucose, Glucose oder Mannose. Die primar gebundenen Monosaccharide werden
anschlieBend wiederrum mittels Glycosyltransferasen weiter verlangert. Intrazellulére
Glykoproteine tragen oftmals O-Glykane, die aus einem N-Acetyl-D-glucosamin
(GIcNAC)-Rest bestehen.

O-Glykosylierungen erfolgen immer an Seryl-, Threonyl- oder Tyrosinylresten. Letztere
wurden als mogliche Glykosylierungsstellen erst spét entdeckt (Halim et al. 2011). Die
Glykosylierungswahrscheinlichkeit an méglichen Aminosaureresten wird von der
Aminosequenz des Proteins beeinflusst, beispielsweise scheint ein Prolin-Rest in der +3-
Position zu einer gesteigerten Aktivitat der GaINAc-Transferasen zu fuhren. Es ist jedoch
bislang keine Sequenz gefunden worden, die immer zu einer GalNAc-Glykosylierung fuhrt

(Xin et al. 2018).
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Abbildung 1: Aufbau der Core-Strukturen (modifiziert nach (Bennett et al. 2012))

D N-acetyl-galactosamine
. N-acetyl-glucosamine
QO Galactose

‘ N-acetylneuraminic acid
A Fucose

E Mannose

*Xylose

. Glucose

Das initial durch die ppGalNAcTs gebildete Tn-Antigen wird durch die T-Synthase (C1GalT1), f£3GnT6 und ST6GalNAc-
| weiter zum T-Antigen/ Core 1, Core 3 und dem sialyl Tn-Antigen (sTn-Antigen) verstoffwechselt. Es kann anschlieend

eine weitere Verlangerung stattfinden, wobei sialysierte Formen jedoch einen Endpunkt darstellen.

Der erste Schritt bei der Entstehung eines GaINAc-gebundenen O-Glykans stellt die

Bildung der O-glykosidischen Bindung von UDP-GalNAc zu einem Aminosaurerest dar.

Der entstehende GalNAc-O-Ser/Thr-Rest wird auch Tn-Antigen genannt. Diese Reaktion

wird von Polypeptid-N-Acetylgalactosaminyltransferasen (ppGalNACcTS) katalysiert, von

denen im humanen Genom 20 kodiert sind (Ju et al. 2011). Diese groRe Vielfalt stellt eine

Einzigartigkeit innerhalb der Familie der Glycosyltransferasen dar, was groRes Potential

fiir unterschiedliche Aktivitaten in unterschiedlichen Zellen birgt. Zwar unterscheiden sich

die einzelnen Isoenzyme in ihrer individuellen Spezifitat in Bezug auf das Akzeptor-

Protein, bereits bestehenden O-GalNAc-Glykosylierungen und ihren Expressionsraten in

unterschiedlichen Gewebetypen, doch herrscht trotzdem eine hohe Redundanz vor

(Bennett et al. 2012). So ist bislang nur bei einem Isoenzym, ppGalNAcT-3, bekannt, dass

bei Ausfall eine spezifische Erkrankung auftreten kann, die durch einen Abfall der

Sekretion von Fibroblast growth factor 23 (FGF23) und einer folgenden Stérung der

Phosphat-Hamostase zu familiarer tumoraler Calcinosis fuhrt. Die Ursache hierfur liegt

darin, dass eine mangelhafte Glykosylierung von FGF23 zu einem erhéhten Abbau der

Substanz fuhrt (Topaz et al. 2004; Kato et al. 2006).
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Waéhrend in gesundem Gewebe ppGalNACcTs ausschlieflich im Golgi-Apparat zu finden
sind, scheint es in einigen Tumoren zu einer Translokation der Enzyme in das ER zu
kommen (Gill et al. 2010; Bennett et al. 2012). Ob eine durch die Wachstumsfaktoren EGF
und PDGF hervorgerufene Translokation von ppGalNAcTs vom Golgi-Apparat in das ER,
unter Beteiligung der Tyrosinkinase Src tatsachlich existiert, wird allerdings kontrovers
diskutiert (Gill et al. 2010; Herbomel et al. 2017; Bard und Chia 2017).

Da Mucine eine besonders hohe Dichte an O-GalNAc-Glykanen aufweisen, wird in der
Literatur auch der Begriff ,,mucin-type glykosylation* fiir diesen Glykan-Typ verwendet
(Xin et al. 2018). Um diese hohe Dichte zu erreichen, weisen ppGalNACTS eine hohe
Aktivitat auf, was u.a. darauf zuriickgeftihrt wird, dass die C-terminal gelegene
Lektindoméne an ein zuvor gebildetes O-Glykan bindet und somit ein Entlanggleiten des
Enzyms am Protein mdglich ist (Ju et al. 2011). Ebenso ist Gber diese Lektindomane eine
Steuerung der Substratspezifitat moglich, so dass Bereiche entstehen, die eine besonders
hohe Dichte an O-Glykanen aufweisen (Raman et al. 2008).

Das durch die Bindung des GalNAcs an den Seryl oder Threonylrest entstandene O-
GalNAc-Glykan wird im Anschluss durch Glycosyltransferasen weiter modifiziert. Die
entstehenden Oligosaccharide bilden die Grundlage fiir weitere Modifikationen, wie
beispielsweise dem ABO-Blutgruppensystem. Es werden dabei vier ,,core*“-Komplexe
unterschieden. Core 1, auch T-Antigen genannt, entsteht aus der Bindung eines Galactose-
Monosaccharids an den O-GalNAc-Rest, so dass Gal-GalNAc-O-Ser/Thr entsteht. Diese
Reaktion wird durch die Core-1-p3-Gal-Transferase, auch T-Synthase genannt, katalysiert.
Core 3 entsteht durch die Bindung eines GIcNAcs an den GalNAc-O-Ser/Thr-Rest. Von
diesen Komplexen ausgehend besteht die Mdglichkeit, durch Bildung einer 1-f6-
glykosidischen Bindung von GIcNAc zum GalNAc-Rest die verzweigten Core 2 bzw. Core
4-Komplexe zu bilden. Wahrend Core 1 und Core 2 in Glykoproteinen und Mucinen vieler
verschiedener Zelltypen zu finden sind, wird Core 3 und 4 vor allem von bronchialen und

gastrointestinalen Geweben exprimiert (Brockhausen und Stanley 2015-2017).

Waéhrend die O-Glykosylierung mit GalNAc insbesondere auf sekretorischen und
Membranproteinen zu beobachten ist, finden intrazellular vor allem
Glykosylierungsreaktionen mit GIcNAc statt. Hierbei zeigt sich die Besonderheit, dass im
Gegensatz zur O-GalNAc-Glykosylierung keine weitere Verlangerung des Monosaccharid-
Rests erfolgt und andererseits ein hoher Umsatz zu verzeichnen ist, der dazu fiihrt, dass

GIcNAc wiederholt gebunden und gel6st wird. Dabei kommt es zuséatzlich zu einer
12



Konkurrenz und gegenseitigen Beeinflussung mit O-Phosphorylierungen. Beteiligte
Enzyme sind die O-GIcNAc-Transferase und die O-GIcNAcase, die im Gegensatz zu den
ppGalNACTs nur auf einem einzigen Gen kodiert sind und durch alternatives Splicing in 2
bzw. 3 Isoformen vorliegen. O-GIcNAc-Glykane scheinen, auch aufgrund ihrer hohen
Umsetzungsrate und der gegenseitigen Beeinflussung mit Phosphorylierungen, einen
regulatorischen Einfluss auf Transkription, Epigenetik, sowie Translation, Stabilitat und

den Lebenszyklus von Proteinen zu haben (Zachara et al. 2015-2017).

Waéhrend als typische Bindungspartner von O-Glykanen Seryl- und Threonylreste
fungieren, sind einige Ausnahmen bekannt. So kommt es beispielsweise bei der
Glykogensynthese zur initialen Bildung einer Glucose-Tyrosin-Bindung durch das humane
Glycogenin-1-Enzym (West und Hart. 2015-2017).

2.1.3 Funktionen von Glykanen im Organismus

Es wird geschatzt, dass etwa die Halfte aller Proteine des Menschen Glykosylierungen
aufweist (Apweiler et al. 1999). Daher Gibernehmen Glykane im Organismus eine Vielzahl
von Aufgaben. Diese lassen sich in vier groRe Kategorien unterteilen: Strukturelle und
modulatorische Funktionen, intrinsische und extrinsische Interaktionen sowie das
molekulare Mimikry, dass im Rahmen der Immunabwehr eine wichtige Rolle spielt (Varki
2017). Dabei ubernehmen die gleichen Glykane nicht immer auch die gleiche Funktion,
abhangig vom gebundenen Protein kénnen verschiedene Aufgaben Gibernommen werden.
Die Funktionen einiger Glykane ist bislang noch unbekannt (Varki und Gagneux 2015-
2017).

Auf biochemischer Ebene dient die Glykosylierung verschiedenen Zwecken: So schiitzt sie
Proteine vor proteolytischem Verdau, verandert die Affinitat einiger Rezeptoren oder deren
Liganden und beeinflusst die Aktivitat von Hormonen und Enzymen (Rehm und Letzel
2010).

Glykane tbernehmen eine Vielzahl an protektiven, stabilisierenden, organisatorischen und
Barrierefunktionen. So sorgen beispielsweise Glucose- oder GICNAc-Seitenketten fir eine
enorme physische Stabilitat, die auch enzymatisch nur schwer zu zerstoren ist. Beispiele

hierfir sind Cellulose oder Chitin.

Eine besonders hohe Konzentration an Glykoproteinen findet sich im Blut, da die

hydrophile Wirkung einiger Glykane erst die hohe Loslichkeit dieser Proteine bewirkt.
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Eine wichtige Rolle spielen Glykoproteine ebenfalls im Bereich der Proteinfaltung und
Qualitatskontrolle, aber auch als Marker im intrazelluléren Transport. Weitere Funktionen
liegen in der Beteiligung am interzelluldren Signalaustausch, der interzellularen
Zelladhésion, der Zell-Matrix-Interaktion und in der Immunabwehr, da praktisch alle
Zelloberflachen mit einer groRen Vielfalt an Glykanen ausgestattet ist, die es dem
Immunsystem erméglicht, kdrpereigenes von fremdem Material zu unterscheiden und

somit eine Immunabwehr auszuldsen (Varki 2017).

Eine besonders hohe Anzahl von O-GalNAc-Glykanen befinden sich auf Mucinen, so kann
mehr als 80% der Masse von Mucinen aus O-Glykanen bestehen (Arike und Hansson
2016). Mucine ubernehmen sowohl sekretorisch als auch membrangebunden im Korper
eine wichtige Rolle beim Schutz von Endothelien, sowohl in immunologischer und
physikalischer Hinsicht, aber auch als Gleitmittel (Chia et al. 2016). Der hohe Anteil an O-
GalNAc-Glykanen sorgt zudem fiir einen Schutz vor Proteasen, so dass ein proteolytischer

Abbau einiger Mucine nicht maéglich ist (Arike und Hansson 2016).

Weiterhin sind auf vielen Proteinen, die an der interzelluléren Zelladh&sion beteiligt sind,
O-GalNAc-Glykane zu finden. So binden einige O-GalNAc-Glykane beispielsweise an
Gelectine, die wiederum an Glykoproteine auf Zelloberflachen binden und so zu einer
gesteigerten Adhdsion fiihren kdnnen. Eine Veranderung dieser Glykane kann somit zu
einem veréndertem Adhésionsverhalten und damit einer gesteigerten

Metastasierungswahrscheinlichkeit fiihren (Chia et al. 2016).

2.2 Das Tn-Antigen
2.2.1 Die Entdeckung des Tn-Antigens

Das T-Antigen, auch TF-, Thomsen-Friedenreich-Antigen oder Core 1, wurde erstmals
1925 von Huebner und 1927/28 von Thomsen beschrieben, als bei einigen tiefgefrorenen
Erythrozyten-Konzentraten eine Agglutinationsreaktion einsetzte. Diese wurde durch die
enzymatische Freilegung des Antigens durch bakterielle Neuraminidasen hervorgerufen.
Friedenreich konnte 1930 zeigen, dass das T-Antigen als Bindungsstelle fur Antikorper

fungieren kann (Ju et al. 2011).

Das Tn-Antigens wurde 1957 durch Mereau et al. erstmals beschrieben, da bei einem
Patienten mit hamolytischer Andmie und Panzytopenie wiederholt eine Hyperagglutination
auftrat, die nicht durch die Freilegung des T-Antigens durch Neuraminidasen erklart

werden konnte. Bei diesem Tn-Syndrom genannten Krankheitsbild handelt es sich um eine
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erworbene loss-of-function-Mutation, die zu einer inaktiven B-1,3-Galactosyltransferase
(auch T-Synthase) fihrt. Diese katalysiert die Bindung des Galactose-Monosaccharids an
das O-GalNAc-Glykan und fiihrt somit bei Inaktivitat zu einer Unfahigkeit der Synthese
des T-Antigens. Da diese Mutation in pluripotenten Stammzellen auftreten kann, fiihrt dies
dazu, dass alle hdmatopoetischen Zelllinien betroffen sein kdnnen — eine so genannte

,,mixed field polyagglutination entsteht (Berger 1999; Rump et al. 2003).

1969 erfolgte die Beschreibung des Tn-Antigens durch das Binden an das Lectin Helix
Pomatia Agglutinin (HPA), welches insbesondere an terminale a-GalNAc bindet (Prokop
und Uhlenbruck 1969). Wéhrend die Struktur des T-Antigens bereits 1960 analysiert
werden konnte (Klenk und Uhlenbruck 1960), folgte der letztendliche Beweis fur die
Struktur des Tn-Antigens als monomer gebundenes GalNAc erst 1975 (Dahr et al. 1975).
Die Rolle des Tn-Antigens als Vorlaufer des T-Antigens, katalysiert durch die T-Synthase,
konnte durch zelluldre Aktivitdtsmessungen des Enzyms bei Tn-Syndrom-Patienten

bestatigt werden (Berger 1999).

2.2.2 T-Synthase und sein Chaperon Cosmc

Die hédufigste posttranslationale O-Glykosylierung, vor allen in Mucinen, stellt die Bildung
einer Bindung zu GalNAc dar. Dieser Schritt wird, wie bereits beschrieben, durch
zahlreiche N-Acetylgalactosamin-Transferasen katalysiert. Das zunéchst entstehende Tn-
Antigen wird anschliel’end durch verschiedene Enzyme weiter modifiziert, so dass
entweder Core 1, Core 3 oder eine sialysierte Form des Tn-Antigens, das sTn-Antigen,
entsteht (Ju et al. 2011). Hierbei besteht eine Konkurrenz zwischen den beteiligten
Enzymen, so dass geringere Aktivitat einer der Enzymklassen zu einer vermehrten

Expression der anderen Komplexe fuhrt (Barrow et al. 2013).

Das sTn-Antigen entsteht durch die Bindung eines N-Acetyl-5-neuroaminsaure-Monomers
an das O-GalNAc-Glykan, was weitere Modifikationen des O-Glykans verhindert. Diese
Reaktion wird hauptsachlich durch die Sialyltransferase ST6GalNAc-I katalysiert.
Isoenzyme dieser Transferase existieren zwar, doch zeigten Arbeiten, dass diese fast
ausschlieBlich auf Core 1 oder eine bereits sialysierte Form des Core 1 wirken. Eine
Expression von sTn-Antigen in gesundem Gewebe findet praktisch nicht statt (Marcos et
al. 2004; Terada und Nakanuma 1996).

Waéhrend Core 3 hauptséachlich in Zellen des bronchial- und gastrointestinalen Trakts

synthetisiert wird, wird Core 1, das T-Antigen, in allen Zellen des Korpers exprimiert. Die

15



Bindung des Galactose-Monosaccharids an das Tn-Antigen wird dabei durch die T-
Synthase katalysiert. Diese B3-Galactosyltransferase zeigt die Besonderheit, dass lediglich
ein Gen und keine weiteren Isoenzyme existieren. Untersuchungen des Genoms zeigten
allerdings, dass 4 Pseudogene existieren, deren cDNA unterschiedlich stark mit der T-
Synthase-cDNA Ubereinstimmen (pC1GALT-1 zu 93% bis pC1GALT-4 zu 71%). Zwei
der vier Pseudogene, pC1GALT-1 und -2, sind transkriptionell aktiv, was auf eine
Regulation der Expression der T-Synthase hindeuten kdnnte. Wéhrend das intakte T-
Synthase-Gen aus 3 Exons besteht, finden sich in den Pseudogenen nur jeweils ein Exon,
was auf eine evolutiondre reverse Transkription aus T-Synthase-mRNA und Integration in

das humane Genom hinweisen konnte (Ju et al. 2011).

Posttranslational durchlduft die T-Synthase einen ausgeprégten Faltungsvorgang im ER,
bevor eine Translokation als membrangebundenes Homodimer in den Golgiapparat
stattfindet. Diese Faltung geschieht unter Mitwirkung eines Chaperons, des Core-1-B3-
Galactosyltransferase-spezifischem, molekularen Chaperons, kurz Cosmc, und ist in
dessen Abwesenheit nicht mdglich (Ju und Cummings 2002). Ein Defekt von Cosmc fiihrt
daher zu der Unféhigkeit der Zelle das T-Antigen zu produzieren (Ju und Cummings 2002;
Wang et al. 2010).

Das Cosmc-Gen befindet sich auf dem X-Chromosom bei Xq24. Es besteht eine
Anhnlichkeit zur T-Synthase (26% identisch), so dass anfinglich irrtimlich davon
ausgegangen worden ist, dass es sich um ein weiteres Isoenzym der T-Synthase handelt
(Kudo et al. 2002). Inzwischen besteht die Annahme, dass sich Cosmc Uber Pseudogene
aus dem Gen der T-Synthase entwickelt hat. Wahrend auch wirbellose Tiere eine T-
Synthase aufweisen, besitzen diese jedoch kein Cosmc-Gen. Die T-Synthase dieser Tiere
weifdt jedoch im Gegensatz zum Menschen mehrere N-Glykosylierungen auf, von denen
man vermutet, dass sie fur den Faltungsvorgang in diesen Organismen essentiell sind (Ju et
al. 2011).

Es zeigte sich, dass in vitro Cosmc nicht an native T-Synthase bindet, sondern durch Hitze
oder chemische Prozesse denaturierte T-Synthase wieder korrekt faltet. Eine Ablésung der
korrekt gefalteten T-Synthase geschieht aufgrund des Einflusses weiterer nativer und nicht-
nativer T-Synthasen. Eine Aussage tUber mdgliche weiter bendtigte Faktoren in vivo kann
daraus allerdings nicht gezogen werden (Aryal et al. 2012). Weitere Arbeiten zeigten das
Vorhandensein einer Cosmc-Bindungszone innerhalb der T-Synthase (Cosmc binding

region within T-synthase, CBRT). Diese hydrophobe Sequenz befindet sich am N-
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terminalen Ende des Enzyms und ist fir den Faltungsvorgang essentiell. Nach Initiierung
der Faltung und Ablésung der T-Synthase von Cosmc scheint die Bindungszone
stereostatisch so behindert zu sein, dass eine erneute Bindung an Cosmc verhindert wird
(Aryal et al. 2014). Die Abldsung der T-Synthase von Cosmc scheint zudem davon
verursacht zu werden, dass entweder eine bereits gefaltete T-Synthase ein Homodimer mit
der Cosmc-gebundenen T-Synthase eingeht oder eine bislang nicht gefaltete T-Synthase
die gebundene T-Synthase verdréngt (Ju et al. 2014). Wéhrend Cosmc eine ATP-
Bindungsstelle besitzt (Ju et al. 2008), ist unbekannt, ob der Faltungsprozess unter ATP-
Verbrauch stattfindet, da zumindest bei in vitro-Versuchen kein Energieverbrauch zu
beobachten war (Aryal et al. 2010).

Durch die Bindung und Initiation der korrekten Faltung der T-Synthase sorgt Cosmc dafur,
dass ein nachfolgender Abbau durch den ER-assoziierten Degradationsweg verhindert wird
und eine korrekte Faltung eingeleitet wird. Bei fehlendem Cosmc bindet die T-Synthase an
das endoplasmic reticulum chaperone Bip (Hspa5; Grp78) oder andere Chaperone, wird ins
Zytosol retrotransloziert, dort polyubiquitiniert und anschlieBend durch das Proteasom
abgebaut. Zudem tauchen in Abwesenheit von Cosmc diverse Poly-T-Synthase-Komplexe
auf, die uber Disulfid-Bricken verknipft sind. Eine loss-of-function Mutation im Cosmc-
Gen flhrt daher zu einer Unfahigkeit, intakte T-Synthase zu synthetisieren und daher zur
Unféhigkeit, Core 1 in den betreffenden Zellen zu bilden. Dies fuhrt zu einer Kumulation
von Tn-Antigen (Ju et al. 2011). Bisher gezeigte Mutationen im Cosmc-Gen sind Punkt-
Mutationen, die zu Verschiebungen des ORF und Bildung eines Stop-Codons fiihren (Ju
und Cummings 2002), Verluste des Gens bzw. Loss of Heterozygosity (Ju et al. 2008) oder
Hypermethylierung des Cosmc-Promotors (Mi et al. 2012).

Ein Krankheitsbild, was auf diesem Pathomechanismus beruht, ist das bereits genannte Tn-
Syndrom, bei dem eine Punktmutation in einzelnen Zellen zu einer loss-of-function-

Mutation des Cosmc-Gens fuhrt (Ju und Cummings 2005).

2.2.3 Die Rolle des Tn-Antigens in der Tumorbiologie

1975 wurde durch Springer et al. erstmals nachgewiesen, dass das Tn-Antigen in 90% der
Mammakarzinoma von Tumorzellen exprimiert wird, was einen Zusammenhang zwischen
dem Tn-Antigen und Krebs nahe legte (Springer et al. 1975). In einer weiteren Arbeit
wurde nachgewiesen, dass das Tn-Antigen auch bei Tumoren des Respirations- und

Gastrointestinaltrakts sowie bei Zervixkarzinomen auftritt (Springer et al. 1980).
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Untersuchungen auf eine Immunantwort nach T- und Tn-Antigen-Applikationen zeigten,
dass 85% aller getesteten Karzinom-Patienten eine positive Reaktion auf die Applikation
aufwiesen, wahrend bei den nicht-Karzinomen die Leuk&mien mit einer positiven Reaktion
in 25% der Félle die hichste Rate zeigten. Patienten mit benignen Tumoren zeigten
allerdings nur in 8% der Falle und gesunde Patienten keinerlei positive Reaktion (Springer
et al. 1980).

Heutzutage geht man davon aus, dass ca. 90% aller Karzinome Tn-Antigen oder sTn-
Antigen exprimieren (Ju et al. 2011). Eine hohe Expression von Tn-Antigen im Gesunden
wurde dagegen bislang nur in embryonalen zentral-neuronalem Gewebe gezeigt (Akita et
al. 2001).

Das Auftreten von Tn-Antigen in humanen Tumorzelllinien beruhte in Untersuchungen
dabei immer auf einer Mutation im Cosmc-Gen und einer folgenden Fehlfaltung der T-
Synthase (Schietinger et al. 2006; Ju et al. 2008). Viele Tumorzellen sind jedoch in der
Lage, sowohl Tn- als auch T-Antigen zu exprimieren. Eine neuere Ubersichtsarbeit
beschreibt deshalb die Mdglichkeit, basierend auf einer moglichen Translokation von
ppGalNAcTs vom Golgi-Apparat in das ER (Gill et al. 2010), dass eine vermehrte
Konkurrenz zu weiteren, im Golgi-Apparat vorhanden O-Glykosylierungs-Reaktionen zu
einer vermehrten O-GalNAc-Glykosylierung und einer folgenden, durch die T-Synthase im
ER verursachten T-Antigen-Expression fiihrt. In dieser Arbeit wurden jedoch nur leicht
erhdhte Expressionen von Tn-Antigen-tragenden Proteinen auf der Zellmembran
beobachtet (Chia et al. 2016). AuBerdem bleibt anzumerken, dass eine mogliche
Translokation der ppGalNACcTSs kontrovers diskutiert wird (Herbomel et al. 2017; Bard und
Chia 2017). Weiterhin besteht die Mdoglichkeit, dass eine vermehrte Tn-Antigen-
Expression auf eine NF-kB-Aktivierung mit folgender TNF-a und IL-6-Freisetzung
zuriickzufuhren sein konnte. Eine Arbeit zeigte, dass die beiden proinflammatorischen
Zytokine moglicherweise zu einer Hypermethylierung des Cosmc-Promoters flihren, was
eine verminderte Expression von Cosmc und daher eine verminderte Aktivitat der T-

Synthase verursachen kénnte (Ho et al. 2016).

Insgesamt bedarf die biochemische Funktion des Tn-Antigens noch weiterer Forschung. So
zeigten Arbeiten, dass wéhrend die Rolle des Tn-Antigens in der Entwicklung von
Tumoren unklar ist, das Antigen jedoch mit schlechter Prognose und dem
Metastasierungspotential korreliert (Fu et al. 2016). So wurde gezeigt, dass die Expression

des Tn-Antigens in vitro zu einer gesteigerten Adhé&sion an endotheliale Zellschichten fiihrt
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(Bapu et al. 2016). Zudem sind im Falle von Tn-Antigen-tragendem Mucin 1 (MUC1)
Selbstinteraktionen verschiedener GalINAc-Reste beobachtet worden, die ebenfalls auf
einen Einfluss von Tn-Antigen auf die Zelladhadsion hinweisen (Haugstad et al. 2016).
Weiter wurde gezeigt, dass in einigen Tumoren veranderte Glykosylierungen zu einer
gesteigerten Expression von Galectinen fuhren. Insbesondere Galectin-3 bindet an das Tn-
Antigen, was zu einem gesteigerten Metastasierungspotential und einer verénderten

Immunantwort fihren kénnte (Kélbl et al. 2016).

Eine weitere mdgliche Funktion des Tn-Antigens konnte bei kolorektalen Karzinomen
beobachtet werden: So bindet das MUC1 gebundene-Tn-Antigen spezifisch an ein C-type
macrophage galactose binding lectin (MGL), welches von dendritischen Zellen und
Makrophagen exprimiert wird. Unverénderte Glykan-tragende MUC1 von gesunden Zellen
gehen keine Bindung zu diesem Lektin ein (Saeland et al. 2007). Die Bindung an MGL
flihrt Gber eine Interaktion mit T-Zell-gebundenem CD45 zu einer immunsuppressiven
Wirkung, die dem Tumor moglicherweise erlaubt, eine Immunantwort zu verhindern (van
Vliet et al. 2005; van Vliet et al. 2013).

Wie bereits dargelegt, kann das Tn-Antigen neben der T-Synthase durch weitere Enzyme
verandert werden. Aufgrund der Konkurrenz der beteiligten Enzyme, findet sich in der
Tumorbiologie bei Ausfall der T-Synthase deshalb besonders haufig die sialysierte Form
des Tn-Antigens, das sTn-Antigen, wieder. Aus diesem Grund erfolgt auch eine kurze

Betrachtung der Auswirkungen des sTn-Antigens.

In allen Tumoren ist eine 100%-ige Expression von sTn-Antigen aller Zellen dulerst
untypisch, es herrscht vielmehr ein Mosaik. In einigen Tumoren korreliert dabei ein
zunehmender Anteil mit einem zunehmenden Stadium und einer tieferen Invasion (Kakeji
et al. 1995). Dabei befindet sich das sTn-Antigen bei Adenokarzinomen sowohl auf der
Zelloberflache und intrazelluldr, aber aufgrund einer starken sekretorischen Funktion auch
im extrazelluldren Gewebe. Bei Plattenepithelkarzinomen ist dagegen eher das Zytoplasma

und manchmal die Zellmembran betroffen (Julien et al. 2012).

Die Expression von sTn-Antigen korreliert mit einer Abnahme der Uberlebenszeit. Eine
maogliche Ursache hierflr liegt darin, dass eine sTn-Antigen-Expression zu einer
Reduktion der Adhésion und einer Zunahme der Migration von Tumorzellen fuhrt.
Auflerdem scheint sTn-Antigen tber eine Immunmodulation ebenfalls zu einer

gesteigerten Tumoraggressivitat zu fihren (Julien et al. 2006). Jedoch wurde
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beispielsweise in Prostatakarzinomen neben einer geringeren Zelladhasion ein
verlangsamtes Tumorwachstum und ein geringes Metastasierungspotential beobachtet
(Munkley et al. 2015). Bei Hepatokarzinomen fiihrt eine Inhibition der ST6GalNAc-1, dem
Enzym, welches die Bildung von sTn-Antigen katalysiert, zu einer verringerten
Proliferation, Migration und Invasivitat des Tumors. Eine mogliche Ursache hierfr liegt
darin, dass bei Ausschaltung des Gens eine geringere Aktivitat des PI3/Akt-Signalwegs
gemessen wurde, welches bei hoher Aktivitéat diese Funktionen fordert (Yu et al. 2016). Da
Tn- und sTn-Antigen-tragende Zellen aufgrund ihrer kirzeren Glykan-Strukturen im
Vergleich zu T- und sT-Antigen-tragenden Zellen jedoch anfalliger fir eine Auslésung
einer Immunantwort und einer folgenden Lyse sind, muss der proliferationsfordernde

Effekt von Tn- und sTn-Antigen stérker ausgepréagt sein (Madsen et al. 2013).

2.2.4 Das Tn-Antigen beim Pankreaskarzinom

Sowohl das Tn-Antigen, als auch das sTn-Antigen lassen sich bei Pankreaskarzinomen
finden, letzteres ausschlie3lich bei malignen Geschehen (ltzkowitz et al. 1991). Ersteres
wird zwar auch von gesunden duktalen Zellen exprimiert, doch ist die Expression bei
malignen Geschehen stark erhoht (Schluessler et al. 1991). Weitere Arbeiten
widersprachen diesem und fanden keine Expression von Tn-, sTn- oder T-Antigen in

gesundem Gewebe (Terada und Nakanuma 1996).

Das Auftreten von sTn-Antigen beim Pankreaskarzinom ist mit einer schlechten Prognose
verbunden, da es sich hierbei um einen spéten Schritt innerhalb der Entwicklungskaskade
eines invasiven Adenokarzinoms handelt. Gleichzeitig findet allerdings in gut bis moderat
differenzierten invasiven Adenokarzinomen eine hohere Expression statt, als in schlecht
differenzierten (Kim et al. 2002).

Untersuchungen des Pankreaskarzinoms konnten teilweise trotz Tn-Antigen-Expression
keine Mutationen im Transferase- oder Cosmc-Gen zeigen. Vielmehr konnte in 40% der
Félle eine Hypermethylierung des Cosmc-Promotors gefunden werden, die zu einer
mangelnden Cosmc-Expression und einer folgenden T-Synthase-Inaktivitat fuhrte. Weitere
Untersuchungen an Cosmc-Knockout-Zelllinien zeigten eine gréRRere Zellheterogenitat und
vermehrte Entdifferenzierung, Proliferation und Invasion dieser Pankreaskarzinom-Zellen.
Eine mogliche Ursache hierfur waren verénderte Aktivitatslevel von Proteinen, die in der
Zelladhasion und im RAS-Signalweg beteiligt sind. Zudem zeigte sich eine verénderte

Phosphorylierung in einem Grof3teil der Proteine, die an der Zelladhdsion beteiligt sind,
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wie beispielsweise ZO-1, Integrin $1, den Hyaluron-Rezeptor CD44, Desmoglein, oder
auch weitere Proteine, die an der Desmosom-Formation beteiligt sind. Desmoglein ist an
der Regulation der p38-MAPK-AKktivitat beteiligt, so dass ein Verlust der Funktionalitat zu
einer gesteigerten p38-Aktivitat fuhrt, was wiederum zu einem vermehrten Abldsen von
Keratinen fuhrt. Aber auch p38 zeigte eine vermehrte Phosphorylierung in Cosmc-
Knockout-Zelllinien, so dass p38 im Pankreaskarzinom ein Schlisselprotein bei der
Storung der Zelladhasion sein konnte (Radhakrishnan et al. 2014). Ein weiterer Hinweis,
dass p38 eine wichtige Rolle im Bereich der interzellularen Bindung einnimmt, zeigt sich
bei Pemphigus vulgaris, bei dem es durch Autoantikrper-Bindung zu einer Aktivierung

der Kinase und einer folgenden Haut-Abldsung kommt (Spindler et al. 2013).

Veranderte O-Glykosylierungen haben neben dem Effekt auf die Proliferation ebenfalls
Einfluss auf die Apoptose-Wahrscheinlichkeit einer Zelle. So wurde gezeigt, dass durch
Ausschaltung der ppGalNAcT-14 in Pankreaskarzinom-Zelllinien die Sensitivitat auf
Apo2L/TRAIL gesenkt wurde, die normalerweise in Tumorzellen tber die
proapoptotischen Rezeptoren DR4 und DRS5 die Apoptose initiieren (Wagner et al. 2007).

Untersuchungen an Cosmc-Knockdown-Prankreaskarzinom-Zelllinien zeigten im
Gegensatz zu einer hoheren Proliferationsrate, die ansonsten bei Tn- und sTn-Antigen
tragenden Zellen beschrieben worden ist, jedoch eine geringe Proliferation bei ebenfalls
verringerter Apoptose-Rate. Zudem scheint die Ausschaltung von Cosmc ebenfalls einen

Einfluss auf die Expression der ppGalNAcTSs zu haben (Hofmann et al. 2015).

2.3 Exokrine und endokrine Pankreasfunktion

Das humane Pankreas ubernimmt eine wichtige Rolle im Organismus. Es ist sowohl an der
Verdauung, aber auch an endokrinen Prozessen beteiligt. Mikroskopisch besteht das
Pankreas aus glanduldren Lobuli, die wiederum aus vielen Azini bestehen. Letztere stellen
Drisengénge dar, die die Sekret-produzierenden Azinuszellen enthalten. Die Azini
vereinigen sich Gber Schaltstiicke zu einem gemeinsamen Ausfliihrungsgang, die
schlieBlich im Hauptausfiihrungsgang des Pankreas, dem Ductus pancreaticus, enden
(Reichert und Rustgi 2011). Ca. 1-4% des Pankreasgewebes besteht aus den Langerhans-
Inseln, die aus a-, B-, 8-, e- und PP-Zellen bestehen (Rahier et al. 1981). Die Zellen der
Langerhans-Inseln sind im Gegensatz zu den Azinuszellen endokrin aktiv und stellen in
ihrer Gesamtheit die endokrine Funktion des Pankreas dar. Diese besteht u.a. aus der

Regulation der Glucose-Hamostase tber Glucagon (a-Zellen) und Insulin (B-Zellen) sowie
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indirekt Uber Somatostatin (5-Zellen). Letzteres hat ebenfalls einen Einfluss auf die
exokrine Funktion des Pankreas (Sliwinska-Mosson et al. 2014). Zudem besteht ein
Einfluss auf den Appetit Uber das pankreatische Polypeptid (PP-Zellen) und Ghrelin (e-
Zellen) (Kleine und Rossmanith 2014; Yildiz et al. 2004).

Der Grofiteil des Pankreasgewebes ist jedoch exokrin aktiv (Rahier et al. 1981). Das
Pankreas stellt die wichtigste Verdauungsdrise des Organismus dar. Die Enzyme des
Sekrets sind an der Verdauung aller Stoffklassen beteiligt. Um dabei einen Selbstverdau zu
verhindern, wird eine Vielzahl der Proteine in inaktiven Vorstufen sekretiert, die erst
intraluminal aktiviert werden. Wichtige beteiligte Enzyme stellen Trypsin(-ogen),
Chymotrypsin(-ogen), (Pro-)Carboxypeptidasen und (Pro-)Elastasen zum Spalten von
Eiweillen dar, a-Amylase zum Verdau von Stérke, Ribo- und Desoxyribonukleasen sowie
Lipasen. Eine initiale Umwandlung von Trypsinogen zu Trypsin erfolgt dabei durch die
Enteropeptidase des Birstensaums des Duodenums. Das aktive Trypsin flhrt dann
wiederum Uber limitierte Proteolyse zur Aktivierung der weiteren Proenzyme (Lo6ffler und
Massner 2014).

Wie bereits dargelegt, befinden sich O-GalNAc-Glykosylierungen vor allem auf
membrangebundenen und sekretorischen Proteinen (Steentoft et al. 2013). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass verkurzte O-Glykosylierungen, wie sie beim
Pankreaskarzinom zu finden sind, einen signifikanten Einfluss auf die endokrine
Pankreasfunktion austiben (Wolters-Eisfeld et al. (in Review)). Im Rahmen dieser Arbeit
soll daher der Einfluss von aberranten O-Glykosylierungen auf die exokrine

Pankreasfunktion weiter untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Es wurden, solange nicht anderes genannt, Chemikalien in analysereiner Qualitat folgender

Hersteller bezogen:

Bio-Rad
Sigma Aldrich
Carol Roth
Merck

3.1.2 Materialien und Gerate

Es wurden, soweit nicht anders genannt, Materialien und Gerate folgender Hersteller

verwendet:

e Greiner bio-one
e Eppendorf
e Sarstedt

3.1.3 Lo6sungen und Puffer

Folgende Puffer wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Die Losungen wurden

jeweils mit dH20 hergestellt.

PBS 137mM NacCl
2,7mM KCI
8mM NaHPO4
1,8mM KH2PO4
pH=7,4

TBS-T 50mM Tris/HCI
150mM NacCl
0,005% Tween 20
pH=7,4
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Mauslysat-Herstellung

Homogenisierungs-Puffer 0,3M Sucrose
2mM MES
ImM EDTA
pH=6,8

Western Blot

SDS running buffer 25mM Tris
192mM Glycin
0,1% SDS

Transferpuffer 190mM Glycin
25mM Tris

10% Methanol

Chromatographie

Chromatographie-Bindungspuffer (CBB) 10mM HEPES
0,15M NaCl
0,ImM Ca?
0,01mM Mn?*
pH=7)5

Elutionspuffer 100mM Natriumacetat
1M Galactose
pH=3,0

Folgende bezogene Puffer wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 1: Bezogene Puffer und Lésungen

Puffer Hersteller Katalog-Nr.
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) Biochrom L 2035
HEPES Sigma H3375
DMEM Sigma D6429
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DSMO Sigma D5879
MES Sigma M8520
RIPA Pierce 89901
PanReac
SDS-L6sung (20%) ) A3942
AppliChem
Tween 20 Sigma P1379
3.1.4 Antikorper und Lektine
3.1.4.1 Primare Antikorper
Tabelle 2: Primére Antikorper
Bezeichnung Klonalitat  Spezies Epitop Herkunft
Anti-Tn 1gG monoclonal mouse  Tn-Antigen Thermo Scientific; MA180055
Anti-Elastase IgG  polyclonal ~ rabbit  Elastase Abcam; ab21593
3.1.4.2 Sekundare Antikorper
Tabelle 3: Sekundére, HRP-konjugierte Antikdrper
Bezeichnung Klonalitat Spezies Herkunft
goat anti-rabbit IgG-HRP  polyclonal goat Thermo Scientific; 31460
goat anti-mouse IgG-HRP  polyclonal goat Thermo Scientific; 32430
3.1.4.3 Lektine
Tabelle 4: Lektine
Bezeichnung Epitop Herkunft
Agarose Vicia villosa Lektin (VVL) Tn-Antigen Vector Laboratories; AL-1233
Biotinyliertes Vicia villosa Lektin (VVVL) Tn-Antigen Vector Laboratories; B-1235
Biotinyliertes Peanut Agglutinin (PNA) T-Antigen Vector Laboratories; B-1075

3.1.5 Entwicklung eines Cosmc-KO-Mausmodells

Zur Untersuchung des Einflusses der aberranten O-Glykosylierungen in vivo war die

Ziichtung eines Mausmodells notwendig. Aufgrund der Eigenschaft vieler Tn-Antigen-

tragender Karzinome, Mutationen ausschlielRlich im Bereich des Cosmc-Gens zu zeigen

25



(Schietinger et al. 2006; Ju et al. 2008), war die Zielsetzung, im Mausmodell ebenfalls eine
Ausschaltung des Cosmc-Gens zu erreichen. Konventionelle Nullmutationen von Cosmc in
der Keimbahn von Mé&usen verlaufen embryonal letal (Wang et al. 2010). Daher erfolgte
durch das Unternehmen genOway die Zlichtung einer Mauslinie, bei denen das Gen

Pankreas-spezifisch ausgeschaltet werden kann.

Bereits 1988 wurde das Cre/loxP-System entwickelt. Dies beruht auf einer spezifischen
Cre-Rekombinase, urspriinglich entnommen der Bakteriophage P1, die zu einer von
Kofaktoren unabhéngigen Rekombination von Genabschnitten, die sich zwischen zwei
loxP-Sequenzen befindet, fuhrt. Dadurch ist es moglich, spezifische Genabschnitte zu
entfernen und somit dysfunktionale Gene zu erzeugen (Sauer und Henderson 1988). Einige
Jahre spater wurde gezeigt, dass dieses VVorgehen auch in vivo méglich ist (Gu et al. 1994).

Das Cosmc-Gen befindet sich auf dem X-Chromoson, ist 4,3 kb lang und besteht aus zwei
Exonen, bei denen sich die ATG-Startsequenz und das Stopcodon auf dem zweiten Exon
befinden. Zur Ziichtung einer pankreatischen Cosmc-defizienten Mauslinie wurde daher
das Exon 2 des Cosmc-Gens durch die Insertion einer loxP-Sequenz im Intron 1 und einer
weiteren loxP-Sequenz, kombiniert mit einer FRT-flankierten Neomycin-Selektions-
Kassette abwaérts des Exons 2 umschlossen. Verwendet wurden dabei lox2272-Sequenzen,
um ein Einkreuzen weiterer loxP-markierter Mauslinien zu ermdglichen. Dieses Modell
wurde durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen erzeugt, mit denen
maénnliche, heterozygote Mause geziichtet worden sind. Durch weitere Kreuzung wurden

heterozygote, bedingt Cosmc-Knock-out Mauslinien erzeugt.

Die Pankreas-spezifische Ausschaltung von Cosmc erfolgte durch die Kreuzung der loxP-
markierten Mauslinien (Cosmc™* und Cosmc™f1%) mit Ptfla-Cre’*-Méausen. Ptfla
(Pancreas transcription factor 1 subunit alpha) zeigt eine ausschliche Expression im
Pankreasgewebe. Somit konnten sowohl Cosmc-Knock-out (KO), als auch Wildtyp (WT)-
Méuse geziichtet werden. Die Genotypisierung erfolgte mittels Kappa mouse genotyping

hot start Kit (PegLab) und den in Tabelle 5 genannten Primern.

Tabelle 5: Zur Genotypisierung der Mause verwendete Primer

Cre-F 5-ACC AGC CAG CTATCA ACT CG-3

Cre-R S-TTACAT TGG TCC AGC CAC C-3

Cosmc-F 5-CAC AGA ACT CAC TAT CCACTA GGC ATG AAT ACAT-3
Cosmc-R 5-GCT CTC CCT AAATAT ACA ACC GAT TAA GAA AGT GT-3
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3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Herstellung von Mauslysaten

Zur Herstellung der Mauslysate wurde ein modifiziertes Protokoll nach Rindler verwendet
(Rindler 2006). Alle folgenden Schritte wurden entweder auf Eis oder bei 4°C
durchgefuhrt, verwendete Puffer wurden vorgekihlt. Die Méuse wurden zunédchst mittels
CO- sediert und dekapitiert. AnschlieBend erfolgte eine schnelle Praparation des Pankreas,
Entfernung von anhdngendem Gewebe, Reinigung in PBS, Zerkleinerung und Zugabe in
den Homogenisierungs-Puffer. Die weitere Homogenisierung erfolgte mittels Dounce-
Homogenisator, es wurde jeweils 2 pul HALT protease inhibitor mix (87785; Pierce)
hinzugegeben. Anschlielend erfolgte eine erste Zentrifugation bei 750g fur 10min. Der
Uberstand wurde gesichert, der Bodensatz erneut in Homogenisierungs-Puffer geldst,
homogenisiert, zentrifugiert und der Uberstand dem bereits vorhandenem hinzugefiigt.
AnschlieBend erfolgte eine Filtration durch ein Nylon-Netzfilter (NY2002500; Merck
KGaA). Das entstandene Lysat wird in dieser Arbeit ,,Gesamtlysat™ genannt. Nach einer
erneuten Zentrifugation bei 17509 fiir 20min enthalt der Bodensatz nun die
Zymogengranula, der Uberstand zytoplasmatische Proteine und endokrine Granula
(Uberstandi7sog).

Zur weiteren Aufreinigung der Zymogengranula und Freisetzung der Proteine wurde der
Bodensatz in RIPA und Protease-Inhibitor geldst, und zweimalig bei 20000g ftir 30min
zentrifugiert. Der Uberstand enthélt nun die enzymatischen Proteine, die Zymogengranula-
Membranen befinden sich jeweils im Bodensatz. Der Uberstand des zweiten

Zentrifugationsschritts wird in dieser Arbeit ,,Zymogengranula‘ genannt.

Der Uberstandi7sog wurde ebenfalls zweimalig bei 200009 fir 30min zentrifugiert, der
Uberstand enthielt jeweils die zytoplasmatischen Proteine. Der Uberstand des zweiten

Zentrifugationsschritts wird in dieser Arbeit als ,,Zytosol* tituliert.

3.2.1.2 Primare Zellkultur und Stimulation der Sekretion

Um bestimmen zu kénnen, inwiefern aberrante O-Glykosylierungen einen Einfluss auf die

Stimulationsmoglichkeit der Pankreaszellen haben, wurde zundchst eine primére Zellkultur
angelegt, diese mittels Caerulein (C9026; Sigma-Aldrich) stimuliert und das Sekret weiter

untersucht.
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Zur Herstellung der Primarkultur wurde das Pankreas nach Praparation zerkleinert und in
PBS gelost. Es erfolgte die Zugabe von Collagenase IV (Sigma-Aldrich) und eine
Inkubation bei 37°C fur 1,5 Stunden. Anschlieend wurde der Zellverband durch
mehrmaliges Pipettieren durch einen 40um-cell-strainer-Filter (08-771-1; Fisher Scientific)
weiter aufgeldst. Nach Zentrifugation bei 200g fiir 5 Minuten wurde der Bodensatz in
DMEM qgel6st und Fraktionen gleicher Zellzahlen gebildet. Es erfolgte die Zugabe von
Caerulein sowie die Anlage einer Kontrollfraktion ohne Stimulator und die Inkubation fir
60 Minuten bei 37°C. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 5009 fur
10 Minuten entfernt. Nach Proteinkonzentrationsmessungen (siehe 3.2.2.1) erfolgte die
Messung der Enzymaktivititen per Enzym-Substrat-Assays im Uberstand bzw. Sekret
(siehe 3.2.2.2).

3.2.2 Biochemische Methoden
3.22.1 BCA

Die Proteinkonzentrationsbestimmung in Lysaten erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit
(23227; Pierce). Es wurde nach Anleitung vorgegangen. Dazu wurde eine Standardreihe
mit dem Albumin Standard (BSA) aufgestellt und das Working-Reagenz durch 50:1-
Mischung der Reagenzien A und B hergestellt. AnschlieRend wurden jeweils 25ul einer
Probe und des Standards als Doppelbestimmung auf eine 96-well-Platte (655901; Greiner
bio-one) aufgetragen. Nach Zugabe von 200ul Working-Reagenz pro Well und
Durchmischung auf der Ruttelplatte (Heidolph, Rotamax 120) erfolgte die dreiRig-
mindtige Inkubation bei 37°C. Die Messung der Absorption erfolgte im FLUOstar Omega
bei 562nm, die Auswertung wurde mit der MARS Data Analysis Software (Version 2.41;

BMG Labtech) vorgenommen.

3.2.2.2 Enzym-Substrat-Assays
Zur Messung von Enzymaktivitaten wurden 4-Methylumbelliferyl (4-MU)- bzw. 7-Amido-
4-methylcumarinylamid-gekoppelte Substrate verwendet, die den Lysaten zugegeben
wurden. Die enzymatische Umsetzung dieser Substrate fuhrte zu einer Freisetzung von 4-
MU-Phosphat bzw. 7-Amino-4-methylcoumarin, dessen Fluoreszenz mit dem FLUOstar
Omega (BMG Labtech) gemessen wurde. Die Hohe der gemessenen Fluoreszenz
korrelierte dabei mit der Hohe des umgesetzten Substrats und damit mit der Aktivitat des
Enzyms. Dabei wurden alle in Tabelle 6 ersichtlichen Substrate der Hersteller Sigma-
Aldrich und Santa-Cruz verwendet, sie lagen geldst in DSMO vor. Um eine identische
Inkubationszeit aller Assays zu gewahrleisten, wurde die Injektions-Funktion des
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FLUOstar Omegas verwendet. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte in schwarzen
OptiPlate-96 F-Platten (PerkinElmer) bei einer Exzitation von 360nm (4-MU-gekoppelte

Substrate) bzw. 365nm (7-Amino-4-methylcoumarin-gekoppelte Substrate) und einer

Emission von 440nm. Die Auswertung erfolgte mit der MARS Data Analysis Software

(Version 2.41; BMG Labtech). Die durchschnittlich gemessene Fluoreszenz wurde gegen

die Wildtyp-Aktivitéat verglichen. Fehlerbalken in Diagrammen zeigen den Standardfehler.

Die Messung erfolgte mittels Dreifachbestimmung einer Probe mit jeweils 5ug Protein,

aufgefillt mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 350ul. Nach Messung eines Nullwertes (0

min), erfolgte per FLUOstar Omega-Injektion die Zugabe von 2ul 5mM Substrat (2 min).

Die Messung der resultierenden Fluoreszenz erfolgte bei 4 min, eine Korrektur gegeniber

einer Nullprobe erfolgte. Zur Aktivitats-Verlaufskontrolle erfolgte die weitere Messung der

Fluoreszenz alle 2 Minuten Uber den Zeitraum einer Stunde.

Tabelle 6: In Enzym-Substrat-Assays verwendete Fluoreszenz-gekoppelte Substrate

Bestell-

Hersteller NF Substrat Enzymklasse

Sigma- Buttersdure-4- .
: 19362 . L

Aldrich 936 methylumbelliferylester 'pase
Sigma- 69585 4-Methylumbelliferyl-N-acetyl- ~ N-acetyl-f-
Aldrich B-D-glucosamid Dihydrat Glucosaminidase
Sigma- Essigsaure-4-
Aldrich MO8s83 methylumbelliferylester Esterase
S'g”Ta' M1633 4-Methy1umbel_hferyl p-D- [-Galactosidase
Aldrich galactopyranoside
Sigma- M2133 4-Methylumbelliferyl N-acetyl-p- B-N-
Aldrich D-glucosaminide Acetylglucosaminidase
Slgma- M3633 4-Methy1umb_ell1fery1 B-D- B-Glucosidase
Aldrich glucopyranoside
Slgma- M3657 4-Methy1umbe_ll1fery1 a-D- o-Mannosidase
Aldrich mannopyranoside
Slgma- M7133 4-Methylumbe|llferyl sulfate Sulfatase
Aldrich potassium salt
Slgma- M8527 4-Methylum?3elhferyl a-L- o-L-Fucosidase
Aldrich fucopyranoside
Siama- 2'-(4-Methylumbelliferyl)-a-D-

g . M8639 N-acetylneuraminic acid sodium  Neuraminidase
Aldrich

salt hydrate

Sigma- .
Aldrich M8883 4-Methylumbelliferyl-phosphat Phosphatase
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Sigma- 4-Methylumbelliferyl-N-acetyl- -
Aldrich M9659 8-D-galactosaminid B-Galactosaminidase
Slgma- MO766 4-Methylumb_elhfery1 a-D- o+-Galactosidase
Aldrich glucopyranoside
Siama- N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-

g . M9771 Pro-Val-7-amido-4- Elastase
Aldrich

methylcumarinylamid
4-Methylumbelliferyl 4-
guanidinobenzoate hydrochlorid

Santa-Cruz sc-210120 Trypsin

3.2.2.3 SDS-Page

Fir die Durchfiihrung einer eindimensionalen Gelelektrophorese wurden gleiche Mengen
an Proteinen 1:5 mit Laemmli Sample Buffer (161-0737; Bio-Rad) vermischt und bei 98°C
fur 5 Minuten denaturiert. AnschlieBend erfolgte das Auftragen der Proteine und des
Proteinmarkers Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad) auf 4-15% Mini-
PROTEAN TGX Precast Gele (456-1035; Bio-Rad). Die Gelelektrophorese wurde bei
100V (ber eine Stunde in einer Elektrophoresekammer (Mini-Trans Blot Cell, BioRad)
durchgefuhrt, als Pufferlésung wurde der SDS-Running-Buffer verwendet. AnschlieRend

erfolgte der Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran.

3.2.2.4 Western Blot und Detektion

Zur Detektion der in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine erfolgte der
Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran (Thermo Scientific). Dieser Transfer
wurde mittels Tank-Blot-System (Bio-Rad) bei geplanter Lektin-Detektion mit 30V und
4°C Uber Nacht, bei folgender Immunodetektion mit 100V Uber eine Stunde erreicht.
AnschlieBend erfolgte die Blockierung der Membran mittels einstiindiger Inkubation in
Carbo-Free-Blocking Solution (SP-5040; Vector Laboratories), 1:10 geldst in TBS-T.

Bei Lektin-Detektion erfolgte die einstindige Inkubation mit 75ug biotinyliertem Vicia
villosa Lektin und 2ul Streptavidin-HRP (21126; Pierce), geldst in HBSS. Anschlie3end

wurde die Membran sechsmalig mit TBS-T gewaschen.

Bei Immunodetektion erfolgte nach Blockierung die Inkubation mit dem primaren
Antikorper tber Nacht und eine folgende sechsmalige Reinigung mit TBS-T.
AnschlieBend wurde der sekundére Antikérper hinzugegeben und nicht gebundene

Antikdrper nach einstiindiger Inkubation sechsmalig mit TBS-T ausgewaschen.
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Zur Auswertung erfolgte eine zehnminditige Inkubation in ECL Western Blotting Substrate
(32106; Pierce) und die anschlieBende Entwicklung auf Amersham Hyperfilm ECL (GE
Healthcare) mit unterschiedlichen Belichtungszeiten.

3.2.25 Low pressure liquid chromatography (LPLC)

Um eine Konzentrierung von Tn-Antigen-tragenden Proteinen zu ermdglichen, erfolgte die
Durchfiihrung einer LPLC. Es wurde das BioLogic LP System (731-8301) zur
Chromatographie sowie der BioFrac Fraction Collector (741-001) zum Auffangen der
Proben verwendet. Als stationare Phase wurde Agarose Vicia villosa Lektin (VVL)

eingesetzt.

Zunachst erfolgte der Aufbau des Systems, eine Spilung mit dem Chromatographie-
Bindungspuffer (CBB) und eine Kalibrierung der UV-Lampe. Die Chromatographie
erfolgte nach Zugabe der Probe in den Bindungspuffer mit einem Gesamtvolumen von
25ml und einer Laufgeschwindigkeit der mobilen Phase von 5ml/min. Der Protein-UV-
Grenzwert flr das Auffangen der ausgewaschenen mobilen Phase lag bei 0,0050 AU, diese
ausgewaschene Fraktion wird in dieser Arbeit als ,,mobile Phase* tituliert. AnschlieRend
erfolgte die Elution mit dem Elutionspuffer, diese Fraktion wird in dieser Arbeit
,Elutionsphase* genannt. Der Protein-UV-Grenzwert dieser Phase wurde bei 0,0010 AU
eingestellt. Nach Abschluss der Chromatographie erfolgte in beiden Fraktionen eine

Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Kit (siehe 3.2.2.1).

3.2.2.6 VVL-Pulldown

Eine weitere Mdglichkeit, Tn-Antigen-tragende Proteine zu konzentrieren, bestand im
Pulldown mit Agarose Vicia villosa Lektin. Es erfolgte zunachst das zweimalige Waschen
der Beads in HBSS, anschlieBend wurde dem Agarose-Granulat 200ug Protein
hinzugegeben. Nach Inkubation fur eine Stunde im Rotations-Inkubator erfolgte die
sechsmalige Reinigung mit HBSS fir jeweils 5 Minuten. Das Agarose-Granulat wurde
anschlielend in PBS gel6dst und es erfolgte die Durchfiihrung einer

Proteinkonzentrationsbestimmung.

3.2.2.7 ELISA

Fur die Bestimmung von Enzym-Mengen in Lysaten wurde ein Sandwich-ELISA
durchgefuhrt. Verwendet wurden dabei das Mouse Pancreatic Lipase (PL) ELISA Kit
(MBS262534; MyBioSource.com) sowie das Mouse Elastase 2A (ELA2A) ELISA Kit
(MBS9904371; MyBioSource.com). Vorgegangen wurde jeweils nach Beschreibung. Dazu
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wurde eine Standardreihe angelegt, sowie die nétigen Vorbereitungsarbeiten durchgefthrt.
AnschlieRend wurden die Standardreihe und die Proben auf eine ELISA-Platte
aufgetragen, es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung. Nach Inkubation fur 90 Minuten
bei 37°C erfolgte ein dreimaliger manueller Waschgang. Anschlief’end wurde der
biotinylierte Antikérper den Proben zugegeben und fur 60 Minuten bei 37°C inkubiert.
Nach erneutem dreimaligen Waschen erfolgte die Zugabe des Enzyms und eine erneute
Inkubation Gber 30 Minuten bei 37°C. Es erfolgte ein flinfmaliger Waschgang und die
Zugabe der Farb-Reagenzien sowie eine erneute Inkubation bei 30°C. Diese wurde
innerhalb von 30 Minuten, nach Bildung eines Farbgradientens mittels Zugabe des Stop-
Reagenz unterbrochen. Die Auswertung des ELISAs erfolgte mit dem FLUOstar Omega
(BMG Labtech) und der MARS Data Analysis Software (BMG Labtech).

3.2.2.8 Massenspektrometrische Proteomanalyse

Zur Vorbereitung der massenspektrometrischen Identifizierung aller O-GalNAc-
glykosylierten Proteinen der Lysate erfolgte zundchst ein VVVL-Pulldown zur
Konzentrierung der Tn-Antigen-tragenden Proteine. Die Proteine wurden mittels SDS-
Page von weiteren in der Losung enthaltenden Substanzen getrennt und aus dem Gel
ausgeschnitten. AnschlieRend erfolgte die Identifizierung der Proteine mittels

massenspektrometrischer Proteomanalyse.

3.2.3 Histologische Methoden
3.2.3.1 Histologische Gewebefarbung

Zur histologischen Farbung von Geweben wurde das Pankreas in Tissue-Tek (Sakura) fiir
das Gefrierschnittverfahren eingelegt. Die Schnitte wurden zur Farbung in PBS gewaschen
und mit dem HRP-AEC System eingefarbt (CTS003; R&D Systems), es wurde den
Herstellerangaben gefolgt. Dazu wurde der Gewebeschnitt zundchst mit ein bis drei
Tropfen Peroxidase Blocking Reagenz bedeckt und anschlieBend fiinfmalig in Puffer
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit Serum Blocking Reagenz G fir 15
Minuten. Nach Entfernen des Reagenzes wurde die Probe, jeweils mit ein bis drei Tropfen,
zun&chst in Avidin Blocking Reagenz und nach Reinigung mit Puffer in Biotin Blocking
Reagenz inkubiert. Nun erfolgte die Inkubation mit dem priméren Antikorper, eine
folgende dreimalige Reinigung mit Puffer und die erneute Inkubation mit dem
biotinyliertem Sekundar-Antikorper fur 30 bis 60 Minuten. Nach erneuter dreimaliger
Reinigung in Puffer wurde der Gewebeschnitt in ein bis drei Tropfen HSS-HRP fir 30
Minuten inkubiert und anschlieBend doppelt in Puffer gewaschen. Alternativ zur
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Immunodetektion wurde die Probe mit einem hergestellten Konjugat aus biotinyliertem
Lektin und Streptavidin-HRP inkubiert und anschlieRend mit Carbo-Free-Blocking
Solution blockiert sowie mit Puffer mehrmals gewaschen. Nun wurden ein bis funf
Tropfen einer frisch zubereiteten AEC Chromogen Lésung mit Hilfe einer Tropfflasche
auf dem gesamten Schnitt verteilt. Nach ausreichender Farbung wurde die Probe in
destilliertem Wasser fur 5 Minuten gewaschen und anschlieBend mit Filterpapier
getrocknet. Die Auswertung erfolgte mit einem AXIO Scope.Al (Zeiss) Mikroskop und
einem BIOREVO BZ-9000 (Keyence).

3.3 Statistik

Students T-Tests wurden verwendet, um die Unterschiede in den Durchschnitten zweier
Fraktionen zu vergleichen. In Diagrammen entsprechen dabei Fehlerbalken dem
Standardfehler mehrerer Wiederholungen (n > 3). Statistische Signifikanzen in den
Unterschieden zweier Fraktionen sind in den Diagrammen mit *p < 0,05, **p < 0,01 und
***n < 0,001 gekennzeichnet. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant

angenommen.

Um die Signifikanz des Unterschieds zweier Messreihen zu berechnen, wurde der
Mauchly-Test auf Spharizitat angewandt. Bei einer Signifikanz unter 0,05 wurde ein
Korrekturverfahren durchgefiihrt. Bei € > 0,75 wurde die Huyn-Feldt-Korrektur
angewandt, bei € < 0,75 die Greenhouse-Geisser-Korrektur. Die Auswertung erfolgte mit
SPSS, ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Zur Berechnung von Flachen unter Kurven (Area under curve, AUC) wurden Riemann

Summen verwendet.

3.4 Studienzustimmung

Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit deutschen und europaischen Gesetzen zum
Schutz experimenteller Tierversuche durchgefiihrt, es lag eine Zustimmung des
verantwortlichen Gremiums der Freien und Hansestadt Hamburg vor (G4/15; ORG602;
ORG616; A8/651).
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4 Ergebnisse

4.1 Kontrolle des erfolgreichen Cosmc-Knock-Outs im

Mausmodell
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Abbildung 2: Nachweis des erfolgreichen Cosmc-Knock-outs im Mausmodell.

(A) Reprasentativer Western Blot von pankreatischen Gesamtlysaten, das Tn-Antigen wurde mit VVL markiert. Eine
Bandendemaskierung findet vor allem in den Cosmc-KO-Mausen statt. (B) Représentative histologische Farbungen von
Pankreasgewebe mit Vicia Villosa Lektin (VVL), Peanut Lektin (PNA) und anti-Tn.

Zunéchst erfolgte die Kontrolle des erfolgreichen Cosmc-Knock-outs im Pankreasgewebe.
Da ein erfolgreicher Knock-out von Cosmc (iber eine T-Synthase-Inaktivitat zu Tn-
Antigen-Bildung flhrt, wurde dieses mittels Vicia villosa Lektin (VVL), einem Lektin,
welches insbesondere an terminale O-GalNAc-Gruppen bindet, gezeigt. Dazu wurde das
Gesamtlysat mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und eine Western Blot unter Detektion
mit VVL vorgenommen (siehe Abbildung 2 A). Eine ubiquitare Bandendemaskierung fand
dabei vor allem in den Lysaten der Cosmc-KO-M&usen statt, wahrend im WT nur eine
minimale Farbung zu beobachten ist. Dies deutet auf eine erfolgreiche Ausschaltung des

Cosmc-Gens hin.

Weiter wurde der erfolgreiche Cosmc-Knock-out mittels histologischer Farbungen von
pankreatischem Gewebe gezeigt. Die Farbung erfolgte mit VVL, PNA und anti-Tn (siehe
Abbildung 2 B). Auch hier zeigte sich eine ausschlielRliche Expression von Tn-Antigen im
Cosmc-KO, wahrend eine Farbung im WT ausblieb. Die Ergebnisse von VVL und anti-Tn

stimmten dabei tberein. Im WT konnte dagegen nur eine Farbung des Gewebes bei PNA
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beobachtet werden, welches vor allem an das T-Antigen bindet. Eine Farbung im KO blieb

jedoch aus, was ebenfalls die erfolgreiche Cosmc-Ausschaltung zeigt.

4.2 Vergleich der Enzymaktivitaten im Knock-out und Wildtyp
4.2.1 Uberblick zytoplasmatischer Aktivitaten

Das Pankreas weist eine ausgepragte sekretorische Funktion auf. So wird eine Vielzahl von
Enzymen exprimiert, die wichtige Rollen im Bereich der Verdauung tibernehmen. Da O-
Glykosylierungen einen Einfluss auf die Struktur, und damit auf die Aktivitat der Enzyme
haben kdnnen, wurden diese weiter untersucht (Stanley et al. 2015-2017). Zur Beurteilung,
welche Enzyme durch die aberranten O-Glykosylierungen im Knock-out-Modell in ihrer
Aktivitat beeinflusst werden, wurden 4-Methylumbelliferyl (4-MU) bzw. 7-Amino-4-
methylcumarinylamid-gekoppelte Substrate den Lysaten zugesetzt. Durch enzymatische
Umsetzung des Substrats kommt es zur Freisetzung des fluoreszierenden 4-MU-Phosphats
bzw. 7-Amino-5-methylcumarins, so dass die Gesamt-Fluoreszenz ein Marker fiir die

Menge des umgesetzten Substrats und daher fiir die Aktivitat des Enzyms ist.
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Abbildung 3: Relative Zytoplasma-Aktivitaten verschiedener Enzyme im KO im Vergleich zur jeweiligen Wildtyp-
Aktivitat (n=3). Ein Unterschied der Aktivivtit konnte bei der Esterase (p=0,010), f-Glucosidase (p=0,041), a-
Mannosidase (p=0,009) und der pankreatischen Elastase (p<0,001) gezeigt werden.

Waéhrend bei den meisten Enzymen kein nennenswerter Unterschied in den
Enzymaktivititen beobachtet werden konnte, zeigten jedoch vier Enzyme einen
signifikanten Unterschied in ihrer Aktivitat im KO, verglichen zur Kontrollgruppe (siehe
Abbildung 3). Dabei war die B-Glucosidase das einzige getestete Enzym, dessen Aktivitat
im Knock-out-Modell gestiegen war, wenn der Unterschied mit 6 = 3% auch nur gering
ausfiel (p=0,041). Dahingegen konnte bei den Enzymen Esterase, a-Mannosidase und der
pankreatische Elastase ein signifikant erniedrigtes Aktivitatsniveau beobachtet werden.

Dieses fiel bei der a-Mannosidase mit einem Unterschied von 6 + 2% am geringsten aus
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(p=0,009), der groRte Abfall der Aktivitat konnte bei der Elastase mit 69 + 1% (p<0,001)
gezeigt werden.

Der Aktivitatsunterschied der Esterase zwischen Knock-out-Modell und Wildtyp betrug 19
+ 7% (p=0,010). Eine Uber einen langeren Zeitraum durchgefiihrte Messung der
Fluoreszenz und damit eine indirekte Bestimmung der umgesetzten Substratmenge Uber
die Zeit zeigte, dass sich dieser Einfluss auch tber einen langeren Zeitraum auswirkt. So
hat das VVorhandensein von aberranten O-Glykosylierungen einen signifikanten Einfluss
auf den Kurvenverlauf (p=0,017; siehe Abbildung 4). Die gesamte umgesetzte
Substratmenge war im KO nach 60 Minuten um 16 + 8% signifikant niedriger (p=0,025;
siehe Abbildung 5), was auch dem initialen Aktivitatsunterschied entspricht.
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Abbildung 4: Zunahme der Fluoreszenz (iber die Zeit verglichen zur Null-Fluoreszenz des WTs (Zugabe des Substrates
bei 2,0 min; n=3). Es besteht ein signifikante erhdhter Kurvenverlauf der WT-Kurve (p=0,017).
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100% Abbildung 5: Nach 60 Minuten durch

die Esterase enzymatisch umgesetztes
Substrat im KO im Vergleich zum WT,
gemessen an der Flache unter der
Kurve (Area under curve; AUC) (n=3).
Im Wildtyp sind 16 + 8% weniger
Substrat umgesetzt worden (p=0,025).
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Die weiteren getesteten Enzyme zeigten keine signifikanten Unterschiede der
Gesamtaktivitat. Dabei lasst sich allerdings kein Riickschluss auf die Aktivitat eines
einzelnen Molekiils schlieBen. Wie die weitere Arbeit zeigen wird, kann es bei einigen

Enzymen der Fall sein, dass aufgrund einer geringeren Aktivitat eines einzelnen Molekils
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eine kompensatorisch erhohte Expression vorliegt, so dass in vivo die zytoplasmatische

Gesamtaktivitat des Enzyms in beiden Modellen annahernd gleich ist.

4.2.2 Einfluss der aberranten O-Glykosylierungen auf die intrazellulare

Verteilung und Funktion von pankreatischen Enzymen

4.2.2.1 Uberblick

Wie bereits in der Einleitung dargelegt, haben O-Glykosylierungen einen Einfluss auf die

intrazellularen Transportvorgénge (Varki 2017). Die untersuchten O-GalNAc-

Glykosylierungen befinden sich vor allem auf membrangebundenen und sekretorischen

Proteinen (Steentoft et al. 2013). Da insbesondere das exokrine Pankreas eine ausgepragte

Sekretion aufweist, bestand der n&chste Schritt darin, die Zymogengranula der

Pankreaszellen aufzureinigen und deren Enzymaktivtaten gegeniber der Kontrollgruppe

und dem Zytoplasma zu vergleichen.

Tabelle 7: Aktivitdtsunterschiede im KO
Enzymaktivitat des KOs, verglichen mit der WT-Aktivitat in Zytoplasma und Zymogengranula. Aktivitatszunahme von
Zytoplasma zu Zymogengranula in WT und KO, sowie die Signifikanz des Unterschieds dieser Aktivitatszunahmen in WT

und KO.
Zytoplasma Zymogengranula Aktivitatszunahme in den Zymogengranula

KO-Aktivitat KO-Aktivitat wWT KO yvr}tedzzh}fg
Esterase -19+£5% | p=0,010| 19+21% |p=0,183| 323+10% |p<0,001| 525+ 108% | p=0,001 p=0,032
Lipase 13+10% |p=0,615| 13+12% |p=0,388| 527 +129% |p=0,010| 524 +68% |p<0,001| p=0,974
B-Galactosidase 1+3% p=0,589| -3+0% |p=0,475 -1+27% p=0,868 -5+3% p=0,039 p=0,470
Acetylglu'i'o'\'s;mmi dose| A%3% |p=0109| -2+2% |p=0563| 04% |p=0991| 5%3% |p=0060| p=0,214
B-Glucosidase 6+3% p=0,041| -7+1% |p=0,003 9+ 2% p=0,010| -4+3% p=0,083| p=0,006
a-Mannosidase 6+1% p=0,009 | -11 +3% |p=0,404 9+ 22% p=0,593 4+ 4% p=0,162 p=0,747
Sulfatase -23+4% |p=0,150| -51+5% |p=0,232| 162+ 165% |p=0,258| 68+ 18% |p=0,003| p=0,467
a-L-Fucosidase 0+3% p=0,892| 0+1% |p=0,781 -8+ 4% p=0,057 -8+3% p=0,017 p=0,977
Phosphatase 14 +21% |p=0,295| -21+4% |p=0,003| 288+16% |p<0,001| 166+23% |p<0,001| p=0,002
a-Galactosidase 1+3% p=0,771| -1+2% |p=0,842| -3+11% |p=0,667 -6+ 3% p=0,048 p=0,801
Elastase -69+1% |p<0,001| -69+1% |p<0,001| -14+4% |p=0,020| -15%+4% |p=0,002 p=0,831
Trypsin 0+9% |p=1,000| -26+9% |p=0,007| 79+4% |p<0,001| 32+18% |p=0,036| p=0,013

Bei den meisten Enzymen zeigte sich, analog zum Zytoplasma, kein Unterschied in den

Gesamtaktivitaten der Zymogengranula (siehe Tabelle 7). Ausnahmen hiervon stellten die

B-Glucosidase, Phosphatase, Elastase und Trypsin dar. Eine vermehrte Zunahme der

Enzym-Gesamtaktivitdt in den Zymogengranula konnte bei der Esterase, Lipase, -

Glucosidase, Phosphatase und Trypsin gesehen werden, im KO zusétzlich bei der
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Sulfatase. Abnahmen der Aktivitat der Zymogengranula lagen bei der Elastase, im KO
zusétzlich bei der B-Galactosidase, B-N-Acetylglucosaminidase und der a-L-Fucosidase
vor. Dabei ist allerdings zu beachten, dass die Aktivitatsunterschiede teilweise,
insbesondere bei Abnahme, nur gering ausfielen. Die im Knock-out verglichen zum WT
zusatzlich beobachteten Unterschiede in der Aktivitat waren dabei zu 80% abnehmend.
Der Unterschied in den Aktivitdtszunahmen zwischen Zytoplasma und Zymogengranula
und damit einer veranderten Konzentrierung der Enzyme in den Zymogengranula von WT

und KO waren bei der Esterase, 3-Glucosidase, Phosphatase und Trypsin signifikant.

4.2.2.2 Trypsin

Trypsin stellt eine wichtige sekretorische Protease des exokrinen Pankreas dar. Das Protein
liegt in den Zymogengranula als Proenzym vor, dass erst intraluminal aktiviert wird. Daher
ist eventuell eine nur um 79 £ 4% (WT; p<0,001) bzw. 32 + 18% (KO; p=0,036) erhthte
Aktivitat in den Zymogengranula zu erkldren. Trotzdem lasst sich ein Unterschied in der
Aktivitat von WT und KO-Modell beobachten. So ist die Gesamtaktivitat im Zytoplasma
zwar annahernd gleich, in den Zymogengranula liegt jedoch eine um 26 + 9% geringere
Aktivitat vor (p=0,007). Die vermehrte Konzentrierung in den Zymogengranula betragt im
Wildtyp 79 * 4% (p<0,001), im Knock-out dagegen nur 32 + 18% (p=0,036), dies
entspricht einer um 46 + 18% geringe Zunahme im KO (p=0,013).

4.2.2.3 Lipase
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Die Uberpriifung der erfolgreichen Zymogengranula-Aufreinigung erfolgte durch Messung
und Vergleich der Lipase-Gesamtaktivitat im Zytoplasma und den Zymogengranula (siehe
Abbildung 6). Die Lipase sollte hierbei als sekretorisches Enzym in den Zymogengranula
eine verstarkte Aktivitat zeigen. Dies konnte in beiden Mausmodellen beobachtet werden.

Der Unterschied betrug im Wildtyp 527 + 129% (p<0,001), im Knock-out 524 + 68%
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(p<0,001). Dadurch konnte auf eine ausreichende Zymogengranula-Aufreinigung
geschlossen werden. Es konnte zwar eine leicht héhere enzymatische Gesamtaktivitét in
den Zymogengranula des KOs, verglichen mit der des WTs, beobachtet werden, jedoch
viel dieser nur gering aus (p=0,388).
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Eine weitere Erfolgskontrolle der durchgefiihrten Zymogengranula-Aufreinigung erfolgte
durch die Bestimmung der Lipase-Mengen in den einzelnen Fraktionen mittels ELISA
(siehe Abbildung 7). Aufgrund der sekretorischen Funktion der Lipase sollte eine
verstarkte Konzentrierung des Enzyms in den Zymogengranula beobachtet werden kénnen.
Dies konnte in beiden Modellen gezeigt werden. Im Zytoplasma beider Modelle waren die
Lipase-Mengen nahezu gleich. Dahingegen war eine um 25,9 + 46,0 ng/ml geringere
Lipase-Menge in den Zymogengranula des KOs zu beobachten (p=0,023). Der Anstieg der
Lipase-Konzentration von Zytoplasma zu Zymogengranula betrug im WT 67,1 + 36,1
ng/ml (p<0,001), im KO 41,8 + 29,6 ng/ml (p<0,001). Es ist daher in beiden Modellen eine
signifikant erhéhte Konzentrierung der Lipase in den Zymogengranula zu beobachten.
Allerdings viel diese Konzentrierung im KO um 139 + 276% geringer aus als im WT
(p=0,040).
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Aufgrund der nun bekannten Gesamtaktivitaten und der Lipase-Mengen in allen
Fraktionen liel? sich nun die relative Aktivitéat der einzelnen Lipase-Molekiile in allen
Kompartimenten bestimmen (siehe Abbildung 8). Hierbei zeigte sich, dass im Wildtyp
kein nennenswerter Unterschied der Molekul-Aktivitdten von Zytoplasma und den
Zymogengranula bestand (p=0,519). Auch konnte in der zytoplasmatischen Fraktion kein
Unterschied von WT zu KO-Aktivitat gemessen werden (p=0,383). Dahingegen zeigte sich
im KO erstaunlicherweise eine um 77 + 21% stark erhdhte Aktivitat derjenigen Lipase-
Molekiile, die sich in den Zymogengranula befanden, verglichen mit denjenigen im
Zytoplasma (p=0,003). Zudem lag die Aktivitat der Lipase-Molekiile der Zymogengranula
des KOs um 63 * 26% uber der des WTs (p=0,014). Dabei ist zudem zu beachten, dass die
Gesamtaktivitat der Lipase in den Zymogengranula des KOs aufgrund einer geringeren

Lipase-Menge die des WTs nicht signifikant Gbersteigt (siehe Abbildung 6).

4.2.2.4 Elastase
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Waéhrend bei der Lipase eine Aktivitatszunahme in den Zymogengranula beobachtet
werden konnte, war dies bei der Elastase nicht der Fall (siehe Abbildung 9). Hier konnte
im WT vielmehr eine um 14 + 4% erniedrigte Gesamtaktivitat in den Zymogengranula
beobachtet werden (p=0,005). Auch im KO lag eine um 15 £ 4% leicht erniedrigte
Elastase-Aktivitat in den Zymogengranula vor (p=0,002). Erstaunlicherweise zeigte sich
jedoch in beiden Fraktionen eine ausgeprégt niedrigere Aktivitat der Elastase im KO. Der
Unterschied betrug im Zytoplasma 69 + 1% (p<0,001), in den Zymogengranula 69 + 5%
(p<0,001).

Daraufhin wurden die Elastase-Mengen im Gesamtlysat beider Modelle mittels ELISA
bestimmt (siehe Abbildung 10). Wéhrend im WT eine Konzentration von 316,0 £ 182,5
ng/ml gemessen wurde, lag diese im KO bei 1063,1 + 536,7 ng/ml. Es liegt somit eine um

den Faktor 3,36 erhohte Expression von Elastase im KO vor (p<0,001).
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Unter Betrachtung von Gesamtaktivititen und Elastase-Mengen in beiden Modellen, 1asst
sich somit die relative Molekil-Aktivitat berechnen (siehe Abbildung 11). Im Zytoplasma
liegt diese im KO um 91 + 1% (p<0,001) unter der des WTs, in den Zymogengranula um

91 + 5% (p<0,001).

Trotz offenbar vorhandener kompensatorisch erhdhter Expression der Elastase im KO, von
No6ten aufgrund einer stark erniedrigten Aktivitat der Elastase in diesem Modell, kann eine
normale Gesamtaktivitat nicht erreicht werden. Die stark eingeschrankte Funktion der
Elastase im Knock-out-Modell ist dabei moglicherweise auf vorhandene aberrante O-
Glykosylierungen zurtickzufiihren, die einen negativen Einfluss auf die Enzymaktivitat

haben.

4.2.2.5 Esterase
Da sich im Zytoplasma eine geringe Aktivitdt der Esterase im Knock-out-Modell gezeigt
hat, erfolgte die Kontrolle der Gesamtaktivitat in der Zymogengranula-Fraktion. Auch hier

konnte, analog zur Lipase, eine Aktivitatssteigerung in der Zymogengranula-Fraktion
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beobachtet werden (siehe Abbildung 12). Diese lag bei 323 + 10% im WT (p<0,001) und
bei 525 £ 108% im KO (p=0,001). Die vermehrte Zunahme der Aktivitat in den
Zymogengranula des KOs um 202 + 108%, verglichen zu der Zunahme im WT, war
signifikant (p=0,031). Insgesamt zeigte sich hierbei, im Gegensatz zum Zytoplasma, eine
leicht erhohte Gesamtaktivitat der Esterase im KO, ohne dass dieser Unterschied jedoch
signifikant war (p=0,183).
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Die Durchfiihrung eines ELISAs war mangels Antikérper nicht maglich, so dass ein
Rickschluss auf die Molekil-Aktivitat der Esterase nicht moglich ist. Es ist aber davon
auszugehen, dass aufgrund der signifikant erniedrigten Aktivitat der Esterase im
Zytoplasma der Knock-out-Maus eine O-Glykosylierung der Esterase vorhanden ist, deren

Verkurzung einen negativen Einfluss auf die Enzymaktivitat hat.

4.3 Einfluss von aberranten O-Glykosylierungen auf die

Stimulierbarkeit des Pankreas

Da das Pankreas im Organismus eine ausgepragte sekretorische Funktion ibernimmt, und
O-GalNAc-Glykosylierungen insbesondere auf sekretorischen Proteinen zu finden sind
(Steentoft et al. 2013), stellte sich die Frage, inwiefern aberrante O-Glykosylierungen, wie
sie im Cosmc-KO-Mausmodell zu finden sind, einen Einfluss auf die Stimulierbarkeit der
exokrinen Pankreasfunktion haben. Hierflr wurden primare Zellkulturen aus
Pankreaszellen der Maus-Modelle angelegt und diese mit Caerulein inkubiert. Dieses wirkt
auf CCK1-Rezeptoren, was iiber eine intrazellulare Ca®*-Steigerung zu einer Sekretion von
Verdauungsenzymen fuhrt (Bruzzone et al. 1986; Noble et al. 1999).
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4.3.1 Lipase
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Nach der Inkubation in Caerulein erfolgte die Messung der Lipase-Aktivitat im Sekret
(siehe Abbildung 13). Hierbei zeigte sich, dass im WT durch die Stimulation eine
signifikante Aktivitatssteigerung in Hohe von 90 + 23% gemessen worden ist (p=0,031).
Im Knock-out-Modell war allenfalls eine minimale Aktivitatssteigerung zu beobachten
(p=0,681). Bei einem direkten Vergleich der Zunahme der Aktivitat nach Stimulation
beider Gruppen konnte eine um 76 + 48% signifikant hthere Aktivitatszunahme im
Wildtyp beobachtet werden (p=0,014). Es ist daher davon auszugehen, dass die aberranten
O-Glykosylierungen im Knock-out-Modell zu einer verminderten Stimulierbarkeit der
Pankreaszellen fihren, trotz einer bereits gezeigten erhdhten Lipase-Molekil-Aktivitét in

den Zymogengranula (siehe Abbildung 8).

4.3.2 Esterase

Auch bei der Esterase konnte eine geringe Stimulierbarkeit beobachtet werden (siehe
Abbildung 14). So konnte eine um 68 + 13% gesteigerte Enzym-Aktivitat im stimulierten
Sekret des Wildtyps beobachtet werden (p=0,033), wahrend im Knock-out-Modell nur eine
insignifikante um 8 = 45% erhohte Aktivitat beobachtet worden ist (p=0,825).
Zusammengefasst zeigte sich eine um 60 + 46% erhohte Stimulierbarkeit des Wildtyps
(p=0,034), was den Beobachtungen der Lipase-Aktivitatssteigerung entspricht.

43



90% .

80%
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4.4.1 LPLC und VVL-Pulldown

Um uberprifen zu kénnen, ob ein moglicher Aktivitatsunterschied eines Enzyms auf
aberranten O-Glykosylierungen beruhen kann (siehe Abbildung 3), wurde eine low
pressure liquid chromatography (LPLC) durchgeftihrt. Als stationare Phase wurde dabei
Agarose Vicia villosa Lektin (VVL) verwendet, dass insbesondere an terminale O-
GalNAc-Gruppen bindet und somit eine Konzentrierung von Tn-Antigen-tragenden
Proteinen in der Elutionsphase erreicht. Die Aktivitat verschiedener Enzyme in dieser
Phase wurde anschlieend mit derjenigen in der ausgewaschenen mobilen Phase
verglichen.
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— Abbildung 15: Vergleich von Enzym-

Aktivitat in mobiler und Elutionsphase

des Knock-out-Modells nach

Chromatographie verglichen zur

Dtlutionsphase  jeweiligen WT-Aktivitat (n=3). Erhohte
Aktivitot der f-Glucosidase in der
Elutionsphase (p=0,039), wéhrend die
a-L-Fucosidase eine erniedrigte
Aktivitat zeigt (p=0,023).

-
3
xR

B Mobile Phase

Phase (%)

...

8

&
4

50%

Relative Enzymaktivitat der mobilen

0%
B-Glucosidase Esterase a-L-Fucosidase

Die B-Glucosidase zeigte bereits im Zytoplasma des Knock-out-Modells eine um 6 + 3%
erhdhte Gesamtaktivitét (siehe Abbildung 3). Wie die Ergebnisse der LPLC zeigten, sind
aberrante O-Glykosylierungen eine wahrscheinliche Ursache fur diese Beobachtung. So
konnte in der Elutionsphase eine um 83 + 24% erhthte Aktivitat gemessen werden (siehe
Abbildung 15; p=0,040). Eine somit bestehende Konzentrierung des Enzyms in der

Elutionsphase kdnnte daher auf ein vermehrtes VVorhandensein von O-GalNAc-
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Glykosylierungen der -Glucosidase zurtickzufiihren sein, die zu einer vermehrten
Adhasion an die stationare Phase fuhrten. Aberrante O-Glykosylierungen des Enzyms
kdnnten daher zu einer leicht veranderten Struktur und einer folgenden, vermehrten

Gesamtaktivitat der B-Glucosidase im Knock-out fiihren.

Wihrend die a-L-Fucosidase im Zytoplasma keinen nennenswerten Unterschied in der
Aktivitat im WT und KO zeigte (siehe Abbildung 3), konnte dagegen bei der Auswertung
der LPLC sogar eine um 17 + 8% geringere Aktivitat in der Elutionsphase beobachtet
werden (p=0,023). Trotz dieser geringeren Aktivitit des Enzyms in der Elutionsphase, und
damit einer nur geringen Bindung an das Lektin, ist kein definitiver Riickschluss auf das

Vorhandensein von O-Glykosylierungen mdglich.

Dem gegenlber zeigte die Esterase zwar mit 19 = 7% grol3e Unterschiede in ihrer
Zytoplasma-Aktivitat im KO (siehe Abbildung 3), doch ob der Grund hierfur in aberranten
O-Glykosylierungen des Enzyms liegt, konnte mittels LPLC nicht weiter eingegrenzt
werden, da die Enzym-Gesamtaktivitat der Elutionsphase annahernd derjenigen der
mobilen Phase entspricht (p=0,617).

Daher erfolgte mittels VVL-Pulldown eine weitere Methode, Tn-Antigen-tragende
Enzyme zu konzentrieren. Bei dieser Methode kommt es, analog zur LPLC, durch Bindung

terminaler O-GalNAc-Gruppen an das Lektin zu einer Konzentrierung von Tn-Antigenen.
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Abbildung 16: Esterase-
Aktivitatsunterschiede nach VVL-
Pulldown in der Elutions- und
Waschphase (n=4). Erniedrigte

% Qflutionsphase  \\tivitét der Esterase in der
% haan ates Waschphase des KOs (p=0,006).
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des Wildtyps war, auch aufgrund groRer Standardabweichungen, kein Unterschied zu
erkennen. Dies deutet auf eine eher unspezifische Bindung der Proteine hin. Dies steht im
Einklang mit dem verwendetem Lektin, dass insbesondere Tn-Antigen bindet, welches in
der Kontrollgruppe nicht vorhanden ist (siehe Abbildung 2). Im Knock-out-Modell konnte

in der Waschphase jedoch eine um 48 £ 23% niedrigere Aktivitat beobachtet werden
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(p=0,006). Die bestehende Konzentrierung der Esterase in der Elutionsphase ist daher
vermutlich auf aberranten O-Glykosylierungen des Enzyms zuriickzuftiihren, was
wiederum eine Erklarung fur die im Vergleich zum Wildtyp reduzierte Aktivitéat des

Enzyms sein kann.

4.4.2 Massenspektrometrische Proteomanalyse

Zur weiteren ldentifizierung O-GalNAc-glykosylierter Proteine erfolgte die Durchfuhrung
einer massenspektrometrischen Proteomanalyse nach Konzentrierung von Tn-Antigen-
tragenden Proteinen mittels VVVL-Pulldown. In Tabelle 8 sind alle identifizierten Proteine

aufgefiihrt, die an der exokrinen Funktion des Pankreas direkt oder indirekt beteiligt sind.

Tabelle 8: Mittels LC-MS/MS idenzifizierte, Tn-Antigen-tragende Proteine im KO-Gesamtlysat

Score: MaR fir die Sicherheit einer korrekten Identifizierung

Molekulare Funktion: Nach UniProt (The UniProt Consortium 2018), teilweise durch weitere Publikationen weiter
gesichert (siehe Text)

Anzahl Predictions: Mit NetOGlyc 4.0 Server ermittelte Anzahl an Positionen, an denen mit einer Wahrscheinlich von
>50% eine O-Glykosylierung vorliegt (Steentoft et al. 2013)

UniProtKB- Protein-Name Kiirzel Masse Score Molekulare Anzahl
Nr. [kDa] Funktion Predictions
Deleted in
Q60997 malignant brain | DMBT1_MOUSE | 226,7 | 59,05 | Zymogen-Interaktion 113

tumors 1 protein

Lipid-Transport,
Steroid-

Q8VvDJ3 Vigilin VIGLN_MOUSE | 141,7 | 285,34 Metabolismus, RNA- 25
Bindung

P97449 Aminopeptidase N | AMPN_MOUSE | 109,6 | 42,08 Aminopeptidase 16
Neutral alpha- Glucosidase der

Q8BHN3 . GANAM_MOUSE | 106,8 | 99,43 | Glc2Man9GIcNAc2 3

glucosidase AB ! )
Oligosaccharide
Intrazellularer
03643 | APLEOMPIX | spip1 MOUSE | 1039 | 554 | 1ATSPOM trans 27

subunit beta-1 Golgi-Netzwerk/

Endosom-Sortierung

Chaperon: Faltung
P08113 Endoplasmin ENPL_MOUSE 92,4 | 444,59 | und Transport von 15
Sekretproteinen

Wnt/p-Catenin-

Q02248 Catenin beta-1 CTNB1_MOUSE | 854 | 23,07 . 5
Signalweg

Qsrige | Acviamino-acid- 1 pe iouse | 815 | 3283 | | TYdrolvseN- 2
releasing enzyme terminaler Peptide

P09405 Nucleolin NUCL_MOUSE | 76,7 | 58,16 |  Transkription 28

P20029 Grp-78 GRP78 MOUSE | 72,4 |360,26| Chaperon im ER 3

Q64285 | BTl Sal‘:;':;:vawd CEL_MOUSE | 658 |516,25 Lipase 13
P ic alpha-

P00688 ancreatic alpha- |\ \1vp MOUSE | 57.3 |32507| alpha-Amylase 3

amylase

46



Inactive pancreatic
Q5BKQ5 lipase-related LIPR1_MOUSE 52,7 | 152,65 Lipase
protein 1
pi7ggy | Fancreaticlipase- | oo Mouse | 526 | 75,69 Lipase
related protein 2
Protein transport Benotigt fur die
rotein Sec61 Synthese von
P61620 P . S61A1_MOUSE | 52,2 | 104,23 | Membrangebundenen
subunit alpha .
. und sekretorischen
isoform 1 .
Proteinen
Pancreatic
Q6P8U6 triacylglycerol LIPP_MOUSE 51,4 | 471,75 Lipase
lipase
Q7TPZ8 Carboxﬁ’fpt'dase CBPAL_MOUSE | 47,4 | 37,17 | Carboxypeptidase
Q9JK88 Serpin 12 SPI12_MOUSE 45,7 1120,81| Protease-Inhibitor
Interaktion mit
Leukocyte elastase Chymotrypsin,
Q9D154 inhibitor A ILEUA_MOUSE 42,5 | 50,19 Elastase und
Proteinase-3
P07355 Annexin A2 | ANXA2 HUMAN | 38,6 | 34,75 Beteiligt an
Exozytose
P97429 Annexin A4 | ANXA4 MOUSE | 359 | 46,89 Beteiligt an
- Exozytose
Chymotrypsin-like
P05208 elastase family CEL2A MOUSE | 28,9 |186,72 Elastase
member 2A
Chymotrypsin-like
Q91X79 elastase family CELA1_MOUSE | 28,9 | 31,04 Elastase
member 1
QICR35 Chymo”éps'”oge“ CTRBL MOUSE | 27.8 | 5533 Peptidase
Transmembrane Intrazellulérer
QDD | Cmp2adomain- oy r ) vouse | 249 | 909 | Transportvon
containing protein sekretorischen
10 Proteinen
Zymogen granule Protein-Transport;
Q8KO0C5 membrane protein | ZG16_MOUSE 18,2 | 29,17 | Zymogen-Granula-
16 Interaktion
Beteiligt an der
Q8VCKY7 Syncollin SYNC_MOUSE 146 | 41,15 Fusion von
Zymogengranula

Waéhrend eine O-GalNAc-Glykosylierung vor allem an membrangebundenen und
sekretorischen Proteinen beschrieben ist (Stanley et al. 2015-2017; Steentoft et al. 2013),
so finden sich auch auf einigen intrazellularen Proteinen aberrante O-Glykosylierungen
(Steentoft et al. 2013).

Aufteilen lassen sich die identifizierten Proteine in drei Gruppen:



e Enzyme und Inhibitoren
e Proteine, die an der Zymogengranula-Bildung oder -Exozytose beteiligt sind

e Proteine, die an der Protein-Synthese beteiligt sind

In die erste Gruppe gehoren vier Lipasen (CEL, LIPP, LIPR1 und LIPR2), die
pankreatische a-Amylase (AMYP), zwei Elastasen (CEL2A und CELA1) sowie vier
Peptidasen (Chymotrypsinogen B, Aminopeptidase N, Carboxypeptidase A1, Acylamino-
acid-releasing enzyme). Weiterhin sind mit Serpin 12 und dem Leukocyte elastase inhibitor
A (Serpin B1la) auch zwei Serinproteasen-Inhibitoren von aberranten O-Glykosylierungen
betroffen (Benarafa et al. 2002). Diese in Zymogenen vorhandenen O-GalNAc-Glykane
konnen aufgrund ihrer Verkirzung im Knock-out-Modell einen signifikanten Einfluss auf
die Aktivitat der betroffenen Enzyme, aber auch durch Interaktionen auf weitere Systeme

haben.

Neben diesen Enzymen und Inhibitoren sind auch Proteine von aberranten O-
Glykosylierungen betroffen, die an der Sekretion der Enzyme beteiligt sind. So finden sich
beispielsweise mit DMBT1, Syncollin und dem Zymogen granule membrane protein 16
Proteine, die entscheidend an der Zymogengranula-Bildung und -Exozytose beteiligt sind
(De Lisle 2002; Edwardson et al. 1997; Wésle et al. 2005; Kleene et al. 1999). DMBT1
und Syncollin zeigen zudem im NetOGlyc 4.0 Server an einer Vielzahl an méglichen
Positionen eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir eine tatsachlich vorhandene O-
Glykosylierung (Steentoft et al. 2013). Zudem zeigten sich auch Proteine, die vermutlich
Aufgaben im Bereich der Sortierung im trans-Golgi-Netzwerk (AP-1 complex subunit
beta-1 (The UniProt Consortium 2018)) oder der Exozytose (Annexin A2 und A4 (Gabel
und Chasserot-Golaz 2016; The UniProt Consortium 2018)) Gibernehmen. Verédnderungen
an den Glykosylierungen und damit an der Struktur all dieser Proteine kann daher einen
entscheidenden Einfluss auf die physiologische Wirkung des exokrinen und endokrinen

Pankreas haben.

Weiterhin konnten einige Proteine identifiziert werden, die Aufgaben im Bereich der
Zymogen-Synthese Gibernehmen. So konnte beispielsweise Nucleolin nachgewiesen
werden, welches an der Transkription beteiligt ist (Yang et al. 1994). Aber auch
Endoplasmin und Grp-78, Chaperone im ER (Christianson et al. 2008; Cunnea et al. 2003;

Meunier et al. 2002) oder das Protein transport protein Sec61 subunit alpha isoform 1,
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welches flr die Synthese von membrangebundenen und sekretorischen Proteinen benétigt

wird (Gorlich und Rapoport 1993; Lang et al. 2012), wurden identifiziert.

Das vielfaltige Vorkommen von aberranten O-Glykosylierungen kann daher in allen
Bereichen des Pankreas einen entscheidenden Einfluss auf verschiedene physiologische

Funktionen haben.

4.4.3 Verifizierung der Elastase als O-GalNAc-glykosyliertes Protein

Die Elastase wies sowohl im Zytoplasma, als auch in den Zymogengranula eine stark
erniedrigte Gesamtaktivitat im KO auf (siehe Abbildung 9). Ein durchgefiihrtes ELISA
zeigte zudem eine um 3,36-fach erhdhte Expression der Elastase im Knock-out (siehe
Abbildung 10), ohne dass jedoch eine normale Gesamtaktivitét erreicht werden konnte. Bei
Betrachtung der Elastase-Aktivitat auf Molekiilebene zeigte sich eine um 91% verringerte
Aktivitat (siehe Abbildung 11), was auf eine praktisch nicht funktionale Elastase hindeutet.
Die durchgefiihrte massenspektrometrische Proteomanalyse von Tn-Antigen-tragenden
Proteinen identifizierte zwei Elastase-Isoenzyme: Chymotrypsin-like elastase family
member 2A (CEL2A_MOUSE) und Chymotrypsin-like elastase family member 1
(CELA1_MOUSE). Dabei ist allerdings zu beachten, dass ersteres zwar mit einer groReren
Wahrscheinlichkeit identifiziert worden ist, die Wahrscheinlichkeit fr tatsachlich
vorhandene O-Glykosylierung laut NetOGlyc 4.0 Server (Steentoft et al. 2013) jedoch nur
gering ist. Zudem wurde ein Tn-Antigen-tragender Elastase-Inhibitor identifiziert
(Leukocyte elastase inhibitor A), der ebenfalls einen Einfluss auf die Elastase-Aktivitat

haben kdnnte.

Es erfolgte daher mittels Western Blot eine weitere Verifizierung, um sicher gehen zu
kdnnen, dass die Elastase tatsachlich ein Tn-Antigen-tragendes Protein ist. Daflr wurden
sowohl WT-, als auch KO-Lysate im Western Blot aufgetrennt und die Banden mittels
Elastase-Antikorpern demaskiert (siehe Abbildung 17 A). Hier zeigte sich im KO eine
zusétzliche Bande bei ca. 30 kDa. Dies entspricht ungeféhr der GroR3e der gefundenen
Elastase-Molekile (siehe Tabelle 8).

Weiterhin erfolgte ein Western Blot nach Konzentrierung von Tn-Antigen-tragenden
Proteinen im VVL-Pulldown und Immunodetektion mit Anti-Elastase. Hier zeigte sich
eine ausschlieBliche Bandenstruktur im KO, wéhrend im WT keine Banden detektiert
werden konnten. Dies zeigt eine erfolgreiche Bindung der Elastase des KOs an das Lektin,

wéhrend im WT aufgrund fehlender Tn-Antigene keine Adhé&sion geschieht. Dies ist
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letztendlich der Beweis dafur, dass die Elastase Gber O-GalNAc-Glykosylierungen verflgt,

die im KO dementsprechend verkiirzt vorliegen.

A B

VVL-Pulldown

kDa

WT Cosmc KO WT

Cosmc KO

kDa
50_
37_J
25— v
15_

10

WB: Elastase

WB: Elastase

Abbildung 17: Western Blots mit Immunodetektion mit Anti-Elastase

s rse .

(A) Western Blot von WT und KO-Gesamtlysaten (n=4) zeigt eine unterschiedliche Bandenverteilung. (B) Western Blot
von WT und KO-Gesamtlysaten nach Durchfiihrung eines VVL-Pulldowns (n=4). O-GalNAc-modifizierte Elastase zeigte

sich nur im KO.
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5 Diskussion

5.1 Tn-Antigen-Expression

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten O-GalNAc-Glykosylierungen lassen sich
insbesondere bei Adenokarzinomen des Pankreas finden (Springer et al. 1975; Ju et al.
2011). Um eine Untersuchung dieser aberranten O-Glykane in vivo zu ermdglichen, wurde
ein Mausmodell generiert, bei dem Pankreas-spezifisch das Cosmc-Gen ausgeschaltet
wurde. Somit bestand die Mdglichkeit, die Auswirkungen der verkiirzten O-
Glykosylierungen in vivo zu untersuchen und maoglicherweise weiter zu klaren, inwiefern
diese einen Einfluss auf die exokrine Pankreasfunktion haben und zudem maoglicherweise
zum Pathomechanismus des Pankreaskarzinoms beitragen. Dabei muss allerdings beachtet
werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit als Wildtyp titulierten Mause ebenfalls Cre-
Expression unter Kontrolle des Ptfla-Promotors (Pancreas transcription factor 1 subunit

alpha) aufweisen.

Zunéchst wurde gezeigt, dass der Cosmc-Knock-out in den Pankreaszellen erfolgreich war.
Dies war insbesondere auch nétig, um in weiteren Versuchen eine Gegenuberstellung von
Wildtyp- und Knock-out-Lysaten zu ermdglichen. Daher wurde bei allen Mé&usen eine
Genotypisierung mittels PCR beziglich des Vorhandenseins des Cosmc-Gens durchgefiihrt
(Daten nicht gezeigt). Dies diente zudem dem Nachweis einer erfolgreichen Cosmc-
Ausschaltung durch das Cre/loxP-System. Auch eine folgende Inaktivitat der T-Synthase
wurde im Rahmen der dieser Arbeit Gibergeordneten Publikation nachgewiesen (Wolters-
Eisfeld et al. (in Review)). Da eine Dysfunktion der T-Synthase zur Bildung von Tn-
Antigen fuhrt (Ju und Cummings 2002), erfolgte der weitere Nachweis des erfolgreichen
Knock-outs durch das Darstellen von Tn-Antigen in den bestreffenden Lysaten. Dies
konnte sowohl im Western Blot, als auch mittels histologischer Farbungen nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 2). Auch zeigte sich hier, dass in vivo keine Expression von Tn-
Antigen in Wildtyp-Zellen stattfindet. So wurde zwar bereits beobachtet, dass das Tn-
Antigen auch von gesunden duktalen Zellen exprimiert werden kann (Schluessler et al.
1991), im Mausmodell konnte diese Beobachtung jedoch nicht bestatigt werden. Zudem
bestatigen die Versuche, dass eine gleichzeitige Expression von T- und Tn-Antigen in
Karzinomzellen bei kompletter Cosmc-Dysfunktion nicht méglich ist (Ju und Cummings
2002). Inwiefern eine eingeschrankte Funktion von Cosmc, beispielweise aufgrund einer

Promotor-Hypermethylierung und einer folgenden niedrigeren Expressionsrate des
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Charperons zu einem gleichzeitigen Auftreten beider Antigene fiihren kann (Ho et al.

2016), wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

5.2 Auswirkung aberranter O-Glykosylierungen

5.2.1 Einfluss auf die enzymatische Aktivitat

O-GalNAc-Glykosylierungen sind vor allem auf sekretorischen und membrangebundenen
Proteinen zu finden (Steentoft et al. 2013; Brockhausen und Stanley 2015-2017). Da das
Pankreas eine ausgeprégte sekretorische Funktion im Organismus bernimmt, bestand die

Frage, inwiefern aberrante O-Glykosylierungen einen Einfluss hierauf nehmen.

Bei der Untersuchung der zytoplasmatischen Enzymaktivitaten konnten bei den meisten
Enzymen keine Aktivitdtsunterschiede beobachtet werden (siehe Abbildung 2).
Ausnahmen hiervon stellten die B-Glucosidase mit einer Zunahme, sowie die Esterase, o-
Mannosidase und pankreatische Elastase mit einer Abnahme der Aktivitat dar. Wie jedoch
im Falle der Lipase und Elastase gezeigt, ist es moglich, dass in beiden Modellen
unterschiedliche Expressionslevel vorherrschen (siehe Abbildung 7, Abbildung 10). Somit
kann die Ursache eines nicht messbaren oder nur geringen Aktivitatsunterschieds in einer
kompensatorisch erhdhten oder erniedrigten Synthese eines Enzyms liegen. Aufgrund nicht
vorliegender ELISA-Kits konnte dieser Ansatz, mit Ausnahme der Lipase und Elastase,

jedoch nicht weiterverfolgt werden.

Aulerdem ist zu beachten, dass mdgliche Inhibitoren ebenfalls aufgrund aberranter O-
Glykosylierungen eine verénderte Interaktionsfahigkeit aufweisen kdénnen, so dass
Aktivitatsunterschiede nicht zwingend ausschlieRlich auf die veranderte Glykan-Struktur
und die folgende Konformationsanderung des Enzyms zurlickzufiihren sein missen. So
wurden mittels Massenspektrometrie zwei Serinprotease-Inhibitoren identifiziert, die O-
GalNAc-Glykane aufweisen und einen Einfluss auf Proteasen, Chymotrypsin, Elastase und

Proteinase-3 haben (siehe Tabelle 8).

Maogliche Ursachen fur die beobachteten Aktivitatsunterschiede liegen darin, dass
verkirzte O-Glykosylierungen zu einer veranderten Struktur des Proteins fiihren kdnnen
und daher eine geringere Affinitat zum Substrat vorliegt. Zwar konnten Arbeiten zeigen,
dass die meisten Zielstellen fur O-Glykosylierungen auRRerhalb von Doménen liegen, doch
sind immerhin 20% der Glykane innerhalb wichtiger Domanen gefunden worden. Ein
besonderes hohes Auftreten von O-Glykanen wurde in juxtamembrandsen Regionen von

transmembrandsen Proteinen beobachtet, was zu einer Présentation von wichtigen
52



Doménen und Schutz vor Proteasen flihrt. Zudem wurden O-Glykane vermehrt in der Néhe
von Signalsequenzen und im Bereich zwischen zwei funktionaler Domanen gefunden, was
zu einer Erweiterung der Domanen und einem Schutz fuhren kénnte (Steentoft et al. 2013).
Insgesamt zeigt sich dadurch, dass O-Glykosylierungen Gber direkte und indirekte
Auswirkungen auf funktionelle Domanen zu einer veranderten Enzymaktivitét fihren

kodnnen.

Einige der von den Pankreaszellen sekretierten Proteine liegen zunéchst als Proenzyme
vor. Intraluminal muss daher zunachst eine Aktivierung mittels Proteasen, wie
beispielsweise Trypsin, erfolgen (Kriegel und Schellenberger 2014). Es wurde beobachtet,
dass verkirzte O-Glykosylierung zu einer hoheren Dichte an O-Glykanen auf Proteinen
fuhren kdnnen (Bennett et al. 2012). Bei Mucinen fuhrt eine hohe Dichte an O-Glykanen
wiederum zu einem hohen Schutz vor proteolytischem Verdau (Arike und Hansson 2016).
Somit ist es moglich, dass verkirzte O-Glykosylierungen zu einer erniedrigten
Aktivierungswahrscheinlichkeit der Proenzyme fihren. Allerdings sind trotzdem nach
proteolytischem Verdau von Proteinen einige O-Glykane in direkter Nachbarschaft der
Trennstellen gefunden worden (Steentoft et al. 2013). Zudem wurde bereits gezeigt, dass
spezifische O-Glykosylierungen eine wichtige Rolle in der Regulation der Aktivierung von
Pro-Proteinen einnehmen und aufgrund von Verénderungen der O-Glykane eine Reaktion
der Pro-Protein-Convertasen nicht oder nur eingeschréankt moglich ist. Ein Krankheitsbild,
was auf einer veranderten O-Glykosylierung und einer folgenden fehlenden Aktivierung
eines Pro-Proteins beruht, ist die familidre tumorale Calcinosis (Kato et al. 2006;
Schjoldager et al. 2010; Schjoldager et al. 2011; Schjoldager und Clausen 2012). Zudem
wurde nachgewiesen, dass sich in einigen Pro-Proteinen O-Glykane sehr nah designierter
Aktivierungsstellen befinden, wodurch ein direkter Einfluss auf die Aktivierung weiter

anzunehmen ist (Steentoft et al. 2013).

Insgesamt kdnnen daher im Rahmen dieser Arbeit beobachtete veranderte enzymatische
Aktivitaten einerseits direkt auf Konformationsanderungen der Proteine zurtickzuftihren
sein. Andererseits ist ebenfalls der Einfluss einer notwendigen verénderten Aktivierung

vieler Proenzyme zu beachten.

Neben den gemessenen, in ihren zytoplasmatischen Aktivitat veranderten Enzymen,
wurden mittels Massenspektrometrie weitere von verkirzten O-Glykosylierungen

betroffene Enzyme identifiziert, die ebenfalls beeinflusst sein kénnen (siehe Tabelle 8).
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Dies sind die Lipase (5.2.3), pankreatische Elastase (5.2.4), Aminopeptidase N,

Acylamino-acid releasing enzyme, a-Amylase, Carboxypeptidase A1 und Chymotrypsin.

5.2.2 Einfluss auf die Zymogengranula und die Stimulierbarkeit

In beiden Mausmodellen war eine Anreicherung von Enzymen in der Zymogengranula-
Fraktion zu beobachten (siehe Tabelle 7). Dies betraf vor allem die Esterase, Lipase,
Phosphatase und Trypsin. Dabei ist zudem zu beachten, dass letzteres als Proenzym
vorliegt, dass erst intraluminal aktiviert wird. Eine eventuell beobachtete eingeschrénkte
Aktivitatszunahme in den Zymogengranula kann daher aufgrund dieser Eigenschaft zu
erklaren sein. Die aberranten O-Glykosylierungen des Cosmc-KO-Mausmodells fiihren
daher nicht dazu, dass eine Bildung der Zymogengranula und Konzentrierung der
Verdauungsenzyme nicht mehr méglich sind. Ein direkter Nachweis der Zymogengranula
erfolgte auch im Rahmen der dieser Arbeit Gbergeordneten Publikation (Wolters-Eisfeld et
al. (in Review)). Allerdings liegt beispielsweise bei Trypsin, dass ebenfalls an der
Aktivierung der Proelatase, Chymotrypsinogen, Procarboxylase und Pro-Colipase beteiligt
ist (Kriegel und Schellenberger 2014), im KO eine geringe Konzentrierung und Aktivitat
in den Zymogengranula vor (siehe 4.2.2.3), was dementsprechend einen weiteren Einfluss
auf die weiteren Proenzyme hat. Gleiches ist bei der Phosphatase und der B-Glucosidase zu
beobachten, wahrend die Esterase eine groRere Aktivitatszunahme in den Zymogengranula
der KO-Zellen zeigt (siehe Tabelle 7). Die Lipase, ein weiteres hochangereichertes
sekretorisches Enzym, zeigte jedoch kein Unterschied in den Gesamtaktivitdten von WT
und KO. Insgesamt war zu beobachten, dass das Cosmc-KO-Mausmodell zu einer
veranderten Konzentrierungsfahigkeit und damit Gesamtaktivitét einiger Enzyme fuhren
kann, die mutmallich auf verkirzten O-Glykosylierungen beruht. Dabei bestand zumeist
eine geringere Aktivitat der Enzyme in den Zymogengranula des KO-Modells (siehe
Tabelle 7).

Da die Zymogengranula als sekretorische Vesikel bei Stimulation freigesetzt werden,
stellte sich die Frage, inwiefern die aberranten O-Glykane einen Einfluss auf die
Stimulierbarkeit des exokrinen Pankreas haben. Eine mégliche exokrine
Pankreasinsuffizienz der Cosmc-KO-M&use wurde bereits im Rahmen der dieser Arbeit
Ubergeordneten Publikation beobachtet. So zeigten die betreffenden Méuse im jungen
Lebensalter ein geringeres Gewicht und vermehrte Fettstiihle, was auf eine Maldigestion
hindeutet (Wolters-Eisfeld et al. (in Review)).

54



Es wurde mittels Massenspektrometrie eine Reihe von Proteinen nachgewiesen, die O-
Glykosylierungen aufweisen und an der Bildung und Exozytose der Zymogengranula
sowie an Transport- und Sortierungsvorgéngen intrazellulér beteiligt sind (siehe Tabelle 8).
Verkirzte O-Glykane kdonnen daher, neben dem direkten Einfluss auf die Enzyme,
ebenfalls Gber eine veranderte Synthese der Zymogene und eine verschobene
Zusammensetzung und geringe Exozytosewahrscheinlichkeit der sekretorischen Vesikel

einen Einfluss auf die Stimulierbarkeit des Pankreas haben.

Um die Antwort des Pankreas auf einen Stimulationsreiz vergleichen zu kénnen, wurden
daher Pankreaszellen mit Caerulein stimuliert. Caerulein fiihrt Gber eine CCK1-Rezeptor-
Aktivierung zu einer intrazelluldren Ca?*-Steigerung und einer folgenden Exozytose der
Zymogengranula (Bruzzone et al. 1986; Noble et al. 1999). Die Caerulein-Stimulation
fuhrt allerdings ebenfalls zu einer vermehrten Trypsinogen-Aktivierung (Hietaranta et al.
2001), daher erfolgte die Zugabe eines Proteaseinhibitors. Ein Vergleich der Trypsin-

Aktivitaten im Sekret war dadurch leider nicht moglich.

Da sowohl die Lipase, als auch die Esterase hohe Gesamtaktivitaten innerhalb der
Zymogengranula-Fraktionen von WT- und KO-Lysaten gezeigt haben, erfolgte die
Kontrolle der Stimulationsantwort durch die Messung der Aktivitat beider Enzyme im
Sekret. Hierbei zeigte sich, dass nur im Wildtyp eine signifikante Aktivitatszunahme des
stimulierten Sekrets bestand, wéhrend im Knock-out-Modell eine Stimulation nicht
nachweil3bar war (siehe Abbildung 13, Abbildung 14). Das ein nicht-VVorhandensein von
Zymogengranula fiir diese Beobachtung verantwortlich ist, konnte, wie bereits dargelegt,
widerlegt werden. Es wurde sogar eine Verdreifachung in der Gesamtzahl der
Zymogengranula in den Cosmc-KO-Zellen beobachtet (Wolters-Eisfeld et al. (in Review)).

Daher muss eine mogliche Antwort auf die erniedrigte Stimulierbarkeit der Pankreaszellen
in den Proteinen, die an der Bildung und Exozytose der Zymogengranula beteiligt sind,
gesucht werden. In der Massenspektrometrie konnten einige dieser Proteine als O-
glykosyliert identifiziert werden: Muclin/ DMBT1, Syncollin, Zymogen granule membrane
proteine 16, AP-1 complex subunit beta-1 und Annexin A2 und A4 (siehe Tabelle 8).

Muclin, auch DMBTL1 genannt, dient im trans-Golgi-Netzwerk des exokrinen Pankreas von
Mausen als Sortierungs-Rezeptor flr sekretorische Proteine und ist damit an der Bildung
der Zymogengranula beteiligt (De Lisle und Ziemer 2000; De Lisle et al. 2005). Dabei sind
sulfatierte O-Glykane entscheidend fur die Funktion von Muclin (De Lisle 2002). Eine
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Interaktion dieser Sulfat-Gruppen mit den Zymogenen fiihrt zu einer Aggregation der
Enzyme, Bindung an die Membran des trans-Golgi-Netzwerks und schlieRlich zur Bildung
der Zymogengranula (Boulatnikov und De Lisle 2004; De Lisle 2002). Ein Ausfall von
DMBT1 fuhrt zu einer stark verlangsamten Progression der Zymogene durch das Golgi-
Netzwerk und einer eingeschrankten Bildung von Zymogengranula (De Lisle 2002).
Zudem wurde bei fehlender Sulfatierung eine stark verminderte Affinitat von Muclin zu
den Zymogenen beobachtet (Boulatnikov und De Lisle 2004). Fehlende Sulfatierungen
kénnen auch aufgrund verkirzter O-Glykane im Rahmen der Cosmc-Ausschaltung
auftreten. Damit ist es moglich, dass aberrante O-Glykane einen negativen Einfluss auf die
Bildung der Zymogengranula und damit auf die exokrine Funktion des Pankreas haben.
Zudem fuhrt Muclin zu einer hoheren Retention der Granula in unstimulierten Zellen und
zu einer hoheren Stimulationsantwort (De Lisle et al. 2005). Dies steht im Einklang mit
den Daten dieser Arbeit, die einerseits eine geringe Konzentrierung von sekretorischen
Proteinen in den Zymogengranula (siehe Tabelle 7) sowie andererseits eine geringere
Stimulierbarkeit der Cosmc-KO-Pankreaszellen zeigen (siehe Abbildung 13, Abbildung
14). Zudem ist eine Bindung von Muclin an die Proteine Amylase, Lipase, Pro-
Carboxypeptidase Al, Pro-Elastase I, Chymotrypsinogen B und Regl beobachtet worden
(Boulatnikov und De Lisle 2004). All diese Zymogene, mit Ausnahme von Regl, wei3en
ebenfalls O-Glykosylierungen auf (siehe Tabelle 8). Daher besteht die Mdglichkeit

weiterer veranderter Interaktionen.

Ein weiteres Protein, das mittels Massenspektrometrie als O-glykosyliert identifiziert
worden ist, war Syncollin (siehe Tabelle 8). Syncollin ist an der Ca?*-regulierten
Exozytose der Zymogengranula beteiligt (Edwardson et al. 1997). Weiter wurde ein
Einfluss auf die Bildung und innere Organisation der Zymogengranula gesehen, wahrend
eine entscheidende Regulation an der Exozytose jedoch zunéchst verneint wurde (Antonin
et al. 2002). Weitere Arbeiten zeigten wiederum einen durch die Bindung an Syntaxin
hervorgerufenen entscheidenden Beitrag von Syncollin an der Exozytose. So wurde bei
Ausfall des Proteins eine geringe Antwort auf pankreatische Stimulationen, ebenso wie
eine kompensatorische Hyperplasie gesehen (Wasle et al. 2005; Edwardson et al. 1997).
Die geringe Stimulierbarkeit entspricht den Beobachtungen dieser Arbeit. Da Syncollin als
O-glykosyliertes Protein identifiziert worden ist, besteht die Moglichkeit, dass durch
Verkurzungen der O-Glykane eine eingeschrénkte Funktion des Proteins besteht und daher
eine folgende geringere Stimulationsantwort der Cosmc-KO-Zellen zu erklaren waére.
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Neben Syncollin und Muclin besitzt das Zymogen granule membrane protein 16 (ZG16)
ebenfalls O-Glykane und ist an der Bildung der Zymogengranula beteiligt. Es flihrt dabei
zu einer Aggregation von sekretorischen Proteinen in den Zymogengranula (Kleene et al.
1999). Eine Stimulation des Pankreas mit Caerulein oder Dexamethason fuhrt zu einer
vermehrten Expression des Proteins (Cronshagen et al. 1994). Es ist beschrieben worden,
dass eine Bindung von ZG16 vor allem mit Proteoglykanen wie Heparansulfat stattfindet.
Dadurch wird eine submembrangse Matrix aufgebaut, die an der Sortierung von Enzymen

beteiligt ist (Kumazawa-Inoue et al. 2012).

Zudem wurden Annexin A2 und A4 identifiziert. Ersteres wurde in der
Massenspektrometrie zwar als humanes Protein aufgefuhrt, allerdings besteht eine 97,6%-
ige Ubereinstimmung zum Gen der Maus (The UniProt Consortium 2018). Von Annexin
A2 ist bekannt, dass es eine wichtige Rolle im Rahmen der Exozytose einnimmt (Gabel
und Chasserot-Golaz 2016). Von Annexin A4 wird daher ebenfalls ausgegangen, dass es
an der Exozytose beteiligt ist (The UniProt Consortium 2018). Zudem besteht eine erhdhte
Expression in Pankreaskarzinomen (Wei et al. 2015). Gleiches gilt fur den AP-1 Komplex
(The UniProt Consortium 2018).

Insgesamt konnten damit bei einer Reihe von Proteinen aberrante O-Glykosylierungen
nachgewiesen werden, die an der Bildung oder Exozytose der Zymogengranula beteiligt
sind. Eine beobachtete erniedrigte Stimulierbarkeit der Cosmc-KO-Zellen kénnte daher aus
diesen Uberlegungen folgen. Auch eine bei der Esterase, p-Glucosidase, Phosphatase,
Elastase und Trypsin beobachteten erniedrigten Gesamtaktivitat bzw. verringerten

Konzentrierung in den Zymogengranula lieRRe sich hiermit erklaren.

5.2.3 Lipase

Waéhrend die Gallenblase wahrend der Verdauung fir die Emulgierung von Fetten
zustandig ist, tbernehmen Magen und Pankreas tiber Lipase-Sekretion den enzymatischen
Verdau von Triglyceriden. Daher erfolgt in den Zymogengranula des Pankreas eine
Konzentrierung der pankreatischen Lipase. Wahrend die Daten dieser Arbeit zeigten, dass
sich die Gesamtaktivitét der Lipase in den Cosmc-KO-Zellen weder im Zytoplasma, noch
in den Zymogengranula von der im WT unterscheidet, so zeigte sich dennoch eine
erniedrigte Expression der Lipase in den Zymogengranula der KO-Zellen (siehe Abbildung
6, Abbildung 7). Daher muss eine erh6hte durchschnittliche Molekulaktivitat der Lipase-
Molekdile in den Zymogengranula der KO-Zellen folgen (siehe Abbildung 8).
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Die Massenspektrometrie zeigte vier O-glykosylierte Lipasen (CEL, LIPP, LIPR1, LIPR2;
siehe Tabelle 8), im Falle der CEL war eine O-Glykosylierung bereits bekannt (Wang et al.
1995). Bei Lipase und Esterase ist zudem zu beachten, dass beide Enzyme Esterbindungen
mit unterschiedlicher Affinitat spalten. Damit ist es nicht moglich, ausschlief3lich die
Aktivitat eines Enzyms bzw. einer Enzymklasse zu testen. Es wurde aber darauf geachtet,
dass bei den verwendeten Substraten eine jeweils hohere Affinitat des zu testenden

Enzyms flr das jeweilige Substrat vorliegt (Chahinian et al. 2000).

Da das zur Messung der Lipase-Aktivitat eingesetzte Substrat daher mit unterschiedlicher
Affinitat von mehreren Enzymen umgesetzt wird, ist es moglich, dass verschiedene
Enzyme unterschiedlich stark von den aberranten O-Glykosylierungen betroffen sind und
die Aktivitat eines Enzyms durch mogliche verursachte Konformationsanderungen nicht
oder positiv beeinflusst worden ist. Zudem ist es moglich, dass zwar das im ELISA
getestete Lipase-lsoenzym eine verringerte Menge in den Zymogengranula des Knock-out-
Modells aufweist, andere Isoenzyme dagegen keine oder eine vermehrte Konzentrierung

zeigen.

Dass die Lipase-Aktivitat im Pankreassekret bei Ausschaltung von Cosmc verringert sein
muss, zeigten Beobachtung der dieser Arbeit Gibergeordneten Publikation. So konnte im
verwendeten Mausmodell beobachtet werden, dass im Falle der Cosmc-Ausschaltung eine
vermehrte Tendenz zu weicherem Stuhl mit helleren Farben bestand. Dies deutet auf eine
Malabsorption mit Entstehung von Fettstiihlen hin. Zudem wurden im Blut geringere
Cholesterin-, Triglycerid- und HDL-Werte gemessen. Auch zeigten junge Cosmc-KO-
M@use ein niedrigeres Gewicht, dieser Ruickstand konnte jedoch mit 8 Lebenswochen
wieder aufgeholt werden (Wolters-Eisfeld et al. (in Review)). Mdgliche Ursachen hierfir
kdnnten daher sowohl eine geringen Lipase-Aktivitat im Pankreassekret, als auch eine
geringere Stimulierbarkeit der Pankreaszellen darstellen, wie es im Rahmen dieser Arbeit

nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 13).

5.2.4 Elastase

Die Elastase zeigte im Zytoplasma eine um 69 + 1% erniedrigte Gesamtaktivitat, in den
Zymogengranula betrug der Unterschied 69 = 5%. Gleichzeitig lag allerdings eine um den
Faktor 3,36 erhohte Expression der Elastase in den Cosmc-KO-Zellen vor. Unter
Beriicksichtigung von Gesamtaktivitat und Elastase-Mengen betrug die relative Aktivitat
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der Elastase eines Molekils im KO-Modell nur 91% derjenigen der Kontrollgruppe. Dies

entspricht einer quasi nicht funktionalen Elastase.

Als mogliche Ursache fur diese stark-erniedrigte Aktivitat konnte in drei unterschiedlichen
Verfahren eine vorhandene O-Glykosylierung des Enzyms gezeigt werden. So konnten in
der Massenspektrometrie zwei Isoenzyme identifiziert werden, die nach Aufreinigung von
Tn-Antigen-tragenden Proteinen vermehrt zu finden waren (CEL2A und CELAL,; siehe
Tabelle 8). Bei CELAL ist allerdings zu beachten, dass wahrend im humanen
Pankreasgewebe keine Expression stattfindet, bei Ratten und Schweinen jedoch groRRe
Mengen dieses Enzyms zu finden sind. Die Maus-Expressions-Raten sind nicht bekannt
(Tani et al. 1987). Weiter konnte im Western Blot mittels Immunodetektion mit Anti-
Elastase eine verdnderte Bandenstruktur in den KO-Lysaten gezeigt werden (siehe
Abbildung 17 A). Nach VVL-Pulldown und folgendem Western Blot konnte eine
ausschlieBliche Bandendemaskierung in den KO-Lysaten beobachtet werden, wéhrend im
Wildtyp bei Anti-Elastase-Immunodetektion keine Proteine sichtbar wurden (siehe
Abbildung 17 B). Dies zeigt, dass die Elastase der KO-Zellen aufgrund von vorhandenen
Tn-Antigenen an VVL bindet, wahrend im WT keine Interaktion mit dem Lektin stattfand.

Die Elastase liegt in den Zymogengranula als Proenzym vor, dass durch Trypsin erst
intraluminal aktiviert wird (Grant und Robbins 1955; Gertler und Birk 1970). Eine
maogliche geringere Aktivitat dieses Enzyms kann daher auch auf einer, im Rahmen dieser
Arbeit nachgewiesenen, geringeren Aktivitat von Trypsin (siehe Tabelle 7), sowie einer

geringeren Interaktion von Trypsin mit der Proelastase zurtickzufiihren sein.

Es stellt sich die weitere Frage, worauf die kompensatorisch erhohten Expressions-Level
der Elastase zurlickzufuhren sein kénnen. Eine Hochregulation der Elastase-Transkription
wurde ebenfalls in Mausmodellen gefunden, bei denen der Wnt/B-catenin-Signalweg
ausgeschaltet wurde. Dieser Signalweg ist im Mausmodell entscheidend fir die
Entwicklung des exokrinen Pankreas und zeigt beim Pankreaskarzinom ebenfalls oft
Dysregulationen. Allerdings bleibt zu beachten, dass im entsprechendem Mausmodell trotz
einer erhohten mRNA-Transkription keine vermehrten Mengen an funktionalen Enzymen
gefunden werden konnte (Wells et al. 2007). Ein eventueller Einfluss von aberranten O-
Glykosylierungen auf diesen Signalweg ware daher eine mogliche Erklarung der erhéhten
Elastase-Expression. In der massenspektrometrischen Proteomanalyse der Tn-Antigen-
konzentrierten Proteine konnte B-Catenin nachgewiesen werden (siehe Tabelle 8). Zudem

wurde in der Arbeitsgruppe gezeigt, dass im Western Blot bei B-Catenin-Detektion in den
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Cosmc-KO-Zellen keine Bandendemaskierung auftritt, wahrend dies in den WT-Zellen der
Fall ist (Daten nicht veroffentlicht). Eine aufgrund der aberranten O-Glykosylierungen
veranderte Expression oder Interaktion von B-Catenin und eine folgende veranderte
Regulation des Wnt/B-catenin-Signalwegs sind daher moglich. Dies konnte wiederum zu

den beobachteten erhéhten Elastase-Expressionen fiihren.

In der Diagnostik wird die Elastase im Stuhl als Marker fir die Pankreasfunktion
eingesetzt (Loser et al. 1996). Eine Mdoglichkeit, das AusmaR der Pankreasinsuffizienz der
Cosmc-KO-Maduse weiter zu quantifizieren, bestande also in der Durchfiihrung dieses
Diagnostikums. Dabei ist allerdings zu beachten, dass zwar die beobachtete Symptomatik
fur eine Pankreasinsuffizienz spricht, diese aber vermutlich auf eine verringerte
Stimulierbarkeit des Pankreas zurlickzufiihren ist, da eine verminderte Gesamtaktivitét der
Lipase nicht beobachtet worden ist. Bei der Bestimmung der Elastase im Stuhl ist zudem
zu beachten, dass in den Zellen eine kompensatorisch erhohte Expression vorliegt. Es ist
daher moglich, dass die Elastase-Bestimmung unauffallig verlauft und erst ein Test auf die
Enzymaktivitat ein pathologisches Ergebnis erzielen wirde. Ein solcher Test wirde daher
eventuell eher positive Werte zeigen, als ein im Rahmen des Pankreaskarzinoms aufgrund

einer exokrinen Pankreasinsuffizienz durchgefihrter Elastase-Stuhltest.

5.3 Weitere Auswirkungen aberranter O-Glykosylierungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere Methoden eingesetzt, um Tn-Antigen-tragende
Proteine identifizieren zu kdnnen. So erfolgte die Enzymaktivitats-Messung nach
Konzentrierung mittels LPLC und VVL-Pulldown, sowie der MS-Analytik.

Die B-Glucosidase zeigte eine vermehrte Aktivitat im Zytoplasma des KOs, sowie eine
verminderte Aktivitat in den Zymogengranula der Cosmc-KO-Zellen. Dementsprechend
lag eine verminderte Aktivitatszunahme in den Zymogengranula der KO-Zellen vor. Es
wurde daher nach LPLC-bedingter Protein-Konzentrierung ein Vergleich der
Enzymaktivitaten von Wildtyp und Knock-out-Lysaten durchgefihrt. Aufgrund der um
83% erhohten Aktivitat in der Elutionsphase kann auf vorhandene O-Glykosylierungen
geschlossen werden. Die im KO gemessenen Aktivitatsanderungen kdnnen daher

maoglicherweise aufgrund der verkirzten O-Glykane zu beobachten sein.

Wahrend die Esterase im Zytoplasma eine um 19% geringere Aktivitat zeigte, war in den
Zymogengranula kein signifikanter Unterschied zu messen. Allerdings lag im KO eine um

200% erhohte Konzentrierung in den Zymogengranula vor (siehe Tabelle 7). Es stellte sich
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daher die Frage, inwiefern der Grund hierfiur in aberranten O-Glykosylierungen liegen
kann. Wahrend in der LPLC keine sichere Aussage getroffen werden konnte (siehe
Abbildung 15), zeigten die Messungen nach einem VVL-Pulldown eine h6here Aktivitét in
der Elutionsphase (siehe Abbildung 16). Eine bestehende O-Glykosylierung ist daher
anzunehmen und kann ein Grund fir die verschobenen Aktivitdten darstellen. Allerdings
ist zu beachten, dass das zur Messung der Aktivitat der Esterase eingesetzte Substrat
ebenfalls zu einem geringen Mal3e von Lipasen umgesetzt wird (Chahinian et al. 2000).
Daher kann die beobachtete erhohte Molekulaktivitat der Lipasen in den Zymogengranula
der Cosmc-KO-Zellen ebenfalls einen Einfluss auf die beobachtete vermehrte

Aktivitatszunahme der Esterase in den Zymogengranula der Cosmc-KO-Zellen haben.

Zur Identifizierung weiterer Tn-Antigen-tragender Proteine erfolgte die Durchfuhrung
einer Massenspektrometrie nach VVL-Pulldon von Tn-Antigen-tragenden Proteinen in den
Cosmc-KO-Zellen (siehe Tabelle 8). Es besteht dabei eine groRe Ubereinstimmung der
identifizierten Proteine mit Proteinen, die ebenfalls per Massenspektrometrie in humanen

Cosmc-KO-Zelllinien gefunden worden sind (Hofmann et al. 2015).

Bei Cosmc-KO-Mausen, insbesondere bei zusatzlicher Hochregulation von ppGalNACT -2,
wurde in der Arbeitsgruppe ein vermehrtes Auftreten von Pankreatitis beobachtet (Daten
nicht veroffentlicht). In der Proteomanalyse wurden unter anderem Serpin 12 und der
Leukocyte elastase inhibitor A (Serpin Bla) identifiziert. Beide gehdren zur Familie der
Serinprotease-Inhibitoren (Benarafa et al. 2002). Serpin 12 fiihrt zu einer Inhibition von
Chymotrypsin und der Elastase, wahrend Trypsin nicht beeinflusst wird. Dies geschieht
durch Suizidhemmung der betroffenen Proteasen (Benarafa et al. 2002; Higgins et al.
2017). Zudem ist an der Apoptose von Azinuszellen und der Pankreasinsuffizienz beteiligt
und zeigt bei Pankreaskarzinomen eine geringere Expression (Ozaki et al. 1998). Es
besteht die Hypothese, dass Serpin 12 pankreatische Zellen vor friihzeitiger Aktivierung
von Zymogenen schitzt (Higgins et al. 2017). Aberrante O-Glykosylierungen kénnen
daher uber eine mangelnde Funktion von Serpin 12 zu den im Mausmodell beobachteten

vermehrten Pankreatitis-Fallen fuhren.

Neben Proteinen, die an der Zymogengranula-Bildung und Exozytose beteiligt sind (5.2.2),
sind weitere Proteine identifiziert worden, die an der Protein-Synthese beteiligt sind. So
wurde Endoplasmin/ Grp-94 gefunden, dass als Chaperon im ER an der Synthese von
sekretorischen Proteinen sowie der Erkennung von missgefalteten Proteinen (ER-

assoicated degradation, ERAD) beteiligt ist (Christianson et al. 2008). Es tibernimmt
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aulRerdem eine wichtige Rolle im Bereich der p-Zell-Entwicklung und kann im Rahmen
von Tumoren eine vermehrte Expression zeigen (Wu et al. 2016; Kim et al. 2018). Auch
Nucleolin und Grp-78, beide bereits vorbeschrieben als O-glykosyliert (Carpentier et al.
2005; Steentoft et al. 2011; Hofmann et al. 2015), wurden in der Massenspektrometrie
gefunden. Fir Nucleolin werden Beteiligungen an Translation und Transkription
beschrieben (Yang et al. 1994), Grp-78 ist als Chaperon an der Faltung und
Qualitatskontrolle von Proteinen im ER beteiligt (Cunnea et al. 2003; Meunier et al. 2002).
Beide Proteine zeigen bei Karzinomen eine verénderte Expression und Lokalisation (Peng
et al. 2010; Rauschert et al. 2008; Hofmann et al. 2015). Ebenso wurde Sec61a, ein
Proteinkanal, der an der Ribosomenbindung an das ER beteiligt ist (Gorlich und Rapoport
1993; Lang et al. 2012), als O-glykosyliert identifiziert.

Insgesamt zeigt die massenspektrometrische Proteomanalyse daher die Vielfaltigkeit von
vorhandenen O-GalNAc-Glykosylierungen. So sind ebenfalls zytoplasmatische Proteine
betroffen (Steentoft et al. 2013). Dabei muss allerdings beachtet werden, dass O-GalNAc-
Glykosylierung klassischerweise im Golgi-Apparat geschieht und eine Inaktivitat der T-
Synthase aufgrund der Cosmc-Ausschaltung daher vor allem sekretorische und
membrangebundene Proteine betrifft (Ju und Cummings 2002). Trotzdem zeigt diese
Arbeit, dass durch vielféltige aberrante O-Glykosylierungen auch auf vielen Proteinen, die
an wichtigen Funktionen des Zellzykluses beteiligt sind, weitere veranderte Interaktionen
hervorgerufen werden kénnen, die sich auf die exokrine Pankreasfunktion und den

Pathomechanismus des Pankreaskarzinoms auswirken.

5.4 Ausblick

Aberrante O-Glykosylierungen lassen sich in einer Vielzahl von Karzinomen, insbesondere
auch dem Pankreaskarzinom nachweisen. Wie diese Arbeit gezeigt hat, haben verkirzte O-
Glykane einen negativen Einfluss auf die exokrine Funktion des Pankreas. AuRerdem kann
man weiter spekulieren, dass aufgrund der Vielzahl an betroffenen Proteinen, die an
wichtigen Funktionen des Zellzykluses beteiligt sind, weitere groRe Einflussmdglichkeiten
bestehen.

Wie die Arbeit gezeigt hat, wurde eine Vielzahl von Enzymen in ihrer Aktivitat
beeinflusst, meist im negativen Sinne. Dies ist aufgrund von direkten
Konformationsédnderungen der Proteine mdglich, aber auch aufgrund von veranderten

Regulationen und Interaktionen der Pro-Protein-Convertasen. Zudem weil3en weitere
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Proteine O-Glykosylierungen auf, die an der Synthese der Zymogene sowie der Bildung
und der Exozytose der Zymogengranula beteiligt sind. Daher ist neben der verénderten
enzymatischen Aktivitat ebenfalls eine geringere Stimulierbarkeit der Pankreaszellen in
dieser Arbeit zu beobachten. Dies deckt sich mit den beobachteten Symptomen einer
exokrinen Pankreasinsuffizienz beim Cosmc-KO-Mausmodell (Wolters-Eisfeld et al. (in

Review)).

Es stellt sich daher die Frage, inwiefern aberrante O-Glykosylierungen auch in weiteren
Drisengeweben einen negativen Einfluss auf die Funktion dieser haben kénnen. So
konnten bereits weitere Daten dieser Arbeitsgruppe zeigen, dass eine Ausschaltung des
Cosmc-Gens in Darm-Epithelien zu einer geringeren Mucin-Produktion und einer
folgenden Colitis fuhren (Daten nicht verdffentlicht). Es l&sst sich daher spekulieren, dass
O-Glykosylierungen einen entscheidenden Einfluss auf die sekretorische Funktion
verschiedener Gewebetypen des Organismus haben. Weitere Arbeiten, die diese

Auswirkungen auch in weiteren Gewebetypen untersuchen, sind daher indiziert.

Ein moéglicher Nutzen der eingeschrankten Enzymaktivitat beim Pankreaskarzinom kann
man in der Elastase sehen. So fiihrt das Pankreaskarzinom zu einer exokrinen
Pankreasinsuffizienz mit erniedrigten Elastase-Mengen im Stuhl. Aufgrund der in dieser
Arbeit gezeigten erhohten Expression der Elastase bei erniedrigter Aktivitat und Sekretion
besteht die Mdglichkeit, dass ein Elastase-Funktionstest friher pathologische Werte einer
exokrinen Pankreasinsuffizienz beim Pankreaskarzinom aufweist, als ein Test auf Elastase-

Mengen im Stuhl dies zeigen wiirde.
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6 Zusammenfassung
6.1 Deutsch

Eine Vielzahl von Pankreaskarzinomen zeigen eine Expression von Tn-Antigen. Dies
beruht auf einer Ausschaltung von Cosmc und einer folgenden Inaktivitat der T-Synthase.
Im Rahmen dieser Arbeit lag ein Mausmodell vor, bei dem Pankreas-spezifische der
Knock-out von Cosmc erfolgte. Aufgrund des Einflusses von O-Glykanen auf viele
wichtige Zellfunktionen und der Eigenschaft vieler sekretorischer Proteine, O-
Glykosylierungen aufzuweisen, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die Untersuchung des

Einflusses aberranter O-Glykosylierungen auf die exokrine Pankreasfunktion.

Es konnte gezeigt werden, dass einige Pankreasenzyme bei Ausschaltung von Cosmc eine
verdnderte Aktivitéat zeigen. Ein direkter Einfluss der aberranten O-Glykosylierungen
konnte teilweise nachgewiesen werden. Insgesamt konnte ein negativer Einfluss der
aberranten O-Glykosylierungen auf das exokrine Pankreas beobachtet werden. Neben einer
geringeren Konzentrierung einiger Zymogene in den Zymogengranula der Cosmc-KO-
Zellen konnte eine verminderte Stimulierbarkeit der Pankreaszellen gezeigt werden.
Magliche Ursachen hierfur konnten in einer vorhandenen O-Glykosylierung von Muclin
und Syncollin ausgemacht werden. Dies steht im Einklang mit dem beobachteten Phanotyp
des Cosmc-KO-Mausmodells. Weitere Daten deuten auf einen generellen negativen

Einfluss verkirzter O-Glykane auf die sekretorische Funktion von Driisengeweben hin.

Die Elastase zeigte zudem im Cosmc-KO-Mausmodell eine nahezu vollstandige Inaktivitat
bei gleichzeitig erhohter Expression. Vorhandene O-Glykosylierungen konnten
nachgewiesen werden und stellen daher mit hoher Wahrscheinlichkeit die Ursache fir die
beobachtete Inaktivitat dar. Im Wnt/p-Catenin-Signalweg konnte eine mogliche Ursache

flr die erhdhte Expression ausgemacht werden.
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6.2 Englisch

A variety of pancreatic carcinoma display Tn antigen expression. Mechanistically,
nonsense-mutations in the gen Cosmc leads to inactivity of the T-synthase. For this work |
had access to a mouse model, in which the Cosmc gen was conditionally knocked out in
the exocrine pancreas. Since O-glycosylation is involved in many cellular processes and a
variety of secretory proteins are O-glycosylated, | wanted to examine the influence of

differentially expressed O-glycans on exocrine pancreatic function.

| was able to show that the activity of a number of pancreatic enzymes in the Cosmc-knock
out cells differ from those in wildtype cells. Furthermore, in some cases a direct impact of
aberrant O-glycosylation on the enzyme activity was detected. Overall, a negative impact
of aberrant O-glycosylation on the exocrine pancreas function could be demonstrated.
Furthermore, | found a decreased concentration of some zymogens in the zymogen granula
of the Cosmc knock out cells and a reduced stimulability was observed. Muclin and
Syncollin were identified as O-glycosylated and therefore might be causal for this
observation. The reduced exocrine pancreas function is in accordance with the observed
phenotype of the Cosmc knock out mouse model. Further data indicates a general negative

impact of shortened O-glycans on the secretory functions of gland tissues.

While the elastase produced by the Cosmc knock out pancreatic acinar cells was
catalytically nearly inactive, the cells displayed a higher elastase protein expression level. |
have also shown that elastase is O-glycosylated and that alterations of the latter may lead
to decreased enzymatic activity. A potential reason for the compensatory, elevated

expression level could be explained by activation of Wnt/p-Catenin signalling pathway.
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8 Anhang
8.1 Abbildungen

Abbildung 1: Aufbau der Core-Strukturen (modifiziert nach (Bennett et al. 2012)) Das initial durch die
ppGalNACTs gebildete Tn-Antigen wird durch die T-Synthase (C1GalT1), B3GnT6 und ST6GalNAc-I
weiter zum T-Antigen/ Core 1, Core 3 und dem sialyl Tn-Antigen (sTn-Antigen) verstoffwechselt. Es
kann anschlieBend eine weitere Verlangerung stattfinden, wobei sialysierte Formen jedoch einen
Endpunkt darstellen. 11

Abbildung 2: Nachweis des erfolgreichen Cosmc-Knock-outs im Mausmodell. (A) Reprédsentativer
Western Blot von pankreatischen Gesamtlysaten, das Tn-Antigen wurde mit VVL markiert. Eine
Bandendemaskierung findet vor allem in den Cosmc-KO-Mausen statt. (B) Reprasentative
histologische Firbungen von Pankreasgewebe mit Vicia Villosa Lektin (VVL), Peanut Lektin (PNA)
und anti-Tn. 34

Abbildung 3: Relative Zytoplasma-Aktivitaten verschiedener Enzyme im KO im Vergleich zur jeweiligen
Wildtyp-Aktivitat (n=3). Ein Unterschied der Aktivivtdt konnte bei der Esterase (p=0,010), B-
Glucosidase (p=0,041), a-Mannosidase (p=0,009) und der pankreatischen Elastase (p<0,001)
gezeigt werden. 35

Abbildung 4: Zunahme der Fluoreszenz iiber die Zeit verglichen zur Null-Fluoreszenz des WTs (Zugabe des
Substrates bei 2,0 min; n=3). Es besteht ein signifikante erhéhter Kurvenverlauf der WT-Kurve
(p=0,017). 36

Abbildung 5: Nach 60 Minuten durch die Esterase enzymatisch umgesetztes Substrat im KO im Vergleich
zum WT, gemessen an der Flache unter der Kurve (Area under curve; AUC) (n=3). Im Wildtyp sind
16 + 8% weniger Substrat umgesetzt worden (p=0,025). 36

Abbildung 6: Relative Gesamtaktivitit der Lipase im Zytoplasma und den Zymogengranula im WT und KO
im Vergleich zur Zytoplasma-Aktivitdt des Wildtyps (n=3). Sowohl im WT, als auch im KO liegt eine
deutliche erhéhte Aktivitdt in den Zymogengranula vor (jeweils p<0,001). 38

Abbildung 7: Bestimmung der Lipase-Mengen im Zytoplasma und den Zymogengranula im WT und KO
(n=18). Es liegt in beiden Modellen eine erh6hte Konzentrierung in den Zymogengranula vor
(jeweils p<0,001), es besteht allerdings eine signifikant erniedrigte Lipase-Menge in den
Zymogengranula des KOs (p=0,023). 39

Abbildung 8: Relative Molekiil-Aktivitdt der Lipase in Zytoplasma und den Zymogengranula von WT und
KO im Vergleich zur WT-Zytoplasma-Aktivitat (n=3). In den Zymogengranula des KOs besteht eine
erhohte Aktivitdt im Vergleich zum Zytoplasma (p=0,003), sowie zur WT-Aktivitat (p=0,014). 39

Abbildung 9: Relative Gesamtaktivitadt der Elastase im Zytoplasma und den Zymogengranula des KOs im
Vergleich zur WT-Zytoplasma-Aktivitat (n=3). Es besteht eine leicht erniedrigte Aktivitadt in den
Zymogengranula (WT: p=0,005; KO: p=0,002), zudem eine stark erniedrigte Aktivitdt im KO (jeweils
p<0,001). 40
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Abbildung 10: Bestimmung der Elastase-Mengen im Gesamtlysat von WT und KO (n=15). Im KO liegt eine
um 3,36-fach erh6hte Menge an Elastase vor (p<0,001). 41
Abbildung 11: Relative Molekiilaktivitat der Elastase im Zytoplasma und den Zymogengranula im KO im
Vergleich zur WT-Aktivitdt (n=3). Im KO liegt eine um 91% erniedrigte Aktivitdt eines Elastase-
Molekiils vor (jeweils p<0,001). 41
Abbildung 12: Relative Gesamtaktivitat der Esterase im Zytoplasma und den Zymogengranula von WT
und KO im Vergleich zur Zytoplasma-Aktivitat des Wildtyps (n=3). Es besteht eine leicht erniedrigte
Aktivitdt im Zytoplasma des KOs (p=0,009), und eine deutliche Aktivititszunahme in den
Zymogengranula (WT: p<0,001; KO: p=0,001). 42
Abbildung 13: Steigerung der Lipase-Aktivitat nach Caerulein-Stimulation im Sekret von WT und KO (n=3).
Zunahme der Aktivitdt nach Stimulation im WT um 90 + 23% (p=0,031), im KO um 14 + 42%
(p=0,681). 43
Abbildung 14: Steigerung der Esterase-Aktivitdt nach Caerulein-Stimulation im Sekret von WT und KO
(n=3). Zunahme der Aktivitdt nach Stimulation im WT um 68 + 13% (p=0,033), im KO um 8 + 45%
(p=0,611). 44
Abbildung 15: Vergleich von Enzym-Aktivitadt in mobiler und Elutionsphase des Knock-out-Modells nach
Chromatographie verglichen zur jeweiligen WT-Aktivitdt (n=3). Erh6hte Aktivitét der B-Glucosidase
in der Elutionsphase (p=0,039), wahrend die a-L-Fucosidase eine erniedrigte Aktivitit zeigt
(p=0,023). 44
Abbildung 16: Esterase-Aktivitdtsunterschiede nach VVL-Pulldown in der Elutions- und Waschphase (n=4).
Erniedrigte Aktivitdt der Esterase in der Waschphase des KOs (p=0,006). 45
Abbildung 17: Western Blots mit Immunodetektion mit Anti-Elastase (A) Western Blot von WT und KO-
Gesamtlysaten (n=4) zeigt eine unterschiedliche Bandenverteilung. (B) Western Blot von WT und
KO-Gesamtlysaten nach Durchfiihrung eines VVL-Pulldowns (n=4). O-GalNAc-modifizierte Elastase

zeigte sich nur im KO. 50
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